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1 Einleitung

1.1 Die zellulare Kalziumhomoostase

Freies Kalzium (Ca®") ist als sekundirer Botenstoff (,,second messenger) ein bedeutender
Faktor fiir elektrisch erregbare wie auch fiir elektrisch nicht erregbare Zellen, iiber den eine
groBe Zahl an zelluliren Signaltransduktionswegen gesteuert wird. Ein Anstieg der
intrazelluldren freien Ca*"-Konzentration [Ca®’]; induziert und moduliert verschiedenste
Ereignisse, angefangen z.B. bei der Fertilisation, Zellteilung, -migration und -differenzierung
tiber Muskelkontraktion, Neurotransmitterfreisetzung, Genregulierungen, die aber auch den
programmierten Zelltod beinhalten [1 - 6].

Ist die Anderung der [Ca®]; jedoch zu hoch, oder ist die Dauer einer [Ca2+]i-Erh6hung zu
lang, wirkt Ca®" zytotoxisch. Daher muff das Ca*"-Signal sowohl flexibel als auch genau
geregelt sein. Ein Unterschied im Ca®"-Signal kann durch zeitliche und rdumliche
Dimensionen, sowie iiber die Amplitude der [Ca®"]; erreicht werden. Viele Zellen nutzen eine
Kombination aus diesen Parametern um ein prazises Signal zu erzielen [1, 7 - 9].

Ein Anstieg der [Ca®']; wird iiber zwei Wege bewiiltigt, durch Depletion kompartimentierter,
intrazelluldrer Ca**-Speicher und durch einen Ca®"-Einstrom iiber die Plasmamembran.
Wihrend die Entleerung der intrazelluldren Ca®*-Speicher, wie endoplasmatisches Retikulum
(ER) oder sakroplasmatisches Retikulum (SR), einen kurzzeitigen transienten Ca’’-Anstieg
zur Folge hat, ist die Erhéhung der [Ca®"]; nach einen Ca*"-Influx von lingerer Dauer und
scheint fiir weitergehende Signalprozesse von groflerer Bedeutung zu sein.

Eine Erniedrigung der freien [Ca®']; und damit eine zeitliche Begrenzung des Ca*'-Signals
wird anhand unterschiedliche Mechanismen iiber diverse Proteine gesteuert.

Zum einen pumpen (Ca’" und Mg*")-ATPasen des SR und des ER (SERCAs), die eine hohe
Affinitdt zu Ca*"-Ionen besitzen, diese ins jeweilige Lumen. Zum anderen wird Ca®" iiber
Plasmamembran (Ca’" und Mg*")-ATPasen (PMCAs) aus dem Zytosol in den
Extrazelluldrraum transportiert. Mitochondriale Ca**-Transporter und —Kanile sorgen fiir eine
Aufnahme von Ca®-Ionen ins Innere des Organells. Durch direkte Bindung von Ca®’ an
Metabolite, sowie an zytoplasmatische und intraorganelle Proteine wie Calsequestrin oder

Calreticulin wird ebenfalls eine Verringerung der [Ca2+]i erreicht [5, 7, 10, 11].



Einleitung

In elektrisch erregbaren Zellen wie Neuronen, Muskelzellen und einigen Endokrinzellen
erfolgt ein Ca’"-Einstrom iiber die Plasmamembran durch spannungsabhingige, Ca®'-
selektive Kanile, die kurzzeitig durch eine, mit dem Aktionspotential einhergehende,
Depolarisation aktiviert werden [12 - 14]. Dagegen war jedoch lange Zeit nichts iiber die
Identitit und die Eigenschaften derjenigen Kanile bekannt, die einen Ca**-Einstrom in
elektrisch nicht erregbaren Zellen wie z.B. Epithelien oder Blutzellen bewirken.

Eine Stimulation der meisten elektrisch nicht erregbaren Zellen nach Bindung von
Wachstumsfaktoren oder Hormonen an einen heptahelikalen Rezeptor fiihrt zu einer
G-Protein gekoppelten Aktivierung der Phospholipase C (PLC), die das membranire
Phospahtidylinositol-4,5-bisphosphat  (PIP;) zu Inositol-1,4,5-Triphosphat (IP;) und
Diacylglycerol (DAG) hydrolysiert. Der diffusible ,,second messenger< 1P; bewirkt durch
Bindung an spezifische IP;-Rezeptorkanile des ER eine Freisetzung von Ca®" aus dem
intrazelluldren Speicher. DAG aktiviert die Ca®"-abhingige Proteinkinase C (PKC), iiber die
weitergehende Siganlkaskaden, anhand phosphorylierender Prozesse, induziert wird [15]. Der
mit der Aktivierung des PLC-abhédngigen Signalwegs, dem sog. ,Pl-response®,
einhergehenden intrazelluliren Ca’"-Speicherentleerung folgt ein Ca’"-Influx iiber die
Plasmamembran. Dieser Ca’-abhingige Ca”’-Influx wird auch als ,.capacitative calcium
entry* (CCE) bezeichnet [16]. Als ein Mechanismus fiir die Aktivierung einiger membranérer
Ca’"-Kanile scheint dabei der Fiillzustand der intrazelluliren Ca**-Speicher ausschlaggebend
zu sein. Aufgrund dieser Speicherabhéngigkeit werden diese Kanéle auch als ,,store operated
channel“ (SOC) bezeichnet. Andere spannungsunabhingige, Ca’"-permeable Ionenkanile
werden wiederum unabhdngig von einer Speicherentleerung reguliert, die genauen
Mechanismen sind jedoch noch nicht bekannt [5, 17 - 22].

Der auf einer Depletion der intrazelluliren Ca*"-Speicher folgende, einwirts gerichtete
Kationenstrom (,,calcium release activated calcium current®, Icrac) konnte biophysikalisch
das erste Mal von Hoth und Penner 1992 charakterisiert werden. Hoth und Penner
beschreiben, dafl nach intrazelluldrer Speicherentleerung mit IP; und durch Pufferung der
[Ca®"]; mit dem Ca®"-Chelator Ethylenglykol Tetra-Essigsdure (EGTA) (was langfristig durch
Ca*"-Leckstrome der ER Membran zur Depletion des Speichers fiihrt) ein
spannungsunabhéngiger Kationeneinstrom zu beobachten ist. Dieser Strom zeichnet sich
durch eine geringe Einzelleitfahigkeit von <10 pS und durch hohe Selektivitit fiir Ca**-Tonen

aus, gefolgt von einer Permeabilitit fir Barium (Ba®") (= Strontium (Sr*")) >> Mangan
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(Mn?"). In einem divalent freien Puffer, steigt die Permeabilitdt fiir monovalente Ionen wie
Natrium (Na') und die Einzelleitfahigkeit auf 30 — 40 pS an. Das charakteristische
Umkehrpotential des Icrac liegt im positiven Bereich von 40 mV. Der Icgrac ist durch die
divalenten Kationen Zink (Zn>"), Cadmium (Cd*"), Berylium (Be*"), Cobalt (Co*"), Mn*",
Nickel (Ni*"), Ba*" und durch die trivalenten Kationen Lanthan (La®") und Gadulinium (Gd*")
blockierbar. Mn**, Ba*" und Sr*" blockieren den Kanal durch eine geringere DurchfluBkinetik
als Ca®". Die Erhohung der [Ca®']; auf > 10 nM fiihrt ebenfalls zur Inhibierung des Icrac
[7,21, 23].

Zur molekularen Identitdt, sowie zu den genauen Aktivierungsmechanismen dieses hoch
Ca®"-selektiven Kanals konnten jedoch keine Angaben gemacht werden. Beides ist bis heute

Gegenstand wissenschaftlicher Untersuchungen.

1.2 Die “transient receptor potential” TRP-Familie

kalziumpermeabler Kationenkanale

1.2.1 Identifizierung der Drosophila melanogaster TRP Proteine

Ein moglicher Kandidat eines Ca**-Kanals, der fiir einen Ca’"-Influx nach Aktivierung des
PLC-abhéngigen Signalweges verantwortlich sein konnte, wurde erstmals in einer Mutante
von Drosophila melanogaster entdeckt. Photorezeptorzellen von Insekten wurden lange als
Modellsystem fiir einen IPs;-abhingigen Ca’'-Signalweg zitiert. Wihrend der
Lichttransduktion fiihrt bei Insekten die Absorption eines Photons durch das Rezeptormolekiil
Rhodopsin zur Aktivierung eines G-Proteins der Gg-Familie. Die o-Untereinheit dieses
G-Proteins initiiert den PLC-abhingigen Signaltransduktionsweg, der eine transiente [Ca®']-
Erhohung durch Entleerung intrazellulirer, IP;-sensitiver Ca®'-Speicher bewirkt. Dieser
intrazelluldren Speicherdepletion folgt eine linger andauernde [Ca’']i-Erhdhung, ausgeldst
durch einen Ca’"-Influx iiber die Plasmamembran und damit einhergehend eine
Depolarisation der Rezeptormembran [24 - 27]. Im Elektroretinogramm (ERG) einer
Drosophila Mutante konnte nach Stimulation mit einem lang andauernden Lichtreiz nur ein
transientes Rezeptorpotential (transient receptor potential; trp) gemessen werden, das auf die
Depletion intrazellulidrer Ca®*-Speicher zuriickgefiihrt werden konnte [28]. Der Lokus des

fehlenden Gens dieser Mutante, die nach ihrem Rezeptorpotential als #p benannt wurde,
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konnte identifiziert und das Genprodukt unabhédngig von zwei Arbeitsgruppen kloniert
werden [29, 30]. Hydropathieblots dieses sog. TRP Proteins lieBen auf ein
Transmembranprotein schlieBen. AuBlerdem fiihrten Sequenzéhnlichkeiten des TRP Proteins
zu spannungsabhingigen Ca’’-Kanilen sowie zu weiteren Ionenkanilen zu der Vermutung,
daB das trp Gen fiir einen membraniren Kanal kodiert, der fiir das Ca*"-Signal wéhrend der
Lichtantwort des Insektenphotorezeptors von Bedeutung ist [31, 32].

Kurz darauf konnte in Drosophila ein zweites Protein und spéter ein drittes Protein
identifiziert werden, die beide eine hohe Homologie zum TRP besitzen und als TRPL (fiir

transient-receptor-like) und TRPy bezeichnet wurden [33, 34].

1.2.2 Charakterisierung der Drosophila melanogaster TRP Proteine als

mogliche Kandidaten fiir speicherabhangige, kalziumpermeable Kanéle

Die ersten experimentellen Befunde an #7p und trp/ transfizierten Zellen unterstiitzten die
Hypothese, daB diese Proteine Ca*'-permeable Kationenkanile darstellen, die bei dem Ca*'-
Influx nach Aktivierung des PLC-Signaltransduktionsweg eine Rolle spielen. In Patch-Clamp
Experimenten an #rp heterolog transfizierten Zellen konnte, nach Depletion der intrazelluldren
Ca®"-Speicher durch selektive Blockierung der Ca**-ATPase mit dem onkogen Thapsigargin,
ein vermehrter Kationeneinstrom mit einer hoheren Selektivitit fiir Ca**-Ionen zu Na'-Ionen
nachgewiesen werden [35]. Dagegen war in frpl transfizierten Zellen ein nicht selektiver,
konstitutiver Strom zu messen, der unabhingig ist von einer Speicherentleerung mit
Thapsigargin [35 - 37].

Inzwischen ist bekannt, dafl bei Stimulation der TRP Proteine durch einen PLC-abhingigen
Signalweg die Generierung von DAG, von mehrfach ungesittigten Fettsduren und/oder die
Reduzierung der PIP, eine Rolle spielen [24, 38].

AuBerdem weisen experimentelle Untersuchungen darauf hin, dal moglicherweise die
einzelnen TRP Proteine untereinander Heteromultimere ausbilden. Eine Proteininteraktion
von TRPL mit TRP konnte nachgewiesen werden [39, 40]. Zusitzlich konnte gezeigt werden,
dafl die, bei Einzeltransfektion von einer Speicherentleerung unabhingigen, konstitutiv
aktiven Kandle TRPL und TRPy, bei einer Co-Transfektion durch einen PLC-abhéngigen
Stimulus aktiviert werden [34].

Lange Zeit wurde die Lichtantwort der Photorezeptoren von Kompaktaugen der Insekten als

Beispiel fiir eine IPs;-abhéngige Signalkaskade angesehen. Eine Drosophila Mutante, der der
4
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einzige [P;-Rezeptor fehlt, dessen Lichtantwort jedoch unverdndert ist, widersprechen diesem
Signalmodell. In dieser Mutante kann {iber IP; keine intrazelluldre Ca2+-Speicherentleerung
hervorgerufen werden, es kommt dennoch nach Aktivierung des PLC-Signaltransduktionsweg
zu einer Depolarisation der Photorezeptormembran. Die neueren Ergebnisse, die zur
Regulation der Drosophila TRPs gewonnen wurden, decken sich mit den Befunden zur IP3-
Rezeptor Mutante, es kann durch die Aktivierung der TRP Proteine, unabhéngig von einer
IP;-gesteueren Speicherentleerung, ein Kationeneinstrom in Drosophila Photorezeptoren
bewerkstelligt werden. Zusammenfassend sind daher mittlerweile alternative Metabolite des
PLC-abhidngigen Signalwegs als Botenstoffe in Betracht zu ziehen, die wéhrend der
Lichttransduktion von Drosophila eine Depolarisation der Rezeptormembran, durch

Aktivierung der TRP Proteine, auslosen [25, 31, 38, 41 - 46].

1.2.3 Identifizierung von Saugerproteinen mit Homologie zum Drosophila TRP

Protein

Das Durchsuchen (,,Screening) von cDNA-Bibliotheken aus Sdugergeweben nach
homologen Sequenzen zu #rp sowie trpl fithrte erstmals 1995 gleichzeitig von zwei
Arbeitsgruppen zur Identifizierung eines Proteins mit > 30 % Homologie zum Drosophila
TRP, dem TRPCI (in fritheren Arbeiten auch als HTRP1 bezeichnet) [47, 48].

Inzwischen sind im Sduger zum Drosophila TRP sieben Homologe (TRPC1 — TRPC7) mit
zusitzlichen Spleiformen entdeckt worden, von denen jedes eine starke Ahnlichkeit zum
Drosophila TRP aufweist [49 - 55].

Allen Proteinen ist ein hypothetisches Strukturmodell gemeinsam (sieche Abb. 1), das sich wie
folgt zusammensetzt: 6 Transmembrandoménen, bei dem zwischen dem 5. und 6. Segment
eine hydrophobe Schleife wahrscheinlich die Pore des Kanals bildet, ein intrazelluldrer N-
und C-Terminus, sowie 3 — 4 Dominen im N-terminalen Bereich, die Ahnlichkeiten zu
repetetiven Sequenzen von Ankyrin aufweisen und als ,,Ankyrin-like repeats® bezeichnet
werden. Die ,,Ankyrin-like repeats* werden mit Protein-Protein-Interaktionen, wie z.B. mit
dem Zytoskelett, in Verbindung gebracht [56]. Dagegen sind von einer hoch konservierten
Prolin reichen Region im C-Terminus, die als ,,TRP-Domine“ bezeichnet wird, keine
funktionalen Eigenschaften bekannt. Neben der ,,TRP-Domine* ist die hdchste Homologie
der TRPC-Proteinsequenzen von 30 — 47 % im 5. und 6. transmembrandren Segment
vorzufinden. Konservierte Argininreste, die in spannungsabhingigen lonenkanidlen am 4.
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Segment einen Spannungssensor darstellen, sind bei den TRPC-Proteinen nicht vorhanden

[57, 58].

extrazellular n— n—

S1| | S2| [S3]| | S4

v U

"ankyrin like repeats"

N C

intrazellular

E “TRP-Doméne”

N

Abb. 1: Schematisches Strukturmodell der TRP-Proteine
C = carboxyterminales Ende; N = aminoterminalen Ende; P = prolinreiche Region, unbekannter
Funktion; S = transmembrandre Segmente 1 bis 6.

Veréndert nach Zitt et al. 2002

Durch Experimente an heterolog transfizierten Zellen konnte gezeigt werden, dafl die TRPC-
Proteine spannungsunabhingig iiber einen PLC-abhidngigen Weg aktiviert werden. Die
Expression z.B. von TRPCI1A, einer Spleilvariante des TRPCI, in verschiedenen
Zellmodellen fiihrt zu einen vermehrten Ca**-Einstrom nach Depletion intrazellulirer Ca*'-
Speicher mit IP; oder Thapsigargin, sowie zu einem erhOhten Kationeneinwirtsstrom in
transfizierten CHO-Zellen (,,chinese hamster ovarien). Der TRPCIA konnte als nicht
selektiver Kationenkanal mit einer Leitfahigkeit von 16 pS identifiziert werden, der durch
speicherabhingige Prozesse reguliert wird [52].

Aufgrund der Homologie zu Drosophila TRP und der ersten funktionellen Ergebnisse wurden
die TRPC-Proteine als jene Vertreter membranirer, Ca> -permeabler Kanile betrachtet, die in
nicht erregbaren Zellen an einem Ca’"-Influx nach Aktivierung des PLC-abhingigen
Signaltransduktionsweg beteiligt sind, dessen biophysikalischen Eigenschaften sich jedoch

von denen des Icrac unterscheiden.
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1.2.4 Einteilung der Sauger-TRP-Proteine in drei Subfamilien

Neben den klassischen TRP-Proteinen, den TRPC-Proteinen, konnten inzwischen aus
humanen Geweben und anderen Séaugertierzellen weitere Proteine mit Sequenz- und
Strukturdhnlichkeit zu Drosophila TRP kloniert werden, die jedoch eine geringere Homologie
zum TRP als die TRPC Proteine aufweisen und als entfernt verwandte (,,distantly related*)
Mitglieder bezeichnet werden.

Die einzelnen Proteine der TRP-Familie werden aufgrund ihrer Homologien zueinander in

drei groBBe Subfamilien unterteilt (siche. Abb.2 und Tabelle 1) [59, 60].
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Abb.2: Phylogenetischer Stammbaum der Mitglieder der TRP-Familie.
Die Einteilung basiert auf einen Sequenz-Vergleich (clustal method) der einzelnen Mitglieder. In
Klammern angegeben, die Mitglieder, die nicht humanen Ursprungs sind (Mm = Mus musculus)



Einleitung

Die erste Gruppe bilden die bereits erwidhnten klassischen TRPCs mit der hochsten
Homologie untereinander, sowie mit der hdchsten Homologie zu den Drosophila TRP.

Die weiter entfernt verwandten Mitglieder der TRP-Familie werden in eine sog. TRPV-
Gruppe (auch OTRPC genannt) und in einen TRPM-Zweig (auch als LTRPC bezeichnet)
eingeteilt [57]. Viele Mitglieder der TRPV-Unterfamilie, die nach ihrem ersten Mitglied, dem
Vanilloid-Rezeptor (VR1, TRPV1) [61], benannt wurden, spielen bei sensorischen Prozessen
eine funktionelle Rolle, da sie auf Schmerzreize nach erhdhten Temperaturen, auf osmotische
wie auch mechanische Stimuli und auf Duftstoffe reagieren. Strukturelle Merkmale der
Mitglieder der TRPV Gruppe sind ebenfalls 3-4 Ankyrin dhnliche Doménen im N-terminalen
Bereich, sie besitzen aber keine ,,TRP-Doméne® [62 - 64].

Namen gebend fiir die dritte Subfamilie, dem TRPM-Zweig, war das erste, in Melanoma
Zellen identifizierte, Mitglied Melastatin, das funktionale Eigenschaften eines
Tumorsuppressors besitzt [65, 66]. Zu den biophysikalischen Eigenschaften der einzelnen
Mitglieder der TRPM Unterfamilie war lange Zeit wenig bekannt. Inzwischen sind, beim
TRPM2 (= LTRPC2) und beim TRPM7 bifunktionale Eigenschaften sowohl als Kanal wie
auch als Enzym nachgewiesen worden [67, 68]. Der TRPMS8 wird durch
Temperaturen < 26°C aktiviert und besitzt wahrscheinlich ebenfalls bei sensorischen
Prozessen eine Bedeutung [69]. Einige Mitglieder zeichnen sich strukturell durch recht lange
N- und C-terminale Enden, durch coiled-coil Strukturen hinter dem 6. transmembraniren
Segment und/oder durch eine ,,TRP-Doméne* im C-Terminus aus. Allen Mitgliedern ist
jedoch gemeinsam, daf3 bei ihnen die ,,Ankyrin-like repeats® im N-Terminus nicht vorhanden
sind [57 - 60].

Die biophysikalischen Eigenschaften der einzelnen Mitglieder aus der TRP-Familie,
unterscheiden sich deutlich voneinander. Einige besitzen eine hohe Ca**-Selektivitit mit einer
geringen Leitfihigkeit und sind abhéngig von einer intrazelluldren Ca**-Freisetzung. Andere
Mitglieder dagegen zeigen eine wesentlich hohere Leitfdhigkeit, sind nicht selektive
Kationenkanile, die unabhidngig von einer Speicherentleerung iiber ,,second messenger”,
Metabolite des PLC-Weges wie z.B. DAG, oder mehrfach ungesittigte Fettsduren aktiviert
werden. Es scheinen aber auch Faktoren unabhédngig von einem PLC-Signalweg einen
regulierenden oder hemmenden Einflu3 auf einige der TRP-Proteine auszuiiben [17, 20, 57,

59,70 - 72].
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Da viele Mitglieder der TRP-Familie, sowohl in elektrisch nicht erregbaren als auch in
elektrisch erregbaren Zellen, wie in Neuronen des ZNS, exprimiert werden, wird sich
wahrscheinlich in Zukunft das Wissen um die Erkenntnisse und um die biophysikalischen
Eigenschaften der TRP-Proteine stark erweitern [73]. Die folgende Tabelle gibt einen kurzen
Uberblick zur Regulation und zu den funktionellen Eigenschaften der wichtigsten Vertreter

der TRP-Kanile.

Tabelle 1: Ubersicht zu funktionellen Eigenschaften der Mitglieder der TRP-Familie

Name Friiherer funktionelle Gewebe mit der
Name Eigenschaften; hochsten Expression
Stimulation

TRPC-Unterfamilie

TRPC1 Trpl SOC (speicherabhéngig) Herz, Gehirn, Testes
TRPC1 nicht selektiver Kationenkanal Ovarien

TRPC2 TRP2 Humanes Pseudogen
TRPC2

TRPC3 TRP3 SOC (speicherabhéngig)? Gehirn
TRPC3 DAG

TRPC4 TRP4 SOC (speicherabhédngig)? Gehirn, Endothel, Testes
TRPC4 Nebenniere, Retina,

TRPC5 TRPS5 SOC (speicherabhingig)? Gehirn
TRPC5S

TRPC6 TRP6 DAG Lunge, Gehirn
TRPC6

TRPC7 TRP7 SOC (speicherabhéngig) Auge, Herz, Lunge
TRPC7 DAG
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TRPYV Unterfamilie
TRPV1

TRPV2

TRPV3

TRPV4

TRPVS

TRPV6

TRPM Unterfamilie

TRPM1

TRPM2

VR1
OTRPCl1

VRL-1
OTRPC2

OTRPC4
VR-OAC
TRP12
VRL-2

ECaCl

CaT2

ECaC2
CaTl
CaT-L

Melastatin

TRPC7
LTRPC2

Temperatur > 43°C
Vanilloide (Capsaicin),
Anadamide, PIP,,

Protonen

Temperatur >52°C

Translokalisation

mittlere Temperaturen 25°C

Osmolaritét
Zellvolumen

Phorbolester

niedrige intrazellulire [Ca®']
Hyperpolarisation

Ca*'-selektiver Kanal

dhnlich wie TRPVS
SOC (Favorit fiir Icrac)

Ca*'-selektiver Kanal

Translokalisation?

Nicht selektiver Kationenkanal

ADP-Ribose, NAD"?
oxidativer Strefl (H,O,)
ROS; NOS
Arachidonséure

nicht selektiver Kationenkanal

Trigeminus Nerven,

dorsale Wurzelganglien

dorsale Wurzelganglien,
Rickenmark, Gehirn,
Milz;

Dick- und Diinndarm

dorsale Wurzelganglien

Nieren, Lunge, Spleen,

Testes, Endothelium.

Leber, Herz

Nieren, Duodenum,
Jejunum, Plazenta,
Pankreas

Diinndarm, Pankreas,

Plazenta, Prostata,

Krebszellen

Auge, Melanozyten

Gehirn

10
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TRPM3 KIAA1616 ? ?
LTRPC3
TRPM4 TRPM4 nicht selektiver Kationenkanal Prostata, Kolon, Herz,
LTRPC4 ? Nieren
TRPM5 MTRI1 ? Diinndarm, Leber, Lunge
LTRPCS5
TRPM6 Chak?2 ? Niere
TRPM7 TRP-PLIK Phosporylierung Leber, Nieren
Chakl Mg**-ATP
LTRPC7
TRPMS TRP-p§ Temperaturen < 26°C Prostata,
Menthol dorsale Wurzelganglien

Icilin

Aufgefiihrt sind die Namen der Mitglieder nach der neuesten Nomenklatur [60], ihre bisherige
Bezeichnung, so weit bekannt Angaben zur funktionellen Regulierung und zu den biophysikalischen
Eigenschaften der Kanalproteine, sowie der Ort der hochsten Expression.

Aus der Datenbank wurden folgende Accession Number ermittelt: TRP1: CAA61447, AAA93252;
TRP2: X89067, AAD17195, AADI17196, AAG29950, AAG29951, AAD31453; TRPC2:
CAA06964; TRP3: AACS51653; TRP4: CAA68125, BAA23599; TRP5: AAC13550, CAA06911,
CAA06912, TRP6: NP 038866; TRP7: AAD42069, NP 065122; VR1: AAC53398; VRL-I:
AAD26363, AAD26364, BAA78478; TRPV3: NP 659505; OTRPC4: AAG17541, AAG16127,
AAG28027, AAG28028, AAG28029; VR-OAC: CAC20703; ECaCl: CAB40138; CaTl:
AAD47636; ECaC2: CAC20416; CaT-L: CAC20417; Melastatin: AAC13683, AACS80000;
TRPC7: BAA34700; KIAA1616: AA038185; TRPM4: H18835; MTRI1: AAF26288; Chak2:
AF350881; TRP-PLIK: AAF7313; TRP-p8: AC005538

11
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1.3 Potentielle Aktivierungsmechanismen der speicherabhangigen
TRP-Kanéle

Die genauen Mechanismen, die zur Aktivierung der TRP-Kanile fiihren, sind bislang nicht
eindeutig geklart. Vor allem ist nicht bekannt, wie der Aktivierungsmechanismus der TRP-
Kanile bewerkstelligt wird, die durch speicherabhidngige Prozesse reguliert werden. Eine
besondere Fragestellung dabei ist, wie die Informationen zum Fiillzustand des Ca*"-Speichers
zur Plasmamembran transformiert wird [10].

Zu den moglichen Aktivierungsmechanismen der speicherabhingigen TRP-Kanéle, SOCs,
gibt es zwei grundsitzliche Ansitze, bei denen entweder von einem diffusiblen Botenstoff
[17, 74, 75], oder von einer direkten Interaktion von zytosolischen Proteinen mit Proteinen

der Plasmamembran ausgegangen wird [76].

1.3.1.1 Der diffusible ,,Calcium influx factor* ,,CIF*

Der erste Ansatz erwigt eine Freisetzung des sog. ,,calcium influx factor* (,,CIF*) wahrend
der Depletion der intrazelluliren Ca**-Speicher, der aber bislang auf molekularer Ebene noch
nicht identifiziert werden konnte. Dieses zytosolische Molekiil diffundiert zur
Plasmamembran und aktiviert die Ca2+-permeablen Kanile [77]. Die Mechanismen einer
Aktivierung der SOCs durch ,,CIF*, z.B. durch direkte Bindung, ist jedoch bislang ungeklart
[78].

12
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Calcium Influx Factor, “CIF”

Abb.3: Aktivierung speicherabhiingiger Ca’**-Kanile durch den ,,calcium influx factor

Nach Bindung von Agonisten (Ag) an heptahelikale Rezeptoren erfolgt iiber den IP;-sensitiven Weg
eine intrazellulire Ca’"-Speicherentleerung. Gleichzeitig wird vom ER ein diffusibles Signal (,,CIF*)
freigesetzt, das den membraniren Ca?'-Kanal aktiviert, es kommt zu einem Ca’-Einstrom in die Zelle.
IP;-R = Inositol-1,4,5-triphosphat Rezeptor

Die ersten Befunde zu einem moglichen ,,CIF*“ wurden durch Zellextrakte von Jurkat T
Zellen, einer lymphozytédren Zellinie, gewonnen. Werden vor der Extraktion die Jurkat Zellen
mit Thapsigargin stimuliert, so daB deren intrazellulire Ca”*"-Speicher entleert sind, wird
durch Mikroinjektion des Zellextrakts ein [Ca®"Ji-Anstieg in diversen Zelltypen (Astrocyten,
Fibroblasten) ausgeldst, der abhingig von extrazellulirem Ca®" und nicht durch den IPs-
Inhibitor Heparin oder durch Antikdrper gegen den IP3-Rezeptor blockierbar ist.
Extrazelluldre Applikation der Zellextrakte genau wie Extrakte nicht stimulierter Zellen
besitzen dagegen keinen Effekt [77, 79].

Als sog. ,,CIF*“ werden sowohl ein Produkt des Cytochrom p 450 [80], als auch kleine GTP-
bindende Proteine diskutiert [81]. Weitere Uberlegungen sind auBerdem, daB die Erh6hung
der Konzentration an zyklischen Nukleotiden Auswirkungen auf den, durch intrazelluldre
Ca**-Speicherenleerung regulierten, Ca*-Influx besitzen. Ein ProzeB, wie er dhnlich bei der
Lichtantwort der Vertebraten zu beobachten ist, bei dem die Hydrolyse von cGMP zu einer
Deaktivierung von membrandren, cGMP-gesteuerten Kationenkdlen fiihrt, und damit eine

Hyperpolarisierung der Photorezeptormembran erfolgt [82 - 84].
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1.3.1.2 Protein-Protein-Interaktionen, das ,,secretion-like coupling model*

Bei der Hypothese einer Aktivierung der SOCs durch Protein-Protein-Interaktion werden
Sekretionsprozesse vorgeschlagen (,,secretion-like coupling model) wie sie bei der
Neurotransmitterfreisetzung stattfinden. Der Ca*"-Kanal befindet sich in Vesikel dhnlichen
Strukturen. Bei einem Anstieg der [Ca®']; durch eine IP;-gesteuerte Speicherentleerung,
kommt es, liber zytoskelettdre Transportprozesse, zur Verschmelzung von Vesikel und
Plasmamembran. Ein Ca*"-Einstorm iiber die Plasmamembran erfolgt [85, 86].

Die Arbeitsgruppe um Yao und Mitarbeiter konnte nachweisen, dal3 die Proteine SNAP 25
(Synaptosom- assoziiertes Protein von 25 kDa), Syntaxin und VAMP (Vesikel assoziiertes
Membranprotein, bzw. synonym Synaptobrevin ), die an der Membranfusion und Sekretion
von Vesikeln beteiligt sind [87, 88], ebenfalls eine Rolle bei einem, einer intrazelluldren Ca*'-
Speicherentleerung folgenden, Ca*"-Einstrom, beim sog. CCE, besitzen. So wird z.B. nach
Injektion des Botulinum Toxins A, welches spezifisch das Protein SNAP 25 spaltet,
signifikant ein CCE in Xenopus Oocyten unterdriickt [89].

Andere Befunde sprechen gegen das ,,secretion-like coupling Modell. So kann z.B. nach
Spaltung des Proteins VAMP durch das Toxin Botulinum B oder nach Spaltung von SNAP 25
mit Hilfe des Botulinum E, kein inhibierender Einflu3 auf einen CCE in Xenopus Oocyten
festgestellt werden [89, 90]. AuBerdem ist die Vesikelsekretion von einem Anstieg der [Ca'];
abhéngig, wihrend der mit der Aktivierung eines SOC einhergehende Icrac dagegen inhibiert
wird [91, 92]. Einzelkanalmessungen mit der sog. ,inside-out* Patch-Clamp Technik, in
denen die zytosolische Seite eines Membranflecks einem kiinstlichen extrazellulirem Milieu
zugewandt wird, ergeben charakteristische Strome und belegen, dall der Kanal bereits in der

Membran vorhanden sein muf3 [93, 94].
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“Secretion-like Coupling Model”

Abb. 4: Das ,secretion-like coupling® Modell zur Aktivierung des Speicher abhingigen Ca*'-
Kanals.

Der speicherabhingige Ca**-Kanal ist vorab in Vesikel verpackt und iiber den IP;-Rezeptor mit dem
ER gekoppelt. In einem ProzeB3, dhnlich dem der Exozytose, geschieht nach Speicherentleerung iiber
den IP;-Weg eine Fusion von Vesikeln mit der Plasmamembran, es erfolgt ein Ca>*-Einstrom iiber die
Membran.

1.3.1.3 Protein-Protein-Interaktion das ,,conformation coupling model*

Ein zweiter Ansatz der zu einer Protein-Protein-Interaktion diskutiert wird, geht von einer
direkten Koppelung des IP;-Rezeptors mit dem plasmamembrandren Ca*'-Kanal aus
(,,conformation coupling model) [95]. Die durch IP; ausgeldste Ca**-Freisetzung aus dem
intrazelluldren Speicher (z.B. iiber einen Ca’’-Sensor am luminalen Ende des IP3-Rezeptors,
oder durch Bindung von IP; an den Rezeptor) verursacht eine Konformationsénderung des
Rezeptors. Diese Konformationsdnderung wird durch direkte Koppelung von IP3;-Rezeptor
und plasmamembraniren Kanal auf den Kanal iibertragen und 15st einen Ca**-Influx aus.

Als Beispiel fiir die Koppelung von IP; und Ca**-Kanal gilt der TRPC3. In inside-out Patch
Experimenten konnte anhand TRPC3 stabil transfizierter HEK 293 Zellen gezeigt werden,
daB IP; einen Kationenstrom auslost, widhrend die IP;-Antagonisten Heparin und
Xestospongin C einen Strom inhibieren. Nach griindlichem Waschen des Membranflecks,
durch das ein Einflu restlicher, mit der Membran verbundene zytosolische Fragmente
ausgeschlossen wird, ist durch IP; alleine kein Strom zu erzielen. Werden jedoch an der
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zytosolischen Seite Mikrosomen aus dem Zerebellum von Rind und Ratten angeboten, die mit
IP;-Rezeptoren angereichert sind, und ist gleichzeitig IP; im Badpuffer vorhanden, so ist der
Strom reversibel [96]. Dariiber hinaus konnte eine Interaktion von IP3-Rezeptor Typ I und
TRPC3 nachgewiesen werden. Dabei scheinen zwei N-terminale Domédnen des IP3-Rezeptors

in der Lage zu sein, mit einer C-terminalen Region des TRPC3 zu interagieren [97, 98].

“Conformation Coupling Model”

Abb. 5: Das ,,conformation coupling“ Modell zur Aktivierung des speicherabhiingigen Ca’*-
Kanals.

Die Speicherentleerung durch den IP;-sensitiven Weg verursacht eine Konformationsdnderung des
IP;-Rezeptors. Durch direkte Protein-Protein-Interaktion von IPs-Rezpetor und membraniren Ca®'-
Kanal wird die Konformationsinderung auf den Kanal iibertragen, es erfolgt eine Aktivierung des
Ca**-Kanals und damit ein Ca**-Einstrom in die Zelle.

SP = Scaffolding Protein

Inzwischen konnte auch in anderen TRPC-Proteinen wie TRPC1 und TRPC4 eine gleiche
Region zur moglichen Interaktion mit dem IP3;-Rezeptor identifiziert werden, welche zugleich

ein Bindungsmotiv fiir Calmodulin ist [99 - 101]. AuBerdem konnte nachgewiesen werden,
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daB der TRPC3 ebenfalls in der Lage ist, mit einem zweiten Ca*'-freisetzenden Rezeptor der
ER-Membran, dem Ryanodin-Rezeptor, zu interagieren. Ein Rezeptor, der sensitiv gegeniiber
Caffein und zyklischer ADP-Ribose (cADP-Ribose) ist und durch Ryanodin und Ruthenium
Red gehemmt werden kann [102].

Ergebnisse, die belegen, daB3 eine enge Assoziation von Plasmamembran und ER gegeben
sein mul}, sprechen sowohl fiir das ,secretion-like coupling“ Modell als auch fiir das
,conformational coupling™ Modell.

Patterson und Mitarbeiter konnten 1999 in einer Zellinie von glatten Muskelzellen
nachweisen, dal das Toxin Jasplakinolid einen CCE inhibiert. Jasplakinolid verhindert die
Aktindepolymerisierung und es kommt zu einer Anhdufung von F-Aktin in der Zellperipherie.
Eine nahe Assoziation von ER mit der Plasmamembran wird damit unterbunden. Die gleichen
Ergebnisse sind mit Calyculin A zu beobachten, einem Phosphataseinhibitor, durch den
ebenfalls die Aktindepolymerisierung verhindert wird. Die inhibierende Wirkung von
Calyculin A auf einen CCE kann mit Cytochalasin D, welches die F-Aktin-Polymerisierung
inhibiert, aufgehoben werden [103].

Alleine fiir sich betrachtet, konnen durch die einzelnen Modelle, die zur Regulierung der
speicherabhidngigen Kanéle vorgeschlagen werden, nicht alle biophysikalischen
Eigenschaften des Ca®"-abhingigen Ca’"-Einstroms, des CCE, erkldart werden.
Moglicherweise besteht zwischen den verschiedenen Mechanismen ein Zusammenhang, der
bei der Aktivierung des CCE von Bedeutung ist. Im Zusammenhang mit der Aktivierung
speicherunabhédngiger TRP-Kanidle zeichnet sich ab, daB, neben den beschriebenen
Mechanismen, weitere Regulationsprinzipien existieren, die ebenfalls eine Rolle bei dem

CCE besitzen.

1.4 Neutrophile Granulozyten als Modell zur Untersuchung der

physiologischen Funktion von TRP-Kanalen

1.4.1 Bedeutung neutrophiler Granulozyten fur die Immunabwehr

Zur Untersuchung der physiologischen Relevanz von TRP-Kandlen wurde der neutrophile

Granulozyt als Modell genutzt.
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Die phagozytierenden Leukozyten, die neutrophilen Granulozyten, sind bei einer mikrobiellen
Infektion ein wichtiger Bestandteil der priméren Immunantwort.

Die Aktivierung der neutrophilen Granulozyten durch Bindung von Zytokinen oder
Chemokinen erfolgt durch eine Erhohung der [Ca®]; und fiihrt zur Polarisierung (sog. ,.shape
change) und zur Chemotaxis des neutrophilen Granulozyten, d.h. zum Verlassen der
Blutbahn, zur Transmigration in das betroffene Gewebe und zur direkten Wanderung des
neutrophilen Granulozyten zum Infektionsherd. Dort werden durch Phagozytose und durch
den sog. respiratorischen Burst die Mikroorganismen abgetotet [104, 105].

Die Bindung chemotaktischer Agonisten, die durch Mikroorganismen oder infizierte Zellen
freigesetzt werden, wie z.B. ,N-formyl-L-methionyl-L-leucyl-L-phenyl-alanine* (f-MLP),
bioaktive Lipidprodukte wie ,,platelet-activating factor (PAF), oder Leukotrien B4 und
Interleukin 8 (IL-8) an heptahelikale Oberflaichenrezeptoren der neutrophilen Granulozyten
16st die Aktivierung eines Pertussistoxin sensitiven Gj-Proteins und eine Stimulierung der
PLC aus. Es folgt die Generierung von IPs;, sowie ein initialer Anstieg der [Ca*']; des
neutrophilen Granulozyten durch Depletion intrazelluldrer Speicher. AuBerdem fiihrt ein
Ca”"-Einstrom iiber die Plasmamembran zu einer sekundiren Erhohung der [Ca®'];
[106 - 113]. Weiterfiihrende Signalkaskaden werden iiber die Tyrosin- und Serin-Threonin-
Kinasen RAF, das kleine GTP-bindende Protein RAS und StreBkinasen des MAPK/ERK
Signalwegs wie p 38 MAP-Kinase eingeleitet. Eine selektive Aktivierung der Signalkaskaden
tiber Bindung verschiedener Chemokine ermdglichen neutrophilen Granulozyten,
unterschiedliche Antwortreaktionen zu erzielen, wie z.B. die Generierung von
Superoxidradikalen nach Stimulation mit f-MLP, nicht aber nach Stimulation mit PAF
[114-120, 120 - 122].

Wiéhrend der mikrobiellen Infektion kommt es zu einer Zytokin gesteuerten Expression von
Selektinen auf den Endothelien der Blutgefile. Die Aktivierung der neutrophilen
Granulozyten fiihrt, wihrend der friihen Phase der Chemotaxis zu einer Wechselwirkung von
Oberfliachenrezeptoren (L-Selektin, LCAM1) der neutrophilen Granulozyten mit den E- und
P-Selektinen auf den Blutgefilendothelien. Daraufhin wechselt die Zirkulation der
neutrophilen Granulozyten im Blutstrom zu einem langsameren sog. ,,Rollen* oder Wandern
der neutrophilen Granulozyten entlang der GefdBwinde. Die fiir eine Transmigration

erforderliche Anhaftung von Neutrophilen an die Endothelienoberfliche wird durch die
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endotheliale Expression von Oberfldchenrezeptoren wie E-Selektin (GMP 140) und deren
Interaktionen mit neutrophilen Adhisionsmolekiilen der Integrinklasse gesteuert [123 - 125].

Durch Bindung neutrophiler Rezeptoren an Immunoglobuline der IgG-Klasse auf der
Oberflache opsoinierter Bakterien, oder durch Bindung an Lipopolysaccharide (LPS) der
Bakterienwénde, wird die Phagozytose der Bakterienpartikel durch den Granulozyten und
dessen respiratorischer Burst eingeleitet. Der respiratorische Burst setzt sich zusammen aus
einem oxidativen und einem nicht oxidativen Teil. Im oxidativen Teil, auch als oxidativer
Burst benannt, erfolgt durch die Aktivierung eines NADPH-Enzymkomplexes, die
Generierung von Sauerstoffradikalen (O,™), Wasserstoffperoxid (H>O,), Hydroxylradikalen
(OH’) und Chloridradikalen. Beim nicht oxidativen Teil kommt es zu einer Degranulation der
neutrophilen Granulozyten und damit zur Freisetzung von proteolytischen Proteinen wie
Elastase, Proteinase und Serin-Protease, Cathepsin G, sowie zu einer Freisetzung von
Protonen und damit zu einer Ansduerung des Extrazelluldrraums. Diese Faktoren leisten

einzeln oder in Komposition einen Beitrag zur Abwehr der Mikroorganismen [126 - 131].
1.4.2 Ca*-Kanalblocker als Entziindungshemmer ?

Die Stimulierung neutrophiler Granulozyten durch Zytokine und Chemokine und die damit
verbundene Chemotaxis von Neutrophilen zum Infektionsherd hat nicht nur positive
Auswirkungen. Viele pathologische und chronische Entziindungsreaktionen gehen auf eine
massive Akkumulation von neutrophilen Granulozyten und deren Antwortreaktionen zuriick
wie z.B. bei Lungenentziindungen, welche auf Infektionen folgen, oder bei der
Rheumatischen Arthritis [132 - 134]. Die Freisetzung von Sauerstoffradikalen beim
oxidativen Burst verursacht eine irreversible Stimulierung weiterer Neutrophile und der damit
einhergehende, sich selbst verstirkende Effekt der Freisetzung von Radikalen und von
proteolytischen Proteinen, fiihrt zur Zerstérung des umliegenden Gewebes [135, 136]. Ferner
kommt es durch stimulierte neutrophile Granulozyten zur Synthese und zum Aussto3 von
Zytokinen, die sich einerseits positiv auf die physiologische Immunreaktion, aber andererseits
auch auf die Aufrechterhaltung und auf die Fortsetzung pathologischer Mechanismen
auswirken [137].

Die Inhibierung des Rezeptor abhingigen Ca*-Influx Kanals wihrend der Aktivierung der

neutrophilen Granulozyten ist ein potentieller Ansatz zur Entwicklung antiinflammatorischer
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Pharmaka, durch die eine Immunantwort der neutrophilen Granulozyten auf einen zeitlichen

und lokalen Umfang reduziert werden konnte.

1.4.3 TRP-Molekiile als mégliche Kandidaten des rezeptormediierten Ca*-

Influx in neutrophilen Granulozyten

Die molekulare Identitit der membrandren Ca*"-permeablen Kationenkanile, die fiir einen
Ca*"-Influx nach Bindung von Agonisten an den entsprechenden Rezeptoren der neutrophilen
Granulozyten verantwortlich sind, ist bis heute nicht eindeutig gekldrt. Der
spannungsunabhingige Ca’-Influx wihrend der Aktivierung der neutrophilen Granulozyten
ist durch Entleerung intrazellulirer Ca**-Speicher, nicht aber durch eine Erhéhung der [Ca™];
induzierbar. Desweiteren ist er fiir divalente Ionen wie Mn®" permeabel und durch Ionen wie
Ni, Cd*", Co*", La*" sowie Gd*>* blockierbar [138, 139]. Eigenschaften, wie sie bei einem
Ca**-Influx in TRP transfizierten Zellen zu messen sind. Daher kommen als mdgliche
Kandidaten Mitglieder der TRP-Familie in Frage, durch die ein rezeptormediierter Ca*'-
Influx bei neutrophilen Granulozyten ausgelost wird.

Expressionsstudien von neutrophilen Granulozyten mit Hilfe der Reversen Transkription-
Polymerase Kettenreaktion (RT-PCR) belegen eine Expression von diversen Mitgliedern der
TRP-Familie, wobei ein entfernt verwandtes Mitglied, der LTRPC2, besonders stark
exprimiert wird.

Diese Studien des Instituts gaben AnlaBl in dieser Arbeit, den LTRPC2 néher zu
charakterisieren, der moglicherweise fiir die Aktivierung neutrophiler Granulozyten wéhrend

Entziindungsreaktionen von Bedeutung ist.

1.5 Ein potentieller Kandidat zur Untersuchung der

physiologischen Relevanz von TRP-Kanalen, der LTRPC2

Die Sequenz des LTRPC2 wurde von der Arbeitsgruppe um Nagamine 1998 entdeckt und
urspriinglich als TRPC7 bezeichnet [140]. Aufgrund von Anderungen in der Nomenklatur
wird er inzwischen auch TRPM2 benannt, in dieser Arbeit wird jedoch weiterhin von
LTRPC2 die Rede sein [57, 60].

Nagamine und Mitarbeiter fiihrten Sequenzvergleiche von Regionen des Chromosoms 21

durch, die mit speziellen Erbkrankheiten wie angeborene Taubheit oder Miflbildung des
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Schidels in Verbindung gebracht werden. Die von ihnen entdeckte 6.5 kb groBle Sequenz
besteht aus 32 Exons mit einem ,,open reading frame* (ORF) von 4509 bp, die in 1503
Aminosduren translatiert wird. Das errechnete Molekulargewicht des Proteins liegt bei
171 kDa. Durch Homologievergleiche konnte die von der Arbeitsgruppe um Nagamine
entdeckte Sequenz der TRP-Familie, besonders der TRPM-Subfamilie entfernt verwandter
Mitglieder, zugeordnet werden. Die hochste Homologie des LTRPC2 besteht zu TRP-
Proteinen des Caenorhabditis elegans, eine geringere Ahnlichkeit ist zu den humanen TRPC1
und TRPC3 zu verzeichnen, wobei die gréfite Sequenziibereinstimmung von 8,3 — 20 %
zwischen den TRP-Proteinen im 5. und im 6. transmembranéren Bereich vorhanden ist.

Die durch Hydropathieblots ermittelte Struktur weist fiir den LTRPC2, neben den typischen
Strukturmerkmalen der Proteine der TRPM-Familie, einen deutlich l&ngeren N-Terminus von
750 Aminosduren im Vergleich zu den TRPC- und TRPV-Proteinen mit einer Lédnge von
325 — 450 Aminoséduren auf, was der urspriingliche Grund fiir die Namengebung des LTRPC2
als ,,long transient potential channel* war.

Exprimiert wird der LTRPC2 in f6talen wie auch in adulten Hirnen vor allem im zerebralen
Kortex, im Frontallappen, in der Amygdala, im Nukleus Caudatum und im Hippokampus.
Eine schwache Expression wird in der Plazenta, im Knochenmark, in der Milz, im Herz, in
der Lunge, in der Leber und in Leukozyten vorgefunden [67, 140].

Funktionelle Eigenschaften des LTRPC2 waren bis zu dem Beginn dieser Arbeit jedoch noch

nicht bekannt.

21



2 Zielsetzung

Im Zusammenhang mit der Untersuchung zur Bedeutung von TRP-Kandlen bei einem
rezeptorstimulierten Ca**-Einwirtstrom in elektrisch nicht erregbaren Zellen, sollte in dieser
Arbeit als Teilprojekt speziell die Fragestellung nach der Bedeutung und der Regulierung des
LTRPC2 nachgegangen werden.

Als Modell fiir elektrisch nicht erregbare Zellen wurde der neutrophile Granulozyt gewéhlt.
Die rezeptorstimulierte ~ Aktivierung  neutrophiler  Granulozyten  widhrend  des
Entziindungsgeschehens geht mit einer Erhéhung der [Ca®']; und einem Ca®-Influx einher,
ausgelost durch den PLC-abhédngigen Signaltransduktionsweg. Bis heute ist die molekulare
Identitit der Kanile, die an einen Ca**-Einstrom in neutrophilen Granulozyten beteiligt sind,
nicht geklart. Neben weiteren Mitgliedern der TRP-Familie wird gerade LTRPC2 in
neutrophilen Granulozyten stark endogen exprimiert. Zum Beginn dieser Arbeit war lediglich
die Sequenz des LTRPC2, aber keinerlei biophysikalische Eigenschaften bekannt.
Moglicherweise besitzt dieses entfernt verwandte Mitglied der TRP-Kanile, eine Rolle bei

der Funktion des neutrophilen Granulozyten.
Ziele dieser Arbeit waren im Einzelnen:

1.) Als erstes sollte der LTRPC2 anhand der von Nagamine und Mitarbeitern verdffentlichen
Sequenz mittels RT-PCR aus HL-60 Zellen, einem Zellmodell fiir neutrophile
Granulozyten, kloniert werden. Im Anschlul an die Klonierungsarbeiten sollte der
LTRPC2 funktionell charakterisiert werden.

Erste Befunde aus Sequenzvergleichen und RT-PCR Analysen ergaben, dafl sowohl in
HL-60 Zellen als auch in neutrophilen Granulozyten zwei Spleiflvarianten des LTRPC2
exprimiert werden.

Uber geeignete Klonierungsstrategien sollten, entsprechend der Spleifvarianten,
verschiedene Konstrukte des LTRPC2 hergestellt und ihre biophysikalischen

Eigenschaften mit Hilfe heterolog transfizierter Zellen tiberpriift werden.

2.) Die Aktivierung der klassischen TRP-Proteine steht im Zusammenhang mit Prozessen des
PLC-abhéngigen Signaltransduktionsweges. Zur funktionellen Charakterisierung des

LTRPC2 und seiner Varianten sollte daher zunichst eine mdgliche Relevanz dieser
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Proteine fiir einen rezeptorstimulierten Ca®'-Einstrom iiberpriift werden, der nach
Aktivierung des PLC-gesteuerten Signaltransduktionsweg in elektrisch nicht erregbaren
Zellen ausgelost wird.

Es sollte iiber geeignete Protokolle in heterolog exprimierenden HEK 293 Zellen ein Ca*'-
Einstrom durch die Stimulation des PLC-abhingigen Signalwegs mit Charbachol
ausgelost werden. Desweiteren sollte eine mogliche Aktivierung des LTRPC2 und seiner
Varianten in Abhéngigkeit von Metaboliten des PLC-Signalwegs, sowie in Abhéngigkeit
einer IPs-gesteuerten Ca’’-Speicherentleerung iiberpriift werden. Dazu sollte, u.a. durch
Thapsigargin, in heterolog exprimierenden Zellen intrazellulire Ca**-Speicher, entleert
werden, was einen Ca®'-Einstrom in den Zellen zur Folge hat.

Unter diesen Versuchsanordnungen sollte iiber fluorometrische Messungen mit dem Ca*'-
Indikator fura? die Anderungen der [Ca®']; von Kanal transfizierten Zellen im Vergleich
zu Kontrollzellen verfolgt werden. AuBerdem sollten nach Stimulation der heterolog
transfizierten Zellen die lonenstrome mit Hilfe der Patch-Clamp Technik zur genaueren

Charakterisierung des LTRPC2 und seiner Varianten gemessen werden.

3.) In Anlehnung an die entfernt verwandten Mitglieder der TRP-Familie, zu denen der
LTRPC2 =zihlt, sollten zusétzlich alternative Regulationsmechanismen zum PLC-
gesteuerten Signalweg getestet werden, die mdglicherweise einen EinfluB auf die
Regulation des LTRPC2 und seiner Varianten besitzen. Ein Ansatz sollte zunichst sein,
unter Verwendung von hypo- und hyperosmotischen Badlésungen ebenfalls die Anderung
der [Ca®™"]; von heterolog Kanal transfizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen iiber

die Zeit mittels fluorometrischer Messungen zu verfolgen.

4.) Im Verlauf dieser Arbeit konnte eine Regulierung des LTRPC2 durch ADP-Ribose
festgestellt werden. Dabei konnte LTRPC2 als ein nicht selektiver, Ca*"-permeabler
Ionenkanal charakterisiert werden. Mit Hilfe der verdffentlichten Protokolle sollte
tiberpriift werden, inwieweit die einzelnen LTRPC2 Varianten ebenfalls durch ADP-
Ribose stimuliert und gegebenenfalls deren Ionenselektivitit bestimmt werden. Auflerdem
sollte versucht werden, einen moglichen Regulationsmechanismus zu identifizieren, iiber

den ADP-Ribose seine Wirkung auf die einzelnen Varianten ausiibt.
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ADP-Ribose steht als NAD'-Derivat im Zusammenhang mit dem Redox-Status einer
Zelle. Es sollte iiberpriift werden inwieweit NAD", als Ausgangssubstrat fiir ADP-Ribose,
und inwieweit eine Verschiebung des Redox-Potentials, z.B. bei oxidativem Stref3, einen
EinfluBl auf die Aktivierung der LTRPC2 Varianten besitzt. Dabei sollte zu einem nach
intrazelluldrer Applikation von NAD" in heterolog transfizierten Zellen und zum anderen
nach Applikation von H,O, als ein Modell fiir oxidativen Stre8, die jeweiligen
Ionenstrome mit der Patch-Clamp Technik von Kanal transfizierten Zellen im Vergleich
zu Kontrollzellen gemessen werden. AufBlerdem sollte nach Applikation von H,O;
ebenfalls die Anderung der [Ca®"]; iiber die Zeit mit fluorometrischen Messungen verfolgt
werden.

Ist eine Stimulation der LTRPC2 Varianten durch H,O, gegeben, lassen sich
moglicherweise Riickschliisse auf eine Bedeutung dieser Kandle fiir die Funktion von
neutrophilen Granulozyten wihrend des Entziindungsgeschehens, besonders wéhrend des

oxidativen Bursts, schlief3en.
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3 Material und Methoden

Wenn nicht anders angegeben, wurden alle Methoden laut Anweisungen des Herstellers
durchgefiihrt, und verwendete Chemikalien, in pro analysis Qualitét, von der Firma Sigma-

Aldrich (Taufkirchen) bezogen.

3.1 Isolation von neutrophilen Granulozyten

Gesunden Probanden beiden Geschlechts (im Alter von 25 bis 35 Jahren) wurden 70 ml
vendses Blut abgenommen und in einem Verhiltnis von 1 : 5 mit der Antikoagulanz-Ldsung
»ACD* (s.u.) versetzt.

Die Sedimentation der Erythrozyten erfolgte mit Hilfe von Dextran. Das Vollblut wurde mit
8,4 ml vorgelegtem 6 % Macrodex (Pharmalink, Schweden) gemischt und bei
Raumtemperatur fiir 40 — 59 min inkubiert.

AnschlieBend wurde die Granulozyten beinhaltende obere Phase mit einer PBS/EDTA-
Losung zu einem Volumen von 40 ml aufgefiillt, bei 1700 rpm (350 x g) und 4°C fiir 10 min
in einem SS-34 Rotor zentrifugiert. Dieser Waschschritt wurde ein weiteres mal wiederholt.
Zur Lyse der verbliebenen Erythrozyten wurde das Zellpellet in 5 — 10 fachen seines
Volumen in Lysis-Puffer resuspendiert und bei Raumtemperatur fiir 5 min inkubiert.

Nach einer Zentrifugation von 300 x g fiir 10 min bei Raumtemperatur schlo sich ein
zweimaliger Waschschritt mit PBS-EDTA-Losung und einer Zentrifugation von 200 x g fiir
10 min bei Raumtemperatur an, bevor das Pellet fiir die Ficoll-Gradientenzentrifugation in
10 ml einer PBS/EDTA/FCS-L&sung aufgenommen wurde.

Im AnschluB an die Zentrifugation der Zellsuspension auf 15 ml Ficoll bei 1800 rpm
(800 x g) fiir 20 min bei Raumtemperatur wurde der Uberstand abgesaugt, die verbleibenden
Granulozyten in restliche 2 — 3 ml resuspendiert, mit PBS/EDTA-Losung das Volumen auf
40 ml aufgefiillt und die Lésung bei 900 rpm fiir 5 min bei Raumtemperatur zentrifugiert.

Das Zellpellet wurde anschliefend in 40 ml 4 °C kaltem PBS (ohne EDTA) aufgenommen
und nach Bestimmung der Zellzahl die Zentrifugation wiederholt.

107 Zellen (1,25 x 10" Zellen/ml) wurden in 80 ul PBS/EDTA/BSA-Puffer resuspendiert und
zur Antikorperinkubation mit 20 upl paramagnetischer Beads gekoppelter Anti-CD15
Antikorper (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach) bei 6 — 12 °C fiir 10 — 15 min inkubiert.

Vor der magnetischen Separation der neutrophilen Granulozyten erfolgte ein Waschschritt mit
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Puffer in 10 — 20 fachen des Antikorper-Zellsuspensions-Volumen und einer Zentrifugation
von 300 x g fiir 10 min bei Raumtemperatur.

Auf vorbereitete LS™-Siulen (Miltenyi Biotech) wurden 2 x 10° Zellen in einem max.
Volumen von 10 ml gegeben und nicht markierte Zellen mit 3 x 3 ml Puffer von der Séule
gewaschen. Nach Entfernung der Sdule von dem Magneten, wurden die CD15 markierten
Zellen mit 5 ml Puffer eluiert.

Zur Uberpriifung einer moglichen Kontamination der Granulozyten mit anderen Zellen
konnte zusitzlich eine Eosin/Methylenblau (Azurll)-Farbung nach Pappenheim durchgefiihrt

werden.

Losungen:

PBS/EDTA/BSA: 200 mM NacCl
2,5 mM KCl
8 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
2mM EDTA
0,5% BSA (Rinderserum Albumin)
(PH 7,4)

PBS: 200 mM NacCl
2,5 mM KCl
8 mM Na,HPO,
1,5 mM KH,PO,
(pH 7,4)

ACD: 0,2 M tri-Na-Citrat
0,14 M Zitronensdure

0,22 M Glucose

Macrodex 6% (Pharmalink, Schweden)

paramagenetisch gekoppelte (Miltenyi Biotech)
Anti-CD-15 Antikorper
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3.2 Molekularbiologische Methoden

3.2.1 lIsolation totaler RNA

Unter Verwendung von 2 ml TRIzol, einem Gemisch aus Phenol und Guanidin Isothiocyanat
(Life Technologies, Rockville, USA), wurde entweder aus 1 - 2 x 10’ HL-60 Zellen oder 2,5
bis 5 x 10’ Granulozyten die totale RNA isoliert. Durch Zugabe von 0,4 ml Chloroform und
anschlieender Zentrifugation bei 13.000 x g fiir 15 min bei 2 — 8°C wurde die, in der
wélrigen Phase befindliche, RNA von der organischen Phase getrennt. Die Fillung der RNA
erfolgte mit 1 ml Isopropanol durch Zentrifugation bei 12.000 x g fiir 10 min bei 2 — 8°C. Im
Anschluf3 an einen Waschschritt mit 70% Ethanol wurde das RNA-Pellet in 25 ul DEPC-

behandeltem Wasser aufgenommen.

3.2.2 mRNA-Isolation

Die mRNA wurde nach dem ,,Batch*“-Protokoll des Kits Oligotex (Qiagen, Hilden) extrahiert.
Es wurden fiir 250 pg totale RNA 15 pl Oligotex-Losung verwendet. Die extrahierte mRNA
wurde am Ende des Verfahrens in 25 pl des Elutionspuffer aufgenommen, entweder gleich fiir

einen Desoxyribonuklease- (DNase-) Verdau eingesetzt, oder bei —70°C autbewabhrt.
3.2.3 Aufbereitung von mRNA

Um eine Kontamination der mRNA mit genomischer DNA auszuschlie3en, wurde die mRNA
einem DNase-Verdau ausgesetzt. Pro ng mRNA wurde 1 U DNase (Life Technologies) in
10 ul Volumen verwendet, die Reaktion verlief bei Raumtemperatur fir 15 min.
Anschliefend wurde mit Phenol-Chloroform-Isoamylalkohol (PCI) die organische von der
wiasserigen Phase getrennt. Es wurde dafiir der Reaktionsansatz mit gleichem Volumen an
PCI (25:24:1) gemischt und zwei mal bei 13.000 rpm (12.000 x g) fiir 15 min zentrifugiert.
Nach der Zentrifugation erfolgte die Fillung der mRNA in einem Natriumacetat/Ethanol-
Gemisch. Der Fillungsansatz wurde bei —20°C fiir 30 min inkubiert, bevor eine
Zentrifugation bei 12.000 x g bei 4°C fiir 30 min erfolgte. Hinterher erfolgte ein Waschritt,
indem das Prazipitat mit 400 pl 70% Alkohol versehen und die Losung bei 12.000 x g bei 4°C
fiir 10 min zentrifugiert wurde. AnschlieBend wurde die mRNA in 25 pul DEPC-behandeltem
H,0 aufgenommen und bis zum weiteren Gebrauch bei —70°C aufbewahrt.
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Féllungsansatz: 1/10 Volumen 3 M NaAcetat

1 pl Glycogen
2 x Volumen 95 % Ethanol

3.2.4 Oligonukleotide

Die gesamten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG-Biotech bezogen.

3.2.4.1

Name

PK-1
PK-2
PK-3
PK-4
PK-5
PK-6
PK-7
PK-8
PK-9

3.24.2

Name

PS-1
PS-2
PS-3
PS-4
PS-5
PS-6

Oligonukleotide zur Klonierung des 3‘Segments und des S5‘Segments des

LTRPC2

Richtung Sequenz Lokalisation (bezogen
auf LTRPC2-Sequenz)

sense 5‘TGA AGT TTG TGT CTC ACG GG*3 2625 - 2644

antisense  5°CTT GGG GAC GAT GCT GGA G*3 5985 - 6003

sense 5‘°ATC CAG GCC TTC CTG ACC AAG‘3 2648 — 2668

antisense  5°‘GGG ATC GAG GAG AAC TTC AG*3 5859 — 5878

antisense  5°‘GGT AGT TCT CCT TCA GGT AG‘3 3823 -2842

sense 5°ACA CAT CTC ACG CAG CTG G‘3 216 - 234

antisense  5'AGG TAG ATG GCA CAC TCG CAC*3 2926 — 2946

sense 5‘GCG TGG GGG TCT CAG AAT G*3 429 — 448

antisense ~ 5‘CAC GGG TGC GGT GAA GAA GG*3 2814 - 2833

Oligonukleotide zum Nachweis der Spleiivarianten des LTRPC2 in

neutrophilen Granulozyten und HL-60 Zellen

Richtung Sequenz Lokalisation (bezogen
auf LTRPC2-Sequenz)

antisense ~ 5'ACC AGC ACT TCC ACG ATC TTC*3 4552 — 4572

sense 5‘GTT CCT GAT CTA TGA CCC AC*3 4245 — 4264

antisense ~ 5‘AAA TGA GAA GGT CAC GGA TG*3 2308 — 2327

sense 5‘°AAA GGT GCT GGT GGA GGA TC*3 2056 — 2075

sense 5‘TTC ATG GAT GAG TGG CAG TG*3 1862 - 1881

antisense  5'AGC TTC ACC ACC AGC ACT TC*3 4562 — 4581

28



Material und Methoden

PS-7  sense 5‘°AAC GTG GTG GAT GGC CTG AG*3 4349 — 4368
PS-8  sense 5°TTG CTG AAA GCC TCA CGG AG*3 1754 - 1773
PS-9  antisense 5‘TCA AAA GAC GGC CAG TGC TG*3 4670 - 4689

3.2.5 Reverse Transkription (cDNA-Synthese)

Fiir die reverse Transkription, die Umschreibung von mRNA in ¢cDNA, wurden 500 ng der
isolierten und aufbereiteten mRNA und 500 ng Oligo(dT)-Primer, oder 2 pmol eines
genspezifischen Primers ( PKS, siehe Abschnitt 3.2.4.1 und Abschnitt 4.1.1), sowie 200 Units
MMLV (Moloney murine leukemia virus) Reverse Transkriptase (Superscript II, Life
Technologies) eingesetzt. Die Reaktion erfolgte bei 42°C fiir 50 min.

Aufbewahrt wurde die cDNA bei —20°C.

3.2.6 Polymerase Kettenreaktion (PCR)

Die Klonierung und der Nachweis des LTRPC2 und seiner Varianten erfolgte mit Hilfe der
PCR-Technik. Als DNA-Matrize diente cDNA, synthetisiert aus mRNA von HL-60 Zellen,
oder synthetisiert aus mRNA von neutrophilen Granulozyten. Zur Klonierung der LTRPC2
Varianten wurde als Matrize der Vektor pBluescript SK(-) mit Insert LTRPC2-AN-AC
(Nomenklatur sieche Abschnitt 4.2.2.1) eingesetzt.

Synthetische Oligonukleotide dienten als Primer, um mit Hilfe der Pfu DNA-Polymerase

(Promega, Mannheim) die cDNA der zu klonierenden Fragmente zu amplifizieren.

PCR-Ansatz 0,51 ul cDNA
je 0,4 uM sense und antisense Primer

je 200 uM dNTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
1,25 U Pfu DNA-Polymerase

1 x Enzympuffer

ad 50 ul H,O

Amplifizierungs-Programm: 10 min 95°C — erstmalige Denaturierung
35 Zyklen an:
1,5 min, 95°C zur Denaturierung
2 min, 58 - 63°C zur Hybridisierung von cDNA und Primern
2 min, 72°C zur Amplifizierung der Fragmente
und einmalig 10 min 72°C zur finalen Amplifizierung

AnschlieBend wurden die Ansétze auf 4°C abgekiihlt.
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Die Temperatur fiir die Bindung der Primer wurde in Abhédngigkeit des G:C- und A:T—
Gehalts der synthetischen Oligonukleotide variiert.
Bei einer ,nested“ PCR wurden als Matrize 1 pl aus einer 1 : 10 Verdiinnung der

vorausgegangenen PCR-Ldsung eingesetzt.
3.2.7 Native Agarose-Gelelektrophorese fur DNA

Zur elektrophoretischen Auftrennung der DNA-Fragmente in 0.75 — 2 % Agarosegelen
wurden die Proben zundchst mit 1/10 des Volumens an 1 x Probenpuffer beschwert, der mit
Bromphenolblau oder Xylenzyanol versehen worden war. Den Gelen wurde 0,2 pg/ul
Ethidiumbromid zugesetzt, um nach Abschlufl der Elektrophorese die DNA-Banden mit Hilfe
einer UV-Lichtbank lokalisieren zu konnen. Als Laufpuffer diente 1 x TAE-Puffer, die
Spannung betrug konstant 90 V, wenn einzelne DNA-Fragmente nach einem
Restriktionsverdau aus dem Gel extrahiert werden sollten 60 V.

Als DNA-Liéngenstandard diente ein Standard DNA-Marker (1 kb DNA-Ladder, Life
Technologies, Rockville, USA).

50 x TAE-Puffer: 2 M Tris-Base
5,7 % (v/v) Eisessig
50 mM EDTA (pH 8,0)

1 x DNA Probenpuffer: 30% (v/v) Glycerol
5 mM EDTA

0,25% (w/v) Bromphenolblau oder Xylenzyanol

3.2.8 Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegele

Zur Sequenzierung und Klonierung wurden einzelne DNA-Fragmente im Anschlufl an die
elektrophoretische Auftrennung mit Hilfe eines Skalpells auf einer UV-Lichtbank aus dem
Agarosegel herausgeschnitten und hinterher mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Qiagen,

Hilden) eluiert und in 25 - 50 pl des Elutionspuftfers aufgenommen.
3.2.9 Ethanolfallung von DNA

Zur Konzentrierung von verdiinnten DNA-Losungen wurde eine Ethanolfillung durchgefiihrt.
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Die Féllung der DNA erfolgte nach einer 15 miniitigen Inkubation des Féallungsansatzes bei
-20°C durch eine Zentrifugation bei 14.000 x g (SS-34 Rotor) fiir 30 min bei 4°C. Das DNA-
Pellet wurde anschlieBend mit dem dreifachen des urspriinglichen Volumens an eiskaltem
70% Ethanol und einer Zentrifugation bei 14.000 x g fiir 10 min bei 4°C gewaschen. Nach
dem Trocknen der DNA bei Raumtemperatur wurde sie in einem geeignetem Volumen an

H,0 gelost.

Féllungsansatz: 1 pl Glycogen
1/10 des Ursprungsvolumen an 4 M LiCl

2 faches Volumen 100 % eiskaltes Ethanol

3.2.10 Klonierung von PCR-Amplifikaten

Um mit den anfénglich erzielten PCR-Amplifikaten weitere Klonierungsschritte durchfiihren
zu konnen, wurden die Amplifikate zundchst mit Hilfe des TA-Cloning Kits (Invitrogen,
Groningen, Niederlande) direkt mit dem Vektor pCRII ligiert, bei dem das Prinzip der
komplementdren Basenpaarung von Desoxythymidin (Vektor) zu Desoxyadenosin

(Amplifikat) genutzt wird.

3.2.11 Anhdangen von Desoxyadenosinenden fiir die Klonierung von PCR-

Amplifikaten

Fiir die Ligation der PCR-Produkte mit dem Vektor pCRII muflte den mit der Pfu-Polymerase
amplifizierten cDNA-Fragmenten vorausgehend freie Desoxyadenosinenden angehéngt
werden.

Die PCR Produkte wurden mit einfach konzentriertem Polymerasepuffer, 2 mM MgCl, und
10 mM dATP in einem Gesamtvolumen von 50 upl fir 30 min bei 72°C inkubiert.
AnschlieBend wurde der cDNA beinhaltenden Losung 2,5 pl einer vorab fiir 10 min bei 95°C
prainkubierten 1:10 Taq-Polymerase-Verdiinnung (0.3 Units) (AmpliTag Gold, Perkin Elmer,
Roche Molecular Systems, Branchburry, USA) hinzugefiigt. Die Anhéngungsreaktion verlief
bei 72°C fiir 30 min.

31



Material und Methoden

3.2.12 T4-DNA-Ligation

Die Ligation eines préiparierten DNA-Fragments in einem geeigneten Expressionsvektor
erfolgte mit Hilfe der T4-DNA-Ligase (Invitrogen).

Die Berechnung der Insertmenge erfolgte nach folgender Formel:

(y bp Insert-Produkt) (z ng Vektor)

x ng Insert =

(GroBe in bp des Vektors)

Die Ligation erfolgte in einem Vektor zu Insert Verhiltnis von 1 : 1 bis 1 : 3. Der
Reaktionsansatz bestand aus 1 x Ligasepuffer, 4 Units T4-Ligase mit einem Gesamtvolumen
von 10 pl. Die Reaktion verlief bei 14°C fiir mindestens 4 h, oder iiber Nacht.

Das Ligationsprodukt wurde entweder bei —20°C aufbewahrt, oder unverziiglich fiir die

Transformation aufbereitet.

3.2.13 Vektoren

pBluescript SK(-) prokaryontischer Klonierungsvektor (Stratagene, Heidelberg)
pCR™11 prokaryontischer Klonierungsvektor (Invitrogen)
pcDNA3-EGFP eukaryontischer  Expressionsvektor pcDNA3, dem die

Neomycinresistenzkassette durch das Gen fir das griin
fluoreszierende Markerprotein (,,enhanced green fluorescend
protein®, EGFP) ersetzt wurde
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3.3 Herstellung rekombinanter Klone

3.3.1 Medien, Kulturplatten und Antibiotikastammlosungen fur

Bakterienkolonien

LB-Medium: 1 % (w/v) Baktotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
20 mM NacCl
pH-Wert 7,0 — 7,5 (NaOH)

SOB-Medium: 2 % (w/v) Baktotrypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
10 mM NaCl
2,5 mM KCl
pH-Wert 6,8 — 7,0 (NaOH)

Agarplatten: 1,5 % (w/v) Agar in LB-Medium
nach dem Autoklavieren wurden je nach Bedarf

Selektionsantibiotika zugefiigt

Antibiotikastammldsungen: Ampicillin-Stock: 50 mg/ml in H,O
(75png/ml Endkonzentration)
Kanamycin-Stock: 10 mg/ml in H,O
(50 pg/ml Endkonzentration)
Tetrazyklin-Stock: 5 mg/ml in Ethanol
(50 pg/ml Endkonzentration;
bei Herstellung elektrokompetenter Zellen 12 pg/ml

Endkonzentration)

Die Stammldsungen wurden bis zur Verwendung bei —20°C aufbewahrt
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3.3.2 Prokaryontische Zellen und deren Kultivierung

Alle in dieser Arbeit beschriebenen Klonierungsschritte wurden mit Hilfe folgender

Escherichia coli (E.coli) Stimme durchgefiihrt:

XL1-Blue MRF’ (Stratagene)

INF a F* (ONE SHOT ™ cells; Invitrogen)

3.3.3 Transformation von Bakterien durch Hitzeschock

Nach Auftauen von 50 — 100 ul kompetenter XL-1 Blue MRF* Zellen auf Eis wurden die
Zellen mit 2 pl 0,5 M B-Mercaptoethanol und 2 pl einer Ligationslésung versehen und fiir 30
min auf Eis inkubiert. Nach Erhitzen der Zellen auf 42°C fiir 30 - 90 s und sofortiger
Abkiihlung auf Eis fiir weitere 2 min wurden die Zellen in 250 pl - 1000 ul geeignetem
Flissigmedium aufgenommen. Anschlieend wurden die Zellen fiir 1 h bei 37°C und 225 rpm
(,rounds per minute”) inkubiert und hinterher auf Agarplatten, versehen mit
Selektionsantibiotikum, iiber Nacht kultiviert. Nachfolgend wurden rekombinante Klone

analysiert.
3.3.4 Transformation durch Elektroporation

Aliquots elektrokompetenter XL-1 Blue MRF* Zellen wurden auf Eis aufgetaut, je 40 pl
Bakteriensuspension mit 2 pl (0,01 — 10 ng) einer DNA-Ldsung gemischt, in Kiivetten (E.coli
Pulser; BioRad, Miinchen) {iberfiihrt und ein Elektropuls von 1,8 kV (200 Ohm und 25 pF)
fiir ca. 5 s appliziert. Sofort im Anschlu8 wurde zu den Zellen 1 ml kaltes SOC-Medium
gegeben und die Zellen bei 37°C, 250 rpm fiir 1 h inkubiert.

Hinterher wurde die Vorkultur auf Agarplatten, mit Selektionsantibiotikum, ausgestrichen
und iiber Nacht bei 37°C inkubiert.

Am anderen Tag erfolgte die Analysierung der rekombinanten Klone.
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3.4 Praparation und Analyse von Plasmid-DNA

3.4.1 Praparation von Plasmid-DNA im kleinen MaRstab (Miniprap)

Die Isolierung der Plasmid-DNA aus rekombinanten Klonen im kleinen Maf3stab diente zur
schnellen Charakterisierung der Klone z.B. durch Sequenzierungs- oder Restriktionsanalysen.
Die Priparation von 3 ml Ubernachtkulturen erfolgte mit Hilfe eines Mini-

plasmidipraparationskits (Qiagen).
3.4.2 Praparation von Plasmid-DNA im groRBen MaRstab (Maxiprap)

Zur Gewinnung von Plasmid-DNA in groBeren Mengen wurden von 3 ml Vorkulturen 1,5 ml
in 100 ml frisches, vorgewdrmtes LB-Medium {iberfiihrt, {iber Nacht kultiviert und

anschlieBend die Zellen mit Hilfe eines Maxi-Plasmidpréparationskit (Qiagen) aufgearbeitet.
3.4.3 Bestimmung der DNA- und RNA-Konzentrationen

Zur Bestimmung der DNA-Konzentrationen wurde die optische Dichte der Proben
photometrisch (UV-Spektrometer, Eppendorf, Hamburg) bei einer Wellenldnge von 260 nm
ermittelt (ODyg0). Betrdgt der Wert der Extinktion bei einer Wellenldnge von 260 nm

(E260) = 1 entspricht das einer doppelstrangigen DNA-Konzentration von 50 pg/ml und einer

Konzentration an einzelstrdngiger RNA von 40 pg/ml. Der Reinheitsgrad wurde mit Hilfe des

Quotienten aus Ey60:Eas0 bestimmt und sollte zwischen 1,8 — 2,0 liegen.

3.4.4 Enzymatischer Verdau von Plasmid-DNA mit Hilfe von

Restriktionsendonukleasen

Alle Restriktionsendonukleasen wurden von der Firma New England Biolabs (New England,

USA) bezogen, verwendete Restriktionsenzyme waren:

BamHI EcoRI Kpnl Notl Spel
Sphl Xbal Xhol Xmnl
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Fiir die jeweiligen Enzyme wurde in den Reaktionsansitzen der vom Hersteller empfohlene
10 x Puffer verwendet.

1 — 2 pg Plasmid-DNA wurden in einem Standardansatz aus 1 x Puffer, 1 ul (10 — 20 U)
Restriktionsenzym in einem Endvolumen von 20 pl bei 37°C fiir 1 h enzymatisch verdaut.
Bei einem préparativen Verdau wurden in einem Gesamtvolumen von 200 pl 20 pg Plasmid-
DNA und 10 pl Restriktionsenzym verwendet.

Bei einem Restriktionsverdau mit zwei Enzymen wurde ein Herstellerpuffer eingesetzt, bei
dem die Enzyme mindestens 50 % ihrer maximalen Aktivitdt erreichen. Erwiesen sich die
Puffersysteme als unvertrdglich, wurde nach dem ersten Restriktionsverdau die DNA
umgepuffert (s.u.) und im Anschlu3 mit dem zweiten Enzym geschnitten.

Sollten Plasmide partiell fragmentiert werden, erfolgte eine Inaktivierung der Enzyme nach
empirisch ermittelter Reaktionszeit von 0,5 bis 2 min durch Erhitzen auf 65°C fiir 15 — 30

min.
3.4.5 Umpufferung

Fiir einige Enzymreaktionen war es notwendig, die DNA umzupuffern. Dazu wurde der

QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) verwendet.
3.4.6 DNA-Sequenzierung

Die DNA-Konstrukte wurden iiber das Didesoxy-Prinzip nach Sanger unter Verwendung von
fluoreszenzmarkierten Didesoxynukleotiden mit dem Big-DYE-Terminator-Kit (Perkin

Elmer, Roche Molecular Systems) sequenziert.

Reaktionsansatz: 4 ul Terminator Mix,
200 — 500 ng Plasmid-DNA, oder 3 — 10 ng PCR-Amplifikate,

3,2 pmol Primer

ad 20 pl H,O

PCR-Programm: 25 Reaktionszyklen an:
30 s, 96°C zur Denaturierung
30 s, 50°C zur Primer-Bindung, im Falle von Plasmid-DNA,
(oder 15 s, 50°C zur Primer-Bindung, im Falle von PCR-Amplifikaten)
240 s, 60°C zur Elongation
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Im Anschluf3 an die PCR wurde die DNA-Probe mit 2 ul 3 M Natrium-Actetat (pH 4,6) und
50 pul 95% Ethanol durch Inkubation fiir 15 min bei Raumtemperatur und anschlieender
Zentrifugation fiir 20 min bei 14000 rpm geféllt. Das DNA-Pellet wurde nach einem
Waschschritt mit 150 pl 70% Ethanol und Zentrifugation fiir 10 min bei 14000 rpm an der
Luft bei Raumtemperatur getrocknet.

Die Auftrennung der DNA-Fragmente mittels Kapillarelektrophorese mit einem ABIprism
Modell 310 Sequenzierer (Applied Biosystems, Langen) wurden vom Institut fiir Biochemie

am Klinikum der RWTH iibernommen.

Einzelheiten der in dieser Arbeit als LTRPC2-ANAC beschriebenen Variante des LTRPC2
sind in der EMBL-Datenbank unter der Accession-Number: AJ417076 eingereicht.

3.5 Zellkultur und Transfektion

3.5.1 Eukaryontische Zellen

CHO-Zellen adhdrent  wachsende  Ovarienzellinie  des
chinesischen Hamsters (Chinese Hamster Ovarien
cells) (,,Deutsche Sammlung von
Mikroorganismen und Zellkulturen GmbH®,

Braunschweig)

HEK 293 Zellen adhdrent wachsende humane, embryonale
Nierenzellen, (Human Ebryonic Kidney 293
cells) (A.T.C.C., Manassas, VA, USA)

HL-60 Zellen in Suspension wachsende Zellinie humaner,
leukozytérer Melanomazellen (,,Deutsche
Sammlung von Mikroorganismen und

Zellkulturen GmbH®)
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3.5.2 Nihrmedien

DMEM Fliissigmedium 10% (v/v) hitzeinaktiviertem fotalem
(Biochrom, Berlin) Kalberserum (FCS; Biochrom)
fiir HEK 293 Zellen, versetzt mit: 1 mM Natrium-Pyruvat

4 mM L-Glutamin (Biochrom)

Ham’s F12 Medium 10% (v/v) FCS
(Biochrom) 2 mM L-Glutamin
fiir CHO-Zellen, versetzt mit:

Alle Zellen wurden bei 5 % atmosphirischem CO, und einer Temperatur von 37 °C kultiviert.

Die adhdrent wachsenden CHO- und HEK 293 Zellen wurden alle 2 - 3 Tage in einer
Verdiinnung von 1 : 5 bis 1 : 20 umgesetzt, indem pro 25 cm” Kulturflasche die HEK Zellen
mit 1 ml PBS/EDTA(0,5mM), die CHO-Zellen mit 1 ml Trypsin(0,05%)/EDTA(0,02%)-
Losung (Biochrom) fiir 1,5 min bei 37°C inkubiert und so von der Bodenplatte gelost wurden.
AnschlieBend wurden die Zellen in entsprechende Volumina an frischem Medium
aufgenommen.

Die in Suspension wachsenden HL-60 Zellen wurden beim Erreichen einer Zelldichte von
1 x 10%ml mit einer max. Verdiinnung von 1 : 5 umgesetzt oder zum Erreichen eines
granulozytiren Phénotyps mit Medium, dem 400 uM Dibutyryl-cAMP (db-cAMP) zugesetzt

worden war, differenziert und fiir weitere 2 — 3 Tage kultiviert.
3.5.3 Transiente Transfektion

Fiir transiente Transfektion der CHO- und HEK 293 Zellen auf Grundlage von sog.
Liposomen wurden die Zellen in einer Dichte von 1 — 2 x 10° Zellen/mm?® zunéchst fiir 24 h
auf Poly-Lysin (0,1 ng/uL) beschichteten Glasobjekttrigern ausgesetzt.

Am folgenden Tag wurden 700 ml serumfreies Medium vorgelegt, mit 2,5 - 5 pg Plasmid-
DNA und 3,75 ul — 7,5 Trans Fast Reagenz (Promega) gemischt und fiir 10 — 15 min zur
Komplexbildung inkubiert. Die Zellen wurden 2 x mit PBS gewaschen, fiir 1h bei 37°C mit
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dem Transfektionsgemisch versehen und nach dessen Entfernung in frischem, serumhaltigem

Medium 24 - 48 h bis zur funktionellen Untersuchung kultiviert.

3.6 Funktionale Untersuchungen
Die Experimente wurden bei einer Raumtemperatur von 21-23°C durchgefiihrt.
3.6.1 Elektrophysiologische Messungen mit Hilfe der Patch-Clamp Technik

CHO- oder HEK 293 Zellen, die 24 — 48 h vor Beginn der Experimente transfiziert worden
waren und die sich durch eine griine Fluoreszenz auszeichneten, wurden mit Hilfe der Patch-
Clamp Technik im sog. Ganzzellmodus untersucht. Das Haltepotential betrug —60 mV.

Verwendet wurde ein EPC9 Verstirker der Firma HEKA (Lamprecht), und ein PC der
ausgestattet war mit der Software fiir das Rechenprogramm ,Pulse” und fiir das

Aufzeichnungsprogramm ,,X chart” (HEKA).

Standardbadldsung: 140 mM NaCl
1,2 mM MgCl,
5 mM KCl
10 mM HEPES
pH 7,4 (KOH)

natriumfreie Losungen: Standardbadlosung statt Natrium
150 mM NMDAG (titriert mit HCI)

NMDG-Losungen mit Ca* NMDG wurde partiell mit 11,2 mM CaCl, ausgetauscht
(Osmolaritit von 300 mOsmol/1)

Standardpipettenldsung: 145 mM Cs-Glutamat
8 mM NaCl

2 mM MgCl,

10 mM Cs-EGTA
10 mM HEPES
pH 7,2 (CsOH)
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Bei einer Pipettenldsung mit ADP-Ribose/NAD" wurde zur Standardpipettenldsung 0,3 mM
ADP-Ribose oder ImM NAD" zugegeben (der Pipettenldsung wurde von einer 70 mM
NAD"-Stocklosung in Ethanol so viel zugefiigt, daB die Endkonzentration 1 mM betrug).

Das Haltepotential betrug —60 mV, Strom-Spannungs- (I-V-) Beziehungen wurden durch

Spannungsrampen von —90 bis +60 mV iiber 400 ms erzielt.

3.6.2 Messungen der intrazellularen freien Kalziumkonzentration mit dem

Fluoreszenzfarbstoff fura2

Vor Beginn der Messungen wurden CHO- oder HEK Zellen, die 24 — 48 h vor Beginn der
Experimente transfiziert worden waren, mit dem fluoreszierenden, Ca**-bindenden Farbstoff
fura2 beladen, indem sie fiir 30 min bei 37°C mit dem Ladepuffer inkubiert wurden.

Bei Stimulation des IPs-Signalweges oder bei der Ca*"-Speicherentleerung wurden ein
Badwechsel der Zellen mit dem StandardmeBpuffer durchgefiihrt, dem entweder 200 uM
Charbachol oder 1 mM Thapsigargin zugefiigt worden war. Wurde ein Ca*'-freies Milieu
benotigt, war im StandardmefBpuffer das CaCl, durch 1mM EGTA ersetzt worden.

Fir die Ermittlung der maximalen Fluoreszenz (Fpn.x) wurden die Zellen im
StandardmeBpuffer, dessen CaCl,-Konzentration auf 10 mM erhéht worden war, mit 10 uM
Ionomycin permeabilisiert.

Die Messungen wurden mit einem digitalen Fluoreszenz Imaging System (T.I.L.L. Photonics,
Miinchen) durchgefiihrt. Positiv transfizierte Zellen wurden mit einem 40 x Ol-Immersions-
Objektiv (Zeiss, Jena) visualisiert und mit Hilfe der Programmsoftware manuell ausgewéhlt,
in dem die Oberfldchen der einzelnen Zellen umfaBt und als sog. ,,regions of interests* (ROI)
definiert wurden.

Das Verhiltnis (Ratio, R) der Fluoreszenzwerte (Emissionswellenlédnge von 510 nm), die sich
bei einer Anregungsdauer von je 4 ms und einer Anregungswellenldnge von 340 nm (F34)
und 380 nm (Fss0) ergaben, wurden alle 2,5 sec aufgenommen, iiber die Software digitalisiert
und analysiert.

Zur Kompensation des Hintergrunds wurde der Ratiowert einer Region ohne Zellen von den

MeBwerten subtrahiert.
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Ladepuffer: 138 mM NaCl
6 mM KCl

1 mM MgSO,

5 mM NaHCO;

5,5 mM D-Glucose

20 mM HEPES

0,1 % (w/v) BSA

pH 7,4 (NaOH)

2 uM fura2 Acetoxymethylester (Calbiochem, Bad Soden)

StandardmeBpufter: 138 mM NaCl
6 mM KCl

1 mM MgSO,

5,5 mM D-Glucose
1,6 mM CaCl,,

20 mM HEPES
(pH 7,4)

Badlosungen, die Hydrogenperoxid (H,0,) (5-30 mM; Merck, Darmstadt) enthielten, wurden

taglich frisch angesetzt und im Dunkeln bis zur Verwendung aufbewahrt.

fura2/AM wurde als eine 1 mM Stockldsung in DMSO bei —20°C autbewahrt.
3.6.3 Datenauswertung und Computerprogramme

Daten wurden als Mittelwert + SD aufgefiihrt. Statistische Berechnungen wurden nach dem
Student‘s t-test und dem Mann-Withney-U-Test durchgefiihrt. Eine Wahrscheinlichkeit von

p < 0.05 wurde als statistisch signifikant angegeben.

Computerprogramme:

DNASTAR DNASTAR (Inc, Madison, USA)
CorelDRAW 9 Corel Corporation (Ottawa, Kanada)
Windows Exel Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Windows Word Microsoft Corporation (Redmond, USA)
Quantity One BioRad
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4 Ergebnisse

Diese Arbeit setzte sich in erster Linie zusammen aus der Klonierung des LTRPC2, einem
Mitglied der kalziumpermeablen TRP-Kanéle, und dessen anschlieBender funktionellen

Charakterisierung iiber fluorometrische und elektrophysiologische Messungen.

4.1 Klonierung des LTRPC2 und seiner SpleiBvarianten aus mRNA
von HL-60 Zellen

Der LTRPC2 wurde erstmals 1998 von Nagamine und Mitarbeitern bei genetischen
Vergleichsstudien beschrieben [140]. Aufgrund der Sequenzhomologie und dem
hypothetischen Strukturaufbau lieB sich der LTRPC2 der Familie der TRP-Kationenkanile
zuordnen.

Eine starke endogene Expression von Mitgliedern der TRP-Familie, besonders des LTRPC2,
wurde u.a. in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen, deren Aktivierung mit einer
Erhéhung der [Ca®]; einhergeht. Da zu Beginn dieser Arbeit keinerlei funktionelle
Eigenschaften des LTRPC2 bekannt waren, sollte der LTRPC2 funktionell néher
charakterisiert werden. Moglicherweise lassen sich anhand funktioneller Daten Riickschliisse
auf eine Bedeutung des LTRPC?2 fiir den neutrophilen Granulozyten ziehen, z.B. wéhrend des

Entziindungsgeschehens.
4.1.1 Klonierungsstrategie

Die Synthetisierung der cDNA, die den gesamten kodierenden Bereich (ORF) des LTRPC2
enthdlt, erfolgte iiber zwei PCR Schritte. Aufgrund der Grofle des ORF von 5,2 kb, die
moglicherweise problematisch fiir eine Amplifizierung gewesen wire, wurden zwei Segmente
mit anniihernd gleicher Grofe amplifiziert. Uber eine geeignete Restriktionsschnittstelle
wurden diese Segmente ein 5‘Segment von 2,5 kb, das fiir das sog. aminoterminale Ende (N-
Terminus) kodiert und ein 3‘Segement von 3,2 kb, das entsprechend fiir das carboxyterminale
Ende (C-Terminus) kodiert, anschlieBend zum gesamten ORF zusammengefiigt. Als
Restriktionsschnittstelle wurde die Sphl Site an Position 2736 gewaihlt (Positionsangaben
beziehen sich auf die von Nagamine und Mitarbeitern verdffentlichten Sequenz; Accession

Number A001535).
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Fiir die einzelnen PCR Schritte wurden als Primer synthetische Oligonukleotide verwendet,
abgeleitet von der durch Nagamine und Mitarbeitern verdffentlichten Sequenz (Information
zu Sequenz und Lokalisation der Primer siche Abschnitt 3.2.4.).

Zur Amplifizierung des 5°‘Segments war zu beachten, dal es bei der vorausgehenden
Reversen Transkription von langen RNA Matrizen zu einem vorzeitigen Kettenabbruch der
Reversen Transkriptase kommen kann, z. B durch Sekundirstrukturen. Daher wurde zur
Amplifizierung des 5‘Bereichs von LTRPC2 bei der cDNA Synthese aus mRNA von HL-60
Zellen anstelle von Oligo(dT) Primern, das LTRPC2 genspezifische Oligonukleotid PK5 als
Primer eingesetzt. Hinterher konnte mit dem Primerpaar PK6/PK7 und in einer folgenden
nested PCR mit den Primern PK8/PK9 das 5‘Segment amplifiziert werden.

Das 3‘Segment, konnte aus mRNA von HL-60 Zellen mit den Primern PK1/PK2 und iiber
eine nested PCR mit den Primern PK3/PK4 amplifiziert werden.

Sowohl das 5°- als auch das 3‘Segment wurden tliber das TA-Cloning-Verfahren mit dem

Vektor pCRII ligiert und standen weiteren Klonierungsschritten zur Verfiigung.
4.1.2 Subklonierung in pBluescript SK (-)

Wie bereits erwéhnt sollte die Ligation der beiden Teilsegmente zur vollstindig kodierenden
Sequenz an der Sphl Restriktionsschnittstelle beider Segmente erfolgen.
Da der pCRII-Vektor zwei Sphl Schnittstellen und ein fiir anschlieBende funktionelle
Untersuchungen ausgewihltes eukaryontisches Vektorkonstrukt (pcDNA3-EGFP) drei Sphl
Schnittstellen besitzt, war fiir das Zusammenfiigen der beiden Teilsegmente eine
Subklonierung notwendig, fiir das der prokaryontische Expressionsvektor pBluescript SK(-)
ausgewdhlt wurde.
Das 5‘Segment des LTRPC2 wurde mit Hilfe der Restriktionsstellen Xhol und Spel aus den
Vektor pCRII isoliert und in den multiplen Klonierungsbereich (MCS) des Vektor pBluescript
SK(-) eingefiigt. Fiir das 3‘Segment erfolgte ein enzymatischer Verdau mit den
Endonukleasen Sphl und Spel. Nach entsprechender Linearisierung des Vektors
pBluescript SK(-) mit dem 5°‘Segment als Insert, konnten beide Teilsegmente iiber die
Schnittstelle Sphl zum gesamten ORF ligiert werden.
Das resultierende 5.2 kb grofe Insert wurde hinterher gerichtet in das eukaryontische
Vektorkonstrukt pcDNA3-EGFP iiber die Restriktionsschnittstellen Kpnl und Xbal der MCS
des Vektors kloniert.
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4.1.3 Klonierung der SpleiBvarianten

Sequenzvergleiche mit der von Nagamine und Mitarbeitern verdffentlichen Sequenz des
LTRPC2, am Ende der molekularbiologischen Arbeiten ergaben, daf es sich bei der in dieser
Arbeit aus undifferenzierten HL-60 Zellen gewonnene cDNA um eine Splei3variante des

LTRPC2 handelt (Siehe Abb. 6; Abb. 7 und Abb. 8)

Startcodon Stopcodon
ATG TGA
| !
Exon 1 1" 1 32

TRPC7 (Nagamine und Mitarbeiter 1998; Accession-Number: AB001535)

bp 0 433 1000 2000 3000 4000 5000 5678 sz:zo
1

! A2056 —2125 A4318-4419 |

LTRPC2 - kionierte Splei3variante:

- onler ) 3708:g>a 4318
(LTRPC2-AN-AC; Accession-Number. AJ417076) (S1088N)  (D1291E)

Abb. 6: Schematische Darstellung der Sequenz von LTRPC2-AN-AC im Vergleich zur
urspriinglich von Nagamine und Mitarbeitern veroffentlichenden Sequenz des LTRPC2
(TRPC7).

In der unteren Sequenz sind die fehlenden Bereiche des LTRPC2-AN-AC durch gelbe Markierungen
angedeutet. Nukleotidmutationen des Guanin an Stelle 3708 zu Adenin hat einen Austausch der
Aminosdure 1088, Serin, zu Asparagin zur Folge, desweiteren fiihrt die Deletion an Stelle 4318 zu
dem Austausch der Aminosdure 1291, Aspartat, zu Glutamat.
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5’Bereich
PS-5 -
LTRPC2 GGACCACCAG CTGAAACTGG CAGTGGCATG GAATCGCGTG GACATTGCCC GCAGTGAGAT CTTCATGGAT GAGTGGCAGT GGAAGCCTTC AGATCTGCAC 1900
LTRPC2 CCCACGATGA CAGCTGCACT CATCTCCAAC AAGCCTGAGT TTGTGAAGCT CTTCCTGGAA AACGGGGTGC AGCTGAAGGA GTTTGTCACC TGGGACACCT 2000
LTRPC2-AN  CCCACGATGA CAGCTGCACT CATCTCCAAC AAGCCTGAGT TTGTGAAGCT CTTCCTGGAG AACGGGGTGC AGCTGAAGGA GTTTGTCACC TGGGACACCT 1568
PS-4 -
LTRPC2 TGCTCTACCT GTACGAGAAC CTGGACCCCT CCTGCCTGTT CCACAGCAAG CTGCAAAAGG TGCTGGTGGA GGATCCCGAG CGCCCGGCTT GCGCGCCCGC 2100
LTRPC2-AN  TGCTCTACCT GTACGAGAAC CTGGACCCCT CCTGCCTGTT CCACAGCAAG CTGCA---—= —========= —=——————mm mmmmmmomoo oo 1623
LTRPC2 GGCGCCCCGC CTGCAGATGC ACCACGTGGC CCAGGTGCTG CGGGAGCTGC TGGGGGACTT CACGCAGCCG CTTTATCCCC GGCCCCGGCA CAACGACCGG 2200
LTRPC2-AN ~ —=-——===== ———m o GATGC ACCACGTGGC CCAGGTGCTG CGGGAGCTGC TGGGGGACTT CACGCAGCCG CTTTATCCCC GGCCCCGGCA CAACGACCGG 1708
LTRPC2 CTGCGGCTCC TGCTGCCCGT TCCCCACGTC AAGCTCAACG TGCAGGGAGT GAGCCTCCGG TCCCTCTACA AGCGTTCCTC AGGCCATGTG ACCTTCACCA 2300
LTRPC2 TGGACCCCAT CCGTGACCTT CTCATTTGGG CCATTGTCCA GAACCGTCGG GAGCTGGCAG GAATCATCTG GGCTCAGAGC CAGGACTGCA TCGCAGCGGC 2400
PS-3
3’Bereich
LTRPC2 GACAGCTACC ACGTGAATGC CCGGCACCTC CTCTACCCCA ACTGCCCTGT CACGCGCTTC CCCGTGCCCA ACGAGAAGGT GCCCTGGGAG ACGGAGTTCC 4250
PS-2
LTRPC2 TGATCTATGA CCCACCCTTT TACACGGCAG AGAGGAAGGA CGCGGCCGCC ATGGACCCCA TGGGAGACAC CCTGGAGCCAC TGTCCACGAT CCAGTACAA 4350
LTRPC2-AC TGATCTATGA CCCACCCTTT TACACGGCAG AGAGGAAGGA CGCGGCCGCC ATGGACCCCA TGGGAGA--- ——————=—=—-= —————————— —————————— 3824
LTRPC2 CGTGGTGGAT GGCCTGAGGG ACCGCCGGAG CTTCCACGGG CCGTACACAG TGCAGGCCGG GTTGCCCCTG AACCCCATGG GCCGCACAGG ACTGCGTGGG 4450
LTRPC2-AC == mmm oo o= mmmmm oo oo o e e e e G AACCCCATGG GCCGCACAGG ACTGCGTGGG 3856
LTRPC2 CGCGGGAGCC TCAGCTGCTT CGGACCCAAC CACACGCTGT ACCCCATGGT CACGCGGTGG AGGCGGAACG AGGATGGAGC CATCTGCAGG AAGAGCATAA 4550
LTRPC2 AGAAGATGCT GGAAGTGCTG GTGGTGAAGC TCCCTCTCTC CGAGCACTGG GCCCTGCCTG GGGGCTCCCG GGAGCCAGGG GAGATGCTAC CTCGGAAGCT 4650
-
PS-1

Abb. 7: Informationen zu den Sequenzen von LTRPC2-AN-AC im Vergleich zu LTRPC2

In Rot angedeutet sind die Nukleotidverdnderungen der SpleiBvariante. Pfeile stellen schematisch
Primer da, liber die die Expression der beiden Varianten des 5‘Bereichs und 3‘Bereichs in HL-60
Zellen und in neutrophilen Granulozyten mittels PCR nachgewiesen wurde (siehe auch Abschnitt
4.1.4).
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extrazellular

s1 S6
intrazellular #J S1088N
A AS 538 - 557
(AN) C
D1291E
A AS 1292 - 1325
ARS \J (AC)
Nudix-Box

N

Abb. 8: Theoretisches Strukturmodell des LTRPC2

Neben dem langen N-terminalen und C-terminalen Ende sind die bislang bekannten Doménen des
LTRPC2 angedeutet, die ,,Achrachidonic acid-responsive sequence“ (ARS), die ,,TRP-Doméne, deren
Eigenschaften noch nicht geklart sind, und die ,,Nudix-Box*, die Merkmale einer Pyrophosphatase
aufweist. AuBlerdem sind schematisch die Spleifistellen im N-terminalen Ende von der Aminosédure
538 — 557 und im C-terminalen Ende von der Aminosdure 1292 — 1325 dargestellt, sowie
Aminosdureaustauscher an Position 1088, Serin gegen Asparagin, und an Position 1291, Aspartat
gegen Glutamat, jene Bereiche, die sich von der urspriinglich veroffentlichten Sequenz unterscheiden
[140].

N = N-terminales (aminoterminales) Ende, C = C-terminales (carboxyterminales) Ende,
S1 - S6 = transmembrandre Doméne 1 — 6

Bezogen auf das theoretische Strukturmodell von LTRPC2 (Abb. 8) besitzt die anfdnglich
klonierte Form strangaufwirts der hydrophobe Regionen eine Deletion von 20 Aminosduren

im N-terminalen Bereich, beginnend von der Aminosdure 538 bis 557 und zusétzlich eine
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Deletion strangabwirts der hydrophoben Regionen im C-terminalen Bereich, die 34
Aminosduren umfaft, beginnend von der Aminoséure 1292 bis 1325. Aullerdem kommt es in
der klonierten Variante durch eine Punktmutationen zu dem Austausch der Aminosdure 1088,
Serin, die sich direkt der 6. Transmembrandoméne anschlieB3t, die zu Asparagin (S1088N)
wird. Die Aminosdure 1291, Aspartat, wird aufgrund des Spleilens zu Glutamat (D1291E).
Diese urspriinglich gewonnene Variante mit den zwei Deletionen (LTRPC2-A538-557-
A1292-1325) wird in dieser Arbeit weiterhin als LTRPC2-AN-AC (Accession-Number:
AJ417076) bezeichnet (siche auch Nomenklatur Abschnitt 4.2.2.1).

4.1.4 Nachweis der LTRPC2 Varianten in HL-60 Zellen und neutrophilen
Granulozyten mittels RT-PCR

Um sicher zu gehen, daB3 es sich bei der klonierten Variante um keinen PCR-Artefakt handelt,
wurde mittels PCR die Expression der mRNA, die fiir die jeweiligen Spleivarianten
kodieren, in HL-60 Zellen und neutrophilen Granulozyten iiberpriift. Als Primer fiir die
Polymerase dienten spezifische Oligonukleotide PS-1 bis PS-9, die ausgehend von der
LTRPC2- Sequenz synthetisiert wurde (Informationen zu den Primern sieche Abb. 7 und
Abschnitt 3.2.4.2).

In Abb. 9 A sind die in einem Agarosegel aufgetrennten Banden der cDNA-Segmente zu
sehen, die aus mRNA undifferenzierter HL-60 Zellen amplifiziert werden konnten. Pfeile

weisen auf die spezifischen Banden hin.
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HL-60 Zellen neutrophile Granulozyten
C N N C N N N
506
396 — I —
344 — -« 344: -«
298 — — 208— | <
bp bp
N T o o
)
@ g 2 &
- s
L 2

Abb. 9: Expression der kurzen und langen Form der 5¢ (N-terminale) und 3¢ (C-terminale)
Region der LTRPC2 mRNA in HL-60 Zellen (A) und in neutrophile Granulozyten (B).

Jede Spur reprisentiert das Ergebnis einer RT-PCR mit einem spezifischen Primerpaar. Pfeile deuten
auf die spezifischen Banden mit der zu erwartenden Groéf3e hin (genauere Information siehe Text).

Die Bandengrofe der cDNA Segmente in Spur 1 entsprechen den theoretisch ermittelten
GroBen von 327 bp und 225 bp, die sich bei der Verwendung von Primer PS-1 und PS-2
ergeben, wenn mRNA exprimiert wird, die jeweils fiir eine der beiden Spleilvarianten des
C-Terminus kodieren. In Spur 2 ist ein Amplifikat zu sehen, das dem errechneten Wert von
272 bp entspricht, wenn das Primerpaar PS-3 und PS-4 eingesetzt wird. Dieses Fragment
kann nur gewonnen werden, wenn mRNA exprimiert wird, die fiir die lange Form des N-
Terminus kodiert (siche Abb. 7). Anhand der Grofe des cDNA-Fragment in Spur 3, das mit
dem Primerpaar PS-3 und PS-5 amplifiziert wurde, kann man auf die Expression von mRNA
schlieBen, die fiir die kurze Form des N-Terminus kodiert, welches bei diesem Primerpaar
eine theoretische Lange von 406 bp umfalt. Ein Amplifikat, das der errechneten Grofe von
466 bp entspricht, wenn mRNA exprimiert wird, die fiir die lange Form des N-Terminus
kodiert, konnte mit dem Primerpaar PS-3 und PS-5 nur gewonnen werden, wenn eine nested

PCR durchgefiihrt wurde (nur gezeigt fiir neutrophile Granulozyten in Spur 7, Abb. 9 B).
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In Abb. 9 B sind die Amplifikate zu sehen, die aus mRNA von neutrophilen Granulozyten
gewonnen wurden, wie sie mit den gleichen Primerpaaren aus mRNA von HL-60 Zellen
erzielt werden konnten. Spur 4 zeigt die cDNA Segmente mit den erwarteten GroBen, die sich
bei einer Expression der mRNA ergeben, die fiir beide Varianten des C-Terminus kodiert. In
Spur 5 ist das Ergebnis zu sehen, das sich bei einer Expression von mRNA ergibt, aus der die
lange Form des N-Terminus resultiert, in Spur 6 entsprechend einer mRNA-Expression fiir
die kurze Form.

Diese Ergebnisse lieBen sich sowohl anhand leicht modifizierter Primerpaare (Kombinationen
aus den Primern PS-1 bis PS-9) als auch in mehreren voneinander unabhidngigen mRNA-
Isolationen reproduzieren (Daten nicht gezeigt). Alle PCR-Ergebnisse konnten durch

anschlieBende Sequenzierungen bestitigt werden.

4.2 Klonierung der LTRPC2 Varianten fir funktionale

Untersuchungen

4.2.1 Klonierung der LTRPC2-Variante LTRPC2-AC

Fiir funktionelle Untersuchungen bzw. zum Erhalt des ungespleiiten LTRPC2, war es
notwendig, die fehlenden Sequenzbereiche in die Spleilvariante LTRPC2-AN-AC einzufiigen.
Zur Vervollstindigung des N-Terminus wurden auf der entsprechenden cDNA zwei
Restriktionsschnittstellen strangaufwirts und strangabwirts der Deletion gewéhlt die Xmnl-
Site an Position 1962 und die bereits erwéhnte Sphl-Site an Position 2736. Ein ¢cDNA-
Segment, das den ungespleiliten 5°‘Bereich umfaflt, wurde mit Hilfe drei aufeinanderfolgenden

PCR-Léaufe amplifiziert (Siehe Abb. 10).
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1962 2736
PCRI Xmnl-Site Sphl-Site
5 A-N
[P5-1 .
sense | | 1 |
antisense [ | 1 ]
LTRPC2-AN-AC 3 P5-2
in pBluescript SK(-) l
5! 5’ 37
: H4
3 5
, 2736
PCRII Xn:gﬁgite ¢ P5-3 Sphl-Site
3
sense | 1 i |
antisense [ | i I ]
LP5-4 |
LTRPC2-AN-AC A-N
in pBluescript SK(-)
5 3
—— '
|
3 5
PCRIII Produkt aus PCR |
5 I ¥
[ I - Produkt aus PCRIII
3
5 I 1¥
3 I 15
1. Zyklus l Annealing und Auffiillreaktion
5 3 _
' T -
< ]
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l Primerbindung von P5-1 und P5-4
5
P5-1 3’
I I - ]
[ | N I - ]
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l Amplifizierung
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5 1°
3’1 15’

Abb. 10: Klonierung der LTRPC2 Variante mit vollstindigen N-Terminus

In der RT-PCR I und II werden mit Hilfe der Primer P5-2 und P5-3 zwei Teilstiicke der
einzufiigenden Sequenz amplifiziert. Beide Teilstiicke besitzen einen komplementdren Bereich.
Werden diese Amplifikate aus PCRI und Il in einer dritten PCR als Matrize eingesetzt, kommt es nach
Denaturierung und beim Annealing im ersten Zyklus der dritten PCR zu einer komplementiren
Basenbindung der Teilsequenzen im entsprechenden Bereich. Durch die Polymerase erfolgt eine
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Auffillreaktion der beiden Teilstiicke zum kompletten, einzufiigenden Fragment, das die
Restrikitonsschnittstelle Xmnl bis Sphl, einschlieBlich der 60 Nukleotide der Deletionsstelle, umfaft.
Anschlieend kann mit den Primern P5-1 und P5-4 das komplette Fragment exponentiell amplifiziert
und iiber die Schnittstellen in LTRPC2-AN-AC substituiert werden.

AN = Deletionsstelle im N-Terminus der verkiirzten LTRPC2 Variante.

Dabei wurden folgende Primer verwendet:

fiir die erste PCR der Sense-Primer (P5-1) 5*-TGTGAAGCTCTTCCTGGACG-3¢ und der
Antisense-Primer (P5-2) 5‘“CGCGCAACGCGGGCGCTCGGGATCCTCCACCAGCACCT
TTTGCAGCTTGCT-3¢ fiir die zweite PCR der Sense-Primer
(P5-3) 5°-CCGAGCGCCCGGCTTGCGCGCCCGCGGCGCCCCGCCTGCACATGCACCA
CG-3°, sowie der Antisense-Primer (P5-4) 5°-CTGCATGCACAGGGTCACACG-3°.

Als Matrize fiir die beiden ersten PCR wurde der LTRPC2-AN-AC in pBluescript SK(-)
eingesetzt.

Die Primer der ersten PCR wurden so konstruiert, da} der Sense-Primer P5-1 an der Xmnl-
Site und der Antisense-Primer P5-2 strangaufwirts direkt vor der Deletionsstelle bindet, dabei
tragt P5-2 zusitzlich 40 Nukleotide des fehlenden Sequensbereiches. Das Amplifikat reicht
entsprechend von der Xmnl-Site bis zur Deletionsstelle, ist aber um 40 Nukleotide zusédtzlich
zur Deletionsstelle langer.

Fiir den zweiten PCR-Lauf wurden die Primer so gewahlt, dall Sense-Primer P5-3 mit den
letzten 11 Nukleotiden seines 3‘Bereich strangabwiérts direkt nach der Deletionsstelle bindet,
im vorangehenden 5°-Bereich ebenfalls 40 Nukleotide der fehlenden Sequenz trégt.
Antisense-Primer P5-4 bindet an der Sphl-Schnittstelle. Das Produkt dieser PCR beinhaltet
den Bereich von der Deletionsstelle bis zur Sphl-Site, ist aber ebenfalls um 40 Nukleotide der
fehlenden Sequenz lidnger. Da die Deletionsstelle 60 Nukleotide lang ist, iiberlappen sich
komplementér zueinander die beiden PCR-Produkte in einem Bereich von 20 Nukleotiden,
entsprechend der Sense- und Antisense-Richtung von Primer P5-3 und P5-2.

Im dritten PCR-Lauf werden von der ersten und der zweiten PCR jeweils 0,5 pl als Matrize
und als Primer P5-1 und P5-4 eingesetzt. Die Uberlegung dabei war, daB nach dem ersten
Denaturierungsschritt die Amplifikate aus 1 und 2 durch ihre iiberlappenden Bereiche beim
Annealing komplementér zueinander binden und entsprechend die Stringe bis zur jeweiligen
Schnittstelle durch die Polymerase aufgefiillt werden. In den weiteren Zyklen der PCR wird
durch die Primer P5-1 und P5-4 exponentiell der Bereich zwischen Xmnl-Site und Sphl-Site,
inklusive der vollstindigen 60 Nukleotide der Deletionsstelle, vervielfaltigt.
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Uber die Schnittstellen wurde dieses Segment mit den zusitzlichen 60 Nukleotiden in den
Klon LTRPC2-AN-AC in pBluescript SK(-) substituiert, so daB3 eine neue Variante des
LTRPC2 mit vollstindigem N-Terminus, der LTRPC2-AC in pBluescript, konstruiert wurde.

Wie bereits fiir LTRPC2-AN-AC beschrieben, wurde auch die neue Variante, LTRPC2-AC

anhand der erwidhnten Schnittstellen in das Vektorkonstrukt pcDNA3-EGFP gerichtet
kloniert.

4.2.2 Klonierung der LTRPC2 Variante, LTRPC2-AN und Klonierung des
LTRPC2

Zur Klonierung der cDNA Variante, die fiir den vollstaindigen C-terminalen Bereich des
LTRPC2 kodiert, wurden fiir einen PCR-Lauf folgender Sense-Primer ausgewéhlt:

(P3-1) 5-GCGGCCGCCATGGACCCCATGGGAGACACCCTGGAGCCACTGTCCACGA
TCCAGTACAACGTGGTGGATGGCCTGAGGGACCGCCG-3°, der an der Notl
Restriktionsschnittstelle an Position 4298 bindet, den Bereich bis zur Deletionsstelle und
zusdtzlich 60 Nukleotide der Deletion umfafit (deren Grofie insgesamt 102 Nukleotide
betrigt).

Fiir den Gegenstrang wurde folgender Antisense-Primer verwendet:
(P3-2) 5°-GCATACTAGTCAGTCAGTAGTGAGCCCCG-3¢. Dieser Primer war so
konstruiert, da3 er am Stop-Codon bindet und eine zusitzliche, in der urspriinglichen Sequenz
nicht vorhandenen Spel Schnittstelle besitzt. Uber diese Schnittstelle nach dem Stop-Codon
war es moglich, das amplifizierte Teilsegment in die Spleivariante LTRPC2-AN-AC
einzufiigen.

Als Matrize fiir den PCR-Lauf wurde cDNA von HL-60 Zellen eingesetzt. Durch die bereits
erwihnten Expressionsstudien (siche Abb. 9) konnte gezeigt werden, dal in HL-60 Zellen
mRNA exprimiert werden, die fiir beide Varianten des C-Terminus kodieren, so daf3 der
Sense-Primer P3-1 in der Lage ist, komplementér an die entsprechend ungespleifite cDNA zu
binden. Mit Hilfe des Antisense-Primers P3-2 konnte ein Produkt amplifiziert werden, das
von der Notl-Site bis zum Stop-Codon den ungespleiBiten Bereich des 3‘Segments umfaft.
Uber die Schnittstelle Notl und die kiinstlich, nach dem Stop-Codon angefiigte Schnittstelle
Spel, wurde dieses 650 bp grole Produkt sowohl in LTRPC2-AN-AC als auch in
LTRPC2-AC, jeweils in pBluescript SK(-), ersetzt. Die resultierenden cDNA-Konstrukte
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kodieren fiir eine LTRPC2 Variante mit ungespleiltem C-Terminus, LTRPC2-AN, und fiir
den gesamten LTRPC2.

Beide Varianten wurden anschlieBend, wie bereits beschrieben, liber die Schnittstellen Xbal
und Kpnl in den Vektor pcDNA3-EGFP gerichtet kloniert.

Alle Konstrukte wurden durch Restriktionsanalysen und durch Sequenzierungen an den
Ligationsstellen  {berpriift und bestitigt. Rekombinante Klone wurden durch

Restriktionsanalysen bestétigt.

4.2.2.1 Nomenklatur

Zusammengefaflt lagen am Ende der Klonierungsarbeiten folgende vier Varianten vor:

Name Deletion

LTRPC2-AN-AC Deletion im N-Terminus von AS 538 — 557
und Deletion im C-Terminus von AS 1292 - 1325

LTRPC2-AN Deletion im N-Terminus von AS 538 — 557
LTRPC2-AC Deletion im C-Terminus von AS 1292 — 1325
LTRPC2 Protein mit kompletter Amionsduresequenz

4.3 Funktionelle Untersuchungen des LTRPC2 und seiner

Varianten

4.3.1 Auswahl geeigneter Expressionssysteme

Fir die funktionelle Charakterisierung des LTRPC2 und seiner Varianten wurden
eukaryontische Expressionssysteme ausgewahlt, die sich bereits bei der Untersuchung anderer
Ionenkandle bewéhrt haben. Als Modell fiir Sdugertierzellen wurden CHO-Zellen, und in
Anlehnung an ein humanes System, wurden HEK 293 Zellen transient transfiziert.
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4.3.2 Fluorometrische Messungen der intrazellularen Kalziumkonzentration

transfizierter CHO-Zellen nach Stimulation mit Thapsigargin

Uber Fluoreszenzmessungen mit dem Ca®’-Indikator fura2 kann eine quantitative Aussage
iiber die [Ca’]; einzelner Zellen gewonnen werden. Aus dem Verhéltnis der
Fluoreszenzintensititen, gemessen bei 510 nm, die sich fiir fura2 beladene Zellen bei einer
Anregungswellenldnge von 340 nm und 380 nm ergeben, lassen sich Riickschliisse auf die
[Ca®"]; ziehen. Wird der Farbstoff fura2 mit der 340 nm angeregt, so verstirkt sich die
Fluoreszenzintensitit mit zunchmender Bindung von Ca®" an fura2 (bei Anstieg der [Ca®']),
wihrend die Intensitiit gleichzeitig bei der Anregung mit 380 nm abnimmt Die Anderung des
Quotienten, gebildet aus der Fluoreszenzintensitit nach Anregung des Farbstoffes mit den
beiden Wellenléingen spiegelt demnach die Anderung der [Ca®"]; wider.

Abb. 11 zeigt als Beispiel das Ergebnis aus 8 unabhdngigen Messungen von LTRPC-AN-AC
transfizierten CHO-Zellen und Kontrollzellen (Vektor transfizierte Zellen), bei denen nach
intrazelluldrer Ca”"-Speicherentleerung mit Thapsigargin die Anderung der [Ca®']; iiber die
Zeit verfolgt wurde. Nach dem Beladen der transfizierten Zellen, wurden die Zellen zu
Beginn der Messung zur Speicherentleerung fiir fiinf Minuten in einem Puffer inkubiert, der
5 uM Thapsigargin und 1 M EGTA enthielt. Wird nach der Speicherentleerung anschlieBend
die extrazelluldre Losung durch einen Puffer ausgetauscht, der 1,5 mM Ca®" enthilt, kommt
es zu einem Anstieg der [Ca®"];, der auf einen Ca*"-Einstrom iiber die Zellmembran basiert.
Zu sehen sind die gemittelten Fluoreszenzratiowerte von LTRPC-AN-AC transfizierten
Zellen und Kontrollzellen mit den jeweiligen Standardabweichungen. Fiir die Messungen
wurden Zellen ausgewihlt, die eine griine Fluoreszenz aufwiesen und als positiv transfiziert

angesehen wurden.
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Abb. 11: Fluorometrische Messungen von LTRPC-AN-AC transfizierten CHO-Zellen und
Kontrollzellen (Vektor transfizierte Zellen) nach Speicherentleerung mit Thapsigargin

Die Zellen wurden vor der Messung fiir 5 min in einem Ca®'-freien Puffer inkubiert, der 5 pM
Thapsigargin enthielt. Wahrend der Messung wurde der Puffer gegen eine Badlosung ausgetauscht,
die 1,2 mM CacCl enthielt. Der Pfeil deutet den Wechsel der Puffer an.

Abgebildet sind die gemittelten Fluoreszenzratiowerte mit Standardabweichungen von Kontrollzellen
und LTRPC-AN-AC transfizierten CHO-Zellen, gebildet aus dem Quotienten der
Fluoreszenzintensitit bei 510 nm und einer Anregungswellenlédnge von 340 zu 380 nm.

Die minimalen Ratiowerte, aufgrund minimaler [Ca®"]; nach Speicherentleerung und
Pufferung des Ca®" durch EGTA zu Beginn der Messungen, sind von LTRPC-AN-AC
transfizierten Zellen (n = 33) und Kontrollzellen (n = 32) erwartungsgemal annidhernd gleich.
Nach Zugabe von 1,5 mM Ca’’ in die Badlésung kommt es sowohl bei LTRPC-AN—-AC
transfizierten Zellen als auch in Kontrollzellen durch einen Ca®"-Influx zu einem steten
Anstieg der Ratiowerte, die bei LTRPC-AN—-AC transfizierten Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen erhéht sind, die sich aber nicht signifikant voneinander unterscheiden (Mann-
Whitney-U-Test, p = 0,498 bis 0,102 fiir den Zeitraum der Messung von 0,4 bis 0,8 Minuten).
1 bis 1,25 min nach Beginn der Messung wird nach dem Ca*"-Einstrom ein Maximum in den
Ratiowerten erreicht, das sich zwischen den beiden Zellgruppen ebenfalls nicht signifikant

voneinander unterscheidet (Mann-Whitney-U-Test, p = 0,236). Im Vergleich von
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LTRPC-AN-AC transfizierten Zellen zu Kontrollzellen hat die vorausgehende intrazelluldre
Ca**-Speicherentleerung mit Thapsigargin keinen EinfluB auf den sich anschlieBenden Ca*'-
Einstrom iiber die Plasmamembran. Ist LTRPC-AN-AC ein Ca’’-permeabler Kanal, der in
Abhingigkeit einer intrazelluldren Speicherentleerung aktiviert wird, wire unter diesen
Versuchsbedingungen ein gesteigerter Ca**-Einstrom und damit eine erhohte [Ca®]; in den
Kanal exprimierenden Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen zu erwarten. Nach Erreichen der
maximalen Ratiowerte sinkt bei beiden Zellgruppen der Fluoreszenzquotient, durch Abnahme
der [Ca*'};. Nach 2.5 bis 3,5 min pendeln sich die Fluoreszenzwerte bis zum Ende des
Experiments, im Vergleich zu den Anfangswerten, auf leicht erhohte Werte ein, die auf basale
[Ca®"); zuriickzufiihren sind. Die hohen Standardabweichungen deuten auf groBe individuelle
Schwankungen in der Anderung der [Ca®’]; hin, besonders nach Gabe des Ca’’-haltigen
Puffers. Auch bei Zellen, die mit LTRPC2 transfiziert wurden (n= 19 aus 5 unabhingigen
Messungen, Daten nicht gezeigt) sind im Vergleich zu den Kontrollzellen (n = 9) keine
signifikanten =~ Unterschiede in den  maximalen Fluoreszenzratiowerten  nach
Speicherentleerung mit Thapsigargin meBbar (Mann-Withney-U-Test p = 0,381). Diese
Ergebnisse deuten darauf hin, daB3 beide Varianten LTRPC2 und LTRPC2-AN-AC in CHO-
Zellen nicht durch einen von der Depletion intrazelluldrer Speicher abhédngigen Prozef

reguliert werden.

4.3.3 Fluorometrische Messungen der [Ca*']; transfizierter HEK 293 Zellen

nach Stimulation mit Charbachol

Ein néchster Ansatz zur Charakterisierung des LTRPC2 und seiner Varianten war, den
kompletten IP3-Signaltransduktionsweg und damit dessen Metabolite als Regulatoren des
Proteins zu beriicksichtigen. In HEK 293 Zellen kann {iber Charbachol die IP;-Signalkaskade
ausgelost werden, da diese Zellen den G-Protein gekoppelten, muskarinen
Acetylcholinrezeptor M2 stabil exprimieren.

Nach Beladen transfizierter HEK Zellen mit dem Farbstoff fura2 wurden zunichst die
Fluoreszenz Ratiowerte in einem Ca®’-haltigen MefBpuffer bestimmt, bevor die Zellen mit
einem Puffer inkubiert wurden, der 200 uM Charbachol und 1 mM EGTA enthielt.

In Abb. 12 zu sehen, sind die gemittelten Quotienten zweier unabhéngiger, reprisentativer
Messungen mit LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen (n = 12) und Kontrollzellen (Vektor

transfizierte Zellen, n = 14).
56



Ergebnisse

3000

2500 -
B LTRPC2 (n = 12)

Fluoreszenz-Ratio, F,Fyq,

500

I I I I I I I I I I I T T I
0 2,5 5 7,5 10 12,5 Zeit [min]

Abb. 12: Fluorometrische Messungen von LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen im Vergleich
zu Kontrollzellen nach Stimulation des IP;-Signaltransduktionsweg mit Charbachol

Nach Inkubation der Zellen im Standardbadpuffer (1,2 mM CaCl) wurde die Stimulation des IPs-
Signaltransduktionswegs mit Charbachol (200 pM) in einen Ca®’-freien Puffer ausgelost. Nach
intrazelluldrer Ca®’-Speicherentleerung und Riickgang der [Ca®"]; auf minimale Werte wurde der
Puffer durch eine Ca*"-haltige Badlosung (1,2 mM) ausgetauscht. Pfeile deuten den Wechsel der

jeweiligen Puffer an.
Abgebildet sind die gemittelten Fluoreszenzratiowerte mit Standardabweichungen von LTRPC2
transfizierten Zellen und Kontrollzellen aus zwei unabhéngigen, reprisentativen Messungen.

Zu Beginn der Messungen ist der Fluoreszenzquotient, der auf basale [Ca®']; beruht, fiir
LTRPC?2 transfizierte und Kontrollzellen gleich, eine konstitutive Aktivitit des Kanals scheint
demnach nicht gegeben zu sein. Nach Wechsel der Badlosung kommt es sowohl in LTRPC2
transfizierten als auch in Kontrollzellen durch intrazelluldre Speicherentleerung unmittelbar
zu einem transienten Anstieg der [Ca’];, die durch Pufferung des Ca’" mit EGTA (1M)
innerhalb von 1 min auf minimale Werte zuriickkehren, was sich durch einen entsprechenden
Peak in den Ratiowerten widerspiegelt. Wird nach Erreichen der minimalen [Ca?'];, in einer
EGTA-gepufferten Badlosung, der Puffer durch eine Ca’**-haltige (1.2 mM) Losung
ausgetauscht, ist ein zweiter Anstieg der [Ca’']; bzw. ein Anstieg der Ratiowerte infolge eines
Ca’"-Einstroms iiber die Zellmembran bei allen Zellen zu beobachten. Die erhohten Werte
kehren langsam, in einem Zeitraum von 10 bis 15 min, auf basale Werte zuriick. Obwohl die
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Hohe der Konzentrationsénderungen zwischen den einzelnen Zellen stark schwankt, sind die
Kinetiken der [Ca®']i- Anderungen fiir alle Zellen nahezu gleich. In Abb. 13 zusammengefaft
sind die Ergebnisse der Messungen von HEK Zellen, die jeweils mit einer der vier LTRPC2

Varianten transfiziert worden sind.
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Abb. 13: Vergleich der gemittelten Fluoreszenzratiowerten nach Stimulation von HEK 293
Zellen, transfiziert mit einer der LTRPC2 Varianten und dazugehorigen Kontrollzellen, mit

Charbachol
In A sind dargestellt die gemittelten Fluoreszenzratiowerte mit Standardabweichungen, die sich bei

einer basalen [Ca®']; ergeben.
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In B sind zu schen, die maximalen Ratiowerte mit Standardabweichungen nach Ca®'-
Speicherentleerung durch Charbachol (200 pM) in einem Ca**-freien Badpuffer, abziiglich der basalen
Fluoreszenzratiowerte.

In C sind die gemittelten, maximalen Ratiowerte mit Standardabweichung abgebildet, die sich im
AnschluB an den ,,PI-Response“ durch Wechsel des Ca*’-freien Puffer mit dem Standardpuffer
(1,2 mM Ca®") ergeben. Fluoreszenzratiowerte, die vorausgehend bei der minimalen [Ca*']; zu messen
sind, wurden subtrahiert (siche zum Kurvenverlauf auch Abb. 12 und Text).

Zu sehen sind die gemittelten Fluoreszenzratiowerte der einzelnen Varianten im Vergleich zu
den entsprechenden Kontrollzellen fiir drei MeBpunkte. In A sind die Ratiowerte der
Fluoreszenz bei basalen [Ca']; abgebildet, in B die Fluoreszenzwerte, die sich beim
Erreichen der maximalen [Ca*"]; durch intrazelluldre Ca**-Speicherentleerung, abziiglich der
basalen Werte, ergeben. Die Ratiowerte in C resultieren aus der maximalen [Ca”']; beim Ca*'-
Einstrom in die Zelle nach Austausch des Ca**-freien Puffer gegen die Standardbadlosung
(mit 1,2 mM CaCl), abziiglich der Ratiowerte, die bei der minimalen [Ca®']; in einem Ca®'-
freien Puffer gemessen werden.

Bei allen drei MeBpunkten sind fiir keine der vier Varianten signifikante Unterschiede der
Fluoreszenzratio im Vergleich zu den Kontrollzellen vorhanden. Bei den basalen Werten ist
kein Unterschied zu erkennen, der auf eine konstitutive Aktivitdt einer der Varianten
schlieBen lieBe (Mann-Withney-U-Test p = 1,0 bei LTRPC2-AN-AC transfizierten Zellen,
p=0,396 bei LTRPC2-AC transfizierten Zellen, p = 0,171 bei LTRPC2-AN transfizierten
Zellen, sowie p = 0,119 bei LTRPC2 transfizierten Zellen im Vergleich zu den jeweiligen
Kontrollzellen). Auch die Ratiowerte, die sich bei [Ca®']; nach Speicherentleerung (Mann-
Withney-U-Test p = 0,124 bei LTRPC2-AN-AC transfizierten Zellen, p = 0,141 bei LTRPC2-
AC transfizierten Zellen, p =0,271 bei LTRPC2-AN transfizierten Zellen und p = 0,732 bei
LTRPC2 transfizierten im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen), oder durch einen
Ca2*-Einstrom ergeben, wenn nach Speicherentleerung ein Ca’'-haltiger Badpuffer
eingewechselt wird, unterschieden sich nicht signifikant voneinander (Mann-Withney-U-Test
p =0,951 bei LTRPC2-AN-AC transfizierten Zellen, p = 0,055 bei LTRPC2-AC transfizierten
Zellen, p=0,404 bei LTRPC2-AN transfizierten Zellen und p=0,184 bei LTRPC2
transfizierten Zellen im Vergleich zu den jeweiligen Kontrollzellen). Eine Regulierung einer

der Varianten iiber den IPs;-abhiingigen Signalweg scheint damit nicht gegeben zu sein.
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4.3.4 Elektrophysiologische Messungen transfizierter CHO- und HEK Zellen

nach Stimulation des IP;-abhangigen Signaltransduktionsweges

Parallel zur Bestimmung der intrazelluliren Ca*"-Konzentration wurden zur funktionellen
Charakterisierung des LTRPC2 und seiner Varianten mit Hilfe der Patch-Clamp Technik
Strome tiber die Membran transfizierter Zellen gemessen.

Die ersten Experimente wurden an LTRPC2-AN-AC transfizierten CHO-Zellen und
entsprechend an Kontrollzellen durchgefiihrt, da zunichst nur diese LTRPC2 Variante zur
Verfligung stand, und erst spiter die librigen Varianten kloniert wurden.

Zundchst wurde {iberpriift, ob durch die Expression der LTRPC2 Variante zusétzliche
Ionenstrome im Vergleich zu Kontrollzellen zu messen sind, die auf eine konstitutive
Aktivitdt des LTRPC2-AN-AC schlie3en lief3e.

Bei einem Haltepotential von — 60 mV und nach Erreichen der Ganzzellkonfiguration waren
in einem Standardpuffer zum Teil erhohte Basalstrome in LTRPC2-AN-AC transfizierten
Zellen (n = 3 von 16) sowie in Kontrollzellen (n = 2 von 11) nachweisbar, die sich aber in
thren Amplituden nicht signifikant voneinander unterschieden. Auch konnten diese erh6hten
Basalstrome bei beiden Zellpopulationen nicht selektiv durch das nicht permeable Kation N-
methyl-D-glucamine (NMDG) im Austausch von Na' in der Badlésung gehemmt werden.
Wird eine Speicherentleerung iiber Thapsigargin (1 pM in der Badlosung) induziert, ist
wiederum, weder bei LTRPC2-AN-AC transfizierten CHO-Zellen (n = 5 von 4 unabhingigen
Experimenten) noch bei Kontrollzellen (n = 4) eine Erhohung der Strome meBbar. Auch eine
Speicherentleerung durch IP; (10 uM) in der Pipettenlosung fiihrt zu keiner Zunahme der
Strome in LTRPC2-AN-AC transfizierten CHO-Zellen (n = 6 in 4 voneinander unabhéngigen
Experimenten) und in Kontrollzellen (n = 4). Wird dem Badpuffer das DAG-Anologon OAG
(100 uM) zugefiigt, hat auch das keine Wirkung auf die meBbaren Strome bei
LTRPC2-AN-AC transfizierten CHO-Zellen (n = 12 in 5 voneinander unabhidngigen
Transfektionen), oder bei Kontrollzellen (n = 4).

Unterstiitzt werden die vorangegangene Ergebnisse durch Versuche an LTRPC2-AN-AC
transfizierten HEK Zellen und durch Versuche, die mit HEK Zellen durchgefiihrt wurden, die
mit einer der spéter klonierten LTRPC2 Varianten transfiziert worden waren.

Unter Verwendung des Standardpuffers konnte bei erhdhten Basalstromen kein Unterschied

in der Amplitude zwischen den mit einer der LTRPC2 Varianten transfizierten Zellen
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(LTRPC2-AN-AC = 3 von 23; LTRPC2 n = 5 von 24; LTRPC2-AN n = 3 von 10;
LTRPC2-AC n =2 von 12) im Vergleich zu Kontrollzellen (n = 3 von 18) festgestellt werden.
Auch lielen sich diese Strome nicht durch NMDG blockieren.

Werden die einzelnen Zellen mit Charbachol (200 uM) Badlésung stimuliert, entwickelt sich
nach Stimulation des IP;-Weges weder bei den, mit einer der Varianten transfizierten HEK
Zellen, noch bei den Kontrollzellen eine Stromzunahme (LTRPC2-AN-AC n = 6 in 6
unabhingigen Experimenten; LTRPC2 n = 7 in 6 unabhéngigen Transfektionen; LTRPC2-AN
n =5 in 5 Transfektionen; LTRPC2 -AC n = 7 in 5 Transfektionen; Kontrollzellen n = 6 in 6
unabhéngigen Experimenten).

Im Zusammenhang mit den fluorometrischen Messungen zeigen die Resultate der Patch-
Clamp Experimente, dafl sowohl eine konstitutive Aktivitdt der LTRPC2 Varianten als auch
eine Aktivierung iiber eine intrazellulire Ca**-Speicherentleerung, sowie eine Regulierung in
Abhingigkeit von dem IPs-gesteuerten Signaltransduktionsweg ausgeschlossen werden kann.
Diese Ergebnisse werden fiir den LTRPC2 in den verdffentlichten Arbeiten der Gruppen um

Perraud, um Sano und um Hara bestitigt [67, 141, 142].

4.3.5 Fluorometrische Messungen der [Ca®*']; LTRPC2-AN-AC transfizierter
HEK 293 Zellen nach Stimulation mit hypo- und hyperosmotischen

Badloésungen

Mehrere veroffentlichte Daten zeigen, dall gerade die entfernt verwandten Mitglieder der
TRP-Familie, zu denen der LTRPC2 =zihlt, nicht im Zusammenhang mit dem IP;3-
Signaltransduktionsweg stimuliert werden. Moglicherweise spielen alternative Mechanismen
wie z.B. erhohte Temperaturen durch Hitzeeinwirkung, osmotische Verdnderungen des
extrazelluliren Milieus, oder Reagenzien wie Capsaicin eine Rolle [58, 59].

Unter diesem Aspekt wurde als Ansatz gepriift, inwiefern eine hyper- bzw. hypotonische
Badlosung moglicherweise einen vermehrten Ca’"-Einstrom iiber den LTRPC2 in
transfizierten HEK Zellen bewirkt.

Dazu wurde wie in Abschnitt 4.3.2 beschrieben, die [Ca®']; fluorometrisch iiber die Zeit
verfolgt. Der isotonische Badpuffer wurde dabei durch einen Badpuffer ausgetauscht, dessen
Osmolaritdt 270 mOsm bzw. 330 mOsm (durch Zugabe von Mannitol) betrug. Nach

Austausch des Standardbadpuffers mit einem der osmotisch verdnderten Puffer kommt es bei
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allen Zellen unmittelbar zu einem Anstieg der Fluoreszenzwerte und damit zu einem Anstieg
der [Ca2+]i, die langsam innerhalb von 7 min auf basale Werte zuriickkehren.

Ein statistischer Unterschied in der maximalen [Ca®']; nach Anstieg der [Ca®"]; ist zwischen
LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen weder bei einem hyperosmotischen Puffer (n = 16 in
4 voneinander unabhédngigen Messungen, Mann-Withney-U-Test p = 0,152), noch bei einem
hypoosmotischen Puffer (n = 49 bei 8 voneinander unabhingigen Messungen, Mann-
Withney-U-Test p = 0,106) im Vergleich zu Kontrollzellen (Kontrollzellen n = 7 bei hyper-
und n = 30 bei hypoosmotischen Puffer) zu sehen. Als Beispiel ist in Abb. 14 das Ergebnis
aus sechs unabhingigen reprisentativen fluorometrischen Messungen von LTRPC2
transfizierten Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen bei Verwendung eines hypoosmotischen
Badpuffers zu sehen. Unmittelbar nach Wechsel des isotonischen Puffers gegen einen
hypoosmotischen Puffers werden sowohl in LTRPC2 transfizierten Zellen, als auch in
Kontrollzellen maximale Fluoreszenzwerte erreicht, die sich allméhlich in einem Zeitraum
von > 4 min verringern und auf basale Werte zurlickkehren. Unterschiede in den [Ca®'];, die
nach Erreichen der maximalen Werte bei LTRPC2 transfizierten Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen zu sehen sind, sind nicht signifikant (Mann-Whitney-U-Test p = 0,053).
Vergleicht man die Anderung der Fluoreszenzwerte zwischen hyperosmotisch behandelten
Zellen zu denen von hypoosmotisch behandelten Zellen ist zwar ein geringer Unterschied in
der Anderung der [Ca®']; zu erkennen (Abb. 15), der aber ebenfalls nicht signifikant ist
(Mann-Whitney-U-Test p = 0,77). Zusammenfassend kann aus diesen Ergebnissen

geschlossen werden, da3 der LTRPC2 nicht in Abhéngigkeit der Osmolaritét reguliert wird.

63



Ergebnisse

| BE Kontrolle (n = 14)

2000

1500

1000 ﬁl - J.I

500 - L
m LTRPC2 (n=23)

Fluoreszenz-Ratio, F,,,/F5,

] | |
0 1 2 3 4  Zeit [min]

Abb. 14 Fluorometrische Messungen von LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen und
Kontrollzellen unter Verwendung eines hypoosmotischen Badpuffers

Nach Inkubation der Zellen im Standardbadpuffer wurde der Puffer durch einen hypoosmotischen
Puffer (270 mOsm) ausgetauscht. Der Pfeil deutet den Wechsel der Badlosungen an.

Abgebildet sind die gemittelten Fluoreszenzratiowerte mit Standardabweichungen beider Zellgruppen
aus sechs unabhingigen, reprasentativen Messungen.

64



Ergebnisse

| B hyperosmot. (n = 16)
o 4000 =
ES l m hypoosmot. (n = 50)
3 T
L liiGe
S 3000 e
® TTFFr
o
N T
; [
N 2000
g
= I
=) Y
E - - L
1000 | ||
I |
| 1 1 1 | 1 1
I 1 1 | T T T
0 1 2 3 4 Zeit [min]

Abb. 15: Vergleich der fluorometrischen Messungen von LTRPC2 transfizierten Zellen unter
Verwendung von hyper- und hypoosmotischen Badlésungen

Nach Inkubation der Zellen im Standardbadpuffer wurde die Losung durch einen hyper- bzw.
hypoosmotischen Badpuffer ausgetauscht, angedeutet durch einen Pfeil. Abgebildet sind die
jeweiligen Mittelwerte mit Standardabweichungen fiir LTRPC2 transfizierte Zellen aus vier
unabhéngigen Messungen (n = 16) bei Verwendung eines hyperosmotischen (330 mOsm) und aus
acht unabhédngigen Messungen (n = 50) bei Verwendung eines hypoosmotischen (270 mOsm)
Badpuffers.

4.3.6 Elektrophysiologische Messungen transfizierter HEK 293 Zellen nach
Stimulation mit ADP-Ribose’

Die Arbeitsgruppe um Perraud berichtet zur Charakterisierung des LTRPC2, dal3 der LTRPC2
im C-terminalen Bereich eine Homologie zu dem Protein NUDT9 und zu dessen ,,Nudix box
sequence motif , dem MutT-Motiv, besitzt. Proteine mit einem ,,Nudix box motif* verfligen
tiber Eigenschaften von Pyrophosphatasen, die Phosphodinukleoside hydrolysieren [143]. Das
spezifische Substrat fiir das Protein NUDTO ist freie ADP-Ribose. Es konnte gezeigt werden,
daB in LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen iiber freie ADP-Ribose ein charakteristischer

Strom stimuliert werden kann [67].

'Die elektrophysiologischen Messungen mit der Patch-Clamp Technik wurden am Institut in Zusammenarbeit
mit Dr. Jorg Eisfeld und Eberhard Jiingling durchgefiihrt.
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Die Ergebnisse von Perraud und Mitarbeitern konnten, mit der in dieser Arbeit klonierten

Form des LTRPC2, bestitigt werden (siche Abb. 16).
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Abb. 16: Ganzzellmessung von reprisentativen LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen

A) Originale Aufzeichnung einer Vektor transfizierten HEK Zelle wenn 0,3 mM ADP-Ribose in der
Patchpipette vorhanden ist. Das Haltepotential betrug bei A bis C —60 mV. Der griine Balken deutet
ein Austausch des Standardbadpuffers gegen eine Losung mit dem nicht permeablen Molekiil NMDG
(150 mM) statt Na" an.

B) Originale Aufzeichnung einer LTRPC2 transfizierten HEK Zelle, wenn 0,3 mM ADP-Ribose in
dem Pipettenpuffer vorhanden ist. Der griine Balken deutet wie in A den Austausch eines NMDG-
haltigen Puffers gegen den Na'-haltigen Standardpuffer an.

C) zeigt die Ca**-Selektivitit des LTRPC2. Nach Stimulation einer LTRPC2 exprimierenden Zelle mit
ADP-Ribose (0,3 mM im Pipettenpuffer) im Standardbadpuffer (140 mM Na"), erfolgt ein Austausch
des Puffers gegen eine NMDG-haltige, Ca**-freie Losung (150 mM NMDG; griiner Balken) sowie
eine Inkubation in einem NMDG- und Ca**-haltigen Badpuffer (125 mM NMDG; 10 mM Ca®"; roter
Balken). Im AnschluB folgt eine wiederholte Inkubation in einem NMDG —Puffer ohne Ca’", sowie
im Standardbadpuffer.

D) zeigt die Strom-Spannungsbeziehung ADP-Ribose induzierter Stréme in einer LTRPC2
transfizierten HEK Zelle in Anwesenheit unterschiedlicher Ionenbedingungen (Experiment in C);
Kurvenverlauf und Zeitpunkt (angedeutet in C) der jeweiligen Spannungsrampen sind durch Zahlen
gekennzeichnet.

G.z. gibt den Zeitpunkt der jeweiligen Ganzzellkonfiguration in A bis C an.

Mit einem Standardpipettenpuffer konnte zunichst kein Unterschied in den basalen Stromen

bei einem Haltepotential von — 60 mV bei LTRPC2-transfizierten HEK Zellen im Vergleich
zu Kontrollzellen gemessen werden (siche auch Abschnitt 4.3.4). Bestimmt man die Strome
in Abhéngigkeit der Zellkapazitit (die von der ZellgroBe abhingig ist) werden bei beiden
Zelltypen Werte von —2 bis —10 pA/pF erreicht. Wird dem Standardpipettenpuffer jedoch
0,3 mM ADP-Ribose zugesetzt, entwickelt sich in LTRPC2-transfizierten Zellen mit einer
Verzogerung von 0,5 bis 8 min nach Erreichen des Ganzzellmodus ein Strom von — 70 pA/pF

(Abb. 16, Abb. 17), der sich signifikant von den basalen Stromen unterscheidet (p = 0,05).
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Bei den Kontrollzellen ist kein erhohter Strom nach Applikation von ADP-Ribose im
Vergleich zu den basalen Stromen nachweisbar (Abb. 16, Abb. 17).

Anhand der Strom-Spannungslinie (Abb. 16, D), durch die das Umkehrpotential und damit
die Ionenselektivitit eines Kanals ermittelt werden kann, ist zu sehen, daB3 bei Verwendung
des Standardbadpuffers das Umkehrpotential fiir den LTRPC2 bei 0 mV liegt. Nach Ersatz
der Na'-Ionen in einem Ca*'-freien Badpuffer durch das nicht permeable Molekiil NMDG
(150 mM), sieht man, dal der Einwértsstrom nahezu vollstindig blockiert wird, wahrend
gleichzeitig der Auswiértsstrom, der anhand des Standardpipettenpuffers hauptsédchlich durch
Cs'-Ionen getragen wird, nicht betroffen ist. Nach Auswaschen des NMDG aus dem
Badpuffer ist der Strom reversibel (Abb. 16, B). Werden NMDG (125 mM) und CaCl, (10
mM) gleichzeitig dem Badpuffer zugefiihrt, ist ein geringer Einwértsstrom nachweisbar (Abb.
16, C, D). Die aus den vorangegangenen Protokollen erhobenen Daten, bestdtigen den
LTRPC2 als einen unspezifischen Kationenkanal mit einer einwérts gerichteten Permeabilitét
fiir Na'- und Ca**-Ionen, mit einer geringen Selektivitit fiir Ca®"-Ionen gegeniiber Na‘-Ionen.
und mit einer auswirts gerichteten Permeabilitit fiir Cs -Ionen.

Nur bei HEK 293 Zellen, die mit dem LTRPC2 in seiner urspriinglich langen Form
transfiziert worden waren, konnte eine Verdnderung der Strome durch ADP-Ribose
nachgewiesen werden. Bei einer Transfektion von HEK 293 Zellen mit einer der anderen
LTRPC2 Varianten wurden nach einer Stimulation mit ADP-Ribose Stréme von —5 bis —18
pA/pF gemessen, die sich im Vergleich zu den einzelnen Basalwerten nicht unterscheiden und

ebenfalls bei Kontrollzellen erreicht werden (Abb. 17).
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Abb. 17: Unterschiedliche Stimulation der LTRPC2 Varianten mit ADP-Ribose

Vergleich der basalen Stromdichten bei einem Haltepotential von —60 mV, dividiert durch die
Zellkapazitit (offene Balken) zu den maximalen Stromdichten nach Applikation von ADP-Ribose
(0,3mM im Pipettenpuffer, dunkle Balken) von HEK 293 Zellen, transfiziert mit einer der LTRPC2

Varianten und von Vektor transfizierten Zellen.
In Klammern angegeben ist die Anzahl der gemessenen Zellen, signifikante Unterschiede von p = 0,05

sind mit einem Stern versehen.

Desgleichen entwickeln sich bei einer Co-Transfektion von HEK Zellen mit LTRPC2-AN und
LTRPC2-AC, deren Deletionen sich komplettieren (langer C-Terminus, sowie langer N-
Terminus) und nach anschlieBender intrazelluldrer Stimulation mit ADP-Ribose (0,3 mM)

keine unterschiedlichen Strome im Vergleich zu Kontrollzellen (n = 4, Daten nicht gezeigt).

4.3.7 Elektrophysiologische Messungen von transfizierten HEK 293 Zellen

nach Stimulation mit H,0,

Da ADP-Ribose u.a. aus NAD" gebildet wird (siche Abschnitt 5.5.3 bzw. Abb. 24) [144,
145], konnte eine erhdhte NAD-Konzentration moglicherweise fiir eine erhohte Syntheserate
von ADP-Ribose und damit fiir eine Stimulation des LTRPC2 eine Rolle spielen. Dies ist z.B.
bei oxidativem StreB der Fall, bei dem sich das Redox-Potential der Zelle von NAD/NADH
zugunsten von NAD" verschiebt [146].
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Als ein Modell fir oxidativen Stre3 konnte durch extrazellulares H,O, in einer
Endkonzentration von 5 mM in der Badlosung, ein verstdrkter Einwértsstrom bei LTRPC2-

transfizierten HEK 293 Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen erzielt werden.

Gz —— — Hy 0,
: NMDG
0 NMDG + CaZ*
-50 —
100
3 150 —
—_— — NMDG
— -200 == NMDG + Ca2*
-250 — 0- —— LTRPC2
-300 —
| | 1 1 |
0 5.0 10.0 15.0 20.0 250  Zeit [min])

Abb. 18: Ganzzellmessung einer LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zelle nach Stimulation mit
H,0,

Originale Aufzeichnung einer représentativen Zelle, Balken am oberen Rand deuten die
Zusammensetzung der einzelnen Badldsungen an, in denen Na’ (schwarzer Balken), NMDG
(150 mM, griiner Balken), NMDG und Ca*" (125 mM NMDG und 10 mM Ca®", blauer Balken) den
Hauptbestandteil an lonen ausmachen und denen H,O, (5 mM, roter Balken) oder kein H,O, zugesetzt
worden ist.

Ein vergroferter Auszug zeigt den Stromverlauf zu einem Zeitpunkt, an dem ein NMDG-haltiger
Badpuffer (150 mM) gegen einen Puffer ausgetauscht wird, der neben NMDG (125 mM) zusétzlich
10 mM Ca®" enthilt.

G.z. gibt den Zeitpunkt der Ganzellkonfiguration an, das Haltepotential betrug —60 mV.

Abb. 18 zeigt eine reprisentative Aufzeichnung einer Ganzzellmessung einer LTRPC2
transfizierten Zelle (n = 10 von 10 unabhingig voneinander transfizierten Zellen). Bei
Anwesenheit von H,O, im Badpuffer entwickelt sich nach Erreichen des Ganzzellmodus ein
Strom mit einer Verzogerung von 4 min und mit negativen Vorzeichen von bis zu 120 pA, der

nahezu vollstindig mit NMDG in der Badlésung blockierbar ist. Bei gleichzeitiger Gabe von
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NMDG (125 mM) und CaCl, (10 mM) in das extrazelluldire Medium ist ein Einwirtsstrom
von -10 pA zu verzeichnen. Nach Wechsel der extrazelluldiren Losung durch den
Standardbadpuffer, setzt sich der Einwirtsstrom auch ohne H,O, im Puffer fort, und kehrt
nach einem Zeitraum von 10 min auf Basalwerte zuriick. Nach wiederholter Gabe von H,0O,
in die Badlosung ist der Einwirtsstrom reversibel und wiederum durch NMDG blockierbar.
Die durch H,0, erzielten Strome sind, abgesehen von der geringeren Amplitude, gleich zu
denen, die nach Induktion mit ADP-Ribose gemessen werden konnen.

Auch bei einer Erniedrigung der HO, Konzentration auf 1 mM (n = 2) sind Einwirtsstrome
mefBbar. Wird die H,O, Konzentration auf 30 mM erhoht, sind die Einwértsstrome tiber die
Versuchsdauer nahezu irreversibel, aber dennoch durch NMDG blockierbar (Daten nicht
gezeigt).

Nur LTRPC2 transfizierte HEK Zellen reagieren mit einem verstiarkten Strom auf ADP-
Ribose. Wurden HEK Zellen dagegen mit einer der Spleiflvarianten transfiziert, war kein
erhohter Strom durch ADP-Ribose auszulosen. Im Hinblick auf die Stimulation des
ungespleiiten LTRPC2 durch H,O, und im Hinblick auf eine funktionelle Charakterisierung
der Spleilvarianten war es interessant, inwieweit eine Stimulation der Spleivarianten mit

H,0, mdglich ist.
Bei LTRPC2-AN oder bei LTRPC2-AN-AC transfizierten HEK 293 Zellen ist nach Erreichen

des Ganzzellmodus ein hoher Basalstrom festzustellen, der zum Teil durch extrazelluldres
NMDG blockiert werden kann (Abb. 19 A), aber auch bei Kontrollzellen vorhanden ist. Eine
charakteristische Stromentwicklung wie nach Stimulation von LTRPC2 mit H,O, ist nicht zu

beobachten (Abb. 19 A; Abb. 20).
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Abb. 19: Originale Aufzeichnungen von Ganzzellmessungen einer reprisentativen HEK 293
Zelle, transfiziert mit LTRPC2-AN (A) und LTRPC2-AC (B) nach Stimulation mit HO, (SmM)
In A ist eine originale Aufzeichnung einer repriasentativen LTRPC2-AN transfizierten Zelle nach
Stimulation mit H,O, zu sehen, in B eine entsprechende Aufzeichnung einer repridsentativen
LTRPC2-AC transfizierten Zelle.

In A und B deuten Balken am oberen Rand die Zusammensetzung der einzelnen Badlosungen an, in
denen Na™ (schwarzer Balken), NMDG (150 mM griiner Balken), NMDG (125 mM) plus Ca** (10
mM, blauer Balken) den Hauptbestandteil an lonen ausmachen und denen H,O, (5mM roter Balken)
oder kein H,O, zugesetzt worden ist.

Ein vergroflerter Auszug in B zeigt den Stromverlauf zu einem Zeitpunkt, an dem ein NMDG-haltiger
Puffer (150 mM, griiner Balken) durch einen Puffer ausgetauscht wird, der neben NMDG (125 mM)
zusitzlich 10 mM Ca®" (blauer Balken) enthilt.

G.z. gibt den Zeitpunkt der jeweiligen Ganzzellkonfiguration an, das Haltepotential betrug bei beiden
Messungen -60 mV.

Dagegen lassen sich bei LTRPC2-AC transfizierten HEK Zellen Stréme durch eine
Stimulation mit H;O, nachweisen (Abb. 19 B, Abb. 20). Bei der Ganzzellmessung entwickelt
sich innerhalb von 4 min nach Zugabe von 5 mM H,O, in die Badlosung allmdhlich ein
negativer Strom, der durch NMDG vollstindig blockierbar ist. Werden H,O, und NMDG,
sowie NMDG und Ca®" ausgewaschen, setzt sich der einwirtsgerichtete Na"-Strom fort und
steigt auf bis zu —260 pA an. Erst nach ca. 10 min kehrt der Strom allméhlich auf basale
Werte zuriick. Auch bei LTRPC2-AC transfizierten HEK Zellen ist nach wiederholter Gabe
von H,O; ein erneuter Einwértsstrom meBbar (n = 4 Daten nicht gezeigt).

Bei gleichzeitiger Zugabe von CaCl, und NMDG ist ein geringer Einwiértsstrom von -8 bis

-10 pA zu beobachten (siche Abb. 19 B, vergroBerter Auszug). So kann durch die
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Experimente mit H,O, gezeigt werden, dal der LTRPC2-AC, der nicht auf ADP-Ribose
reagiert, ein nicht selektiver Kationenkanal mit einer einwirts gerichteten Permeabilitét fiir
Na'-Ionen sowie fiir Ca**-Ionen ist.

Zu dem Zeitpunkt, an dem das nicht permeable Molekiil NMDG, H,0,, sowie Ca*" aus dem
Badpuffer ausgewaschen werden, setzt sich zundchst in LTRPC2 sowie in
LTRPC2-A transfizierten Zellen auch ohne Anwesenheit von H,O, der Na+-getragene
Einwirtsstrom fort. Es kann davon ausgegangen werden, dall H,O, nicht direkt eine Wirkung
auf LTRPC2 sowie auf LTRPC2-AC ausiibt, sondern da3 H,O, intrazelluldre Siganlkaskaden
induziert, die eine Aktivierung der Kanalproteine bewirken.

Die mittleren Stromdichten betragen bei LTRPC2 und bei LTRPC2-AC transtfizierten HEK
Zellen —0,9 £ 0,75 bis —20,3 £ 18,8 pA/pF nach extrazelluldrer Gabe von 5 mM H,O,, die sich
signifikant (p = 0,05) von den entsprechenden basalen Werten und im Vergleich zu den

Kontrollzellen unterscheiden (Abb. 20).
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Abb. 20: Zusammenfassung der unterschiedlichen Stimulation der Spleifivarianten von

LTRPC2 mit H,0,
Vergleich der basalen Stromdichten von HEK 293 Zellen, transfiziert mit einer der LTRPC2

Varianten, und von Kontrollzellen bei einem Haltepotential von —60 mV, dividiert durch die
Zellkapazitit (offene Balken) zu den maximalen Stromdichten nach Applikation von 5 bis 30 mM

H,0, im Badpufter.
In Klammern angegeben ist die Anzahl der gemessen Zellen, signifikante Unterschiede von p = 0,05

sind mit einem Stern versehen.

4.3.8 Fluorometrische Messungen der intrazellularen Kalziumkonzentration

von transfizierten HEK 293 Zellen nach Stimulation mit H,O-

Zu einem geringen Teil werden die mittels H,O, ausgeldsten Strome durch Ca**-Ionen
getragen, daher wurde ein EinfluB von H,O, auf die Anderung der [Ca®]; untersucht.

In Abb. 21 sind die Fluoreszenzquotienten aus fluorometrischen Messungen von fura2
beladene Kontrollzellen (A), von LTRPC2 (B) sowie von LTRPC2-AC (C) transfizierten
HEK Zellen aufgezeichnet. Nach Zugabe von 5 mM H;0, in die extrazelluldre Badlosung ist
sowohl bei LTRPC2 und bei LTRPC2-AC transfizierten Zellen, als auch bei Kontrollzellen

ein initialer Anstieg der Ratio durch eine Anderung der [Ca®']; zu sehen, der sich zwischen
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den einzelnen Zellgruppen nicht voneinander unterscheidet. Ein zweiter Anstieg ist innerhalb
von 5 bis 7,5 min nach Gabe von H,O, nur bei den Zellen zu verzeichnen, die mit LTRPC2
(11 von 25 Zellen in vier voneinander unabhdngigen Transfektionen), oder mit LTRPC2-AC
transfiziert wurden (n = 17 von 41 Zellen in fiinf voneinander unabhingigen Experimenten).
Dieser sekunddre Anstieg der Ratiowerte bei LTRPC2, sowie bei LTRPC2-AC transfizierten
Zellen nimmt bis zum Schlu8 der Messungen einen stabilen Plateauwert ein. Bei keiner der
Kontrollzellen (n = 23 in vier unabhingigen Experimenten) konnte ein sekundirer Anstieg der
[Ca2+]i durch H,0O, ausgelost werden. In Abwesenheit von H,O, bleibt auch bei LTRPC2
(n = 52) bzw. LTRPC2-AC (n = 37) transfizierten HEK Zellen ein [Ca*'}; Anstieg aus.

Um auszuschlieBen, daB3 durch die lange Behandlung mit H,O, die Zellmembranen zerstort
wurden, wurden die Zellen am SchluB3 der Messungen nach einer Dauer von >13 min selektiv
fiir Ca®*-Ionen durch Zufuhr von 10 uM Ionomycin in die Badlsung permeabilisiert. Wird
gleichzeitig die Ca*"-Konzentration der extrazelluldren Losung auf 10 mM erhéht, kommt es
nach dem sekundidren Anstieg der Fluoreszenzwerte bei LTRPC2, sowie bei LTRPC2-AC
transfizierten Zellen zu einer weiteren Zunahme der Fluoreszenz bis in den sittigenden
Bereich. Auch bei Kontrollzellen steigt nach deren Permeabilisierung mit Ionomycin und
gleichzeitiger Zufuhr von 10 mM Ca”" in der Badlosung die Fluoreszenzintensitit, ausgehend
von basalen Werten, auf Werte im Sattigungsbereich an (Daten nicht gezeigt). Damit kann
gezeigt werden, daB nach Stimulation mit H,O, die Unterschiede in den
Fluoreszenzintensititen zwischen LTRPC2 und LTRPC2-AC transfizierten Zellen im
Vergleich zu Kontrollzellen, nicht auf eine Zerstérung der Zellmembran durch die H,O»-
Behandlung zuriickzufiihren ist. Eine Kalibrierung konnte nicht durchgefiihrt werden, da sich
die Zellen zum Teil am Ende der Messungen aufgrund der Dauer des Experiments von den
Glasplattchen ablosten.

Die Daten, die durch die fluorometrischen Messungen gewonnen wurden, unterstiitzen die
Ergebnisse aus den elektrophysiologischen Experimenten. Sowohl bei LTRPC2 als auch bei
LTRPC2-AC transfizierten HEK Zellen wird durch H,O5 ein verstirkter Ca**-Einstrom iiber

die Plasmamembran ausgeldst.
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Abb. 21: Effekt von H,0O, auf die [Ca2+]i von LTRPC2, LTRPC2-AC transfizierten HEK 293
Zellen und Kontrollzellen

A) Originaler Kurvenverlauf von sechs reprasentativen Kontrollzellen, aufgezeichnet ist der Ratiowert
der Fluoreszenz bei 340 zu 380 nm. Wechsel des Standardbadlosung durch einen Puffer zusétzlich mit
H,0, (5§ mM) ist durch einen Pfeil gekennzeichnet.

B) Originale Aufzeichnungen von fiinf reprasentativen Zellen, transfiziert mit LTRPC2

C) Originale Aufzeichnung von sechs reprisentativen Zellen, transfiziert mit LTRPC2-AC
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4.3.9 Stimulation von LTRPC2 und LTRPC2-AC mit H,0, unabhingig von NAD"*
und ADP-Ribose

Wihrend von verschiedenen Arbeitsgruppen berichtet wurde, daB der LTRPC2 iiber NAD"
stimulierbar ist, kann die Arbeitsgruppe um Perraud keine Stimulation von LTRPC2 durch
weitere Dinukleosidphosphatderivate wie zB. NAD" nachweisen [67, 141, 142]. In dieser
Arbeit kann eine Stimulation mit NAD" von transfizierten HEK Zellen mit LTRPC2 bzw. mit
eine seiner Varianten nicht bestétigt werden.

Abb. 22 A zeigt, daB nach Zufuhr von 0,1 mM NAD" iiber den Pipettenpuffer bei einem
Haltepotential von —60 mV und Erreichen des Ganzzellstadiums sich der Einwértsstrom von
LTRPC2 transfizierten Zellen innerhalb eines Zeitraums von > 15 min nicht verdndert (n = 7).
Erhohte Basalwerte sind sowohl bei LTRPC2 transfizierten Zellen (n = 2), als auch bei
Kontrollzellen (n = 2 von 9) zu verzeichnen, und waren bereits bei transfizierten Zellen in
fritheren Experimenten zu beobachten (siche Abschnitt 4.3.4). Auch bei HEK Zellen, die mit
einer der anderen LTRPC2 Varianten transfiziert werden, sind keine erhohten Einwartsstrome
im Vergleich zu denen von Kontrollzellen durch NAD" auszuldsen (n = 4 — 5).

Werden jedoch LTRPC2 transfizierte Zellen 10 min nach Gabe von NAD" anschlieend mit
5 mM H;0; in der Badldsung stimuliert (Abb. 22 B), ist nach einer Verzdgerung von 3 min
ein Einwirtsstrom von -400 pA meBbar, der vollstindig durch NMDG blockierbar, sowie
reversibel ist. Ein solcher Strom zeichnet sich jedoch nicht bei Kontrollzellen ab.
LTRPC2-AC transfizierte HEK Zellen reagieren in einem Zeitraum von 5 min auf keine
intrazelluldre Stimulation mit NAD™ (0,1 mM; n = 2) oder ADP-Ribose (0,3 mM; n = 3).
Wird jedoch anschlieBenden H,O, dem Bad zugefiihrt (Abb. 22 C), entwickelt sich dagegen
mit einer Verzégerung von 2,5 bis 5 min ein Einwértsstrom mit einer Amplitude von —200 bis
—320 pA, vergleichbar mit den Einwértsstromen aus Experimenten in denen LTRPC2-AC
transfizierte HEK Zellen nur mit H,O, stimuliert werden (siehe Abschnitt 4.3.7).

Anhand dieser Daten kann gezeigt werden, daB die urspriingliche Uberlegung, eine erhdhte
NAD'-Konzentration, wie sie z.B. bei oxidativen Stref gegeben ist, fithrt zu einer erhdhten
Syntheserate von ADP-Ribose und damit letztlich zur Stimulation von LTRPC2, nicht
aufrechterhalten werden kann. Durch eine erhohte NAD'-Konzentration kann kein erhohter

Einwértsstrom bei Zellen, transfiziert mit einer der LTRPC2 Varianten hervorgerufen werden,
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was jedoch nach extrazelluldrer Gabe von H,0O, bei LTRPC2 transfizierten sowie bei
LTRPC2-AC transfizierten Zellen moglich ist.

Nach Stimulation mit H,O, ist kein Unterschied in den Einwértsstromen von LTRPC2-AC
transfizierten Zellen im Vergleich zu den Einwirtsstromen von LTRPC2 transfizierten Zellen
zu erkennen. Im Gegensatz dazu fiihrt die intrazelluldre Applikation von ADP-Ribose, anders
als bei LTRPC2 transfizierten Zellen, bei LTRPC2-AC transfizierten Zellen zu keinen
erhohten Einwértsstromen, obwohl sich die Deletion der Spleivariante auflerhalb der Nudix-
Box befindet. Dies 146t darauf schlieBen, dafl die Stimulation von LTRPC2 sowie
LTRPC2-AC durch H,0, iiber den gleichen Regulationsmechanismus bewerkstelligt wird,
wihrend moglicherweise bei der der Aktivierung des LTRPC2 durch ADP-Ribose parallel ein
zweiter, zu dem Regulationsweg {iber H,O, unabhéngiger, Aktivierungsmechanismus

existiert.
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Abb. 22: Ganzzellmessungen von HEK Zellen, transfiziert mit LTRPC2 oder LTRPC2-AC nach
Stimulation mit NAD" (A), NAD" und H,0,; (B) oder mit ADP-Ribose und H,0, (C).

In A ist eine originale Aufzeichnung einer reprdsentativen Messung von einer LTRPC2
exprimierenden Zelle abgebildet. Bei der Messung wurde, anstelle des Standardpuffers, ein
Pipettenpuffer mit einer NAD-Konzentration von 1 mM verwendet.

B zeigt eine originale Aufzeichnung einer reprdsentativen Messung von einer LTRPC2
exprimierenden Zelle. Wihrend der Messung enthielt der Pipettenpuffer 1 mM NAD'. 5 min nach
Erreichen des Ganzzellmodus wird dem Badpuffer 5 mM H,0, zugefiigt (angedeutet durch einen roten
Balken). Der Austausch des Standardbadpuffers (schwarzer Balken) gegen eine Na'-freie Losung mit
NMDG (150 mM) wird durch einen griinen Balken angedeutet.

In C ist eine originale Aufzeichnung einer reprisentativen Messung einer LTRPC2-AC
exprimierenden Zelle zu sehen. Der Pipettenpuffer enthielt 0,3 mM ADP-Ribose, 5 min nach
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Erreichen der Ganzzellkonfiguration wird eine extrazelluldre Stimulation mit H,O, (5 mM, roter
Balken) durchgefiihrt. Der griine Balken steht fiir den Wechsel des Standardbadpuffers gegen einen
NMDG-haltigen Badpufter.

G.Z. gibt den Zeitpunkt an, zu dem der jeweilige Ganzzellmodus erreicht wird, das Haltepotential
betrug in allen Messungen —60 mV.

4.3.10 Elektrophysiologische Messungen nach extrazellularer Stimulation von
transfizierten HEK 293 Zellen mit H,O, und intrazellularer Zugabe des

Antioxidans Mannitol

Ein Ansatz zur Untersuchung des Stimulationsmechanismus des LTRPC2 und seiner Variante
LTRPC2-AC durch H,O, war eine Applikation von Antioxidantien, die, wenn H,O, liber
Oxidationsreaktionen wirkt, eine Stromentwicklung unterbinden miifite. In Abb. 23 A ist an
einem Beispiel einer LTRPC2 transfizierten Zelle zu sehen, daB3 bei Verwendung eines
Pipettenpuffers, der 10 mM Mannitol enthilt, sich nach extrazelluldrer Gabe von 5 mM H,0,
in einem Zeitraum von > 7 min kein erhdhter Einwértsstrom bei LTRPC2 transfizierten
Zellen entwickelt (n = 5). Ist dagegen kein Mannitol im Pipettenpuffer vorhanden (Abb. 23
B), ist bei LTRPC2 und LTRPC2-AC transfizierten Zellen (n = 2 — 3) nach Gabe von H,0;
ein verzégerter Einwértsstrom mit einer Amplitude von bis zu —600 pA zu beobachten, der
sich durch den Austausch von Na'-Ionen im Badpuffer gegen das nicht permeable NMDG
blockieren 146t, wie er bereits in Abschnitt 4.3.7 beschrieben wurde.

Das 146t darauf schliefen, dal H,O, iber intrazelluldire Oxidationsmechanismen auf die
Regulation des LTRPC2 und seiner Variante LTRPC2-AC wirkt. Der genaue

Signaltransduktionsweg muf} allerdings noch weiter entschliisselt werden.
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Abb. 23: Reprisentative Ganzzellmessungen von LTRPC2 exprimierenden HEK 293 Zellen bei
extrazelluliirer Stimulation mit H,O, und bei gleichzeitiger Anwesenheit des Antioxidans
Mannitol im Pipettenpuffer(A), sowie ohne Mannitol im Pipettenpuffer (B)

In A ist eine originale Aufzeichnung einer Messung abgebildet, bei der der Standardbadpuffer
(schwarzer Balken) H,O, (5 mM, roter Balken) und der Pipettenpuffer Mannitol (10 mM, blauer
Balken) enthielt.

In B ist eine originale Aufzeichnung einer Messung zu sehen, bei der eine extrazelluldre Stimulation
der LTRPC2 transfizierten Zelle mit H,O, (5 mM, roter Balken) erfolgte, bei der dem Pipettenpuffer
jedoch kein Mannitol zugefiigt wurde. Ein Austausch des Standardbadpuftfers (schwarzer Balken)
gegen eine NMDG-haltige Losung (150 mM) ist durch einen griinen Balken angedeutet.

G.z. ist der Zeitpunkt zu dem die jeweilige Ganzzellkonfiguration erreicht wurde, das Haltepotential
betrug bei beiden Messungen —60 mV.
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5 Diskussion

In dieser Arbeit konnte mittels RT-PCR-Analysen und durch Sequenzvergleiche der
Amplifikate mit der urspriinglich von Nagamine und Mitarbeitern verdffentlichten Sequenz
des LTRPC2 die Expression von zwei bisher unbekannten Spleilvarianten des LTRPC2,
sowohl in HL-60 Zellen, als auch in neutrophilen Granulozyten nachgewiesen werden [140].
Entsprechend der Spleilvarianten wurden die Varianten, LTRPC2-AN-AC, LTRPC2-AN,
LTRPC2-AC sowie LTRPC2 konstruiert. AnschlieBende funktionelle Untersuchungen durch
fluorometrische Messungen von Anderungen der [Ca®'];, sowie durch Messungen der
Ionenstrome mittels der Patch-Clamp Technik von heterolog transfizierten Zellen ergaben,
dal eine Aktivierung der einzelnen Varianten in Abhidngigkeit des PLC-gesteuerten
Signaltransduktionsweges nicht gegeben ist.

Dagegen konnte ein Stimulation von LTRPC2, sowie von LTRPC2-AC mit H,0,, einem
Modell fiir oxidativen StreB3, nachgewiesen werden. Die Spleilvariante LTRPC2-AC reagiert
auf eine Stimulation mit H,O, unabhingig von ADP-Ribose, einem Aktivator des
ungespleifiten LTRPC2 [67]. So ist davon auszugehen, dafl neben dem bislang unbekannten
Stimulationsmechanismus  des  LTRPC2  mit  ADP-Ribose ein  alternativer
Regulationsmechanismus fiir eine Aktivierung der Varianten mit H,O, existiert. Die
Stimulation von LTRPC2 und LTRPC2-AC durch H,O, ist indes auf intrazellulire
Oxidationsprozesse zuriickzufiihren.

Ein EinfluB von NAD", wie es von zwei anderen Arbeitsgruppen beschrieben wurde [141,
142], konnte dagegen weder in Zellen die LTRPC2, noch in Zellen, die eine der gespleiiten

Varianten heterolog exprimieren, nachgewiesen werden.

5.1 Klonierung von LTRPC2 und seiner SpleiBvarianten

Zur Klonierung des LTRPC2 iiber RT-PCR wurde auf ein Zellmodell fiir neutrophile
Granulozyten, auf HL-60 Zellen, zuriickgegriffen.

HL-60 Zellen nehmen im Verlauf von 2 — 3 Tagen nach Inkubation mit Agenzien wie db-
cAMP oder DMSO den Phénotyp von neutrophilen Granulozyten ein [147]. Nach der
Differenzierung stellen HL-60 Zellen ihre Proliferation und damit ihre mRNA Synthese ein

wie es desgleichen bei neutrophilen Granulozyten der Fall ist. Der Zugang zu mRNA
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undifferenzierter HL-60 Zellen gestaltet sich daher einfacher, so daB fiir die Klonierung des
LTRPC2 mRNA aus undifferenzierten HL-60 Zellen isoliert wurde.

Uber PCR Analysen konnte nachgewiesen werden, da8 die Expression der einzelnen mRNA-
SpleiBvarianten des LTRPC2 sich bei undifferenzierten HL-60 Zellen nicht von dem natiirlich
vorkommenden Zellsystem, den neutrophilen Granulozyten, unterscheidet. Daraus kann
geschlossen werden, daB3 undifferenzierte HL-60 Zellen fiir die Klonierung des LTRPC2 und
seiner Varianten als ein geeignetes Zellmodell fiir neutrophile Granulozyten anzusehen ist.
Der Nachweis der einzelnen mRNA-Varianten des LTRPC2, war sowohl in PCR Analysen
mit verschieden modifizierten Primerpaaren, als auch in mehreren voneinander unabhingigen
mRNA Isolierungen reproduzierbar und konnte iiber Sequenzanalysen verifiziert werden.

Dabher ist auszuschlie3en, dal3 es sich bei den LTRPC2-Varianten um PCR-Artefakte handelt.

5.2 Konstruktion der einzelnen Varianten des LTRPC2

Fir die funktionelle Charakterisierung des LTRPC2, ausgehend von der Variante
LTRPC2-AN-AC, wurde in mehreren Klonierungsschritten die cDNA, die fiir die gespleilite
und ungespleiBte Form des N-Terminus sowie des C-Terminus codiert, miteinander
kombiniert. Damit lagen insgesamt vier verschiedene cDNA Konstrukte des LTRPC2 vor
(LTRPC2 als wurspriinglich ungespleiite Form, LTRPC2-AN, LTRPC2-AC und
LTRPC2-AN-AC; siche Nomenklatur Abschnitt 4.2.2.1).

Die funktionellen Daten, die in dieser Arbeit in Experimenten von transient transfizierten
Zellen mit dem ungespleiffiten LTRPC2 und mit der SpleiBvariante LTRPC2-AC gewonnen
wurden, belegen die Expression der jeweiligen cDNA in ein Protein mit Kanaleigenschaften.
Fiir die Spleivariante LTRPC2-AN, sowie LTRPC2-AN-AC, fiir deren Expressionsprodukte
noch keine funktionellen Eigenschaften nachgewiesen werden konnten, ist eine Aussage zur

Translation in ein funktionelles Protein, bislang nicht moglich.

5.3 Expressionsnachweis der einzelnen Varianten des LTRPC2

Um zu iiberpriifen, ob die einzelnen Spleiflvarianten, wie sie in dieser Arbeit kombiniert und

kloniert wurden, auch entsprechend endogen exprimiert werden, wére als erster Schritt mittels
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RT-PCR und spezifischen Primern die Existenz der mRNA fiir die einzelnen Varianten
nachzuweisen. Dieses wiirde sich jedoch als schwierig gestalten.

Eine erfolgreiche Klonierung der cDNA, die den kompletten ORF des LTRPC2 umfal3t, war
nur moglich, indem Teilamplifikate miteinander ligiert wurden. Das cDNA Fragment des
5‘Bereich konnte, wahrscheinlich aufgrund von vorzeitigen Strangabbriichen der Reversen
Transkriptase, vorausgehend nur mit einem LTRPC2 genspezifischen Oligonukleotid als
Primer synthetisiert werden (siche Abschnitt 3.2.5 und Abschnitt 4.1.1). Bei einem
Expressionsnachweis der Spleilvarianten iiber RT-PCR miiiten zur Unterscheidung der
Varianten die erforderlichen Amplifikate fast die gesamte Sequenz umfassen. Bei der RT-
PCR erforderlichen cDNA Synthese wiirden wahrscheinlich die gleichen Probleme auftreten,
wie sie bei der Klonierung des LTRPC2 vorhanden waren, so dafl moglicherweise keine
kompletten Amplifikate von den einzelnen Varianten zu erzielen wiren.

Ein weiteres Hindernis beim Expressionsnachweis der LTRPC2 Varianten mittels RT-PCR
sind die zu geringen GrofBenunterschiede der einzelnen Amplifikate, von ungefdhr 100
Nukleotiden, welche bei einer Gesamtldnge von > 5000 bp auf einem Agarosegel nicht zu
unterscheiden sind.

Eine positive Translation der Spleilvarianten in ein Protein konnte z.B. durch zusétzliche

funktionelle Untersuchungen, oder mit Hilfe von Fusionskonstrukten {iberpriift werden (sieche

Ausblick).

5.4 Uberlegungen zur funktionellen Bedeutung der LTRPC2

SpleiBvarianten

5.4.1 Verkurzte SpleiBvarianten von weiteren Mitgliedern der TRP-Familie mit

regulatorischen Funktionen

Spleiflvarianten sind bereits von weiteren Mitgliedern der TRP-Familie identifiziert worden,
die zum Teil Kanal- oder regulatorische Eigenschaften besitzen, andere sind jedoch
funktionell noch uncharakterisiert (s.u.).

Denkbar ist, daB die Spleivarianten des LTRPC2 nicht als vollstindige Kanalproteine,
sondern als Fragmente mit regulatorischen Eigenschaften exprimiert werden. Dies ist fiir eine

gespleilte Form des TRPM1 (Melastatin, MLSN), einem weiteren Mitglied der TRPM-
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Unterfamilie in humanen Melanoma Zellen [148], nachgewiesen worden. Die alternative
Spleiform, MLSN-S, umfalit den N-terminalen Bereich des TRPM1, besitzt aber keinerlei
transmembranire Dominen und stellt demnach kein Kanalprotein dar. Uber Glutahtion S-
Transferase Pull-Down Assays konnte gezeigt werden, dal MLSN-S direkt mit dem
ungespleifiten TRPMI1 interagiert. Desweiteren wurde nachgewiesen, daB3 bei einer Co-
Expression beider Varianten die Lokalisation von TRPM1 aus der Ndhe der Plasmamembran
in das Zytosol verdndert und ein Ca**-Einstrom, wie er ihn in TRPMI iiberexprimierenden
HEK 293 Zellen nach Einzeltransfektion zu beobachten ist, unterdriickt wird. Die
Spleilvariante MLSN-S reguliert demnach die Lokalisation und die Aktivitit des
ungespleifiten TRPM1 [149].

Da der LTRPC2 der gleichen Subfamilie des TRPM1 zugeordnet wird, konnte es demnach
moglich sein, dal3 die Spleilvarianten des LTRPC2, fiir die bislang noch keine funktionalen
Eigenschaften nachgewiesen werden konnten, dhnliche dominant negative Funktionen wie die

der SpleiBlvariante MLSN-S besitzen.

5.4.2 Verkirzte SpleiBvariante des TRP6 von Rattus norvegicus mit fehlenden

Informationen zur Glykosylierung

Fir ein Homolog des TRP6 der Ratte (Rattus norvegicus) konnten von Zhang und
Mitarbeitern drei Varianten identifiziert werden (tTRP6A; rTRP6B; rTRP6C). i TRP6A kann
iiber Charbachol und das DAG-Analogon OAG stimuliert werden, wahrend rTRP6B, mit
einer Deletion im N-terminalen Bereich, zwar tiber Charbachol, aber nicht iiber OAG
reguliert werden kann. Die Variante rTRP6C, die neben der Deletion im N-terminalen
Bereich eine weitere Deletion im C-terminalen Bereich aufweist, reagiert dagegen auf keines
der beiden Stimuli. Wéhrend rTRP6A und rTRP6B glykolysierte Proteine sind, fehlt die
Glykosylierung bei der Variante rTRP6C, so dal angenommen wird, da3 die Deletion im C-
terminalen Bereich fiir die Glykolysierung und damit fiir funktionelle Eigenschaften
Informationen beinhaltet [150]. Wie bei den Spleivarianten des TRP6 konnte in dieser
Arbeit fiir die ungespleifite Form des LTRPC2 zwei Stimulatoren nachgewiesen werden. Die
Spleiflvariante mit einer Deletion im C-Terminus reagiert nur auf einen der beiden Stimuli,
wiéhrend dagegen fiir die Spleiflvarianten mit einer Deletion im N-Terminus keine Reaktion
auf einen der beiden Stimuli zu beobachten ist. Wahrscheinlich besteht auch bei den
Deletionen der LTRPC2 Varianten ein Zusammenhang zu Informationen iiber regulatorische
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und/oder funktionelle Eigenschaften wie eine Glykosylierung, was jedoch noch zu

untersuchen ist.

5.4.3 Funktion der LTRPC2 SpleiRvarianten moglicherweise als Untereinheiten

eines heteromultimeren Kanals

Neben der Uberlegung einer regulatorischen Funktion der SpleiBvarianten, ist es denkbar, daB
die Spleivarianten Untereinheiten eines heteromultimeren Kanals darstellen. Fiir einige
Mitglieder der TRP-Familie konnte eine Homo- bzw. Heteromultimerisierung bereits
nachgewiesen werden. Co-Immunoprézipitationsansédtze nach Co-Transfektionen zeigen eine
Interaktion von TRP/TRPL und TRPy/TRPL aus Drosophila sowie von den humanen
TRPCI1/TRPCS5 als auch TRPC1/TRPC3 [34, 40, 151, 152]. Desweiteren konnte mit Hilfe der
FRET-Technik gezeigt werden, dal die humanen klassischen TRPCs in der Lage sind, sowohl
Homomultimere als auch Heteromultimere zu bilden. Dabei ist nach Co-Expression von den
stark homologen Mitglieder TRPC4/5 sowie den TRPC3/6/7 ein FRET-Ereignis zu sehen,
nicht aber bei Co-Expression von TRPC1/3 [153]. Ferner werden in funktionellen
Untersuchungen nach Co-Transfektion der kodierenden cDNA verinderte biophysikalischen
Eigenschaften resultierender Strome gemessen. Wihrend z.B. TRPy wie auch TRPL in
Einzeltransfektionen konstitutiv aktiv sind, werden nach einer Co-Transfektion dieser
Drosophila TRP-Varianten Stréme gemessen, die iiber den PLC-Signalweg oder durch Ca**-
Speicherentleerung reguliert werden [34] (siche Abschnitt 1.2.2). Diese Resultate weisen auf
eine Interaktion der Proteine bei einer Co-Expression hin, und es wird vermutet, dafl an der
Bildung von Heteromultimeren sog. coiled-coil Strukturen beteiligt sind, wie es bei der
Oligomerisierung von GABA-B-Kanélen nachgewiesen werden konnte [154].

Die funktionellen Daten, die von LTRPC2 und LTRPC2-AC in dieser Arbeit gewonnen
wurden, bestétigen, dal beide Varianten aktive Kanéle darstellen. Die angewandte heterologe
Transfektion fiihrt zu einer Uberexpression der transfizierten cDNA. Kommt es bei LTRPC2
und LTRPC2-AC, wie fiir weitere Mitglieder der TRP-Familie beschrieben, zur Bildung von
Multimeren, ist bei einer heterologen Transfektion die Tendenz der Kanalproteine zur
Bildung von Homomultimeren wesentlich hoher als eine mogliche Interaktion von LTRPC2
Varianten mit anderen Mitgliedern der TRP-Familie, die nativ von HEK 293 Zellen

exprimiert werden.
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In anderen Zellsystemen, in denen eine Expression von LTRPC2 nachgewiesen werden
konnte, werden zugleich eine Reihe an anderen Mitgliedern der TRP-Familie exprimiert.
Desweiteren wird im Strukturmodell von LTRPC2 eine coiled-coil Region nachgewiesen, von
der bislang noch keine Funktion bekannt ist. Es besteht daher die Mdglichkeit, daf3 sich die
einzelnen Spleiflvarianten zur Bildung eines funktionalen Kanals nativ zu Homomultimeren
bzw. untereinander zu Heteromultimeren zusammensetzen. Desweiteren ist eine
Heteromultimerisierung der LTRPC2 Varianten mit anderen TRP-Proteinen denkbar.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dal} die bislang nicht aktiven Spleivarianten mehrere
funktionelle Eigenschaften besitzen konnen. Es besteht die Moglichkeit, dall sie als
Fragmente durch Proteininteraktion die Expression und Lokalisation der sensitiven Varianten,
sowohl positiv, als auch negativ beeinflussen kdnnen. Desweiteren konnten die Deletionen im
Zusammenhang mit Strukturinformationen stehen, die einen hemmenden EinfluB3 auf die
Aktivitit der sensitiven Kanile besitzen. Eine weitere Uberlegung ist, daB die SpleiBvarianten

Untereinheiten eines heteromultimeren Kanals darstellen.

5.5 Funktionelle Charakterisierung des LTRPC2 und seiner

SpleiBvarianten

5.5.1 Stimulation der LTRPC2 Varianten uber den PLC-abhédngigen

Signaltransduktionsweg

Verschiedene Mitglieder der TRP-Familie, vor allem die Drosophila TRPs und die
klassischen humanen TRPCs sind funktionell urspriinglich durch den rezeptorstimulierten,
PLC-abhéngigen Signaltransduktionsweg charakterisiert worden. Bei der Aktivierung von
TRPC1, TRPC4 und TRPCS5 nach Rezeptorbindung konnte ein unmittelbarer Zusammenhang
mit einer IPs-vermittelten Speicherentleerung nachgewiesen werden, wihrend TRPC3
moglicherweise tiber IP; durch direkte Koppelung mit dem IPs;-Rezeptor reguliert wird [50,
52, 54, 96]. Andere Ergebnisse sprechen dagegen fiir eine Aktivierung von TRPC3, TRPC6
und TRPC7 durch DAG [155, 156].

Vor diesem Hintergrund wurden in dieser Arbeit zur funktionellen Charakterisierung des

LTRPC2 daher anfianglich Protokolle gewdhlt, die iiber Rezeptorstimulation den PLC-
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abhingigen Signalweg aktivieren, Metabolite des PLC-Weges beriicksichtigen, oder direkt
eine intrazellulire Ca**-Speicherentleerung bewirken.

Unter diesen Bedingungen konnte in dieser Arbeit in HEK Zellen, die mit einer der LTRPC2
Varianten transfiziert wurden, weder ein erhohter Einwértsstrom, noch ein verstirkter [Ca® ;-
Anstieg im Vergleich zu den Kontrollzellen nachgewiesen werden.

Bei den fluorometrischen Messungen nach Stimulation transfizierter HEK Zellen mit
Charbachol sind wihrend der intrazelluldren Ca®*-Speicherentleerung Schwankungen in den
Ratiowerten innerhalb der Mefireihen zwischen Kontrollzellen und den mit einer der LTRPC2
Varianten transfizierten Zellen beobachtbar (Abb. 13 B). Dies kdnnte moglicherweise auf die
unterschiedliche Kapazititen der Zellen zuriickzufiihren sein, die, trotz Subtraktion der
Fluoreszenzwerte bei basalen [Ca”'];, nicht ganz auszuschlieBen sind.

Zu diesem Zeitpunkt weichen die Ratiowerte sowohl der LTRPC2-AN-AC transfizierten
Zellen als auch die der dazugehorige Kontrollzellen im Vergleich zu den Ratiowerten der
anderen Mefreihen stark ab. Dies ist wahrscheinlich auf tagesabhingige Schwankungen
zuriickzufiihren (z.B. Alter der Zellen, sowie Hohe der Zellpassage).

Der Unterschied, der zwischen Kontrollzellen und LTRPC-AC transfizierten Zellen beim
Ca®"-Einstrom nach Speicherentleerung zu sehen ist (Abb. 13 C), ist moglicherweise auf
einen Artefakt wie unzureichende Kalibrierung einzelner Messungen zuriickzufiihren, da die
Werte der Kontrollzellen nicht nur von den LTRPC-AC transfizierten Zellen stark abweichen,
sondern auch von den Werten, die sich fiir die Kontrollzellen aus den anderen Mefreihen
ergeben. Unterstiitzt wird diese Annahme durch die hohe Standardabweichung dieser Gruppe
von Kontrollzellen, die auf eine grofle Streuung innerhalb dieser Zellgruppe hinweist.

Daraus kann zusammenfassend geschlossen werden, dal3 die spéter gezeigte Stimulation des
LTRPC2 durch H,O, und durch ADP-Ribose, bzw. der Variante LTRPC2-AC durch H,0O,
(siche Abschnitt. 4.3.6 bis 4.3.8) unabhidngig ist von einer Aktivierung des PLC-abhéngigen
Signaltransduktionsweges. Auch kann eine Regulation einer der LTRPC2 Varianten durch
eine IPs-gesteuerte, intrazellulire Ca’’-Speicherentleerung ausgeschlossen werden. Die
Befunde zur Stimulation des LTRPC2 werden durch bislang verdffentlichte Arbeiten bestétigt
[67, 141, 142]. Uber die gewonnenen Daten ist allerdings nicht auszuschlieBen, daB
moglicherweise eine Interaktion besteht zwischen den LTRPC2 aktivierenden Signalen und

den Metaboliten des PLC-abhédngigen Signalwegs.
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5.5.2 Stimulation des LTRPC2 durch hypo- oder hyperosmotische

Badlosungen

Viele TRP-Proteine, vor allem die entfernt verwandten Mitglieder, werden unabhingig von
einer Speicherentleerung durch alternative Mechanismen reguliert [71, 157]. Bei Zellen, die
mit einem entfernt verwandten Mitglied der TRP-Familie, dem TRPV4 (VR-OAC)
transfiziert wurden, konnte z.B. bei hypotonischen nicht aber in hypertonischen Badlésungen
ein verstirkter [Ca®]i-Anstieg, sowie ein erhdhter Kationeneinwirtsstrom gemessen werden
[158]. Diese Befunde gaben AnlaB, eine Verdnderung der [Ca®']; iiber die Zeit unter
Verwendung von hypo- bzw. von hyperosmotischen Badlosungen zu verfolgen. Wie in
Abschnitt 4.3.5 beschrieben, lieB sich unter diesen Versuchsbedingungen kein verstarkter
Ca’-Influx bei LTRPC2 transfizierten HEK Zellen im Vergleich zu Kontrollzellen
nachweisen. Eine Regulation des LTRPC2 durch osmotische Verdnderungen in einem
Bereich von 270 bis 330 mOsm, wie sie in dieser Arbeit getestet wurden, kann daher

ausgeschlossen werden.
5.5.3 Stimulation des LTRPC2 durch ADP-Ribose und NAD*

Freie ADP-Ribose und NAD" wurden als Agonisten des LTRPC2 beschrieben [67, 141].

Das Nukleosidderivat ADP-Ribose kann sowohl aus NAD" als auch aus zyklischer ADP-
Ribose (cADP-Ribose) synthetisiert werden (sieche Abb. 24) und wird iiber eine
Pyrophosphatase zu AMP und Ribose-5-Phosphat hydrolysiert [144, 145, 159]. Ein
Syntheseweg der freien ADP-Ribose ist liber das lymphozytire Antigen CD 38, einem
bifunktionalem Enzym, das sowohl die Synthese von cADP-Ribose als auch die Hydrolyse
von cADP-Ribose zu freier ADP-Ribose katalysiert [160 - 162]. Alternativ dazu kann ADP-
Ribose direkt aus NAD" durch NAD'-Glykohydrolasen (NADasen) gebildet werden. Das
NAD" Metabolit, cADP-Ribose, wirkt als ,.second messenger* bei der Ca®’-Freisetzung
durch ryanodinsensitive Rezeptoren aus intrazelluldren Speichern [163, 164]. ADP-Ribose
dagegen spielt eine Rolle bei der posttranslationalen Modifikation spezifischer Proteine.
Unter Verwendung von NAD' wird ein ADP-Riboserest kovalent durch ADP-
Ribosyltransferasen auf spezielle Zielproteine iibertragen (ADP-Ribosylierung) [165 - 168].
Erstmalig wurde die Modifikation von Proteinen durch ADP-Riboseresten fiir nukledre

Proteine beschrieben [169, 170]. Inzwischen wird die ADP-Ribosylierung mit zahlreichen
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Prozessen wie DNA-Reparatur, Zelldifferenzierung und Apoptose in Verbindung gebracht
[171]. Sie spielt aber auch eine Rolle bei der Wirkung des Cholera- sowie des Pertussistoxin,
bei der iiber eine ADP-Ribosylierung a-Untereinheiten von G-Proteinen modifiziert werden
[172, 173]. Eine funktionelle Eigenschaft der freien ADP-Ribose als ,,second messenger‘ in

Ca’"-abhingigen Signaltransduktionswegen war bislang jedoch nicht bekannt.

cADP-Ribose
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Abb. 24: Syntheseweg der ADP-Ribose

ADP-Ribose kann entweder direkt aus NAD" iiber NAD'-Glykohydrolasen (NADasen) gebildet
werden, oder iiber das NAD" Metabolit cADP-Ribose.
cADP-Ribose = zyklische ADP-Ribose

Die Arbeitsgruppe um Perraud stellte durch Strukturvergleiche von LTRPC2 mit einer ADP-
Ribose spezifischen Pyrophosphatase, dem Protein NUDT9, eine 50 %- Homologie des
MutT-Motivs, einer sog. katalytischen ,,Nudix-Box“, beider Proteine fest und konnte eine
enzymatische Aktivitit der ,,Nudix-Box* von LTRPC2 nachweisen. Daher lag die Vermutung
einer moglichen ADP-Ribose abhédngigen Stimulation des LTRPC2 durch das MutT-Motiv
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nahe. Durch intrazelluldre Stimulation von LTRPC2 transfizierten HEK 293 Zellen mit einer
ADP-Ribose Konzentration, deren ECsy 90 uM betragt, konnte die Arbeitsgruppe um Perraud
den LTRPC2 als Ca*"-permeablen, nicht selektiven Kationenkanal mit einer Leitfahigkeit von
60 pS charakterisieren [67].

Wihrend die Arbeitsgruppe um Perraud keine Stimulation des LTRPC2 mit weiteren
Nukleosidphosphatderivaten wie NAD", cADP-Ribose, ATP, ADP, Zuckerderivaten von
ADP, GDP und UDP sowie von den Abbauprodukten der ADP-Ribose (AMP und Ribose-5-
Phosphat) nachweisen kann, wird von der Gruppe um Sano, die ebenfalls eine Stimulation mit
ADP-Ribose erzielt, dagegen von einem verzdgerten Einwirtsstrom nach intrazelluldrer
Applikation von NAD" bei LTRPC2 exprimierenden Zellen berichtet [67, 141].

Diese Arbeiten gaben AnlaB, eine Stimulation der klonierten LTRPC2 Varianten mit ADP-
Ribose und NAD" zu iiberpriifen. Bei Verwendung des Standardbadpuffers, einem
Haltepotential von —60 mV und einer intrazelluliren Gabe von 0,3 mM ADP-Ribose
entwickelt sich nur bei HEK 293 Zellen ein Strom, die mit dem ungespleifiten LTRPC2
transfiziert worden waren. Uber die Strom-Spannungsbeziehung, dem Umkehrpotential und
durch Blockierung des meBbaren Stroms mit dem unspezifischen Kanalblocker NMDG,
konnte LTRPC2 als unselektiver Kationenkanal mit einer Permeabilitdt hauptsidchlich fiir
Na - aber auch fiir Cs'- und Ca®"-Ionen charakterisiert werden.

Nach Erreichen des Ganzzellmodus treten nach Applikation von ADP-Ribose
unterschiedliche Aktivierungszeiten der Strdme von 0,5 bis 8 min auf. Dies ist
moglicherweise auf unterschiedliche Diffusionsgeschwindigkeiten der ADP-Ribose in
Abhingigkeit des Zellvolumens zuriickzufiihren. Bei einer geringer Geschwindigkeit kann ein
Teil der ADP-Ribose zu inaktiven Metaboliten verstoffwechselt werden.

In Abschnitt 4.1.3 erwihnt, kommt es bei der in dieser Arbeit klonierten LTRPC2 Sequenz,
zu zweil Aminosdureaustauschern (S1088N und DI291E). Aufgrund der funktionellen
Ergebnisse, die in dieser Arbeit fir den LTRPC2 erzielt wurden und die denen der
Arbeitsgruppe um Perraud und Mitarbeitern gleichen, scheinen die
Aminoséureverdnderungen des LTRPC2 keine Auswirkung auf die Kanaleigenschaften zu
besitzen. Im Gegensatz dazu stehen Ergebnisse aus Versuchen, in denen durch TRPVS
(ECaCl), sowie durch TRPV6 (ECaC2; CaTl) ausgeloste Strome schneller inaktiviert
werden, wenn den Proteinen gezielt Mutationen von nur einer Aminosdure zugefligt worden

waren [174].
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Die Deletionen der LTRPC2 Varianten dagegen verhindern eine Stimulation mit ADP-
Ribose, obwohl sie stromaufwirts dem MutT-Motiv liegen. Die Nudix-Box scheint nicht nur
alleine Voraussetzung fiir die Regulation iiber ADP-Ribose zu sein, sondern auch andere
Informationen, die moglicherweise in den Bereichen der Deletionen gespeichert sind, miissen
vorhanden sein. Denkbar ist, daB die Bindung von ADP-Ribose an LTRPC2, wie sie von
Perraud und Mitarbeitern, sowie von der Arbeitsgruppe um Sano postuliert wird [67, 141],
eine fir die Kanalregulierung notwendige Konformationsdnderung des Proteins auslost.
Durch das Fehlen der gespleifiten Bereiche ist diese Anderung moglicherweise unvollstindig
und eine Offnung des Kanals wird unterbunden.

Eine Aktivierung des LTRPC2 durch NAD", wie sie von Sano und Mitarbeitern beschrieben
wird, oder eine Aktivierung einer der Varianten durch NAD", konnte dagegen in dieser Arbeit
nicht nachgewiesen werden.

Die Regulation des LTRPC2 durch NAD" ist wahrscheinlich von vielen weiteren Faktoren
wie die Zusammensetzung intrazelluldrer Enzyme abhéngig und hochst sensibel.

Die Arbeitsgruppe um Sano kann eine Stimulation des LTRPC2 mit NAD" sowohl in einem
Ganzzellmodus als auch in einer ,,inside-out* Konfiguration bei Patch-Clamp Versuchen
nachweisen. Bei der ,, inside-out” Anordnung sind intrazelluldre Faktoren jedoch nicht
auszuschlieBen, etwa bei unzureichenden Waschschritten, was nur schwer zu iiberpriifen ist.
Zusammengefalt kann gesagt werden, dafl eine Aktivierung des ungespleiiten LTRPC2
durch  ADP-Ribose in dieser Arbeit reproduziert werden konnte. Die
Aminosdureveranderungen, wie sie in der Proteinsequenz des vorliegenden klonierten
LTRPC2 auftreten, scheinen keine biophysikalischen Verdnderungen hervorzurufen. Anders
verhélt es sich bei den Spleiflvarianten, bei denen die, sich stromaufwérts zur katalytischen
Doméne befindenden, Deletionen eine Aktivierung durch ADP-Ribose unterbinden.
Experimentelle Bedingungen, unter denen ein Strom iiber NAD" bei Zellen, die mit einer der
Varianten transfiziert wurden, nachzuweisen ist, konnten in dieser Arbeit nicht geschaffen
werden. Der Widerspruch zur Stimulation von LTRPC2 mit NAD" bleibt damit vorerst

bestehen.
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5.5.4 Stimulation des LTRPC2 und LTRPC-AC durch H;0, als ein Modell fiir

oxidativen Stref}

Um die Hypothese zu iiberpriifen, daB NAD" indirekt zur Stimulierung des LTRPC2 fiihrt,
zB. bei einer gesteigerten NAD™ Konzentration, iiber eine erhohte Synthese von ADP-
Ribose, wurde versucht, ein Modell zu etablieren, bei dem es in der Zelle zu einer erhdhten
NAD" Konzentration kommt. Dies ist z.B. bei oxidativem StreB der Fall. Um eine Situation
mit oxidativen Stre3 hervorzurufen, wurde transfizierten Zellen 1 — 30 mM H,0O, ins
extrazelluldre Bad verabreicht. Nach Zugabe von H,O, ins extrazellulire Medium wurde in
Patch-Clamp Untersuchungen die Strome in transfizierten HEK 293 Zellen gemessen, und
durch Messungen der [Ca*"]; mit fura2 Anderungen in der Ca*"-Konzentration verfolgt.

Nach Zugabe von H,O, konnte gezeigt werden, dal} in einer Badldsungen unterschiedlicher
Tonenzusammensetzung nach Erreichen des Ganzzellmodus Na'-, Ca®*- und Cs'- Ionen durch
LTRPC2 permeieren. Die durch H,O, ausgeldsten Strome lassen sich wiederholt mit NMDG
blockieren, sind reversibel (auller bei einer Konzentration von 30 mM) und gleichen,
abgesehen von einer geringeren Amplitude, biophysikalisch den Stromen, die durch
Stimulation mit ADP-Ribose hervorgerufen werden. Eine erneute Applikation von H,O, fiihrt
zu einem wiederkehrenden Kationeneinwértsstrom. So kann davon ausgegangen werden, daf3
trotz der Behandlung mit den, auf den ersten Blick hoch erscheinenden molaren
Konzentrationen an reaktiven Molekiilen, die Zellmembran wihrend der Dauer des
Experiments intakt ist. H,O, konnte demnach als ein geeignetes Modell fiir oxidativen Stref3
etabliert werden.

Nach Stimulation der verschiedenen Varianten des LTRPC2 mit H,O,, konnte bei Zellen, die
mit dem LTRPC2-AC transfiziert worden waren, ebenfalls ein Strom gemessen werden. Unter
diesen experimentellen Bedingungen unterschied sich der Stromverlauf bei LTRPC2-AC
transfizierten Zellen nicht von denjenigen, die von LTRPC2 transfizierten HEK Zellen nach
Stimulation mit H,O,, oder nach Stimulation mit ADP-Ribose gemessen werden. Dieses
Ergebnisse waren insofern iiberraschend, da der LTRPC2-AC nicht auf ADP-Ribose reagiert.
Die mit Hilfe der Patch-Clamp Technik erzielten Ergebnisse nach Stimulation der Variante
LTRPC2-AC mit H,O, zeigen, daB LTRPC2-AC wie LTRPC2 ein nicht selektiver

Kationenkanal mit einer Permeabilitit hauptsichlich fiir Na'-Ionen aber auch zu einem
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geringen Teil fiir Ca*"- und Cs"-Ionen ist. Die Stimulation von LTRPC2 und LTRPC2-AC mit

H,0; kann durch fluorometrische Messungen der [Ca%]i mittels fura2 bestitigt werden.

5.5.5 Stimulation des LTRPC2 und LTRPC2-AC durch H;O, unabhéangig von
NAD* und ADP-Ribose

Die lonenpermeabilitit, die Kinetik mit einer Verzogerung von 0,5 — 8 min sowie die
durchschnittliche Stromdichte von — 20 pA/pF, die bei einer Stimulation von LTRPC2 sowie
LTRPC2-AC transfizierten Zellen mit H;O, gemessen werden, gleichen den Ergebnissen, wie
sie von Sano und Mitarbeitern nach einer Stimulation von LTRPC2 mit NAD" beschrieben
werden [141]. Die urspriingliche Uberlegung, oxidativer StreB fiihre, iiber eine erhdhte
NAD'-Konzentration, zu einer gesteigerten Syntheserate von ADP-Ribose und dieses
wiederum zur Aktivierung des LTRPC2, kann jedoch nicht aufrechterhalten werden. Die
Versuche, in denen transfizierte Zellen zunichst mit NAD' stimuliert wurden, bevor
extrazellulir H,O, appliziert wurde, zeigen, dal erst nach Gabe von H;O, ein
charakteristischer Einwiértsstrom sowohl bei LTRPC2 als auch bei LTRPC2-AC transfizierten
Zellen zu beobachten ist (Abb. 22). Das gleiche Phidnomen trat auf, wenn LTRPC2-AC
exprimierenden Zellen vorausgehend intrazellulir ADP-Ribose verabreicht wurde, ein
typischer Strom entwickelt sich erst nach Gabe von H,O,. Diese Resultate zeigen zu einem,
dal eine fehlende Stimulation in vorangegangen Experimenten von LTRPC2 nach
Applikation von NAD", bzw. von LTRPC2-AC nach Applikation von ADP-Ribose, nicht
durch eine fehlende Expression der Proteine begriindet sein kann, zum anderen fiithren diese
Experimente zur Vermutung, daf} parallel zur Aktivierung von LTRPC2 mit ADP-Ribose ein
eigenstindiger Stimulationsweg fiir H>O, existiert.

Uber die funktionellen Experimente einer Stimulation des LTRPC2 durch ADP-Ribose im
Zusammenhang mit einer Verdnderung des Redox-Potential einer Zelle konnte gezeigt
werden, dall H,O,, als ein Modell fiir oxidativen StreB3, in der Lage ist, sowohl LTRPC2 in
seiner ungespleiiten Form, als auch die Deletionsvariante LTRPC2-AC zu stimulieren. Die
Variante LTRPC2-AC konnte so ebenfalls als unselektiver, Ca*"-permeabler Kationenkanal
charakterisiert werden. Die Stimulation von LTRPC2 sowie von LTRPC2-AC durch H,0O,

scheint dabei, anders als zunichst angenommen, unabhéngig von ADP-Ribose oder von einer
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erhéhten NAD -Konzentration zu sein, sondern durch einen alternativen Regulationsweg

bewerkstelligt zu werden.

5.5.6 Stimulation des LTRPC2 durch H;0, iiber intrazellulare oxidative

Prozesse

Ein moglicher Wirkungsmechanismus von H,O, konnte durch die Bildung von Radikalen wie
OH" und/oder durch eine Oxidation von intrazelluliren Molekiilen sein, welches

moglicherweise eine Signalkaskade mit Regulation des Kanals zur Folge hat.

Nach Stimulation von LTRPC2 oder LTRPC2-AC transfizierten HEK 293 Zellen durch H,O,
tritt ein Einwértsstrom bzw. die Erhohung der [Ca’'],, erst nach einer Verzogerung von
mehreren Minuten auf. Wird nach Blockade dieses Stroms der NMDG-haltige Badpuffer
durch den Standardpuffer ausgewechselt, ist unmittelbar wieder ein erhohter Einwértsstrom
zu messen, obwohl kein H,O; in der extrazelluliren Losung vorhanden ist (siche Abb. 18;
Abb. 19 A). Diese Phdnomene deuten darauf hin, da H,O, wahrscheinlich {iber
Sekundérprozesse wie Induktion anhaltender, intrazelluldrer Signalkaskaden wirkt und nicht
direkt, in Form eines Liganden, am Kanal eine Wirkung ausiibt. Bei einer direkten Wirkung
von H,O, auf das Kanalprotein wiirde man von einem unmittelbaren Effekt ausgehen, der
sofort nach Applikation von H,O, zu beobachten wire und nach Entfernen des Agonisten
keine Auswirkung mehr auf die Kanalaktivitét besif3e.

Um diese ersten Vermutungen zu iiberpriifen, wurden Patch-Clamp Experimente durchgefiihrt
in denen transfizierten Zellen iiber den Pipettenpuffer Mannitol verabreicht wurde, dessen
Wirkung als Antioxidans bekannt ist [175]. Unter diesen Versuchsbedingungen konnte nach
Gabe von extrazellulirem H,O, kein Strom {iber die Plasmamembran gemessen werden,
wéhrend mit dem Standardpipettenpuffer bei LTRPC2 oder LTRPC2-AC transfizierten Zellen
nach Gabe von H,0O, ein Strom auszulOsen war.

So scheint H,O, in der Tat indirekt, tiber intrazelluldre Oxidationsmechanismen, einen
regulatorischen EinfluB auf LTRPC2 und seiner Variante LTRPC2-AC auszuiiben. In welcher
Form H,0, agiert, tiber Bildung von Radikalen und/oder iiber Oxidationsmechanismen, und

welche Molekiile von einer Oxidation betroffen sind, ist noch zu tiberpriifen.

95



Diskussion

5.5.7 Vergleiche zu Arbeiten anderer Gruppen zur Stimulation von LTRPC2 mit
HzOz

Die hier beschriebenen Befunde einer Regulierung von LTRPC2 mit H,O,, wurden im Laufe
dieser Arbeit gleichzeitig von der Arbeitsgruppe um Hara dokumentiert [142].

Hara und Mitarbeiter beobachten die gleichen Effekte von H,O, auf LTRPC2 transfizierten
HEK Zellen. Sie schen bei Messungen der [Ca®']; mit fura2 einen verzogerten Anstieg der
[Ca2+]i nach Gabe von H;O,, der dosisabhédngig ist und bei Verwendung eines Ca’’-freien
Badpuffers ausbleibt. Desweiteren messen sie in ,perforated “-Patch Experimenten einen
Kationeneinwértsstrom, wenn 100 uM H,O; ins extrazellulire Medium gegeben wird.
Unterschiede bei den -elektrophysiologischen Messungen mit einer geringeren H,0;
Konzentration, sowie einer erhohten Amplitude des Kationeneinwértsstroms, wie sie von der
Arbeitsgruppe um Hara beschrieben werden, sind moglicherweise auf deren Verwendung
eines ,,perforaten‘ Patches zuriickzufiihren, bei dem das intrazelluldre Milieu und damit u.a.
die nativen enzymatischen Verhdltnisse nahezu erhalten bleiben. Verwendet die
Arbeitsgruppe um Hara z.B. einen Ganzzellmodus, wie er in dieser vorliegenden Arbeit
angewandt wurde, so sieht sie bei einer Konzentration von 100 uM H,O, keinen
Einwirtsstrom bei LTRPC2 transfizierten Zellen. Desweiteren setzt die Arbeitsgruppe von
Hara bei Messungen der [Caz+]i iiber fura2 H,O, Konzentrationen von bis zu 10 mM ein,
vergleichbar mit den Konzentrationen, wie sie in dieser Arbeit verwendet wurden.

Hara und Mitarbeiter bestdtigen, dal die Wirkung von H,O, ein intrazelluldrer oxidativer
Prozef3 ist. Sie weisen nach, daBl die Stimulation des LTRPC2 jedoch nicht auf eine
Aminosdureoxidation hervorgerufen wird, so daf} eine direkte Wirkung von H,O, an dem
Kanal unwahrscheinlich ist. Wie die Signalkaskade jedoch genauer aussieht, welche Molekiile
durch Oxidation involviert sind, wird nicht beschrieben.

Neben einer Stimulation des LTRPC2 durch H,O, sehen die Mitarbeiter um Hara ebenfalls,
wie die Arbeitsgruppe um Sano, einen Kationeneinwértsstrom nach intrazelluldrer
Stimulation von LTRPC2 transfizierten HEK Zellen mit NAD". Zusitzlich konnten sie eine
Stimulation des LTRPC2 mit weiteren sog. ROS (reactive oxygen species), NOS (nitrogen
oxidative species) und Arachidonsiure nachweisen. Hara und Mitarbeiter beschreiben, da3 die
Stimulation des LTRPC?2 iiber diese Agenzien von dem MutT-Motiv abhidngig ist, sowie von

einer Region im N-terminalen Bereich (AS 307 — 316), die als Achrachidonic acid-responsive

96



Diskussion

sequence (ARS) bereits bei dem TREK-1 Kaliumkanal als regulatorische Einheit identifiziert
wurde [141, 142].

Da die Deletionen der LTRPC2 Varianten stromabwirts von ARS, sowie stromaufwérts des
MutT-Motivs liegen, wiére eine Aktivierung der LTRPC2 Varianten durch weitere ROS, NOS
zudem durch Arachidonsdure denkbar. Letzteres konnte ferner fiir die Drosophila TRP und
TRPL sowie vom TRPC4 nachgewiesen werden [42, 176] und ist im Zusammenhang mit der
Aktivierung der LTRPC2 Varianten durch H,O, ein interessanter Aspekt. Da H,O, die
Phospholipase A, positiv stimuliert [177], konnte ein moglicher Wirkungsweg von H,0O, iiber
eine gesteigerte Synthese der Arachidonsdure sein.

Die Diskrepanzen zur Stimulation der verschiedenen LTRPC2 Varianten mit NAD" konnen
bislang nicht geldst werden. Die Verwendung eines perforaten Patch von der Arbeitsgruppe
von Hara und Mitarbeitern kann nicht allein zur Erkldrung herangezogen werden, da die
Arbeitsgruppe um Sano vergleichbare Einwirtsstrome mit NAD" bei einem Ganzzellmodus
erzielen kann, so da3 die Unterschiede bei den einzelnen Arbeitsgruppen zur Stimulation von

LTRPC2 mit NAD" ungeklirt bleiben [141, 142].

5.6 Uberlegungen zu den funktionellen Eigenschaften der LTRPC2
Varianten im Vergleich zu den Eigenschaften anderer entfernt

verwandter TRP-Proteine

5.6.1 Entfernt verwandte TRP-Proteine mit bifunktionalen Eigenschaften

Im Zusammenhang mit den Ergebnissen zu den biophysikalischen Eigenschaften des TRPM7
(Chakl; TRP-PLIK; LTRPC7) sowie dem Nachweis einer katalytischen Doméne des TRPM6
(Chak2), neben dem LTRPC2 zwei weitere Mitglieder der TRPM-Subfamilie, fiihren die
funktionellen Daten des LTRPC2 zur Uberlegung, da moglicherweise die TRPM-Familie
innerhalb der TRP Proteine eine eigene Klasse bifunktionaler Proteine darstellt.

TRPM6/7, die zueinander eine hohe Homologie aufweisen, besitzen ebenfalls, wie der
LTRPC2, am C-terminalen Ende lokalisiert, eine katalytische Doméne. Diese Doméne von
TRPM6/7 besitzt Homologie zu einer neuen Klasse von Kinasen, den atypischen a-Kinasen
[68, 178, 179]. Die a-Kinasen stellt eine Familie von Enzymen dar, die Aminosduren

innerhalb von a-Helices phosphorylieren. Vertreten sind die a-Kinasen bislang durch eEf-2
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Kinase (eukaryontic elongation factor-2 kinase) und MHCKSs (Dictyostelium myosin heavy
chain kinases) [180].

Von TRPM6 sind noch keine funktionellen Eigenschaften nachgewiesen worden [178].
Dagegen ist TRPM7 sowohl ein Protein mit Kinaseeigenschaften als auch ein unselektiver,
Ca*"-permeabler Kationenkanal mit einer Leitfahigkeit von 105 pS, der durch hohe freie
Magnesiumkonzentrationen (2 — 3 mM) blockierbar ist [181]. Ahnlich wie fiir den LTRPC2
ist nicht eindeutig geklart, inwieweit die enzymatische Aktivitdt des TRPM7 die Regulation
der Kanaleigenschaften, z.B. durch Autophosphorylierung, beeinfluit. Dagegen konnte eine
direkte Proteininteraktion in der katalytischen Doméne des TRPM7 mit der C2 Doméne von
PLCP und PLCy nachgewiesen werden. Desweitern konnte in nativ und in heterolog
exprimierenden Zellen gezeigt werden, daB, im Gegensatz zu den klassischen TRPC
Proteinen, eine Aktivierung der PLC iiber Stimulation G-Protein gekoppelter Rezeptoren oder
tiber Stimulation von Tyrosinkinase-Rezeptoren, den Kanal TRPM7 inaktiviert, dabei scheint
vor allem die Hydrolysierung des PIP, durch PLC ausschlaggebend zu sein [182].

Wie fiir den TRPM7 so konnte auch fiir den LTRPC2 sowohl eine katalytische Aktivitit als
auch Eigenschaften eines Kationenkanals nachgewiesen werden. Aufgrund seiner Struktur ist
nicht auszuschlieen, dal TRPM6 ebenfalls bifunktionale Eigenschaften aufweist.

Wie am Beispiel des TRPM?7 beschrieben, ist ferner nicht auszuschlieen, dafl zur Steuerung
des LTRPC2, und moglicherweise zur Steuerung des TRPM6, sowohl Proteininteraktionen

notwendig sind, als auch eine enzymatische Aktivitit der Proteine gegeben sein mul.

5.6.2 Aktivierung entfernt verwandter TRP-Proteine bei sensorischen

Prozessen

Eine physiologische Bedeutung konnte fiir einige Mitglieder der entfernt verwandten TRP-
Proteine, vorwiegend fiir Proteine der TRPV-Subfamilie, bei sensorischen Prozessen
nachgewiesen werden [183].

Der TRPV1 (Vanilloid Rezeptor 1, VR1), der u.a. im Trigeminus Nerven sowie in den
dorsalen Wurzelganglien aber auch in anderen Geweben exprimiert wird, reagiert auf eine
Reihe von Agonisten wie z.B. Capsaicin und andere Vanilloide, einem niedrigem pH-Wert
sowie Temperaturen > 42°C. Der unselektive Kationenkanal wird unabhéngig von einer IPs-
gesteuerten Speicherentleerung aktiviert, die genauen molekularen Mechanismen sind jedoch
noch nicht geklart [61]. Eine Heteromerisierung von TRPV1 und dem erst kiirzlich klonierten,

98



Diskussion

hoch homologen TRPV3, der durch Temperaturen um 33°C und durch Temperaturen im
schmerzhaften Bereich aktiviert werden kann, scheint bei der temperaturabhingigen
Regulation von TRPV1 von Bedeutung zu sein [184 - 186].

Ein drittes Mitglied der TRPV-Subfamilie, der TRPV2, der dhnlich in sensorischen Neuronen
wie der TRPV1 exprimiert wird, ist ein unselektiver Kationenkanal mit einer hohen
Permeabilitit fiir Ca®"-Ionen, der auf Temperaturen mit einem Schwellenwert von 52°C
reagiert [63]. Ein anderes, bereits erwédhntes Mitglied, der TRPV4 ist osmo— sowie
mechanosensitiv. und ist moglicherweise wéhrend der Reizweiterleitung bei
Druckempfindungen beteiligt [187].

Die Mitglieder TRPV5 und 6 werden mit einer Ca*'-Homdostase von Epithelzellen in
Verbindung gebracht und werden, anhand ihrer biophysikalischen Eigenschaften, als
Kandidaten gehandelt, die den Icrac vermitteln [188 - 190]. Auch wenn die biophysikalischen
Eigenschaften dieser Kanéle im Vergleich zu dem Icrac umstritten sind [191].

Neben den TRPV-Proteinen, konnte fiir ein Maushomolog eines Mitglieds der TRPM-
Subfamilie, dem TRPMS, eine Bedeutung bei somatosensorischen Prozessen nachgewiesen
werden. TRPMS transfizierte CHO-Zellen reagieren mit einem verstirkten Ca® -Influx sowie
mit einem unselektiven Kationenstrom auf Temperaturen mit einem Schwellenwert von 23-
25°C und einem Maximalwert bei 15°C. Menthol, welches Kilteempfindungen hervorruft,
bewirkt in einer Konzentration von 10 — 100 uM in der extrazelluldren Losung eine gleiche
Aktivitit des TRPMS, wie sie durch die Erniedrigung der Temperatur zu verfolgen ist. Uber
die genauen Regulationsmechanismen ist fiir den TRPMS8 jedoch noch nichts bekannt,
moglicherweise spielen aber auch hier Protein-Protein-Interaktionen eine Rolle, da der
TRPMS sowohl am N-Terminus als auch am C-Terminus coiled-coil Regionen aufweist [69].
Da der LTRPC2 stark im ZNS exprimiert wird und hoch homolog zum TRPMS ist, ist es
denkbar, dal der LTRPC2 ebenfalls bei neuronalen Prozessen von Bedeutung ist. Dabei
konnen unterschiedliche Regulationsmechanismen iiber ADP-Ribose und iiber H,O; relevant
sein, es ist aber auch mdglich, daB, wie bei dem TRPVI1, weitere Agonisten, oder
Proteininteraktionen fiir die Aktivierung des LTRPC2 eine Rolle spielen. Es kann aber auch
sein, dall eher die Spleilvarianten mit alternativen Stimuli von Bedeutung sind. Eine C-
terminale Spleiflvariante des TRPV1 z.B., 148t sich nicht durch die charakteristischen Stimuli

des ungespleiiten TRPVI1, Capsaicin und Temperaturen im schmerzhaften Bereich,
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aktivieren, sondern wird durch mechanosensitive Bedingungen stimuliert, die wéihrend einer
Schrumpfung von Zellen auftreten [192].

Wie der TRPV1 so wird auch der LTRPC2 nahezu ubiquitdr exprimiert. Es ist denkbar, dafl
neben sensorischer Stimuli, sowohl fiir den TRPV1, als auch fiir den LTRPC2 zusitzliche
Aktivierungsmoglichkeiten  bei  weiteren  physiologischen = Prozessen  existieren.
Gegebenenfalls sind dabei Spleilvarianten involviert, iiber die ein alternatives
Regulationsmuster organisiert wird.

Fiir eine Reihe an Mitgliedern der entfernt verwandten TRP-Proteine wurde eine Aktivierung
durch sensorische Stimuli nachgewiesen. Die genaue Bedeutung dieser Mitglieder fiir die
einzelnen sensorischen Prozesse konnte jedoch noch nicht geklért werden.

Die TRP-Subfamilien der entfernt verwandten TRP-Proteine werden mit speziellen
Krankheitsbildern in Verbindung gebracht [58, 193 - 196]. Moglicherweise lassen sich {iber
diesen Weg Regulationsprinzipien, sowie genauere physiologische Bedeutungen dieser TRP-

Proteine aufdecken.

5.7 Uberlegungen zur physiologischen Relevanz der LTRPC2

Varianten

5.7.1 Mogliche Beteiligung der LTRPC2 Varianten bei der Inmunabwehr durch
neutrophile Granulozyten

Nach der Frage zur Relevanz der LTRPC2 Varianten fiir die Funktion neutrophiler
Granulozyten, ist die Regulation des LTRPC2 durch ADP-Ribose, sowie durch H,O; ein
interessanter Aspekt, gerade im Hinblick auf die Chemotaxis und im Hinblick auf den
oxidativen Burst von neutrophilen Granulozyten.

Die Regulation von LTRPC2 iiber ADP-Ribose als potentieller ,,second messenger* in Ca*'-
abhingigen Signalwegen ist moglicherweise bei der Chemotaxis neutrophiler Granulozyten
von Bedeutung.

In neutrophilen Granulozyten von CD38 -/- knock out Méusen fehlt nach Stimulation mit dem
chemotaktisch wirksamen Peptid, f-MLP, ein sekundirer [Ca®')-Anstieg, der jedoch in
Neutrophilen von Wildtyp Méausen beobachtbar und durch extrazelluldres EGTA blockierbar

ist. Zugleich ist die Chemotaxis der CD38-/- Neutrophile, im Gegensatz zu denen von
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Wildtyp Maéusen auf f-MLP gestort [197]. CD38 ist bislang die einzig identifizierte
ADP-Ribosylzyklase, die die Bildung von cADP-Ribose aus NAD', aber vor allem die
Bildung von ADP-Ribose katalysiert [144].

Die Arbeitsgruppe um Partida-Sanchez postuliert, dal die durch f-MLP ausgeldste
Chemotaxis in Wildtyp Mausen von einem Ca”"-Influx iiber die Plasmamembran abhingig
sei, der durch cADP-Ribose ausgeldst werde. Das erklidre auch die gestérte Chemotaxis der
neutrophilen Granulozyten von CD38-/- Méusen, denen keine Synthesemoglichkeit von
cADP-Ribose gegeben ist. In der Arbeit wurde aber das Hauptprodukt der CD38, die ADP-
Ribose [198], nicht beriicksichtigt. Es ist vorstellbar, da3 nicht cADP-Ribose, sondern ADP-
Ribose fiir einen Kationen- sowie fiir einen Ca’’-Influx und der damit verbundenen
Chemotaxis von neutrophilen Granulozyten verantwortlich ist, moglicherweise durch
Stimulation des LTRPC2.

Bei dem oxidativen Burst Neutrophiler wiederum kdnnte die Stimulation von LTRPC2 durch
H,0, von Bedeutung sein. Die Freisetzung von H,O, durch Neutrophile wéhrend des
oxidativen Bursts 10st eine Aktivierung zusitzlicher Neutrophiler aus und erhoht die
Abwehrreaktion. Mdoglicherweise spielt die Stimulierung des LTRPC2 und seiner Variante
durch H,O, bei diesem Prozefl eine positiv verstirkende Rolle. Wahrend des anfanglichen
Burst konnte freigesetztes H,O, eine Offnung des LTRPC2 noch nicht aktivierter
Neutrophiler bewirken und dadurch in diesen Zellen einen, fiir den Burst erforderlichen, Ca”"-
und Kationeneinstrom ausldsen.

Wihrend nach Stimulation der neutrophilen Granulozyten durch Zytokine und Chemokine
das Priming ein zum Teil reversibles Ereignis ist, ist der oxidative Burst ein weitldufig
irreversibler Proze nach dem ,,Alles oder Nichts* Prinzip, der mit der Apoptose der
neutrophilen Granulozyten endet [199 - 201].

Spielt die Aktivierung des LTRPC2 sowohl bei der Chemotaxis als auch beim oxidativen
Burst der neutrophilen Granulozyten eine Rolle, so scheinen unterschiedliche
Stimulationswege fiir den Kanal durchaus sinnvoll zu sein.

Eine Uberlegung ist, daB mdglicherweise iiber eine ADP-Ribosylierung bedingte
Konformationsinderungen des LTRPC2 zu einer Offnung des Kanals fiihren und eine zeitlich
begrenzte Aktivierung des Kanals wihrend der Chemotaxis erreicht wird, indem der LTRPC2
als potentielle Pyrophosphatase seinen Aktivator hydrolysiert. Wahrend dagegen beim Burst

hohe H,O, Konzentrationen, wie in Abschnitt 4.3.7 erwihnt, zu einer dauerhaften
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Aktivierung der LTRPC2 Varianten fiihren und damit einen steten Kationeneinstrom und
letztlich die Apoptose der neutrophilen Granulozyten auslosen. Inwiefern die Vermutungen
einer Beteiligung des LTRPC2 im Zusammenspiel mit weiteren Molekiilen, sowohl bei der
Chemotaxis, als auch beim oxidativen Burst von neutrophilen Granulozyten zutreffen, sowie
unterschiedliche Regulationsmechanismen dabei eine Rolle spielen, ist allerdings noch zu

untersuchen.

5.7.2 Bedeutung einer H;O2-induzierten Stimulation der LTRPC2 Varianten fiir
kalziumabhangige, degenerative Zellprozesse

ROS, und besonders H,O,, werden vor allem mit vielen degenerativen Zellprozessen wie u.a.
dem Zellaltern, neurodegenerative Prozesse wie Parkinson, Chorea Huntington und
Alzheimer in Verbindung gebracht [202 - 206]. Eine der am stirksten vertretenden Hypothese
ist, da3 bei zelldegenerativen Prozessen durch H,O, DNA-Schadigungen iiber Strangbriiche
auftreten. AnschlieBende Reparaturprozesse iiber Aktivierung der poly(ADP-Ribose)
Polymerase fiihrt zu einer NAD" und ATP Depletion der Zelle was den Zelltod zur Folge hat
[207, 208]. Daneben wird die Meinung vertreten, da H,O, die Zellmembran in
unspezifischer Weise durch Lipidperoxidation dauerhaft schiadigt und damit die Zelle zerstort
[209]. Die genauen Mechanismen jedoch, die durch ROS zum Zelltod fiihren, sind noch nicht
ndher entschliisselt.

Einen direkten EinfluB von H,O, auf die Regulation von Kationenkanélen bei degenerativen
Zellprozessen, konnte in vivo in mehreren Zelltypen nachgewiesen werden. Die Substanz
Alloxan ruft im Tiermodell Diabetes Mellitus hervor, durch die Schiddigung der
pankreatischen B-Zellen. Man nimmt an, daf3 die Wirkung von Alloxan auf die Bildung von
ROS zuriickzufiihren ist. Bei einer Insulin sezernierenden Zellinie, CRI-G1, die aus B-Zellen
des Pankreas von Ratten gewonnen wurde, tritt nach Gabe von Alloxan eine Aktivierung
membrandrer Kanile, sog. NSnap Kanile, ein. Die Folge ist ein irreversibler
Kationeneinstrom und damit eine Zerstorung des Membranpotentials. Die gleichen Kanéle
werden aktiviert, wenn den CRI-G1 Zellen extrazellulir H,O, appliziert wird. So konnte
gezeigt werden, daf3 die destruktive Wirkung von Alloxan iiber ROS, wie H,O,, speziell auf
eine Offnung spezifischer Kanile zuriickzufiihren ist [210, 211].

Betrachtet man die biophysikalischen Eigenschaften des, bisher auf molekularer Ebene noch

nicht identifizierten, NSyap Kanals, so sieht man, dal3 es sich um einen unselektiven
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Kationenkanal handelt, mit einer Permeabilitit hauptsichlich fiir Na'- aber auch fiir Cs'- und
zu einem geringen Anteil fir Ca**-lonen. Die Leitfihigkeit liegt um die 70 pS, das
Umkehrpotential bei 0 mV. Die Offnung des Kanals erfolgt nach Applikation von H,O, mit
einer Verzogerung von mehreren Minuten, die dosisabhingig ist und desweiteren der
Anwesenheit intrazellulirem NAD" und Ca®" unterliegt. Werden die Eigenschaften dieser
Strome des NSxap Kanals, mit denen der LTRPC2 Varianten verglichen, so werden LTRPC2
und LTRPC2-AC mit den gleichen biophysikalischen Eigenschaften durch H,O, stimuliert,
wie Herson und Mitarbeiter bei CRI-G1 Zellen es fiir den NSyap beschreiben [210, 211]. Eine
mogliche SchluBfolgerung ist, dal der NSyap durch LTRPC2 oder LTRPC2-AC représentiert
sein konnte.

Aus den vorangegangenen Daten 148t sich die Schlul3folgerung ziehen, daB3 unter Beteiligung
von H,0,, sowohl bei der Immunabwehr, als auch bei zellschidigenden Prozessen
Kationenkanile aktiviert werden, die moglicherweise durch eine der LTRPC2 Varianten

vertreten sind.
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6 Ausblick

6.1 Funktionelle Bedeutung der bisher inaktiven SpleiBvarianten

Ein erster Schritt sollte sein, in Patch-Clamp Experimenten und in fluorometrischen Ca**-
Messungen eine Stimulation der LTRPC2 Varianten an heterolog transfizierten Zellen mit
weiteren ROS, NOS, sowie mit Arachidonséure zu iiberpriifen, wie es von der Arbeitsgruppe
um Hara fiir den LTRPC2 beschrieben wurde [142]. Moglicherweise ist, neben dem
ungespleifiten LTRPC2, auch eine der Varianten, fiir die bislang noch keine Aktivierung
nachgewiesen werden konnte, auf eines dieser, von Hara und Mitarbeitern erwihnten,
Stimulanzien sensitiv.

Ein weiterer Ansatz, die funktionelle Bedeutung der bisher inaktiven Spleiflvarianten
LTRPC2-AN und LTRPC2-AN-AC zu untersuchen, wiren Co-Transfektionen von einer
dieser Varianten mit LTRPC2 oder LTRPC2-AC durchzufiihren. Da die biophysikalischen
Eigenschaften der Strdme nach Stimulation von LTRPC2 oder LTRPC2-AC bekannt sind,
konnten durch Vergleiche nach Stimulation von co-transfizierten Zellen mittels Patch-Clamp
Experimenten sowie [Ca’’]i-Messungen erste Aussagen zu moglichen regulatorischen
Funktionen getroffen werden. Unterbindet z.B. eine Co-Transfektion von einer der inaktiven
Spleiflvarianten mit LTRPC2 eine Stromentwicklung durch ADP-Ribose oder H,O,, kdnnte
das ein Hinweis auf eine dominant negative Wirkung der Spleiflvariante mit einer Deletion im

N-Terminus sein.

6.2 Uberpriifung der Expression der inaktiven LTRPC2 Varianten

Fiihren die ersten Ansidtze zur funktionellen Untersuchung der inaktiven Spleilvarianten zu
keinen aussagekriftigen Ergebnissen, sollte in Form von Fusionsproteinen die Expression und
die Zellokalisation tiberpriift werden.

In dieser Arbeit wurden die einzelnen LTRPC2 Varianten in das Vektorkonstrukt
pcDNA3-EGFP einkloniert, bei dem Kanal- und Markerprotein getrennt voneinander unter
der Kontrolle eigener Promotoren stehen. Man geht davon aus, dal3 bei einer Synthese des
Markerproteins, auch das Kanalprotein, das unter der Kontrolle des stirkeren Promotor steht,
exprimiert wird. Zwar ist das Markerprotein in diesem Falle nur ein indirekter Nachweis einer
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Expression, der Vorteil dieser Methode ist aber, dafl das Kanalprotein durch eine Fusion mit
einem weiteren Protein nicht in seiner Eigenschaft verdndert wird. Ein Gedanke war, daf3
gerade die Fusionierung die Expression oder das Trafficing des gewiinschten Proteins
behindern konnte.

Der Vergleich der funktionellen Daten, wie sie in dieser Arbeit mit dem LTRPC2 als ,,freies*
Protein gewonnen wurden, mit den Daten der Arbeitsgruppen von Perraud, Sano und Hara,
die LTRPC2 als Fusionsprotein verwenden, zeigt, da3 die Fusionierung des LTRPC2 mit
einem Markerprotein keinen Einfluf auf die Funktion des Proteins ausiibt.

Da ein konfokales Laser Scanning Mikroskop zur Verfiigung steht, konnten {iiber
molekularbiologischen ~ Techniken  die  unterschiedlichen  Spleilvarianten = mit
Fluoreszenzproteinen fusioniert und eine Expression sowie Lokalisation der einzelnen
Varianten festgestellt werden. Um einen moglichen EinfluBB einer Fusionierung eines
Markerproteins mit einer Spleiflvariante zu berpriifen, konnte die Spleiflvariante
LTRPC2-AC als Beispiel dienen, deren funktionalen Eigenschaften als ,,freies* Protein mit
denen als Fusionsprotein verglichen werden konnten. Gleiches wiére entsprechend im
Anschluf} an einen Nachweis der Expression und Entdeckung funktionaler Eigenschaften fiir

die bisher inaktiven Spleilvarianten durchzufiihren.

6.3 Uberpriifung von Homo- und Heteromultimerisierungen der
LTRPC2 Varianten

Nach Klonierung der einzelnen Fusionsproteine und nach dem Etablieren der
Aufnahmetechnik, konnten durch Co-Expression von unterschiedlich fluoreszierenden
Fusionsproteinen einer einzelnen, oder von verschiedenen Spleiflvarianten die Hypothese
einer Homomultimerisierung bzw. Heteromultimerisierung {iberpriift werden. Dabei ist an die
FRET-Technik zu denken. Wéahrend der Anregung eines Fluorophors mit seiner spezifischen
Wellenlidnge kann die Energie auf das Energieniveau eines anderen fluoreszierenden Proteins
iibertragen werden, wenn es zu einer engen Koppelung dieser Proteine kommt. Daraufhin
andert sich das Emissionsspektrum der einzelnen Fluorophore und kann mit Hilfe der
geeigneten Softwaretechnik aufgezeichnet werden.

Zudem konnte ein grofer Vorteil der konfokalen Laser Scanning Mikroskopie ausgenutzt

werden, daB3 an lebenden Zellen mogliche Translokalisationen der Fusionsproteine, z.B. nach
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Zugabe von Stimulanzien wie H,O,, beobachtet werden kénnte, wie es fiir die Funktion des
TRPMI1 und des TRPV2 Maushomolog, dem GRC (growth-factor-regulated channel)
beschrieben worden ist [149, 212].

Alternativ zur Laser Scanning Mikroskopie stehen immunologische Verfahren. Durch
Fusionsproteine der SpleiBvarianten mit Polypeptiden, die sich durch kommerziell erhéltliche
Antikorper detektieren lassen, wie z.B. Antikorper gegen kurze Peptide der Gluthathion S-
transferase (GST) oder gegen das grippale Hemagglutinin (HA), kann nach Transfektion eine
Protein-Protein-Interaktion der einzelnen Spleilvarianten durch Immunoprézipitationen
festgestellt werden. Die zelluldre Lokalisation der Spleilvarianten konnte {iber
histochemische Verfahren bzw. nach einer Mebranfraktionierung mit Hilfe des
Immunoblotting (Western Blot) iiberpriift werden. AuBerdem lieBen sich mogliche
Interaktionen von den LTRPC2 Varianten mit weiteren TRP-Proteinen untersuchen, gegen
die bereits spezifische Antikorper vorhanden sind.

Léangerfristig sollten auch gegen die LTRPC2 Varianten spezifische Antikorper entwickelt
werden, um einen Nachweis der Proteinexpression ebenfalls in nativen Zellen gewéhrleisten
zu konnen.

Eine dritte Moglichkeit zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen zwischen den
einzelnen LTRPC2 Varianten untereinander, wie auch von den LTRPC2 Varianten mit
anderen TRP-Kanélen, wéren sog. ,,yeast two hybrid* Systeme.

Wenn die erwidhnten Untersuchungsansétze zu keinen positiven Ergebnissen fithren, konnten
sowohl die genannten funktionellen Untersuchungen, als auch die Expressionsstudien mit
Deletionsmutanten, die sich von den Spleiflvarianten ableiten, wiederholt werden. Wie bereits
erwiahnt, sind die in dieser Arbeit beschriebenen Spleilvarianten zusammengesetzte
Konstrukte. Es besteht die Mdglichkeit, dafl die Spleiflvarianten endogen nur als Fragmente
existieren und inhibierende Funktionen besitzen. Eine dominant negative Wirkung konnte
sowohl von dem endogenen N-terminalen Fragment des TRPM1, dem MLSN-S, als auch von
einem Kkiinstlichen N-terminalen Fragment des TRPC3 nachgewiesen werden, die die
membrandre Lokalisation bzw. die Expression des Proteins mit voller Linge inhibieren [40,
149, 213] (siche Abschnitt 5.4).

Als mogliche Konstrukte kimen Fragmente in Betracht, deren transmembranédre Regionen
eliminiert werden, oder die nur noch den N-terminalen Bereich bzw. den C-terminalen

Bereich umfassen.
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6.4 Uberlegungen zum Regulationsmechanismus der LTRPC2
Varianten durch ADP-Ribose und H;0,

Ein weiterer Aspekt im Hinblick auf die funktionellen Eigenschaften der LTRPC2 Varianten
ist, die genaueren molekularen Mechanismen der Aktivierung durch ADP-Ribose bzw. H,0,
aufzudecken.

H,0O, und weitere reaktive Sauerstoffmetabolite, die als ROS bezeichnet werden, entstehen,
wenn bei zelluldren Elektronentransfersystemen wie z.B. in der Atmungskette, molekularer
Sauerstoff (O,) nur partiell reduziert wird. Entweder wird H,O, direkt durch Flavoprotein
Oxidasen 1iiber einen Zweielektronentransfer aus O, gebildet oder, bei einem

Einelektrontransfer, durch membrandre NADPH-Oxidasen katalysiert, aus dem entstehenden

Superoxidradikal (O,"). Spontan oder mit Hilfe der Enzymfamilie der Superoxiddismutasen

wird O,” weiter zu H,O, reduziert. H,O, das im Gegensatz zu O, membranpermeabel ist,

kann intrazelluldr entweder durch Katalasen oder Gluthathionperoxidasen zu H,O reduziert,

oder in Anwesenheit von Metallen wie Eisen oder Kupfer iiber die Fenton-Reaktion zu dem
reaktiveren Hydroxylradikal (OH") umgewandelt werden. OH besitzt im Gegensatz zu H,O,

eine sehr geringe Halbwertszeit und reagiert unmittelbar mit anderen Molekiilen [214, 215].

ROS wie H,O, werden, wie bereits erwédhnt, durch ihre reaktiven Eigenschaften mit vielen
degenerativen Prozessen in Verbindung gebracht, es scheint jedoch auch, daf} sie geregelt eine
Reihe an Signalwegen induzieren konnen, bei denen Proteine wie kleine GTP bindende
Proteine oder Proteine des Zytoskeletts beeinflult werden. Aber auch Enzyme wie
Proteinkinasen- und phosphatasen, Metalloproteinasen sowie Transkriptionsfaktoren und
genregulatorische Prozesse werden unter einem Einflul von ROS gesteuert (siche Abb. 25)

[215,216].
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Abb. 25: Potentielle H,0, induzierte Signalwege
H,0, scheint nicht nur bei degenerativen Prozessen eine Rolle zu spielen, sondern auch einen
geregelten EinfluB3 auf diverse Signaltransduktionswege auszuiiben.

Um mogliche Proteine und Signalwege der H,O, induzierten Aktivierung von LTRPC2-
Stromen zu identifizieren, sollten entsprechende Inhibitoren ausgetestet werden.

Die Chemotaxis der neutrophilen Granulozyten nach Aktivierung, sowie die
Granulacausschiittung ist an einer Erhohung der [Ca®];, sowie an eine daraus folgende
Umstrukturierung  zytoskelettirer ~ Elemente  gebunden. Die  Verzogerung des
Kationeneinstroms, sowie die des sekundiren Ca*'-Anstieg nach Stimulierung von LTRPC2
sowie LTRPC2-AC transfizierter Zellen (siche Abb. 18, Abb. 19 und Abb. 21) konnte ein
Hinweis darauf sein, da3 bei der Wirkung von H,O, eine Umorganisation des Zytoskeletts bei
der Aktivierung des LTRPC2 Varianten involviert ist. Vor bzw. wihrend einer Stimulation
von transfizierten Zellen durch H,O, konnte die Applikation von zellpermeablen Toxinen wie
Cytochalasin D oder Latrunkulin A, die die Polymerisation der Aktin—Filamente unterbinden,

oder durch Gabe von Substanzen die eine Aktinpolymerisation fordern und stabilisieren, wie
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das Peptid Jasplakinolid oder wie Phosphatase Inhibitoren, einen Aufschlufl {iber eine
Beteiligung zytoskelettdrer Strukturen bei der Aktivierung von LTRPC2 Varianten geben.
AuBerdem konnte zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung von Aktin wihrend der
LTRPC2 Aktivierung zu unterschiedlichen Zeitpunkten nach Stimulation mit H,O, der Gehalt
an F-Aktin in LTRPC2 sowie LTRPC2-AC transfizierten Zellen im Vergleich zu
Kontrollzellen ermitteln  werden. Die Konzentration an F-Aktin la6t sich
fluororspektrometisch mit FITC-markierten Phalloidin bestimmen.

Alternativ zu zytoskelettdren Strukturen konnten kleine GTP-bindende Proteine durch H,O,
beeinflufit und damit weitere Signalkaskaden ausgeldst werden.

Durch Dialyse transfizierter Zellen mit dem nicht hydorlysierbaren Analogon des GTP, dem
GTPyS, oder durch Verhinderung einer Methylierung des GTP-bindenden Proteins Ras durch
Farnesylcystein, sind moglicherweise Riickschliisse auf eine Beteiligung dieser Proteinklasse
an der Aktivierung der LTRPC2 Varianten mdglich. Uber kleine GTP-bindende Proteine
werden u. a. Kaskaden der MAP-Kinasen induziert. Eine zentrale Rolle konnte dabei die 1P3-
Kinase spielen, die sich iiber Wortmannin hemmen lief3e.

Als weitere Mdoglichkeit sind bei der Aktivierung von LTRPC2 durch H,O, induzierte
phosporylierende Prozesse in Betracht zu ziehen. Durch entsprechende Assays konnte ein
Vergleich von phosphorylierten Proteinen in Kanal transfizierten zu Kontrollzellen nach
Stimulierung mit H,O, angestellt werden. Durch Identifikation der modifizierten Proteine
konnte ein moglicher Signalweg zur Aktivierung der LTRPC2 Varianten durch H,O,
préazisiert werden. Ein alternativer Schritt wire mit Genistein ein breites Feld an Kinasen
unspezifisch zu hemmen. Ein néchster Schritt konnte sein, die Rolle der PKC zu untersuchen,
inwieweit eine direkte Aktivierung der PKC durch Phorbolester wie Phorbol-12-myristat-13-
acetat oder durch Hemmung der PKC z.B. durch Ro-31-8220 die Aktivierung der LTRPC2
Varianten beeinflussen.

Aber auch eine Reihe an StreBkinasen wie p 38; Erk1/2; SAPK und c-Jun-terminale Kinasen
(JNK) konnten an einer Aktivierung des LTRPC2 durch H,O, beteiligt sein. Eine relativ
unspezifische Hemmung eines breiten Spektrums an Stref8kinasen lieBe sich durch Forskolin
erreichen, ein spezifischer Inhibitor z.B. der p 38 MAP-Kinase wire dagegen SB 203580.

Die gleichen Substanzen konnten wihrend Aktivierung des LTRPC2 durch ADP-Ribose
ausgetestet werden, auch wenn erste Resultate darauf hinweisen, da LTRPC2 direkt durch
Bindung von ADP-Ribose und moglicherweise durch dessen Hydrolyse aktiviert wird, so sind
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die genauen Mechanismen jedoch nicht bekannt. Es ist denkbar, dafl im Zusammenhang mit
den genannten Signalwegen die Synthese von ADP-Ribose und damit deren Wirkung
induziert wird.

Versuche mit dem Antioxidans Mannitol deuten auf eine intrazellulire Wirkung von H,O; bei
der Aktivierung der LTRPC2 Varianten hin wie es bei der ADP-Ribose der Fall ist. Mogliche
Inhibitoren des Regulationsweges iiber H,O,, die nicht Membranpermeabel sind, lieen sich
in Patch-Clamp Experimenten iiber den Pipettenpuffer verabreichen. Um jedoch den Einfluf3
dieser Substanzen sowohl auf die Kationenstrome, als auch auf einen Ca?"-Influx in LTRPC2
Varianten exprimierenden Zellen untersuchen zu konnen, koénnten Patch-Clamp
Experimenten mit einem Ca’’-Photometriesystem kombiniert werden, wie es in absechbarer
Zeit am Institut etabliert sein wird.

Wie bereits in Abschnitt 5.5.6 erwdhnt, wird zwar eine direkte oxidative Wirkung von H,0O,
am Kanalprotein als eher unwahrscheinlich angesehen, dennoch sind sie nicht ganz
auszuschlieBen. Durch die inside-out Patch Technik konnte gezielt die Wirkung einzelner
Substanzen unmittelbar auf den Kanal ausgetestet werden. Neben oxidierenden Substanzen,
durch die eine mogliche Oxidation der LTRPC2 Varianten tiiberpriift werden konnte, lieen
sich aber auch Substanzen austesten, die den Kanal moglicherweise direkt hemmen, wie z.B.
Lanthanide.

Vielleicht lassen sich zukiinftig durch eines, oder durch mehrere der hier vorgeschlagenen
Ansitze weitere Erkenntnisse zur Regulation und zu den funktionalen Eigenschaften der

LTRPC2 Varianten erzielen.
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7 Zusammenfassung:

Diese Arbeit stand im Zusammenhang mit der Frage nach der funktionellen Relevanz von
LTRPC2, einem Mitglied Ca*’-permeabler ~TRP-Kationenkanile, bei einem
rezeptorstimulierten Ca>"-Einstrom in neutrophile Granulozyten, als Modell fiir elektrisch
nicht erregbare Zellen. Diesbeziiglich wurde in dieser Arbeit der LTRPC2 kloniert und
funktionell charakterisiert.

Anhand von RT-PCR Analysen und durch Sequenzvergleiche mit der urspriinglichen
veroffentlichten Sequenz des LTRPC2 konnte gezeigt werden, dall zwei bisher unbekannte
Spleiflvarianten sowohl in HL-60 Zellen, einem Zellmodell fiir neutrophile Granulozyten, als
auch in neutrophilen Granulozyten exprimiert werden.

Durch geeignete Klonierungsstrategien konnten die Spleilvarianten zu vier verschiedenen
Varianten des LTRPC2 (LTRPC2; LTRPC2-AC; LTRPC2-AN; LTRPC2-AN-AC)
miteinander kombiniert werden. Funktionelle Untersuchungen an heterolog transfizierten
Zellen mit Hilfe von fluorometrischen Messungen der [Ca®'];, sowie iiber Messung von
Ionenstromen mittels der Patch-Clamp Technik ergaben, dafl, im Gegensatz zu den
klassischen TRP-Proteinen, keine der LTRPC2 Varianten in Abhéingigkeit mit dem PLC-
gesteuerten Signaltransduktionsweg stimuliert werden. Protokolle, die eine, vergleichbar mit
einer IPs-gesteuerten, intrazelluldre Ca*"-Speicherentleerung bewirken, oder die den gesamten
PLC-abhingigen Signaltransduktionsweg aktivieren, fiihren bei keiner, der mit den einzelnen
LTRPC2 Varianten transfizierten Zellen, im Vergleich zu Kontrollzellen zu einem erhéhten
Anstieg der [Ca*']; oder zu einem verstirkten Einwirtsstrom.

ADP-Ribose, einem Metabolit des NAD", sowie NAD" wurden im Laufe dieser Arbeit als
Agonisten des LTRPC2 identifiziert. Eine Stimulation durch ADP-Ribose ist nur beim
LTRPC?2 in seiner ungespleiBten Form zu sehen. Eine Stimulation des LTRPC2 durch NAD"
konnte dagegen nicht reproduziert werden. Auch werden keine der weiteren LTRPC2
Varianten durch NAD" reguliert.

Eine Uberlegung zum Stimulierungsmechanismus des LTRPC2 durch ADP-Ribose war, eine
Verianderung des Redox-Potentials der Zelle in Betracht zu ziehen, mit dem ADP-Ribose in
Verbindung gebracht wird. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dall es durch
H,0,, als Modell fiir oxidativen Stref3, zu einer Aktivierung des LTRPC2, sowie zu einer

Aktivierung der Spleilvariante LTRPC2-AC kommt.

111



Zusammenfassung:

Dabei steht die Aktivierung durch H,O, scheinbar nicht, wie zundchst angenommen, im
Zusammenhang mit einer Wirkung von ADP-Ribose. Die Spleivariante LTRPC2-AC wird
durch H,0,, nicht aber durch ADP-Ribose stimuliert. Das gleiche ist zu sehen, wenn LTRPC2
transfizierte Zellen vorab intrazelluldr mit NAD", dem ADP-Ribose Donor, stimuliert werden,
ein charakteristischer Strom entwickelt sich erst nach Gabe von H,O,,

Die Wirkung von H,O; ist indes auf intrazelluldre, oxidative Prozesse zuriickzufiihren, da die
Applikation des Antioxidans Mannitol eine Stimulation von LTRPC2 und LTRPC2-AC durch
H,0, verhindert.

Im Hinblick auf eine mdgliche Bedeutung der LTRPC2 Varianten fiir den neutrophilen
Granulozyten ist die Stimulation von LTRPC2 und LTRPC2-AC mit H,O; ein interessanter
Aspekt. Das im Verlauf des oxidativen Bursts von neutrophilen Granulozyten freigesetzte
H,O, kann auf parakrinem Weg zusétzliche Neutrophile stimulieren. Eine Aktivierung
Neutrophiler ist von einer Depolarisation und einem Anstieg der [Ca®’]; begleitet. Es ist
denkbar, daB3 die, von Neutrophilen endogen exprimierten, Spleivarianten bei der H,O,
stimulierten Aktivierung der Granulozyten wéhrend des Entziindungsgeschehens eine Rolle
spielen. Die Aktivierung von LTRPC2 durch ADP-Ribose, iiber einen bislang unbekannten
Mechanismus, ist moglicherweise fiir die Chemotaxis von Neutrophilen relevant.

AuBerdem ist es denkbar, daB der LTRPC2 bei rezeptorgesteuerten Ca*-Prozessen nicht nur
bei dem neutrophilen Granulozyten, sondern bei einer Reihe an elektrisch nicht erregbaren
Zellen involviert ist. Es konnte sein, dal dabei sowohl Wechselwirkungen zwischen den
Regulationsmechanismen des LTRPC2 iiber ADP-Ribose mit denen iiber H,O,, als auch eine
Proteininteraktion von LTRPC2 mit anderen Mitgliedern der TRP-Familie zum Tragen
kommen.

Sowohl die Frage nach der genaueren physiologischen Bedeutung von TRP-Kanélen wie die
des LTRPC2, als auch die Ermittlung der detaillierten Regulationswege diirfte weiterhin

Gegenstand zukiinftiger Untersuchungen sein.
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