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1 Zusammenfassung

TRPC (,classical transient receptor potential“)-Kanile 1-7 wurden bisher als unselektive
Kationenkanéle in heterologen Expressionssystemen beschrieben. Thre physiologische und
pathophysiologische Rolle in verschiedenen Organen und Geweben des menschlichen Kor-
pers ist aber noch weitgehend unklar. Ziel dieser Arbeit war es, die Funktion zweier
Mitglieder der TRPC-Familie, TRPC1 und TRPC6, in verschiedenen Zellsystemen mit
Hilfe von Untersuchungen an den entsprechenden gendefizienten Mausmodellen niher zu
analysieren.

Nach der Klonierung der codierenden Sequenz des murinen TRPC1-Proteins aus Maus-
geweben, wurden murine embryonale Fibroblasten (MEFs) aus TRPC1-defizienten und
Wildtyp-Mausen isoliert. Ein Vergleich zeigte, dass das Fehlen des TRPC1-Kanals die
Viabilitédt dieser Zellen signifikant steigerte und die Wundheilungsrate signifikant herab-
setzte.

Durch die Identifikation sogenannter iiberaktivierter (,,gain-of-function“) TRPC6-Kanal-
Mutanten in Patienten mit fokaler segmentaler Glomerulosklerose (FSGS) [1, 2] war dann
insbesondere die Funktion dieses Kanals in den Podozyten der Niere von besonderem In-
teresse. Wenig spéter wurden auch funktionslose (,,loss-of-function”) Mutanten der Phos-
pholipase C-¢g (PLCe) in Patienten mit dem gleichen oder einem #hnlichen Krankheitsbild
beschrieben [3], das zu einer Erhéhung des Serumproteingehalts im Urin (Proteinurie)
fiihrt. Zur Beantwortung der Frage, ob beide Proteine interagieren und Komponenten
eines gemeinsamen Signalweges sind, wurden primére Podozyten aus Mausen isoliert. In
der Tat wurde in priméren Podozyten und in HEK(,Human Embryonic Kidney*)293-
Zellen eine Interaktion beider Proteine identifiziert und ein moglicher Signalweg von der
Aktivierung des Angiotensin 1 (AT;)-Rezeptors zum PLCe-induzierten Calciumionen-
einstrom durch TRPC6-Kanile aufgezeigt. Dartiber hinaus wurden TRPC6-, PLCe- und
TRPC6,/PLCe-defiziente Podozyten mit Wildtyp-Podozyten in funktionellen Testsyste-
men verglichen. Zunéchst konnte eine vermehrte Expression von TRPC4- und TRPC5-
Kanélen in PLCe-defizienten und TRPC6/PLCe-defizienten Podozyten identifiziert wer-
den. Auflerdem zeigte sich in ersten Untersuchungen, dass das Fehlen des TRPC6-Kanals

zu einer erhohten Zellviabilitdt und zu einer verminderten Apoptoserate der Podozyten
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fiihrte. In sog. ,Calcium-Imaging“-Experimenten wurde ein stark reduzierter Calciumio-
neneinstrom in TRPC6- und PLCe-defizienten Podozyten nach AT-Rezeptoraktivierung
durch Angiotensin II beobachtet. Da Podozyten durch ihre Barrierefunktion wesentlich
zur Stabilitdt des glomeruldren Filters beitragen, wurde auch die Verdnderung des Zy-
toskeletts durch Aktinpolymerisation ndher untersucht. Es zeigte sich, dass Podozyten
nach Applikation von Angiotensin II durch eine stirkere Polymerisation von globuldrem
Aktin vermehrt sog. "Aktin-Stressfibern” ausbilden und abflachen. TRPC6-defiziente Po-
dozyten hingegen zeigen bereits im Ruhezustand deutlich mehr Aktin-Stressfibern, die
nach Gabe von Angiotensin II nicht mehr signifikant in ihrer Anzahl zunehmen.

Die Daten der vorliegenden Arbeit sind im Einklang mit der Hypothese, dass ein zu
starker Calciumioneneinstrom in Podozyten durch iiberaktivierende TRPC6-Mutationen
zu einer geringeren Podozytenstabilitit und zu einer erhdhten Apoptoserate fithren kann.
Die mangelnde Stabilitdt des glomeruldren Filters in den FSGS-Patienten fithrt dann zu
einer Proteinurie und schlieflich zum Nierenversagen. Durch Expression der TRPC6-
Mutationen in TRPC6-defizienten Podozyten kénnte sich in Zukunft die Rolle des Ka-
nals als wichtige pharmakologische Zielsubstanz fiir eine Pharmakotherapie der FSGS

bestétigen.



2 Summary

TRPC (,classical transient receptor potential“) channels 1-7 have been initially charac-
terized as unselective cation channels in heterologous expression systems. Their phys-
iological and pathophysiological function in different organs and tissues of the human
body however, remains elusive. Analyzing the role of two members of the TRPC family,
TRPC1 and TRPCG6, in different cell systems from gene-deficient mouse models was the
major goal of this thesis.

After cloning the coding sequence of the murine TRPC1-channel from mouse tissues,
murine embryonic fibroblasts (MEFs) from TRPCl1-deficient and wild-type mice were
isolated. A comparative analysis revealed that TRPC1-deficiency results in a significantly
increase in viability and decrease in wound-healing ability of these cells in comparison to
wild-type cells.

TRPC6-function in podocytes of the kidney became a special interest by identifying
gain-of-function mutations of TRPC6 in patients with focal segmental glomerulosclero-
sis (FSGS) [1, 2]. Moreover, loss-of-function mutations of phospholipase C-¢ (PLCe)
were recently identified in patients with FSGS or a similar disease pattern [3] which
results in an increase of serum proteins in the urine (proteinuria). Primary murine
podocytes were isolated to investigate, if both proteins interact and are components
of the same signal transduction pathway. A physical interaction of both proteins was
demonstrated in podocytes and in a HEK(,Human Embryonic Kidney*)293-cell line as
well as a signal transduction pathway from AT, (angiotensin 1)-receptor activation by
angiotensin II to PLCe induced Ca?"-influx through TRPC6 channels was identified.
Moreover, analysis of TRPC6-, PLCe- and TRPC6/PLCe-deficient primary podocytes
revealed an up-regulation of TRPC4 and TRPC5 in the two latter cell lines in compari-
son to wild-type cells. TRPC6-deficiency resulted in higher cell viability and decreased
apoptosis of podocytes. Calcium imaging experiments demonstrated a decreased cal-
cium influx in TRPCG6- and PLCe-deficient podocytes after AT -receptor activation by
application of angiotensin I1. Barrier function of podocytes is critically regulated by actin
polymerization and changes in the cytoskeleton. Application of angiotensin II resulted in

an increased actin polymerization and a significantly higher number of actin stress fibers
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as well as in flattened cell morphology. Most interestingly, TRPC6 deficient podocytes
already exposed a large number of actin stress fibers before application of angiotensin I1
which was not significantly increased after incubation with angiotensin II.

These data confirm the hypothesis of a decreased barrier function and a higher apopto-
sis in podocytes by an increased Ca?*-influx through gain-of-function TRPC6-channels.
The reduced stability of the glomerular slit diaphragm in patients with FSGS will induce
proteinuria and results in kidney failure. In the near future these initial results might be
confirmed in TRPC6-deficient podocytes expressing gain-of-function mutants of TRPC6
and TRPC6 channels may therefore be attractive novel drug targets for therapeutic in-

tervention in patients with FSGS.



3 Einleitung

Jede menschliche und tierische Zelle wird von ihrer Umgebung, dem Extrazellularraum,
durch eine Zellwand abgetrennt. Um die Zellfunktionen zu beeinflussen, muss sie durch
Hormone und Wachstumsfaktoren von aufen angesteuert werden. Die Zellwand an sich ist
undurchlissig fiir grofe hydrophile Molekiile, da sie aus einer Doppellipidschicht besteht.
Sie hat jedoch diverse Kanéle, um den Austausch von lonen zu gewéhrleisten. Der Gra-
dient der Ionenkonzentration bestimmt bei der passiven Diffusion der Ionen durch die
Kanile die Richtung des lonenstroms. Diese Ionenkanile kénnen entweder direkt vom
Extrazellularraum angesteuert werden (sogenannte ionotrope Rezeptoren) oder durch
eine Signaltransduktionskaskade im Intrazellularraum. Diese wird durch das Binden ei-
nes Agonisten an einen Rezeptor von auben ausgeldst und verlduft haufig {iber einige
sekundire Botenstoffe und Enzyme, bis einer von diesen am Ziel der Kaskade den lo-
nenkanal aktiviert und damit fiir Tonen 6ffnet. Diese Rezeptoren werden metabotrope
Rezeptoren oder auch G-Protein-gekoppelte Rezeptoren genannt. In dieser Arbeit sind

die Gg-Protein-gekoppelten Rezeptoren von Bedeutung.

3.1 Funktion von Calcium in der Zelle

Bindet ein Agonist an einen Gg-Protein-gekoppelten Rezeptor, aktiviert das G-Protein
die Phospholipase C-B (PLCp). Diese wiederum kann als Enzym Phosphatidyl-inositol-
bisphosphat (PIPy) spalten, wobei Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und Diacylglyce-
rol (DAG) entstehen. DAG ist ein Aktivator einiger TRPC(classical transient receptor
potential)-Proteine. Der interne Calciumionenspeicher der Zelle, das endoplasmatische
Retikulum (ER), besitzt einen ionotropen Rezeptor, der direkt durch IP3 gedffnet wer-
den kann.

Da die Calciumkonzentration im ER sehr hoch ist, strémen Calciumionen ins Zytosol.
Um das ER wieder zu fiillen, werden unselektive Kanile an der Plasmamembran gedtft-
net, durch die Ca?"-Ionen ins Zytosol gelangen. Solche Kanile werden als speicherope-
riert (SOC = store operated channel) bezeichnet. Calciumionen sind wichtige sekundére

Botenstoffe (sog. Second Messenger) in der Zelle, so aktivieren sie verschiedene Transkrip-
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tionsfaktoren, die Myosin-Leichtketten-Kinase und die NO-Synthase und kénnen damit
direkt diverse Zellfunktionen beeinflussen wie Transkription, Sekretion, Apoptose und
Kontraktion. Aufgrund dieser vielfiltigen Funktionen muss die Ca?*-Konzentration im
Zytosol genau reguliert werden. So pumpen Calciumpumpen des sarkoplasmatischen und
endoplasmatischen Retikulums (SERCA = Sarcoplasmic/endoplasmic reticulum calcium
ATPase) stindig Ca?"-Tonen zuriick in die Speicher und erhalten damit die Konzentra-

tion von etwa 107" M im Zytosol.

AT, mAch

e

Abbildung 3.1: Gg-Signalweg: AT :Angiotensin-Rezeptor 1; mAch: Acetylcholinrezeptor
vom Muskarintyp; PLC: Phospholipase C; PIP5: Phosphatidylinositolbis-
phosphat; DAG: Diacylglycerol; IP3: Inositol-1,4,5-trisphosphat.

TRP-Kanile haben eine Sonderstellung unter den Calcium durchlassigen Kanélen inne.
Sie durchqueren die Plasmamembran sechsmal mit ihren hydrophoben Regionen und
besitzen dhnlich wie spannungsabhingige Kanile eine porenformende Schleife zwischen

der 5. und 6. Transmembranregion.

3.2 Funktion der Phospholipasen C

Die Enzymfamilie der Phospholipasen C (PLC) umfasst 13 Mitglieder unterteilt in 6
Unterfamilien (PLCB, PLCy, PLCS, PLCe, PLCL und PLCr). Alle PLCs besitzen
die sogenannten EF-Hand-Motive, Ca®*-Ionen binden kénnen, daneben die Pleckstrin-
Homologie-Doméne (PH-Doméne) und die C2-Doméne als konservierte Doméanen, sowie
die katalytisch aktiven X- und Y-Doménen [4].
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Figure 3.2: Schematischer Aufbau der Phospholipasen (Abbildung {ibernommen aus
[5]). Funktionelle Doménen: EF: EF-Hand-Motive, X, Y: katalytisch aktive
Doménen, C2: konservierte C2-Doméne, PH: Pleckstrin-Homologie-Doméne,
SH: SH-Doménen fiir die Bindung von Tyrosinkinasen, RasGEF: RasGEF-
Doméne, RA: Ras-Bindungsmotiv.

Die zentrale Funktion der PLCs ist die Spaltung des Phosphatidylinositolbisphos-
phat (PIP2) in die Second-Messenger Molekiile Diacylglycerol (DAG) und Inositol-
1,4,5-trisphosphat (IP3 ) (sieche Abbildung 3.3). Wéihrend IP3 durch Binden an die
IP5 -Rezeptoren, die sich in der Membran der intrazelluliren Calciumspeicher, z. B.
des endoplasmatischen Retikulums, befinden, durch eine Konformationsdnderung diese
6ffnet und intrazelluldre Calciumionen ins Zytoplasma der Zelle entldsst, kann DAG
Proteinkinasen C aktivieren und sorgt iiber die Aktivierung von TRP-Kanélen fiir einen

Calciumioneneinstrom aus dem Extrazellularraum.

POS OH PO OH
: v R1 . i R
° 0 oo PLOHOQ o0 o
4 P Po? 8 - ;
2 o
T \0\)\/0\‘(R [ \W
o) o)
PIP, IP, DAG

Figure 3.3: Spaltung von Phosphatidylinositolbisphosphat (PIPs ) in die Second-
Messenger Molekiile Diacylglycerol (DAG) und Inositol-1,4,5-trisphosphat
(IP3 ) durch Phospholipasen C (PLC).
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Die Unterschiede zwischen den Unterfamilien der PLCs machen sich in deren Regu-
lation bemerkbar. So werden Phospholipasen des Typs CB durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren gesteuert [6], Cy durch Tyrosinkinasen [7] und bei denen des Typs C8 wird
von einer Regulation durch Calcium ausgegangen |[8].

Die vorliegende Arbeit beschiftigt sich mit der PLCe. Diese ist ein Effektormolekiil
des Ras Proteins, welches ein GTP-bindendes Protein ist. Ras ist beteiligt an einer
Reihe von Zellfunktionen, wie Wachstum, Differenzierung und Onkogenese. Das Ras-
Bindungsmotiv (RA) ist in vielen Ras-Effektoren konserviert und besteht aus 100 Amino-
sauren. Dieses Motiv wurde zunéchst in C. elegans |9], aber spéter auch in Sdugern
identifiziert [10]. Neben den fiir die PLCs {iblichen Domé&nen besitzt die PLCe zwei
RA-Motive am Carboxyterminus und am Aminoterminus ein Ras-GEF dhnliches Motiv
[11]. Die PLCe und die PLCB sind evolutionédr verwandt. Die PLCp lésst sich durch
a-Untereinheiten und Jy-Dimere stimulieren. Die PLCe kann selbst dann von Gag- und
B1v2-Dimeren aktiviert werden, wenn Ihre RA-Motive deletiert sind [10, 11]. Auch konnte
eine direkte Interaktion zwischen Rho-Proteinen, im Speziellen durch durch die Enzyme
RhoA, RhoB und RhoC, und der PLCe gezeigt und eine Bindungsstelle in der Y-Doméne
identifiziert werden [12].

Gegeniiber einem Mitglied der Ras-Familie, Rapl, wurde eine Nukleotidaustausch-
aktivitdt der RasGEF-ahnlichen Doméne der PLCe gezeigt [13]. Studien zur Signaltrans-
duktion ergaben weiterhin, dass die Erh6hung von cAMP iiber die RapGTPase und PLCe
zum Anstieg der intrazelludren Calciumkonzentration fithrte. Obwohl in einigen Syste-
men cAMP die PLC-Aktivitdt durch PKA-abhingige PLC-Phosphorylierung inhibiert,
zeigten HEK293-Zellen, die den [39-adrenergen Rezeptor exprimierten, nach Adrenalin-
behandlung oder Applikation des Adenylylzyklaseaktivators Forskolin eine Erh6hung der
intrazelluldren Calciumkonzentration durch cAMP. Koexpression einer inaktiven Rap2B-
Mutante reduzierte und Uberexpression von PLCe steigerte die intrazellulire Calci-
umkonzentration nach Rezeptorstimulation [14]. Diese Resultate im Zusammenhang mit
dem Befund, dass PLCe vor allem im Herzen gefunden wird, machen PLCe 7zu einem
pharmakologischen Ziel fiir Medikamente, die eine iibermifkige Adrenalinwirkung auf das

Herz inhibieren.

3.3 Entdeckung der TRPs

Vor iiber vierzig Jahren entdeckten Cosens und Manning [15] bei ihrer Forschung an

der Taufliege Drosophila Melanogaster mutierte Tiere. Aufgefallen waren diese aufgrund
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ihres Verhaltens bei hellem Licht, so schienen sie nahezu blind. Im Dunklen machen
Drosophila Gerdusche, um sich zu orientieren, welche sie im Hellen komplett einstellen.
Bei einem Experiment in einem Labyrinth verhielten sich diese mutierten Tiere bei hellem
Licht so, wie es sonst bei Dunkelheit iiblich ist. Zur Ableitung eines Elektroretinogramms
(ERG) wird eine Elektrode in die Photorezeptorzelle der Fliege geschoben, wodurch die
elektrische Antwort des Fliegenauges auf Licht aufgezeichnet werden kann.

Das ERG der Mutante zeigt auf helles Licht anfangs einen starken Anstieg, was auf eine
Depolarisation der Zelle schliefen ldsst, doch nach etwa zehn Sekunden geht das Signal
zuriick auf den Wert vor der Lichtanregung. Bei einem zweiten Lichttest reagiert die
Zelle nicht, sie kann sich offensichtlich nur langsam erholen. Bei einer weiteren Mutante
bleibt der Anstieg vollig aus, diese Fliege ist also wirklich blind und wird daher als
NorpA, fiir no receptor potential Klon A, bezeichnet. Die Mutante mit dem kurzen,
vorriibergehenden Signal wurde einige Jahre spéiter als ¢rp-Mutante bezeichnet, was fiir
transientes Rezeptorpotential steht [16].

Der Einfall von Licht verursacht eine Konformationsdnderung des Rhodopsin, wodurch
eine G-Protein Signaltransduktionskaskade gestartet wird. Dieses wiederum aktiviert die
Phospholipase C-3 und damit lichtaktivierte Kanéle.

Einige Jahre spéter konnte der Drosphila TRP-Kanal kloniert werden. In einer huma-
nen EST-Datenbank (EST = expressed sequence tags) wurde eine entsprechende Sequenz
gefunden, mit deren Hilfe der erste menschlische TRP-Kanal kloniert werden konnte. Er
wird heute als TRPC1 (TRPC = transient receptor potential classical oder canonical)

bezeichnet.

3.4 Die TRP-Familie

Mittlerweile sind diverse TRP-Gene in verschiedenen Spezies bekannt, welche aufgrund
ihrer strukturellen Ahnlichkeit und der Homologie ihrer Seqenz in verschiedene Unter-
familien eingeteilt werden konnen. Die Aktivierung erfolgt bei allen Familienmitgliedern
unterschiedlich, wobei diverse sensorische Bereiche abgedeckt werden wie Sehen, Ge-
schmack, Hohren, Riechen, Beriithrung, Temperatur- und Druckempfinden [17]. Hiermit
haben die TRP-Proteine wichtige Aufgaben im Organismus und spielen auch bei diversen
Krankheitsbildern eine entscheidende Rolle. Die Sequenzhomologie 14sst sich gut in einem
phylogenetischen Stammbaum darstellen. Die Bezeichnungen der einzelnen Unterfamilien
leiten sich jeweils von dem urspriinglichen Namen des zuerst gefundenen Mitglieds jeder
Unterfamilie ab.

Der TRPM1-Kanal hiefs zuvor Melastatin [18]. Die TRPM-Unterfamilie hat eine Ho-
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mologie von etwa 20 % zu den TRPCs und besitzt eine TRP-Doméne am C-Terminus
der Transmembrandoménen. Der TRPC1 war der erste entdeckte Vertreter der TRPs bei
Sdugern tiberhaupt, weshalb seine Unterfamilie als klassisch oder kanonisch bezeichnet
wird. Die Aktivierung des TRPV1 erfolgt unter anderem iiber das Vanilloid Capsaicin.
Hier betrigt die Homologie zwischen den Familienmitgliedern sogar 25 %. ANKTM1 war
der vorherige Name des TRPA1-Proteins, da dieses besonders viele N-terminale Ankirin-

Doménen besitzt. Bei Mensch und Maus existiert nur dieser eine Vertreter der Gruppe.

10



3 FEinleitung

TRPM1
TRPM3
TRPME
TRPM7
TRPM2
TRPMS
TRPM4
TRPM5
TRPC4
TRPCS
TRPC1
pr— TRPC3
TRPC7
- TRPCE
TRPC2

TRPA1

TRPML2
TRPML3
TRPML1

Abbildung 3.4: Phylogenetischer Stammbaum der TRP-Superfamilie in Sdugern [19, 20].
Die Linge der Aste stellt dabei die evolutionire Entfernung von be-
nachbarten Proteinen dar. Die einzelnen TRP-Familien sind farblich
gekennzeichnet.

Der TRPMLI1 war zuvor als mucolipin-1 oder auch MCOLN1 bekannt. Bei den TRPML
und TRPP-Proteinen ist die Homologie geringer. Letztere haben ihren Namen von dem
TRPP2, der einst als polycystin-2 oder PKD2 bezeichnet wurde. Der schematische Auf-

11



3 FEinleitung

bau der einzelnen Unterfamilien wird in Abbildung 3.5 an jeweils einem Vertreter gezeigt.

X "RPML
TRPC TRPV TRPM TRPA TRPN Lot g bl
TRPC1 TRPV1 TRPA1 TRPN1 s
++4+ +++ +4+4 +4+4+ +4++ +++ +++
= -TRP Cytoplasm N c Cytoplasm
- domain
A N c
A Lo | e i Kinase o e o e
A N domain
A N
N N
[¢] Cc (¢ c Cc

Abbildung 3.5: Schematischer Aufbau der TRPs. Jeweils ein Familienmitglied ist exem-
plarisch gezeigt |aus 17].

Der TRPN1 kommt weder bei Menschen noch bei M#usen vor und erhielt seinen Namen
von dem Drosophila Protein NOMPC. Die TRPs von Menschen und Mausen unterschei-

den sich nur beim TRPC2-Protein, das beim Menschen nur als Pseudogen vorkommt.

Caenorhabditis Drosophila Mus musculus | Homo sapiens
elegans melanogaster
TRPC 3 3 7 6
TRPV 5 2 6 6
TRPM 4 1 8 8
TRPA 2 4 1 1
TRPN 1 1 0 0
TRPP 1 1 3 3
TRPML 1 1 3 3
| Gesamt | 17 \ 13 28 \ 27

Tabelle 3.1: Anzahl der TRP-Gene in verschiedenen Spezies [aus 17].

Alle Vertreter der TRPs besitzen sechs Transmembrandoménen, wobei zwischen der
Fiinften und Sechsten eine porenformende Schleife zu finden ist. Wie auch bei span-
nungsabhéngigen Ionenkanilen bilden die Porenschleifen von vier Monomeren die zen-
trale Pore des Tetramers. Es wurden sowohl Homo- als auch Heterotetramere mit zwei
oder aber auch mit drei unterschiedlichen Untereinheiten identifiziert. Sowohl C- als auch
N-Terminus sind im Inneren der Zelle lokalisiert. Die meisten TRP-Kanéle sind unselektiv
und damit fiir viele lonen durchlissig. Dabei werden mehr als zehnmal so viele Natrium-
wie Calciumionen durchgeschleust. Ausnahmen bilden TRPM4 und TRPMS5, die nur

monovalente Ionen durchlassen und die calciumselektiven Kanale TRPV5 und TRPV6

12
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[20]. Die Selektivitat der Kanéle wird durch die Membranregion, bestehend aus der finf-
ten und sechsten Transmembrandoméne, festgelegt, welche auch an der Steuerung des
Offnungsmechanismus beteiligt ist [20]. Die meisten TRPs haben eine hochkonservierte
TRP-Box am C-Terminus mit der Aminosiuresequenz EWKFAR. Am N-Terminus sind
h&ufig mehrere Ankirindoménen, welche aus je 33 Aminosiduren bestehen. Es wird vermu-
tet, dass sie fiir die Interaktion zwischen Proteinen verantwortlich sind, so zum Beispiel
bei der Heteromerisierung von TRPC1 und TRPC3 [21]. Fiir die Tetramerisierung und
Dimerisierung von Proteinen sind aukerdem die Coiled-coil Doménen zusténdig [22]|. Da
die TRPC1- und TRPC6-Kanile Gegenstand dieser Arbeit sind, werden im Folgenden
die Eigenschaften der TRPC-Familie ndher erlautert.

3.5 Die TRPC-Unterfamilie

Die Familie der TRPCs besteht aus sieben Mitgliedern, von denen jedoch nur sechs
beim Menschen vertreten sind. TRPC2 gilt im Menschen als Pseudogen und ist somit
nicht funktionell. Die TRPCs haben die héchste Homologie zu den Namensgebern der
TRPs, TRP und TRPL. Aufgrund ihrer Sequenzhomologie werden die TRPCs in drei
Subfamilien unterteilt, C4/C5/C1, C3/C7/C6 und C2 , wie auch in Abbildung 3.6 zu

erkennen ist.

—

Abbildung 3.6: Phylogenetischer Stammbaum der TRPC-Familie in Sdugern. Die Lén-
ge der Aste stellt dabei die evolutioniire Entfernung von benachbarten
Proteinen dar.

TRPC-Proteine sind in der Lage funktionelle Ionenkanile zu bilden, hierzu werden
immer vier Proteine bendtigt. Es gibt sowohl Homotetramere als auch Heterotetramere
mit zwei oder drei unterschiedlichen TRPCs. Bis vor einigen Jahren ging man davon

aus, dass nur Heterotetramere innerhalb einer der drei Untergruppen mdoglich wéren [23].
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Jedoch wurden mittlerweile diverse heteromere Kandle in nativen Geweben identifiziert.
Vor allem der TRPCI1-Kanal, fiir den bisher keine Homotetramere in der Plasmamem-
bran nachgewiesen wurden, kann mit allen anderen TRPC Monomeren heterotetramere
Komplexe mit drei unterschiedlichen Monomeren bilden [24]. Es wird angenommen, dass

er als eine Art "linker”-Molekiil zwischen den Untergruppen fungiert [24].

°@) ‘(Q}BN
DA Tl o

¢ N

Abbildung 3.7: Bildung von TRPC-Kanal Homo- und Heterotetrameren aus gleichen
oder verschieden Kanalmonomeren.

Die Aktivierung der TRPCs ist noch nicht endgiiltig gekldrt. Prinzipiell gibt es zwei
Méglichkeiten. Die Kanéle kénnen Speicher- oder Rezeptor-operiert sein und werden
dann als SOC (= "store operated channel”) oder ROC (= "receptor operated channel”)
bezeichnet [25].

Bei SOCs wird der Einstrom der Calciumionen durch die Kanéle zunichst durch die
Entleerung der internen Calciumspeicher induziert. Die Speicherentleerung kann bei-
spielsweise durch Inhibieren der SERCA-Pumpe (SERCA = smooth endoplasmatic reti-
culum calcium ATPase) am Endoplasmatischen Reticulum (ER) erreicht werden, die nor-
malerweise einen Calciumioneniiberschuss im Zytosol zuriick ins ER pumpt. Momentan
wird vermutet, dass nicht die TRP-Kanéle, sondern die kiirzlich entdeckten Orai-Kanile
speicheroperiert aktiviert werden kénnen [26]. Einige Arbeitsgruppen berichten aber von
Interaktionen der TRPC-Kanéle mit den Orai-Kanélen [27] oder seinem Calciumsensor
STIMI [28].

ROCs hingegen werden durch Aktivierung G-Protein-gekoppelter Rezeptoren und Phos-
pholipasen aktiviert, welche PIPg in TIP3 und DAG spalten und Mitglieder der TRPC3/6/7

Subfamilie aktivieren kénnen [29].

TRPC1
Der TRPC1-Kanal wurde anfangs unter dem Namen TRP1 bekannt. Er kommt in

Herz, Hirn, Lunge und Leber und in geringerer Konzentration auch in Milz, Niere und
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Hoden vor [30]. Seine physiologischen Aufgaben sind umstritten. Es wird vermutet, dass
er bei der Entwicklung des Gehirns, beim Schlaf-/Wachrhythmus und beim Koérperge-
wicht eine Rolle spielt [31]. Als erstes Mitglied der Sduger-TRPCs wurde der TRPC1
zunichst fiir einen Tonenkanal gehalten [32], der speicheroperiert oder dehnungsaktiviert
ist [32]. Allerdings wurden bis heute keine homotetrameren TRPC1-Kanéle in der Plas-
mamembran gefunden [33]. Nach heterologer Uberexpression von TRPC1 allein konn-
ten keine spezifischen Strome gemessen werden [34]. Allerdings zeigen die TRPC4- und
TRPC5-Strome deutliche Verdnderungen, wenn in HEK293-Zellen TRPC1 koexprimiert
wird (siehe Abbildung 3.8, 3.9 und [34]).

200+ 1 (pA) 100 | | (pA) 800 | (pA)
P 1 ‘::”ji 5 carby‘
100 T TG R / 40
|/ Vo (MV) 400
TRPC1 1  confearb TRPCS -100 y TRPC1 + TRPC5
P | i
-80 -40 40 2/,/‘\ 200 A con
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| e AR 1 g — 7”/7 i
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~200- -400 | -400

Abbildung 3.8: Elektrophysiologische Messungen (Strom-Spannungskurven) von TRPC-
Kanilen im Uberexpressionsmodell in HEK293-M1-Zellen (HEK293-
Zellen, welche stabil den muskarinergen M1-Rezeptor exprimieren [35]).
Graphik iibernommen von Striibing et al. [34]. Con: Kontrolle vor
Carbachol-Zugabe, carb: Stréme nach Zugabe von 20 pM Carbachol.
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Abbildung 3.9: Elektrophysiologische Messungen (Strom-Spannungskurven) von TRPC-
Kanilen im Uberexpressionsmodell in HEK293-M1-Zellen (HEK293-
Zellen, welche stabil den muskarinergen M1-Rezeptor exprimieren [35]).
Graphik iibernommen von Striibing et al. [34]. Con: Kontrolle vor
Carbachol-Zugabe, carb: Strome nach Zugabe von 20 pM Carbachol.
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TRPC1 kann mit TRPC4 oder TRPC5 aus heteromeren Kanalkomplexen koimmun-
prazipitiert werden [33] und es wurden auch Komplexe mit TRPC1, TRPC4 oder TRPC5H
und TRPC3, TRPC6 oder TRPCT7 beschrieben [34].

TRPC2

Der TRPC2-Kanal hat eine Sonderrolle bei den TRPCs, da er beim Menschen nur als
Pseudogen vorhanden ist. Eine TRPC2-Expression konnte bei Ratten und Mausen vor
allem im Vomeronasalorgan nachgewiesen werden [36, 37|. Der Phanotyp von TRPC2-
defizienten M&ausen zeigt sich in einer gestérten Pheromon-Wahrnehmung, die tiber das
Vomeronasalorgan gesteuert wird. Diese Miuse kénnen offensichtlich das Geschlecht ihrer
Artgenossen nicht erkennen [38, 39], so dass méinnliche Mause versuchen mit ménnlichen

Artgenossen zu kopulieren.

TRPC3

Die Expression des TRPC3-Kanals konnte vor allem in der Hirnanhangdriise, aber
auch in anderen Teilen des Gehirns, in Herz und Lunge gezeigt werden [40]. Aufgrund
der hohen Sequenzhomologie gehért TRPC3 mit TRPC6 und TRPCT7 zu einer Unterfa-
milie. Diese Proteine kénnen miteinander heterotetramere Ionenkanéle ausbilden, welche
durch DAG aktiviert werden und schwach selektiv fiir Natrium- und Calciumionen sind
[41]. In Ratten konnte gezeigt werden, dass die Expression von TRPC3 im Zentralner-
vensystem vor allem kurz vor und nach der Geburt besonders stark ausgeprigt ist [42]. In
den Neuronen, in denen TRPC3 exprimiert wird, kann auch die Expression von TrkB be-
obachtet werden, einem Rezeptor, der durch BDNF (brain-derived nerve growth factor)
aktiviert wird. Die physiologische Funktion von TRPC3 konnte in den Purkinje-Zellen des
Kleinhirns gezeigt werden, in denen der TRPC3 am stérksten von den TRPC-Kanélen ex-
primiert ist. Bei TRPC3-defizienten Mausen fehlen sowohl die langsamen exzitatorischen
postsynaptischen Potentiale als auch die mGluR-vermittelten (mGluR = metabotroper
Glutamat Rezeptor) Einwértsstrome [43].

TRPC3 interagiert mit verschiedenen TRP-Proteinen. So wurde beispielsweise eine
Interaktion von TRPC3 mit TRPC6 identifiziert. Durch eine Koexpression von TRPC3
mit einem dominant negativen TRPC6 in CHO-K1 Zellen konnte das TRPC6 Signal
unterdriickt werden [23].

Das TRPC3-Protein kann jedoch auch als homotetramerer Kanal gefunden werden. In
Strukturanalysen konnte gezeigt werden, dass der TRPC3-Kanal an der extrazelluldren
Schleife zwischen der ersten und zweiten Transmembrandoméne einfach glykosyliert ist

[44] und es gelang durch Einfithren einer weiteren Glykosylierung an der extrazelluldren
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Schleife zwischen der dritten und vierten Transmembrandoméne am TRPC3-Protein,
dhnliche Kanaleigenschaften wie beim doppelt-glykosilierten TRPC6-Kanal nachzuweisen
[45].

TRPC4

Der TRPC4-Kanal wird vor allem in Herz, Pancreas, Prostata, den Nebennieren und
der Placenta exprimiert [46]. TRPC4 und TRPC5 weisen eine sehr hohe Sequenzhomolo-
gie auf und werden daher in einer Untergruppe zusammengefasst. Wie zuvor erwihnt, sind
beide Proteine in der Lage, mit dem TRPC1 heteromere Kanile zu bilden [34]. In Endo-
thelzellen von Wildtyp-M&usen konnte ein speicheroperierter Calciumionen-Einstrom ge-
zeigt werden, der in Endothelzellen von TRPC4-/- -Tieren fehlt [47]. Ebenfalls konnte
dieselbe Forschergruppe zeigen, dass ein agonistinduzierter ROC nur bei den Wildtyp-
Zellen zu verzeichnen war. Auch eine Vasodilatation von Aortenringen mit Acetylcholin,
die ebenfalls von den Endothelzellen abhéingig ist, war bei den gendefizienten Tieren ver-
andert. Die Sekretion von GABA (y-aminobutyric acid) im ZNS {iber Aktivierung des
5-HT2-Rezeptors ist bei TRPC4-defizienten Tieren vermindert [48]. Neuerdings konnte
auch eine Beteiligung von TRPC4 an bestimmten Epilepsieformen nachgewiesen werden
[49].

TRPC5

Zunéchst wurde der TRPC5 ausschliefslich im Hirn beschrieben [50]. In Neuronen des
Hippocampus wird er zusammen mit dem TRPC4 gefunden [51]. Aukerdem wird die
Wachstumsgeschwindigkeit von sich entwickelnden Neuriten durch TRPC5 reguliert. Vor
kurzem konnte auch die Expression in nicht neuronalen Zellen nachgewiesen werden und
Resveratrol wurde als spezifischer TRPC5-Kanalinhibitor beschrieben [52].

TRPC6

Der TRPC6-Kanal wird nahezu im gesamten Kérper exprimiert, vor allem jedoch im
Hirn, im glatten Muskelgewebe, in Immun- und in Blutzellen [53, 54]. Wie zuvor erwihnt,
kann der TRPC6-Kanal mit TRPC3 und TRPCT7 zu einer Subfamilie gezihlt werden.
Wie auch der TRPC7-Kanal und heteromere TRPC3/6/7-Kanile kénnen auch homo-
mere TRPC6 Kanéle durch DAG aktiviert werden. Die Kanaléffnung fiithrt zu einem
nichtselektiven Toneneinstrom. Neben den heteromeren Kanélen innerhalb der Subgrup-
pe konnten mittlerweile ebenfalls heteromere Kanéle mit TRPC1, TRPC4 oder TRPC5
gezeigt werden, jedoch nur im embryonalen und nicht im adulten Hirn [24]. Wie die an-
deren TRPC-Kaniile auch hat der TRPC6 sechs Transmembrandoménen. Auferdem hat
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der TRPC6-Kanal zwei Glykosylierungsstellen an der ersten und zweiten extrazelluldren
Schleife zwischen den Transmembrandoménen S1 und S2 sowie zwischen S3 und S4 [45].
Dem TRPC6-Protein werden diverse physiologische Funktionen zugeschrieben. Es konnte
beispielsweise durch Inhibition von TRPC6 in Zellen des Plattenepithelkarzinoms deren
Proliferation unterdriickt werden [55]. Auferdem spielt der TRPC6-Kanal eine Rolle bei
der hypoxievermittelten pulmonalen arteriellen Vasokonstriktion [56|. Es konnte gezeigt
werden, dass bei isolierten Lungen von WT-Mausen der pulmonale Druck der Arterien
auf Applikation von OAG steigt, wohingegen bei Lungen TRPC6-defizienter Méuse kein
Effekt nachgewiesen werden konnte [57]. Dariiber hinaus wurde eine Uberaktivitiit des
TRPC6-Kanals als eine Ursache der Nierenkrankheit fokale segmentale Glomeruloskle-
rose (FSGS) identifiziert (siche unten und [58]).

TRPC7

Auch TRPC7 wird direkt iiber DAG aktiviert und ist ein rezeptoroperierter DAG-
sensitiver lonenkanal [59]. Er wird beim Menschen hauptséchlich im ZNS, aber auch in der
Hirnanhangdriise und der Niere und in geringen Mengen auch im Darm, in der Prostata
und in Knorpeln exprimiert [40]. Interessanterweise scheint beim TRPCT7 die Aktivierung
davon abhéingig zu sein, ob dieser transient oder stabil in HEK293-Zellen exprimiert
wird [40, 60]. Bisher gibt es noch keine TRPC7-defiziente Maus, jedoch konnte durch
Ausschalten des Kanals in der DT40 B-Zelllinie eine Verringerung des Calciumeinstroms

sowohl {iber einen SOC als auch iiber einen ROC gezeigt werden [61].

3.6 Nieren- und Podozytenfunktion

Die Niere ist ein stark durchblutetes Organ, in der pro Tag etwa 120 Liter Primérharn
abgepresst werden. Da es nicht moglich wére, diese enorme Menge an Wasser und Sal-
zen liber die Nahrung wieder auszugleichen, wird der Primérharn aufkonzentriert. Zuerst
gelangt das Blut in die Kapillarschlingen der Glomeruli in der Bowman “schen Kapsel
der Niere. Dort wird das Blut gegen eine dreiteilige Filterbarriere, die im néchsten Ab-
schnitt im Detail beschrieben wird, gepresst. Der Primérharn wird im Kapselraum der
Bowman “schen Kapsel aufgefangen und von dort in den proximalen Tubulus bis in die
Henlesche Schleife geleitet. Hier wird der Harn aufkonzentriert, erreicht den distalen Tu-
bulus und schliefslich das Sammelrohr und kann dann ausgeschieden werden.

Eine weitere Aufgabe der Niere ist die Sekretion von Abfallprodukten, die beispielswei-
se bei der Metabolisierung von Medikamenten entstehen. Auch wird sowohl der Siure-

Basen-Haushalt als auch der Blutdruck des Kérpers durch die Niere reguliert.
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Podozytenfunktion

Die zuvor erwihnte Filterbarriere in der Bowman "schen Kapsel soll verhindern, dass
Proteine aus dem Blut in den Urin gelangen. Sie besteht aus drei Schichten, die unter-
schiedliche Aufgaben haben. Auf der Blutseite liegt zunéchst ein fenestriertes Endothel,
darauf die glomeruldre Basalmembran (GBM) und auf dieser, dem Harn zugewandt, die

Podozyten mit ihren Fuffortsitzen [62].

FuRfortsatz
GBM
Endothel

Harnseite

Abbildung 3.10: Querschnitt durch eine Kapillarschlinge in der Bowman “schen Kapsel.

Alle drei Schichten sind stark negativ geladen, so dass negativ geladene Proteine nicht
passieren konnen. Aufserdem bilden alle drei Schichten eine mechanische Barriere mit
unterschiedlicher Porengrofe. Das Endothel hat breite, bis zu 100 nm fassende Fenster,
die grofe Proteine und Blutzellen zuriickhalten und damit einen Vorfilter darstellen. Die
GBM bildet die Verbindung zwischen dem Endothel und den Podozyten. Die Podozyten
sind Epithelzellen mit besonders ausgeprigten Fuffortsitzen, die ineinander greifen und
eine sog. Schlitzmembran ausbilden. Die entstehenden Poren haben eine Gréfe von 5 nm
und kénnen nur niedermolekulare Substanzen durchlassen.

Podozyten koénnen sowohl durch mechanische Kréifte iiber das mechanosensitive Pro-
tein Podocin als auch {iber Rezeptoraktivierung zum Verschluss der Schlitzmembran bei-
tragen. FKine Erhohung des Blutdrucks durch vermehrte Produktion von Angiotensin 11
kann so auch die Podozyten durch Aktivierung ihres AT;-Rezeptors veranlassen, die
Schlitzmembran weiter zu verschliefsen, um dem erhéhten Druck im Glomerulus besser

standhalten zu konnen.
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Fokale segmentale Glomerulosklerose (FSGS)

Die fokale segmentale Glomerulosklerose ist eine Krankheit der Niere. Im Verlauf einer
FSGS tritt bei dem Patienten ein erhéhter Gehalt an Protein im Urin auf (Proteinurie),
da durch die Filtration im Glomerulus nicht mehr alle Proteine im Blut zuriickhalten
werden konnen. Fokal bedeutet an dieser Stelle, dass nur einige der Glomeruli betroffen
sind, wihrend segmental fiir eine nur beschrinkte Ausbildung innerhalb der betroffenen
Glomeruli steht. Eine Sklerose beschreibt schliefslich das Vernarben von Gewebe (zusam-
mengefasst in [63]). Haufig fithrt die FSGS zum nephrotischen Syndrom, welches sich
durch das Vorhandensein von diversen Proteinen im Urin zeigt, was auf eine verstark-
te Durchléssigkeit des Glomerulus fiir grofe Molekiile zuriickzufiihren ist. Neben einem
Mangel bestimmter Eiweife im Blut fithrt die FSGS damit letztlich auch zur Nierenin-
suffizienz |64].

Mutationen und bisherige Daten

Bei vielen Patienten mit einer vererbten Form der FSGS sind Mutationen im TRPC6-
Kanal |2, 1| und der Phospholipase C-g (PLCeg) [3] identifiziert worden. Wéhrend es
sich bei den TRPC6-Mutationen um sogenannte "gain-of-function" Mutationen handelt,
die eine Erhdhung der Kanalaktivitit bedingen, fithren die Mutationen in der PLCe zu
einem katalytisch inaktiven Enzym. Wihrend die PLCe-Mutationen bereits bei Kindern
FSGS-dhnliche Symptome auftreten lassen, zeigen Patienten mit TRPC6-Mutationen
erst zwischen dem 30. und 40. Lebensjahr Symptome. Eine Ausnahme bildet die TRPC6-
Mutation M132T (Austausch des Methionins 132 durch ein Threonin), die bei einem Kind
bereits Symptome auslést und zu einem bis zu zehnfach erhdhten Einwértsstrom fiihrt
[65].
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Abbildung 3.11: Lokalisationen der bekannten Patientenmutationen im TRPC6-
Kanalprotein. A: ankyrin repeat; L: lipid /trafficking domain; CC: coiled-
coil domain; EWKFAR: konservierte TRP-Box. Die Buchstaben stehen
flir Aminosduren, die Zahlen geben die Position an, an der die vordere
gegen die hintere Aminosiure ausgetauscht ist, X steht fiir ein Stopp-
Codon, was ein trunkiertes Protein bedingt. Abbildung modifiziert nach
[58].
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Mutation Alter der Patienten in Jahren Lit.
beim Auftreten der Krankheit

P112Q 18 - 56 [2]
R895C 18 - 46 [1]
E897K 24 - 35 1]
N143S 27 - 39 [1, 66]
S270T 17 - 52 [1, 66]
K874* 27 - 57 [1, 66]
Q889K 35 - 41 |67
G109S 17 - 57 [68]
N1258 17-57;4- 14 [68, 69]
L780P 17 - 57 [68]
M132T 9-30 [65]
H218L 8 [69]
R895L 2 [69]
L395A 2 [70]

Tabelle 3.2: Mutationen im TRPC6-Kanalprotein.
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Abbildung 3.12: Lokalisationen der bekannten Patientenmutationen der PL.Ce. RasGEF:
guanine nucleotide exchange factor fiir Ras-dhnliche kleine GTPasen;
PH: pleckstrin homology; PLC _X: Phospholipase C katalytische Do-
méne X-Teil; PLC Y: Phospholipase C katalytische Doméne Y-Teil;
C2: Proteinkinase C konservierte Region, Untergruppe 2; RA1: RasGTP
Bindedoméne 1; RA2: RasGTP Bindedoméine 2. Die Buchstaben stehen
fiir Aminosduren, die Zahlen geben die Position an, an der die vordere
gegen die hintere Aminoséure ausgetauscht ist, X steht fiir ein Stopp-
Codon, was ein trunkiertes Protein bedingt. Abbildung modifiziert nach

[3].
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3 FEinleitung

Mutation Alter der Patienten in Jahren Lit.
beim Auftreten der Krankheit

P382fsX387 <1 [3]
R493X <1 [3]
RI116X 2-4 3]
L1281fsX1308 <3 3]
S1484LL <9 [3]
QI616X =3 3]
Q1854X 1 3]

Tabelle 3.3: Mutationen in der PLCe

Interessanterweise wurden auch Mutationen in anderen Proteinen des Podozyten wie
z. B. Nephrin, Podocin, CD2AP, «-Actinin-4, WT1 und Laminin 2 [71] in FSGS-
Patienten identifiziert.

Die meisten Versuche zur Erforschung der Podozytenfunktionen im Zusammenhang
mit TRPC6 wurden an differenzierten Podozyten aus einer stabilen Zelllinie durchge-
fithrt |72]. Hierbei konnte erst kiirzlich gezeigt werden, dass Angll die Expression von
TRPC6-mRNA in Podozyten hochreguliert [73]. In derselben Verdffentlichung wurde
auch gezeigt, dass durch Infusionen mit Angll in vivo die Proteinexpression von TRPC6
erhéht wird. Interessanterweise entwickelten TRPC6-defiziente Mause, die vier Wochen
lang eine Infusion mit Angiotensin II bekamen, eine deutlich reduzierte Albuminurie im
Vergleich zu Wildtyp-Mausen, was die Vermutung bestétigt, dass TRPC6-Aktivitéit eine
Proteinurie begiinstigen kann |74]. Warum das so ist, bleibt jedoch noch unklar. In einem
anderen Labor wurde gezeigt, dass der Wachstumsfaktor TGF-31 bei Podozyten Apop-
tose auslost, und dass dieser Effekt bei TRPC6-defizienten Zellen abgeschwécht ist [75].
Hier wurden allerdings small interference RNAs (siRNAs) verwendet, die spezifisch die
TRPC6 mRNA herunterregulieren kénnen. Ein anderes Forscherteam wiederum konn-
te in Podozyten aus der stabilen Zelllinie eine verminderte Bildung von Stressfasern in
TRPC6-defizienten Zellen feststellen [76].

3.7 Zielsetzung der Arbeit

Ein Ziel dieser Arbeit ist die Fortfithrung der Analyse der TRPC1-Funktion, wie sie be-
reits wihrend der Diplomarbeit begonnen wurde. Dazu wird die murine TRPC1-cDNA

aus dem Mausgewebe kloniert und das TRPC1-Protein heterolog iiberexprimiert und
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funktionell untersucht. Es sollen insbesondere wichtige Erkenntnisse zur Grofse, Lokali-
sation und zum Heteromerisierungspotentials des TRPC1 gewonnen werden.

Das zweite grofle Thema dieser Arbeit ist es, den Einfluff des TRPC6-Kanals auf die
Funktion der Podozyten zu untersuchen. Es wurde berichtet, dass einige Patienten, die an
FSGS erkrankt sind, eine Mutation in ihrer TRPC6-DNA haben. Da FSGS hiufig durch
eine Fehlfunktion der Podozyten bedingt ist, liegt der Verdacht nahe, dass der TRPCG6 ei-
ne wichtige Rolle in der physiologischen Funktion dieser Zellen spielt. Da fast die gesamte
Forschung auf diesem Gebiet bisher mit differenzierten Podozyten aus einer stabilen Zell-
linie durchgefiihrt wurde, sollen hier primére Podozyten von WT-, PLCe-, TRPC6- sowie
TRPC6/PLCe-defizienten Méusen isoliert und diese mit diversen Methoden untersucht
werden. Dazu zéhlen die Messung des Calciumeinstroms nach Applikation des Agonisten
Angiotensin 1I zur Aktivierung des AT;-Rezeptors und die Analyse der Verdnderungen
im Zytoskelett der priméren Podozyten. Es sollen ebenfalls die Proliferations- sowie die
Apoptoseeigenschaften der Zellen untersucht werden. Zusétzlich wird die Signaltrans-
duktionskaskade vom Angiotensin 1-Rezeptor bis zur Aktivierung des TRPC6-Kanals im
Detail mit pharmakologischen und molekularbiologischen Methoden in Podozyten und

im heterologen Uberexpressionssystem aufgeklirt.
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4 Material und Methoden

4.1 Material

Bei Prozentangaben sind grundsétzlich Gewichtsprozent gemeint.

4.1.1 Chemikalien

Standardchemikalien (DMSO, NaN3, NaCl, KCI,
NasHPO4, KHyPO,4, KOH, Rotiphorese 30, BSA,
SDS, Glycerin, Rotiblock, Glycin, EDTA, EGTA,
DOC, TWEEN 20, Propidiumiodid,
BSMercaptoethanol, Bromphenolblau, CaCls,
RNAse A, NaQSQOg X 9 HQO, TEMED, APS,
K9S905, Trypton, MgCls, MgSOy4, Hepes, MnCls,
Glukose)

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Merck, Darmstadt
Carl Roth, Karlsruhe

Losungsmittel (EtOH, MeOH, AcOH, Isopropanol)

Riedel-de-Haen, Seelze
Carl Roth, Karlsruhe

Hefeextrakt BD Bioscience, Franklin
Lakes, USA
Ziegenserum PAA, Colbe

Triton X100 (t-Octylphenoxypolyethoxyethanol)

Carl Roth, Karlsruhe

Entwickler DOKUMOL

TETENAL AG, Norderstedt

Nonidet P40

Calbiochem, Darmstadt

Ampicillin

Carl Roth, Karlsruhe

Agar

Peqlab, Erlangen

TRIS Base (Tris(hydroxymethyl)aminomethane)

ACROS Organics, Geel,
Belgien

Agarose

Carl Roth, Karlsruhe

Desoxycholat

Fluka, Sigma-Aldrich,

Deisenhofen

Tabelle 4.1: Standardchemikalien.
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DAPI Fluka, Sigma-Aldrich, 32670
Deisenhofen

DEPC Carl Roth, Karlsruhe K028-3

Protein A Sepharose (Sepharose Pierce, Rockford, USA #20421

Beads)

Immobilized Neutravidin Protein Pierce, Rockford, USA #29200

Proteinkinase K Roche, Basel, Schweiz 14306700

Carbachol Sigma-Aldrich, Deisenhofen (C4382

Isofluran Baxter, Deerfield, USA 0670308

Protease Inhibitor Complete Tab Roche, Basel, Schweiz 04693124001

Mini

EZ-Link Sulfo NHS Biotin Pierce, Rockford, USA #21331

(Sulfosuccinimidyl

2-(Biotinamido)Ethyl

1,3'Dithiopropionate)

Angiotensin 11 Calbiochem, Darmstadt 05-23-0101

Fura-2-AM Fluka, Sigma-Aldrich, 47989
Deisenhofen

1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol Calbiochem, Darmstadt 495414

Apo-Transferrin Sigma-Aldrich, Deisenhofen T5391

Hydrocortison Sigma-Aldrich, Deisenhofen HO0135

Natriumselenit Sigma-Aldrich, Deisenhofen 59133

Normocin Invivogen, San Diego, USA #ant-nr-2

Insulin Sigma-Aldrich, Deisenhofen 19278

Trypsin-Inhibitor Sigma-Aldrich, Deisenhofen T6522

Tabelle 4.2: Spezielle Chemikalien.
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4.1.2 Enzyme, Kits, Marker

NucleoBond Xtra Midi Macherey-Nagel, Diiren 740412.50
Gene-JET™Plasmid Miniprep Kit | Fermentas, St. Leon-Rot K0503
TOPO Cloning Kit Invitrogen, Carlsbad, USA K4800-01
GFP Fusion TOPO TA Expression | Invitrogen, Carlsbad, USA K4820-01
Kit
SV40 Plasmid Didier Trono, Cambridge,
USA
SuperSignal West Pico Chemolumi- | Thermo Scientific, Rockford, | 34080
nescent Substrate USA
SuperSignal West Femto Maxi- Thermo Scientific, Rockford, 1859022
mum Sensitivity Substrate USA
Protein Marker Fermentas, St. Leon-Rot SMO0671
DNA Marker Gene Ruler Fermentas, St. Leon-Rot SM0321,
SMO0311
DNA Ladepuffer Fermentas, St. Leon-Rot RO611
ABsolute SYBR Capillary Mix Thermo Scientific, Rockford, | AB-1285/B
USA
RevertAid H Minus First Strand Fermentas, St. Leon-Rot #K1631
¢DNA Synthesis Kit
PCR-Reagenzien (Puffer, Taq Fermentas, St. Leon-Rot divers
Polymerase, dNTPs)
High Fidelity Polymerase Phusion, | Finnzymes, Vantaa, Finnland | F-530S
HF Puffer
Click-iT TUNEL Alexa Fluor Invitrogen, Carlsbad, USA C10245
Imaging Assay
Annexin Kit Invitrogen, Carlsbad, USA V13245
Alexa Fluor® 488 annexin V
CaspaseGlo 3/7 Promega, Madison, USA G8090
WST-Assay Roche, Basel, Schweiz 11644807001
T4 DNA Ligase, Ligase-Puffer Fermentas, St. Leon-Rot EL0014
Restriktionsenyzme, Puffer Fermentas, St. Leon-Rot divers
Trifast Peqlab, Erlangen 30-2010
RNA-Kit Stratec, Berlin 1060100200
TransIT-LT1 MirusBio, Wisconsin, USA MIR 2300
Lipofectamine™ 2000 Invitrogen, Carlsbad, USA 11668-019
Polybrene Millipore, Billerica, USA TR-1003-G

Tabelle 4.3: Enzyme, Kits, Marker.
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4.1.3 Gerite
Fluoreszenzmikroskop IX 70 Olympus, Hamburg
Fluoreszenzmikroskop IX 71 Olympus, Hamburg
Fluoreszenzmikroskop IX81 Olympus, Hamburg
Zellkulturmikroskop Wilovert Hund, Wetzlar
Photometer Eppendorf, Hamburg
Spannungsquelle Peqpower Peqlab, Erlangen
Elektrophoresekammer Proteine Hoeffer, GE Healthcare, Chalfont St

Giles, Grofkbritanien

Blotkammer Proteine Bio RAD, Hercules (CA)
COg-Inkubator Thermo Scientific, Rockford, USA
Sterilbanke HeraSafe, Heraeus, Hanau
Pipetten Gilson, Middelton, WI (USA)
Zentrifugen Hettich, Tuttlingen
Rotana / R Eppendorf, Hamburg
Mikro 22R
Mikro 20
5417 R
ChemiSmart Peqlab, Erlangen
Electric Cell-Substrate Impedance Ibidi, Martinsried
Sensing ECIS™
Viktor? Perkin Elmer, Waltham, USA
IMPLEN Nano Photometer IMPLEN, Miinchen
Agarosegel Elektrophorese Peqlab, Erlangen
Agarosegel Dokumentation Peqlab, Erlangen
PCR Cycler Peqlab, Erlangen
Light Cycler 480 Roche, Basel, Schweiz
Bakterieninkubator Thermo Scientific, Rockford, USA
Nucleofector Amaxa/LONZA, Basel, Schweiz
NEON Invitrogen, Carlsbad, USA
Fluostar Omega BMG Labtech, Offenburg
Zellgiebe Retsch GmbH, Haan

Tabelle 4.4: Geréte.
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4.1.4 Verbrauchsmaterial

Reaktionsgefifse 1,5 mL, 2 mL, 15 mL, 50 mL Sarstedt, Niimbrecht
Zellkultur Materialien: Petrischalen, Auslaufpipetten, Sarstedt, Niimbrecht
Mehrlochplatten Corning, Corning, USA
Pipettenspitzen Sarstedt, Niimbrecht
X-OMAT UV-Film Kodak, Stuttgart
Mattrand Objekttriger Meinzel, Marienfeld
Glasdeckpléttchen Meinzel, Marienfeld
Nitrozellulosemembran PROTRAN Whatman GmbH,
Dassel
Whatmanpapier Whatman GmbH,
Dassel
Impedanz-Array SW10E Ibidi, Martinsried
PVDF-Membran Carl Roth, Karlsruhe

Tabelle 4.5: Verbrauchsmaterial.

4.1.5 Standardl6sungen und Puffer
4.1.5.1 PBS (Phosphate Buffered Saline)

Fiir den zehnfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. 2O auf einen Liter aufgefiillt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend

verdiinnt.

80,0 g NaCl [1,370 M|

2,0 g KCl [27 mM]

144 ¢ NagHPO4 [101 mM]

24 g KHyPO, [18 mM]

4.1.5.2 PBST

Dem zuvor beschriebenen PBS wurde 0,5 % TWEEN zugegeben.

4.1.5.3 4-fach Tris/SDS Puffer pH 6,8

Fiir den vierfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen,
aufgelost, der pH-Wert auf 6,8 eingestellt, mit dest. HoO auf 100 mL aufgefiillt und bei

4°C aufbewahrt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend verdiinnt.
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6,05 g Tris Base [500 mM]|
40,00 mL  dest. H,O

0,40 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [14 mM, 0,4 %]

4.1.5.4 4-fach Tris/SDS Puffer pH 8,8

Fiir den vierfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen,
aufgelost, der pH-Wert auf 8,8 eingestellt, mit dest. HoO auf 500 mL aufgefiillt und bei

4°C aufbewahrt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend verdiinnt.

91 g Tris Base [1,500 M]
300 mL dest. H,O

2g SDS (Natriumlaurylsulfat) [14 mM, 0,4 %]

4.1.5.5 2-fach Laemmli (Ladepuffer fiir Proteinelektrophorese)

Fiir den zweifach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf 100 mL aufgefiillt und bei -20°C aufbewahrt. Zum Gebrauch
wurde er dann entsprechend verdiinnt bzw. die entspechende Menge zu den Proteinen

gegeben.
25 mL 4-fach Tris/SDS Puffer pH 6,8 (Abschnitt 4.1.5.3)

20 mL Glycerin [20 %]

2 mL B-Mercaptoethanol [2 %]
4g SDS (Natriumlaurylsulfat) {140 mM, 4 %)]
1 mg Bromphenolblau

4.1.5.6 10-fach Laufpuffer (fiir die SDS-Page Gelelektrophorese)

Fiir den zehnfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf einen Liter aufgefiillt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend

verdiinnt.

302 g Tris Base [250 mM]|
1440 ¢  Glycin [1,920 M|

10,0 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [35 mM, 1 %]
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4.1.5.7 10-fach Transferpuffer (fiir den Transfer von Proteinen auf

Nitrozellulosemembran)

Fiir den zehnfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf einen Liter aufgefiillt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend
verdiinnt und dabei 20 % Methanol zugeben.

302 g Tris Base [250 mM]|
1440 g Glycin [1,920 M]

20¢g SDS (Natriumlaurylsulfat) [7 mM, 0,2 %]

4.1.5.8 Lysepuffer

Fiir den Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen und mit dest. HoO auf
500 mL aufgefiillt. Direkt vor dem Gebrauch wurde noch pro 10 mL oder 50 mL ein
Protease Inhibitor Complete Mini oder Complete Tab zugegeben.

15,0 mL. 5 M Natriumchlorid (NaCl) [150,0 mM]
5,0 mL Nonidet P40

25¢g Desoxycholat

5,0 mL 10 % SDS [3,5 mM, 0,1 %]

5,0 mL 500 mM EDTA [5,0 mM]

10,0 mL. 1 M Tris HCL, pH: 8,3 [20,0 mM]

4.1.5.9 SOB-Medium

Fiir das Ndhrmedium wurden zunéchst die folgenden Chemikalien aufer auf MgClound
MgSO, eingewogen, in 1 L dest. HoO geldst und autoklaviert. Anschlieffend wurden die
restlichen Chemikalien sterilfiltriert und zugegeben. Die Lagerung erfolgte in Aliquots
von 50 mL bei -20°C.

20,0 g Trypton [2,0 %]
50¢g Hefe [0,5 %)|

10,0 mL 1 M NaCl [10,0 mM]
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25mL 1 MKCI[2,5 mM]|
10,0 mL 1 M MgCl, [10,0 mM]

10,0 mL 1 M MgSOy4 [10,0 mM]

4.1.5.10 SOC-Medium

Dem SOB-Medium (Abschnitt 4.1.5.9) wurde 20 mM Glukose zugefiigt.

4.1.5.11 Stoppldsung

Fiir die Stopplosung wurde Essigsiure auf 2 % mit dest. HoO verdiinnt.

4.1.5.12 Fixierer

Fiir den Fixierer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen und mit dest. HoO auf

2 L. aufgefiillt. Die Lagerung erfolgte bei RT.
625 g Natriumthiosulfat Pentahydrat (NagS2O3 x 5 HoO) [1,26 M]

49 g Kaliummetabisulfit (K2S205) (0,11 M]|

4.1.5.13 Transformationspuffer (fiir die Herstellung kompetenter Bakterien)

Fiir den Puffer wurden zunéichst die folgenden Chemikalien eingewogen, dann in 1 L dest.

Hs0O geldst. Die Lagerung erfolgte in Aliquots von 50 mL bei -20°C.
10 mL 1 M Hepes |10 mM]
15 mL 1 M CaCly [15 mM]
250 mL 1 M KCl [250 mM]

55 mL 1 M MnCly [55 mM]

4.1.5.14 DAPI-Gebrauchslésung

Es wurde zunéchst eine Stammlosung von 50 pg DAPI (47,6-Diamidino-2-phenylindol)
pro 1 mL Methanol hergestellt. 1,0 mL Stammlésung wurde anschliefend in 24,5 mL
Methanol und 24,5 mL PBS gelost. Die Stammlésung wurde bei -20°C gelagert, die

Gebrauchslésung bei 4°C. Diese wurde zur Verwendung nochmals 1:200 verdiinnt.
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4.1.5.15 2-fach HEPES-Ringer Lésung

Fiir den zweifach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf 500 mL aufgefiillt. Der pH-Wert wurde auf 7,5 eingestellt, dann
der Puffer sterilfiltriert.

8,00 g Natriumchlorid (NaCl) [273,0 mM]|

0,38 g Kaliumchlorid (KC1) [10,0 mM]

0,01 g Natriumhydrogenphosphat (NagsHPOy) 0,1 mM]|
5,00 g Hepes (CgH17NoNaO4S) [38,0 mM]

1,00 g Glukose (C¢H120g6) [11,0 mM]

4.1.5.16 LB-Medium

LB-Medium ist ein Niahrmedium fiir Bakterien. Fiir das Medium wurden die folgenden

Chemikalien eingewogen, mit dest. HoO auf 1 L aufgefiillt und anschliefend autoklaviert.

10 g Pepton [1,0 %]
5g Hefeextrakt [0,5 %]
10 g NaCl [171 mM]

4.1.5.17 50-fach Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer)

Tris-Acetat-EDTA-Puffer wird fiir die Agarosegelelektrophorese eingesetzt, wobei er als
Elektrolyt dient. Fiir den 50-fach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien
eingewogen und mit dest. HyO auf 1 L aufgefiillt.

242.0 g Trisbase [2,000 M]
57,1 mL  konz. Essigsdure [1,000 M|

372g  EDTA [127 mM]

4.1.5.18 Puffer B (Verdau von Mausgewebe)

Folgende Reagenzien wurden eingewogen, in 100 mL dest. HoO geldst und auf pH 8.0
eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei RT.

25mL 1M EDTA [25 mM]

75mL 1M NaCl [7T5mM]|
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4.1.5.19 lsolierlosung

Fiir den Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen und mit dest. HoO auf
500 mL aufgefiillt. Der pH-Wert wurde auf 7,4 eingestellt und anschlieftend der Puffer
sterilfiltriert. Die Lagerung erfolgte bei 4°C.

12,70 mL 5 M NaCl [127,0 mM]
1,18 mL 2.5 M KClI [5,9 mM]|

0,60 mL 1 M MgCly [1,2 mM]|
500 mL 1 M Hepes [10,0 mM]

1,17 g Glukose [11,8 mM]|

4.1.5.20 HBSS-Puffer (HBSS = Hank s balanced salt solution)

Fiir den Puffer wurden die folgenden Chemikalien, bis auf Glukose, Calciumchlorid oder
EGTA, eingewogen und mit dest. HoO auf 1 L aufgefiillt. Der pH-Wert wurde auf 7.4
eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei RT. Vor der Verwendung wurde noch Glukose und
je nach Anwendung 2,2 mM Calciumchlorid oder EGTA als Calciumionenchelator fiir

eine Ca?" freie extrazelluliire Losung zugefiigt.
28,0 mL 5 M NaCl [140 mM]

2,0 mL 2,5 M KCI1 [5 mM]|

1,0 mL 1 M MgCly [1 mM]|

10,0 mL 1 M Hepes [10 mM]|

45 mL 20 % Glukose [5 mM]

4.1.5.21 DEPC-Wasser

Diethylpyrocarbonat (Diethyldicarbonat, DEPC) dient der Inaktivierung von RNasen.
Daher kann Wasser zur Aufbereitung von RNA mit Hilfe von DEPC RNase-frei gemacht
werden. 1 mL DEPC wurde in 1 L dest. HoO geldst und iiber Nacht geriihrt. Zur Inak-

tivierung des toxischen DEPC wurde die Lésung dann noch bei 120°C autoklaviert.
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4.1.6 Antik6rper

4.1.6.1 Erstantikorper

gerichtet aus Spezies | Verdiinnung Sonstiges Firma /
gegen Arbeitskreis
TRPC1 Maus 1:1000 monoklonal Tsiokas
TRPC1 Ratte 1:2 Hybridomiiberstand Flockerzi
9F2
TRPC4 Hase 1:400 polyklonal 1056 Flockerzi
affinitétsgereinigt,
Img/mL
TRPC6 Hase 1:5000 Flockerzi
TRPC6 Hase 1:400 Alomone
(ACC-017)
Na® /K- Maus 1:2500 monoklonal Sigma (A276)
ATPase
HA Ratte 1:1000 3F10 Peroxidase Roche
gekoppelt (12013819001)
HA Ratte 1:1000 3F10 Roche
(11867423001)
Podocin Hase 10pg/mL Sigma (P0372)

Tabelle 4.6: Verwendete Erstantikorper.

Die Erstantikorper wurden mit folgender Losung verdiinnt:

5,00 % BSA (Bovines Serum Albumin)
0,05 % Triton X100
0,05 % NaN3

100 mL PBS
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4.1.6.2 Zweitantikdrper

gerichtet aus Spezies | Verdiinnung Sonstiges Firma /
gegen Arbeitskreis
Maus Ziege 1:10000 Sigma (A2554)
Hase Ziege 1:1000 IgG whole molecule | Sigma (A6154)
Ratte Hase 1:80000 IgG whole molecule | Sigma (A5795)
Hase Ziege 1:160 FITC gekoppelt Sigma (F0382)

Tabelle 4.7: Verwendete Zweitantikorper.

Die Zweitantikérper wurden mit PBST verdinnt.

4.1.6.3 Toxine
gerichtet aus Spezies | Verdiinnung Sonstiges Firma /
gegen Arbeitskreis
F-Aktin Amanita 500 ng/mL TRITC gekoppelt Fluka, Sigma
Phalloides (77418)

Tabelle 4.8: Verwendete Toxine.

4.1.7 Plasmide

Die im Arbeitskreis vorliegenden Plasmide enthalten ¢DNAs, die in den pcDNA 3.1-
Vektor von Invitrogen kloniert wurden (siehe Tabelle 4.9). Zur besseren Erkennung durch
Antikérper wurden codierende Sequenzen immunogener Epitope (sog. “protein-tags”) mit
den ¢DNAs fusioniert.
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Plasmid vorhandene Tags Spezies mRNA accession number
TRPC1 human NM 003304
TRPC1 HA N-terminal, murin NM 011643
C-terminal und beides
TRPC6 C-terminal HA, YFP human NM 004621
TRPC6 C-terminal GFP murin NM (13838
TRPC6 C-terminal YFP human NM 004621
M132T
TRPC6 C-terminal YFP human NM 004621
N143S
PLCe human NM 016341 [10]
PLCe human NM 016341 |10]
H1144L

Tabelle 4.9: Verwendete Plasmide.

4.1.8 Oligonukleotide

Oligonukleotide wurden kommerziell bei Metabion synthetisiert.

4.1.8.1 Genotypisierung von Mausen

Zur Genotypisierung der Méuse durch Polymerasekettenreaktion (PCR) wurden jeweils

Oligonukleotide fiir das mutierte Allel und Oligonukleotide fiir das Wildtyp-Allel verwen-

det. Wenn beide Oligopaare ein Produkt liefern, liegt ein heterozygoter Genotyp (+/-)

VOor.

’ Gen ‘ sense / antisense (5->3")

TRPC1 WT | GGCAACCTTTGCCCTCAAAGTGGTGGC /
AGTGAATATATATATATCAGACATAGATTTGGG

TRPC1 -/- TCTATGGCTTCTGAGGCGGA / GCATTATTAATATCTGAGT-
CATTTTCTTATTGGCAAAATGAGG

TRPC6 WT | CAGATCATCTCTGAAGGTCTTTATGC /
CATCAGGACCCCGAGCACCACATAC

TRPCG -/- ACGAGACTAGTGAGACGTGCTACTTCC /
GGGTTTAATGTCTGTATCACTAAAGCCTCC

PLCe WT GCGTATTTCCAGAGTTAGAACAAGG /
CCACAACCAGGACCAGAGATG

PLCe -/- GCGTATTTCCAGAGTTAGAACAAGG /

CTGCAAAGGGTCGCTACAGA

Tabelle 4.10: Oligonukleotide zur Genotypisierung.

36




4 Material und Methoden

4.1.8.2 Oligonukleotide fiir quantitative Reverse Transcriptase(RT)-PCR

Bei der Real-Time-PCR handelt es sich um eine quantitative RT-PCR. Mit dieser Me-
thode kann der mRNA-Gehalt fiir verschiedene Proteine ermittelt werden (siehe auch
Abschnitt 4.5.3).

Gen sense / antisense (5’->3’) Produkt- Position Bezeichnung
lange / | der Oligo-
bp nukleotide
TRPC1 | GCCCCCACCTTTCAACATTA / | 209 2553 / TRPC1
GTCGCATGGACGTCAGGTAG 2742 [43]
V3+R4
TRPC3 | AGGCGCAGCAGTATGTGGA / | 207 1451 / TRPC3
GGCCAAAGCTCTCGTTTGC 1639 [43]
TRPC4 | CTCCGCCTGATCTCTCTGT / 216 1654 / TRPC4
AAACGCGTTGTTCTGTTTCT 1850 [43]
TRPC5 | ATGAGGGGCTAACAGAAGA / | 210 2606 / TRPC5H
TGCAGCCTACATTGAAAGA 2797 [43]
TRPC6 | CAAGCCTGTCTATTGAGGAA | 209 565 / 755 | TRPC6
/ CCCAACTCGAGACAAGTTT [43]
TRPC7 | CCTACGCCAGGGATAAGTG / | 205 1668 / TRPC7
AAGGCCACAAATACCATGA 1854 [43]
TRPC1 | GATGTGTCTTTGCCCAAGC / | 127 1063 / TRPC1
CTGGACTGGCCAGACATCTAT 1174 [77]
VI1+R1
TRPC1 | GCAACCTTTGCCCTCAAAG / 179 1921 / TRPC1
CTGCAGTGGGCCCAAAA- 2079 [77]
TAGAG V2+R2
TRPC1 | GCAACCTTTGCCCTCAAAG / | 380 1921 / TRPC1
AACAGAGCAAAGCAGGTGC 2285 [77]
V2+R3
BActin | CCAACCGTGAAAAGATGACC 106 420 / 505 BActin
GTGGTACGACCAGAGGCATAC

Tabelle 4.11: Oligonukleotide fiir die RT-PCR [43, 77].

4.1.8.3 Oligonukleotide fiir die Mutagenese

Bei der Mutagenese werden in vorhandene Plasmide Mutationen eingefiigt. Hierbei wer-
den jeweils zwei komplementire Oligonukleotide verwendet, die den Basenaustausch in
ein Plasmid einfiithren [78|. In der Tabelle 4.12 sind die Oligonukleotide mit den entspre-

chenden Mutationen aufgefiihrt. Hierbei geben die Bezeichnungen die Ausgangsamino-
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sdure, den Ort der Mutation und die neue Aminoséure an.

‘ Mutation ‘ sense / antisense (5->3") ‘
hTRPC6 TTTTGGATGCAGCTGAATATTCTAACATCCCAGTGGTGC
G109S GGAA / TTCCGCACCACTGGGATGTTAGAATATTCAGCTG

CATCCAAAA
hTRPC6 AGCATGACTCGTTTAGCCACACCAGATCTAGGATTAAT
S270T GCCTA / TAGGCATTAATCCTAGATCTGGTGTGGCTAAA
CGAGTCATGCT
hTRPC6 TGTTTTATCTCTTACTGAAGCCTAAAAAATGGATTTCTG
L780P AGCT / AGCTCAGAAATCCATTTTTTAGGCTTCAGTAAGA
GATAAAACA
hTRPC6 GGGAACTGAAGGAAATTAAGAAGGACATCTCAAGTCTC
Q889K CGCTA / TAGCGGAGACTTGAGATGTCCTTCTTAATTTCC
TTCAGTTCCC
hTRPC6 ACATCTCAAGTCTCCGCTATAAACTCCTTGAAGAAAAAT
E89TK CTCA / TGAGATTTTTCTTCAAGGAGTTTATAGCGGAGAC
TTGAGATGT

Tabelle 4.12: Oligonukleotide fiir die Mutagenese.

4.1.8.4 Oligonukleotide fiir die Klonierung

Bei der Klonierung des mTRPC1 wurden die in Tabelle 4.13 aufgefiihrten Oligonukleotide

verwendet.

38



4 Material und Methoden

Bezeichnung Sequenz Sense / | Position
Anti- der Oligo-
sense nukleotide

mTRPC1 START ATGGGGGCCCCGCCTCCGTCT | sense 472-511

CCTGGCCTGCCCCCGETCAET

mTRPCI reverse GGTGGGCTTACGGCGGTAACC | anti- 1560-1519

BstEII TGACATCTGTCCAAACCAAAC | sense

mTRPC1 forward GTTTGGTTTGGACAGATGTCA | sense 1519-1560

BstEII GGTTACCGCCGTAAGCCCACC

mTRPC1 STOP TTAATTTCTTGGATAAAACAT | anti- 2901-2862

AGCATATTTAGAAGTCCGA sense
mTRPC1 ATGTACCCTTACGACGTTCCT | sense 472-490
472-HA-490 GATTACGCTGGGGCCCCGCC

TCCG

mTRPC1 TTAAGCGTAATCAGGAACGT anti- 2901-2883

2901-HA-2883 CGTAAGGGTAATTTCTTGGA sense

revcom TAAAA

mTRPC1 2896-2876 TTCTTGGATAAAACATAGC anti- 2896-2876

reveom sense

Tabelle 4.13: Oligonukleotide fiir die Klonierung, in blau ist das Hadmagglutinin-Tag
dargestellt.

4.1.9 Sonstige Hilfsmittel

Diese Arbeit wurde mit der Textverarbeitungssoftware Lyx und dem Literaturverwal-
tungsprogramm Jabref verfasst. Fiir die Auswertung der Daten und die Bearbeitung von
Bildern wurden geritespezifische Programme sowie ChemDraw, Photoshop, Fiji, Irfan-
View, Powerpoint und Exel verwendet. Bei der Zucht und Genotypisierung der Mause
haben die technischen Assistentinnen Petra Eigner und Christiana Oehlmann geholfen.
Bei der Aufnahme der konfokalen Aufnahmen der Podozyten hat Dr. Hermann Kalwa
mitgewirkt. Sequenzierungen wurden kommerziell bei der Seqlab AG, Géttingen durch-

gefiihrt.

4.2 Mause

4.2.1 Tierhaltung

Die Méuse wurden in IVCs (“isolated ventilated cages”) gehalten, hatten unbegrenzten

Zugang zu Futter und Wasser und unterlagen einem 12 Stunden hell /dunkel Zyklus. Die

39



4 Material und Methoden

gendefizienten Mause stammten aus eigener Zucht und wurden auf einem 1295V /C57bl6

genetischen Hintergrund geziichtet.

4.2.2 Mauslinien

Es wurden folgende Mauslinien verwendet.

WT 129SV /C57bl6 genetische Hintergrund

TRPC1-/- 1295V /C57bl6 genetische Hintergrund [77]

TRPC6-/- 129SV /C5H7bl6 genetischer Hintergrund [79]

PLCe-/- 12956 /C57bl6 genetischer Hintergrund 80|
TRPC6-/-PLCe-/- wurden durch Kreuzung der beiden Genotypen erhalten

4.2.3 Genotypisierung der Mause

Die Genotypisierung mittels PCR der Miuse aus der eigenen Zucht erfolgte mit DNA,
welche aus einem Stiick Gewebe von der Schwanzspitze der Maus gewonnen wurde (nach
81]).

Bei 3 Wochen alten Mausen wurden die letzten 3 mm der Schwanzspitze abgetrennt und
diese Gewebeprobe in 300 puL Puffer B mit 30 pL. 10 % SDS und 0,3 mg Proteinase K
iiber Nacht bei 55°C verdaut. Am nédchsten Tag wurde 1,5 ul. RNase A (5 mg/mL)
zugegeben und 30 min bei 37°C geschiittelt, um RNA zu entfernen. Es wurden 100 pL
gesittigte NaCl zugegeben, 15 min bei RT auf dem Schiittler inkubiert und 30 min
bei 13.000 rpm die nun gefillten Proteine abzentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein
neues Reaktionsgefils gegeben. Die DNA wurde durch Zugabe von 800 nl. 100 % EtOH
5 min auf dem Schiittler gefillt, anschliefend 15 min bei 13.000 rpm abzentrifugiert. Das
Pellet wurde mit 500 pl. 70 % EtOH gewaschen, getrocknet und in 80 pL dest. HyO

resuspendiert.

Puffer B
Folgende Reagenzien wurden eingewogen, in 100 mL dest. HoO gelost und auf pH 8,0
eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei RT.

25mL 1M EDTA [25 mM]

75mL 1M NaCl [7T5mM]
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Die aufgereinigte DNA wurde anschliefend tiber eine PCR untersucht. Dazu waren fiir
gendefiziente und fiir Wildtyp-DNA jeweils “Sense” und “Antisense” Oligonukleotide not-
wendig, so dass mit jeder DNA zwei PCR-Reaktionen durchgefiihrt wurden. Die folgenden
Reagenzien wurden auf Eis in ein 0,2 mLL PCR-Reaktionsgefift gegeben und gemischt.
Anschliefsend wurde die PCR in einem Thermocycler durchgefiihrt.

198 nL  HyO

2,5 nL PCR-Puffer

0,5 nL ANTPs

0,5 pL Oligonukleotid 1

0,5 nL. Oligonukleotid 2

0,2 nL. Taq Polymerase

1,0 uL DNA

Das Temperaturprofil der PCR wurde wie folgt gewé&hlt:
94°C 5 min

Start Zyklus, 40 mal wiederholt

94°C 30 s
55°C 30 s
72°C 60 s
Ende Zyklus
72°C 5 min

4.2.4 Praparation von Organen

Zur Priparation wurde das Tier zunichst durch eine Uberdosis Isofluran oder mittels
Genickbruch getétet, fixiert und mit 70 % EtOH desinfiziert. Anschliefend wurde das
Fell vom Unterbauch an aufgeschnitten, fixiert, der Bauch erdffnet und der Brustkorb
aufgeschnitten. Bei der Priparation der Podozyten wurde zunéchst das Fell am Riicken
entfernt und die Nieren iiber Schnitte rechts und links der Wirbelsdule zugénglich ge-
macht. Die freiliegenden Organe wurden mit der Pinzette gegriffen und mit einer Schere
abgetrennt. Je nach Verwendungszweck der Organe wurden diese dann in Isolierlésung
(Abschnitt 4.1.5.19) oder das entsprechende Zellkulturmedium gegeben und weiter bear-
beitet.
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4.3 Zellkultur

4.3.1 Isolation
4.3.1.1 lIsolation von embryonalen Fibroblasten

Eine tréchtige Maus wurde am 14. Schwangerschaftstag durch Genickbruch getdtet, fi-
xiert, mit 70 % Ethanol desinfiziert und der Bauchraum eréffnet. Der deutlich sichtbare
Uterus mit bis zu 10 Embryonen wurde herausgetrennt und in Isolierlésung (Abschnitt
4.1.5.19) gegeben. Die Embryonen waren hier als kugelférmige Verdickungen zu erkennen.
Diese wurden aufgeschnitten und die Hiille um den Embryo mit Pinzetten geoffnet. Mit
einer Schere wurde der zu diesem Zeitpunkt teilweise schon knécherne Schidel und auch
die Leber entfernt. Der Rest wurde in 10 mL des entsprechenden Mediums (Tabelle
4.14) auf eine 100 mm Petrischale gegeben und durch mehrmalige Spritzenpassage mit
einer Kaniile mit dem Durchmesser 21 "gauge" homogenisiert. Die Zellen wurden in den
COg-Inkubator gestellt und bereits nach 24 h konnten Gewebereste durch mehrmaliges
Waschen mit PBS entfernt werden.

4.3.1.2 lIsolation von Podozyten

Die Podozytenisolierung wurde nach einer bereits publizierten Methode durchgefiihrt
[82]. Es wurden acht 10 Tage alte Mausjunge desselben Genotyps durch eine Uberdosis an
Isofluran getdtet und mit 70 % Ethanol desinfiziert. Uber einen Schnitt im Riicken wurde
das Fell zum Kopf und den Hinterldufen gezogen und dann das Tier bauchlings fixiert.
Durch Schnitte rechts und links der Wirbelsdule wurden die Nieren herausprépariert
und in eine 50 mL Zentrifugenrdhre mit 37°C warmen Isolationsmedium gegeben. Un-
ter der Zellkultur Werkbank wurden die Nieren mit dem Isolationsmedium nun in das
oberste und grébste Sieb eines aufgestellten Siebturms mit den Maschengrdéfen 100 pm,
75 um, 50 pm und 36 pm geschiittet. Zuvor wurden alle Siebe mit Beschichtungsmedi-
um getrankt. Mit dem Stempel einer 20 mL Spritze wurden die Nieren auf dem Sieb
homogeniesiert. Das oberste Sieb wurde mit 100 mL Isolationsmedium gespiilt und die
auf dem Sieb verbliebenen Gewebereste verworfen. Anschliefend wurde das zweite und
dritte Sieb ebenfalls mit 100 mL Isolationsmedium gespiilt. Das unterste Sieb wurde nun
kopfiiber in eine 150 mm Petrischale gestellt und die darauf liegenden Zellen wiederum
mit 100 mL Isolationsmedium in die Schale iiberfiihrt. Die Zellsuspension wurde in 50 mL
Zentrifugenrohren dberfiihrt und 5 min bei 1200 rpm pelletiert. Das tiberstehende Me-
dium wurde entfernt, die beiden Zellsedimente in insgesamt 15 mL Podozytenmedium

Tabelle 4.14) aufeenommen und in eine 75 cm? Gewebekulturflasche zur Kultivierun
g g
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gegeben. Der erste Medienwechsel erfolgte nach 2 Tagen, Zellen waren in der Regel erst

nach 4 Tagen deutlich zu erkennen.

Isolationsmedium
Ham’s F12 mit 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin

Beschichtungsmedium
1:1 Isolationsmedium : FCS

4.3.2 Kultivierung der Zellen

Alle Zelltypen wurden in einem COs-Inkubator bei 37°C und 5 % CO4 kultiviert. HEK293-
Zellen und Fibroblasten wurden alle drei Tage 1:4 gesplittet, Podozyten nur bei Bedarf.
Dazu wurden sie zunfichst mit 5,0 mL. PBS gewaschen. Anschliefend wurden 2,5 mL
Trypsin zugegeben, 3 min inkubiert und die Trypsinaktivitdt mit 7,5 mL Medium, wel-
ches 10 % FCS enthielt, abgestoppt. Die Zellen wurden durch auf- und abpipettieren
abgelost, bei 1.200 rpm abzentrifugiert und in 10 mL Medium (Tabelle 4.14) aufgenom-

mern.

4.3.3 Zelllinien und N3hrmedien

Die Medien in der Zellkultur wurden von PAA (Célbe) bezogen; FCS, Trypsin, Peni-
cillin/Streptomycin und PBS von Invitrogen und andere Zusitze von Sigma-Aldrich.

Normocin wird von Invivogen hergestellt.

‘ Zelllinie Herkunft ‘ Nédhrmedium ‘
HEK293 Humane embryonale DMEM High Glucose, 5 % FCS,
Nierenzellen 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml
Streptomycin
Podozyten Primére murine Zellen aus Ham'‘s F12 mit stabilem Glutamin,
der Niere 10 % FCS, 100 pg/mL Normocin,

100 U/ml Penicillin, 100 yg/ml
Streptomycin, 5 pg/mLTransferrin,
5 ng/mL Natriumselenite, 5 ng/mL
Insulin, 100 nM Hydrocortison
MEF Primére murine embryonale DMEM High Glucose, 10 % FCS,
Fibroplasten 100 pg/mL Normocin

Tabelle 4.14: Zelllinien und Ndhrmedien
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4.3.4 Transfektionen

Es gibt diverse Mdoglichkeiten, um Plasmide in Zellen einzufithren. Welche Methode an-
gewendet wird, hingt sowohl vom Zelltyp als auch von der Verwendung der transfizierten
Zelle ab. HEK293-Zellen sind leicht z. B. mit der lipophilen Polymerldsung TransIT-LT1
zu transfizieren. Primire Podozyten dagegen sind duferst schwer zu transfizieren. Des-
halb wurden hier diverse Methoden ausgetestet. Vor allem Elektroporation ist eine sehr
effektive Methode, bei der durch elektrische Pulse kleine Locher in der Zellwand entste-
hen, durch die dann das Plasmid gelangen kann. Allerdings werden bei dieser Methode
die Zellen so stark beschidigt, dass bis zu 50 % absterben. Eine weitere Methode um

DNA in Zellen einzubringen, ist die Infektion mit Lentiviren.

Transfektion mit TransIT-LT1

In einer 6-Loch Platte wurden je 100.000 HEK293-Zellen in 2,5 mL Medium (Tabelle
4.14) pro Loch ausgesit und 24 h bei 37°C und 5 % COg inkubiert. In einem 1,5 mL
Reaktionsgefifs wurden 250 pL. Earls MEM Zellkulturmedium, serumfrei, vorgelegt, es
wurden 1,5 pg Plasmid-DNA zugegeben, gemischt und 5 min inkubiert. Dann wurden
4,5 pL TransIT-LT1 Transfektionsreagens (3 pL TransIT-LT1 pro ng DNA) zugegeben
und 20 min inkubiert. Darauthin wurde der Ansatz unter Schwenken auf die Zellen ge-
geben und 24 h inkubiert.

Transfektion mit Lipofectamine™ 2000

Es wurden zwei Reaktonsgefifse mit je 250 pl. Optimem Medium vorbereitet. In das
Erste wurde 1 pg Plasmid-DNA gegeben, in das Zweite 2,5 pl. Lipofectamine. Nach
5 min Inkubation wurden beide Ansétze vereint und nach weiteren 20 min bei RT unter

Schwenken auf die Zellen gegeben. Nach 6 h erfolgte ein Medienwechsel.

Transfektion mit Lonza-Elektroporation

Der Nucleofector von Lonza ist ein Gerdt zur Elektroporation. Es gibt verschiedene
Méglichkeiten, um Zellen zu elektroporieren. Der Nucleofector arbeitet mit einer Reak-
tionskiivette und zellspezifischen Spezialpuffern.

Es wurden 1.000.000 trypsinierte Zellen in 100 pL. der Speziallésung fiir Epithelzellen
mit 3 pg Plasmid DNA vereint und in eine Kiivette gegeben. Diese wurde dann in den
Nucleofector gestellt und das Programm T-020 gewdhlt. Anschlieffend wurden die Zellen
in dem entsprechenden Vollmedium (Tabelle 4.14) aufgenommen und auf eine 30 mm

Zellschale gegeben.
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Transfektion mit NEON-Elektroporation

Das NEON Gerit von Invitrogen arbeitet auch mit Elektroporation, jedoch erfolgt die
Reaktion hier in einer Art Pipettenspitze. Dadurch soll die Transfektion bei geringerer
Zelltoxizitét effizienter sein.

Es wurden 50.000 trypsinierte Zellen in 10 pl. Spezialpuffer aufgenommen und 0.5 pg
Plasmid DNA zugefiigt. Die Losung wurde mit der Spezialpipette aufgenommen und in
das Gerit gestellt. Hier wurde nun Spannung, Pulsldnge und Pulsanzahl eingestellt. An-
schliefend wurden die Zellen in ein Loch einer 24-Loch-Platte in 0,5 mL antibiotikafreies
Vollmedium (Tabelle 4.14) gegeben.

Transfektion mit Lentiviren

Primére Zellen wurden 50 % konfluent auf eine 35 mm Petrischale in 2 mL Medium
ausgesit. In einem S2-Labor wurde 1 mL Medium entfernt und durch 1 mL serumfrei-
es Medium ersetzt, in welchem 2 pL, Polybren und 5 pL. G5A-Viren enthalten waren.
Die MOI (multiplicity of infection) betriigt bei beiden Viren 1 x 107 infektitse Partikel
pro Milliliter. Polybren (1,5-Dimethyl-1,5-diazaundecamethylen polymethobromid)ist ein

Polymer, welches die Virusaufnahme erleichtert. Nach 8 h erfolgte ein Medienwechsel.

4.3.5 Kryokonservierung von kultivierten Zellen

Zellen konnen {iber mehrere Jahre konserviert werden, wenn sie in fllissigem Stickstoff
gelagert werden. Fiir den Einfrierprozess muss hierbei Dimetylsulfoxid (DMSO) als eine
Art Frostschutzmittel zugefiigt werden, damit die Zellen durch Bildung von Eiskristallen
nicht platzen.

Eine zu 50 % konfluente 100 mm Zellkulturschale mit Zellen wurde mit PBS gewaschen
und die Zellen mit 2,5 mL Trypsin abgelost. Die Trypsinisierung wurde mit 7,5 mL
Medium (Abschnitt 4.14) abgestoppt. Die Zellen wurden in ein 15 mI Reaktionsgefaf
gegeben und bei 1.200 rpm 5 min abzentrifugiert. Die abzentrifugierten Zellen wurden mit
Medium im halben Endvolumen aufgenommen, zu dem darauthin das gleiche Volumen
Einfriermedium (Medium mit 20 % DMSO) pipettiert wurde. Die Suspension wurde in ein
Einfrierr6hrchen gegeben. Das Gefif wurde in einen auf 37°C vorgewdrmten Einfriertank
mit Isopropanol gestellt, bei -80°C eingefroren und nach einem Tag in fliissigen Stickstoff
iiberfiihrt.
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4.4 Proteinchemische Methoden

4.4.1 Herstellung von Proteinlysaten

Zur Herstellung von Proteinlysaten wurden mit Plasmiden transfizierte HEK293-Zellen
einer 6-Lochplatte verwendet. Die Zellen wurden zunéchst mit 1 mlL PBS gewaschen
und mit 150 pL eisgekiihltem PBS mit Protease-Inhibitoren (Protease Inhibitor Tab von
Roche) (1 Tab pro 50 mL PBS) versetzt. Mit einem Zellschaber wurden die Zellen dann
abgelost und in ein 1,5 mL Reaktionsgefif {iberfithrt. Zu dem Zelllysat wurde das gleiche
Volumen Laemmli-Puffer gegeben. Genomische DNA wurde mit einem Ultraschallstab
zerstort. Zur Denaturierung (Auflosung der Sekundér- und Tertidrstruktur des Proteins)
wurden die Proben 10 min bei 90°C erhitzt.

2-fach Laemmli (Ladepuffer fiir Proteinelektrophorese)

Fiir den zweifach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf 100 mL aufgefiillt und bei -20°C aufbewahrt. Zum Gebrauch
wurde er dann entsprechend verdiinnt bzw. die entspechende Menge zu den Proteinen

gegeben.
25 mL 4-fach Tris/SDS Puffer pH 6,8 (Abschnitt 4.1.5.3)

20 mL Glycerin [20 %]

2 mL B-Mercaptoethanol |2 %]
4¢ SDS (Natriumlaurylsulfat) {140 mM, 4 %)]
1 mg Bromphenolblau

4.4.2 Konzentrationsbestimmung von Proteinen

Die Konzentration von Proteinen kann mithilfe des Bradford-Assays bestimmt werden.
Der Farbstoff Serva Blue G bildet mit Proteinen einen stabilen Komplex mit einem Ab-
sorptionsmaximum bei 595 nm. Die Menge des gebildeten Komplexes kann photometrisch
gegen einen Standard bestimmt werden, der Anstieg der Absoption ist dabei linear zur
Proteinmenge. Dieser Assay eignet sich fiir die Proteingehaltbestimmung in Zelllysaten
oder dhnlichem, natiirlich in farblosem Puffer. Die Proben wurden wie folgt vorbereitet,
der Leerwert wurde bei dem Gerét als Blank eingestellt, iiber den Standard erfolgte die

Berechnung der Probenkonzentration mittels Dreisatz.
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1. Leerwert: 98 pnl. Wasser + 2 pl. Lysatpuffer (1 x)
2. Standard: 98 pLL Wasser + 2 pLL BSA (2 mg/mL) (3 x)
3. Probe: 98 ul. Wasser + 2 pL. Probe (3 x)

Zu diesen Proben wurden dann jeweils 1,5 mL Bradfordlésung gegeben, geschiittelt und

nach 5 min vermessen.

BradfordlGsung
2,5 mg Serva Blue G wurden in 2.5 mL Ethanol gelést, 5 mL Ortho-Phosphorsiure
zugegeben und mit Wasser auf 50 mL aufgefiillt.

4.4.3 Oberflichenbiotinylierung

Durch eine Oberflichenbiotinylierung kann iiberpriift werden, welche Proteine an der
Oberfliche der Zelle lokalisiert sind. Wenn zu intakten Zellen der N-Hydroxysulfosuccin-
imidester (Sulfo-NHS) des Biotins gegeben wird, koppeln diese Molekiile an die Amino-
gruppen von Proteinen, die in der Zellmembran liegen. Nach Lysieren der Zelle werden die
Biotingruppen an Neutravidin gebunden, das kovalent an zentrifugierbare Agarosekugeln
gekoppelt ist. Durch Zentrifugation der Agarosekugeln gelingt somit die spezifische Iso-
lation von Proteinen, die in der dufkeren Zellmembran der Zelle lokalisiert sind (siehe
Abbildung 4.1 und 4.2).
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Abbildung 4.1: Reaktion der Oberflichenbiotinylierung.

Es wurden 1.000.000 Zellen auf eine 100 mm Zellkulturschale ausgeséit, die zuvor mit
Poly-Lysin beschichtet worden war. Nach 24 h wurden die Zellen zweimal mit 4°C kal-
tem PBS-CM (siehe unten) gewaschen. Dann wurde 1 mI, EZ-Link Sulfo NHS Biotin
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NH2 + Biotinreagenz —— //—Biotin

//—Biotin + Neutravidin—{ Agarose | —
/ —Biotin—Neutravidin— Agarose

Abbildung 4.2: Methode der Oberfléchenbiotinylierung.

(1,5 mg/mL in PBS) auf die Zellen gegeben und diese eine Stunde bei 4°C auf dem
Schiittler inkubiert. Das Reagenz wurde entfernt, die Zellen zweimal mit 10 mL PBS-BSA
(siehe unten) und zweimal mit 10 mL PBS-CM gewaschen, um Uberreste des Reagenz
zu inaktivieren. Es wurde 1 mL RIPA-Puffer (siehe unten) zugegeben und 1 h bei 4°C
geschiittelt. Die Zellen wurden homogenisiert, in ein 1,5 mL Reaktionsgefafs iiberfiihrt,
150 pL Neutravidin-Agarose zugegeben und iiber Nacht bei 4°C geschiittelt. Die Probe
wurde 2 min bei 2.000 rpm zentrifugiert und das Pellet fiinfmal mit RIPA-Puffer ge-
waschen. Da die Probe anschliefend mittels SDS-Page weiter bearbeitet werden sollte,
wurden die sedimentierten Proteine in 60 plb Laemmli-Puffer resuspendiert und 10 min
auf 90°C erhitzt.

PBS-CM (Phosphate Buffered Saline mit Calcium und Magnesium)
PBS (Abschnitt 4.1.5.1) wurde mit 1 mM MgCLy und 0,5 mM CaCly versetzt.

PBS-BSA (Phosphate Buffered Saline mit Bovine serum albumine)
PBS (Abschnitt 4.1.5.1) wurde mit 0,1 % BSA versetzt.

RIPA-Puffer ( RIPA = Radioimmunoprecipitation assay)

Fiir den Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen und mit dest. HoO auf
200 mL aufgefiillt. Direkt vor dem Gebrauch wurde noch pro 10 mL ein Protease Inhibitor
Complete Tab Mini zugegeben.

20 mL 500 mM Tris HCL, pH 7,5 [50 mM]
40 mL 1 M NaCl [200 mM]
2 mL Triton x-100 |1 %)]

0,5¢g DOC (Desoxicholat) [0,25 %]
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20mL 10 mM EDTA [1 mM]

20mL 10 mM EGTA [1 mM]

4.4.4 Koimmunprazipitation

Zur Untersuchung von Protein-Protein-Interaktionen in Zellen wurde eine sog. Koimmun-
préizipitation durchgefiihrt. Hierbei werden Zellen zunéchst lysiert, um dann ein Protein
mit Hilfe eines Erstantikorpers zu isolieren. An den Fc-Teil dieses Antikorpers binden nun
zentrifugierbare Protein A-Sepharose-Kiigelchen. Durch die Zentrifugation der Sepharo-
sekiigelchen wird unter nicht-denaturierenden Bedingungen nicht nur das vom Antikérper
erkannte Protein, sondern auch seine Interaktionspartner sedimentiert. Dieses Prézipitat
wird dann mittels “Western Blot” analysiert.

Es wurde eine 100 mm Zellkulturschale mit Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Dann
wurden 2 mL Lysepuffer zugegeben und 30 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden
durch Auf- und Abpipettieren homogenisiert, in ein 2 mL Reaktionsgefif iiberfiihrt und
2 min bei 4°C und 14.000 x g abzentrifugiert, um iibrige Zellwandbestandteile zu entfer-
nen. In einem frischen Reaktionsgefif wurden zum Uberstand 1 pL Antikérper zugegeben
und 2 h inkubiert. Anschliefend wurden 30 pL. Protein A-Sepharose zugegeben und iiber
Nacht bei 4°C inkubiert. Am néchsten Tag wurde der Ansatz 3 min lang bei 4°C und bei
5.500 x g zentrifugiert. Die abzentrifugierten Proteine wurden dreimal in 1 mL Lysepuffer
gewaschen, in 40 pL. Laemmlipuffer (Abschnitt 4.1.5.5) resuspendiert, 10 min auf 90°C

erhitzt und im “Western Blot” weiter analysiert.

Lysepuffer

Fiir den Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen und mit dest. HoO auf
500 mIL aufgefiillt. Direkt vor dem Gebrauch wurde noch pro 50 mL ein Protease Inhibitor
Complete Tab zugegeben.

15,0 mL 5 M Natriumchlorid (NaCl) [150,0 mM]|
5,0 mL Nonidet P40

25¢g DOC (Desoxicholat) [0,5 %]

50mL 10 % SDS [3,5 mM, 0,1 %]

50mL 500 mM EDTA [5,0 mM]

10,0 mL 1 M Tris HCI, pH: 8,3 [20,0 mM|
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4.4.5 SDS-Page (Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel
electrophoresis)

“Sodium dodecylsulfate polyacrylamide gel electrophoresis” ist eine Methode, bei welcher
Proteine mittels Elektrophorese auf einem Gel aus Acrylamid der Gréfse nach aufge-
trennt werden. Das SDS iiberdeckt hierbei die Eigenladung der Proteine. Somit sind
diese gleichmifig negativ geladen und wandern zum Pluspol der Elektrophorese. Kleine
Proteine konnen schneller das Polymernetz durchlaufen und sind somit weiter unten im
Gel zu finden als grofke Molekiile.

Die Elektrophoresekammer (Firma Hoefer) wurde nach Anleitung zusammengesetzt.
Es wurden pro Kammer 10 mL Trenngelmischung mit 90 pL. 10 % APS (Ammoniumper-
sulfat) und 45 pL TEMED (Tetramethylethylendiamin) versetzt und zwischen die Glas-
platten bis 1,5 cm unter den Rand gegossen. Das Trenngel wurde vorsichtig mit 1 mL
Isopropanol iiberschichtet und eine Stunde inkubiert. Das Isopropanol wurde entfernt.
Nun wurde pro Kammer 5 mL Sammelgelmischung mit 45 pI. 10 % APS und 22,5 uL. TE-
MED versetzt und diese iiber das Trenngel geschichtet, es wurde ein Probenkamm in das
Sammelgel geschoben und dieses zwei Stunden aushérten gelassen. Anschliefend wurde
die Gelkammer in den Puffertank gestellt, diese mit einem Liter Laufpuffer befiillt und
der Kamm vorsichtig aus dem Gel gezogen. Von den Proteinproben wurden jeweils 20 pL
in eine der entstandenen Taschen mittels einer Hamilton Spritze eingebracht. Der Tank
wurde an eine Stromquelle mit 13 mA Stromstirke pro Kammer angeschlossen. Nach
etwa zwei Stunden waren die Proben aufgetrennt. Das Gel konnte nun weiter bearbeitet

werden.

Trenngelmischung (10 %)
20 mL Acrylamid (30 %)
15 mL Trispuffer pH 8,8 (Abschnitt 4.1.5.4)

25 mL dest. HoO

Sammelgelmischung
20 mL Acrylamid (30 %)
25 mL Trispuffer pH 6,8 (Abschnitt 4.1.5.3)

55 mL dest. H,O
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10-fach Laufpuffer
Fiir den zehnfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf einen Liter aufgefillt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend

verdiinnt.
302 g Tris Base [250 mM]|
1440 ¢ Glycin [1,920 M]

10,0 g SDS (Natriumlaurylsulfat) [35 mM, 1 %]

4.4.6 Elektrotransfer von Proteinen auf eine Membran

Nach einer “SDS-Page” konnen die Proteine von dem Acrylamidgel auf eine Nitrozellu-
losemembran oder eine PVDF-Membran iibertragen werden. Auf diesen haften Proteine
sehr gut und kénnen dort mit Antikérpern spezifisch nachgewiesen werden. Dazu muss
wiederum ein elektrisches Feld angelegt werden, wodurch die negativ geladenen Proteine
in Richtung des Pluspols und damit auf die Membran wandern.

Das Gel mit den aufgetrennten Proteinen aus der “SDS-Page” wurde auf eine mit
Transferpuffer befeuchtete Membran gelegt, bei einer PVDF-Membran wurde diese zu-
vor kurz in Methanol aktiviert, dann wurde auf jede Seite ein Whatman Papier und
ein Schwimmchen aufgelegt. Das ganze wurde in die “Wet-Blot” Kammer (Firma Bio-
rad) nach Anleitung eingebaut und der Tank mit einem Liter Transferpuffer befiillt. Der
Tank wurde an einen Power Supply angeschlossen und mit 13 mA pro Blot tiber Nacht

inkubiert.

10-fach Transferpuffer
Fiir den zehnfach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen
und mit dest. HoO auf einen Liter aufgefiillt. Zum Gebrauch wurde er dann entsprechend

verdiinnt und dabei 20 % Methanol zugegeben.
302 ¢g Tris Base [250 mM]
1440 g Glycin [1,920 M|

20¢g SDS (Natriumlaurylsulfat) [7 mM, 0,2 %]
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4.4.7 "Western Blot”

Bei der “Western Blot” Methode werden die Proteine, welche vorher duch eine “SDS-
Page” aufgetrennt und anschlieffend auf eine Membran transferiert wurden, durch spezifi-
sche Antikérper erkannt. Hierzu werden Antikérper benotigt, welche méglichst spezifisch
an bestimmte Proteine binden, sogenannte Erstantikérper. An diese wiederum binden
Peroxidase-gekoppelte Zweitantikdrper, welche gegen den Erstantikorper gerichtet sind.
Die gekoppelte Peroxidase sorgt fiir die Auslosung einer Chemolumineszenzreaktion, die
auf einem Rontgenfilm detektiert werden kann.

Die mit Proteinen beladene Membran wurde eine Stunde in 10 % Roti-Block (Firma
Roth) inkubiert, um unspezifische Bindungsstellen abzuséittigen. Anschliefend wurden
10 mL Erstantikorperlosung (Abschnitt 4.1.6.1) in der entsprechenden Verdiinnung auf
die Membran gegeben und zwei Stunden inkubiert. Die Losung kann bei 4°C aufbewahrt
und wiederverwendet werden. Die Membran wurde erst dreimal 10 s, dann drei mal
10 min mit PBST (Abschnitt 4.1.5.2) gewaschen, dann wurden 10 mL Zweitantikorper-
losung (Abschnitt 4.1.6.2) auf die Membran gegeben und zwei Stunden inkubiert. Die
Membran wurde wie zuvor gewaschen, anschliefend einmal 10 min mit PBS (Abschnitt
4.1.5.1) um das TWEEN zu entfernen. Die Membran wurde mit 500 pL. SuperSignal Pi-
co/Femto Substrate (Firma Thermo Scientific) benetzt, mit einer Klarsichtfolie bedeckt
und ein Rontgenfilm aufgelegt, der 10 s bis mehrere Stunden belichtet wurde. Der Film
wurde in 20 % Entwicklerlosung (Firma TETENAL AG) entwickelt, anschliefend ge-
stoppt und fixiert. Auf dem Film sind nun an den Stellen Banden sichtbar, an denen der
Erstantikorper das Protein auf der Membran erkannt hat. Alternativ zu dem Réntgenfilm

wurde eine digitale Aufnahme mit dem Chemismart gemacht.

Stopplésung
Fiir die Stopplosung wurde Essigsiaure auf 2 % mit dest. HoO verdiinnt.

Fixierer
Fiir den Fixierer wurden die folgenden Chemikalien eingewogen und mit dest. IO auf
2 L aufgefiillt. Die Lagerung erfolgte bei RT.

625 g Natriumthiosulfat Pentahydrat (NagS203 x 5 Hy0) 1,26 M|

49 g Kaliummetabisulfit (K2S205) (0,11 M|
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4.5 Molekularbiologische Methoden

4.5.1 RNA Isolierung aus Zellen

Bei der Isolierung von RNA muss verhindert werden, dass diese von RNasen zerstort
wird. Da RNasen fast tiberall anzutreffen sind, wurde hierbei ausschlieflich mit Hand-
schuhen und mit Pipettenspitzen und Reaktionsgefdfen aus frisch gedffneten Beuteln
gearbeitet. Die Isolierung erfolgte aus Mauszellen entweder mit Trifast oder mit einem
Kit von Invitec. Trifast besteht aus Phenol und Guanidinisothiocyanat. So kénnen sowohl
Zellen lysiert als auch RNasen und andere Enzyme inaktiviert werden. Durch Mischen
mit Chloroform und anschliefsende Zentrifugation bilden sich drei Phasen, eine wéssrige,
in welcher die RNA enthalten ist, eine Interphase mit der DNA und eine organische Phase
mit den Proteinen. In der wissrigen Phase kann die RNA dann mit Isopropanol gefallt
werden. Das Invitec-Kit besteht aus mehreren Siulen, wobei zunéchst die DNA abge-
trennt, anschlieffend die RNA gebunden, mehrfach gewaschen und zum Schluss eluiert

wurde.

Aufreinigung mit Trifast

Es wurde eine 100 mm Zellkulturschale mit konfluenten Zellen einmal mit PBS (Ab-
schnitt 4.1.5.1) gewaschen, 1 mL Trifast zugegeben, 1 min inkubiert, die Zellen mit einem
Zellschaber geltst und in ein 2 mL Reaktionsgefdfs iiberfiihrt. Nach 5 min bei RT wurden
200 pL Chloroform zugefiigt, geschiittelt und 10 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifu-
giert. Zu der oberen, wissrigen Phase wurden in einem frischen Reaktionsgefafs 500 pL
Isopropanol gegeben, 10 min bei RT inkubiert, 10 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifu-
giert und die sedimentierte RNA mit 70 % Ethanol gewaschen. Anschlieflend wurde das
Pellet an der Luft getrocknet, in 50 pl. DEPC-Wasser aufgenommen, 15 min auf 65°C
erhitzt und bei -20°C aufbewahrt.

DEPC-Wasser

Diethylpyrocarbonat (Diethyldicarbonat, DEPC) dient der Inaktivierung von RNasen.
Daher kann Wasser zur Aufbereitung von RNA mit Hilfe von DEPC RNase-frei gemacht
werden. 1 mLL DEPC wurde in 1 I dest. HyO gel6st und {iber Nacht geriihrt. Zur Inak-
tivierung des toxischen DEPC wurde die Losung dann noch bei 120°C autoklaviert.

4.5.2 Erststrangsynthese

Um die Expressionsrate der mRNA in Zellen festzustellen, muss die zuvor isolierte RNA

in “complementary DNA” (¢cDNA) umgeschrieben werden. Dies geschieht mittles PCR
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(Polymerase Chain Reaction) mit dem Enzym “reverse Transkriptase” und einem Oligo-
nukleotidgemisch (Random Hexamer Primer) mit sechs zuféllig angeordneten Basen, mit
dem fast tiberall eine Bindung an die RNA moglich ist. “Reverse transkriptase” ist eine
RNA abhéngige DNA-Polymerase, welche vom gebundenen Oligonukleotid ausgehend
die RNA durch Anfiigen von Nucleotiden, den dNTPs, in ¢cDNA kopiert.

Hier wurde das RevertAid H Minus First Strand ¢cDNA Synthesis Kit von Fermentas
verwendet. Es wurden 11 pLL RNA (0,1 pg/pL) und 1 pL Random Hexamer Primer in der
PCR-Maschine 5 min lang auf 65°C erhitzt. Auf Eis wurden dann 4 pl. Reaktionspuffer
(5x), 2 pL ANTP (10 mM), 1 nL. RNase Inhibitor und 1 pL. Reverse Transkriptase zu-
gegeben und die reverse Transkription (RT) gestartet (5 min 25°C, 60 min 42°C, 10 min
70°C). Die Proben wurden bei -80°C gelagert.

4.5.3 Quantitative RT(Reverse-Transcriptase)-PCR

Die quantitative Real-Time-PCR beruht auf dem Prinzip der herkémmlichen RT-PCR
[83, 84| und bietet zusétzlich die Moglichkeit einer indirekten RNA-Quantifizierung [85].
Sie ermoglicht eine Aussage iiber die relative Expressionsstirke eines beliebigen Gens

im Bezug auf ein stabil exprimiertes Gen, ein sog. “house keeping gene”, in diesem Fall
BAktin. Ein Zyklus einer PCR-Reaktion besteht aus drei Phasen:

1. Denaturierung: bei 94°C schmelzen die Doppelstringe auf, die DNA liegt einzel-

strangig vor

2. Anlagerung der Oligonukleotide: bei 55°C lagern sich die Oligonukleotide an kom-

plementére Sequenzen des Vorlagestrangs an

3. Elongation: bei 72°C synthetisiert die Taqg-Polymerase vom Oligonukleotid als Star-
ter ausgehend einen neuen DNA-Einzelstrang komplementir zum Vorlagestrang, so

dass am Ende wieder doppelstringige DNA vorliegt.

Die Menge der vorhandenen DNA nach jedem Zyklus kann ermittelt werden, indem man
am Ende der Elongation die Fluoreszenz des DNA-interkalierenden Farbstoffs SYBR-
Green bei 530 nm bestimmt, der durch Licht einer Wellenlédnge von 494 nm angeregt wird.
SYBR-Green lagert sich in die kleine Furche doppelstréngiger DNA ein und kann nur in
dieser Konformation fluoreszieren. Wenn die Menge des Produkts einen gewissen, zuvor
definierten, Schwellenwert iiberschritten hat, wird dieser Zyklus als CT-Wert (Threshold
Cycle = "Schwellenwert-Zyklus”) bezeichnet. Hier ist so viel Produkt vorhanden, dass die

Fluoreszenz deutlich {iber der Hintergrundfluoreszenz liegt. Im Idealfall wird die Menge
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an DNA bei jedem Zyklus verdoppelt; es ist moglich, die DNA-Menge in Bezug auf ein
stabil exprimiertes Haushaltsgen zu berechnen (Gleichung 4.1 und 4.2).

Die folgenden Reagenzien wurden auf einer speziellen 96-Loch-Platte vereint, diese
dann verschlossen, 3 min bei 2.000 rpm abzentrifugiert um sicherzustellen, dass die Fliis-
sigkeit auf dem Boden des Gefékes ist und schlieblich die Platte in den Light Cycler
gestellt.

5 pL ABsolute SYBR Green qPCR Master Mix (2X)
2 nL cDNA aus Erststrangsynthese 1:10 verdiinnt

1 uL RNA- und DNA-freies Wasser

1L Oligonukleotid “sense” 10 pmol/pL

1 pL Oligonukleotid “antisense” 10 pmol/pL

Bei jeder Messreihe wurde jede cDNA zusétzlich einmal mit SAktin-Oligonukleotid zur
Quantifizierung und jedes Oligonukleotid einmal mit Wasser anstelle der cDNA als Ne-
gativkontrolle gemessen.

Es wurden 45 Zyklen gemessen und die erhaltenen Werte wurden mit Hilfe von Micro-

soft Excel ausgewertet. Dazu wurden die folgenden Rechenoperationen durchgefiihrt:

CT(BActinOligo) — CT(Oligol) = delta CT (4.1)

2deltaCT 100 = X (4.2)

X entspricht der relativen Expressionsrate in Prozent der Expression des "house keep-
ing gene" BActin.

Anschlieftend wurden die Proben noch zusétzlich auf ein Agarosegel aufgetragen. Auch

dort konnte man erkennen, in welchen Proben DNA in groferer Menge entstanden war.

4.5.4 Ligation

Mit Hilfe einer Ligation kann ein Fragment in ein Plasmid kloniert werden. Voraussetzung
fiir eine erfolgreiche Ligation ist, dass die Vektor- und Fragmentenden kompatibel sind,
also mit Restriktionsenzymen mit d&hnlichen Erkennungsstellen geschnitten wurden.

Es wurden folgende Reagenzien zusammengegeben und 15 h bei 16°C inkubiert.

0,5l 20 mM ATP [1 mM|
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1 uL Ligase Puffer
1 nL T4 DNA Ligase
2 pL Vektor DNA

5,5 nL Insert DNA

Als Kontrollreaktion wurde anstelle der Fragment-DNA Wasser verwendet oder auch die
Ligase weggelassen. Anschliefend wurde die Ligation in kompetente Bakterien transfor-

miert, vermehrt (Abschnitte 4.5.8, 4.5.9) und die entstandenen Plasmide untersucht.

4.5.5 Mutagenese

Mit einer Mutagenese ist es moglich, eine Mutation in ein vorhandenes Plasmid einzu-
fiihren. Es werden DNA-Basen ausgetauscht, damit wiahrend der Proteintranslation ent-
sprechend andere Aminosiuren eingebaut werden kénnen. Hierzu miissen Oligonukleotide
erstellt werden, welche in der Mitte die Mutation enthalten und rechts und links davon
jeweils 20 Basen der Ausgangssequenz, diese jeweils als Vorwirts- und Riickwértsoligonu-
kleotid. Zunéchst wird dann eine PCR gemacht, anschliefsend in einem Restriktionsverdau
das Ausgangsplasmid mit dem Enzym Dpnl zerstort, das nur an Erkennnungsstellen mit
methylierten Basen, wie sie durch Amplifikation in Bakterien entstehen, spaltet [78]. Die
DNA wird nun in Bakterien transformiert und auf einer Agarplatte vermehrt. Aus den
Bakterien kann dann das mutierte Plasmid geerntet werden.

Eine PCR wurde mit folgenden Bestandteilen angesetzt, der Puffer und die Polymerase
sind von Finnzymes, die Oligonukleotide fiir die Mutation des TRPC6-Plasmides sind in
Abschnitt 4.1.8.3 aufgefiihrt.

10 pL HF Puffer

5 pL Ausgangsplasmid (1 ng/pL)

1 pL Vorwértsoligonukleotid (10 pmol/pL)
1 pL Riickwirtsoligonukleotid(10 pmol/pL)
1L dNTPs

31 pL HQO
1 nL Phusion Polymerase

Das Temperaturprofil wurde wie folgt gewihlt:
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95°C 30s

Start Zyklus, 12 Wiederholungen

95°C 30s
55°C 1 min
68°C 1 min pro kb Plasmid

Ende Zyklus
4°C 5 min

Zu der so erhaltenen DNA wurde nun 1 ul. des Restriktionsenzyms Dpnl zugegeben und
der Ansatz eine Stunde bei 37°C verdaut. Anschliellend wurde eine Transformation in
kompetente Bakterien (Abschnitt 4.5.8) vorgenommen und die gewiinschte DNA isoliert
(Abschnitt 4.5.9).

4.5.6 Herstellung von Agarplatten

Es wurden 7,5 g Agar mit LB-Medium (Abschnitt 4.1.5.16) auf 500 mL aufgefiillt und
autoklaviert. Nach Abkiihlen auf unter 60°C wurden 50 mg Ampicillin [100 pg/mL| zu-
gegeben und der Agar auf 100 mm Petrischalen aufgeteilt (10 mL pro Schale). Nach dem
Aushérten wurden die Platten bei 4°C gelagert.

4.5.7 Herstellung kompetenter Bakterien

Unter dem Einfluss einer niedrigen Wachstumstemperatur und einer Behandlung mit
Manganchlorid und Calciumchlorid wird bei E.coli Bakterien eine pordse Zellwand indu-
ziert. Dadurch werden die Bakterien in die Lage versetzt, freie DNA aus dem Medium
aufnehmen zu kénnen [Inoue et al. [86]].

Eine Kolonie des E.coli Bakterienstammes DH5a wurde zunidchst von einer LB-Agar-
Platte in 250 ml SOB Medium (Abschnitt 4.1.5.9) gegeben und bei 17°C bis zu einer
ODggo nm von 0,6 vermehrt. Danach wurden die Zellen fiir 10 min auf Eis gestellt, be-
vor sie bei 2.100 x g fiir 10 min und bei 4°C abzentrifugiert wurden. Die sedimentierten
Zellen wurden in 80 ml eiskaltem Transformationspuffer (siehe unten) resuspendiert und
10 min bei 4°C inkubiert. Die Zellen wurden nochmal abzentrifugiert, in 20 ml Transfor-
mationspuffer mit 7 % DMSO aufgenommen, 50 pl Aliquots hergestellt und in fliissigem
Stickstoff schockgefroren. Die Lagerung erfolgte bei -80°C.

o7



4 Material und Methoden

Transformationspuffer
Fiir den Puffer wurden zunichst die Chemikalien eingewogen, dann in 1 I dest. HyO

gelost. Die Lagerung erfolgte in Aliquots von 50 mL bei -20°C.
10 mL 1 M Hepes [10 mM]|
15 mL 1 M CaCly [15 mM]
250 mL 1 M KC1 [250 mM]

55 mL 1 M MnCly |55 mM]

4.5.8 Transformation von Plasmid-DNA in kompetente Bakterien

Plasmide konnen vervielfiltigt werden, indem sie in kompetente Bakterien eingebracht
werden und dann in den Bakterien vermehrt werden. Um zu verhindern, dass sich auch
Bakterien ohne DNA vermehren, wird auf dem Plasmid ein Gen fiir eine Ampicillin-
Resistenz codiert, so dass die Bakterien ohne Plasmid nicht wachsen kénnen.

Es wurde ein 50 pl. Aliquot kompetenter Bakterien auf Eis aufgetaut, Plasmid-DNA
oder ein Ligationsansatz dazugegeben und die Zellen 30 min auf Eis inkubiert. Anschlie-
Kend wurden die Bakterien fiir 30 s auf 42°C erhitzt und auf einer Agarplatte verteilt,
welche Ampicillin enthielt. Die Platten wurden {iber Nacht im Brutschrank bei 37°C in-
kubiert. Am néchsten Tag hatten sich mehrere Kolonien gebildet, die das gewiinschte

Plasmid exprimierten.

4.5.9 lIsolation von Plasmid-DNA aus Bakterien

Im Allgemeinen wird bei dem Aufreinigen von Plasmid-DNA aus Bakterien immer in
gleicher Weise verfahren; je nach der benétigten Menge wurden dafiir unterschiedliche

“Kits” verwendet.

1. Die gewachsenen Bakterienkolonien werden mit Hilfe einer Pipettenspitze von der
Agarplatte geerntet und in LB-Medium (Abschnitt 4.1.5.16) mit Ampicillin (100 png/
mL) iiber Nacht bei 37°C kultiviert. Am né#chsten Tag werden die Bakterien ab-

zentrifugiert und in Resuspensionspuffer aufgenommen.

2. Die Bakterien werden mit Natronlauge und SDS lysiert, wodurch die DNA in Lo-
sung geht. Ubrige Zellbestandteile werden durch Zentrifugation abgetrennt,

3. Die DNA wird mit Isopropanol gefiillt, sedimentiert, mit Ethanol gewaschen und

in Wasser resuspendiert.
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Es wurden sowohl Minipriparationen mit einem Volumen von 2,5 mL als auch Midi-
priaparationen mit einem Volumen von 250 mL nach Anleitung der verschiedenen Kits
durchgefiihrt. Bei der Midipriparation wurde noch eine Vorkultur angesetzt; dazu wur-
den die geernteten Kolonien fiir 45 min bei 37°C in 10 mL antibiotikafreies Medium
(Abschnitt 4.1.5.16) gegeben. Mit der Vorkultur wurde dann die 250 mIL LB-Medium

mit Antibiotikum angeimpft.

4.5.10 Konzentrations- und Reinheitsbestimmung von DNA

Nukleinsédurekonzentrationen wurden durch UV-Messung in einer Quarzkiivette oder mit
dem Nano Photometer von Implen bei einer Wellenldnge von 260 nm bestimmt. Die opti-
sche Dichte der Losung bei 260 nm (ODag) ist direkt proportional zu ihrem Nukleinséure-
gehalt. Fiir doppelstrangige DNA gilt: ODggo x Verdiinnung x 50 = DNA-Gehalt [ug/mL|
Um die Reinheit von Nukleinsdurepriaparationen zu bestimmen, wurde der Quotient aus
ODgg0/ODagq ermittelt. Ist der Quotient kleiner als 1,8, deutet dies auf Verunreinigungen

der Priaparation mit Proteinen hin.

4.5.11 Sequenzierung

Sequenzierungen erfolgten von 0,6 ug geléster DNA kommerziell bei Seqlab AG, Gé&ttin-
gen. Dazu wurden 0,6 uyg DNA und 0,2 pmol des jeweiligen Starternukleotids mit dest.
Ho0O auf 7 yl aufgefiillt.

4.5.12 DNA-Verdau mit Restriktionsendonukleasen

Restriktionsendonukleasen schneiden spezifische DNA-Sequenzen, so dass DNA Frag-
mente definierter Linge entstehen. Die Enzyme kénnen zur analytischen Kontrolle re-
kombinanter Plasmide oder zum préparativen Verdau groferer Mengen DNA verwendet
werden.

Fiir einen analytischen Verdau wurden folgende Reagenzien in ein 1.5 mL Reaktions-
gefafs gegeben und eine Stunde bei 37°C inkubiert; anschlieftend wurden die Proben auf

einem Agarosegel (Abschnitt 4.5.13) aufgetrennt und sichtbar gemacht.
0,6 ng Plasmid-DNA

2,0 uL. Puffer, 10fach konzentriert (laut Herstellerangaben)

0,6 pL Enzym

0,2 pL RNase A (5 mg/mL) [10pg/mL|
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aufgefiillt auf 20 pL mit dest. 1150.

4.5.13 DNA-Auftrennung mittels Elektrophorese

Nukleinsduren kénnen unter nativen Bedingungen aufgrund der negativ geladenen Phos-
phatgruppen entsprechend ihrer Molekiilgrofe in einer Agarosegelmatrix elektrophore-
tisch aufgetrennt werden [87]. Unter Verwendung des interkalierenden Farbstoffs Ethidi-
umbromid und von UV-Licht angeregt, werden doppelstringige Nukleinsdurefragmente
sichtbar gemacht.

Agarose wurde durch Erhitzen in TAE-Puffer gelost (1-2 %ige Gele, je nach Gro-
ke des zu erwartenden DNA-Fragmentes), mit 10 pl. Ethidiumbromid Stammlésung
(10 mg/mL) versetzt und in eine entsprechende Elektrophorese-Gelkammer gegossen. Bei
analytischen Gelen wurden die DNA-Proben (5-10 yl der PCR oder des Endonuklease-
verdaus) mit 1/6 Volumen 6x DNA-Probenpuffer (Firma Fermentas) versetzt und zusam-
men mit einem DNA-Langenstandard (Firma Fermentas) in dem ausgekiihlten Agarose-
gel bei 0,5-1 V/cm in TAE-Puffer aufgetrennt. Die DNA wurde unter UV-Beleuchtung

(Wellenléinge 254 nm) sichtbar gemacht und das Ergebnis auf einem Foto dokumentiert.

50-fach Tris-Acetat-EDTA-Puffer (TAE-Puffer)

Tris-Acetat-EDTA-Puffer wird fiir die Agarosegelelektrophorese eingesetzt, wobei er als
Elektrolyt dient. Fiir den 50-fach konzentrierten Puffer wurden die folgenden Chemikalien
eingewogen und mit dest. HoO auf 1 L aufgefiillt.

2420 g Trisbase [2,000 M|
57,1 mL  konz. Essigsdure [1,000 M|

372g  EDTA [127 mM]

4.6 Spezielle Messmethoden und Versuche

4.6.1 Mikroskopische Analyse der Zellmigration

Zellmigration kann auf verschiedene Arten quantifiziert werden. Weit verbreitet ist der
so genannte Scratch-Assay. Hierbei wird aus einer Zellschicht ein Bereich frei gekratzt,
der Zustand dokumentiert und nach einigen Stunden erneut iiberpriift.

Es wurden 200.000 Zellen in einer Zellschale mit 35 mm Durchmesser in Vollmedium
(Abschnitt 4.14) ausgesit und dort 24 h inkubiert. Mit einer 20 nL. Pipettenspitze wurde

ein etwa 1 cm langer und 1 mm breiter Kratzer in die dichte Zellschicht gemacht, dessen
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Ende an eine zuvor mit Filzstift vorgenommene Markierung grenzte. Unter einem Licht-
mikroskop wurden die Zellen fotografiert und daraufhin wieder inkubiert. Nach einigen
Stunden wurden die Zellen an der selben Stelle abermals fotografiert. Die so erhaltenen

Bilder konnten anschliekend am Computer ausgewertet werden.

4.6.2 Wundheilung-Test mit Hilfe des "electrical cell impedance sensor"
Systems

Wie zuvor bei dem Migrationsassay wird auch beim Wundheilungsassay quantifiziert,
wie schnell eine Zellschicht eine zugefiigte Wunde schlieffen kann. Im Gegensatz zum
Scratch-Assay wird die Wunde hier nicht mechanisch, sondern durch einen starken Strom
an den Elektroden eines ECIS Gerétes (siche [88]) gesetzt. Durch diesen werden Zellen,
die auf den ECIS-Elektroden liegen, entfernt. Dadurch sinkt zuerst der Widerstand. An-
schliefend kann dann beobachtet werden, wie der Widerstand durch das Schliefen der
Zellwunde durch Proliferation oder Migration der Zellen wieder ansteigt.

Zellen wurden auf den ECIS-Elektroden wie in der Betriebsanleitung beschrieben aus-
gesit. Nach 24 h Inkubation wurde die Spezialsoftware zur Durchfiihrung eines Wund-
heilungsassay aufgerufen. Die erhaltenen Daten wurden in Excel konvertiert und dort

ausgewertet.

4.6.3 Messung der intrazelluliren Ca?*- lonen Konzentration mittels
Calcium Imaging

Der veresterte Farbstoff Fura-2-AM (Fura-2-acetoxymethylester) gelangt aufgrund seiner
Lipophilie leicht durch die Membran ins Zellinnere. Durch intrazelluldre Esterspaltung
durch Esterasen wird er hydrophil und kann nicht mehr in den Extrazellularraum zu-
riickdiffundieren. Das Exzitationsmaximum des Ca?"-heladenen Fura-2 befindet sich bei
340 nm, wihrend es fiir das calciumionenfreie Fura-2 bei 380 nm liegt. Vdllig calciumu-
nabhéngig ist eine Exzitationswellenliange von 360 nm (isosbestischer Punkt).
Vereinfacht ldsst sich sagen, dass der Quotient der gemessenen Fluoreszenz bei An-
regung bei 340 nm und bei 380 nm ein Mak fiir die absolute intrazelludre Calciumio-
nenkonzentration ([Ca?"];) unabhiingig von der Beladungseffizienz der Zelle durch den
Calciumindikator Fura-2 ist. Moderne Calciumimaging-Systeme sind dabei in der Lage,
innerhalb von Millisekunden fast simultan mehrere Wellenldngen zu messen. Eine Zel-
le wird mit dem Ca®*-empfindlichen Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 beladen und durch ein
Mikroskop beobachtet. Das Licht einer Hg-Dampflampe ist mittels eines Lichtleiters in
das Mikroskop eingekoppelt. Aus dem Spektrum des Lampenlichts wird mit einem An-
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Abbildung 4.3: Isosbestischer Punkt der Fluoreszenz von Fura-2 (Abbildung nach [89]).

regungsfilter eine Wellenldnge herausgefiltert, die zur Fluoreszenzanregung geeignet ist
(340 nm, 360 nm und 380 nm bei Fura-2). Ein dichroischer Spiegel reflektiert das Anre-
gungslicht durch das Objektiv zur Zelle. Dadurch werden die Farbstoffmolekiile angeregt
und es kommt zur Emission von Fluoreszenzlicht. Das langerwellige Fluoreszenzlicht (ca.
510 nm) kann den dichroischen Spiegel durchdringen und wird durch den Emissionsfil-
ter auf ein enges Wellenldingenband (510 - 530 nm) eingeschrankt. Das Emissionslicht
fillt in eine Kamera, die ein Bild der fluoreszierenden Zelle an den Rechner iibermittelt,
wo das Bild weiterverarbeitet wird. Bei der digitalen Bildverarbeitung wird jedem Wert
der intrazelluliren Ca?’-Konzentration eine Farbe zugeordnet. Niedrige Konzentrationen
werden mit "kalten" Farben (blau, griin), hohere mit "warmen" Farbténen (gelb, rot)
dargestellt. Diese Falschfarbendarstellung erleichtert die optische Wahrnehmung kleiner

Unterschiede im Messsignal.

4.6.3.1 Vorbereitungen

1. In einer 6-Loch Platte wurden Zellen in 2 mL des entsprechenden Mediums (Tabelle
4.14) auf Glasplattchen ausgeséit und 24 h inkubiert.

2. Je nach Zelltyp wurden diese mit einem Plasmid transfiziert und weitere 48 h

inkubiert.

3. Herstellen des Messpuffers.

HBSS-Puffer (HBSS = Hank ’s balanced salt solution)
Fiir den Puffer wurden die folgenden Chemikalien, bis auf Glukose, Calciumchlorid
oder EGTA, eingewogen und mit dest. HoO auf 1 L aufgefiillt. Der pH-Wert wurde auf
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Abbildung 4.4: Spaltung von Fura-2-AM zu Fura-2

7,4 eingestellt. Die Lagerung erfolgte bei RT. Vor der Verwendung wurde noch Glukose
und je nach Anwendung 2,2 mM Calciumchlorid oder EGTA als Calciumionenchelator

fiir eine Ca’T freie extrazellulire Losung zugefiigt.
28,0 mL 5,0 M NaCl [140 mM]|

2,0 mL 2,5 M KCI1 [5 mM]|

1,0 mL 1,0 M MgCly [1 mM]

10,0 mL 1,0 M Hepes [10 mM]|

4.5 mL 20 % Glukose [5 mM]

4.6.3.2 Beladen der Zellen

Das Nahrmedium wurde von den Zellen entfernt und diese dreimal mit HBSS gewaschen.
Dann wurde 1 mg Fura-2-AM (ca. 1000 g/mol) in 200 pl DMSO geldst. Die entstandene
5 mM Losung wurde je nach Empfindlichkeit der Kamera 1:1000 bis 1:10.000 in HBSS
mit 0,1 % BSA verdiinnt auf die Zellen gegeben. Diese wurden 30 min bei RT unter
Lichtausschluss inkubiert. Anschliefend wurde die Lésung durch Puffer ersetzt, um ein

Uberladen der Zellen zu verhindern.
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4.6.3.3 Messen der Zellen

Die Glasplattchen mit den Zellen wurden in die Messapparatur eingespannt und sofort
mit 400 pL. Puffer bedeckt.

Rezeptoraktivierung durch Agonisten in Anwesenheit von Ca?*

Zu einem definierten Zeitpunkt wurde der Puffer mit dem Agonisten vorsichtig zu den
Zellen pipettiert.

Wenn die Zellen durch den Agonisten mit einer Kanaloffnung reagieren, steigt die
intrazellulire Ca?*-Konzentration, wodurch das Fura-2 bei 340 nm stiirker fluoresziert.
Der Quotient aus 340 nm /380 nm gibt dann den Calciumanstieg unabhéngig von der
Menge des aufgenommenen Fura-2 an.

Es wurden folgende Agonisten in unterschiedlichen Konzentrationen verwendet: An-
giotensin II, Carbachol, OAG.

Mangan-Quench

TRPC-Kanile lassen auch andere Ionen als Ca?*, z. B. Mn?", permeieren. Wihrend
durch Ca®*-Ionen die Fura-2 Emission durch Exzitation bei 360 nm nicht veréindert wird
(isosbestischer Punkt), wird durch Mn?" die Fura-2-Emission vermindert ("quenching'").
In diesem Versuch werden nur Mn?"-Ionen, die von auken durch gedffnete TRPC-Kaniile
stromen, quantifiziert. Ein eventueller TRPC-unabhingiger Ca?*-Ausstrom aus den in-
ternen Speichern wird nicht beriicksichtigt.

Der Versuchsablauf war wie folgt:
1. 500 pL. HBSS-Puffer mit 2,2 mM Calciumchlorid.
2. 500 pL. HBSS-Puffer mit 2,2 mM Calciumchlorid und 4 mM Manganchlorid [2 mM].

3. 500 pL HBSS-Puffer mit 2,2 mM Calciumchlorid, 2 mM Manganchlorid [2 mM]|
und 300 uM Carbachol [100 pM].

Im Gegensatz zur direkten Messung wird hier kein Quotient genommen. Je stérker die
Fluoreszenzemission nach Exzitation bei 360 nm abnimmt, desto mehr Ionen sind von

auken in die Zelle eingestromt.

4.6.4 Immunhistologische Zellfarbung der Podozyten

Mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops kénnen verschiedene Zellbestandteile sichtbar ge-
macht werden. Fluoreszenz-gekoppelte Antikérper kdnnen beispielsweise an Proteine bin-

den und diese dadurch spezifisch markieren. 4’,6-Diamidino-2-phenylindol (DAPI) lagert

64



4 Material und Methoden

sich in die DNA ein und fluoresziert bei Anregung mit ultraviolettem Licht (358 nm) und
im sichtbaren Bereich (461 nm). Es kann also verwendet werden, um die Zellkerne blau
anzufarben. Podozyten konnen spezifisch mit einem Podocin-Antikérper angefarbt wer-
den. Als Zweitantikorper kann ein FITC (Fluoresceinisothiocynat)-Antikorper verwendet
werden. Dieser hat sein Absorptionsmaximum bei 485 nm und emittiert bei 514 nm, so
dass eine Fluoreszenz im griinen Wellenlangenbereich detektiert werden kann.

Es wurden 100.000 Zellen pro Loch einer 6-Loch Platte, in welche zuvor je ein Glas-
pléattchen gegeben worden war, ausgesiat und iiber Nacht inkubiert. Nach dem Waschen
mit PBS (Abschnitt 4.1.5.1) wurde je 1 mL -20°C kaltes Methanol auf die Zellen gegeben
und fiir 5 min bei -20°C inkubiert, um die Zellen auf dem Glaspléttchen zu fixieren. An-
schliefend wurde 1 mL PBS mit 1 % BSA und 0,3 % Triton X-100 fiir eine Stunde bei
37°C zugegeben, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und die Zellen zu per-
meabilisieren. 0,5 mL PBS mit 1 % BSA und dem ersten Antikorper (Podocin-Antikérper
10 pg/pL) wurden fiir zwei Stunden bei 37°C auf die Zellen gegeben, anschliefend dreimal
mit PBS gewaschen, dann 0,5 mL PBS mit 1 % BSA, 3,1 pL. des zweiten Antikorpers
und 2,5 pL DAPI (DAPI-Gebrauchslésung [5 ng/mL]|, FITC anti rabbit 1:160) zugefiigt
und ebenfalls fiir zwei Stunden bei 37°C, aber unter Lichtausschluss, inkubiert.

Es wurde ein Objekttrager mit Einbettmedium vorbereitet (DAKO mounting medi-
um), auf den das Glaspldattchen mit der Zellseite nach unten aufgelegt wurde. Zuletzt
wurde das Glasplattchen mit Nagellack am Objekttrager fixiert. Die Zellen wurden dann

unter dem Mikroskop untersucht.

DAPI-Gebrauchslésung

Es wurde zunéchst eine Stammlésung von 50 pg DAPI (47,6-Diamidino-2-phenylindol)
pro Milliliter Methanol hergestellt. 1 mL Stammldsung wurde dann in 24,5 mL. Methanol
und 24,5 mL PBS gelost. Die Stammlosung wurde bei -20°C gelagert, die Gebrauchslo-
sung bei 4°C. Diese wurde 1:200 eingesetzt.

4.6.5 Phalloidin-Farbung

Das Strukturprotein des Zytoskeletts Aktin kann mit einem Toxin des griinen Knol-
lenblatterpilzes (amanita phalloides), welches an ein Fluoreszenzmolekiil gekoppelt ist,
gefarbt werden. Der Ablauf ist wie bei einer Antikérperfirbung.

Es wurden 100.000 Zellen pro Loch einer 6-Loch Platte, in welche zuvor je ein Glas-
pléattchen gegeben worden war, ausgesiat und iiber Nacht inkubiert. Nach dem Waschen
mit PBS (Abschnitt 4.1.5.1) wurde je 1 mL -20°C kaltes Methanol auf die Zellen gegeben

und fiir 5 min bei -20°C inkubiert, um die Zellen auf dem Glasplittchen zu fixieren.
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Anschliefend wurde 1 mL PBS mit 1 % BSA und 0,3 % Triton X-100 fiir eine Stunde
bei 37°C zugegeben, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und die Zellen zu
permeabilisieren. 0,5 mL PBS mit 1 % BSA und 2,5 pL. Phalloidin-TRITC (100 pg/mL)
(Tetramethylrhodamin B Isothiocyanat) wurden fiir 20 min bei RT unter Lichtausschluss
auf die Zellen gegeben, anschliefend dreimal mit PBS gewaschen, dann 0,5 mL. PBS mit
1 % BSA und 2,5 pL. DAPI (DAPI-Gebrauchslésung |5 ng/mL]) zugefiigt und fiir 10 min
bei RT inkubiert.

Abschliefsend wurden die Zellen wieder dreimal mit PBS gewaschen. Es wurde ein
Objekttrager mit Einbettmedium vorbereitet (DAKO mounting medium), auf den das
Glasplattchen mit der Zellseite nach unten aufgelegt wurde. Zuletzt wurde das Glasplétt-
chen mit Nagellack am Objekttriger fixiert. Die Zellen wurden dann unter dem Mikroskop

untersucht.

4.6.6 Apoptose-Untersuchungen

Es gibt verschiedene Arten des Zelltods. Hauptséchlich kénnen zwei Arten unterschieden
werden, die Apoptose und die Nekrose. Die Nekrose ist der passive Zelltod, die Zelle
schwillt an, platzt, wodurch auch benachbarte Zellen mit zugrunde gehen kénnen. Die
Apoptose dagegen ist aktiv und wird als programmierter Zelltod bezeichnet. Die Zelle
fiihrt diesen Prozess selbst durch, schrumpft und baut die DNA ab. Eine hierbei beteiligte
Enzymgruppe sind die Caspasen. Bei der Apoptose wird auferdem ein bestimmtes
Protein, das Phosphatidylserin, auf die Aufsenseite der Zelle verlagert. Um nun her-
auszufinden, ob eine Zelle in Apoptose geht, kénnen entweder die Caspasen oder das
Phosphatidylserin nachgewiesen werden. Ausléser kénnen Faktoren auberhalb oder in-
nerhalb der Zelle sein. Man nennt dies den extrinsischen bzw. intrinsischen Weg. Beim
extrinsischen Weg binden beispielsweise Zytokine an einen der sog. Todesrezeptoren der
Zelle. Dieser kann dann die Signalkaskade auslésen, die zum Tod der Zelle fiithrt. Beim
intringischen Weg wird zum Beispiel durch Schidigung der DNA der Transkriptionsfaktor

p53 freigesetzt, was ebenfalls zu einer entsprechenden Signaltransduktion fiihrt.

4.6.6.1 Quantifizierung von Apoptoseraten mit Hilfe des TUNEL-Assays

Wihrend der Apoptose von Zellen kommt es zu Strangbriichen in der DNA. An den
Bruchstellen entstehen freie OH-Gruppen. Das Enzym Tdt (= terminale desoxyribonu-
kleotidyl transferase) ist in der Lage, Nukleotide an diese Stellen anzufiigen. Mit einem
speziellen Kit werden Uracile angefiigt, welche einen Alkinrest haben. Dieser kann an-

schliekend in einer Klick-Reaktion mit einem fluoreszenzmarkierten Azid gekoppelt wer-
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den. Unter einem Fluoreszenzmikroskop kénnen apoptotische Zellen dann durch ihre griin
leuchtende DNA im Zellkern identifiziert werden.

Es wurden 100.000 Zellen pro Loch einer 6-Loch Platte, in welche zuvor je ein Glas-
plattchen gegeben worden war, ausgesiat und iiber Nacht inkubiert. Nach dem Waschen
mit PBS (Abschnitt 4.1.5.1) wurde je 1 mL -20°C kaltes Methanol auf die Zellen gegeben
und fiir 5 min bei -20°C inkubiert, um die Zellen auf dem Glasplittchen zu fixieren.
Anschlieend wurde 1 mL PBS mit 1 % BSA und 0.3 % Triton X-100 fiir eine Stunde
bei 37°C zugegeben, um unspezifische Bindungsstellen zu blockieren und die Zellen zu
permeabilisieren. Die Zellen wurden zweimal mit dest. Wasser gewaschen.

In der darauffolgenden Tdt-Reaktion wurden die Zellen zundchst mit 100 pL "Tdt
raction buffer” fiir 10 min bei RT equilibriert. Dann wurde eine Mischung aus 94 pL
Puffer mit 2 pl. der Nukleotide "EAUTP” und 4 pL des Enzyms "Tdt” zugegeben und die
Mischung fiir 60 min bei 37°C inkubiert. Die Reaktion wurde beendet durch Zugabe von
zweimal 3 % BSA in PBS fiir jeweils 2 min.

Fiir die Klick-Reaktion wurden nun 97,5 pLL "Click-iT reaction buffer” mit 2,5 pL ”Click-
iT buffer additive” zugefiigt. Der Ansatz wurde 30 min bei RT unter Lichtausschluss
inkubiert und anschliefend wurden die Zellen fiir 5 min in 3 % BSA in PBS gewaschen.

Fiir eine Kernfirbung wurden 100 pL. Hoechst 33342 (10pg/mL) in PBS zu den Zellen
gegeben und weitere 15 min bei RT unter Lichtausschluf$ inkubiert.

Abschlieffend wurden die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Es wurde ein Objekt-
triger mit Einbettmedium vorbereitet (DAKO mounting medium), auf den das Glas-
plattchen mit der Zellseite nach unten aufgelegt wurde. Zuletzt wurde das Glaspléttchen
mit Nagellack am Objekttréger fixiert. Die Zellen wurden dann unter dem Mikroskop

untersucht.

4.6.6.2 Apoptose-Untersuchung durch Annexin-Farbung

Der Nachweis der Apoptose in der Zelle mittels Annexin wird dhnlich wie eine immun-
histologische Zellfarbung durchgefiihrt. Allerdings wird hier das extrazelluldr in der Plas-
mamembran eingebaute Phosphatidylserin durch ein fluoreszenzgekoppeltes Annexin de-
tektiert. Normalerweise ist Phosphatidylserin an der Innenseite der Plasmamembran der
Zelle lokalisiert. Doch nach Auslésung einer Apoptose wandert es an die Aufsenseite.
Das fluoreszenzgekoppelte Annexin kann die intakte Zellwand nicht durchdringen, daher
werden nur Zellen geférbt, bei denen entweder das Phosphatidylserin an der Auflenseite
der Zellwand lokalisiert ist oder die, deren Zellwand defekt ist, die also nekrotisch sind.
Um diese Zellen unterscheiden zu koénnen, wird mit Propidiumiodid gegengefarbt. Pro-
pidiumiodid (Cg7H34I12Ny) interkaliert in die DNA, kann jedoch nur die Zellwand von
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perforierten, toten Zellen durchdringen und firbt so die DNA nekrotischer Zellen an.
Es wurden 100.000 Zellen pro Loch einer 6-Loch Platte, in welche zuvor je ein Glas-
plattchen gegeben worden war, in dem entsprechenden Nahrmedium (Tabelle 4.14) aus-
gesit und iiber Nacht inkubiert. Nach zweimaligem Waschen mit PBS (Abschnitt 4.1.5.1)
wurden 500 pL. Annexin-Puffer mit 25 pL. Alexa Fluor® 488 annexin V und 5 pL Pro-
pidiumiodid (100 pg/mL) auf die Zellen gegeben und 15 min inkubiert. Es wurde ein
Objekttrager mit Einbettmedium vorbereitet (DAKO mounting medium), auf den das
Glasplattchen mit der Zellseite nach unten aufgelegt wurde. Zuletzt wurde das Glasp-
lattchen mit Nagellack am Objekttriger fixiert. Die Zellen wurden dann unter dem Mi-
kroskop untersucht. Zellen, an die das Annexin gebunden war, emmitierten bei 530 nm

und leuchteten dann griin, Zellkerne nekrotischer Zellen leuchteten bei 575 nmn rot.

4.6.6.3 Bestimmung der Apoptoseeigenschaften von Zellen mit CaspaseGlow

Das CaspaseGlo 3/7 Substrat von Promega wird spezifisch durch eben diese Caspasen
gespalten. Hierbei entsteht Luciferin, welches durch eine im Assay enthaltene Luciferase
ein Lumineszenzsignal abgibt [90].

Es wurden 10.000 Zellen pro Loch einer 96-Loch Platte ausgesdt und 24 h inkubiert.
Dann wurde das Medium entfernt und eine Mischung aus 50 pL. Vollmedium (Tabelle
4.14) mit 50 pL des Substrats zu den Zellen pipettiert. Als Leerwert wurden in ein leeres
Loch ebenfalls 100 pL. dieser Losung gegeben. Die Zellen wurden 60 min bei 37°C und

5 % COg inkubiert und dann in einem Analysegeréit fiir Fluoreszenz vermessen.

4.6.7 Messung der Zellviabilitit mit dem WST (water soluble
tetrazolium)-Assay

Bei diesem Assay wird das WST-1(— water soluble tetrazolium) Substrat durch Prozesse
an der Zelloberfliche NADPH-abhéngig gespalten. Das hierbei entstehende Formazan
ist rot und kann photometrisch bestimmt werden. Die gemessene Absorption ist direkt
abhéngig von der Anzahl der metabolisch aktiven Zellen und damit ein Marker fiir die
Zellviabilitdt [91].

Es wurden 10.000 Zellen pro Loch einer 96-Loch Platte ausgesét und 24 h inkubiert.
Dann wurde das Medium entfernt und 50 pL Vollmedium (Tabelle 4.14) mit 10 % WST-
1 Reagenz von Roche zu den Zellen pipettiert. Als Leerwert wurden in ein leeres Loch
ebenfalls 50 pL dieser Losung gegeben. Die Zellen wurden 85 min bei 37°C und 5 % CO»
inkubiert, weitere 5 min bei RT, dann wurden die Zellen in einem Plattenphotometer bei

450 nm vermessen.
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4.6.8 Inhibition der Rho-Proteine mit spezifischen Toxinen

Mit bestimmten Toxinen ist es méglich Rho-Proteine zu inhibieren. Die Toxine wurden
von einer anderen Arbeitsgruppe zur Verfiigung gestellt, weshalb fiir die Konstruktion
und Produktion der Toxine auf deren Verdffentlichung verwiesen wird [92, 93|. Das Sys-
tem besteht aus zwei Komponenten, zum einen C2I1a, zum anderen C2IN-C3. C2I1a stellt
eine proteolytisch aktivierte Untereinheit des C2II dar. Es bildet heptamere Strukturen,
welche an die Rezeptoren binden konnen [93]|. C2IN-C3 ist das Toxin, welches in der Lage
ist, die kleinen GTP-bindenden Rho-Proteine durch ADP-Ribosylierung zu hemmen [92].
Letztlich ist es also notwendig beide Komponenten zu komplexieren, um eine Hemmung
der Rho A, B und C-Proteine zu erreichen.

Primére Podozyten wurden in 6-Loch Platten auf Glaspléttchen ausgesit (100.000 Zel-
len/Loch) und 24 h kultiviert. Das Medium wurde entfernt und durch 2 mL Medium mit
200 ng/mL C2IN-C3 und 100 ng/mL C2IIa ersetzt. Nach 3 h Inkubation wurden die

Zellen im Calcium-Imaging vermessen (siehe Abschnitt 4.6.3 und [92]).

4.6.9 Inhibition der Gg12/13-Proteine mit Hilfe von spezifischen shRNAs

Es ist moglich, mit Hilfe von small hairpin RNAs (shRNAs) gezielt die Translation be-
stimmter Proteine zu inhibieren. Die shRNAs kénnen mit verschiedenen Transfektionsme-
thoden in die Zielzellen eingebracht werden. Hier wurde die sehr effektive Virusinfektion
gewihlt. Die verwendeten shRNAs wurden bereits von Dr. Hermann Kalwa etabliert und
in rekombinante Viren eingebracht [94].

Die fertigen Viren mit zum einen der Kontroll-shRNA, zum anderen den Ggio/13-
shRNAs wurden von der Arbeitsgruppe Aigner zur Verfiigung gestellt.

Die Infektion der Zellen erfolgte wie in Abschnitt 4.3.4 beschrieben. Die Zellen wurden

anschliefend im Mangan-Quench vermessen (siehe Abschnitt 4.6.3).

4.6.10 Klonierung des mTRPC1

Es sollte ein Plasmid erstellt werden, welches die ¢cDNA-Sequenz des murinen TRPC1
enthélt. Dazu muss zundchst Gesamt-RNA gewonnen werden, in der die entsprechende
mRNA enthalten ist, diese kann dann in ¢cDNA umgeschrieben werden. Es gibt ver-
schiedene Méglichkeiten, wie RNA in ¢cDNA umgeschrieben werden kann. Wenn mittels
Real-Time-PCR der RNA-Gehalt bestimmter Gene bestimmt werden soll, muss das Oli-
gonukleotid zufillig irgendwo binden, wie es beim Random Hexamer Oligonukleotid der
Fall ist. Wenn jedoch ein moglichst langer Strang gebildet werden soll, muss das Oli-

gonukleotid an den Poly-Adenosin-Schwanz der mRNA binden. Deshalb wird hier ein
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Oligomer mit 18 Thymidin Basen (Oligo dT18) verwendet. Da die Sequenz sehr lang ist
und nicht in einem PCR-Zyklus vervielfiltigt werden kann, miissen anhand der bekann-
ten Sequenz weitere Oligonukleotide fiir den Einsatz weiterer PCR-Reaktionen syntheti-
siert werden. Um die Sequenz mdoglichst fehlerfrei zu erhalten, wird hier eine Polymerase
mit hoher Genauigkeit (sog. proof-reading Aktivitdt) in der PCR verwendet, z. B. die
Phusion Polymerase von Finnzymes. Mit dem TOPO TA Cloning Kit von Invitrogen ist
es moglich eine beliebige DNA-Sequenz in einen Vektor einzubringen. Hierfiir muss die
DNA-Sequenz allerdings Poly-Adenosin-Uberhiinge haben, die durch eine weitere kurze
PCR mit Tag-Polymerase angefiigt werden kénnen. Anschlieffend ist die DNA-Sequenz
in einem Vektor, in dem sie als Plasmid in Bakterien vermehrt werden kann. Falls sie in
mehreren Teilen amplifiziert worden ist, kann sie dann durch Restriktionsverdaue und
anschliekende Ligation zusammengefiigt werden.

Aus einer Wildtyp Maus wurde das Gehirn entnommen und in 1 mL Trifast homogeni-
siert. Die RNA wurde wie zuvor beschrieben isoliert (Abschnitt 4.5.1) und mit Oligo dT18
in cDNA umgeschrieben (Abschnitt 4.5.2). Anschlieffend wurden zwei PCR-Reaktionen
durchgefiihrt, die eine fiir den Start der kodierenden Sequenz mit einer speziellen Re-
striktionsschnittstelle am Ende, die andere mit eben dieser Restriktionsschnittstelle am
Anfang und mit dem Ende der kodierenden Sequenz am Schluss (Oligonukleotide in
Abschnitt 4.1.8.4).

Der Pipettieransatz war der Folgende:
5 nL HFE Puffer
0,5 uL dNTPs (10 mM)

1,25 uL. Vorwirtsoligonukleotid (10 pmol/pL) (mTRPC1 START oder mTRPC1 for-
ward BstEII)

1,25 nL. Riickwirtsoligonukleotid(10 pmol/pL) (mTRPC1 reverse BstEIT oder mTRPC1
STOP)

15,75 nL.  HyO

1 uL cDNA; auf 1/10 verdiinnt

0,25 pL Phusion Polymerase

Das Temperaturprofil wurde wie folgt gewahlt:

98°C 5 min
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Start Zyklus, 41 Wiederholungen

98°C 30 s
57°C 1 min
72°C 2.5 min

Ende Zyklus
72°C 10 min
4°C 5 min

Anschliefend wurden der blunt end DNA Poly-Adenosin-Uberhiinge angefiigt. Hierfiir
wurden zu dem PCR-Produkt 0,5 pl. Tag-Polymerase und 0,5 pl. ANTPs gegeben und
der Ansatz 30 min bei 72°C inkubiert. Kleine Fragmente und Tag-Polymerase konnten
entfernt werden, indem die Proben iiber ein 1 % Agarose Gel mit 10 pL. Ethidiumbromid
Stammlosung (10 mg/mL) aufgetrennt und die entsprechende Bande ausgeschnitten wur-
de. Die DNA wurde dann {iber das Glasmilchreinigungskit von Quiagen nach Anleitung
aus dem Gel extrahiert. Die amplifizierten DNA-Fragmente wurden mit dem TOPO-TA
Cloning Kit von Invitrogen in den Vektor einkloniert, indem 2 pl. DNA, 0,5 ul. Salt
Solution und 0,5 pl. Vektor zusammengegeben und 15 min bei RT inkubiert wurden. Die
Klonieransitze wurden in kompetenten Bakterien vermehrt (Abschnitte 4.5.8, 4.5.9).
Anschliefsend konnten die beiden Fragmente von mTRPCI1 {iber die BstEIT Schnittstelle,
durch den Restriktionsverdau mit BstEIl und Notl und anschliefender Ligation (Ab-
schnitt 4.5.4) zusammengesetzt werden. Das entstandene Plasmid enthélt die kodierende
Sequenz 472-2901 des mTRPC1 im pcDNA3-1-V5-His-TOPO-Vektor. y

4.6.11 Fusion der mTRPC1 mRNA mit der codierenden Region eines
Hamagglutinin-Epitops

Die zuvor in Abschnitt 4.6.10 klonierte mTRPC1-cDNA wurde mit der codierenden Re-
gion des Hémagglutinin (HA)-Epitops fusioniert. Das verwendete synthetisierte Oligo-
nukleotid enthielt die HA-Sequenz, so dass diese wihrend einer PCR-Reaktion mit dem
spezifischen Oligonukleotid in die mMTRPC1-Sequenz eingefiigt werden konnte. Anschlie-
fend wurde die Sequenz wieder aus zwei Teilen zusammengesetzt.

Der Pipettieransatz war der Folgende:

5 nL HF Puffer
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05uL  dNTPs (10 mM)

1,25 nl. Vorwiértsoligonukleotid (10 pmol/pL) (mTRPC1 472-HA-490 oder mTRPC1
forward BstEII)

1,25 pL Riickwértsoligonukleotid(10 pmol/pL) (mTRPC1 reverse BstEIT oder mTRPC1
2901-HA-2883 revcom)

15,75 n.  H,0

1 pL mTRPC1 im TOPO-Vektor, 1 ng/pL
0,25 pL Phusion Polymerase

Das Temperaturprofil wurde wie folgt gewihlt:
98°C 5 min

Start Zyklus, 41 Wiederholungen

98°C 30 s
57°C 1 min
72°C 2,5 min

Ende Zyklus
72°C 10 min
4°C 5 min

Anschliekend wurden den sog. blunt end DNA Enden Poly-Adenosin-Uberhiinge ange-
fiigt. Hierfiir wurde zu dem PCR-Produkt 0,5 pL. Tag-Polymerase und 0,5 pL dNT-
Ps gegeben und der Ansatz 30 min bei 72°C inkubiert. Kleine Fragmente und Tag-
Polymerase konnten entfernt werden, indem die Proben iiber ein 1 % Agarose Gel mit
10 pL Ethidiumbromid Stammlésung (10 mg/mL) aufgetrennt und die entsprechende
Bande ausgeschnitten wurden. Die DNA wurde dann iiber das Glasmilchreinigungskit
von Qiagen nach Anleitung aus dem Gel extrahiert. Die amplifizierten DNA-Fragmente
wurden mit dem TOPO-TA Cloning Kit von Invitrogen in den Vektor einkloniert, in-
dem 2 pLL DNA, 0,5 pLL Salzlésung und 0,5 pL. Vektor zusammengegeben und 15 min bei
RT inkubiert wurden. Die Klonieransitze wurden in kompetenten Bakterien vermehrt

(Abschnitte 4.5.8, 4.5.9). Um nun entweder aminoterminal oder carboxyterminal von
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der TRPC1 Sequenz sowie an beiden Enden ein Himagglutinin-Epitop zu fusionieren,
wurden die beiden Fragmente aus diesen Versuch und aus der mTRPC1-Klonierung in
Abschnitt 4.6.10 miteinander {iber die BstEII Schnittstelle durch den Restriktionsverdau
mit BstEIT und NotI und anschliefender Ligation (Abschnitt 4.5.4) zusammengesetzt, so

dass drei unterschiedliche Plasmide entstanden.

4.7 Statistik

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistik-Programm der Graph Pad Prism
Software. Zur Uberpriifung ob statistisch signifikannte Unterschiede in Experimenten
vorliegen wurde entweder der ungepaarte T-Test oder eine einseitige ANOVA durchge-
fiihrt. Als Post-hoc Test wurde hier der Tukey-Test verwendet. * entspricht p < 0,05;
** entspricht p < 0,01; *** entspricht p < 0,001.

Der T-Test dient dem Vergleich von Mittelwerten, wobei entschieden werden kann,
ob sich die Mittelwerte von zwei Gruppen systematisch oder zufillig unterscheiden. Fiir

die statistische Auswertung von mehr als zwei Gruppen in einem Experiment dient die

ANOVA.
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5.1 Analyse der TRPC1-Prozessierung und -Funktion

5.1.1 Heterologe Expression eines murinen TRPC1-Kanals
5.1.1.1 Klonierung einer murinen TRPC1 cDNA

Zur heterologen Expression des TRPC1-Kanals ist eine murine TRPC1-cDNA essentiell,

die aus murinen Mausgeweben kloniert werden kann.

Eco91I=BstEll Notl
| l mTRPC1 1519-2901 | l
I

TOPO- | TOPO-

Vektor Vektor

Eco911=BstEll Notl

| il

TOPO- mTRPC1472-1560 TOPO-
Vektor Vektor
100- ATG mTRPC1472-2901 TAA 'Toro-
Vektor Vektor

Abbildung 5.1: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie der mTRPC1-cDNA.
Siehe Text fiir weitere Details.
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Es wurden zunéchst verschiedene Strategien ausprobiert, in denen die gesamte DNA

an einem Stiick isoliert werden sollte, erfolglos. Die Strategie, mit der es letztlich ge-
lungen ist, die komplette TRPC1-cDNA zu klonieren, ist in Abbildung 5.1 dargestellt

und in Abschnitt 4.6.10 beschrieben. Die TRPC1-cDNA wurde zunichst in zwei Teilen

isoliert und in einen Vektor kloniert, um anschliefsend iiber eine Ligation zusammenge-

fligt zu werden. Die Korrektheit der Sequenz wurde mittels kommerzieller Sequenzierung

Eco91l=BstEll Notl
| l mTRPC1 1519-2901 | l
I

TOPO- | TOPO-
Vektor Vektor

Eco91I=BstEll Notl

| i

TOPO- mTRPC1472-1560 TOPO-
Vektor Vektor
Eco91I=BstEll Notl
|l mTRPC11519-2901 |l
TOPO- | HAl TOPO-
Vektor Vektor
Eco91|=BstEll Notl
HA |
TOPO- mTRPC1472-1560 TOPO-
Vektor Vektor
I
TOPO- TOPO-
ke ATG mTRPC1472-2901 TAA o

Abbildung 5.2: Schematische Darstellung der Klonierungsstrategie der mTRPCI1-
cDNA zur aminoterminalen oder carboxyterminalen Expression eines

Hémagglutinin-Epitops
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In weiteren Schritten konnte dann das Hamagglutinin-Epitop mit der Sequenz fusio-
niert werden. Die Sequenz fiir das Epitop wurde zwischen Promotor und Startcodon
(ATG) der cDNA zur aminoterminalen Fusion mit dem Protein eingefiigt. Weitere Kon-
strukte enthalten die Epitop-Sequenz vor dem Stopcodon (TAA) der cDNA zur carboxy-
terminalen Fusion des Epitops mit dem TRPC1-Protein und an beiden Positionen.

Durch die Kombination der verschiedenen cDNA-Fragmente aus den DNA-Konstrukten,

die in Abbildung 5.2 dargestellt sind, wurden folgende Plasmide kloniert:
cDNA-Fragmente aus Konstrukten 2 + 3 zur Klonierung einer mTRPC1-HA-cDNA
cDNA-Fragmente aus Konstrukten 4 4+ 1 zur Klonierung einer HA-mTRPC1-cDNA

cDNA-Fragmente aus Konstrukten 3 + 4 zur Klonierung einer HA-mTRPC1-HA-cDNA

5.1.1.2 Heterologe Expression des murinen TRPC1-Kanals und Nachweis der
Expression im Western Blot

Die murinen TRPC1-¢cDNAs konnten nun in HEK293-Zellen transient transfiziert werden
und die entsprechenden Proteine nach heterologer Expression im Western Blot (siehe

Abschnitt 4.4.7) nachgewiesen werden.
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Abbildung 5.3: Heterologe Expression der murinen TRPC1-cDNA in HEK293-Zellen. Im
Western Blot wurden Proteinlysate aus nicht transfizierten (untransfi-
ziert) und mit ¢DNAs transfizierten Zellen (mTRPC1, HA-mTRPC1,
mTRPC1-HA, HA-mTRPC1-HA, TRPC6-HA) aufgetragen. Der linke
Teil des Blots wurde mit einem spezifischen TRPC1-Antikérper der Maus
aus der Arbeitsgruppe Tsiokas und der rechte Teil des Blots mit ei-
nem Hamagglutinin (HA)-spezifischen Antikorper inkubiert. Zur Kontrol-
le wurde auch der TRPC6-Kanal mit Himagglutinin-Epitop exprimiert.

76



5 Ergebnisse

Es wurden Proteinlysate aus untransfizierten HEK293-Zellen mit Lysaten aus HEK293-
Zellen, die mit verschiedenen TRPC1-cDNA-Konstrukten transfiziert worden waren, ver-
glichen (siehe Abbildung 5.3). Die HEK293-Zellen waren wie im Methodenteil beschrieben
mit den jeweiligen Plasmiden mit Hilfe des Transfektionsreagenz TransIT transfiziert und
anschliefend in Laemmli Puffer abgeerntet worden. Die Lysate wurden mittels SDS-Page
aufgetrennt und schlieftlich im Western Blot nachgewiesen. Hierfiir wurden ein TRPC1-
spezifischer Antikérper und ein fiir das Himagglutinin-Epitop-spezifischer Antikorper
verwendet.

In Abbildung 5.3 links ist deutlich zu erkennen, dass alle Zellen, die mit Plasmi-
den mit der TRPCI1-cDNA transfiziert wurden, das TRPC1-Protein, das vom TRPCI1-
spezifischen Antikorper erkannt wird, exprimieren. Im rechten Teil des Blots erkennt
der Hamagglutinin-spezifische Antikdrper einige der heterolog exprimierten TRPC1-HA-
Fusionproteine und das TRPC6-HA-Fusionsprotein, aber nicht das murine TRPC1 Pro-
tein und kein Protein in untransfizierten HEK293-Zellen. Interessanterweise wird aber
das TRPCI1-Protein mit einem aminoterminal-fusionierten HA-Epitop von dem HA-
Antikorper nicht erkannt (rechter Teil des Blots), obwohl das TRPC1-Protein exprimiert
und vom TRPC1-Antikorper detektiert wird (linker Teil).

5.1.1.3 Untersuchungen zur enzymatischen Prozessierung des mTRPC1-Proteins
durch Applikation von Proteaseinhibitoren

Eine mogliche Erklirung, warum das TRPCI1-Protein kein Himagglutinin-Epitop ami-
noterminal tragt, wire eine Abtrennung des Aminoterminus durch proteolytische Enzyme
(Proteasen) wihrend der Priaparation aus den HEK293-Zellen. Hierzu wurden HEK293-
Zellen mit den verschiedenen mTRPC1-Plasmiden transfiziert und anschlieffend Protein-
lysate in unterschiedlichen Puffern mit oder ohne Proteaseinhibitoren, zur Blockade einer
Proteolyse am Aminoterminus, abgeerntet.

Die verschiedenen Puffersysteme zum Abernten der Proteinlysate sind folgende:
1. 25 mM Tris/HCI, pH = 7,4
2. 25 mM Tris/HCI, pH = 7,4 mit Protease Inhibitor Tabletten

3. 25 mM Tris/HCI, pH = 7,4 mit Protease Inhibitor Tabletten -+ Trypsin Inhibitor
(2 pg/mL)
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Abbildung 5.4: Western Blot mit Lysaten (5 pg/Bahn) mTRPC1-transfizierter HEK293-
Zellen, die unter verschiedenen Pufferbedingungen abgeerntet wurden.
Der Nachweis erfolgte durch Inkubation mit einen TRPC1-spezifischen
Antikérper der Arbeitsgruppe Tsiokas.
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Abbildung 5.5: Western Blot mit Lysaten (5 pg/Bahn) mTRPC1-transfizierter HEK293-
Zellen, die unter verschiedenen Pufferbedingungen abgeerntet wurden.
Der Nachweis erfolgte durch Inkubation mit einen H&magglutinin-
spezifischen Antikorper.

In den Abbildungen 5.4 und 5.5 lassen sich keine grofen Unterschiede bei den verwen-

deten Puffern erkennen. Die Applikation von Proteaseinhibitorenn scheint im Gegenteil
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sogar zu einer geringeren Proteinausbeute zu fithren. Auch nach Applikation von Pro-
teaseinhibitoren lassen sich durch den Himagglutinin-Antikorper keine Proteinbanden
des aminoterminal mit Himagglutinin fusionierten TRPC1-Proteins, so, wie bei den bei-
den anderen Fusionsproteinen (HA-mTRPC1-HA und mTRPC1-HA) in Abbildung 5.5
erkennen. Als Negativkontrolle dient hier das nicht fusionierte mTRPC1-Protein, das

durch den Himaglutinin-Antikdrper nicht erkannt werden kann.

5.1.1.4 Proteolyse des TRPC1-Kanals durch Trypsin

Die Proteinsequenz des TRPC1-Kanals zeigt viele potenzielle Stellen, an denen eine Spal-
tung durch Trypsin stattfinden kann. Um die wirklichen Trypsinspaltstellen zu identifizie-
ren, wurde ein partieller Trypsinverdau des TRPC1-Proteins, dhnlich wie fiir die PLCB2
beschrieben [95], durchgefiihrt. Neben einer 60 kD grofsen Proteinbande, die durch den
TRPCI1-Antikorper erkannt wurde, lielsen sich jedoch keine weiteren partiellen Tryp-
sinfragmente nach Inkubation mit verschiedenen Trypsinkonzentrationen identifizieren
(sieche Abbildung 5.6). Wahrscheinlich sind die meisten Trypsinerkennungsstellen dem
Trypsinverdau zugénglich, so dass das TRPC1-Protein sehr schnell in kleine Bruchstiicke

gespalten wird.
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Abbildung 5.6: Trypsin-Verdau eines Zelllysats von HEK293-Zellen, die zuvor mit HA-
mTRPCI-HA transfiziert worden waren. Links Nachweis mit einem
TRPCl1-spezifischen Antikérper der Maus der Arbeitsgruppe Tsiokas,
rechts mit einem HA-spezifischen Antikorper. Die Verdauzeit durch Tryp-
sin betrug 15 min bei 37°C.
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5.1.2 TRPC1 in primidren embryonalen Fibroblasten der Maus

5.1.2.1 Vergleichende Analyse von embryonalen Mausfibroblasten (MEFs) aus
TRPC1-defizienten- und Wildtyp-Ma&usen

Nach der Isolierung von murinen embryonalen Fibroblasten (MEFs) aus TRPC1-defizien-
ten- und Wildtyp (WT)-M&usen wurde ein Test zur Zellviabilitit durchgefiihrt, der soge-
nannte WST-Test. Bei dieser Analysemethode wird das WST (water soluble tetrazolium)-
Substrat durch die intakte Atmungskette einer Zelle in das rot gefarbte Formazan umge-
wandelt, das spektralphotometrisch quantifiziert werden kann. Die gemessene Absorption
ist direkt abhingig von der Anzahl der metabolisch aktiven Zellen und damit ein Marker
fiir die Zellviabilitdt. In Abbildung 5.7 ist eine signifikante Erhohung der Zellviabilitit
der TRPCl-defizienten Zellen im Vergleich zu den WT-Zellen zu erkennen.

* %

0,50

0,40

0,35 -

0,30

0,20 -

015 -

Absorption bei 450 nm

0,10

0,05 -

0,00
WT (3) TRPC1-/- (3)

Abbildung 5.7: Analyse der Zellviabilitit der MEFs. Zellen von WT-Tieren wurden mit
Zellen von TRPCl1-defizienten Tieren verglichen. Die Anzahl der Klone
ist unter den Balken in Klammern dargestellt. WT = Wildtyp-Zellen. Die
statistische Auswertung erfolgte mit dem "student’s t-test" ** — p<0,01.

5.1.2.2 Analyse der Migration und Proliferation der embryonalen Mausfibroblasten
(MEFs) in einem Test auf Wundheilung

Die Proliferation und Migration lebender Zellen kann durch die sog. Wundheilungsra-
te bestimmt werden. Ein sogenannter Wundheilungsassay wurde im ECIS (Electrical

Cell Impedance Sensing)-Apparat durchgefithrt. Wie zuvor beschrieben (siehe Abschnitt
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4.6.2) wurden die MEFs in die Kammern des ECIS-Gerdtes ausgesat. Nach 24 h In-
kubation wurde der Assay gestartet. Zellen auf den Elektroden in den Messkammern
wurden durch einen starken Spannungspuls abgetotet und abgeldst, so dass der gemesse-
ne Widerstand schlagartig sank. In den néchsten Stunden konnte nun beobachtet werden,
wie die Zellen durch Migration oder Proliferation den zellfreien Bereich besiedeln. Die
Geschwindigkeit kann {iber die Steigung der Ausgleichsgeraden der Wachstumskurve be-

stimmt werden.

130 -

y = 14,205x + 97,669
125

120 -
BWT (4)

115 | ® TRPC1-/- (4)

110 y =4,0201x + 99,195

normierter Widerstand

105 -

100 -

95

Zeit/h

Abbildung 5.8: Wundheilungsassay der MEFs im ECIS-System. Die Geraden wurden ma-
thematisch an die jeweiligen Wachstumskurven angepasst, um die Stei-
gung (TRPCI1-/-: 4,02; WT: 14,20) zu errechnen. In Klammern ist die
Zahl der durchgefiihrten Experimente mit einem Klon der MEFs des je-
weiligen Genotyps angegeben.

In Abbildung 5.8 ist zu erkennen, dass der Anstieg des Widerstands durch die Pro-
liferation oder Migration der WT-Fibroblasten deutlich schneller erfolgt als der der
TRPCl1-defizienten Zellen. Der Anstieg des Widerstands gibt an, wie schnell die Zel-
len die Elektrode wieder besiedeln. Die WT-Zellen haben daher eine mehr als dreimal so

hohe Migrations- oder Proliferationsrate.
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5.2 TRPCG6 -PLCe-Interaktion in Podozyten der Niere

5.2.1 Immunbhistologische Untersuchungen von Podozyten

Fiir alle in dieser Arbeit dargestellten Versuche wurden primére Podozyten verwendet.
Das Verfahren zu deren Isolation besteht aus einer seriellen Filtration von Glomeruli
aus Nieren zehn Tage alter Mause und einer Kultivierung von Podozyten mittels eines
Selektionsmediums {iber mehrere Wochen (siehe [82] und Abschnitt 4.3.1). Durch Anfér-
ben der Zellen mit einem Podocin-spezifischen Antikorper ist die genaue Identifikation
der Podozyten méglich. In Abbildung 5.9 sind primér isolierte Podozyten, die mit einem

Fluoreszenz-gekoppelten Podocin Antikérper angefarbt wurden, dargestellt.

Abbildung 5.9: Anfarbung von Wildtyp-Podozyten mit einem Fluoreszenz-gekoppelten
Podocin-Antikorper. Zellkerne wurden durch Inkubation mit DAPI
gefarbt.

5.2.2 Analyse der mRNA-Expressionsprofile in Podozyten mittels
quantitativer "real time PCR"

Die Expressionsprofile von TRPC-Kanélen kénnen mit Hilfe der quantitativen real time
PCR im light cycler der Firma Roche ermittelt werden.

Wie man in Abbildung 5.10 deutlich sieht, ist die mRNA-Expression der TRPC1- und
TRPC4-Kanile in den PLCe-defizienten und TRPC6- und PLCe-defizienten Podozyten
im Vergleich zu Wildtyp-Podozyten deutlich erh6ht. Die TRPC6- /- -Podozyten zeigen im
Vergleich zu Wildtyp-Zellen signifikant reduzierte TRPC6-mRNA-Level. Eine Ursache fiir
diese Verdnderungen konnte die Deletion des Exons 7 im Genom der TRPC6-defizienten
Méiuse und eine daraus resultierende Instabilitit der mRNA sein. Ein TRPC6-Protein
konnte aber in den TRPC6-defizienten M&usen nicht nachgewiesen werden [79]. Die Erho-
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hung der TRPC1, TRPC4- und TRPC6-mRNA Expression in PLCe-defizienten Mausen
ist wahrscheinlich auf einen Kompensationsmechanismus zuriickzufiihren, der wiederum

auf eine Funktion dieser Proteine in derselben Signaltransduktionskaskade hindeutet.
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Abbildung 5.10: TRPC-Expression in Podozyten. Die Zahlen in Klammern geben die An-
zahl der Klone fiir die Dreifachbestimmung an. Die TRPC5-Expression
wurde nur in WT und TRP C6-defizienten Zellen und auch nur in 6 bzw.
7 Klonen analysiert. WT = Wildtyp Zellen. * = p<0,05; ** = p<0,01
nach Anwendung einer ANOVA.

5.2.3 Quantifizierung der Transfektionseffizienz eines Markerplasmids in
primdren Podozyten

Die Transfektion von Plasmiden in Zellen ist eine Standardmethode fiir viele Zelltypen.
Durch das Einbringen von DNA in die Zelle wird diese dazu veranlasst, das entsprechende
Protein zu exprimieren, welches dann im Zusammenspiel mit anderen zelluldren Proteinen
untersucht werden kann.

In den primiren Podozyten soll durch Transfektionen der TRPC6-Kanal mit verschie-
denen Punktmutationen eingebracht werden, die von FSGS-Patienten bekannt sind (siehe
Abbildung 3.11). Leider ist die Transfektion bei Podozyten aufergewdhnlich schwierig.
Zunachst wurde die Methode daher hier mit einem kleineren Plasmid etabliert, welches

fiir das GFP(= green fluorescent protein = griin-fluoreszierendes Protein)-Protein als
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Marker kodiert. Das Protein wird in der Quallenart Aequorea victoria exprimiert und
fluoresziert bei Anregung mit Licht einer Wellenldnge von 475 nm im griinen Bereich
(509 nm). Durch Expression dieses Markerproteins konnen die erfolgreich transfizierten,
griin leuchtenden Zellen leicht identifiziert und ausgezihlt werden.

Polymer- und Lipotransfektionen sind fiir die Zelle sehr schonende Methoden der
Transfektion. Das Transfektionsreagenz lagert sich bei diesen Methoden wie eine Hiil-
le um die Plasmid DNA, was die Aufnahme in die Zelle erleichtert. Die Elektroporation
dagegen macht die Zellmembran durch elektrische Impulse durchléssig. Diese Methode
ist effizienter, jedoch sterben auch bis zu 50 % der Zellen im Verlauf der Elektroporation.
Besonders schonend ist die virale Infektion mit rekombinanten Viren, da trotz hoher Ef-
fizienz die Zelle nicht beschidigt wird. Bei dieser Methode ist es jedoch notwendig, die
DNA in einen viralen Vektor zu klonieren und rekombinante Viren zu poduzieren. Um die
Lentiviren replikationsinkompetent zu machen, werden bei der Produktion drei Plasmide
verwendet. Ein Plasmid codiert fiir Verpackungsproteine, ein weiteres Plasmid hilft bei
der Virus-DNA Replikation und das dritte Plasmid enthélt das deletierte Virusgenom
mit der zu exprimierenden cDNA des gewiinschten Proteins [96]. Die Methode ist also
relativ aufwendig.

Die Ergebnisse der verschiedenen Transfektionsmethoden sind in Tabelle 5.1 zusam-
mengefasst. In die Podozyten konnte weder mit Polymer- noch mit Lipotransfektion DNA
eingebracht werden. Mit verschiedenen Elektroporationsmethoden in zwei unterschiedli-
chen Elektroporatorapparaturen (Amaxa, NEON) konnte eine Effizienz von bis zu 25 %

erreicht werden. Nur die virale Infektion fithrte zu einer erhohten Effizienz von 70 %.

Methode Art der Methode Effizienz mit GFP
Plasmid (ca. 3500bp) in
Prozent

TransIT Polymertransfektion 0
Lipofectamin2000 Lipofektion 0
PEI (Polyethylenimin) Polymertransfektion 0
Amaxa Elektroporation 25
NEON Elektroporation 10
G5A-Viren Virusinfektion 70

Tabelle 5.1: Effizienz verschiedener Transfektionsmethoden. Das Amaxa-Gerét arbeitet
mit einer Kiivette, in der ein elektrisches Feld erzeugt wird. Im Neon-System
hingegen wird die Elektroporation in einer Pipette durchgefiihrt. GbA-Viren
sind rekombinante Lentiviren, die das griin-fluoreszierende Protein (GFP)
exprimieren.
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5.2.4 Quantifizierung der Zellviabilitdt der Podozyten

Bei der Kultivierung der Podozyten verschiedener Genotypen waren unterschiedliche
Wachstumsraten beobachtet worden. Um dies genauer zu untersuchen, wurde ein Zell-
viabilitdts(WST)-Assay durchgefiihrt (siehe Abschnitt 4.6.7). Die Absorption ist propor-
tional zu der Menge der metabolisch aktiven Zellen, ein hoher Wert zeigt also starke
Viabilitdt an. Ich konnte zeigen, dass die TRPC6-defizienten Podozyten eine signifikant
erhdhte Viabilitét im Vergleich zu den WT und PLCe-defizienten Zellen zeigen. Die Da-
ten des WST-Assays zeigen, dass sich TRPC6-defiziente Zellen stdrker vermehren, also
insgesamt eine hohere Vitalitdt als die WT-Zellen und PLCe-defizienten Zellen zeigen.

0,16 * % *
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Abbildung 5.11: WST-Assay mit Podozyten der verschiedenen Genotypen. Hier sind die
Mittelwerte der gemessenen Absorptionen aufgefiihrt. Die Anzahl der
durchgefiihrten Messungen pro Genotyp sind in Klammern unter dem
Diagramm aufgefiihrt. WT = Wildtypzellen. * = p<0,05; ** = p<0,01
nach Anwendung einer ANOVA.
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Abbildung 5.12: Verteilung der Datenpunkte und statistische Auswertung des WST-
Assays mit einer ANOVA. * = p<0,05; ** = p<0,01.

5.2.5 Quantifizierung von nekrotischen und apoptotischen Podozyten

Eine Uberladung mit Ca®*-Ionen durch die iiberaktiven TRPC6-Kanalmutanten, die in
den FSGS-Patienten identifiziert wurden, kann auch zur Induktion einer Apoptose in den
Podozyten fiihren. Dabei ist die Dephosphorylierung des Apoptose-Proteins BAD durch
die Ca?"-abhingige Phosphatase Calcineurin ein mglicher Mechanismus [30]. Durch das
Absterben funktioneller Podozyten wird die Stabilitit der Schlitzmembran reduziert, was
wiederum eine Proteinurie in den Patienten auslésen kann. Aus diesem Grund wurde die
Ausbildung apoptotischer Podozyten vor und nach Applikation von Angiotensin I1 mit
Hilfe verschiedener Apoptose-Assays untersucht.

Annexin V bindet an Phosphatidylserin (PS), das in gesunden Zellen nur auf der In-
nenseite der Plasmamembran lokalisiert ist. In apoptotischen Zellen wird es jedoch an die
Aufenseite der Plasmamembran verlagert und kann von dem extrazelluldr applizierten
Annexin V erkannt werden. Durch die Fluoreszenzmarkierung des Annexin V emittieren
diese Zellen eine griine Fluoreszenz. Um nekrotische Zellen mit zerstérten Membranen zu
identifizieren, wird in einem weiteren Schritt durch Zugabe von Propidiumjodid die DNA
des Zellkerns dieser Zellen angefirbt, was in apoptotischen Zellen nicht moglich ist. Eine
typische Farbung der Podozyten wird in Abbildung 5.13 gezeigt. Mit dem Annexin V As-
say werden alle Zellen leicht griin gefiarbt, nur nekrotische Zellen sind stark gefarbt. Der
Unterschied zwischen apoptotischen und gesunden Zellen ist damit nicht klar erkennbar

und die Apoptoserate ldsst sich nur ungeniigend quantifizieren.
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Abbildung 5.13: Analyse der Apoptoserate von WT-Podozyten mit dem Annexin V-
Asgsay. Griin-fluoreszierende Zellen sind apoptotisch, aber nur wenn
sie keinen rot-gefirbten Zellkern besitzen, da dies auf eine Zellnekro-
se hindeutet.

An dem Prozess der Apoptose sind sogenannte Caspasen beteiligt. Es ist moglich, die
Aktivitat dieser Caspasen mit dem CaspaseGlo-Kit zu quantifizieren (siehe Abschnitt
4.6.6.3). Der Nachweistest enthélt ein Substrat, welches spezifisch durch die Caspasen 3
und 7 gespalten wird. Hierbei entsteht Luciferin, welches durch eine im Assay enthal-
tene Luciferase ein Lumineszenzsignal abgibt. Je mehr Zellen also in Apoptose gehen,
desto stérker ist das Lumineszenzsignal. In Abbildung 5.14 ist ein signifikant deutlich
erhdhtes Lumineszenzsignal der WT-Podozyten im Vergleich zu den TRPC6-defizienten

Podozyten zu sehen.
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Abbildung 5.14: Analyse der Apoptoserate von WT-Podozyten im Vergleich zu TRPC6-
defizienten Podozyten mit Hilfe eines Caspase-Assay. Die Anzahl der
Messungen ist in der Grafik in Klammern dargestellt. WT = Wildtyp
Zellen. ** = p<<0,01 nach Anwendung eines "student’s t-tests".

Auch mit dem sogenannten TUNEL-Assay lassen sich apoptotische Zellen quantifizie-

remn.

Abbildung 5.15: Apoptose in Podozyten gemessen mit dem sog. "TUNEL-Assay”. Die
Podozyten waren fiir die Positivkontrolle zuvor mit DNase behandelt
worden. Links ist die Kernfdrbung mit Hoechst 33342, rechts sind die
apoptotischen Zellen zu sehen.
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Wihrend der Apoptose kommt es zu Strangbriichen in der DNA. An den Bruchstellen
entstehen freie OH-Gruppen. Das Enzym Tdt (= terminale Desoxyribonukleotidtrans-
ferase) ist in der Lage, Nukleotide an diese Stellen anzufiigen. Im vorliegenden Nachweis-
test werden Uracilbasen angefiigt, welche einen zusétzlichen Alkinrest besitzen. Dieser
kann anschliefsend in einer Klick-Reaktion mit einem fluoreszenzmarkierten Azid gekop-
pelt werden. Unter einem Fluoreszenzmikroskop kénnen apoptotische Zellen dann mit

einem griin leuchtenden Zellkern identifiziert werden.
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Abbildung 5.16: Quantifizierung der Apoptoserate mit Hilfe des sog "TUNEL-Assays”. Ks
sind die absoluten apoptotischen Zellen im Vergleich zur Gesamtzellzahl

angegeben.

WT-Podozyten wurden verschiedenen Behandlungen unterzogen und anschliefsend un-
ter dem Mikroskop begutachtet. Wie in Abbildung 5.17 zu sehen, sind durch die Zer-
storung der DNA durch DNase 94 % der Zellen positiv. Eine vorherige Inkubation mit
Wasserstoffperoxid fiithrt zu einer Apoptoserate von 59 % und durch den Entzug von
Serum fiir 48 h gehen 9 % der Podozyten in Apoptose. Keinen Effekt dagegen hat ein
Serumentzug fiir 18 h oder die Inkubation der Zellen mit 100 pM Angiotensin IT (AngII).
Es wurden auch vergleichend Wildtyp und TRPC6-defiziente Podozyten mit 100 nM
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Angiotensin II (Angll) und 24 Stunden Serumentzug behandelt. In keinem Fall konnten
allerdings apoptotische Zellen identifiziert werden. Insgesamt ist diese Methode also zu
wenig sensitiv, um Unterschiede in der Apoptoserate zwischen den Podozyten verschie-

dener Genotypen festzustellen.
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Prozentuale Zahl der apoptotischen Zellen

H20, (500 M)} Positivkontrolle mit 48 h serumfrei 18 h serumfrei+ 18 h Angll (100pM) Negativkontrolle
DNase Angll {100 uM)

Abbildung 5.17: Gemessene Apotoseraten eines WT-Podozytenklons (in %) mit Hilfe des
TUNEL-Assay. Es sind die apoptotischen Zellen in Prozent der Gesamt-
zellzahl angegeben.

5.2.6 Regulation der Calcium-Homdostase in Podozyten nach
Rezeptorstimulation

Eine wichtige Funktion der Podozyten ist es, die Stabilitidt der Filtrationsmembran im
Glomerulus zu gewdhrleisten, auch wenn grofe Driicke wie z. B. bei Patienten mit Blut-
hochdruck auf sie einwirken. Die Erh6hung des Blutdrucks ist meist an eine Aktivierung
des Renin-Angiotensin Systems gekoppelt, die zu einer Produktion des vasokonstrikto-
rischen Hormons Angiotensin II fiihrt. Angiotensin II kann auch bei Podozyten an die
entsprechenden AT{-Rezeptoren binden und Kationenkanile aktivieren, um eine Stabi-
lisierung der Filtrationsmembran zu induzieren.

Im Calcium Imaging ist es moglich, die Anderung der intrazelluliren Calciumionen-

konzentration einer einzelnen Zelle zu beobachten. Wie in Abschnitt 4.6.3 beschrieben,
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gelingt dies durch den Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, dessen Exzitationsmaximum davon
abhéngig ist, ob er Calcium gebunden hat oder nicht.

Der durch Angiotensin IT (AnglIl) aktivierte AT{-Rezeptor der Podozytenzellen ak-
tiviert iiber Gg,11-Proteine Phospholipasen, die wiederum durch die Produktion von
Diacylglycerin direkt Kationenkanile der TRPC3/6/7-Subfamilie in den Podozyten 6ff-
nen kénnen. Interessanterweise zeigen die TRPC6- und PLCe-defizienten Podozyten
nur einen sehr geringen Ca’’-Einstrom im Vergleich zu den genetisch unverinderten
Wildtyp-Zellen. Beide Proteine sind daher essentiell fiir die Funktion der Podozyten an
der Schlitzmembran. Dies ist auch ein deutlicher Hinweis darauf, dass unter den Isoenzy-
men der Phospholipasen-C die PLCe hauptséchlich zur Produktion von DAG und damit
zur Aktivierung der TRPC-Kanalfamilie beitrigt. Die Uberexpression der TRPC1- und
TRPC4-Kanéle (siche Abb. 5.10) reicht also offensichtlich nicht aus, um das Fehlen des
DAG-sensitiven TRPC6-Kanals zu kompensieren.
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Abbildung 5.18: Anderung der intrazelluliren Ca?T-Konzentration in primiren Podozy-
ten aus Wildtyp (WT)-, TRPC6-/- und PLCe-/- M#usen nach Appli-
kation von 100 pM Angiotensin IT (AnglI). Die Fluoreszenzemission des
Ca?"-Indikators Fura2 wird nach Exzitation mit Licht der Wellenlinge
340 nm und 380 nm gemessen. Der Quotient (ratio 340/380) ist propor-
tional zur intrazelluliren Ca?"-Konzentrationen.
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5.2.7 Nachweis einer direkten Interaktion zwischen PLCe und TRPC6
durch Koimmunprazipitation in HEK293-Zellen und in Podozyten

Aufgrund der bisherigen funktionellen Befunde stellte sich die Frage, ob eine direkte
Protein-Protein-Interaktion zwischen TRPC6 und PLCe in verschiedenen Zellsystemen
existiert. In der Tat konnten TRPC6 und PLCe aus Podozyten koimmunprizipitiert
werden (siehe Abbildung 5.19). Dabei wurde durch einen PLCe-spezifischen Antikérper
die Phospholipase C-¢ spezifische Immunkomplexe mit Hilfe von Protein-A Sepharose
immunprézipitiert.
PLCe — e
E % =200 kd
WB.: PLCe AK
KolP. mit: ¥

&
=

L
B

TRPC6 1 | — 100kd

"

WB.: TRPC6 AK

Abbildung 5.19: Koimmunpréazipitation von TRPC6 und PLCe in priméren Podozyten.
Oben: Nachweis des Proteins im Lysat mit einem PLCe-spezifischen An-
tikorper. Unten: Western Blot mit Immunpréazipitaten, die aus Zelllysa-
ten mit dem PLCe-spezifischen Antikorper gewonnen wurden. Zur Kon-
trolle ist eine Immunprézipitation mit Immunglobulin G (IgG) gezeigt.

Durch eine Analyse der prizipitierten Immunkomplexe im Western Blot konnte der
TRPC6-Kanal, fusioniert mit dem Hamagglutinin-Epitop, durch einen H&magglutinin-
spezifischen Antikérper in diesen Komplexen identifiziert werden. Eine direkte Interaktion
zwischen TRPC6 und PLCe wurde auf diese Weise sowohl in HEK293-Zellen (siehe Ab-
bildung 5.20) als auch in Podozyten (siehe Abbildung 5.19) gezeigt. In HEK293-Zellen
konnte zusétzlich gezeigt werden, dass es sich um eine PLCe-spezifische Interaktion han-

delt, da keine Immunprézpitation von PLCB1 mit TRPC6 mdoglich war.
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Abbildung 5.20: PLCe lisst sich mit TRPC6 koimmunprézipitieren. Oben: 5 % der ein-
gesetzten Zelllysate von TRPC6-HA exprimierenden HEK293-Zellen,
die mit unterschiedlichen ¢cDNAs transfiziert wurden. Die Position des
TRPC6-Kanalproteins, fusioniert mit dem Hamagglutinin-Epitop, ist
durch Pfeile markiert. Unten: Western Blot mit Immunprézipitaten, die
aus Zelllysaten mit den angegebenen Antikorpern (KoIP. mit) gewon-
nen wurden. Das TRPC6-Protein wurde mit einem spezifischen An-
tikorper (TRPC6 AK) detektiert. HA AK — Hadmagglutinin Antikor-
per, IgG = Immunglobulin G, GFP AK = Antikorper gegen das griin-
fluoreszierende Protein

5.2.8 Vergleich der PLCe-WT mit einer PLCe-Patientenmutation in
HEK293-Zellen

Nachdem die direkte Interaktion zwischen TRPC6 und PLCe nachgewiesen war, sollte
nun auch eine der PLCe-Mutationen, die in den Patienten mit fokaler segmentaler Glome-
rulosklerose (FSGS) identifiziert worden waren (siehe Abbildung 3.12), niher funktionell
untersucht werden. Mit Hilfe sog. Mangan-Quench Experimente kann der Ioneneinstrom
in HEK?293-Zellen untersucht werden, in denen PLCeg oder die Patientenmutation der
PLCe H1144L heterolog exprimiert werden. TRPC-Kanéle in HEK293-Zellen lassen auch
andere Tonen als Ca?", z. B. Mn?", permeieren. Wihrend durch Ca?t-Ionen die Fura-2
Emission durch Exzitation bei 360 nm nicht verindert wird, wird durch Mn?* die Fura-2-
Emission vermindert. In diesem Versuch werden nur Mn?*-Ionen, die von aufen durch ge-
offnete TRPC-Kaniile stromen, quantifiziert. Ein eventueller TRPC-unabhiingiger Ca?*-
Austrom aus den internen Speichern wird nicht beriicksichtigt.

Die Fluoreszenzemission der Zellen, in denen PLCe exprimiert wurde, sinkt nach Zu-
gabe von 100 pM Carbachol (CCh) stark ab (siehe Abbildung 5.21), was auf einen To-
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neneinstrom durch TRPC-Kanile in die Zelle schliefen lasst. Die Zellen, die die mutierte
PLCe (H1144L) exprimierten, zeigen hingegen kaum eine Anderung nach Zugabe des
Agonisten. Das permanente leichte Abfallen des Signals ist durch das Ausbleichen des
Farbstoffs bedingt. Das Fehlen einer funktionsfihigen PLCe reduziert also den TRPC-
typischen Toneneinstrom in HEK293-Zellen nach Rezeptorstimulation durch eine Appli-
kation von Carbachol (CCh).

| CCh
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Abbildung 5.21: Manganionen-Einstrom in HEK293-Zellen nach Zugabe von 1 mM
MnCls und 100 pM Carbachol (CCh). Untersucht wurden Zellen, die
die PLCe (PLCeWT) oder eine mutierte Form der PLCe (PLCeH1144L)
exprimierten. MnCly: Mangandichlorid.

5.2.9 Untersuchungen zur Aufkldrung der Signaltransduktionskaskade von
der Bindung von Angiotensin Il an den AT ;-Rezeptor zur
Aktivierung des TRPC6-Kanals

In den bisher aufgefithrten Studien wurden Daten zur Aktivierung des TRPC6-Kanals
durch die PLCe erhoben. Wie aber wird die PLCe aktiviert? Da inaktivierende Muta-
tionen der Ras Bindungsdoménen RA1 und RA2 keine Auswirkungen auf die PLCe-
Aktivierung hatten, konnte dieser Aktivierungsmechanismus ausgeschlossen werden. Die
PLCe kann aber auch durch Rho-Proteine direkt aktiviert werden [12]. Nach Applikation
von Rho-Toxin konnte keine durch Angiotensin II induzierte Erh6hung des intrazellulé-
ren Ca?"-Einstroms in primiren Podozyten mehr festgestellt werden (siche Abbildung
5.22), so dass eine Rho-Aktivierung der PLCe sehr wahrscheinlich ist.
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Abbildung 5.22: Anderung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration in primiren Podozy-

ten, priainkubiert mit Rho-Toxinen (CIN-C3 + C2I1a) oder Kontrollpuf-
fer nach Applikation von 100 pM Angll. Die Fluoreszenzemission des
Ca?'-Indikators Fura2 wird nach Exzitation mit Licht der Wellenlinge
340 nm und 380 nm gemessen. Der Quotient (ratio 340/380) ist propor-
tional zur intrazelluliren Ca?"-Konzentration.

In einem weiteren Schritt wurden die an der Signaltransduktionskaskade beteilig-
ten G-Proteine mit Hilfe von sog. Mn?T-Quench Experimenten in HEK293-Zellen, die
TRPCG6 stabil exprimierten, identifiziert. In diesen Experimenten vermindert der TRPC6-

abhiingige Mn?*-Einstrom die Fura2-Fluoreszenz in den mit dem Fluoreszenzfarbstoff be-

ladenen Zellen. Interessanterweise konnte nur die ,,down-Regulation® von Ggi9,13-Unter-

einheiten durch spezifische small hairpin RNAs (shRNAs) den normalen Mn?"-Einstrom

reduzieren, was auf eine Beteiligung dieser Untereinheiten hindeutet (sieche Abbildung

5.23).
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Abbildung 5.23: Messung des intrazelluliren Mn?*-Einstroms in HEK293-Zellen, die den
TRPC6-Kanal stabil exprimieren, nach Expression einer shRNA gegen
Ggi2/13 oder einer Kontroll shRNA. Die Rezeptoraktivierung erfolgte
mit 100 pM Carbachol (CCh) nach der Zugabe von 1 mM MnCl,.
Die Inhibition der Fluoreszenzemission des Ca?"-Indikators Fura2 durch
Mn?"-Tonen, wird nach Exzitation mit Licht der Wellenlinge 360 nm ge-
messen. Da TRPC6-Kanile Kationen wie Mn?* unspezifisch permeieren
lassen, sind die gemessenen Werte proportional zur TRPC6- Aktivitéit in
den Zellen.

5.2.10 Analyse der kontraktilen Funktionen durch Untersuchungen am
Aktinzytoskelett des Podozyten

Podozyten sind im Glomerulus nicht nur fiir die Stabilitdt der Schlitzmembran verant-
wortlich, sondern kénnen auch durch Anderung der Aktinstruktur und des assoziierten
Nephrins die Porengréfse direkt regulieren. Um Verdnderungen des Zytoskeletts direkt
sichtbar zu machen, kann das Pilzgift Phalloidin genutzt werden, das direkt an das poly-
merisierte F-Actin binden kann und dessen Depolymerisation verhindert. Das Phalloidin
wird an Fluoreszenzmolekiile gekoppelt, so dass polymerisierte Aktinfasern der Podo-

zyten unter dem konfokalen Lasermikroskop direkt dargestellt werden kénnen. Durch
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Auswertung der absoluten Graustufen der Aktinbilder kann eine Quantifizierung der Ak-

tinpolymerisation vor und nach Applikation von Angiotensin II erfolgen.

100 uM Angll,
15 min, 37°C R

rd

Abbildung 5.24: Anderung in der Aktinpolymerisation in primiiren Podozyten von WT-
Mausen nach Inkubation mit 100 pM Angiotensin II. Die Zellen sind
mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin angefirbt worden. Die weifen Pfeile
markieren die Rénder der Zelle.

In den Wildtyp-Podozyten ist eine deutliche Zunahme der polymerisierten Aktin-
Fasern nach Zugabe von Angiotensin II sichtbar. Vor allem in der Néhe der Zellmembran
sind vor der Stimulation nur wenige Aktin-Fasern erkennbar (Pfeile in Abb. 5.24). Ins-
gesamt scheinen die Podozyten nach Gabe von Angiotensin II eine gréfere und stabilere
Zelloberfliche zu besitzen, so dass eine hohere Stabilitdt der Blut-Harn-Schranke bei

Patienten mit Bluthochdruck erreicht werden kann.
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100 uM Angll,
15 min, 37°C
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Abbildung 5.25: Anderung in der Aktinpolymerisation in primiren Podozyten von
TRPC6-defizienten-Mausen nach Inkubation mit 100 pM Angiotensin I1.
Die Zellen sind mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin angeférbt worden.
Die weifsen Pfeile markieren die Rénder der Zelle.

Die TRPC6-defizienten Zellen haben bereits vor Stimulation viel starker ausgeprigte
F-Aktinfasern, die sich durch Gabe von Angiotensin II nur noch unwesentlich verstérken
lassen (siehe Abbildung 5.25).

100 uM Angll,
15 min, 37°C R

rd

Abbildung 5.26: Anderung in der Aktinpolymerisation in priméiren Podozyten von PLCe-
defizienten-M&usen nach Inkubation mit 100 ptM Angiotensin II. Die
Zellen sind mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin angefdrbt worden. Die
weiflen Pfeile markieren die Rédnder der Zelle.
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Bei PLCe-defizienten Podozyten ist dhnlich wie bei WT-Zellen ein starker Anstieg der
F-Aktin Polymerisation nach Zugabe von Angiotensin II zu beobachten (sieche Abbildung
5.26).

100 uM Angll,
15 min, 37°C

Abbildung 5.27: Anderung in der Aktinpolymerisation in priméiren Podozyten von PLCe-
und TRPC6-defizienten-M#usen nach Inkubation mit 100 pM Angio-
tensin II. Die Zellen sind mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin angefirbt
worden. Die weiffen Pfeile markieren die Rénder der Zelle.

Die PLCe/TRPC6-defizienten Podozyten zeigen ebenfalls einen Anstieg der Aktinp-
olymerisation, diese ist aber im Gegensatz zu den Wildtyp- und den PLCe-defizienten
Zellen auch vor der Inkubation schon stark ausgeprigt (siehe Abbildung 5.27).

Um die Ergebnisse zu quantifizieren, wurden pro Genotyp und Behandlung jeweils
53 Zellen durch Bestimmung der relativen Graustufen mit der Bildbearbeitungssoftware

ImageJ ausgewertet. Die Daten sind in Abbildung 5.28 dargestellt.
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5 Ergebnisse
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Abbildung 5.28: Analyse der F-Aktinpolymerisation in Podozyten unterschiedlicher Ge-
notypen vor und nach Inkubation mit Angiotensin II (AnglI) (100 pM).
Aufgetragen sind die Mittelwerte der relativen Graustufen. Es wurden
jeweils 53 Zellen vermessen. * — p<<0,05 nach Anwendung einer ANOVA.

Eine signifikante Erhéhung der polymerisierten F-Aktin Fasern durch Zugabe von An-
giotensin II konnte sowohl bei den W'T- als auch bei den PLCe-defizienten Zellen nach-
gewiesen werden (siehe Abbildung 5.28). Die TRPC6- und TRPC6/PLCe-defizienten
Podozyten hingegen zeigten schon vor der Inkubation mit Angiotensin II eine starke
Aktinpolymerisation und konnten diese nach Zugabe von Angiotensin IT nicht mehr we-
sentlich steigern.

Der Grad der Aktinpolymerisation in den Podozyten verschiedener Genotypen war
aber besonders in den TRPC6-defizienten und PLCe/TRPC6-defizienten Zellen erhoht
(siche Tabelle 5.2).

WT TRPC6-/- PLCe- /- TRPC6-/-
PLCe-/-
100 % 136 % 87 % 126 %

Tabelle 5.2: Relative Graustufen von unbehandelten Podozyten im Vergleich zu Wild-
typ Podozyten. Die Unterschiede sind nur bei TRPC6-defizienten Zellen
signifikant.
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5 Ergebnisse

Fiir die bisherigen Messungen wurden Zellen verwendet, welche nicht konfluent sind.
Beobachtet man nun konfluente Zellen, zeigt sich erneut, dass die Bildung von Aktin-
Stressfibern und die Grofe der Zellen durch Gabe von Angiotensin I stark zunimmt
(sieche Abbildung 5.29 und 5.30).

100 uM Angll,
15 min, 37°C

Abbildung 5.29: Anderung in der Aktinpolymerisation in konfluenten primiren Podozy-
ten von WT-Méausen nach Inkubation mit 100 pM Angiotensin II. Die
Zellen sind mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin angefdrbt worden.

100 uM Angll,
15 min, 37°C
_100pM 100 UM

Abbildung 5.30: Anderung in der Aktinpolymerisation in konfluenten primiren Podozy-
ten von TRPC6-defizienten-Mausen nach Inkubation mit 100 pM Angio-
tensin II. Die Zellen sind mit TRITC-gekoppeltem Phalloidin angefiarbt
worden.
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5 Ergebnisse
Eine bereits erhthte Aktinpolymerisation und Zunahme der Zellgrofe vor der Gabe

von Angiotensin II ist hier ebenfalls in den konfluenten TRPC6-defizienten Podozyten
7u erkennen (siche Abb. 5.30).
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6 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde die Funktion zweier klassischer TRP-Kanéle, TRPC1
und TRPC6 mit Hilfe von gendefizienten Mausmodellen im Vergleich zu nicht modi-
fizierten Tieren untersucht. Dabei erwies sich insbesondere die TRPC1-Funktion als zu
komplex fiir diese Arbeit, so dass die TRPC6-Funktion in Podozyten der Niere im Verlauf

der Arbeit immer mehr in den Vordergrund riickte.

6.1 Analyse der TRPC1-Prozessierung und -Funktion

6.1.1 Analyse der TRPC1-Expression und -Prozessierung

Wie in der Einleitung bereits erldutert, ist die TRPC1-Funktion im Sdugerorganismus
noch nicht gekldrt und immer wieder Anlass fiir Spekulationen. Kinige Arbeitsgruppen
postulieren, dass distinkte TRPC1-Stréme nach heterologer Expression des Kanals ge-
messen werden koénnen (z. B. [97]), wahrend andere Gruppen die regulative Rolle von
TRPC1 auf heteromere Kanalkomplexe betonen (z. B. [34]). Zur Untersuchung der Pro-
zessierung und Funktion des TRPC1-Kanals sollte zuerst das murine Protein heterolog
exprimiert werden. Die entsprechende murine TRPC1-cDNA war zwar bereits kloniert
und vero6ffentlicht worden [98], stand aber nach Angaben der entsprechenden Arbeits-
gruppe nicht mehr zur Verfligung. Aus diesem Grund musste die TRPC1-cDNA neu aus
Maushirn-mRNA von Wildtyp-Mausen kloniert werden. Es gelang, die gesamte TRPC1-
cDNA-Sequenz in zwei iiberlappenden Sequenzen zu isolieren. Diese konnten dann zu-
sammengefiigt werden (siehe Abbildung 5.1). Um den murinen TRPC1-Kanal in spéteren
Versuchen leichter identifizieren zu kénnen, wurde dieser noch mit dem Hamagglutinin
(HA)-Epitop markiert. Das Epitop wurde sowohl carboxyterminal als auch aminotermi-
nal an das TRPC1-Protein fusioniert. In fritheren Arbeiten konnte fiir den TRPC6-Kanal
bereits gezeigt werden, dass diese Fusion die Kanalaktivitdt nicht beeinflusst [45]. Die
entsprechenden Proteine konnten heterolog in HEK293-Zellen exprimiert und mit einem
mTRPC1-Antikorper nachgewiesen werden (siehe Abbildung 5.3). Hierbei fiel auf, dass
die Bande des mTRPC1-Proteins nicht, wie theoretisch aus der Aminosiuresequenz er-
wartet, etwa 100 kDa grof ist, sondern im Western Blot bei etwa 80 kDa detektiert
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wurde. Dieses Phinomen wurde auch beim humanen TRPCI1-Protein in verschiedenen
Veroffentlichungen [23, 99| nachgewiesen. Die Vermutung liegt nahe, dass nach der Ex-
pression das mTRPCI1-Protein durch Proteolyse verkiirzt wird. Diese Verkiirzung kann
am Aminoterminus oder am Carboxyterminus des Proteins auftreten.

Um dies ndher zu untersuchen, wurden die unterschiedlichen TRPC1-Proteine mit dem
fusionierten Hamagglutinin-Epitop heterolog exprimiert und mit dem HA-spezifischen
Antiserum im Wetsern Blot identifiziert (sieche Abbildung 5.3 rechts). Das TRPCI-
Protein mit dem am C-Terminus befindlichen HA-Epitop war zweifelsfrei nachzuweisen.
Einen Sonderfall stellte jedoch das TRPC1-Protein mit dem aminoterminalen HA-Epitop
dar. Es war nicht mdéglich, dieses Protein mit dem HA-Antikérper nachzuweisen, obwohl
die Proteinbande mit dem TRPC1-spezifischen Antikérper identifiziert werden konnte
(siche Abbildung 5.3 links). Offenbar wird also der TRPC1-Kanal um ein 20 kDa grofes
Fragment durch Proteasen verkiirzt oder ein internes Startcodon (ATG) zum Beispiel an
Position 174 der cDNA zur Initiation der Proteintranslation benutzt, so dass ein verkiirz-
tes Protein translatiert wird. Im Western Blot mit dem HA-spezifischen Antiserum ist
keine Bande bei ca. 20 kDa zu erkennen, wodurch die zweite Theorie gestiitzt wird. Diese
Bande wére jedoch auch nicht zu erkennen, wenn der abgetrennte Teil weiter fragmentiert
wird.

Um die Hypothese der friithen Proteolyse des TRPC1-Proteins zu iiberpriifen, wur-
den Proteinlysate von HEK293-Zellen, die mit den verschiedenen mTRPC1-Plasmiden
transfiziert worden waren, mit und ohne Proteaseinhibitoren abgeerntet. Anschliefend
wurden die mTRPC1- und die mTRPCI1-HA-Expression im Western Blot untersucht.
Bei dem aminoterminalen HA-mTRPC1 konnte nach der Zugabe von Trypsin-Inhibitor
und Protease-Inhibitor keine Zunahme der erwarteten mTRPC1-HA Bande beobachtet
werden (siehe Abbildung 5.5). Die schwach sichtbaren kleineren Banden wurden auch in
Proteinlysaten mit dem nicht-fusionierten TRPC1-Protein erkannt und sind deswegen
wahrscheinlich unspezifisch.

Durch partiellen Trypsinverdau des TRPC1-Proteins mit geringen Mengen der Pro-
tease Trypsin war es nicht mdéglich, einzelne Trypsinspaltungsstellen im Gesamtprotein
zu identifizieren. Wahrscheinlich kann die Protease sehr viele Spaltstellen nutzen, was zu
einer schnellen und vollstédndigen Proteolyse fithrt (siehe Abbildung 5.6).

Die verwendeten Trypsin-Konzentrationen stammen aus einer Verdffentlichung einer
anderen Arbeitsgruppe, die Trypsinspaltstellen in der PLCB2 untersucht hat [95].

Zusammenfassend lasst sich also feststellen, dass im Vergleich zum theoretisch errech-
neten Molekulargewicht von ca. 100 kDa eine verkiirzte Version des TRPCI1-Proteins

(ca. 80 kD) im heterologen Expressionssystem identifiziert werden kann. Ob dieses Phé-
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nomen die Folge einer alternativen Initiation der Proteintranslation ist oder ob eine
posttranslationale Proteolyse stattfindet, bleibt vorerst offen. Auch die Frage, inwieweit
die verkiirzte Expression die Funktion des TRPCI1-Proteins beeinflusst, kann an dieser
Stelle leider nicht beantwortet werden.

Zur weiteren Analyse des murinen TRPC1-Proteins sollte dessen Translokation zur
Plasmamembran mit Hilfe einer Oberflichenbiotinylierung wie in Abschnitt 4.4.3 be-
schrieben untersucht werden. Durch Western Blot Analyse kann dann gepriift werden,
ob das vermutete Protein an der Zelloberfliche gewesen ist oder nicht.

Da bekannt ist, dass der TRPC6-Kanal im Gegensatz zum TRPC1-Kanal als Tetramer
an der Plasmamembran lokalisiert ist [23], sollte dieser als Positivkontrolle dienen. Beide
Proteine wurden mit dem HA-Epitop fusioniert, wodurch ein Nachweis auf einem Western
Blot mit einem sehr spezifischen HA-Antikérper moglich ist. Trotz zahlreicher Versuche
und verschiedenen Versuchsvorschriften ist es nicht gelungen das TRPC6- oder TRPC1-
Protein durch eine Oberflichenbiotinylierung nachzuweisen. Hierfiir sind zwei Ursachen
denkbar. Zum einen koénnte die zu geringe Spezifitit der Antikérper ein Grund sein,
warum sich die publizierte Methode nicht auf die Oberflichenexpression des TRPC1-
Kanals iibertragen ldsst. Eine andere Mdoglichkeit ist, dass der TRPC6-Kanal zwar an
der Oberfliche exprimiert wird, jedoch durch die doppelte Glykosylierung des Proteins
[45] eine effektive Biotinylierung nicht méglich ist.

6.1.2 Analyse der TRPC1-Funktion im murinen embryonalen Fibroblasten
(MEFs)

Bereits wihrend der vorangegangenen Diplomarbeit [100] wurden primére murine em-
bryonale Fibroblasten (= MEF) aus TRPCIl-defizienten und Wildtyp-Mé&usen isoliert
und initial charakterisiert. Im Rahmen dieser Arbeit stand vor allem die Vitalitédt sowie
die Migration und Proliferation dieser Zellen in sogenannten Wundheilungsexperimen-
ten im Vordergrund. In der Literatur wurde bereits beschrieben, dass TRPC1-defiziente
Nieren-Epithelzellen Defekte in der Migration aufweisen [101]. In dieser Publikation wur-
de mit der stabilen Zelllinie MDCK-2 (= Madin-Darby canine kidney cells) gearbeitet, in
der durch eine si-RNA der TRPC1-Kanal herunterreguliert wurde. Diese Arbeitsgruppe
konnte zeigen, dass die TRPC1-defizienten Zellen ihre Polaritét verloren und nicht mehr
in der Lage waren gerichtet zu migrieren. Dariiber hinaus wurde bereits gezeigt, dass
das TRPC1-Protein fiir die Proliferation von glatten Muskelzellen der Pulmonalarterie
verantwortlich ist [102].

Um die Vitalitdt der Zellen zu quantifizieren, wurde ein WST-Assay mit den Zellen

durchgefiihrt. Uberraschenderweise konnte eine signifikante Erhohung der Zellviabilitiit
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der TRPC1-defizienten Zellen beobachtet werden (siehe Abbildung 5.7). Es konnte ge-
zeigt werden, dass die TRPCl-defizienten Zellen also auch stérker proliferieren als die
WT-Zellen. Hierzu wurde bereits in der Diplomarbeit gezeigt, dass die TRPC1-defiziente
Maus insgesamt grofer ist [100], was ebenfalls auf eine erhdhte Proliferationsrate der
TRPC1-/- Zellen hinweist.

Diese Ergebnisse sollten in einem Wundheilungsexperiment iiberpriift werden, in dem
Proliferation und Migration der Zellen in eine zellfreie Fliche beobachtet werden kann.
Mit Hilfe des Electrical Cell Impendance Sensing (ECIS) Systems kann die Neubesiedlung
der Flache iiber den Anstieg des Widerstands beobachtet werden (siehe Abbildung 5.8).
Allerdings zeigten in diesem Experiment die WT-Zellen eine deutlich effektivere Prolife-
ration und Migration, was den gemessen Widerstand etwa 3,5 mal so schnell wie bei den
TRPC1-defizienten Zellen erhohte. So scheint die gemessene hohere Vitalitdt also nicht
mit einer erhohten Proliferations- oder Migrationsrate zu korrelieren. Interessanterwei-
se konnte auch eine andere Arbeitsgruppe eine gestorte Migration renaler Epithelzellen
des Hundes und eine gestérte Chemotaxis von MDCK-Zellen nach Herunterregulation
des TRPC1-Kanals mit spezifischen siRNAs beobachten [101]. Diese interessanten, aber
komplexen Verdnderungen der Zellfunktion in TRPC1-defizienten M&usen sollen in Zu-

kunft weiter in Kollaboration mit dieser Arbeitsgruppe untersucht werden.

6.2 TRPC6-PLCe-Interaktion in Podozyten der Niere

Als Modellzellen fiir die Untersuchungen am TRPC6-Kanal dienten primére Podozyten
von Méusen, die TRPC6-, PLCe- oder TRPC6- und PLCe-defizient waren im Vergleich zu
WT-Tieren. Diese Zellen, die immer frisch aus Mausembryonen gewonnen wurden, sind
als native Podozyten fiir die gezeigten Versuche deutlich besser geeignet als die immor-
talisierte, induzierbare Podozyten-Zelllinie, die in vielen Verdffentlichungen untersucht
wurde, aber teilweise weder Podocin noch den TRPC6-Kanal exprimiert. In transfizier-
ten HEK293-Zellen wurden Proteine der Signaltransduktionskaskade des TRPC6 weiter

untersucht.

6.2.1 Untersuchungen zur TRPC6- und PLCe-Funktion in primar
isolierten Podozyten und HEK293-Zellen

Wie bereits in der Einleitung beschrieben, wurden zahlreiche TRPC6-Mutationen in Pa-
tienten mit fokaler segmentaler Glomerulosklerose identifiziert [2, 1, 3, 65, 68, 69, 70]. Die
Krankheit geht mit einer Proteinurie einher, weshalb von einer Fehlfunktion der Blut-

Harn Schranke ausgegangen werden kann. Ein wichtiger Bestandteil dieser Schranke sind
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die sogenannten Podozyten, welche sowohl mechanosensitiv sind als auch durch Bindung
von Agonisten an ihre Rezeptoren (z. B. dem Angiotensin Rezeptor) aktiviert werden
kénnen. Interessanterweise exprimieren diese Patienten-Podozyten einen mutierten, tiber-
aktivierten TRPC6-Kanal. Bisher ist die Rolle des TRPC6-Proteins im Podozyten véllig
unklar und auch die TRPC6-Mutationen wurden noch nicht in priméren Podozyten in
vitro exprimiert. Etwas spiter wurden auch Mutationen in der Phospholipase C-¢ in
Patienten mit &hnlichen Symptomen entdeckt [3, 103]. Aus diesem Grund wurde in der
vorliegenden Arbeit die Funktion beider Proteine in primér isolierten Podozyten unter-
sucht.

Hierbei wurde nach einer Siebmethode nach Rastaldi [82] vorgegangen. Zur Kontrolle,
ob es sich tatsdchlich um Podozyten handelt, wurde in diesen in einer immunhistolo-
gischen Farbung der Podozytenmarker Podocin angeférbt (sieche Abbildung 5.9). Podocin
befindet sich an den Fufsfortsitzen der Podozyten, daher wird ein Podocin-Antikérper in
der Literatur hdufig verwendet, um in Gewebeschnitten der Niere die Podozyten sichtbar
zu machen (beispielsweise in [104]).

Zunichst wurden daher die TRPC-Genexpression in den priméren Podozyten der ver-
schiedenen Genotypen auf mRNA-Ebene mittels quantitativer PCR bestimmt. Hier konn-
te gezeigt werden, dass die Podozyten nahezu kein TRPC3 und TRPC5 und nur geringe
Mengen TRPC7 exprimieren. Es liefen sich jedoch gréfere Mengen TRPC1- und TRPC4-
mRNA und je nach Genotyp auch TRPC6-mRNA nachweisen. Obwohl den TRPC6-
defizienten Mausen das Exon 7 des TRPC6-Gens fehlt, wird noch TRPC6-mRNA ex-
primiert, auch wenn das TRPC6-Protein in den M#usen nicht produziert wird [79]. In
PLCe- und TRPC6/PLCe-defizienten Podozyten kann eine kompensatorisch deutlich ver-
mehrte mRNA Expression des TRPC1- und TRPC4-Proteins nachgewiesen werden. In
der Podozytenzellinie [105] hingegen konnte mRNA fiir die TRPC1-, TRPC2-, TRPC5-
und TRPC6-Kanile, aber keine mRNA fiir den TRPC4-Kanal detektiert werden. Andere
Verdffentlichungen zeigen eine TRPC3 [106] und TRPC5-mRNA-Expression [107] in der
gleichen Zelllinie, die in den vorliegenden Experimenten in den priméren Podozyten nicht
nachgewiesen werden konnte. Die Untersuchungen einer vorangegangenen Doktorarbeit
in dieser Zellinie zeigten nach Temperaturinduktion lediglich eine TRPC1 Expression
[108]. Obwohl es sich um eine stabile Zelllinie handelt, scheint die Genexpression nach
Induktion der Redifferenzierung zu Podozyten also nicht einheitlich zu sein.

TRPC1- und TRPC4-Proteine, deren Expression in den PLCe-defizienten Podozyten
kompensatorisch erhéht waren, sind in der Lage, heteromere Kanéle zu bilden 34|, welche
wahrscheinlich den reduzierten Calciumeinstom {iber andere Mechanismen ausgleichen

konnten.
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In &dhnlicher Weise konnten in glatten Muskelzellen stark erhohte TRPC3-Level in
TRPC6-defizienten Zellen auf mRNA-Ebene beschrieben werden [79]. Bei Versuchen zur
Kontraktilitit isolierter Aortenringe flihrte dies im Gegensatz zur Erwartung zu einer
Erhéhung und nicht zu einer Abschwichung der Kontraktilitit, was durch das Aus-
bilden von TRPC3-Homotetrameren anstelle der sonst vorhandenen TRPC6/TRPC3-
Heterotetramere erkliart werden kann [79]. Ein &hnliches Ph&nomen kann in den TRPC6-
defizienten Podozyten durch meine Untersuchungen ausgeschlossen werden, da TRPC3
praktisch nicht exprimiert wird.

Fiir viele Analysen ist es wiinschenswert, Proteine (z. B. die mutierten Kanile aus
den Patienten) in Podozyten heterolog zu exprimieren. Dazu miissen Expressionsplasmi-
de in die Podozytenzellen transfiziert werden. Mit den gingigen publizierten Transfek-
tionsmethoden |1, 109, 110] konnte in der vorliegenden Arbeit keine ausreichende Trans-
fektionseffizienz erreicht werden (siehe Abschnitt 5.2.3). Mit viraler Infektion wurde eine
Effizienz von 70 % erzielt. Der Nachteil der viralen Infektion ist allerdings, dass die DNA-
Sequenzen zunédchst in einen viralen Vektor kloniert werden miissen, um dann Viren zu
produzieren. Das Verfahren ist zeitintensiv und bedarf spezieller Sicherheitsbedingungen.

Wihrend der Kultivierung der priméren Podozyten war aufgefallen, dass bestimmte
Klone viel schneller wachsen als andere. Dies kann verschiedene Griinde haben. Die Zellen
kénnen entweder stirker proliferieren oder weniger anfillig sein fiir Faktoren, die zu
Apoptose fithren. Beide Faktoren bestimmen die Zellviabilitdt, die wiederum mit dem
WST (fiir "water soluble tetrazolium'") Test untersucht werden kann.

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Viabilitdt der TRPC6-defizienten
Podozyten signifikant erhéht ist, sowohl im Vergleich zu den WT-Zellen als auch zu den
PLCe-Podozyten (siehe Abschnitt 5.2.4).

Da diese erhéhte Viabilitdt auch an eine verminderte Apoptoserate gekoppelt sein kann,
wurde hier auch das Apoptoseverhalten der Podozyten analysiert. Jeder der beschriebe-
nen Tests greift an einem anderen Zeitpunkt des Apoptosezyklus an. Die Caspasen sind
zu einem sehr frithen Zeitpunkt aktiv, an dem die Zelle dufserlich noch nicht gesché-
digt ist. Zu einem spéteren Zeitpunkt wird das Phosphatidylserin an die Aufenseite der
Zellmembran verlagert, was durch einen Annexin-Test nachgewiesen werden kann. Erst
wenn die DNA-Strangbriiche aufweist, kdnnen diese dann durch den sog. "TUNEL-Assay”
nachgewiesen werden. Mit dem Annexin-basierten Assay konnten in dieser Arbeit keine
zufriedenstellenden Ergebnisse erzielt werden. Mit dem sog. "TUNEL-Assay” konnte we-
der in Wildtyp- Podozyten noch in TRPC6-/- Podozyten Apoptose detektiert werden.
Der Caspase 3/7-Assay hingegen zeigte eine stark erhéhte Apoptose der WT-Zellen im
Vergleich zu den TRPC6-defizienten Podozyten. Wenn im Organismus die Podozyten
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in Apoptose gehen, entstehen auf Dauer Locher in der Blut-Harn-Schranke. Dies zeigt
sich dann in einer Proteinurie. Auch in der Literatur wurde erst vor kurzem gezeigt,
dass TRPC6-defiziente Méause unter der Gabe von Angiotensin 11 {iber einen ldngeren
Zeitraum weniger zu Albuminurie neigen als WT-M&use [74]. Das Fehlen des offensicht-
lich proapoptotischen TRPC6-Kanals konnte sich also positiv auf die Blut-Harn-Schranke
auswirken. Dariiber hinaus konnte kiirzlich eine weitere Forschergruppe in den Zelllinien-
Podozyten zeigen, dass Calciumionen, die durch die TRPC6-Kanile in die Zellen gelan-
gen, eine Apoptose auslosen konnen [111].

Angiotensin 1T (Angll) ist im Korper ein sehr wichtiger Botenstoff zur Regulation
des Blutdrucks. In sog. "Calcium Imaging” Experimenten konnte gezeigt werden, dass
Podozyten von Wildtyp-Méausen auf Zugabe von 100 pM Angll eine deutliche Erh6hung
der intrazelluldren Calciumionenkonzentration zeigen. In TRPC6- und PLCe-defizienten
Zellen ist dieser Einstrom stark vermindert (siehe Abschnitt 5.2.6). Durch den geringeren
Calciumioneneinstrom kénnte also die calciumabhéngige Apoptose oder Nekrose in den
Podozyten [111] und die darauf folgende Proteinurie [74] vermindert werden.

Eine andere Arbeitsgruppe konnte auberdem zeigen, dass die Blockade des Angio-
tensin 1(AT;)-Rezeptors mit Losartan bei Ratten im Endstadium einer Nierenerkrankung
den Verlust von Podozyten vermindern kann [112].

Die bisherigen Daten deuten auf eine enge Kooperation zwischen der PLCe und dem
TRPC6-Kanal hin. In der Tat liefs sich der TRPC6-Kanal mit einem PLCe-spezifischen
Antikorper in priméren Podozyten und HEK293-Zellen koimmunprizipitieren (siehe Ab-
schnitt 5.2.7). Diese Interaktion konnte mit anderen Phospholipase C-Isoformen wie
der PLCP1 nicht gezeigt werden. Dariiber hinaus konnte eine inaktivierende (,,loss-of-
function“) PLCe-Mutation (H1144L), die in einem Patienten mit Albuminurie identifi-
ziert wurde, die TRPC6-Kanal- Aktivitit inhibieren. In weiteren Experimenten gelang es,
die Signaltransduktionskaskade von der Bindung des Angiotensin II an den Angiotensin
(AT;)-Rezeptor iiber die Aktivierung der PLCe bis zum erhéhten Einstrom von Calcium-
ionen durch den TRPC6-Kanal aufzukliren. Dies gelang mit Hilfe von sog. ,,Calcium-
Imaging”“- und ,Mangan-Quench“-Experimenten und der Applikation von spezifischen
,small hairpin“(sh)-RNAs und des Rho-Toxins (sieche Abschnitt 5.2.9). Phospholipasen
dienen als Signalmolekiile in Zellen und werden durch Rho- oder Ras-GTPasen akti-
viert [113]. Es gelang, in WT-Podozyten das Angiotensin II-bedingte Calciumsignal mit
Rho-Toxinen vollstédndig zu inhibieren (siehe Abbildung 5.22). Schlieflich konnte in ei-
nem ,, Mangan-Quench“-Experiment in HEK293-Zellen mittels einer spezifischen shRNA
gegen die G-Protein-Untereinheit Gg19/13 gezeigt werden, dass der Ioneneinstrom durch

TRPC6-Kaniile vorwiegend durch Aktivierung der Ggjz/13-Proteine ausgeldst wird und
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nicht durch die Gyq-Proteine, die ebenfalls nach Agonistenbindung von AT;-Rezeptoren
aktiviert werden kénnen. Die resultierende Signaltransduktionskaskade ist in Abbildung
6.1 dargestellt. Zusétzlich wird eine enge Interaktion des TRPC6-Kanals mit Slol BKca-
Kanilen in Podozyten diskutiert, die die Ca?T-Permeabilitit des unselektiven TRPC6-
Kationenkanals erh6hen soll ([114] und zusammengefasst in [115]). Welche Auswirkungen
hat die TRPC6-Aktivierung nun auf die eigentliche Podozytenfunktion? Die Stabilitét
des Podozyten und seine Barrierefunktion wird hauptséichlich durch Polymerisation von
glomeruldrem (G)-Aktin zu dem F-Aktin bestimmt. Eine Aktivierung des RhoA-Proteins
bewirkt die Polymerisation und die Ausbildung sogenannter Stressfibern in den Podo-
zyten. Diese Stressfibern sind wichtig fiir die hohe Barrierefunktion der Podozyten und
damit fiir eine normale Stabilitdt des Filters (zusammengefasst in [116]). Auferdem fiihrt
eine Wechselwirkung von Aktin und Myosin zur Kontraktion der Zelle in Abhingigkeit
von Calcium-Ionen.

In Podozyten von Méausen unterschiedlicher Genotypen wurden die F-Aktin-Fasern
mit dem Pilzgift Phalloidin markiert und durch den gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff
sichtbar gemacht. Es wurden das Aktinzytoskelett in Podozyten vor und nach Appli-
kation von Angiotensin IT (AnglIl) verglichen (siehe Abbildungen 5.24, 5.25, 5.26, 5.27
und 5.28). Im Grundzustand zeigen die TRPC6-defizienten Podozyten signifikant stér-
ker ausgepragte F-Aktin-Fasern als WT- oder PLCe-defiziente Zellen. Aus diesem Grund
ist eine verstérkte Ausbildung von Aktin-Stressfibern in diesen Podozyten nach Gabe
von Angiotensin 1T (Angll) im Gegensatz zu den anderen Zellen nicht mehr moglich. In
den PLCe/TRPC6-defizienten Podozyten kann die vermehrte Expression des TRPC1-
und TRPC4-Kanals den Ausfall des TRPC6-Kanals offensichtlich nicht kompensieren,
wihrend in den PLCe-defizienten Podozyten, der noch vorhandene TRPC6-Kanal wahr-
scheinlich iiber die DAG-Produktion durch PLCp aktiviert werden kann (siehe Abbildung
5.28). Eine andere Arbeitsgruppe hingegen zeigt, dass durch das Ausschalten des TRPC6
durch eine TRPC6-spezifische sShRNA in der stabilen induzierbaren Podozytenzelllinie die
Bildung der Stressfasern nach Zugabe von Angiotensin II reduziert wird Tian et al. [76].
Auf den ersten Blick scheint dies dem in dieser Arbeit gezeigten Ergebnis zu wiederspre-
chen. Jedoch ist diese Zelllinie in diversen Punkten nicht mit priméren Podozyten zu
vergleichen. So exprimiert diese Zelllinie den TRPC)H-Kanal, der in den in dieser Arbeit
verwendeten priméren Podozyten nicht detektiert werden konnte (sieche Abschnit 5.10).

Eine andere Arbeitsgruppe konnte vor kurzem an Podozyten aus der stabilen Zelllinie,
in denen durch die Verwendung von TRPC6-spezifischen siRNAs die TRPC6-Expression
inhibiert war, zeigen, dass die Polymerisation des F-Aktins deutlich stirker als in den
Wildtyp-Zellen ist [111]. Umgekehrt zeigen Zellen, in denen der TRPC6-Kanal vermehrt

110
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exprimiert wird, nur ein schwache Ausbildung von Aktin-Stressfibern [117].

Bei allen Podozyten, auker den TRPC6-/- Podozyten, konnte in der vorliegenden Ar-
beit eine signifikante Zunahme der F-Aktin-Stressfasern festgestellt werden. Am stérksten
war sie mit 155 % bei den Wildtyp-Zellen. Durch die Aktivierung des Angiotensin 1(AT)-
Rerzeptors wird das Rho-Protein, das fir die Bildung von Aktin-Stressfibern verantwort-
lich ist, aktiviert (sieche Abbildung 6.1). TRPC6-defiziente Zellen hingegen haben bereits
eine vermehrte Aktinstressfiberbildung, so dass nur eine geringe Zunahme moglich ist. Es
wurde gezeigt, dass TRPC6-defiziente Mause unter dem Einfluss von Angll {iber einen
langeren Zeitraum im Gegensatz zu W'T-Mausen gegen eine Proteinurie geschiitzt sind
[74|, was zumindest zum Teil an der stérkeren Ausbildung der Aktin-Stressfibern und
einer daraus folgenden erhdhten Barrierefunktion dieser Podozyten liegen kdénnte. Die
in dieser Arbeit vorgestellten Daten bestétigen die Hypothese, dass der Calciumionen-
einstrom durch den TRPC6-Kanal den Abbau des Rho-Proteins férdert, das wesent-
lich fiir die Bildung der Aktin-Stressfibern verantwortlich ist (siehe Abbildung 6.1 und
[118, 116]). So kann die Ausbildung von polymerisiertem F-Aktin zur Stressfiberbildung
indirekt durch Expression des TRPC6-Kanals inhibiert werden.

Ahnliche Phéinomene konnten an konfluenten Podozyten beobachtet werden (siehe Ab-
bildungen 5.29 und 5.30). Die WT-Zellen breiten sich nach der Inkubation mit Angll
stiarker auf dem Untergrund aus, werden also grofer und zeigen mehr Aktin-Stressfibern.
TRPC6-defiziente Zellen besitzen bereits vor Applikation von Angll mehr Aktin-Stress-
fibern. Zusammenfassend ldsst sich also feststellen, dass ein durch PLCe aktivierter
Calciumioneneinstrom durch die Pore des TRPC6-Kanals in der Lage ist, die Aktin-
Stressfiberbildung zu inhibieren. Wie bereits gezeigt [118] fithrt die durch Bindung von
Calciumionen induzierte Aktivierung von Calcineurin zur Dephosphorylierung des Sy-
naptopodins. Dies férdert den Abbau des Synaptopodins und verhindert die Inhibition
des RhoA-Abbaus durch den Synaptopodin-14-3-3-Komplex. Das Fehlen des TRPC6-
Kanals in den TRPC6-defizienten Podozyten fiihrt also zu einer vermehrten Bildung von
Aktin-Stressfibern, so dass nach Aktivierung des RhoA iiber den ATi-Rezeptor kaum
noch zusitzliche Filamente gebildet werden kénnen. In den PLCe defizienten Zellen
hingegen wird durch den Calciumioneneinstrom iiber kompensatorisch iiberexprimier-
te TRPC1/4-Kanalkomplexe der Rho-Abbau ausgelost. Patienten mit {iberaktivierten
TRPC6-Mutationen zeigen wahrscheinlich einen verstdrkten RhoA Abbau und eine ver-
minderte Stressfiberbildung, die die Barrierefunktion des Podozyten herabsetzt und zu
einem Funktionsverlust der Schlitzmembran mit zunehmender Albuminurie fiithrt. Da-
riiber hinaus kann der vermehrte Calciumioneneinstrom eine erhéhte Apoptose- oder

auch Nekroserate der Podozyten bewirken und ebenfalls die Stabilitit des Filters her-
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absetzen. Dafiir spricht eine gegeniiber Wildtyp-Zellen verminderte Apoptoserate und
hohere Viabilitit von TRPC6-defizienten Podozyten. Ahnliches kinnte in Patienten-
Podozyten mit funktionsloser PLCe stattfinden, da die héhere Anzahl der TRPC1- und
TRPC4-Kanile ebenfalls zu einem vermehrten Calciumioneneinstrom fithrt. Allerdings
zeigten die PLCe-defizienten Zellen trotz verstirkt exprimierter TRPC1/4 —Kanalkom-
plexe keine gegeniiber den Wildtyp-Podozyten erhéhte Apoptoserate, so dass die PLCe-
Mutationen alleine vielleicht nicht ausreichen, um die typischen Merkmale einer fokalen
segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) hervorzurufen. Dafiir spricht auch, dass in neue-
ren Verdffentlichungen iiber PLCe-Patientenmutationen keine klare Genotyp-Phénotyp
Zuordnung moglich war und dass drei Individuen und ein Vater der Patienten mit ho-
mozygoter ,loss-of-function PLCe-Mutation keine Symptome zeigten [119, 120, 103].
Dariiber hinaus kann das durch Calciumionen aktivierte Calcineurin zusétzlich auch den
Transkriptionsfaktor ,nuclear factor of activated T-cells* (NFAT) dephosphorylieren. Die
dephosphorylierte und somit aktive Form von NFAT kann in den Kern der Zelle wan-
dern und dort die Transkription wichtiger Zielgene initiieren. Zwei (R895C und E897K)
der TRPC6-Mutationen, die in der Podozytenzelllinie iiberexprimiert wurden, erhéhten
die intrazellulare Calciumionenkonzentration signifikant und fiihrten zu einer vermehrten
NFAT-Aktivierung [121]. In einer weiteren Verdffentlichung konnte gezeigt werden, dass
eine NFAT-Aktivierung in Mausen eine Proteinurie und eine Glomerulosklerose auslésen
kann. Die Expression von Synaptopodin wurde durch die NFAT-Aktivierung vermindert,
wihrend Proteine der sog. Wnt-Signalkaskade vermehrt transkribiert wurden [122]. Auch
die Expression des TRPC6-Kanals kann iiber diesen Weg durch einen positiven Riick-
kopplungsmechanismus weiter erhéht werden [73]. Ob eine NFAT-Inhibition durch das
Immunsuppressivum Cyclosporin A jedoch, wie von den Autoren postuliert, allein aus-
reicht, um eine Proteinurie auch in den Patienten zu verhindern, bleibt fraglich [123]. Alle
diese Aspekte sollen in Zukunft durch Expression der TRPC6- und PLCe-Mutationen
der FSGS-Patienten in priméren Podozyten noch ndher untersucht werden. Dariiber hin-
aus wird auch die Quantifizierung der Aktivierung von TRPC6 durch PLCB und PLCe
in vielen priméren Zellen und Zelllinien weiterhin Gegenstand der Forschung in der Ar-

beitsgruppe bleiben.
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Abbildung 6.1: Zusammenfassung der Befunde dieser Doktorarbeit im Gesamtkonzept
der wissenschaftlichen Literatur zu dem Thema. Proteine der Podozy-
ten, die durch Aktivierung die Barrierefunktion der Podozyten erho-
hen und damit die Schlitzmembran stabilisieren, sind blau hervorge-
hoben. Proteine, die diese Vorgénge hemmen und Symptome der foka-
len segmentalen Glomerulosklerose (FSGS) bei den Patienten auslésen
kénnen, sind rot oder griin (TRPC-Kanéile) markiert. Eine Aktivierung
des Angiotensin 1-Rezeptors (AT;-Rezeptor) durch Angiotensin IT (An-
gll) z. B. bei Bluthochdruck fiihrt iiber die G-Protein «12/13-Unter-
einheiten zur Aktivierung des Rho Guaninnukleotidaustauschfaktors
(RhoGEF) zu aktivierten GTP-beladenen Rho-Proteinen, die fiir die
Bildung von Aktin-Stressfasern verantwortlich sind. Rho-Proteine kon-
nen auch die PLCe aktivieren, die durch Bildung von Diacylglycerin
(DAG) aus Phosphatidylinositolbisphosphat (PIP2) einen Calciumionen-
einstrom durch den TRPC6-Kanal auslésen kann. Die erhéhte intra-
zelluldre Calciumionenkonzentration fithrt zur Aktivierung von Calcineu-
rin, das Synaptopodin dephosphoryliert und fiir einen proteolytischen
Abbau zuginglich macht. Phosphoryliertes Synaptopodin hingegen ist in
der Lage, den Abbau von Rho-Proteinen zu unterbinden ([118] und zu-
sammengefasst in [116]). Vermehrter Calciumioneneinstrom durch iiber-
aktiviert (,,gain-of-function“) mutierte TRPC6-Kanile kann also durch
vermehrten Rho-Abbau die Aktin-Stressfaser-Bildung inhibieren. Zusétz-
lich kann der Calciumioneneinstrom iiber mutierte TRPC6- und vermehrt
exprimierte TRPC1/4-Kanéle in PLCe-defizienten Podozyten eine Apop-
tose oder Nekrose der Podozyten auslosen und durch eine verminder-
te Stabilitéit der Schlitzmembran eine Albuminurie in FSGS-Patienten
induzieren.
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6.3 Ausblick

In den vorliegenden Experimenten konnte initial gezeigt werden, dass die Proteine TRPC6
und PLCe eine entscheidende Rolle fiir die Funktion, aber auch fiir die pathologischen
Verdnderungen der primdren murinen Podozyten haben. Weitere Untersuchungen zur
Rolle der Patientenmutationen in priméren Podozyten miissen nun folgen, um die postu-
lierten Hypothesen zu bestétigen oder zu verwerfen. In dieser Arbeit hat sich die Trans-
fektion mit rekombinanten Lentiviren als effizientes System erwiesen.

Bisher gibt es keine effiziente kausale Therapie fiir Patienten, die an fokaler segmen-
taler Glomerulosklerose leiden. Erste Wahl sind Glucocorticoide und bei Steroidresistenz
werden Cyclosporin A und andere Immunsuppressiva verordnet, die alle sehr starke Ne-
benwirkungen beim Patienten hervorrufen kénnen. Ein spezifischer TRPC6-Kanalblocker
wire fiir die Patienten mit einer iiberaktivierten TRPC6-Mutation sicherlich hilfreich.
Ahnlich wichtig wire dieser Blocker zur Inhibition eines Ischimie-Reperfusionsschaden
in Lungen, die zur Transplantation bestimmt sind, wie unsere Arbeitsgruppe kiirzlich
zeigen konnte [124]. Natiirlich sollten vorher eventuelle Nebenwirkungen durch Blocka-
de von TRPC6-Kanilen in anderen Geweben im Tierversuch identifiziert und evaluiert
werden.

In den Podozyten werden auch der TRPC1- und TRPC4-Kanal exprimiert und ei-
ne vermehrte Expression in PLCe-defizienten Zellen konnte ebenfalls in dieser Arbeit
identifiziert werden.

Daher wére es sehr wichtig, Podozyten der entsprechenden Mausmodelle zu untersu-
chen. TRPC4-/- Méuse sind bereits von einer anderen Gruppe beschrieben worden [47]
und TRPC1-defiziente Méause wurden schon in dieser Arbeit verwendet. Es wére zu er-
warten, dass Podozyten aus Méusen, denen der TRPC1- und der TRPC4-Kanal fehlen,
sich dhnlich verhalten wie die TRPC6-defizienten Zellen.

Fir den mTRPCI1 konnte hier gezeigt werden, dass er eine wichtige Rolle bei der
Migration und Proliferation von murinen embryonalen Fibroblasten spielt. In Zukunft
wird es durch die Entwicklung von effizienten und spezifischen TRPC1-Antikérpern mog-
lich sein, seine Translokation zur Zellmembran und die Heteromerisierung mit anderen

TRPC-Monomeren in nativen Geweben und priméren Zellen zu verfolgen.
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7.1 Abkiirzungsverzeichnis

°C

ng

nL

A
Angll
APS
ATP
BDNF
BSA
CaMK
cDNA
CIF
CIRB
cm
CNG
CT
DAG

DAPI

Grad Celsius

Microgramm

Microliter

Agonist

Angiotensin 11
Ammoniumpersulfat
Adenosinetriphosphat
brain-derived neurotropic factor
bovines serum albumin
Calmodulin abhéngige Kinase
copy DNA

calcium influx factor
Calmodulin/TP3 Rezeptor Bindungsstelle
Zentimeter

cyclic nucleotide gated
Schwellenwert Zyklus
Diacylglycerol

4’ 6-Diamidino-2-phenylindol
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DEPC Diethylpyrocarbonat

DMSO Dimethylsufoxid

DNA Desoxyribonukleinsédure

DTE Dithioerythritol

EDTA Ethylendiamintetraessigsaure

EGTA Ethylenglykol-bis(aminoethylether)-N ,N’-tetraessigsaure
ER Endoplasmatisches Retikulum

ERG Elektroretinogramm

EST expressed sequence tags

FCS fotales Kélberserum

Fura-2-AM Fura-2-acetoxymethylester

GABA v-Aminobuttersiure

GPCR G-Protein gekoppelter Rezeptor

h Stunden

HBS hepes buffered saline

HBSS Hank’s Balenced Salt Solution

HEK293 human embryonal kidney, humane, embryonale Nierenzellen
Iorac calcium release activated channel

[-mfa Inhibitor of myogenic family

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

IvC isolated ventilated cages, spezielle Mauskéfige
kD Kilodalton

M molar

mA Milliampére
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mASMC
MEF
min

mL

mN
MOI
mRNA
mTSMC
NFAT
nm

OD
OAG
PAR-2
PBS
PBST
PCR
PIP2
PLC
PLCe-/-

pmol

RNA

ROC
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glatte Muskelzellen aus der Aorta der Maus
embryonale Fibroblasten der Maus
Minuten

Milliliter

Millimeter

Millinewton

multiplicity of infection

messenger RNA

glatte Muskelzellen aus der Trachea der Maus
Nukledrer Faktor der aktivierten T-Zellen
Nanometer

optische Dichte
1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol
Protease-aktivierter Rezeptor 2
phosphate buffered saline

PBS mit Tween

polymerase chain reaction
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat
Phospholipase C

gendefizient fiir PLCe-/-

Picomol

Rezeptor

Ribonukleinsdure

receptor operated channel
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rpm
RT

RTK
RT-PCR

s

SDS
SERCA
siRNA

SOC

STIM
Sulfo-NHS
SV40

TAE
TEMED
™

TRP

TRPC
TRPCI1(-/-)
TRPC6(-/-)
uv

VNO

WT

ZNS
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rounds per minute
Raumtemperatur
Rezeptor-Tyrosinkinasen
reverse transkriptase PCR
Sekunden

Natriumlaurylsulfat

smooth endoplasmatic reticulum calcium ATPase

small interference RNA

store operated channel
Stromal interaction molecule
N-Hydroxysulfosuccinimidester
Simianes Virus
Tris-Acetat-EDTA
Tetramethylethylendiamin
Transmembrandoménen
transient receptor potential
transient receptor potential classical
gendefizient fiir TRPC1
gendefizient fiir TRPC6
ultraviolett

Vomeronasalorgan

Wildtyp

zentrales Nervensystem
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