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Einleitung

1 Einleitung

Lebewesen aller evolutionaren Entwicklungsstufen missen in der Lage sein, sich intern und
extern wechselnden Bedingungen anzupassemoglicit wird dies durch das
Vorhandensein vorextrazellulden Rezeptoren, die Signale wahrnehmen, verarbeiten und
weiterleiten konnen. Die Aktivierung solch&tembranrezeptoren bewirktdie Aktivierung
einer intrazellulden Signaltransduktiondie dannder Zelle erméglichteine entsprechende
physiologische Reaktion hervorzurufemd sich somit an die vanderten Bedingungen
anzupassen Die Rhigkeit lebender Organismen einen @bgnen Zustand unter
wechselnde Bedingungen aufrecht zu erhalten wird Blemdosase bezeichnet, undstellt

ein Grundprinzip jeglicher Lebensform dar.

Die intrazellubre Sgnaltransduktion besteht @ einer Vielzahlon Molekilen, die auf
einzelnen oder mehreren nacheinander geschalteten Ebenen fur eine Signalweitergabe,
amplifikation, und/oder -spezialisierung sorgen. Verschiedene Signaltransduktionswege
kdnnendabei miteinander interagierenywomit es etwa im Zytoplasma oder im Zellken
Wechselwirkungn oder Integration verschiedener Signalkaskaden kamnin der
Gesamtheit ermoglicht ein vielschichtiges Signalnetzwerk dem Organismus die Flexibilitat
sich anverschiedendBedingungerdynamischanzypassen.

Grundsitzlich gilt, dasskomplexere Lebeweselkomplexere Signalsystem besitzen mit
denen sie aufeine Vielfalt unterschiedlichsteReize reagiererkbnnen Die® beinhalten
sowohlinterne (wie z.B. Blutdruckpsmotische Beitigungen odeiSauerstofikonzentration)

als auchexterne Reize(wie z.B.Licht, Temperaturoder Gerliche). Dieweit verbreitetsten
Signaltransduktionswege eWerarbeitung interner und externegignale in Wirbeltieren
beginnen mit der Aktivierung von-Brotein gekoppeltenRezeptoren €ngl. G protein
coupled receptgr GPCR), einer Klasse vokMlembranezeptoren die durch das
Vorhandensein von siebetnransmembranaren Doméanen und durch ditivierung eines
intrazellulden heterotrimeren Guanosintriphosphabindenden Proteins (G-Protein)
charakterisiert sindRosenbaunet al, 2009) lhre Vielfaltigkeitund Bedeutungwird durch

den Umstandhervorgehoben dassein Grof3teilaller durch die Behérde fir Lebensnd
Arzneimittel (engl.Food and Drug AdministratiprFDA) zugelassenen Medikameriteer
oder an GPCR wirkéRranget al,, 2015; Garlad, 2013)



Einleitung

1.1 G-Protein g&koppelte Rezeptoren

GPCR sind membranstandige RezeptorenedieiederdurchdiverseexternelLiganden.B.
Photonen in Form von Licht, Signalmoliekin Form von Geruch oder Geschmaokgr
interne Signalmoleklldwie z.B.Hormone Neurotransmitter)aktiviert werdenkénnen.Die

Vielfalt dieser Rezept&lasse wird verdeutlich durch die Tatsache, dass allemkeumanen

Erbgut mehr als 800Gene GPCR kodiereliStevenset al, 2013) und nahezu jegliche
physiologische FunktionSignaltransduktionswege durch diese Rezeptorkeinhaltet
(Kobilka, 2013; Rosenbaushal., 2009)

Alle GPCR sind aus sieben transmembranaren Domaunfgebaut, die jeweils aus ca. 20,
hauptsachlich hydrophoben Aminosauren besten@rasto, 201Q)und in Form einep -

Helix die Zellmembran durchspannen (daher auchldér i S N3/ I (i ATeBsmbribMss a T
wST SLI2NByao® bSoSy RSy {-Rratgire tkindeh GRGRdalch A 2 v &
Uber i -Arrestine agieren. Diese -Boteinrunabhangige Signalkaskade ruft dabei eigene
spezifische Konformationsdnderungen im Rezeptor hefivetkowitz und Shenog005) Die
unterschiedlichen Transduktionswege kdnnen darlber hinaus ineinander integriert werden
und sich gegenseitig regulativ beeinflussen. Die Gesamtheit des Signalnetzwerks erméglicht
Zellen die Integration unterschiedlicher z.B. mechanischermeaher, elektrischer oder

thermischer Reize.

1.1.1 Klassifizierung der GPCR

Die am haufigsten verwendete Einteilung erfolgt nach funktionellen Merkmalen, gegeben
durch das Vorkommen gemeinsamer charakteristischer und konservierter Motive in die
Klassen A (Rhod@sinédhnlich) B (SekretinRezeptosFamilie) C (metabotrope
Glutamat/PheromorRezeptorel=  Fungalomating t K S NRBz¥pose) E (cyclische
AMPRezeptoref dzy’ R Ffizzletl/8moothen@éeRezeptorenWnt-{ A Ay I f 6S3IZ a2 y i 6
fir Wg = Winglessin Drosophilaund Int-1 = IntegraseGenl) (Attwood und Findlay, 1994;
Kolakowski, 1994 WVertreter der Klassen D und E kommen nicht in Wirbeltieren vor, sondern
nur in Hefenund Fadenwirmern. Durch den Vergleich dedntereinheiten des @roteins

wird eine alternative Einteilung der GPCR in die vier UntergruppenGs Gyi1 und Gais
vorgenommen(Simonet al., 1991; Wettschureck und Offermanns, 2005; Worzfeidl.,
2008) 2009 wurde auf einem Gen des Zebrafischs der Code fir eine fliftgereinheit
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entdeckt, G, die von denbekannten Untereinheiten genomisch abzugrenzen ist, jedoch
schon genau so lange zu existieren scheint wie die anderen vier Unterein@keret al.,
2009) Jede der vier ursprunglich definierten Untergruppen,Gs, Gyii und Goas kann
unterschiedliche Signalkaskaden modulieremA@sbildungl). Als erstes wurde ein-Brotein

mit einer stimulierenden Wirkung auf die Adenylylzyklase (eadenylyl cyclaseAC)
entdeckt und fortlaufend Ggenannt(Sunaharat al., 1996) Zu dieser Gruppe gehéren auch
die nur im Riechsystem exprimierten,GJones und Reed989) AnschlieRend wurde ein
weiteres GProtein identifiziert, welches eine inhibitorische Wirkung auf die AC besitzt, das
G-Protein(Taussig und Gilman, 199b)ieser zweiten Gruppe ist gemein, dass siesgiv fur

eine Inhibition durch Pertussistoxin sind, ein bakterielles Endotoxin, das Keuchhusten
verursacht. Die Gruppeer G-Proteineumfasst zahlreiche MitgliedeEZu ihnen gehéren drei
G-lsoformen undzweiG-L 82 F2 N Sy  othe?, @as@Rrdeia dvurde Mach GG

und Transducin als viertes entdeckt, im Folgenden wifgemeindie Namensgebung i
verwende). Ebenfalls zu den&GProteinen zéhlen die in der visuellen Signaltransduktion
involvierten G-Proteine Transducing genanntGg) und G ¢, das im Geschmackssystem
vorkommende @rotein Gustducin (Ggs) und eine noch weitestgehend unbekannte
Isoform G (Kaziroet al, 1991) Eine dritte GProteingruppe stellen die &Proteine dar. Sie
sind Pertussistoximsensitiv und stimulieren Phospholipase C (PLC), was zu einer
Inositoltrisphosphatvermittelten Freisetzung von Kalzium in der Zelle fi({@tnrckaet al,,
1991) Diese dritte Familie definiert sich aus den Mitgliedeg G, (daher auch der Name
Gy11), Gua, G, und Ge. Die vierte Familie besht aus den 3-Proteinen, die zellulare
Prozesse Uber RhoGTP#&3eaninnukleotidAustauschfaktoren (engRhoGTPase nucleotide
exchange factorsRheGEF) regulieren. Bekannt sind derzeit vier SaugRin¥GEFs, die
sich durch aktiviertes;,13-Proteineaus dem Zytosol an die Plasmamembran verlagern und
dort aktiviert werden. Die aktivierten RHBEFs leiten die Signalkaskade an RhoA weiter.
RhoProteine gehdren zur Superfamilie der kleinen GTPasen, welche durch die alternierende
Bindung von GDP oder Gl Funktion eines molekularen Schalters besitzen. RhoA leitet
das Signal wiederum an Rianasen weiter, welche dann Effektorproteine phosphorylieren
und letztendlich verschiedene Zellfunktionen regulieren kon(teiehler, 2009Worzfeld et

al., 2008) G;,13-Proteine sind ebenfalls Pertussistoxiisensitiv und weisen eine relativ

geringe Sequenzhomolgie zu anderen@ntereinheiten au{Strathmann und Simon, 1991)
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Des Weiteren vermitteln alle bisher bekannt&/13-PCR ihre Signaimisatzlich auch tber
Gyo- und/oder Gy11-Proteine(Siehler, 2009)

- AC

G, _>CAMP1‘ — PrOtEInphosphoryllerung/r

PKA A

=1AC
Gi/o —>cAMP\l; —_— Proteinphosphorylierung,l,

~PLCB IP,+ ca>;  PKC
Gg/11 361\ E— [ca ]'1‘ T .
DA Proteinphosphorylierung 4
Guoyts RhoA- 4\ 5 RhoA- 4

Proteine Kinasen

Abbildung1: Die vier Hauptgruppen der ®roteineund ihre Signalkaskaden

Jede Gruppe von-Broteinen (stimulierendes-Brotein G inhibierendes @rotein Gy, Gyi1, Gions graue Rechteckinks)

kann auf unterschiedliche Art und Weise spezifische Signalkaskaden regulidp€@R @rhéhen durch die Aktivierung der

|l RSyetef Oe Of I &-Bnteceintieib denycAHSpiRgeINd dBrhzalle, was wiederum mittels der Proteinkinase A

(PKA) zuPhosphorylierung von Zielproteinen fihrje® / w SNY ASRNA ISy Rdz2NOK UStyiaintistd RS NJ !/
den cAMPSpiegel in der Zelle, es findet kaum noch eine Phosphorylierung von Zielproteinen statt. JauRBRGwird

YAGGSE & -Uhenitbait di®@PhlyspholipaseiC(PLG ) aktiviert, die aus®hosphatidylinosite#t,5-bisphosphai(PIR)
DiacylglycerifDAG) und Inositoltrisphosphéfs) bildet, welche dann wiederum den Kalzik@piegel in der Zelle erhthen

und die Proteinkinase C (PKC) adtem. So kommt es zur Phosphorylierung von Zielproteinen."D&E1&der G,;:-PCR

aktivieren die Rho&ignalkaskade, wodurch Proteine durch Rimasen phosphoryliert werden und Signale weitergeben
werden kénnen

1.1.2 Die Rezeptoraktivierung

Detaillierte Kentnisse uber die durch GPCR vermittelten Ablaufe zu ermitteln, ist seit Uber
vier Jahrzehnten ein Schwerpunkt der biologisobdizinischen Forschung. Die genaue
Analyse  der  dynamischen Konformationsanderungen  und  der  genauen
Aktivierungsmechanismen von GR@&t von immenser Bedeutung, da diese Rezeptdien
grofdte Gruppe an Zielstrukturen fur Arzneimittelwirkungen darstelldeilensteine in der
modernen GPGRorschung waren dabei die Visualisierung der Strukturen von Rezeptoren in
diversen aktiven und irdiven Konformationszustande(Rosenbaunet al., 2009)und die
Visualisierung und Lokalisation der ablaufenden Signalkaskaden durch optische Methoden
(Lohseet al, 2008) Durch die Auflosung der Kristallstruktur von inzwischen ca. 30 GPCR
konnte der exakte Aufbau der Rezeptoren ermittelt und der Aktivierungsvorgang auf
molekularer Ebene beschrieben werdefGhosh et al, 2015; Munk et al, 2016;

Venkatakrishnaret al, 2016) Die siebenh-Helices durchspannen die Membran und sind
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dabei abwechselnd durch drei extrazellulare und drei intrazellulare Schleifen (engl.
intracellular loop, IL) miteinander verbunden. Ein extrazellularer Asfigmoninus (N
Terminus) und ein intrazeli@rer CarboxyTerminus (€erminus) stellen den Anfang und das
Ende der Proteinsequenz dar. Die Ligandenbindestelle der GPCR liegt entweder extrazellular
oder transmembranar vorJeder Rezeptowird hochspezifischdurch seineendogenen
Liganderreguliert

Durch das extrazellulare Binden eines Agonisten findet eine Konformationsanderung im
Rezeptor statt, die intrazellular zur Interaktion mitR&oteinen fuhrt, welche daraufhin
aktiviert werden und die Signalkaskade in die Zelle fortfihren. Ob die Intenaktischen
Rezeptor und &rotein dabei durch zufallige Kollision der in der Plasmamembran frei lateral
diffundierenden Reaktionspartner stattfindet Ay RSNJ [ AGSNI GdzNJ | f&a o«
beschrieben(Nobleset al., 2005)- oder ob die Rezeptoren schon im inaktiven Zustand mit
dem GProtein verbunden sindbleibt noch Diskussionsgegenstafidein et al., 2005;
Jakubiket al, 2011; Oldham und Hamm, 2008)

Die Rezeptorkonformationsanderung ist die Grundlage fir die Weiterleitung des Signals in
die Zelle, die Signaltransduktion wird so initiiert. Welche konkreten Prozesse ablaufen (G
Proteinrabhangige Signalwege,-Arresin-abhangige Signalwege, Rezeptordesensitierung
und/oder -internalisierung), ist dabei von der durch den jeweiligen Agonisten bestimmten
Konformation des Rezeptors sowie von deArrestinen und dem Phosphorylierungsmuster
am GPCR abhandigefkowitz und Shenoy, 2005; Liggett, 2011; $gamd Lefkowitz, 2005)
Untersuchungen haben gezeigt, dass die kgetwirkungen zwischen -Broteinen, i -
Arrestinen und GPCR von einer hohen Diversitat, Geschwindigkeit und Dynamik

gekennzeichnet sin(fDeWireet al,, 2007;Nuberet al,, 2016; Parlet al,, 2016)

1.1.2.1 Abldufe am Rezeptor und an den Effektorproteinen

Die Aktivierung der @roteine nach Rezeptoraktivierung erfolgt durch den Austausch von
Guanosirp -dphosphat (GDP) gegen GuanogwtHphosphat (GTP) im -Brotein. Das
heterotrimere GProtein besteht aus einef-X - dzy” RUntereinheit (Hamm, 1998) Der

Austausch von GDP zu GFR ¥ R S (i -UE des @P®tdihshstatt. Esxstieren derzeit zwei
a2RSEtSY AYySASTSNY RAS wSTSLI2NI 2y F2NXNI GA2Y
Untereinheit freigegeben wirdOldham und Hamm, 2008)m ersten Modell verursacht ein

Hebel am Nt S NJY A vy diinter&ith@iidds Wegklappen der tUntereinheit, wodurch die

NukleotidBindetasche offengelegt wird und GDP freigibh Ewveites Modell besagt, dass
5



Einleitung

diei @ YGSNBAYKSAG RdzZNODK RAS wST SLI 20hderRighdit2 N | G A
gedriickt wird und so eine Offnung der Bindetasche und ein Freigeben des GDPs erzwingt.
5AS . AYRdzy3 @Bnfereibheit fuhit 3 Déstatdlisietrung des-Broteins und
REFEYAG T dzNJ | dzF-@h0iRt (Bedyffdeinkeft. O dig/b8ideh Untereinheiten des
G-Proteins und der Rezeptor tatsédchlich voneinander wegdissoziieren, oder ob sie trotz
Aktivierung physisch verbunden bleibast, noch nicht vollstandig geklafBunemanret al,,

2003; Digbyet al., 2006)

Die so aktivierten Untereinheiten konnen dann unterschiedliche Signalwege einleiten. Die
i iUntereinheiten koénnen z.B. direkt -Botein gekoppelte einwarts gleichgerichtete
Kaliumkanéle €ngl. G protein-coupled inwardlyrectifying potassium channel$&IRKs oder
Kir3.X) aktivierend ¥ ¥ S { G 2 NLINGhiér8idhgit&onmes dabegen die AC oder die PLC
sein, die intrazellulare Signalmolekil€z.B. zyklisches Adenosinmonophosphat [cCAMP],
Inositot1,4,5-trisphosphat [IE] oder Diacylglycerin[DAG]) freisetzenund so letztendlich

den Effekt an der Zielstruktur hervorrufen. Beendet wird der Vorgang durch die Hydrolyse
des an dieh-Untereinheit gebundenen GTP zu GDP ungD.HDadurch kénnen die
Untereinheten wieder reassoziieren und die Signalkaskade terminieren.

Lya3asSal Yd 1 2yyiESye diyARa f Wwakiinheiten identifiziert werden
(Baltoumaset al, 2013; Hermans, 2003; Milligan und Kostenis, 200&rschiedene
Untereinheiten kdonnen intrazellular unabhangig voneinander verschie@&gealkaskaden
beeinflussen(Chisarkt al,, 2009) Diese hohe Diversitat anfoteinen tragt mafdgeblich zur
Spezifizierung undDiversifizierung der Signalkaskaden bei. Neben den klassischen
Signalkaskaden Uber -Boteine wird durch GPCR eine weitere alternative
Effektorproteingruppe reguliert, die-Arrestine. Dabei konnte inzwischen gezeigt werden,
dass diese nicht nur, wie urgprglich vermutet, fir Rezeptordesensitisierung wimater-
nalisierung verantwortlich sindLuttrell und Lefkowitz, 2002)sondern vielmehreigene,
unabhangige Signalkaskaden initiierdhefkowitz und Shenoy, 2005GPCR koénnen
dynamisch diverse aktive und inaktive Konformationen einnehmen, und die jeweilige
Konformation in Kombination mit bestimmten Schlusselstrukturen im Rezeptor definiert die
genau aktivierteSignalkaskadeégonisten mitsogenannterfunktioneller Selektivita{obiased
agonisny, Abbildung 2) sind dazu in der Lagespezifische Rezeptorkonformationen
hervorzuufen und damit bevorzugt eine von diversen moglichen Signalkaskaden zu

initiieren. Der Begriff der funktionellen Selektivitat kann sich auf die Liganden beziehen

6
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Oldased ligands Voler auch auf die Rezeptoren, die einen oder mehrere Signalwege
selektivA ¥ R dzI bi&sHdSsignaléng 0 &

Abbildung?2: Funktionelle Selektivitat/Biased agonism

A Ausgeglichener B G-Protein- C B-Arrestin-

Ao 5:’;5:;;:’ :ZZ:';;:" Schematische Darstellung von funktionell selektiven

l l l Agonisten bzw. Liganden und Rezeptoren A Ein
ausgeglichener Agonist ohne Selektivitat aktiviert diverse

G2 a5l 2 Signalwege gleichzeitig und in ahnlichem AusmdR.

Agonisten mit einer Selektivitat fir derRBoteinvermittelten

Signalweg induzieren nur dieRBoteinSignalkaskade, die-

l ‘ I * * ‘ ArrestinSignalkakade blleibt inaktivC Agonisten mit einer

Selektivitat fir den i -Arrestinvermittelten  Signalweg

G-Protein- B-Arrestin-  G-Protein- B-Arrestin- G-Protein- B-Arrestin- induzieren nur dig 'ArrEStinSignalkaSkadev die -Broteirt

Signalweg Signalweg  Signalweg Signalweg Signalweg signalwez Signalkaskade bleibt inaktiv. Angepasst ®&ankovic et al.,

2016)

Es konnte inzwischen gezeigt werden, dass sich deroinvermittelte Signalweg und der

I -Arrestinvermittelte Signalweg zeitlich und raumlich vonander unterscheiden, und auch
pharmakologisch unterschiedliche Wirkungen hervorruféihn et al, 2004) Es gibt
Hinweise darauf, dass auch die mechanische Aktivierung von GPCR eine spezifische
Rezeptorkonformation hervorrufCabanaet al,, 2015; Rakeshbt al., 2010) Die Aufklarung

der genauen Details der dynamischen Konformationsédnderungen von GPCR und deren
Manipulation bleibt dabei ein wichtiges Ziel in der aktuellen Medikamentand

Therapieentvicklung(Kenakin und Christopoulos, 2013)

1.1.2.2 Kinetik der GPEHRgnalkaskade

Zur Ermittlung der Reaktionskinetik von GPCR wurde in den letzten Jahrzehnten eine grol3e
Anzahl an optisch auslesbaren Sensoren entwickelt, die es ermdglichten, einzelne
Teilschritte der Aktivierung zu visualisiergteinet al., 2005; Herenbrinlet al,, 2016; Lohse

et al, 2012; Nikolaeet al, 2005; Thomsert al, 2016; Vilardagat al., 2009) Dadurch
konnten die zeitlichen Parameter fir die eatrzen Teilschritte von diversen GPCRs bestimmt
werden (Lohseet al., 2012; Stumpf und Hoffmann, 201@)ie Bindung des Liganden und
Aktivierung des GPCR erfolgt im Verhéltnis relativ schnell (ab 40 Ins GPCR vs. &
PCR)und die anschliellende Rekrutierung de$f1@teins erfolgt ebenfalls zeitnah (ca. 40
ms). Die Kinetik und Spezifitdt der Rezeptoraktivierung deuten darauf hin, dass Rezeptor und
G-Protein schon vor der Agonistenbindung miteinander verbunden g@tiham und
Hamm, 2008)Heinet al. konntenjedoch keine direkte Interaktion zwischen Retepnd G

Protein vor der Agonistenaktivierung beobachten, was fir die Theorie der Kollisionskopplung

spricht(Heinet al,, 20(®). Die Aktivierung des-Brotein dauert etwas langer (ca. 0% S)
;
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(Hein et al, 2006) ebenso wie die beginnende Aktivierung oder Hemmung der
Adenylylzyklase (ca. 0,5 s). Der Beginn einer effektiven Veréanderung desSpiddEls
bendtigt daher mindestens 2 30 s. cCAMP kann dann weitere Effektmfgine regulieren,

dzy 0 SNJ I y RExbld&nge proteiad diractly activated by cAMP ¢ 9 wélcii@s Zell
Adhasion, Sekretion und die Bildung von -ZellVerbindungen regulier{Chenget al.,
2008) Die cAMPHydrolyse durchHPhosphodiesterasen (PDE) lauft in lebenden Zellen nach
einer Rezeptoraktivierung schneller ab (ca. 15 s) als die zuvor stattgefundene- cAMP
Synthese durch AC (ca. 35N)kolaevet al,, 2005) Durch 8Br-cAMP (membranpermeables
cAMP),3-isobutyt1l-methylxanthin (IBMX, unspezifischer cAfRRosphodiesteraseinhibitor)
und Forskolin(FSK, A@ktivator) kénnen die intradlularen cAMPSpiegel pharmakologisch
manipuliert werdenDie Inaktivierung der Rezeptoren bei Entfernung des Agonisten erfolgt
innerhalb einer Halbwertszeit von ca. 2 sAbbildung3). Die Beendigung der RezepGs
Proteininteraktion ist jedoch zeitlich verzégert und dauert, wie am Beispiel des Adenosin
A2ARezeptors gezeigt, ca. 10 s wahrend die Deaktivierung g¢€sotins sogar ca. 25 s
(Lohseet al, 2012) dauert. Diese zeitliche Verzdgerung fuhrt dazu, dass es zu einer

Signalamplifikation in der Zelle komifitohse und Hoffmann, 2014)
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Abbildung3: ZeitlicheAblaufe der GPCR\ktivierung und beeinflussende Komponenten

Die Bildung des intrazellularen cAMBiegels wird durch stimulierende Hormone (oben links, rote Kugel) oder durch
inhibitorische Hormone (oben rechts, lila Raute) bestimmt, Dauer ca. 4@ Ins. Nach Akvierung des &roteins
(bestehend aus-, i - dzy’ RUntereinheit)durch Austausch des GDP (inaktiveBrGtein) zum GTP (instabilesP®tein, die
h-Untereinheit dissoziiert appktiviert oder hemmt dié -Untereinheit die Adenylylcyclase (AC), Dauerlaa5 s. Diese
katalysiert die Bildung von cAMRISATP unter Abspaltung vonpbosphat(Mitte oben), Dauer insgesamt bis zu 30 s.

cAMP kann nun aléntrazelluldres Signalmolekiil.a. Proteinkinasen aktivieren, die durch Phosphorylierung weitere
Zielstrukuren aktivieren kénnen, um so Zellprozesse zu regulieren (links unten). Eine weitere Zielstruktur des cAMP ist das
a9EOKFYy3IS tNRGSAY RANBOGf& | OGA DI (S K 600seAbgebaat witd cAMPLduréhy = 5 | dz
Phosphodiesterasen (PDEyjelche die Umwandlung von cAMP zu AM¥elehosinmonophosphatkatalysieren (unten

rechts), Dauer 15 s. Extern beeinflusst werden kann der intrazelluléare-8piigrel durch Applikation eines zellpermeablen
cAMRAnNalogons (8r-cAMP), durch IBMX (unspezifisc PDEBlocker, kein Abbau des vorhandenen cAMPSs) oder durch
FSK (Aktivierung der AC, vermehrte Bildung von cAMP). Zu beachten ist, dass die Kinetik und das AusmaflulesucAMP

der Mikrokompartimentierung von PDE und Epac unterliedBMX =3-isobutytl-methylxanthine, FSK = Forskolin.
Angepasst vorPrinciples of Biochemisty4. Edition, Neena Groover et éGrover, 2006)

Insgesamt ist die Aufklarung der genauen zeitlichen und raumlichen Ablaufe der- cAMP
Bildung sowie die Optimierung deerwendbaren Bestimmungsmethoden nach wie vor von
wissenschaftlichen Interesse, da durch die aktuell verfiigbaren Methoden noch methodische

Restriktionen hinsichtlich der Untersuchung allePteinUntergruppen bestehen.
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1.2 Mechanosensitivitat

Mechanosensitiitat gehort zu den altesten und einfachsten Mechanismen, mit denen Zellen
mit ihrer Umwelt und untereinander kommunizieren kénnen. Sie ist in allen Formen des
Lebens ubiquitar verbreitgikKocer, 2015)Dabei ist diese Eigenschaft nicht nur essentiell fir
Sinnewie Tasten, das Gleichgewicht und Horen, sondern spielt auch eine entscheidende
Rolle bei der Adaptierung von Zellen an Verdnderungen in der osmotischen Umgebung,
sowie in der Volumenregulation, Zellbewegung und Zellmigrafidamkin und Kiseleva,
2005)

Der Begriff der Mechanosensitivitat vereint drei Tedlpesse: Reizaufnahme,
Reizweiterleitung und Zellantwort auf das mechanische Signal. Die Reizaufnahme findet
durch biologische Makromolekiile statt, die physikalische Krafte wahrnehmen kénnen.
AnschlieBend erfolgt die Reizweiterleitung durch die Ubertragiergphysikalischen Kréfte

auf zellulare Komponenten. Die Zellantwort auf die mechanische Stimulation ist durch einen
chemischen, biologischen oder elektrischen Effekt in der Zelle gekennzeichnet. Empfanger
der mechanischen Reize kénnen Plasmamembran, zdittdare Matrix und Zytoskelett sein.

Als Mechanosensorer{Elemente mit der F&higkeit, mechanische Reize zu erkennen)
kommen lonenkandle, Zelladhasionsproteine, membrangebundene Enzyme, Teile des
Zytoskeletts oder auch GPCR in Fr@ddederos y Schnitzlest al, 2011)

Ziel der aktuellen Forschung ist es, mogliche Mechanosensoren zu definieren und den
genauen Mechanismus der Umwandlung armaechanischen Stimulus in eine Zellantwort

zu analysieren(Delmaset al, 2011; Hamill und Martinac, 2001; Kung, 2005; Mederos y
Schnitzleret al, 2016; Nilius und Honore, 201Ranadeet al, 2015) Die Differenzierung
zwischen Reizibermittlern und tatsachlich mechanosensitiven Elementen ist haufig
problematisch. Direkte und inh&rente Mechanosensoren sollten daher folgende
experimentelen Definitionen erfillenErnstrom und Chalfie, 2002; Mederos y Schniteter

al., 2011)

1 Der Mechanosensor sollte beer Beobachtung einer mechanischen Aktivierung in

einer raumlich sinnvollen Weise in der untersuchten Zelle vorhanden sein.

71 Die Zellantwort sollte in einem zeitlichen Rahmen ablaufen, der zur physiologischen

Aktivierungszeit des jeweiligen Mechanosensaasgt. Die Reaktionszeiten bewegen

10
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sich hierbei im Rahmen vaviikro- bis Millisekunden (membrangebundene Enzyme:
<50 ps lonenkanéle: <8ns, GPCR: <500 m§&er physiologisch adaquat®ahmen
sollte sowohl bei dem applizierten mechanischen Reiz als auch bei der

Proteinreaktioneingehalterwerden.

1 Der mechanische Reiz sollte eine fir diesen Reiz spezifische Modifikation im

Mechanosensor hervorrufen, wie z.B. eine erkennbare Konformaimaterung.

1 Um zu zeigen, dass die Mechanosensitivitdt des untersuchten Proteins tatséchlich
eine intrinsische Eigenschaft darstellt, muss der aufgereinigte und in einem
kiinstlichen Milieu eingebrachte Mechanosensor weiterhin in der Lage sein, einen

mechanishen Reiz aufzunehmen und Effektorproteineaktivieren

1 Zwischen der Aktivierung des Mechanosensors und dem mechanischen Reiz muss
eine klare Abhangigkeit vorliegen, wie etwa die Offenwahrscheinlichkeit bei
lonenkanédlen, die Starke der -R3oteinRekrutieung bei GPCR oder die
Geschwindigkeit der ablaufenden Reaktion bei membrangebundenen Enzymen.
Spezifische Manipulationen durch Blocker, Inhibitoren, inverse Agonisten oder

Herabregulation des Mechanosensors sollten méglich sein.

1.2.1 Mechanosensitive Strukture

Jede Zelle eines lebendigen Wesens wird bestéandig einer Vielzahl von mechanischen Reizen
ausgesetzt, sei es durch Zellbewegungen, Gravitationsdruck, zusammendriickende oder
auseinanderziehende Krafte sowie Scherkréaften verursacht durch Flissigkeitssami.

Zellen in der Lage sind, auf diese Reize zu reagieren, bendtigen sie Mechanosensoren.

Verschiedene Komponenten der Zelloberflachar&n als Mechanosensoren dienen.

1.2.1.1 lonenkanéale

lonenkanéle, die auf mechanische Stimuli reagiek&énnen kommen in unérschiedlichen
Zelltypen vor, wie z.B. in Spinalganglienervierenden Neuroner(Delmaset al, 2011;
McCarteret al, 1999) in Nervenzellen des Hinterwurzelgangliof®chrenkSiemenset al,
2015) in Haarsinneszellen im InnenofBeug et al., 2006; Gillespie und Muller, 20Q9n
Erythrozyten(Albuissoret al., 2013) oder in den glatten Muskelzellen der Pulmonalaterien

(Ducretet al., 2010) Zu den ersten elektrophysiologisch charakterisierten mechanosenitiven

11
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lonenkanalen z&hlen die drei prokaryotischen Kanale MsdMiscS und MscL

0 Mechanosensitive channel of mini, small or large conductanBerrieret al., 1996) Sie
unterscheiden sich in ihrer Leitfahigkeit, Offnungswahrscheinlichkeit und Selektivitat. Der
Mscl-Kanal wird direkt Uber die Lipidzusammensetzung der Membran reguliert, der MscS ist
dahingegen spannungsabhangig. Ein weiterer, frih ecitter mechanosensitiver Kanal

kommt aus der Familie degpithelialen Natriumkanale(cEpithelial Nachannet = 9 bl / 0 ® L
Saugetierzellen konnte eine deutliche Modulation des Kanals durch Scherkrafte gezeigt
werden (Althauset al, 2007) Der Volumenregulierte AnionerKanalo \éolume regulated

anion channeft = X wwird/ durch Zellschwellung aktiviert. Bis heute konnten zwar
Komponenten des Kanals identifiziert werd@rosset al., 2014) aber ob der Kanal durch
Anderungen irder lonenkonzentration, seitlich ausgeiibte Scherkrafte an der Membran oder

durch ein Zusammenspiel mit weiteren Makromolekilen aktiviert wird, ist nach wie vor
unklar. Neuere Forschungsarbeiten enthillten zwei weitere Gruppen von mechanisch
aktivierbaren lonenkanélen, TME N2 i STrafissnembrane channéked 0 &2 6AS t A S
und -2 (Coste et al, 2010; Kawashimaet al, 2015) TMGProteine werden in
Haarsinneszellen exprimiert, Piezol uftlin Blase, Haut, Lunge und GrimmdarifrRP

Kandle@ ¢ NI yaA Sy d NB OSitzith anNdelédvérlyleilenéntSpezies ebenfalls
mechanosensitive EigenschaftenEinige Mitglieder der TRHramilie wirden im
Zusammenhang mit direkter Mechanosensitivitat oder als Ubermittler  der
mechanosensiven Eigenschaft diskutierfLiu und Montell, 2015; Plant, 2014\itglieder

der TRP&amilie werden bisher als nicht mechanosensitiv eingestuft, kdnnen jedoch in
Y2YLX SESYy YAl | yRSNSD galci{inré\edspattivzies valcidni cBantelNI A m
protein1d 0 2RSNJ t K2ALIK2f A LI &Sy (Sextant ah, S0ORK | y2aSyard

1.2.1.2 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Uber die letzten funf Jahre konnte gezeigterden, dass GPCR ebenfalls als
Mechanosensoren fungieren konnéstorchet al, 2012) Der in dieser Hinsicht am besten
untersuchte Vertreter, der humaneAngiotensinll-RezeptofSubtypl (AT,R) aus der
Subfamilie der €:1-PCR, kann Agonistemabh&angig durch einen mechanischen Reiz
aktiviert werden (Mederos y Schnitzleet al, 2011) und tragt damit zur Dehnungs
induzierten Hypertrophie von Myozyten b@ouet al, 2004) Des Weiteren konnten ese
Rezeptorerzusammen mit denCysteinylLeukotrierRezeptor {CysLT1Rils Vermittler der

myogenen Vasokonstriktion (auch Baykdtekt genannt) identifiziert werde{Mederos y
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Schnitzleret al, 2011; Storchet al, 2015) Aus derselben Subfamiliurde auch der
Bradykinin2-Rezeptor (BR) untersucht. Bei der Expression in Enetthllen aus der
Rinderaorta konnte mittels FREEchnik eine Konformationséanderung nach der Applikation
von hypotoner Losung oder Scherkréften beobachtet wer@€hachisviliet a., 2006)
Ahnliche Ergebnisse konnten auch bei Vertretern aus anderen Subfamilien der GPCR
ermittelt werden. Der ParathyroidhormeRezeptorl (PTH1R) koppelt <Gund Gyii-
Proteine, der Dopamibs-Rezeptor (BR) i$ Gs-Proteingekoppelt. Beide Rezeptoren sind
mechanisch aktivierbgAbdutMajeed und Nauli, 2011; Zhaeg al., 2009) Die Fahigkeit zur
mechanischen Aktivierbarkeit kate am G-Protein gekoppelta adrenerge i ,-Rezeptor
nicht gezeigt werdeifMederos y Schnitzlest al, 2008; Zowet al., 2004) Unter den G-PCR
wurde beim humanen &HlydroxytryptaminlB-Rezeptor (8HTgR), der unter anderem in
Knochenzellen exprimiert wird, unter einem aof@nischen Stimulus eine Veranderung in

der Konformation detektier{Candelario und Chachisvilis, 2012)

1.2.2 Modelle zur mechanischen Aktivierung

Mechanosensitive Strukturen sind meist in die Plasmamembran integrierte Proteine wie
lonenkanale, Rezeptoren oder Enzyme, eiee Veranderung im Druckprofil der Membran
wahrnehmen kénnen. Membranen sind aus einappellipidschicht aufgebaut und bilden
damit eine hydrophobe Barriere zwischen dem Zytoplasmaraum und dem Extrazellularraum.
Mit einem Durchmesser von -B0 nm sind sie aus amphiphilen Phospholipiden
zusammengesetzt, wobei die hydrophilen PhosphatkdpfchachnaufRen zeigen und die
lipophilen Schwanzgruppen (Kohlenwasserstoffketten) nach innen gewandt sind. So entsteht
im wassrigen Milieu eine Doppelschicht, die nahezu undurchléassig fur Wasser, aber
mechanisch sehr flexibel. Reize konnen durch Druck, SchgbhD£&hnung, Auslenkung oder
Scherung an der Membran entstehen. Andert sich das Kréafteprofil der Membran durch einen
dieser Reize oder durch Abbau eines Membranproteins, passt sich die Membran den neuen
Gegebenheiten an und damit auch die noch vorhandemtegrierten Membranproteine.

Dies geschieht durch die Einnahme einer energetisch ginstigen Konform&tesmeit
beschreiben zwei Modelle wie integrierte Membranproteine mechanische Reize
wahrnehmen kénnen. Das Membran2 R S inémbrane modeél 2 R S bldyea modet O
postuliert, dass die Steuerung mechanosensitiver Strukturen, die innerhalb der Membran

verankert sind, Uber mechanisch verursachte Deformation der Membran oder

13



Einleitung

Veréanderungen in der Membranspannung erreicht wi@hristensen und Corey, 200Das
Verankerungs 2 R S Tetherad anodél = $eyhé& £ ®pannseilAnkel) besagt, dass die
mechanosensitiven Strukturen mit intrazellularen Komponenten des Zytoskelettoder
Bestandteilen der extrazellularen Matrix verbunden sind. Die Ubertragung des
mechanischen Reizes erfolgt hier Uber die mit dem Mechanosensor verknupften
KomponentenHamill und Martinac, 2001)

A Membran-Modell B Verankerungs-Modell

>

EZM

g

<
Spannung s
L 4

W l

Membran 5
S = Zytoskelett

APIERFR
K3 i,.f PRI

Abbildung4: Modelle zur mechanischen Reizwahrnehmung

A Im MembranModell tibertragt sich eine Deformation oder Anderung in der Membranspannung (rote Pfeile) auf den

Mechanosensor (braune ZylinddB)lm Verankerungdlodell bewirken mechanisch&éafte (rote Pfeile) an intrazellularen

Komponenten wie der extrazellularen Matrix (EZM, graues Gitter)) oder dem Zytoskelett faeiRgeHelix) durch einen
Anker am Mechanosensor (braune Zylinder) dessen Aktivierung. Angepa@silivsrund Honore, 2012)

Zusammengefasst kann gesagt wardelass unabhangigom Ubertragungsmodell eine
Veranderung des Krafteprofils durch den mechanischen Reiz zu einer Konformations
anderung im Mechanosensor fuhrtie wiederum in derAktivierung einer Signalkaskade
resultiert. Im Falle von lonenkanélemewirkt die Krafteinwikung eine Deformation des
Kanals und damit eine Veranderung ARtivitatszustand Sukharewnd Sachs, 20125PCR
nehmen durch die Veranderung der Membranspannung und der Membranfluidiiae

neue Rezeptorkonformation ein, die zu ein@&eeinflussung der -BroteinAffinitat fuhrt
(Deupi und Kobilka, 201.0)

1.3 Darstellung der Mechanosensitivitat voiP@tein gekoppelten Rezeptoren

in der Elektrophysiologie

Die vorliegende Arbeit untersucht die mieanische Aktivierbarkeit i-Protein gekoppelter
RezeptorenDazu wurden Kandidaten gewabhlt, die vermehrt an Orten exprimiert werden, in
denen mechanische Reize eine Ubergeordnete Rolle spielen, wie z.B. in Blutgefal3en, in der

glatten Muskulgur, im Herze@, in der Lunge oder ilMlagenDarmTrakt. Speziell werden der
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h5-HT5 K B hM2-, und der hgRezeptor in elektrophysiologischen Messungen untersucht.
Zur Frage der Vellgemeinerung der Ergebnisserfandere Subklasserwurden der G
Protein gekoppeltel R NB y SMRErz&ptoksowie die priméar libersBroteire koppelnden
h5-HT;a-, hCGRP und hVPAGRezeptoren analysiert. Zur Untersuchung der GPCR
Aktivierungkonnen die Rezeptoremit lonenkanalen koexprimiert werden, die durch GPCR
reguliert werden. DurctDarstellung dedonenkanalvermittelten Stromveranderungerbei
der Durchfihrung elektrophysiologscher Experimente kann so neben der
Agonistenaktivierungauch die mechanisch induzierte Aktivierbarkeit GPdERgestellt

werden.Mdgliche GPCGReguliertelonerkanélesindKir-Kanale odem RPCH&anale

1.3.1.1 KirKanéale

Kir3.xKanéale werden direkt durchLiganderaktivierte Pertussistoxirsensitive GPCR
aktiviert (s1.1.2.). Dabei stellt diei ‘Untereinheit eines durch die Rezeptoraktivierung
dissoziierten Gj,-Proteins den Signalibermittler an die einwarts gleichgerichteten
lonenkanale dar(Dascal, 1997; Hibinet al, 2010; Yamadaet al, 1998) Der Name
beschreibt die Tatsache, dagmen (in diesem Fall’Kdurch den Kanal ieine Richtug
effektiver fliefn als in die andere RichtunBieses Phanomen entsteht dadurch, dass die
Kanale in der Regel bei Ruhemembranpotentiale0(bis ¢80 mV) geodffnet sind. Bei
Potentialen negativer dem Gleichgewichtspotential von Kalium kommt es zu eimstnoii

von Kalium in die Zelle. Bei einer Dégrisation von positiver als50 mV werden die Kandle
jedoch durch positiv geladene Polyamine oder intrazellulares Magnesium geblockt, so dass
kein Kaliumausstrommehr stattfinden kann. Dadurcéntsteht das Phanomeder Einwérts
Gleichrichtung der Kanale(Hibino et al, 2010) welches dazu dient das
Ruhemembranpotential von erregbaren Zelltypen wie z. B. Herzmuskelzellen oder Neuronen
zu stabilisieren

Obwohl Kir3.iKanale in einem Uberexpressionsm Homotetramere bilden, konnte in
Saugtierzelllinien kein funktioneller homotetramerer Kanal nachgewiesen we(@ameyet

al., 1998) Endogen kommen in vielen verschiedenen Zelltypen und Geweben jedoch
Heterotetramere ausKir3.: und Kir3.2 bzw. aus Kir3.2 und Kir3.4Untereinheiten vor
(Krapivinskyet al, 1995) Es konnte speziell gezeigt werden, dass die hier verwendeten
Kombinationen aus Kir3.1/Kir3.2ind Kir3.1/Kir3.4Jntereinheiten grof3ere Stromampli
tuden zeigenals die getrennt exprimierten Untereinheitd®ascal, 1997; Wischmeyet al.,

1997; Yamadat al, 1998) Dabei sollten die Unterelreiten optimalerweise in einem 2:2
15



Einleitung

Verhéltnis vorliegen und gleiche Vertretgiagonalpositioniert sein, B. in der Reihenfolge
Kir31-Kir34-Kir31-Kir34 (Coreyet al., 1998)

1.3.1.2 TRPKanal der klassischen/kanoniseh Unterfamilie5

TRPC beschreibt die klassische (etlgksicaloder canonical Unterfamilie der TRRanale
besterend aus sieben Vertretern, TRRTRPC7. TRPC sibdsalaktive, nicht-selektive,
kalziunpermeable Kationenkanaleyobei der TRPC&urch GPCRaktiviert werden kann
(Schaefeet al,, 2000; Yamadat al., 2000) Klassischerwsewird er Phospholipase C (PLC)
abhangigin Folge einer Aktivierung vong&z-Protein gekoppelten Rezeptoren aktiviert
(Claphamet al, 2005) Inzwischen istallerdingsbekannt, dass TRPC5 auch durch andere
GPCR5ubfamilienaktiviert werden kannwie z.Bdurch G,-PCRBeech,2013; Jeoret al.,
2012; Jeonet al, 2016; Kimet al, 2012; Leeet al, 2003; Milleret al, 2011) und
madglicherweise durcles-PCRHonget al,, 2012) Dabei muss bedacht werdedassmanche
GPCR in der Lage sind mit mehr als eineRrdeinSubtyp zu interagiere(Rajagopaét al,
2010; Rosenbauret al., 2009)

1.4 Darstellung der Mechanosensitivitat vofefétein gekoppelten Rezeptoren

mittels ForsteiResonanzenergietnsferTechnik

Eine Alternative zur Koexpression von loneridt@n und folgender elektrophysiologischer
Ableitung besteht in der Verwendungptische Methoden zur Untersuchung von GRCR
Aktivitat. Davonberuhendie meistender derzeit existierenderMethoden auf dem Prinzip
des ForsteiResonanzenergietransferdRET)Lohseet al, 2012) FRET beschreibt das
Ph&nomen der strahlungslosen Energielbertragung zwischen diwrorFluorophor und
einem AkzeptoiFluorophor. Nach Anregung des Donors kommt es zum Energietratster
Donor zum Akzeptor. iBser ist entwededurch die Abnahme der Strahlungsintensitat und
der Fluoreszenzlebensdauer des Donader durch die nach der Bergielbertragung
stattfindende Emission des Akzeptaressbar Da die Energielibertragung zwischen Donor
und Akzeptor mal3geblichvon der physischen Distanz zwischen den zwei Molektlen
bestimmt wird, kann die FREHffizienz direkt als Messmethode zur Untessung der
raumlichen Anordnung von Proteinen verwendet werden. Im Englischen wird diese Methode
csensitized emission 60 { 9 0 (v@nSRfidenexetial, 2004)und wird als Ratio zwischen

der Donor und da Akzeptoremission dargestellDie FREATechnikwurde innerhalb der
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letzten Jahre zu einer immer wichtigeren Methode, da es dadurch mdglich ist, Molekul
Interaktionen in zahllosen biologischéxnwendungsbereichen zu detektierédBhresthaet

al., 2015) So konnen nichtnur ProteirProteinWechselwirkungen (intermolekulare
Ereignisse) untersucht werdd@guilaet al., 2011; Hidakat al, 2016; Storclet al., 2017)
sondern z.B. auch Konformationsédnderungen innerhalb eines Proteins (intramolekulare
Ereignisse|Depry und Zhang, 2010; Doucette al, 2016; Takanagat al., 2008) Je nach
Zielsetzung einer Arbeit werdedazu Fluorophore, zwischen denen ein Energietransfer
a0F GG7FAYRSy-Paded YBdjar €t calC v2016) entweder an zwei vermutlich
interagierenden Proteinen eingebracht oder an geeigneten RPosh in eiem Protein.

Wird die stimulusoder zeitabhangige Veranderung des Signals beobachtet, spricht man von
einer dynamischen FRBessungDie FREEffizienzawird definiert als der Anteil an Energie,
der von einem DoneMolekill auf ein AkzepteMolekiil tibertragen wird Die Uberlappung
zwischen dem Emississpektrum des Donors und des Akzeptors ermoglicht gite FRET
Effizienz (Muller et al, 2013; Sunet al, 2011) Die Effiziem ist abh&ngig von den
Fluorophoren selbst, von deren Abstand und Orientierung zueinander sowie von dem
umgebenden Medium. So kann ein FFHgnhal detektiert werden, wenn die beiden
Fluorophore naher als 10 nueinandersteher(Takanishiet al, 2006) Uber die letzten
Jahrzehntehat die Auswahl dewerfligbaren fluoreszierenden Proteinezugenommen
wobei sich jede neue Variante in ihrer Farbe, ihrer Leuchtdichte oder anderersEhgéien

von den bisherigen Versionen unterscheid&iepmanset al, 2006) Auf dem Gebiet der
turkis-fluoreszierendenProteine ist das monomereTurquoise2(mTurquoise2)mit seiner

sehr hohen Leuchtdichtder derzeitige Standar(Dean und Palmer, 2014; Goedheaittal.,
2012) Es besitzt eine dhe Photostabilitat und zeigt eine strikt monoexpaorielle
Fluoreszenzabnahmeuf. Der gelbe Fluorphor monomericVenus\{enu3 weist verbesserte
Eigenschaften hinsichtlich piert- und Chloridkonzentrationsdnderungen auf und erlangt
schneller seingoroteinchemischeReife(engl. maturation time (Nagaiet al,, 2002) was ein
klarer Vorteil gegentiber YFR (Kremerset al., 2006) Bne weitere Strategie um gesteigerte
FREEffizienzen (bei geringer Dimerisierung) zu erhalten, ist die Verwendung von zirkular
permutierten Doppel bzw. TanderAkzeptoren(Bairdet al, 1999; Topelet al, 1999) Bei

der Messung eines intramolekularen FRET gibt es neben der direkten Einbringung der
fluoreszierenden Molekile in das Zielprotein eine alternative Variante. Hier findet die

Fluoreszenzmarkierung der Rezeptoren nicht auf Eéne statt, sondern wirérst nach

17



Einleitung

der Proteinexpression durch spezielle Markierungsmethoden vorgenommen. In den
Rezeptor wird dabei nur ein Bindemotiv fir einerFluorophor wie z.B. das gelb
fluoreszierende, arsenhaltigéluoreszeinderivaFlAsH einkloniert (Hoffmannet al., 2010)

Da dieses Motiv vier Cysteine enthalt, spricht man auch von eineraclysteirBindemotiv.

Durch die geringe Grol3e kbnnen diese jedoch an beinahe jeder beliebigen Stelle im Protein
eingefugt werden und erlauben die spezifische Fluoreszenzmarkierung einer Zielstruktur

Vivo.

1.4.1 EpaeSensoren

Das intrazellulare SignalmolekilcAMP  wirkt in  spezialisierten, subzellularen
Y2YLI NODAYSYGSY AYYSNKFf o RSN HWSESENHzY Faal 53 SRRIN
(Berreraet al,, 2008; Ellisdon und Halls, 2016; Zaoamd Pozzan, 2002Pie Messungvon
cAMPAKktivitat mit subzelludirer Aufbsung ist jedoh schwierig, da die klassisch angewandte
biochemische Methode des Radioimmunasg®yookeret al, 1979; Williams, 200&Keine
Aussage ler die zeitlichen und rdumlichen Ablaufe in lebendgallen erlaubt Eine
optische Alternative bieten hier ¢ fir FREMessungen entwickelten cAMBensoren Sie
basieren auf dem cAMRgulierten Protein EpacDieses hat die Funktion eines
GuaninnukleotidAustauschfaktors (engguaninenucleotideexchange factqrGEF), der die
Aktivitat des molekularen Schaltdtroteins Rap (engRasrelated protein GTPase aus der
RasSuperfamilie) reguliert. Epac ist ein cAlg€regelter GEF, welcher einen GDP/GTP
Austausch begunstigt. Damit beeinflusst es direkt die Aktivierung von Rap und als Folge
dessen viele verschiedene zellulare Funktionen und Regulationsmechanismen. Die hoch
affinen cAMPBindestellen sind bei begh Isoformen Epacl und Epac2déiminal lokalisiert.
Epac?2 besitzt dariber hinaus eine zweite cABIRdestelle mit geringerer Affinitd&chmidt

et al,, 2013) Auf den biologschenErkenntnisserbasierend wurde daraus ein direttSensor

fur cAMP entwickelt (DiPilatoet al, 2004; Nikolaewt al, 2004; Ponsioeret al, 2004)
Dieser Epabasierte cAMPSensor reagiert auf die Bindung von cAMPmit einer
Konformationsanderungdie in einer vergil3erten ptysischen Distanz zweier eingebauter
Fluophore resultiert(Rehmannet al, 2007) und sichals Abnahme einerFREJEffizienz
optisch messendbkst. Damit ist es mdglich, Veranderungesies cAMRSpiegels in Zellen
zeitlich und raumlich aufgelOst auf Einzelzellebene zu untersudbEnSensoren werden

bereits auf vielfaltige Art verwendetauptsachlich um cAMBpiegelzunahmen nachsG
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PCRAktivierung nachzuverfolgefBorneret al, 2011; Godinheet al., 2015; Nikolaeet al,,
2004; Vardjaret al.,, 2014)

1.4.2 RezeptoFREISensoren

Molekulare Abdufe, wie z.B.die mechanische Aktivierung von GR&&nendurch FRET
Technikdirekt am Rezeptor untersucht werdemies ist moglich durch den Einsatan
spezifisch entwickelten Rezeptormutanten (RezeptBRE¥Sensoren oder Rezeptor
sensoren (Lohseet al, 2003; Vilardagat al, 2003) Vegleichbar wie inEpaebasierten
cAMRSnsoren werderdabeizweiFRE&augliche Fluorophoran spezifischen Positionem
die Rezeptorenstruktur eingagt (s. Abbildung5). Ein Fluorophobefindet sich dabei in der
dritten intrazellularen Schleife €ngl.intracellular loop IL3) ein Zweiteram GTerminus des

Rezeptors.

QF\(_\(_\ Qm(_\(_\

S S U
"bL <10 nm
Kein FRET FRET
Abbildung5: RezeptorSensoren
Links: Schematische Darstellung eines GPCR, der in der IL3 (Kedli®r und am -Terminus (blauer Kreis) mit einem
Fluorophor markiert ist. Bei zu groBem Abstand kann kein Energietransfer stattfiRR#mints: Darstellung eines

Rezeptorsensors, bei dem ein FRET stattfinden kann, da die beiden Fluorophore n&her algntiOimmer richtigen
OrientierungzueinanderstehenAngepasst von Laborunterlagen Arbeitsgruppen Storch/Mederos 2015.

Zwischen den Fluorophoren kann je nach Rezeptorkonformation ein Energietransfer
stattfinden, der durch FRET detektievird. Dabei kommes zu Signalanderungen wedrie
Fluorophore aufgrunceiner Bewegung im Rezeptdmn der transmembranaren Domar@

ihre relative Position verdandern. Auf der Grundlage, dass bei PRESBungen eine
Abstandsabhangigkeit fur eine Signaldetektion vorherrscannkbei einer FREAbnahme

davon ausgegangen werden, dass sich die Fluorophore voneinander entfernen, da bei einer
Distanzzunahme weniger Energie vom Donor auf den Akzeptor Ubertragen werden kann. Die
gleichen Annahmen bestehen bei einer FSighalzunahmen umgekehrter WeiseEine

Variante des intramolekularen FRET an Rezeptorsensoren stellt der Eieisez
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TetracysteinBindemotixs dar, an welchesn einer kurzen Prozent direkt vor dem

Experiment dagelb fuoreszierende FlAsgkheftet wird.
1.5 Zielsetzung der Arbeit

Die GPCRermittelten Signalkaskadensind hinsichtlich ihrer Effektorproteine und
Aktivierbarkeit durch Agonisten ausfuhrlich beschrieben wordéne Aufklarung der
Aktivierung von GPCR aller Subfamilien durch einen mechanischamustiist jedoch noch

weitesggehend unbekanntim Zuge dieser Arbeit soll aufgeklart werden

1 ob mittels lonenkanabasierten (KiKanale und TRPCS5) elektrophysiologischen
Messsystemendie mechanische Aktivierbarkeiauch fir G,-PCRund Gs+PCR
demonstriertwerden kann.

1 ob eine systematische Charakterisierungpn Epadoasierten cAMFSensoren die
Etablierung einer vielseitig anwendbarenessnethode ermdéglicht,um Gj,,-PCR
vermittelte cCAMRSpiegelabnahmeifAgonisten oder mechanisciinduzieri, robust

und mit zeitlicher und raumlicher Auflésumg visualisieren

1 ob Rezeptorsensoremittels FRETechnik die mechanische Aktivierbarkeit V@G-

PCR zeigen kdnnen.

1 inwiefern sich die Ergebnisse demntersuchten Rezeptoren und angewapdt
Messsysteme untecheiden.Dabei ist das Ziel die Etablierung eildssssysterazur
optimierten Darstellung einer mechanisch induzierte Aktivierung sowie die

Quantifizierung der Mechanosensitiditverschiedener GER.
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2 Material undMethoden

2.1 Molekularbiologische Methoden

Die in dervorliegenden Arbeit verwendeten molekularbiologischen Methoden dienten dazu,
eine gezielte Veranderung an einer vorhandenen EB¢4uenz vorzunehmen. Meist dient
dazu als DNA ein selbstplizierendes Plasmi(in der Gentechnik auch Vektor genannt), das
die massenhafte Vermehrung dieses veranderleNAFragmentes erlaubt. Dabei kann
unterschiederwerden, ob eine DNAPolymerase, also ein Enzymwelches die Synthese von
DNA aus Desoxyribonukleotiden katalysiert, zur Anwendung gekommen ist oder nicht
(Gabrowski, 2005)Mit der klassischen Klonierung ohne DRélymerase wurde in einem
Vektor der zu mutiegnde Bereich mit zwei Restriktionsenzynterausgeschnitte und mit
einem doppelstrangigen DN&ragment ligiert(Abbildung6A). In diesem Falle wurddas
Fragment mittels PolymeraseKettenreaktion (engl.Polymerase Chain ReactjoRCR s.
2.1.3 generiert.Der Ausgangs/ektor unddasamplifizierte DNA-ragmentwurden ligiert (s.
2.1.8.2.§. Bei Mutagenesen, die DMNPolymerasen verwenden, fand die gezielte
Veranderung der DNA durchwei Primer statt, die einmagbositivstrangig und einmal
negativstrangigansetzten und die die gewtinschte(n) Mutation(en) enthielterApbildung

6B). Mit dieser Methode wurdeneine oder mehree Punktmutation(en) pro Ausgangs
Vektor durchgefuhrt ¢.2.1.9. In einer weiteren Variante kam die thermostabile Q5® High
Fidelity DNA Polymerase (New England a@Bigl Frankfurt am Main, Deutschlahdzum
Einsatz. Diese zeichnet sich durch hohe Effektivitat aus und wurde verwemdehittels

PCR ein 18asenNukleotid an eier spezifischen Stelle im Ausgaiggktor einzufligend.
2.1.10. Nach der gezielten Veranderung durch eine der oben beschriebenen Methoden
gdzZNRS RAS | YLX AFAT A SENDIiBaktenedzinnsHmniers Dt wird sid y 51 p
zu doppelstrangiger DNx¥ervollstandigt(Shemmy und Visweswariah, 20Q3pie Ligationen

und Mutationen wurden durch Sequenzierung bésgt (s.2.1.7) und anschlielend grol3ere

Mengen an rekombinanter DNAicth Mint oder MidiPraparationen hergestells(2.1.6.2.

Wenn nicht anderweig angegeben, wurden die eingesetzten Chemikaliwn den
jeweiligen Firmen in derQualitéaten pro analysioder fiir molekularbiologische Zwecke

bezogen.Die Losungen wurden unter Verwendung von hochreinentionisiertenWasser
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(ddHO) (Reinstwassersystem membraPure GmbH, Henningsdorf, Deutschiemgé)stellt
Losungen, die besondersrsativ warenoder langer gelagenivurden, wurden autoklaviert

bzw. steril filtriert.

Restriktion I

Ligation

Abbildung6: Ubersicht der Klonierungsmethoden

A Klassische Klonierung; Vek{oot) und einzuklonieendes Fragmentblau) werden mit den gleichen Restriktionsenzymen
(schwarze Pfeile oberstes Bifgischnitten(Restriktion)und anschlieRend durch eine Ligase zusammféigg (Ligation).

B Ortsspezifische Mutagenese bzw. InsertionSéhematische Darstellung eines doppelstigeg Plasmids mit dem zu
verandernden Bereictfette schwarze Kreisbdggr2. Nach der Denaturierung liegen dieneren und aufRereMatrizen
DNAStrénge einzeln voflinker bzw. rechter Zweigdie Primer mit der enthaltenen Mutation lagern sich &n Die
Polymeras synthetisiert komplementér zu beiden DRIAsmidEinzelstrangervon den Primern ausgehend einen neuen
DNAEinzelstrang, es liem nun zweineue dojpelstrangingeDNAMolekillevor, die wieder als DNKWatrize dienerkdnnen
(Ruckpfeil)4. Nach derdurchgefinrten PCR wird die Prob&t demRestriktionsenzyr®pn verdaut wobei die methylierte,
nicht mutierte DNA zerschnitten wirflinks), diemutierte, nicht methylierteDNADbleibt unverdaut (rechts)im Anschluss
RI'NIYy 6 ANR RE &li-Bakierien irafisfobrlient,rso erhalt man eine aufgereinigieA,die zusétzlich in groRer
Menge vorliegt

A angepasst voifQuail, 2001)

B angepasst voifOlafsen et al., 2006)

2.1.1 Plasmide und cDNAs

In dieser Arbeit wurden als Plasmide pcDNA3, pcDNA3.1(+), pSVSport (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA), pIRES, und pHEEFP vervendet (Takara Bio USA Inc.,
Mountain View, USA). Bis auf letztgenanni@lRESEGFPbesallen alle Plasmide eine
AmpicillinResistenzpIRESEEGFPReine KanamychiResistenz. Irabellel sind die cDNAs

sowie die umgebenden Plasmide mit Herkunft und Akzessionsznummer zusammengestellt,
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die bei Antritt der vorliegenden Arbeit vorhanden waren. Zur Orientierung des jeweiligen

nachfolgenden Einsatzes und dangewandten molekularbiologischen Methode wurden

aul3erdem das Projekt und die verwendete Methode zusammengestellt.

Tabellel: Ubessicht {iber zu Beginn vorhanderfelasmide und cDN#

) ) Akzessions ) Molekularbiologische
Projekt cDN/s Plasmid Literatur/ Herkunft
nummer Methode
Mechano . ) . .
rKir3.1 pSVSport u01071.1 E.Wischmeyer, Wirzburg | Klassische Klonierung
sensitivitat
Gy-PCRs . . y ) )
hKir3.2 pSVSport L78480.1 E.Wischmeyer, Wirzburg | Klassische Klonierung
hKir3.4 | pcDNA3 L47208.1 E.Wischmeyer, Wirzburg | Klassische Klonierung
pIRES2 Walther-StraubInsttut,
mTRPC5 NM_009428
EGFP AG Mederos
cDNA Resource Center, | Ortsspezifische
hS-HT R [ pcDNA3.1(+) AY225227 _
Bloomsbeg, USA Mutagenese, Insertion
cDNA Resource Center,
hSHT R | pcDNA3.1(+) NM_000872.4
Bloomsberg, USA
h cDNA Resource Center,
hr ) pcDNA3.1(+) NM_000681
Bloomsberg, USA
cDNA Resource Center,
hM2R pcDNA3.1(+) AF498916
Bloomsberg, USA
cDNA Resource Center, | Ortsspezifische
huR pcDNAS.1(+) AY521028 )
Bloomsberg, USA Mutagenese, Insertion
cDNA Resource Center,
hCGRR | pcDNA3.1(+) AY430048.1
Bloomsberg, USA
cDNA Resource Center,
hVPACR | pcDNA3.1(+) NM_004624
Bloomsberg, USA
' cDNA Resource Center,
h R pcDNA3.1(+) NM_000024.3
Bloomsberg, USA
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Zu Tabelle 1
) ) Akzessions ) Molekularbiologische
Projekt cDNA Plasmid Literatur/ Herkunft
nummer Methode
cAMPR eYFFhEpact
) pcDNA3 Nikolaewvet al., 2004 Klassische Klonierung
Bestimmung | eCFP
eYFP
pcDNA3 Nikolaevet al., 2004 Klassische Klonierung
mEpac2B:CFP
pcDNA3.1 Walther-StraubInstitut,
mVenusN1 Klassische Klonierung
Zeo(+) AG Mederos
mTurquoise? Walther-StraublInsitut, ) )
pcDNA3.1(+) Klassische Klonierung
N1 AG Mederos
mh .Y FP- .
pcDNA3 Vilardaga et al 2003
CFF
EpacS8” pcDNA3 Klarenbeek et 12010
Epac5™’ pcDNA3 Klarenbeek et al2015

2.1.2 AgaroseGelelektrophorese

Die Agaroséselelektrophorese dient der Auftrennung von DRMagmenten in einem
elektrischen Feld nach ihrer Grof3ie DNA ist aufgrund ihrer Phosphatgruppen negativ
geladen und wandert dahdbei angelegter Spannungur Anode. Die Gréf3enauftrennung
erfolgt dabei nach dem Ph&nomen, dass sich kleinere -Bidgmente schneller im
elektrischen Feldlurch dieMaschen des Agarosegdiewegen als grol3e DNAragmente.
Zur Herstellung des Gels wurdeé/d Agarose gentechnologiseh@ualitat (#6352, Carl Roth
GmbH, Kdsruhe, Deutschland) zu 180 ml eines 1:50 verdunntenHuters (50fach: 2 M
TRIS 1 M Acetat, 50 mMEDTA, pH 8,5) gegeben und aufgekocht. Zur Sichtbarmachung der
DNA unter UM_icht wurden dem Ansatz noch iDRotisafe® (DNBindendes Benzimidazol,
#38651, Carl Roth GmbH, Karlsruhe, Deutschldm®ijyefligt. Das flissige Gel wurde in eine
12 x 12 cm grol3e Gelkammer gegossen, je nach Bedarf ein Zinkenkmni®? oder 20
Tascherbildet und das Gel bei Raumtemperatausgehartet Nach dem Aushérten wurde
der Kammentfernt und das Gel in eine mit TA&ffer beflllte Elektrophoresekammer
gegeben. Die20 ul Proben und 5 pl einer-KilobaseAdDNAMarker (GeneRuler 1kb DNA
Leiter, #SM0311, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Ws#den aufgetragen und bei einer
Spanung von 150 Volund einer Stromstarke von 1 Ammedie Elektrophorese fur 45

Minuten (Min.) durchgefiihrt. Zur Kontrolleind zumAusschneiden der DNBanden wurde
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die DNA unter 254 nm kurzwelligem U\ ht detektiert und das Gel zur Dokumentation

fotografiert.

2.1.3 Die PolymerasKettenreaktion

Die PCRbewirkt die selektive Vervielfaltigung eines beliebigpiNAAbschnitts (Brown,
2011) Diese Methode wurde verwendeum kodierende Sequenzen von Interesse zu
amplifizieren. In einem Reaktionsgefa@erden AusgangBNA (1650 ng), beide
Oligonukleotidprimer fense und antisensg, freie Nukleotide
(DesoxyribonukleosidtriphosphatdNTPs) und eine thermostabile Polymerase gemischt und
der Ansatz in die P@Raschine gegeberDersicham codierenden Strag anlagernde Primer

hat eine (HPolaritat und wird auch positistrangig (englsens¢ genannt, dersich am
codogenen Strang anlagernde Primer eigeRolaritat und wird daher auch negatsirangig
(engl.antisensg genannt.Der Ablauf einer PCR lasgthsin drei Reaktiosschritte eirteilen:

Zu Beginn der Reaktion wird die DNA beic®B °C denaturiert (Denaturierung). Hier losen
sich die Wasserstoffbricken zwischen den beiden Polynukleotiden der Doppelhelix. Nach
Ablauf dieses Reaktionsschritts liedie DNA in zwei Einzelstrdngen vor. Nun wird die
Temperatur auf 5@; 68 °C gesenkt, was den Primern eine Anlagerung an die Einzelstrédnge
erlaubt EAnnealing). Im Anschluss wird die Temperatur auf @ erhoht. Dies stellt die
optimale Arbeitstenperatur fir die Polymerasen dar. So konngie nun die komplementare
EinzelstranddNA mit Nukleotiden oElongation) vervollstandigen Es entsteht neue,
doppelstrangige DNA. Dieser Zyklus aus Denaturierung, Annealing und Elongation gird 25
35 Mal wiederholt. Dabei entsteht bei jedem Zyklus doppelt so viel neu synthetisierte DNA
wie im vorangegangeneZyklus, d.h. nacka. 30 Zyklen liegt neben de8 ¢ 12 kblangen

UrsprungsDNA vorwiegend die durch die Primer synthetisierte, neue DNA vor .

2.1.4 Design und Herstellung von Primern

Um eine selektive und korrekte Vervielfaltigung einer bestimmten Region oder einer
Mutation der AusgangBNA zu garantieren, missen beim Deglgn Primereinige Faktoren
beriicksichtigt werden. Die Lange der Primer sditeschen 18 und 30 Nukleotiden liegen,

die Schmelztemperatur zwischen 8& und 80°C betragen und sich nicht mehr als’G
voneinander unterscheiden. Optimalerweise sollte der Gehalt an den Basen Guanin und

Cytosin zwischen 4@ 60 % liegen und héaufige Wilerholungen einzelner Basen oder
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Basenabfolgen vermieden werden. Beim Design von Mutageneseprimern sollte sich die
Lokalisation der Mutation etwén der Mitte des Primers befindefChuanget al., 2013) In

der vorliegenden Arbeit wurden die Primer entweder von Hand oder mit Hilfe des
oQuikChange Primer Des@gRrogramms (Agilent TechnologiesSanta Clara, USA)
konstruiert. Die Synthese erfolgte per FestphagdosphoramidiOligonukleotidsynthese
durch Metabion (Martinsried, Deutschland) oder Sigma Aldrich (Taufkirchen, Deutschland).

Bei Primern fur die klassische Klonierung mussten meist die erforderlichen Schnittstellen fur
die Ligation mit dem Zielvektor ebenfalls per PCRegert werden Dazu wurde die
Nukleotidsequenz fir die Schnittstellen dem gewtinschten Bereigemseund antisense
Richtung vorangestellt und um funf Nukleotide in beliebiger Abfolge der Basen Adenin oder
Thymin ergénzt. Diese zusatzlichen Basen erlautden Restriktionsenzymen spater ein

besseres Anlagern und fuhren so zu effizienterem Zerschndidmffenbachet al,, 1993)

Fur die Konstruktion der Primer der Insertionsmutagenese wurde der Bereich in der
Plasmidsequenz, in den das Bindemotiv inseriert werden sollte, definiert und diente als
Grundlage des Primerdesigrnder Primer bestand aus der figie AmnosaurenCCPGCC
(CysteinCysteinProlinGlycinCysteinCystein)kodierenden Nukleotidsequenz und 015
Basen der Ausgandg3NA vor und nach der Bindemot8equenz. Die Hinweise hierzu finden
sich im Handbuch zur@uikChange Site Directed Mutagenesis K{AgjilentTechnologies,
2015)

2.1.5 DpniVerdau

Ein Verdau mit dem Restriktionsenzydpnl (#FD1704, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
USA) war nur dann durchzuflhren, wenn vorher eine ortsspezifische Mutag@@Reoder
InsertionsPCRmit DNAPolymerasestattgefunden hatte. Bei der Amplifizierung eines BDNA
Fragments mittels PCR wurde dieser Sthicht bendtigt, da sich am Ende der Fragmente
die Schnittstellen befanden, die noch mit den jeweiligen Restriktionsenzymen verdaut
wurden.

Nach erfolgter PCR liegen im Ansatz noch Ausg@hfs unddie synthetisierte DNA
nebeneinander vor. Um die AusggDNA nach der Amplifizierung aus dem Reaktionsansat

zu entfernen, wird diese denmVerdau mit einer Endonucleas®gnl) unterzogen Im
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Gegensatz zu anderen TypRRstriktionsendonukleasen schneidet das Restriktionsenzym
Dpnidie DNA nur dann, wenn Adeniethyliert vorliegt. Das ist bei der AusgaAgNA der

Fall da sie mit einemE. colrStamm isoliert wurde, der Desoxyadenobethylase
synthetisiert. Die Methylase bindet in bakterieller DNike Methylgrgppe an den Adenin
Rest. Da die mittels PCR synibetrte DNA keine Methylgruppen besitzt, spalijinidiese
nicht. So liegt nach deMerdau mit dem RestriktionsenzyBpninur noch die synthetisierte,

ungeschnittene DNA im Reaktionsansatz vor.

2.1.6 Plasmidamplifikation

Vor der Plasmidamplifikation lagemtweder Reaktionsansatze aus einer Mutagea bzw.
InsertionsPCR vor s( 2.1.9.2 und 2.1.10.9 oder aber Reaktionsans&tzaus einer

Ligationsreaktiong.2.1.8.2.6.

2.1.6.1 Transformation

Transformation beschreibt das Einbringen von freislicher FremdNA in Bakterien
(Avery et al, 1944) Durch Caglund andere Chloridverbindungererhéht sich die
Permeabilitdit von Membranen, so dass es zu einer gesteigerten Aufnahmeféhigkeit von
FremdDNA kommt(Chanet al., 2013; Inoueet al, 1990; Worm und SchuHerohlinde,
1991) Mit CaGlund MnC}6 S K I y R S tHi ®lwérdepdurch ein Spezialprotokoll nach
Sambrooket al. zu kompetenten Bakterien gemaclkiambrook und Russell, 200®)as
bedeutet, dass sién Losung befindliche freie DNA aufnehmen kénnBre in100 pl bei

-80c / | dzF 6 S ¢ I-K NdiASgfiotsSvurgen auf Eis 1din. aufgetaut. AnschlieRend
wurden die oben beschriebenen Reaktionsansatze zu den Bakterien pipettiert und auf Eis 30
Min. inkubiert Nach30 Min. wurden die Bakterien in einem Heipbk bei 42°C fur 30
Sekunden(s)einem Hitzeschock unterzogen, weitere z\Wén. auf Eis gelagert und danach

mit 250 pl LENahrmedium (engllysogeny broth LB) ohne Antibiotikumszusatz versetzt.
Damit sich die Bakterien nun rasch vermehren konnten, waordé#ie Ansatze bei

37 °C und 250 Umdrehungen prglin. geschuttelt. PlasmidDNA mit einer Ampicillin
Resistenavurde fur 30 Min. im Rotationsschittleinkubiert, PlasmidDNAmit Kanamycin
Resisten4ir 60 Min. Das Ausstreichen der Bakterien erfolgte aufAdarplatten mit dem
entsprechendenSelektionsantibiotikum (100 pg/ml Ampicillin oder 50 pg/ml Kanamycin).
Die Agarplatten wurden fur 146 Stunden bei 37C inkubiert. Die Bakterien bildeten tber

Nacht punktbrmige Kolonien, die auf monoklonale coliStamme zurtickzufhren sind, die
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die eingebrachte FremB®NA in grol3en Mengen enthielt. Je nach Experimentschritt wurde

anschlieBend eine Minoder MidiPraparation durchgefihrt.

2.1.6.2 Mini-und MidiPraparation von BsmidDNA

Um die in den gewachsenen Kolonien vervielfaltige DNA zu Uberpadenin gréf3eren
Mengen herzustellenwurden sogenannte Minioder MidiPraparationen durchgefihrt.
Mittels dieser Methodelasst sich audakterienkultwansatzen PlasmiDNA extahieren.
Dies war notwendig um die durch die Transformation gewonnene DNAittels
Sequenzierungzu analysierenund ausreichend DNA flur weiterfiihrende Experimente zu
generieren Mini-Praparationen fiihren zu einer DN¥usbeutevon bis zw25 pgaus 3¢ 10

ml Medium, Midi-Préaparationen zu einer DNAusbeute von 10@ 400 pg aus 20Q 400 ml
Medium. BEnzelne (Mini) oder mehrere (MidiBakterienkolonierwurden mit einer gelben
Pipettenspitzevon der AgaPlatte gepickt und in 3 mlbzw. 250 mILBMedium mit
entsprechenden Selektionsantibiotikum gegeben. Die Ansétze wurden bef@and 250
Umdrehungen praVin. fur 14 ¢ 16 Stundennkubiert Die DNAEXxtraktion erfolgte mit dem
HiYield Plasmid Mini Kit (#30HYPD300, -Salwbrbedarf, Gauting/Planegg, Deutschland)
oder dem NucleoBond Xtra Midi Kit (#740410.50, Mache¥agel GmbH & Co.KG, Duren,

Deutschland) nach Angaben des jeweiligen Herstellers

2.1.7 Sequenzierung

Um zu bestatigen, dass die Mutagenese, Insertion oder molekulare Klonierung korrekt
stattgefunden hatte, wurdn die durch die MinPraparation extrahierte DNA zum
Sequenzieren eingeschickt. Die Sequenzierung erfolgte durch GATC Biotech (Konstanz,
Deutschland) mittels deDidesoxymethode nach Sangéauch Kettenabbrucisynthese
genannt). Dabei fihren unterschiechi fluoreszierende Didesoxynukleotidtriphosphate zu
Brichen innerhalb der DNA. Die nach der Reaktion vorliegenden DNA
Kettenabbruchprodukte werden mittels Kapillarelektrophorese aufgetrennt und durch einen
Laser zur Fluoreszenz angeregt. Das entstehenektr&bherogramm spiegelt direkt die

Sequenz der untersuchten DNA wieder.

2.1.8 Molekulare Klonierung

Klonierung beschreibtals Oberbegriffden Vorgangder Herstellung identischer DNA

Molekule (Milhardt, 2013) Dabei kannein DNAFragment(Insert) welches dagrwiinschte
28



Material und Methoden

zu klonierende Gen endit, in eiren Vektor(ringférmiges DNMolekul) eingefugtwerden,

was die massenhafte Vermehrung darsammengeflugte®NA ermoglichtSoentsteht ein
neues rekommmantes DNAMolekul (Brown, 2011) Diese Methode wurdengewandt,um

zwei KirKanalKonstrukte (Kir3.:IRES$Kir3.2pIRES rKir3.:IRESKIir3.4V419MpIRES)
und zwei EpaSensofKonstrukte (mVenubEpacimTurgouise2, mVenusmEpac2B
mTurquoise2) zu generiererBei der Herstellungunterschieden sich die verwendeten
Klonierungsstrategien in ihren Restriktionsenzymen und Ausgdag®ren Die
experimentelle Durchfihrungowiedie gundlegenden Ablaufe waregleich Nachstehend
werden folgende Kurzbezeichnungen fir die Konstrukteveadet: Kir3.1/Kir3.2 (rKir3-1
IRESKIir3.2pIRES), Kir3.1/Kir3.4 rKir3.-IRESKir3.4V419MpIRER mVEpacimTg2
(mVenushEpacimTurquase2pcDNA3, m\fEpac2mTg2 (mVenusnEpac2BnTurquoisez
PCDNAJ.

Um zwei KiKanaiUntereinheiten in einen Expressiswektor zuklonieren,war ein Plasmid

mit zwei multiplen Klonierungsstelled und B(engl. multi cloning site MCS) nétig, welche
der pIRE¥/ektor besitzt . Abbildung7A). Aus beideMCSwurde jeweils ein Stiick zwischen
den beiden gewinschten Restriktionsenzymen herausgeschnitten und das Kir
Oligonukleotidinsert, welches vorher mit den entsprechenden Schnittstellen per PCR
generiert worden war, eingefuds. Abbildung7 C)

Fir die Epa&ensoiKonstrukte war das Ziel, die in den Sensommmhanced yellow
fluorescent proteirhEpacienhancedcyan fluorescent proteia (kurz YFEpaciCFP) und
eYFPRmEpac2B:CFP (kurz Yfpac2CFP) vorhandenen Fluorophore auszutausclien
Abbildung7 B). Dabeiwurde eYFP durch mVenus ersetzt u@® durch mTurquoise2. Um
dies zu erreichen, wurden die Fluorophore aus den vorhandenen Sensoren heraus
geschnitten und die per PCR mit entsprechenden Schnittstellen generierten m\edus
mTurquoise20ligonukleotidinserts an den gleichen Stellen wiedengefligt Abbildung

7D).
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3
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Abbildung7: Vektormappen pIRES und eYEPaceCFRind daraus klonierte Konstrukte

A Schematische Darstellungsl pIREExpressionsvektarsler den Ausganggektor fur die KiKanatKonstruktedarstellt
Dieser besitzt eine Ampicilimd eine NeomyciResistenz (blaue Pfeile), einen Cytomegalowresnoter (dunkelgriines
Kreisbogensegmentunkelgriiner Pfgil eine interne, ribosomale Eintrittsseite (IRES, oranger Kreisbogenabschnitt) sowie
zwei MCS A und B (dunkelblaued griine RechteckeZur Klonierung der KitanatKonstrukte wurde die MCS A mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Nhel geschnitten undddsrOligonukleotid fir den Kir3Klanal eingeftigt. Die MCS B
wurde mit Sall und Notl geschnitten und entweder das Oligonukleotid fir den-&d&.2len Kir34«anal eingeflgt.

B Schematische Darstellung des pcDNA3 Expressionsvektors mit der kodiecBiddBequenz fir eYFP (gelber
Kreisbogen), Epacl oder Epac2 (mittelblauer Kreisbogen), eCFP (turkisfarbiger Kreisbogen), deruxdpigidmycin
Resistenz (blaue Pfeile) sowie einen Cytomegal¢@klig) und einen SV4Bromotor (hellgrine KreisbdgenXur
Klonierung der m¥EpacimTq2und mVEpac2mTqg2Konstrukte diente dieser Vektor als Ausgangsvektor. Die-eYFP
kodierende Sequenz wurde mit Hindlll und EcoRI herausgeschnitten und diedi€iade Sequenz mit Xbal und Notl.
AnschlieBend wurde fir eYRRs mVenuligonukleotid und fir eCFP das mTurqueid&gonukleotid eingeflgt.

C Vektormappe der generierten KanalKonstrukte. Das Oligonukleotid fur den KirBanal (grauer Kreisbogen vor der
IRESSequenz) und den Kirdo#er den Kir3&Kanal (graer Kreisbogen nach der IR&&juenz)markieren das neue

Konstrukt.D Vektormappe der generierten Ep8ensoionstruktemVenus dient jetzt algelbe Fluorophor mTurquoise2
als blauer Fluorophor.
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2.1.8.1 Material
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Tabelle2: Primer KirKonstrukteund EpaeSensorKonstrukte
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YANb ®H O5b! bRy |pQ! ¢D/ADD///¢/I 1/ ¢¢¢cDDIOC ¢/ !

YAND PaSQ&aR!IEYA|pQ! ¢D¢/ DIC/DD/ ¢DD/ DotQ¢/ ¢! DI

YANb ®n O5b! bR |pQ! ¢D/ DD/¢/D// ! ¢¢D! D/ DR/ ¢¢
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Rechts in der Tabelle die positivstrangigerLeseichtung dargestelkn Primer Die Nukleotide der Restriktionsenzyme
sind in rot gekennzeichnet, die Nukleotide in griin erlaudem Restriktionsenzym ein effizienteres Zerschneiden
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2.1.8.2 Durchfiihrung
2.1.8.2.1 Praparativer DNA/erdau Ausganggektor

Fur den restriktionsenzymatischen Verdau der Vektoren wurden in einem Reaktionsgefald
jeweils 1 ug DNA, 2 ul FastDigest Green Buffer (Thermo Bslestific, Waltham, USA) und
jeweils 1 pl der erforderlichen Restriktionsenzyme mit gdHauf ein Volumen von 20 pl
aufgefullt und bei 37°C fiur 30Min. inkubiert. Dabei enthielten die Ansatze bei der
molekularen Klonierung immezeitgleichbeide zum Aufshneiden des Vektors bendtigten
Restriktionsenzyme.Die Ansatze wurden auf ein praparatives 1%iges Agarosegel

aufgetragen und per Agarosgelelektrophorese aufgetrenns(2.1.2.

2.1.8.2.2 Gelelution

Nach Ablauf der elektrophoretischen Auftrennung wurden die Bgmente bei 254 nm
kurzwelligem Licht sichtbar gemacht. Mit Hilfe eines Skalpells wurden die entsprechenden
Banden prazise ausgeschnitten und in ein 1,5Rehktionsgefald Gberflhrt. Die Elution der
DNA aus dem Gel erfolgte per Gene Jet Extraction Kit (#K0691, Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA) nach Herstellerangaben. Abweichend von den Angaben des Herstellers
wurde die DNA im letzten Schritt nicht peutdnspuffer aus der Saule eluiert, sondern mit

30 pl ddHO.

2.1.8.2.3 Dephosphorylierung

alAl wSAOGNR(1GA2yaSyl evySy ¢BderinadBh&phatdruppead®@a A G 1 (
fur eine Ligase bendtigt wird, um zwei DIS&ange Uber eine Phosphodiesterbindung zu
verknipfen. Um sicher zu stellen, dass sich der Vektor wahrend der Ligation nicht mit sich
selbst ligiert, wurde die VektddNA dephosphoryliert. 1 pg der geschnittenen VelddA
wurden zusammen mit 2 yl 10fadkonzentriertem, vom Hersteller empfohlenen alischen
Phosphatasepuffer und 2 pl der 1:10 verdinnten alkalischen Phosphatase m d@difiein
Volumen von 20 pl aufgefillt und bei 3T fur 30Min. inkubiert. Nach Ablauf der 3®lin.
wurden erneut 2 pl 10fackonzentrierter alkalischer Phosphataseprfiund 2 pl der 1:10
verdinnten alkalischen Phosphatase hinzu pipettiert und der Ansatz erneut fitirB(ei

37 °C inkubiert.

2.1.8.2.4 InsertAmplifikation durch PCR
Zur Vervielfaltigung der kodierenden cDNAs wurden 50 ng der Ir8aggangDNA, jeweils

1 pl enes 1:10 verdinnterpositivstrdngigen und eines negatstrangigenPrimers, 1 pl
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dNTRMix, 2,5 pl PfePolymerasePuffer und 1 pl PRiPolymerase in ein Reaktionsgefal
pipettiert und mit ddHO auf ein Volumen von 25 pl aufgefillt. Anschlie3end durchlief der

Ansatz folgendes P&Rogramm:

M® 55018t KSATmmn c/

H® 5SSyl ddz2NASPpn ¢/ FNNI m ¢

od op %el1tSyYyY5SYyl Gdz2NASNYHzy=dpn c¢c/ FNNI on
t NAYSNI yf S3adzyon a c@wPA cpgn
YSGOSYDBSNI NYZTH ¢/ FNN H ¢

nd® 9YRGSNINYy:ZtTH ¢/ FNNI p =«

Im Anschluss an die PCR wurden die Ansatze auf ein praparatives 1%iges Agarosegel
aufgetragen, um die korrekte Lange der DRiagmente zu Uberprifen. Die betreffenden
Banden wurden mit einem Skalpell ausgeschnitten und in ein 1,5 ml Reaktionsgefafd
Uberfuhrt. Die Elution der DNA aus dem Gel erfolgte per Gene Jet Extraction Kit (#K0691,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA) nach Herstellerangaben. Abweichend von den
Angaben des Herstellers wurde die DNA im letzten Schritt nicht per Elutionspaffdern

mit 20-30 pl ddHO eluiert.

2.1.8.2.5 Praparativer DNA/erdau Insert

Fur den restriktionsenzymatischen Verdau der mittels PCR generierten Inserts wurden in
einem Reaktionsgefald jeweils die Halfte des kompletten Ansatzes des Geleluats aus der
Insertamplifikation, 2 pvom Hersteller empfohlener FastDigest Green Buffer (Thermo Fisher
Scientific, Waltham, USA) und jeweils 1 pl der erforderlichen Restriktionsenzyme i ddH
auf ein Volumen von 20 pl aufgeflllt und bei 32 fur 30Min. inkubiert. Anschlie3end
wurden dieAnsatze auf ein praparatives 1%iges Agarosegel aufgetragen und per Agarose
Gelelektrophorese aufgetrenns(2.1.2. Nach Extraktion der DNA aus dem Gel wurde die

InsertDNA zur Ligation mit dem Vektor verwendet.

2.1.8.2.6 Ligation

Um die amplifizierten cDNRAragmente (Inserts) mit den geschnittenen und
dephosphorfierten Vektoren zu ligieren, wurden 1 pl-DNALigase, 2 pl vom Hersteller
empfohlener TADNALigasePuffer, 1 ul einer 1 mM frisch hergestellten Al®sung (geldst

in ddHO) und 1 pl PEG verwendet. Jeder Ansatz enthielt 1 pl des Vektors und jewdsls 0 (a
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Negativkontrolle), 1 pl, 3 pl oder 5 pl des Inserts. Die mit,@B&uf ein Endvolumen von 20

ul aufgefilliten Anséatze wurden eine Stunde lang bei Raumtemperatur stehen gelassen und
anschlieBend irb | pBakterien transformiert§. 2.1.6.0. Zur weiteren Verwendung der
rekombinanten DNA wurden die durch die Transformation erzeugten Klone in eimdr 3
Bakterienkultur vervielfaltigt, die gewonnene DNA extrahierts.( 2.1.6.9 und zur
Sequenzierungeingeschickt . 2.1.7. Wurde der Erfg der Klonierung durch die
Sequenzierung bestatigt, wurde eine MRliaparaion durchgefuhrt §.2.1.6.2.

2.1.9 Zielgerichtete Mutagenesginfiihrung von Punktmutationen

Fur de vorliegende Arbeit wurde die zielgerichtete Mutageneserwendet, um das
Stopcodon am Ende der kodierenden Sequenz dedhsRezeptors und desphRezeptors

so zu verandern, dasss nicht mehr als Stopcodon fungieren konnte. Der Zweck dieser
Mutation war, dass die Sequenz nach der Rezeptorsequenz weiter abgelesen werden sollte,
da nach dem Terminus mTurquoiselseriertwurde. Zum Einsatz kam die QuikChahge
Methode (entwickeltvon Stratagene IBning Systems, La Jolla, USA), die bereit&.1n

erlautert wurde.

2.1.9.1 Material

t Fdb4 2T @ YSNY A1 9t npnuY CKONBYIEFAROSNE | €
OHZp dzyAldakxtu

Rb¢t aAEZ 2SgélwnmpHI ¢KSNX¥2 CA&AKSNI { OA
FastDigesDpnl100 #FD1704, Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Reaktionen

Primer 100 uM Metabion, Martinsried

| RSY2&4AY -INROLUKEC: | MHT p EMNE YL FENE KSAYZ Ly3Stt

DMSO (Dimethylsulfoxjd #D8418,SigmaAldrich Chemie GmbH, Schnelldorf,
Deutschland
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Tabelle3: Mutageneseprimer zur Entfernung des Stopcodons imHiBg- und hu-Rezeptor

Y2y aiuwWNHaGiNR { GA2yal. FaSylro¥F2f3S

Kd ¢WJO5b! o®mMo b0 {|5-TTTAAGTGCACAAGICTCGAGTCTAGAGGEC

KA ¢WJO5b! odMobU {

) R R 5-GGCCCTCTAGACTCGAKTTGTGCACTTAARA
FyiAasSyas

KiwLJO5 b ! o MO b0  { (i 2|5-CTGCTCCGTTGDXCTCGAGTCTAGABG

KiwLJO5 b ! o Mo b0 { (i 2| 5-CCTCTAGACTCGABSGGCAACGGAGERG

Rechts in der Tabelle die positiv-strangigerLeseichtung dargestelitn MutageneseprimerDieausgetauschten Basen sind
in rot gekennzeichnet, das fur dieutierte Aminoséaure kodierende Basentriplett ist fett markiert.

2.1.9.2 Durchfiihrung

Zur Einfihrung der Punktmutation wurden 50 ng der Ausgdigs (hSHT,gpcDNA3.1(+),
hupcDNA3.1(+))jeweils 1 pl eines 1:10 verdunntétrimers insenseund antisenseRichtung,

1 gl dNTPMix, 1 pl DMSO, 2,0 ul RPRolymerasePuffer und 1 pl PHiPolymerase in ein
Reaktionsgefal® pipettiert und mit dd& auf ein Volumen von 20 pl aufgefillt. DMSO dient
der besseren Anlagerung der Primer an die Ausg&iigd, da es an Cytosin bindet udieé
Konformation der DNA anderund in einer effizienteren Denaturierungresultiert.
Anschliel3end durchlief der Ansatin wie unter2.1.8.2.4aufgefiihrtesPCRProgamm mit
folgenden Abweichungen Wéhrend der Zyklen Denaturierung b8 °C fur 30 s,

Kettenwerlangerung bei72 °C fir 15 Min, Endverlangerung ber2 °C fir20 Min. Im
Anschluss an die PCR wurde ein Vensi@udem DpntEnzymdurchgefihrt 2.1.5. Nach120
Min. wurden die Ansatz& y  5H. goltransformiert §.2.1.6.1), die DNAvervielfaltigt und
extrahiert 6.2.1.6.2 undzum Sequenzieren eingeschic&t4.1.7).

2.1.10 Insertion durch Mutagenese

Eine besondere Version der Mutagenese ist die Insertion eines langerer-ialydentes

von bis zu 18 Basen im Vergleich zum Einbau von einzelnen oder einigen wenigen Basen. Fur
den Einbau on langeren DNAragmenten wurden Oligonukleotidprimer verwendet, bei
denen 18 Basen sowohl im posiitrangigen Primer war als auch im negatikangigen

Primer als Insert enthalten warer(gangig sind -B Basen)und sich somiteine
Gesamtprimerlange vor89 - 52 Basen ergab. Dies stellt eine Herausforderung fur die
Polymerase dar, da sich lange Primer langsamer mit der Aus@ayshybridisieren und

aulBerdem die Gefahr besteht, dass die Primer unspezifische Bindungen eingehen oder
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HaarnadeiStrukturen bilén. Eine leistungsstarke Polymerase mit geringer Fehlerrate ist die
thermostabile Q5® Highidelity DNA Polymerase (New England Biolabs, Frankfurt am Main).
Sie wurde durch Klonierungen aus verschiedenen thermostabilen Polymerasen entwickelt.
EntscheidendeElemente sind hier die DNWammer des DNAindenden Proteins SSo7d
und die Anteile der einzelnen Polymerasen. Dadurch hat @&® Higtridelity DNA
Polymeraseeine sehr niedrige Fehlerrate (>100gringer als di@agDNA Polymerase und

12x geringer als id Pyrococcus furiosus (Pfu) DNA Polymerase) bei gleichzeitig hoher
SyntheseratgWanget al., 2004) Diese Polymerase wurde verwendet um die kodierende
Sequenz fur ein Tetracyshbindemotiv (Nukleotidabfolge kodierend fir die Aminosauren
CCPGCC) am Ende deB des h5HTi und des Ip-Rezeptors einzufiigen. An dieses
Bindemotiv kann ein gelb fluoreszierendes, arsenhaltiges Fluoresceinderivat (engl.
Fluorescein arsenical hairpimber, FIAsH) binden, wodurch ein FRE&Egnal zwischen FIAsH
und mTurquoise2 am -Cerminus der Rezeptorestattfinden kann. Im h8dT,z-Rezeptor
wurde das Bindemotiam Ende detL3zwischen den Aminosauren Argififiund Lysif**
eingefuigt, im -Rezeptoram Ende der ILZwischen den Aminosauren Argifiifh und
Arginirf”®. Nach Elimination des Stopcodons wurde mTurquoise2 direkt an desrrainus
zwischenden Schnittstellen fliXhol und Xbal eingefiigt. Beide Rezeptorvektoren enthielten
diese Restriktionssclittstellen. DerAblauf der Insertiondutagenese entsprach demed

zielgerichteten Mutageneses(2.1.9.

2.1.10.1Material
Q5® Higiridelity DNA Polymerase #M0491S$SNew England Biolabs GmpH

100 units (2,Qnits/pl) Frankfurt am Main, Deutschland

Rb¢t 28MESAtE mn Yl wnmdHE ¢KSNY2 CA&K
Lofo

FastDigesDpnl100 Reaktionen I#F{D.1704, Thermo Fisher Scientific, Walthe
USA

Primer 100 uM SigmaAldrich Taufkirchen, Deutschland.

l RSY23AY -INBOLIKC2 HLIT MHT p oM -LYIFESNIKYSH SN
5Sdziia OKf I yR

DMSO (Dimethylsulfoxjd #D8418,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland
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- K2 L #FDO0695, Thermo Fisher Scientific, Walthe
USA

-0l L #FDO0684, Thermo Fisher Scientific, Walths
USA

Tabelle4: Insertionsprimer zum Einbringen des FIASkbtivs in denh5-HT,z-und hu-Rezeptor

Y2yalNHzZ 6 wSadl. raSylrofz2f¢3S

K ¢WJO5Db! 0 ®mM-0 b 0 | S4GCGGCCGCTAGGGAGGEUSTCCGGGGTGAMAGC
LYaSNIA2y aSyasS|CACCAAGAGESY

K ¢WJO5Db! 0 ®M-0 b0 | pDAGGGTCTTGGTGGETRACACCCCGGACKUBCT(
LY&A&SNIA2Y | yiA a CCTAGCGGCCGCGAGT

KkwLJO 5 b | oCd M-t & S NJ p WAAGGACCGGTATCTTCGAGTCCGGGGTGAGEAT,

aSyas CACCAGGATGY
KiwLJO5 b ! 0 dm-b 354 S B1 p ®ATCCTGGTGATRLAACACCCCGGACACGAAGATA
yidAaSyas CCAGTCCTaTW

Rechts in der Tabelle die positivstrangigerLeseichtung dargestelkn Insertionsprimer Dieinserierten Basen sind in rot
gekennzeichnet, die schwarz geschriebenen Basen geben die AusyjdAgsieder.

2.1.10.2Durchfuhrungler Insertmutation

Zur Einfuhrung der Insertmutation wurden 50 ng der Ausgdigd (h5HT;gohne-
StopcodonpcDNAS.1(+), pbhneStopcodonpcDNA3.1(+))jeweils 1,25 upl eines 1:10
verdiunnten Primers isenseund antisenseRichtung, 0,5 ul dNFMix, 1,25 pl DMSO, 2,0 ul
Q5® Highridelity DNAPolymerasePuffer und 0,3 pQ5® Highridelity DNAPolymerase in
ein Reaktionsgefal pipettiert und mit dgbl auf ein Volumen von 20 ul aufgeftillt.
Anschlie3end durchlieder Ansatz ein wie unte?.1.8.2.4aufgefuhrtes PGRrogranm mit

folgenden Abweichungen Erste Denaturierung bed8 °Cfur 30 s wahrend der Zyklen

Denaturierung be®8 °Cfiir 10 s Primeranlegung be30 s beib8 °C Kettenwerlangerung bei

72 °C fureé_Min. Im Anschluss an die PCR wurde\éamdaumit dem Restriktionsenzynbpnl
durchgefihrt §. 2.1.5. Die Ansatzewurden in D p-E. colitransformiert 6. 2.1.6.9, die
DNAvervielfaltigt und extrahiertq. 2.1.6.29 und zum Sequenzieren eingeschickt 2.1.7).

Zur vollstdndigen Klonierung des gewinschten Konstruktes fehlte mTurquoise2-am C
Terminus der Rezeptoren H$TgR und HUR Dazu wurde aus dem mTurquoise2
N1pcDNAS.1(+Yektor mit denRestriktionsenzymen Xhol und Xbal die kodierende Sequenz
far mTurquoise2 herausgeschnitten und in den Zielvektoren - h5
HT,gohneSopcodon+BindemotivpcDNAJH), hupohneStopcodon+BindemoipeDNA3I. 1+)
zwischenden Schnittstellen fir die Restriktionsenzyméol und Xbal am Ende des C
Terminus eingeflgt. Der Ablauf und das bendtigte Material entsgnadbis auf einen

Unterschied und die beiden Restriktionsenzyme der Vorgehensweise deris&hess
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molekularen Klonierungs(2.1.8. Der Unterschied bestand darin, dass das mTurqueise2
Insert nicht mittels PCR generiert wurde, sondern aus einem anderen Plasmid

herausgeschnitten wurde.

2.1.11 Ubersichderhergestellten Plasmidkonskte

Die molekularbiologisclyeneriertenKonstrukte in dieser Arbeit dientetder Untersuchung
der mechanische Aktivierbarkeit Go-Protein gekoppelter Rezeptoren under damit

verbundena Anderung des cAMBpiegels.

Tabelle5: Ubgsicht iiber dieim Zuge der vorliegenden Arbefiergestellten Konstrukte

Projekt AusgangsVektoren/cDNAs Hergestellte Konstrukte

Mechanasensitivitat rKir3.1 pSVSport

G-PCRs hKir3.2 pSVSport rKir3.LIRESKIir3.2pIRES (Kir3.1/3.2)
hKir3.4 pcDNA3 rKir3.2:IRE$Kir3.4V419MpIRESKIir3.1/3.4)
pIRES

h5-HT;gohneStopcodon+BindemotmTg2pcDNA3.1(+)
(5-HT,zFRETSensor
huohneStopcodon+BindemotinTq2pcDNAS3.1(+)

p mTurquoiseN1pcDNA3.1(+) | (u-FRETSensor

h5-HT;g pcDNA3.1(+)

hu pcDNA3.1(+)

cAMRBestimmung eYFFhEpacleCFP pcDNA3

eYFHAnEpac2B=CFP pcDNA3 mVenushEpacimTurqouise2 (MmEpacimTq2)

mVenusN1 pcDNA3.1 Zeo(+) mVenusmEpac2BnTurquoise2 (mEpac2mTg2)

mTurquoise2N1 pcDNA3.1(+)

Uberblick der generierterKonstrukte mit Zuordnung zum jeweiligen Projekt und der Angabe der zur Herstellung
verwendeten Ausganggektoren und cDNAs.

2.1.12 WeitereKonstrukte

Wahrend der Erstellung dieser Arbeit wurden durch Kooperationen zwei weitere Konstrukte
erworben: EpaeS'’* und EpacS™®" (Klarenbeeket al, 2015;Klarenbeeket al, 2011) Das

Y hoa-YFPBE-CFP-Konstrukt (kur? ,»-YFPCFPlag zuBeginn der Arbeit bereits v@Wilardaga

et al, 2003) Im Unterschied zu den in der Gruppe WiPilatoentwickelten cCAMPSensoren
wurde dabei wie bei Nikolaewet al. eine gekirzte Versn des nativen Epacs verwaet
(minus Aminosauren 1¢ 148 von 88ldes endogenen Epac) und die Fluorophore
andersherum an das Ep&totein angefligt Damit der Sensor ausschliel3lich zytosolisch
vorlag, war die sogenannte DiRegion entfernt worden, die endogen fir die

Membranbindungdes Proteins verantwortlich i¢Bos, 2003; Qiaet al., 2002) DEP steht ftr
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Disheveled,EGI-10, Pleckstrin und beschreibt eine hochkonservierte Reg{Ponting und
Bork, 1996) Des Weiteren wurden zwei Mutationen eingefulfit781A,F782A, die dazu
fuhrten, dass Epac katalytisch inert (enghtalytically dead CD) war und somit keinen
Interaktionspartner mehr fur das endogene Zielprotein Rapl darstellte (Epap(THER)).
EpaeS'* war mit Varianten der Fluorophore mTurquoise und mVenus flankiert. Dabei
waren von mTurquoise -Cerminal die letzten 1JAminosauren (GITLGMDELYK) entfernt
worden (mTurquoisg), was zu einer weiteren Verstdrkung des FRIghals fluhrte
(Goedhartet al, 2010) Als Akzeptor diente ein Tandevfenus, von dnen eines zirkular
permutiert war (P*’3/en_Ven)Bairdet al, 1999; Nagaét al., 2002; Topelet al, 1999) Im
EpacS™®”Sensomwar im Epac zusétzlich eine weitere Mutation (Q270E) eingefiigt worden
(Epac(CDpDEP, Q270EXije sich zwar nicht direkt in der Bindestelle fir cAMP befand, aber
durch den Austausch vdalutamin zu Glutaminsaumne zusatzlicheVasserstoffbriicke mit
cAMP interagieen kann(Rehmannet al., 2003) Dies hateine 2,5fach hohee Affinitat fur
cAMP zur FolgeDie Fluorophore im Epas'™®’ waren zusatzlichweiterentwickelt worden.

So wurden als Donor eine ebenfalls um 11 Aminosauren gekirzte Version von mTurquoise2
verwendet und als Akzeptor ein Tandarenus, bei welchem beideuerophore zirkular
permutiert waren (td"’3/en). Diese Kombination fiihrte zu héheren Inififfizienzen und
FRETSignalen von bis zu 108 (Klarenbeelket al., 2015) Die vollstandige Bezeichnung der
beiden Konstruktdautet:

EpacS'* H74 mTurquoise_Epa¢CDNDEP)*®*"V/enus Venus

EpacS™®’ H187 mTurquoisep_Epa¢CDNDEP, Q270E) #"3/enus

Eine graphisal Darstellung der Entwicklung der Egsasierten cAMPSensoren ist in
Abbildung8 aufgezeigt.
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RS R”

YFP-hEpacl-CFP mVenus-hEpacl-mTurqouise2

mTurquoiseA_Epac(CD, ADEP) _ mTurquoise2A_Epac(CD, ADEP, Q270E)_
173\/enus_Venus; Epac-SH74 td°?173Venus; Epac-SH187

Abbildung8: Schematische Darstellung der verschiedenen Epasierten cAMPSensoren

A Der erste entwickelte Epabasierte cAMFPSensorvon Nikolaev et albesteht aus denstark verkirztenhumanen
endogenen EpacProtein(schwarze Blkenmit schwarzem Kreials cAMPBindestelle), flankiert von den FluorophoMRP
(gelbe Ellipsepnd CFRtirkise Ellipse)B Der im Zuge dieser Arbeit umklonierte Epbegierte cAMFPSensortragt die
beiden Fuorophore mVenuggelbe Ellipsedind mTurquoiseZtirkise Ellipsel Der Epacbasierte cAMF‘SensorEpaeS*74
enthalt ein verkiirztes Epadroteinmit zwei Mutationen, die zueindr- G f @ G A a OK Ay SNIi SWersion OF (I £ & (|
fuhren. Durch Entfaung der DEMRegion iIDEP) lag der Sensor ausschlie3lich zytosolisch vareBirderungen am Epac
Protein sind durchdas Schraffieremles Balkens visualisiert. Der blaue Fluoropimdiurquoisg war GTerminal um 11
Aminosauren gekirzt worden (verkirztechwarzer Balken, turkise Ellipseler gelbe Fluaphor bestand aus einem
TandemmVenus, von denen das erste zirkular permutiert war (zwei gelbe Ejﬁﬁlgér‘enus_VenusD Die nach dem Epac
S'"“.sensomeiter optimierte VersiofEpaeS ¥, DieseibesaR eine zusatzliche Mutation im Effrotein (Q270Fdargestellt
als Muster im Balken die zu einer 2,5fach héheren Affinitdt zu cAMP fuhids. blauer Fluorophor war mTurquoige2
ebenfallsGTerminal um 11 Aminosauren gekirzt worden (verkirzter sctewaBalken, turkise Ellipse) und als gelber
Fluorophor war ein Tandem aus zwei zirkular permutierten mVenus verwendet Wondsmelbe Ellipserd®™ V/enus)

2.2 Zellkultur

2.2.1 Material

Dulbeccos Phosphatgepufferte Saline #D8537, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Shnelldorf, Deutschland

Eark minimal essentielles Medium #4655, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Nutritient mixtureF12 Ham #N6658, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Fetales KalberseruifCS) #10270, Liv8 echnologiesCarlsbadlJSA

Gene Juic&Transfektionsreagenz #709693, Merck KGaADarmstadlt,
Deutschland

PenicillinStreptomycin #P4333, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

T75Kulturflaschen #83.3911 Sarstedt, Nirmbrecht,Deutschlan
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6-Lochschale #83.3920 Sarstedt, NUirmbrecht,
Deutschland

TrypsinEDTA.6sung(1x) #T13924 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

PolyL-LysinHydrobromid(PLL) #P1524, SigmAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

Deckglaser 30 mnmund #1-6292 neolLab Migge Laborbedarf
Vertriebs GmbiHHeidelberg, Deutschland

ibidi®Messkammer 0.1 VI 6erflide #80666, ibidi GmbH, Martinsried,
Deutschland

2.2.2 Zellkultur

Als Expressionssystem wurden der vorliegenden Arbeit HEK293ind CHGKI1-Zelken
verwendet Bei HER93Zellen handelt es sich umine Fibroblastenzelllinie aus humanen
Nierenzellen (engl.human embryonic kidneyHEK dar, bei CHGEKXZellen um eine
immortalisierte Eierstociellliniedes chinesischen Hamsters (enghinese hamster @y,
CHO)HEK29Zellen sind einfach zu kultivieren, lassen sich sehr gut transfizieren und sind in
der Lage Proteine aus Saugetierzellda auch aus Viren korrekt zu prozessietsmd zu
generieren (Thomas und Smart, 2005)Sie wurden in der vorliegenden Arbeit als
Expressionssystem fir alleellexperimentellen Untersuchungerau3er der KirKanal
Expressionpeingesetzt Da CHEK1-Zellen endogen nur in einem geringen Ausmal3 einwarts
gleichgerichtete KKanale exprimiererfYu und Kerchner, 19983%tellen sie eirgeeignetes
Modellsystem zu Untersuchung vatir3. xKanalen darZur Kultivierung der HEK2Z2llen
wurde das Nahrmedium Earlsminimal essentiellesMediumQ(EMEM)eingesetzt Vor der
Verwendung wurde @sem fetales KélberserufrCS) im Verhaltnis 1 sowie Penicillin
(100 pg/m) und Streptomycinl(00 pug/m) zugesetztDie Kultivierung deZellenerfolgte in
T75Kulturflaschen. Bei einer Konfluenz von 8®0 % wurden die adéirenten Zellen mit
einer 0,02% EDT#Aaltigen 0,05%igen Trypsinlésung vom Flaschenboden abgel6st und in
den Verdinnungen 1:10 und 1:20 auf zwei neue -Ké&urflaschen verteilt. Insgesamt
wurde die Zelllinie ca. drei Monate keinem Inkubationsschranei 37 °C und einer C
Konzentration von 5% inkubiert und nach Ablauf dieser Zeitspanne verworfefur
Kultivierung der CH®1-Zellen wurde als Nahrmedium dagutritient mixture F12 Ham

verwendet, das entsprechend den oben genannten Konzentrationen mit FCS, Penicillin und
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Streptomycin versetzt wurde. Auch die Verdiinnungen der Zellsuspension entsprachen den
der HEK29Zellen, 1:10 und 1:20. Zellen zur Transfektion wurden-iim@schalen ein bis
zwel Tage zuvor ausgesat. Dabei wurde die Zelldichte so moduliert, dass am Transfektionstag

eine Konfluenz von etwa @ in jeder Lochschal®rlag.

2.2.3 Transiente Transfektion von PlasididA

Die Transfektionen der HEK293d CHGEK1-Zellen efolgte mit dem Transfektionsmittel
Gene Juice®. 100 pl serumfreies Kulturmedwumde mit Gene Juice® einem Verhaltnis
von 3:1 zur der ExpressionsplasAiitlAMenge versetztund 5Min. bei Raumtemperatur
inkubiert. Anschlie3end wurde dieses Gemisch nubereiteten DNA gegeben und 20in.
inkubiert. Danach wurde digorbereitete Losungu den Zellen pipettiertDie eingesetzen
DNAMengenbetrugen fur Rezepterund lonenkanaDNA 1,0bis 2,0 ug, fur Fluorochrom
enthaltende DNA 0,2 bis 0,4 pgo Loch in éner 6-.LochSchale

2.2.4 Vorbereitung der Zellen

Die Handhabung der transfizierten Zellen unterschied sich von Experiment zu Experiment, je
nachdem ob die Zellen in der Elektrophysiologie oder FRET mittels Perfusion,
Uberdruckapplikation Scherspannungder extrazellularem Uberdruckiemessen wurden.
Bei Einsatz der Zellem der Elektrophysiologie wurdediese vor Messbeginn irden 6-
Lochschalemmittels der EDTAaltigen Trypsinldsung vom Boden abgeldst und dukcift
und Abpipettieren vereinzelt. Je nachTransfektionsrate und Zelldichtevurde die
Zellsuspension auf vier bis acht einzelne vorbereit®8 mmKulturschalchen(Nunclod™
Delta Surface, 153066, Thermbisher Scientific Inc., Waltham, USxgerteilt. Bei
Verwendung der transfizierten Zellen FREqMessungen mit Perfusion wurden die Zellen
auf 35 mmGlasbodenschalchen (FluoroDish F288, World Precision Instruments, Inc.,
Sarasota, FL, USA) umgesetzt, die vortier 1 Stunde mit 1 ml Polylysin (1 mg/ml)
beschichtet wurden. In Experimenten, beielchen mittels ALAJberdruckapplikation
Pharmaka eingebracht wurdeoder bei Experimenten mit extrazellularem Uberdruck
wurden Polylysirbeschichtete 30 mn@Glasplattchen (#6292 30 mm runde Deckglaser,
neoLab Migge Laborbedavfertriebs GmbH Heidelbeg, Deutschland) verwendetBei
ScherspannungBxperimentewvurden die Zellen inbidi®Messkammermmit einer speziellen

hydrophilen Oberflachgibitreat®) zur optimalen Adhasion der Zelleausgesat(#80666
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ibidi®@Messkammer 0.1 VI 6er-§lide, ibidi GmbH, Martinsried, Deutschland)Diese
bestanden augeweilssechsKkanélen undhatten einVolumen vonjeweils60 pul Messungen

mit HEK293als auch CH®1-Zellenerfolgten friihestens eine Stunde nach dem Umsetzen.
Die Transfektionsdauer betrug bei Messungen ohém TRPCGPIRESEGFRKonstrukt 72
Stunden, bei allen anderen Experimenten fanden die Messungen 24 Stunden nach der

Transfektion statt.

2.2.5 Markierung der Zellen mit FIAsH

2.2.5.1 Material
t KIENYF1FY

Gelb fluoreszierendes arsenhaltiges Freundlicherweise zur Verfiigung gestellt vor
Fluoresceinderivat (FIASH)mMM Prof.Dr. C. Hoffmann, Wirzburg
1,2-Ethanedithiol (EDT) #8.00795.0100Merck KGaADarmstadt,

Deutschland

DMSO (Dimethylsulfoxid) #A3672.0250Applichem Darmstadt,
Deutschland

BAL (2,Dimercaptel-propanol) #64046 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

I Fylaw ol fl yOSR &l #6648SigmaAldrich Chemie GmbH,
(HBSS)/Glukose Schnelldorf, Deutschland

2.2.5.2 Durchfiihrung

Um ein FRES®ignal mit dem5-HT,g-FRE¥Sensoroder dem p-FRE¥Sensormessen zu
kénnen,wurden die transfizierten Zellen mit dem gelben Fluorophor FIAsH markiert (engl.
label) werden(Hoffmannet al., 2005. Jegliche Arbeitsschritte ddsarkierenswurden unter
dem Abzug durchgefuhrt, um ein@toxikation sowieGeruchsbelastigung zu vermeiden.
AulRerdem wurde auf eine mdglichst geringe Lichtexposition der HLAsHhg geachtet, um
eine vorzeitige Beeintréatigung des Fluorophors zu verhindern. Alle Waschschritte wurden
mit grofR3er Vorsicht ausgefuhrt, um ein vorzeitiges Ablosen der Zellen zu vermeiden. In
einem 1,5 miReaktionsgefald wurde frisch hergestellte 25 mM EBJung und 2 mM FIAsH
Stammlésung zu glehen Teilen vermengtwenige Sekunderauf einem Vortexmischer
geschuttelt und 5 Min. inkubiert, damit das gesamte FIAsH in die FI&EEH-Form
Ubergehen konnte. Anschlieliend wurde diésungin HBSS/Glukosebsung gegeben, so
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dass eine finale FIAgkbnzerration von 1 pM vorlag. Die aufit Polylysinbeschichteten 30

mm-Glasplattchen ausgesaten Zellen wurden 1,5 Stunden vor Experimentbeginn aus dem

Inkubator geholt, das Medium abgesaugt und 1 ml HBkB8oseL6sungpro Loch der6-

Lochschale (jedes Loch érdlt ein Glasplattchen mit Zellen) vorgelegt. Zu dem ml

HBSS&5lukoseLésungwurde 1 ml der vorinkubierterFIASHEDB.LOSung gegeben, die- 6

Lochschale vorsichtig geschwenkt und die Uberschichteten Zellen fur eine Stunde in den

Inkubator (37°C und 3% CQ) gestellt. Nacl60 Min. wurde die FIASHEDF.LOsung von den

Zellen abgesaugtweimal mit 2 ml HBSS/Glukekésung gewaschen und mit 2 ml einer 250

uM EDTWaschldsung tberschichtet, um unspezifisch gebundenes FIAsH zu entfernen. Nach

10-mindtiger Inkubatiorbei 37 °Cwurde die EDWaschlosung abgesaugt, die Zellen erneut

zweimal mi 2 ml HBSS/Glukodaisung gewaschen und mit 2 ml Medium Uberschichtet. Die

somarkiertenZellen wurden fluorimetrisch wie &.4.2beschrieben gemessen.

2.3 Elektroplysiologie

2.3.1 Material
t KIENYEF1FY
h-CGRP(human)

Carbachol

D-PheCysTyrD-Trp-ArgThr-PenThrNH2
(CTAP)

D-Ala2N-MePhe4Gly-ol-enkephalin
(DAMGO)

GuanfaciaHCI

DL:Isoproterenol HCI

Lanthanchlorid

Noradrenalin

PACAP-B8

Pertussis Toxin 50 pg (gelost isCH

#1186, Tocris House, Bristol, UK

#C4382, SigmAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#1560, Tocris House, Bristol, UK

#E7384, SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#1030, Tocris House, Bristol, UK

#15627. SigmAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#449830, SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#74880, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#3012, Tocris House, Bristol, UK

#3097, Tocris House, Bristol, UK

44



PropranolotHCI

SB21664HCI

SerotoninHCI
YohimbirHCI

2 SAGSNE {dzomaidtyl Syy

BAPTAL,2-Bis(aminophenoxygthar

b Z b % etaEdsighure)
CaGHLosundgLM in HO

CsCl

DMSO (Dimethylsulfoxid)

D-(+)Glulose
HEPE®-[4-(2-Hydroxyethyh1-piper-azin
ethansulfonsaure)

KCI

MgCh

D-Mannitol

NacCl

2.3.2 PatchClampTechnik

Material und Methoden

#P04884, SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#1242, Tocris House, Bristol, UK

#56610, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

SigmaAldrich Chemie GmbH, Schnelldorf,
Deutschland

#4926,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#21115 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#C3032 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#D8418,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#G7528 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#H3375,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#K9333,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#M2670,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#63559 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#N31434 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

In der vorliegenden Arbeit wurde die Pat€tlampMethode angewandt, um die
id=Protein

Elektrophysiologie zu messeba es nicht maglich istlie Aktivierung der Rezeptoreatirekt

mechanische Aktivierbarkeit von gekoppelten Rezeptorenin der

elektrophysiologisch zu visualisieren, wurden digrch in Folgeder Rezeptorstimulation
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nachgeschalteten Signalkaskadeaktivierten TRPCGBnd KirKandle gmessen. Als
mechanischerReiz wurde eine hypoosmolare Lésung verwendet. Sinnvoll ist dabei eine
Applikation der Losung von 13 s (Elektrophysiologie) bzw:15 s (FREB.2.4), da sonst

die Zellen einen irreversiblen Schaden erleiden. Durch die hdhere intrazellulare
Salzkonzentration stromt Wasser in die Zelle ein. Dies fuhrt zu einer VergroRerung des
Zellvolumens, wodurch es unter anderem euner Dehnung der Mabran kommt, was als
mechanischer Reiz angesehen wird.

Das elektrophysiologische Analyseverfahren erlaubt die Messung dorch die
Zellmembran gechteten Strémen mittelseiner sogenannten PateBlektrode (Neher und
Sakmann,1976) In der vorliegenden Arbeit wurden Messungen von Ganzzellstrémen an
kleinen Zellen durchgefiihrt (enghhole-cell measurementGanzzellmessung). Dabei wird
eine mit Pipettenldosung geflllte Patchpipette mit einem chlorierten Silberdraht an die
Zelmembranangelegt Diese stellt die Ableitelektrode dar. Durch Anlegen eines Unterdrucks
an die Pipette kann ein enger Kontakt zur Zellmemtaafgebaut werdenwas dafiir sorgt,

dass keine Leckstrome gemessen werddfine kurzzeitige Erhéhundes Pipetten
unterdrucks fuhrt zur Zerstérung des unter der Patchpipette liegefdembranabschnitts

So erhalt man einen direkten, nach aul3en isolierten elektrischen Zugang zur gesamten Zelle
und gelangt in den Ganzzdllodus. Da die Pipette dabei direkt mit dem Inmer der Zelle
verbunden ist, findet innerhalb einer Equibrilierungszeit ein Austausch des gesamten
Zytosols mit der Pipettenldsung statt. Dabei verliert das Zytoplasma zwar seine naturliche
Zusammensetzung, aber so ist es mdglich das intrazellulare MigeuZelle genau zu
definieren und damit zu kontrollieren.Die zweite Elektrode wird Bad oder
Referenzelektrode genannt und besteht aus einem gesinterten SiltleerchloridZylinder.

Sie befindet sich in derdie Zelle umgebenden Badlosungd hat die Aufgbe die
Messkammer elektrisch zu erde@ie Ableit und die Referenzelektrode ermdglicheso

einen geschlossenen Stromkreis. Kommt es durch die Aktivierung von lonenkandlen nun zu
einem Stromfluss durch die Zellmembran, entstehen Abweichungen des definiert
aufgezwungenen  Membraotentials  (Sollspannung).  Um  die  Sollspannung
wiederherzustellen, wird ein Stromfluss tGber den Operationsverstarker erzeugt. Der dem zur
Aufrechterhaltung der Sollspannung entsprechende Strom ist letztendlich die gemessene
Groe eier PatchClampMessung. Durch einen Verstarker mit einer entsprechenden

Empfindlichkeit kénnen Strome in der Grél3enordnung von wenigen Picoampere gemessen
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werden. Durch die gezielte Auswahl von Badd Pipettenldsungen kénnen diverse

lonenkanale genau chakterisiert werden.

2.3.2.1 Der Stromkreis

Das Prinzip einer Pat€blampMessung mit einer Spannungsklemmdesteht darin,
definierte Membranpotentialean eine Zelle anzulegen und die resultierenden Strilee
lonenkanéle durch Injektion von ausgleichendenStdmen zu kompensieren. Dieser
Kompensationsstrom stellt die eigentliche B4grol3e einer PatciClampMessung dar. Der
Stromkreis bei einer solchen Messung besteht im Wesentlichen aus vier wichtigen
Komponenten:  Ableitelektrode,  Bamber  Referenzelekirode Verstdker — mit
Operationsverstarker (OPV, engperational amplifier OPA) und Rickkopplungswiderstand

R (engl.ResistancegedbackR). InAbbildung9 ist ein solcher Stromkreis im oberen Bereich
schematisch dargestellt. Im unteren Bereich ist eine Messkammer mit einer Zelle im
GanzzelModus abgebildet Durch die Referenzelektrode ist didesskammer geerdet. An
den beiden Eingangen des OPA liegen zunachst die Spannung der Ableitelektrode in der
Patchpipette U, (-Eingang) und die vom Experimentator vorgegebene Sollspannwig U
(+Eingang) vor. Kommt es aufgrund von lonenstromen in dedmé&emilbran zu einer
Abweichung zwischen Pipettenpotential}Jund der Sollspannung skl am Ausgang des
OPA, entsteht eine Potentialdifferenz zwischen Punkt 1 und 2. Da der Eingangswiderstand
des OPA in der Theorie unendlich hoch ist, fliet ein Strom Ulen
Ruckkopplungswiderstand iR die Patchpipette und damih die Zelle. Der Stromfluss in die
Zelle versiegt, sobald die Zellspannung wieder der Sollspannyiae@ritspricht. Auf diese
Weise gleicht die Schaltung Abweichungen zwischgp thd Uy aus und erzeugt
gleichzeitig eine Spannung ap &e proportional zum in die Zelle injizierten Strom ist. Am
Differenzverstarker (DV) liegt eine dem Strom jerRsprechende Spannung an, wobei noch
die Kommandospannung zugeschaltet ist. Diese wird im DYezalgen und als
Ausgangsspannungald an die Steuereinheit weitergegeben. Aus der Spannugg Wwhd

dem Ruckkopplungswiderstand kann nun der Kompensationsstromy, lermittelt werden,

der den lonenstrdmen in der Zellmembran entspricht. Dargestellt wisbked Strom in

Abhéngigkeit von der Zeit.
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Abbildung9: Schematisches Schaltbild des PattlampStromkreises mit Messkammer
Im unteren Bereich ist schematisch die Messkammer mit einer Zelle im Ganzzellmodus daijestgttue gestrichelte
Linie gibt den Flissigkeitsstand der sich in der Messkammer befindlichen Badlosubgraabere Bereich zeigt den

vereinfacht dargestellten Schaltplan einer Pa@lampMessung. OP¥ Operationsverstarker, D¥Differenzverstarkei =
Ruckkopplungswiderstandahere Erlauterungen s. Text

2.3.3 Eingesetztédsungen

2.3.3.1 Badlésungen

HEK29Zellen und CH®J1-Zellen wurden mit unterschiedlichen Badlésunggemessen.
HEK29Zellen 5 mM CsCl2 mM CaCl, 10 mM HEPESL mM MgC), 10 mM Glukosel10
mM NaCl.CHGKLZellen 25 mM KC] 0,1 mM CaGl, 10 mM HEPESL, mM MgCJ, 10 mM
Glukose 88 mM NaCl.Die Einstellung des pWertesauf 7,40 erfolgte durch Titratiomit 1

M NaOH.Bei diesen Zusammensetzungen besalRen die Losungen eine OsmolariZiOvon
mosm/l +4 mam/l und wurden als hypotone Ldsungen eingesetEin Anteil der
hergestellten hypotonen Lésung wurdater Verwendung von osmotisch aktiveraber in
der Elektrophysiologie ansomst inertemMannitol anschlieend alBO0mosm/l 5 mosm/|
als Badlosung eingestellDie Pharmaka zur Stimulation der lonenkanéiel Rezeptoren

wurdenin maximaler Wirkkonzenation zur Badldsung zugegeben.

2.3.3.2 Pipettenlésungen
Fur die Ganzzellableitungon HEK29Zellenwurde eine 297mosmol/l Pipettenldsung mit
folgerder Zusammensetzung verwendei20 mM CsCl 395 mM CaCJ, gepuffert auf

100nM freiesC&* mit 10 mM BAPTAL0 mM HEPES, mM Mgd, 0,2 mM NgGTP9,4 mM
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NaCl. Die Titration erfolgte mit 5 M CsOH auf einen -WHert von 7,20. Fur die
Ganzzellableitungvon CHGEK1-Zellen wurde eine 293mosmol/l Pipettenldsung mit
folgender Zusammensetzung verwend8 mM KCJ 50 mM KGlutamat,3,949mM Cadl,

gepuffert aufl00nM freiesC&* mit 10 mM BAPTAL10 mM HEPES, mM MgCJ, 2 mM Mg

ATPR Die Titration erfolgte ntil M KOH auf einen pAVert von 7,20.

2.3.4 Experimenteller Ablauf

2.3.4.1 MessstandAufbau und Vorbereitung

Der Messstand befand sich in einelaradayschenKéfig (Eigenbau aus rostfreiem Stahl,
FeinmechaniVerkstatt, Institut fur Pharmakologie und Toxikologie der ©rsitat
Marburg, Marburg, Deutschlanddurch den eine elektrische Abschirmung gewahrleistet
wurde. Ein inverses Mikroskop (Olympus IX 70, Hamburg, Deutschland), drei
Mikromanipulatoren (Ln mini/combi, Luigs und Neumann, Ratingen, Deutschland), ein
PatchQamp-Verstarker (EPC 10, HEKA Electronics, Dr. Schulz GmbH, Lambrecht,
Deutschland)mit Pipettenhalter (Eigenbau aus Polycarbonat) und eine Kamera (EHD KamPro
02 CCEKamera, EHD Imaging GmBH, Damme, Deutschland) waren dabei auf einem
schwingungsgedampfteitisch(Kinetic Systems, Inc., RoslindalA, USA) installiert. Des
Weiteren befand sich infaradayschenKafig ein Perfusionssystem fir die Badlésungen,
welches mittels Gravitation betrieben wurde. Die Losungen waren in SBpmiizen (Original
Perfusor Sptzen, Braun, Homberg/Efze, Deutschland) gefillt, die tber ein Schlauchsystem
mit der Messkammer verbunden waren. Alle Schlauchg (mm Innendurchmesser,
#20004451 SaintGobain Ceramics & Plastics.|@ourbevoie, Frankrei¢hwurden vor der
Messkammemit Y-férmigen Endstlickn zusammengefuhrt, an dessen anderen Ende sich
ein sogenannter Reduzierschlauct0,25 mm Innendurchmesser#27148, Reichelt
Chemietechnik GbH + Cq Heidelbergpefand. Dieser hatte einen kleineren Durchmesser
als die Schlauche vatem ¥Stick, was zu einer geringeren Flussgeschwindigkeit von 1
ml/min fuhrte. Der Reduzierschlauch endete in einer 180 ul fassenden Perfusionskammer
aus Plexiglas (32 x 23 x 12 miRginmechaniiWerkstatt, Institut fir Pharmakologie und
Toxikologie der Umersitat Marburg Deutschland) in einer daftir vorgesehenen Bohrung. Die
Perfusionskammer wurde in eir@-mm-Kulturschale (Nuncldi{' Delta Surface#153066,
Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, USA) eingesetzt und mit Befestigungsklemmen aus

Federstahl fixiert. Neben der Bohrung fir den Reduzierschlauch besalR die
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Perfusionskammer eine weitere Offnung fiir die Referenzelektrode. In der Mitte befahd
eine breite Aussparung, in weleh die Messungen durchgefiihrt wurden. Die Badlésung
wurde wahrend einerMessung fortwahrendiber eine VakuurPumpe abgesaugtALA
Scientific Instruments, Farmingdale, JSAlle metallischen Komponenten innerhalb des
faradayschen Kafigs warensternférmig geerdet. Aul3erhalb dedaradayschen Kafigs
befanden sich der PateBlampVerstarkeransteuerungein Monitor undder zur Messung
verwendete Computer. Vor der Messung wurden die jeweils verwendeten Patchgnpett
neu hergestellt. Dazu wurdeBorosilikatglaskapillarerdie einGlasfilamententhielten (#GB
150TF8P, Science Products GmbH, Hofheim, Deutschlandh ein horizontales
Pipettenziehgerat (DMIniversalPuller, Zeitz Instrumente, Minchen, Deutschlagd)egt
Anschlieend wurde die Kapillagurch einrot bis gelb gliihendesHeizflament mittig
zweimal erhitztund in einem dritten Erhitzungsschritt bis zur Trennung der Kapillare
auseinandergezogerDanach wurden beide Pipettepitzen hitzepoliert. Dadurch erhielt
man zwei Pipetten mit einenPipettenwiderstandd2y HXp O0A& nIp amsz
widerspiegelt, der in de durchgefihrten Messungen ainem niedrigen Zugriffswiderstand
und einer guten Sealbildung fuhrt. Vor der Messung musste das Diffusionspotential. (eng
liquid junction potentigl bestimmt werden. Dies beschreibt eine Spannung, die hersc
verschiedenen Elektrolyten wie Bad und Pipettenlésung entsteht, wenn diese
unterschiedlicha lonen und lonenkonzentrationen aufweiseibhéngig von der Grol3e und
der Ladung der einzelnen lonamtstehen unterschiediche Diffusionsgeschwindigkeiten.
Durch Eingabe der \eeils verwendeten Konzentrationen und lonen in ein Programm der
Firma Axon Instruments (Union City, USA) wurde rechnerisch ein Diffusionspotential von
+4,0mV fir die Losungen bei HEK:Z&Messungen und ein Diffusionspotential von +7,3
mV fir die Lésungebei CHEXK1-ZellMessungen ermittelt. Jede Messung im Ganzzellmodus

wurde mit diesen Werten korrigiert.

2.3.4.2 Durchfiihrung der Messung

Alle Messungemvurdenbei einer Raumtemperatur von 2023 °Cdurchgefiihrt Die in2.2.4
beschriebenen Zellen wurden dem Inkubagrtnommenund die Kulturschale direkin die
Halterung im Mikroskoptiscreingespannt Bei der Auswahl der Zellen wurde darauf
geachtet, fusiforme einzelne Zellen herauszusuchen, die mittelstark fluoreszierten. Dies
erlaubt stabilere Ableitungen, da stailkoreszierendeZellen oft sehr empfindlich sind. Nach

der Befillung der Patchpipettenit der entsprechenden Pipettenldsung wurde diese in den
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Pipettenhalter eingespannt und ein leichter Uberdruck von d@5 cm Wassersaule
angebracht um ein Eindringen von kleinen Partikeln auf der Badoberflache in die
Pipettenspitze zu verhindern. Bei &@her VergrofRerung wurde die Pipette mit Hilfe des
Mikromanipulators in die Badlosung getaucht und dann in einé&ect®e VergrofRerung
gewechselt. Die Pipettenspitze wurde an die in der Mitte des Sichtfelds justierte Zelle bis auf
1-2 um herangefahren und m¢ sogenannte Offseéforrektur durchgefuhrt.Als Offset

Potential bezeichnet man die Summe aller Potentiale in der Messkette, die nicht von der
abzuleitenden Zelle oder vorKommandopotentialstammen Diese Potentiale entstehen
innerhalb der Messketteum enen zwischen chlorierten Silberdraht der Ableitelektrode und

der Pipettenldsung, zum anderen zwischen Referenzelektrode und Badld3angt sich

diese OffsetfPotentiale nicht mit den Kommandopotentialen addieremnurde nach dem
Eintauchen der Patchpipedtin die Badlésund pm Uberden Zellen das Nullpotential

definiert, an dem kein Strom zwischen Pipette und Badl6sung fl&idt Herstellung eines
aDA3IlFasSlrfaa 6dz2NRS Ay RSN {LIyydzy3aaifSvyyvys
Sannungssignal vo5 mV die Stromaplitude der Pipetteauf dem Monitor beobachtet.

Kam es durch die Anndherung der Pipette an die Membran bei gleichbleibender Spannung
zu einer Zunahme des Widerstands, wurden die Stromamplituden kleider einer
Reduktion der Stromamplitude vat0 ¢ 30 %wurde der Uberdruckschlagartigabgelassen

Sofort danach wurdein leichterUnterdruck an die Zelle angelegt ldisr Abdichtwiderstand

hoher als ein Gigaohm war SAY o DA 3l &S| f Nachdem Nie Vedaifidurg NNS A C
zwischen Pipettenglas und Membrangzi YRS 3S12YYSy déellaNathe S NNE& OF
Y2YFAIAZNI GA2ya @2NXD 5AS t I O&HIX DS OKSHFB I tl T A (
cellrAktivierung des Messprogramms kompensiert und tembranabschnittunter der
Patchpipette durch eine kurzzeilig stark erhohten Pipettenunterdruck aufgerissen. Sobald

ein elektrischer Zugang zur Zelle bestand, wurde die Zellmembrankapazitat durch das
MessprogramnPatchmasteikkompensiert. Durch den nun bestehenden Zugang konnte die
gesamte Zellmembran auf das atepte Potential geklemmt werden und die Messung im
Ganzzellmodus durchgefiihrt werdeDie Bestimmung deMembrankapazitatsowie deren
Kompensation wurde automatisatiurch denEPCLO0 Verstarker bestimmt und ausgeflhrt.

Das Haltepotential betrug bei den dingefihrten Messungeq60 mV. Um die Analyse der
StromSpannungsbeziehungen zu ermoglichen, wurdewfsteigende und wieder

absteigende- sog. triangulare- Spannungsramperon ¢100 mV bis +60 mVund wieder
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bis -100 mV mit einer Frequenz von 1 Hz mit einBampengeschwindigkeit von 0,4sV
appliziert (s. Abbildung10 links). Es wurdenzu jedem Zeitpunkt in der Spannungsklemme
Einwarts oder Auswartsstrome im zweistelligebis deistelligen PicoamperBereich
gemessen, bei CHKLZellen zuweilen auch Einwartsstrome im Nanoamggeeeich.
Triangulare Spannungsrampen werden verwendet die StromSpannungsbeziehung eines
Kanals zu untersuchen und um einewentuell vorliegaden Hystereseffekt anzuzeigen.
Dieser beschreibt dieAbhangigkeit der Stromé&nderungen von der Richtung der
Spannungsénderung.Die StromSpannungseziehung ist bei der Aufwarts und
Abwartsrampe fur den TRPC5 und den3Hi3.4-Kanal bei maximaler Aktivieng leicht
unterschiedlich(s. Abbildungl10 rechts), es liegt also ein kleiner Hystereseeffekt ¥ die
Darstellung der Strorspannungsbeziehung wurden in deorliegenden Arbeit diese
marginalen Unterschiede nicht berticksichtigt und nur die Spannungen der Aufwartsrampe
von ¢100 mV - +60 mV analysiertAnhand der StronSpannungskurve lasst siafie
Spannungsabhéangigkeit des TRRGH erkennen. Bei maximaler Akierung durch einen
Stimulus ist bei Spannungen unte60 mV nur eine geringe Aktivierunig Form eines
Einwartsstromserkennbar, diesenimmt erst bei steigender Spannung zu um bei 0 mV das
Umkehrpotential mit einem NulNettostrom zu erreichenBei podiven Potentialen kann
man eine Zunahme des Auswartsstroms beobachten, wobei es zwischen 0 und +40 mV
aufgrund einer intrazellularen magnesiumabhangigen Blockadeeinem Plateawhne
Stromzunahme kommfObukhov und Nowycky, 20098ei Werten Uber +40 mV kommt es
wieder zu ener Zunahme des Auswartsstroms. Die fir den TRPC5 charakterishsone
Sannungskurve wirddoppeltrektifizierendigenannt(Schaefeet al., 2000; Yamda et al.,

2000) Diese Bezeichnung igienaugenommen inkorrekt, dan physikalischechnischen
Sinnekeine doppelrektifizierende StrorSpannungskennlinieargestellt wird. EirKir3.x
Kanal weist ebenfalls eine charakteristiscl&romSpannungsbeziehung auf, die als

a SAY 6NN ay RGBS (oGRFIAN GOSN i 6 A NRD . &K00@mVibisMa y S3t
mV) findet eine starke Zunahme des Einwartsstroms stdBei Erreichen des
Umkehrpotentials vong¢42 mV findet aufgrund einer intrazellularen Magnesiunund
Polyaminabhéngigen Blockad&eine Zunahme des Auswartsstroms statt, es bleibt bei
einem Strom-Plateau. Erst wenn wieder negative Spannungen erreicht werden, kommt es

erneutzu einer Zunahme des Einwartsstrofiascal, 1997)
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Abbildung10: Schematische Darstellung einer trianguléaren Spannungsrammpe Hystereseeffekt
Links:Wahrend einer Ganzzélessung ablaufendes SpannungsprotoKkalherhalb von 800 msivd einPipettenPotential
in Sprungervon --100 mVauf +60 mV(Aufwéartsrampe, rotjund wieder auf-100 mVappliziert (Abwartsrampe, griin)

Rechts:StromSpanungsbeziehunder Aufwéartsrampgrot) und der darauffolgenden Abwartsramggriin) fir den TRPC5
(oben) und den kiKanal (untenpei maximaler Aktivierung

Die zur Stimulation der Rezeptoren eingesetzténarmaka wurden in degewinschten
Konzentration in der Badlosung gelost und anschlieRapgliziert. Dabei wurden die
Wirkstoffe so lange eingewdsen, bis der Maximalstrom erreicht wurde, anschliel3end
wurde mit Pharmakdareier Badlésung ausgewaschen. BEixperimenten, in denen
Rezeptorblocker eingesetrturden, wurdendieseebenfallsin den Badlosungegeldst. Die
Konzentration wurde so gewahlt, daslerEGo der Blocker den Egder Agonisten um ein
mehrfaches UberstiegNach einer Equibrilierungsphgse der sich zwischen Pipettenldésung
und Intrazellularraum ein lonenflieRdeichgewicht eingestellt wurde der jeweilige
Rezeptorblocker fur cal Min. eingewaschen. Anschliel3end wurde der Agonist zusammen
mit dem Blocker appliziert. Bei Messungen mit Pertussistoxin wurden die Zellenl62
Stundenvor Experimentbeginn mit 50 ng/rmdes Toxingelost in EMEM inkubierDie Patch
ClampAbleitungen wurdenmit Hilfe des Datenerfassungsprogrammes Patchmaster v2.67
(HEKA Electronics, Dr. Schulz GmbH, LambreBlgutschlanyl durchgefuhrt und

aufgezeichnet
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#B7880, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#1560, Tocris House, Bristol, UK

#E7384, SigmAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

# T2939,Biozol, Eching, Deutschland

#1030, Tods House, Bristol, UK

#13347 Cayman Chemical, Ann Arbor, US/

#15627.SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#74880,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#P04884, SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#H9523, Sigmaldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#Y3125, SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#21115 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#G7528 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#H3375,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

#K9333,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland
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MgCh #M2670,SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

D-Mannitol #63559 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

NacCl #N31434 SigmaAldrich Chemie GmbH,
Schnelldorf, Deutschland

2.4.2 ForsterResonanEnergietransfeMethode

Der ForstefResonanzenergieansfer (FREYbeschreibt den strahlungslosen Energietransfer
zwischen zwei Fluorophore(Forster, 1948) Die in dieser Arbeit durchgefiihrten FRET
Messungen wurden an einem inversen Mikroskop 1X70 von Olympus durchgefuhrt, das mit
einem UPlanSApo 100x/1.40 Olobjektiv (Olympus Dailgad GmbH, Hamburg)
ausgestattet war. Gemessen wurde unter Verwendung eines -Busion
Detektionsystems von FEI Munich GmbH (urspriinglich TILL Photonics, 2011 Gbernommen
von FEI Munich GmbH). Ein Polychrom V (TILL Photonics) diente zur Fluoreszanganreg
und wurde durch eine Kontrolleinheit (engnaging Controller UnitiCU) reguliert, die eine
flexible Echtzeitsteuerung der Lampe, der Verschlisse (shgtter) und die Einstellung
unterschiedlicher Intensitaten ermoglichte. Als Ddiasrophor diente entwederdas blau
fluoreszierendeCFP oder mTurquoisaind als Akzeptorfluorophomwurde entweder YFP,
FIAsH oder mVenus (auch als zirkular permutierte Variargeyendet Die Signalevurden
uber zwei Photodioden detektienind in einemA/D-Wandler (anéog/digital) digitalisiert.
Die Fluoreszenzintensitaten der beiden Einzelkasalsie das RatigFRETSignal)aus den
Signalen der Fluorphore YFP/CFP, mVenus/mTurquoise2 oder FIASH/mTurquaoide?
mittels der Patchmaster Software (HEKd&rgestellt Die Donormolekile wurden durch den
Polychrom V mitmonochromatischem Licht der Wellenlange 430 amgeregtund die
emittierte Strahlung Uber einen Strahlenteiler DCLP 460imihas Mikroskop geleitetDie
Abtastrate bzw. Messfrequenz betrug 5 HRie Flwreszenzemission VvoOrCFP bzw.
mTurquoise2 wurden mit einem Filter erfasst, der Wellenlangen im spektralen Fenster von
40 nm um den Mittelpunkt 480 nm passieren las®ezeichnet wird dies in der
Kurzschreibweise ak80/40 nm (kso, Strahlenteiler DCLP 50&m). Die Emission voviFP,
FIAsH oder mVenusurde bei 535/30 nm (35, Strahlenteiler DCLP 505 nerfasst Nach
RSN aSadadzy3d 6dzZNRSY RAS SNXI t ibiSedtBrgughd & NIRS NJdzY
CFP/mTurquoiseEmission in den YFP/mVenus/FIASstfnahmekaal korrigiert. Diese
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wurde experimentell ermittelt, indem nur mit CFP bzw. mTurquoise2 transfizierte Zellen mit
430 nm angeregt und die Signalintensitat mehrerer einzelner HEEZ@ im
CFP/mTurquoiseAufnahmekanal und im YFP/mVenus/FlAsHnahmekanalverglichen
wurden. Dabei ergab sich, dass die Werte von CFP um®48es Signals von YFP,
mTurquoise2 um 4% des Signals von mVenus und mTurquoise2 in Kombination mit FIAsSH
um 41% des Signals von FIAsH reduziert werden mussten. Weiterer Korrekturbegkziof e
sich durch die Tatsache, dass bei der Anregung mit 430 nm auch eine direkte Anregung von
YFP/mVenus/FIAsH stattfand, die eine FREAbhangige Emission von YFP/mVenus/FIAsH
K SN2 bibsktekd 0 ® a5 dzNOK SELISNAYSYy (St t S nzsighdlimk Y Y dzy 3
YFP/mVenus/FIAsAufnahmekanal von nur mit YFP bzw. mVenus transfizierten bzvwH-FIAs
markierten HEK29Zellen nach Anregung mit 430 nm ermittelt. Die direkte Anregung bei
430 nm betrug 9,3% (YFP) bzw. 6% (mVenus) bzw. @ (FIAS). Daher wuden die
erhaltenen Werte von YFP/mVenus/FIAsH um die entsprechenden Anteile reduziert. Das
sogenannte Bleichen der Zellen wurdlnnerisch nicht beriicksichtigt. Die experimentellen
Bedingungen wurden so gewahlt, dass ddsichen der Fluorophore keingennenswerte
Storgrol3e darstellteDafuir wurde zu Beginn jeder Messungp lange mit einer Stimulation
gewartet, bissich das FRESignal auf ein gleichbleibendes Niveau eingependelt hZie.
finalen Bestimmung des Ratios zwischen den korrigierten Signaditdéen von gelben
(YFP/mVenus/FIAsH, Fluorpft= F**,30,m) und blauen (CFP/mTurquoise2, Fluorgide

P2 Fluorophoren kam folgende Formel zum Einsatz (ratiometrisches FRET):

O T ofna TMMwBnneoO 1 wm T it 'O T ofnd

"OYO"Y —
O 1 ogua

FeP 2 onm= Emission von®® bei Anregung mit 430 nm
F®®, 0nm= Emission von¥®bei Anregung mit 490 nm

Y, 2 0nm= Emission von®" bei Anregung mit 430 nm

Die Fluoreszenzsignale der einzeli@nalemissen im Sinne eines FRETS in einer
gegensinnigen Weisauftreten. Eine gleichsinnige Fluoreszenzanderuntitdtein FRET

Signal dar und wurde daher alsgativesSelektionskriterium verwendet.
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2.4.3 Losungen

Fir Messungen von HEK2&8llen, die mit eiam der Epa&SensofKonstrukte transfiziert
waren, wurde eine Badl6sung nfillgende Zusammensetzungerwendet 140 mM NacCl,
5,4 mM KCI, nM MgC}, 2 mM CaGJ] 10 mM Glukse, 10 mM HEPEBSIie Titration erfolgte
mit 1 M NaOH auf einen pMert von 7,40.Bei Messungen von HEK2B8llen, die mit
h5-HT,sFREISensoy hu-FREISensorder " ;4 YFRPCFP transfiziert waremyurden folgende
Badlosungen eingesetz6 mM KC] 2 mM CaCl, 10 mM HEPES1 mM MgGl, 10 mM
Glukose 55 mMNaCl.Die Titration erfolgtemit 1 M NaOH auf einen pMert von 7,40.Bei
dieser Zusammensetzung besal} die Losung eine OsmolaritatS®mdsm/l £4 mosm/I
und wurde als hypoosmolare Lésung eingesdtiriter Verwendung von osmotisch aktiven,
inerten Mannitol wurde die Osmolaritat anschlieRend &@0 +5 mosm/I eingestellt. Die
Pharmakazur Stimulation der Rezeptorewurden in maximaler Wirkkonzendtion zur

Badl6sung zugegebeRorskolin wurde in submx@maler Kazentration von 1 uM verwendet.

2.4.4 Stimulationsmethoden bei FREE&ssungen

Die Applikation der Pharmaka und des mechanischen Reizes enfatgtier vorliegenden
Arbeit je nach Fragestellung aufiterschiedliche Arten

BeiFREIMessungen der Rezggrsensoren wurde die Applikation der Pharmaka mit einem
ALAUberdruckSuperfusionsSystems durchgefiihrt. Dieses besteht aus einem
Druckregulator, mit welchem einzelne oder multiple Pharmak&sungn mit einem
definierten Druck vor0,8-1 bar Uber ein Mehrkaalsystem (Quartz MicroManifold@LA
Scientific Instruments, Inc., Farmingdale, NY, US#ter Zuhilfenahme eines
Mikromanipulators direkt neben eine spezifische Zelle (Abstaad100 pM) appliziert
werden kdnnen3 ¢ 8 Eingangsschlauckmeit einem Durchresser von 100 uM werden durch
Mikro-Quarzkapillaren zeinem einzigen Auslassisammengefasst und munden in einer
ebenfalls 100 pMgrofen Spitze Dabei wurde eineFlussrate von 100; 150 pl/min
eingesetzt

Bei Untersuchungeder EpaeSensoren wurden zur Applikation eines mechanischeneRe
mehrere Methoden durchgefiihrund verglichen.Wurde der mechanische Reiz durch
hypoosmolare Losung simuliert, wurde éterfusionssystem mittels Gravitatim@rwendet
Bei der Einbringungon Scherspannung wurde ein mit Badlésung geflllter Perfasor

einem Kanal eineibidi®Messkammer verbunden.udch die Applikatiorvon Badlésung mit
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einer Flussrate von 22,2 ml/h bzw. 33,6 mithdas geschlosserfeéystem der Messkammer
konnte eine definierte Scherspannung von 40 bz@0 dyn/cnf erzeugtwerden. Bestand der
mechanische Reiz aus der Einbringung von estltdarem Uberdruck, wurde dieser uber
eine Wassersaule von 109 cm appliziert, was einem Druck von 80 mntHdamit einem
optimalen diasblischen Blutdruckwerentsprach. Die zu untersuchenden Zellen befanden
sich dabeauf einem Glasplattcheim einemrostfreiemEdelstahlhalter (Eigenbalwder durch

die Einspannung eines zweiten Glasplattchens in ein druckgeschlossenes System

umgewandelt verden konnte.

2.4.5 Experimenteller Ablauf

2.4.5.1 MessstandAufbau und Vorbereitung

Der Messstaneéntsprach jenem aus den elektrophysiologischen Messurfgeh3.4.7). Ein
Mikromanipulator (Ln mini/combi, Luigs und Neumann, Ratingen, Deutschland) wurde bei
Messungen mit dem UberdruekuperfusionsSystems (ALA Scientific Instruments,
Farmingdale, NY, USA) dazu genutzt, i@ pm grol3eSpitzeneben die zu messende Zelle

zu positionieren (Messungen mit den KonstrukteidhgFREISensorbzw. u-FREISensor

dzy’ RaYFRCFP. Wurde mit dem Perfusionssystem mittels Gravitation gemessen (alle Epac
SensotKonstrukte und " ,,-YFPCFPSenso), befand sich ein Aquivalent zu dem ierd
Elektrophysiologie verweletem Messaufbau im Messtand..3.4.]). Eine Kamera (EHD
KamPo 02 CCHXamera, EHD Imaging GkhbDamme, Deutschland)nd ein Monitor
dienten zur Auswahl von fluoreszierenden Zellen. Mit Hilfe von Blenden wurde genau der
Bereich eingegrenzt, in dem sich die zu messende Zelle befand. Wurden die Zellen mit dem
ALAUDberdruckapplikationssystem stimuliert, wurden die Glasplénh mit den Zellen in
einen extra zu diesem Zweck angefertigtemstfreien Edelstahlhalter (Eigenbau)
eingespannt und in das Mikroskop eingebracht. Bei Messungen mit dem Perfusionssystem
mittels Gravitation wurden die Glasbodenschéalchen mit den Zellerlognzu den in der
Elektrophysiologie verwendeten Kulturschalchen im Messstand fixiert. Zusatzlich musste
noch eine Einlegscheibe in das Glasbodenschélchen gelegt werden, da sich die Form des
Bodens von demNuncKulturschalchen unterschied und erst so &erfusionskanal erzeugt
werden konnte. Die Badlésung wurde wéahrend Messungen mit dem Perfusionssystem
fortwahrend Uber eine VakuurRumpe abgesaugt (ALA Scientific Instruments, Farmingdale,

USA) Bei Messungemit ibidi®@Messkammern wurden diese mit rostfem Stahlklammern
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auf dem Messtisch fixiert. Damit kein Streulicht in die Diodegelangt wurde vor
Messbeginn ein den Messstand umgebender, lichtundurchlassiger Vorhang
(Eigerkonstruktion) angebracht. So konnte auch bei Tageslicht unté&htausschluss

gemessen werden.

2.4.5.2 Durchfiihrung der Messung

Alle Messungen fanden bei einer Raumtemperatur von(2@3 °C statt. Die in2.2.4
beschriebenen Zellen wuedh direkt aus dem Inkubat@ntnommen zweimal mitBadldsung
gewaschen undlie Schale mit Zellem den Mikroskoptisch eingebracht. Zur Suche von
transfizierten Zellen wurde dauerhaft mit monochromatischem Licht von 430 nm angeregt
und die Intensitat auf @0 % eingestellt. Dabei wurde Wert darauf gelegt, die Zellen so kurz
wie moglich bei 100%er Intensitat anzustrahlen um diese nicht zu schadigeBei der
Auswahl der Zellen wurde darauf geachtet, fusiforme, einzelne oder in kleinen Verbéanden
vorkommende Zellen herauszusuchen, die mittelstark und dabei hauptsachlich an der
Membran fluoreszierten. Nach Auswahl der Zelle wurde entweder dieA
Uberdruckapplikéion neben die Zelle positioniert und smingestellf dass keine Bewegung

an der Zelle selbst wahrhenbar war oder die Perfusion mittels Gravitation angeschaltet,
wobei ebenfalls keine Bewegung der Zelle sichtbar sein sdiiéd. Experimerdan mit
involviertem Perfusomwurde dieser an digbidi®Messkammern angeschlossadach Start

der Messung wurde di€elle konstant mitBadldsungliberspllt. Bei Messungemit den
Konstrukten 5-HTg-FRETSensorbzw. u-FRETSensordzy” Roa-YIFPCFP wurden zuerst die
Agonisten appliziert und anschlieRemwlie hypotone Lésung eingewaschen. Zwischen den
Stimulationen wurde jeweils mit Badldsung ausgewaschen. Die-&grasorKonstrukte
wurden bei Messungen mit Forskolirit submaximaler Konzentration (1 pMes
Pharmakonsstimuliert, bis ein gleichbleibendes FRIESIgnal erreicht wurdeNachfolgend
wurde mit Rezeptoragonisten stimuliert. In der Kombination mit IBMX wurden
Konzentrationen ForskolinBMX von 1 uM/ 10 uM verwendeBeiRezeptorblocker wurde

die Konzentration wie unte2.3.4.2beschrieben gewahlt.
2.5 Datenanalyse

Die  Auswertung der elektrophysiologischen  Messungenerfolgte mit dem

Computerprogramm Fitmaster v2.69. Die Stromwerte aus den Spannungsrampen wurden
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durch die Zellmembrankapazitaten normiert und anschlieRend gemittelt. Mit den
Tabellenkalkulationsprogramem  Origin 75 und 8.0 wurden die Strom
Spannungsbeziehungen, Stromzeitverlaufe und die Stromdichten (Quotient aus absoluter
Stromgrol3e und Zellkapazitajstellt sowie die statistische Auswertung durchgefuhrt, wenn
nur zwei Gruppen miteinander verglichen wurdeXis statistisch signifikant unterschiedlich
wurden dabeiDatendefiniert, welche beinZweigichprobent-Test ein@ p-Wert von unter
0,05 aufwiesen Wurden mehr als zwei Gruppen miteinander verglichen, wurde eine
Varianzanalyse (englanalysis of variange ANOVA) fur normalverteilte Datensatze
durchgeflihrt. Zeigten die Datensatze keine Normalverteilung auf, wurd&reiskalWallis
Test als nichtparametrisches Verfahren fur ungepaarte Daten durchgefuhrt. Fuar
letztgenannten Test wurde das StatisGlomputerprogramm GraphPad Prism 7.03
verwendet. Es wurde fur alle Stromdichten die Standardabweichung vom Mittelwert
berechnet. Fir alle Abloiungen in der vorliegenden Arbeit gift: s. = nicht signifikant; * p
<0,05; ** =p < 0,01; *** =p < 0,001

Fur die statistische Auswerturder FRE‘Experimentewurde Origin® 8.0 (Originlab Corp.)
verwendet. Die durclidasPatchMasterComputerprogramm aufgezeichneten Daten wurden

in Origin® exportiert und doriprozessiert Die Daten einer Messreihe wurdeals
arithmetisches Mittel mit Standardfehler des Mittelwerts dargestellt. Sofern nicht anders
angegeben, wurden die Daten nach Versuchsablauf jewmit einem gepaarten oder
ungepaarten Zweegtichprobent-Test analysiert. Dabei wurden ausschlieBlich Daten
verwendet, die einen p-Wert von unter 0,05 aufwiesen. Beied Verwendung von
Kastendiadrammeriengl. boxplof) wurden 25% bzw. 75%Quartile gewat und Median
sowie Mittelwert aufgezeigt. Die FRESIgnale wahrend einer Agonistenstimulation wurden
mittels monoexponentiellen Anndherungen genauer bestimmt. Dabei wurde das Simplex
Verfahren und derLevenbergMarquardtOptimierungsalgorithmusangewandt, bis keine
weitere Reduktion von CiQuadrat mehr zu verzeichnen war. Biexponentielle
Annaherungen erbrachten keine verbesserten Werte. Zur Bestimmung na#leren
effektiven Konzentration (Efg) wurden die KonzentrationsNirkungsKurven durch
Anwendung der HiGleichung so lange angepasbts keine weitere Reduktion von €hi

Quadrat mehr zu verzeichnen war.
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3 Ergebnisse

Im folgenden Abschnitt werden die im Rahmen der vorliegenden Arbeit erhobenen
Ergebnisse vorgestellt. Dabei wird zun&chst auf die mittels Molekularbiologie generierten
Konstrukte eingegangen. AnschlieRend werden die Ergebnisse von Untersuchungen der
mechanischen Aktigrbarkeit G,,-PCRlurch elektrophysiologische Experimente dargestellt,
gefolgt von Erlauterungen zur Entwicklung einer cAB#RAsotbasierten FREWMethode zur
Visualisierung dynamischer cANBpiegelanderungen. Zuletzt werden die Untersuchungen

zur Mechansensorik direkt ait,,-PCRlargelegt.

3.1 Molekularbiologie

3.1.1 Konstrukte zur Ermittlung der mechanischen Aktivierbarkeit

Es ist im Bereich deGPCHrorschung allgemein anerkannt, dassPGtein-gekoppelte
einwarts gleichgerichtete Kaliumkanale durch diegUntereinheit von Gj,-PCRaktiviert
werden (Hibinoet al., 2010) Aufgrund der unterl.3.1.1aufgefihrten Erlauterungen war es
zweckmaRig, Heterotetraméfonstrukte aus Kir3.1 und Kir3.2 bzw. Kir3dittels
molekularbiologischer Methodenu generierend. 2.1.8und 2.1.11), um die Aktivierung/on
G/o-PCRzu visualisierenFir den schematischen Aufbaler KirKanaiKonstrukte siehe
Abbildungl1A.

Da das Messsystem mit KirKanadlen und auch die Kombination mit TRPC5 die
Rezeptoraktivierung nur indirekt widerspiegelt, wurden aul3erdem RezdfRET
Konstrukte generiert, die im Folgenden auch Rezeptorsensoren genannt werden. Um die
Konformationsdnderungen des Rezeptors nach Aktivieretgktieren zu kdnnen, wurde
gemal} bereits vorhandener Arbeitdirloffmannet al, 2005; MaiefPeughel et al,, 2010;
Ziegleret al, 2011)der h5HT;s und der hu-Rezeptormodifiziert Dazu wurde jeweils am
Ende der IL3 ein Tricysteinbindemotiv eingeflgts( 2.1.1Q, an das sich das gelb
fluoreszierende, arsenhaltige Fluoresceindat (FIAsH) binden konntes.@2.2.5. Alsturkis-
fluoreszierendes Molekil wurde mTurquoise2 am Ende d&srQinus eingefigt. Fir eine
schematische Darstellung der Rezeptorsensared deren Funktionsweise siel#dbildung

11B.
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Kir-Kanal
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Abbildung11: Schematische Darstellung der Konstrukte zur Ermittlung der mechanischen Aktivierbarkeit

A Links: Aufbau @ier KirKanatUntereinheit. Diese besteht aus zwei transmembranaren Domaéaeear Porenschleifend
einem intrazellularenAmino sowie CarboxyTerminus Mitte: Ein funktioneller KiKanal besteht aus vier Kfanal
Untereinheiten.Die in der vorliegendeArbeit verwendeten KiKanale warenHeterotetramereaus Kir3.1(dunkelblaue
Zylinder)und entweder Kir3.2 oder Kir3(dellblaue Zylinderin der Abbildung beispielhaft mitir3.2 dargestellt)Rechts:
Ansicht eines funktionellen K{anals vorextrazelluér in einer MembranZu sehen ist, dass die jeweiligen Untereinheiten
(dunkelblau: Kir3.1, hellblau: Kir3.2 oder Kirdml der Abbildung beispielhaft mit Kir3.2 dargesteliegenuberliegend
positioniert sindund die Porenschleifen nach innen gerichtetlsB Links:Vereinfachter Aufbau eines Rezeptorsensors mit
den sieben transmembrandren Doménen eines GPCR. Am Ende der dritten intrazellularen(IShleifele das FIAsH
Bindemotiv(gelbe Markierungginkloniert. Am Ende de&SarboxyTerminusvurde mTurquoiseirkiser Kreispngehangt.
Mitte: Das FIAsHBindemotiv besteht aus der dargestellten Aminosduresequenz, X = vamablesdureMit den Cysteinen
(gelbe Markierung) wird das FIAsH gebunderchts: Strukturformel des gelb fluoresziedien Chromophors FIAsH. Bei
Bindung des Reagenzes an das Tetracysteinmotiv Uber Schwefelbriicken entsteht ein fluoreszierender Komplex.

3.1.2 Konstrukte zur BestimmudgscAMRSpieged

Bereits 2004 erschienen mehrere Arbeiten, in welchen sogenannte-ligsaerte CAMPR
Sensoren beschrieben wurdébiPilatoet al., 2004; Nikolaevet al., 2004; Ponsioemrt al.,
2004) Allerdings wurdebislang nur die cAMPSpiegelzunahme nactG-PCRAktivierung
untersucht. Ziel dieser Arbeit war es, cAl8Pnsoren zu entwickeln, die eine schwieriger zu
detektierende cAMPSpiegelabnahme nac,-PCRAKtvierung darstellerkonnten. Diein
dieser Arbeit fur die Klonierung zugrweltegenden Sensoren stammten aus der Gruppe
Nikoleav et al. und basieren auf einer stark geklrzten Version des nativen Ejaes.
isolierte(n) cCAMRBIndestell¢n) aus Epacl&2 waream vorderen Bereich mit einem YFP

fusioniert und am Ende mit einem CRPm cAMPSensoren mit verbesserter Effizienz zur
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Detektion von cAMFSpiegelabnahmen nadB,-PCRAktvierung zu generieren, wurden die
Fluorophore in den Sensoren YEPaclCFP undYFPEpac2CFPausgetauscht. YFP wurde
durch mVenus ersetzt und CFP durch nglioise2(s. 2.1.8und 2.1.17). In Abbildung12 ist

eine schematische Darstellung der Sensoren aufgezeigt.

YFP>

Epacl P4

YFP

Epac2 ® EE—

Abbildung12: Epacebasierte Sensoren zur cAMBestimmung
Epacl (schwarze VerbhindungsbalkenSemsor) ist zu Beginn der Arbeit von YFP und CFP flankiert. Nach der Umklonierung

tragt der Sensor die beiden Fluorophore mVenus und mTurquoise2. Entsprechend wurde deSebBgmacigraue
Verbindingsbalken) veréndert. Dechwarze Kreisymbolisiert die AMP-Bindestelle.

3.2 Mechanische Aktivierbarkeii &P CR

In den letzten Jahren konnte die Forschung im Gebiet der mechanischen Reizwahrnehmung
und Weiterleitung von Signalen auf zellularereBé grof3e Fortschritte erzielerEin
besonders Augenmerk lag dabeiuf dem G;:-PCR AR (Blodowet al,, 2014; Storclet al,

2015) Weiterfuhrende Arbeiten weisen darauf hin, dass auBRCRmit anderen G
Proteinen durch mechanische Reize aktivierbar sein kon(®en2.1.9. Um zu untersuchen,

ob neben @G11-PCR auch Go-PCR mechanosensitiv sind, wurde in verschiedenen
elektrophysiologischen Experimentederen Aktivierbarkei durch einen mechanischen

Stimulus analysiert.

3.2.1 KirKanalAktivitat als Maf8itr die Mechanosensorik vop,?CR

Um die mechanische Aktivierbarkeit mittels osmotisch bedingter Membrandehnung des
K Ba, h5-HTig, hM2-, und hp-Rezeptors zu untersuchen, wumiein Rezeptor, eines der
beiden KirKanalKonstrukte (Kir3.1/Kir3.2 oder Kir3.1/Kir3.4) und grin fluoreszierendes
Protein (englenhancedgreen fluorescent protejlEGFP) zur Lokalisation von transfizierten
Zellen in CH&1-Zellen Uberexprimiertin elektrophysiologischen PateGlampMessungen

im Ganzzellmodusvurde zuerst hypoosmolare.dsung und anschlielend der jeweilige
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wST SLII 2N I32yAaild SAy3ISsl aResepto NdGddrendlin (1UMNR S
den h5HTg-Rezeptor Serotonin (100 uM), den hNR&zeptor Carbachol (100 uM) und fur
den hpRezeptor PAl-N-MePhé-Gly-ol-enkephalin (DAMGO2,5 uM) verwendet. Uber
trianguldre Spannungsrampen wurden charakteristische Spannungsbeziehungdrei

-100 mV und +60mV gewonnen und gleichzeitig StreReitverlaufe bei 60 mV
aufgezeichnet. Ein KiKKanal zeigt nach Aktivierung einen typischen einwarts
gleichgerichteten Strom in seiner StreBpannungsbeziehundasGleichgewichtspotential

des Kanaldiir K" lag bei Verwandung der unter2.3.3 genannten Lésungebei -42 m\,
Exemplarische Stromzeitverlaufe, Str@pannungsbeziehungen sowie die
Stromdichtensaulendiagrame fir den H,sx-Rezeptor (",4R) sind in Abbildung 13

dargestellt

64



Ergebnisse

A Kir3.1/3.2+a,,R (04 Kir3.1/3.4+a,R
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Abbildung13: Osmotisch bedingte Membrandehnung aktiviert dénR

A Dargestellt ist ein exemplarischer Stromzeitverlauf (oben) sowie Spamnungsbeziehungen (unten) von &Zellen
transfiziert mith,,R und Kir3.1/3.2. Sowohl unter hypoosmolarer Lésung von 250 mosm/I (grauer Balken) als auch unter
1 pM Noradrenalin(NA, blauer Balken) kommt es zu deutlichen Zunahmen des einwarts rektifizierenden Stroms. Die
Stromzeitverlaufe wurden bei einem Haltepotential w60 mV aufgezeichnet. Die Limie Stromzeitverlauteigt hier das
Nullstromniveau an. Die Lange der Balkapliziert die Applikationsdauer der StimiiDas Stromdichtensaulendiagramm

zeigt die Stromdichten dé&r3.1/3.2 mith ,JRwahrend der Badldsungschwarzer Balken)nd wahrend der Strommaxima

unter Applikation von hypoosmolarer Losung (grauer Balked) Ny (blauer Balken). Es ist deutlich zu sehen, dass der
mechanische Reiz zu einer Stromantwort der Kir3.2{au24le fiihrtDiese Stromzunahme unter hypoosmolarer Lésung war
nicht zu verzeichnen, wenn Kir3.1/3.2 alleine Uberexprimiert war, s. Z@n3.\érgleich wurde die Stromantwort unter
Agonistenstimulation des,,RgemessenC Stromzeitverlauf (oben) und Stre&pannungsbeziehungen (unten) von €€10

Zellen transfiziert mit,,R und Kir3.1/3.4. Auch mit diesem ianatKonstrukt kommt es zu Stromzumwaen unter
hypoosmolarer Lésung von 250 mosm/l (grauer Balken) und unter 1 pM NA (blauer Bdlkel)as
Stromdichtensaulendiagramm zeigt die Stromdichten e8.1/3.4 mith ,,R wahrend der Badldsungschwarzer Balken)

und wahrend der Strommaxima unter Applikation von hypoosmolarer Losung (grauer Balken) und NA (blauer Balken). Ein
mechanischer Reiz ruft eine Stromantwort des Kir3.1KadatKonstruktes hervor, ebenso wie eine Agonistenstimulation
desh, R Auch das Kir3.B/4-Konstrukt ist funktionell.

Nach dem Einwaschen von hypoosmolarer Losung reagierten die transfizierten Zellen mit
einer raghen Zunahme des Einwartsstom&abei stomt Kaliumbei Membranpotentialen
unterhalb des lhkehrpotentals kleiner als-42 mV) in die Zellehinein. Durch ein
nachfolgendesEinwaschen defezeptoragonisten kam es ebenfalls zu einer deutlichen
Stromantwort Dabei behielten die StrofSpannungsbeziehungen die fur -Kanéle
charakteristische Form uet der osmotisch bedingten Membrandehnubegi. Zum Vergleich
fanden unter der Applikation von hypoosmolarer Losung auf Zellen, die ausschlie3lich
Kir3.1/3.2 Uberexprimierten, keine signifikanten Stromzunahmen statt, s. 3Na8hder
Feststellung, dass dé ;aRmechanisch aktivierbar sein kdnnte und die-KamalKonstrukte

funktionell waren, stellte sich die Frageb auchandere Rezeptoreraus der G,-PCR
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Subklasse mechanosensitiv waren. Dazu wurderh8éiTis-, hM2-, oder hp-Rezeptor (kurz
5-HT1eR, M2R, UR) mit jeweils einem der beiden KianalKonstrukte in CH®1-Zellen

Uberexprimiert und auf gleiche Weise gemess&hkildungl4).

A Kir3.1/3.2+5-HT R Kir3.1/3.4+5-HTzR B Kir3.1/3.2+M2R Kir3.1/3.4+M2R
Hypo Serotonin Hypo Sgrotonin Hypo CCh Hypo CCh
- W — e -
w _—\/—V' w
= w 2
i S 25 2 ene 25, E50s [
5 o 30s 10 < 504 g 60s . S
& ™ T 0 z Y — L __— & 0 s —
= 0 o 7 < ~ <
7
2 ? : Basal .10/~ 7 Basal S , Basal T s Basa
2 RIS / Ppo 5° 250 15 250 /
S J 250 mosm/lg -20 / 250 mosm/l 5 o0 mosmit - o0 mosm
2.10f f Serotonin g . | / Serotonin £ - CCh 100 pM E -50 CCh 100 uM
s ¥ 100uM 5§77/ 100uM S Z
®-15 o -40 4100 -50 0 50 4100 -50 0 50
2100 -50 0 50 2100 -50 0 50 ‘
Potential (mV) Potential (mV) Potential (mV) Potential (mV)
— 4o N=12/5 * n=18/8 n=9/3 n=6/3
w - ex . *x 25 R e
i , ué. 10 "\5. o :\:d 0
@ g0 L & 25
< ~ ~_ Q
S 10 £ -0 £ £ 50 !
S 2 2 t T 75
s H = 2 20 2-50 E
w _ o o ==
20° Basal _Hypo Serotonin = 30 & = 51 .
250 mosm/l 100 uM Basal Hypo Serotonin Basal Hypo CCh Basal Hypo CCh
250 mosm/l 100 pM 250 mosm/l 100 uM 250 mosm/l 100 pM
C Kir3.1/3.2+uR Kir3.1/3.4+pR  Abbildung14: 5-HT;gR,M2Rund pR reagieren inKir-Karal-
HyBO DAMGO basierten Messsystenauf osmotisch bedingte
——, Membrandehnung

! {

A - C Exemplarische Stromzeitverlaufe, StrSpannungs
beziehungen sowie  Stromdichtensdulendiagramen

;i} 0 _ - ;‘} — (dargesellt in Stromdichten, engl. current densities) fir den
S s ol pasal B-HTER,M2Rund PR mit jeweils Kir3.1/3.2 oder Kir3.1/3.4 in
g 250 mosm/I 5 250 mosm/ CHOK2-Zellen Die Sterne (*) markieren das Signifikanzniveau
E_so SQMSO 2 ?.;Mﬁo im Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet mit dem
& e % o Zweidichprobent-Test Graue Balken: hypoosmolare Ldsung;
100 50 0 50 -100 50 ) 50 blaue Balken: AgonistenA Der 5-HTgR induziert eine
Potential (mV) Potential (mV) Stromzunahme unter hypoosmolarer Lésung des Kir3:1/3.2
™ n=15/6 . - -~ | n=94 . + und des Kir3.1/34&anals. Die Stromzunahmen sind dabei im
:E 0 % 0 Vergleich zun ,sRunter mechanischem Reizoger als unter
P 25 ' Agonistenstimulation mit 100 uM Serotonin. EeHT;R mit
g 50 g 50 dem Kir3.1/3.4Kanal reagiert starker auf den mechanischen
5_75 g’ Reiz als deBb-HT;gR + Kir3.1/3.2B Messungen dedM2R.
] & -75 Beide KanaKonstrukte zeigen in Kombination mit dévi2R
Basal  Hypo DAMGO Basal  Hypo DAMGO ejne Strorantwort unter mechanischem Reiz. Die

m/l - 2.5uM 50 me 2.5uM

Agonistenstromantwort mit 100 pM Carbachol féllt dabei
groRer aus als die Antwort auf die mechanische Stimulation.
C Der YR reagiert im Vergleich zu den anderen Rezeptor
unabhéngig vom KiKonstruktschwécher auf hypmsmolare
Lésung. Dep-Agonist DAMGO (2,5 pM) induziert dahingegen
die groRten Stréme der Kitanale in Kombination mit einem
Gio-PCR.

Die PatchClampMessungen des5-HT;gR, M2R und pR in Kombination mit dem
Kir3.1/Kir3.2 oder Kir3.1/Kir3.4anal zeigten, dass diese drei;d&PCR ebenfalls durch
osmotisch bedingte Membrandehnung aktivierbar waren. Gemessen an der Stromdichte

zeigte insgesamt der,AR die grofiten Stromantworten unter mechanischem Reiz, gefolgt
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vomM2R. De5-HT;gR unduR reagiertermit kleineren Stromantworten, die aber statistisch
signifikant unterschiedliczum Basalwertvaren (s. Abbildung15 A und B) Der Kir3.1/3.2

und der Kir3.1/3.&Kanalerbrachten bis auf vernachlassigbare Unterschiede vergleichbare
Stromantworten(s. Abbildungl5 Cund 3.5).

A B

20, Kir3.1/Kir3.2 Kir3.1/Kir3.4
E Hk K e % *% E 20 * *
o 0. o kK *
M L LY B Rs
(] -201 * * (] *
£ £ 20
2 -40] 3 401
'g * 'g 40
£ -60] £ 60/ -
W Kk k w *k

C

Hypo minus Basal, Kir-Kanale

n.s.

-
O O O

AStromdichte (pA/pF)
o
(e ]

4R 5-HT,gR M2R R

Abbildung15: Vergleich der Stromdichten unter hypoosmolarer Losungir-Kanéle

A, BBalkendiagramme der Stromdichtéir die Stromzunahmaach der Applikation von hypoosmolarer Lésand den
h-aR, 5-HTigR, M2R undpR koexprimiertmit jeweils Kir3.1/3.2(A) oder Kir3.1/3.4(B) in CH@EK1Zellen.Die Sterne (*)
markieren das Signifikanzniveau im Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet miZndsgichprobent-Test

C Balkendiagramnder Stromdichterfir den Effekt unter hypoosmolarer Lésunginus der jeweiligen Basalstromdichten
(nStromdichte) fur den Kir3.1/3.2 (im Diagramm kurz als 3.2) und Kir3.1/3.4 (im Diagramm kurz alsZ¢ii8chen den

einzelnen KiKanalkonstrukten besteht bezuglich der jeweiligen Rezeptbegn 5-HTiz, M2 und p kein statistisch
signifikanter Unterschied in der maximale8tromdichte ausgewertet mit denZweidichprobent-Test

Um die mechanische Aktiviearkeit der G,-PCR zu bestatigen, weitere Erkenntnisse Uber

den detaillierten Ablauf zu erlangen und um bessere Vergleiche der einzelnen Rezeptoren
untereinander zu ermdoglichen, wurde ein in der Masse weniger bekanntes Anzeigesystem
fur die Aktivierung on G,-PCR herangezogen. Dabei handelt es sich um einen lonenkanal

aus derTransientRezeptorPotentiak(TRPYFamilie.
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3.2.2 TRPGCHA\ktivitat als MafSir die Mechanosensorik von GPCR

3.2.2.1 G/PCR

Die Subfamilie der &CR wurde im Zuge der Untersuchungen der mecHaarisc
Aktivierbarkeit von ¢-PCR ebenfalls elektrophysiologismmalysiert Dabei sollte zunachst
geklart werden, ob ein TRPO&siertes Messsystem einesBCRAktivierungdarzustellen
vermag. Zu Beginwurde derin diesem Zusammenhartaufig diskutierterein G-Protein
koppelndeadrenerge h,-Rezeptor (kurz ,AR)gemessen und im Anschluss die vorrangig G
Protein koppelnders-HT;.-Rezeptoen (kurz5-HTaR), hCGRRezeptoen (kurz CGRPR) und
der hVPACGRezeptoen (kurz VPAC1R)ber triangulare Spannungsmpenvon-100 mV bis
+60mV wurden charakteristische Strofpannungsbeziehungen gewonnen und gleichzeitig
StromZeitverlaufe bei +60 mV aufgezeichnd&in TRPCZeigt nach Aktivierungeinen
typischen doppeltrektifizierenden Strom in seiner StroM®pannungbeziehung Das
Umkehrpotental lag bei Verwendung der unteR.3.3 genannten Losungebei 0 mV Der

i ARwurde mit Isoprenalin (10 uM), dé-HT;aR mit Serotonin (100 uM), der CGRPR mit
oCalcitonin geneelated peptidé6 / Dwt = wMnn yYav dFtRtanRBienylatet | /
cyclaseactivating polypeptida (PACAP, 2 nM) stimulieDie Konzentrationen der Pharmaka
entsprechen der maximalen Wirkkonzeation an den Rezeptorels Kontrolle wurdem
Anschlussan die hypoosmolare Losung und den RezeptoragonidenTRPC5 durch den
Potentiator dieses KanalsLaG} (Schaefer et al, 2000) stimuliert. Exemplarische
Stromzeitverlaufe, StroMspannungsbeziehungen sowie die Stromdichtenséulendiagramme

fur die Rezeptoren sind irbbildungl6 dargestellt
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A TRF’C5+BZAR B TRPC5+5-HT;4R C TRPC5+CGRPR D TRPC5+VPAC1R
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Abbildung16: Osmotisch bedingte Membrandehnung bei-8CR

A - D Exemplarische Stromzeitverlaufe, Str§pannungseziehungenund Stromdichtensauleliagramme fir den ,AR
5-HFAR CGRPR und den VPACHdexprimiert mit dem TRPCEH HEK29Zellen Die Sterne (*) markieren das
Signifikanzniveau im Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet mit Zigeistichprobesi-Test. Graue Balken:
hypoosmolareL8sung; blaue Balken: Agonistdite Balken: LaglA Deri 2AR weistkeine Zunahme des Stromes unter
hypoosmolarer Losung und unter Isoprenalin (Is@ufund bestatigt damit die Arbeiten von Ziood Akazawa et.a{Zou et

al., 2004) Die Funktionalitdt des TRPC5 wird durch Einwaschen vos (BAGCIpM) angezeigtB Messungen mit dem
vorrangig GgProtein gekoppelten5-HT;,R ergeben eine Stromzunahme unter hypoosmedalésung und unter
Agonistenapplikation sowie unter Einwaschen vond 8@beifallen die beiden ersten Stromantworten beinahe gleich grof3
aus. C Messungen mit denvorrangig G-Protein gekoppelten CGRRRjeben eine Stromzunahme unter hypoosmolarer
Lésung und unter Agonistenapplikation sowie unter Einwaschen von, DaBkifallen die beiden ersten Stromantworten
erneut beinahe gleich gro3 aus.Messungen mit demvorrangig G-Protein gekoppelte’vVPAC1R ergeben ebenfalls eine
Stromzunahme unter hypoostacer Loésung und unter Agonistenapplikation sowie unter Einwaschen vanHia€fallt die
Stromantwort auf Agonistenapplikation gréRer aus als auf hypoosmolare Lésung.

Bei der Untersuchung ders®&CR ergaben sich fur die eimmxi Rezeptoren der Subfamilie

dzy t SNA OKA SRf A OKS 9 NuBRSWedek dirie Sttomdn@vort ladf osinotiSch R S NJ
bedingte Membrandehnung rh auf Agaistenapplikation. Die vorrangi jedoch nicht
ausschlief3lich &Protein gekoppelterb-HTx-, CGRPsowie VPACARezeptorenreagierten

auf beidedieser StimulidasTRPChasierteMesssystenwar alsofunktionell. Zwischernden
Rezeptoren traten jedockinterschiedein der maximalen Stromantworauf hypoosmolare

Lésungigemessen als Stromdichtaif (s. Abbildungl?).

TRPC5 + G.-PCR Abbildung17: Vergleich der Stromdichten unter
S hypoosmolarer Lésung TRPC5 +&CR

LI:S_ 20 Fokk Balkendiagramme  der  Stromdichten  fir  die
E 10- n.s. Stromzunahme nach der Applikation von hypoosmolarer
g Losung auf dem ,AR,5-HT;,R, CGRPR und den VBRC
) koexprimiert mitdem TRPCi& HEK29Z ellen. Die Sterne
T O-I (*) markieren das Signifikanzniveau im Vergleich zum
o - Baslwert, jeweils ausgewertet mit  dem
T -10- Zweidichprobent-Test
5
= -201
4p]

B,AR 5-HT,,R CGRPR VPACIR
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3.2.2.2 Gy-PCR

Da die mechanische Aktivierbarkei/fzPCR durch das TRP@sierte Messsysterachon
gezeigt worden wafMederos y Schnitzlegt al, 2016; Mederos y Schnitzlet al., 2008)
und dabei festgestellt worden war, dass auclh,-BCR den TRPGHktivieren konnten,
wurden Ganzzellmessungen mit dénpR,5-HTigR M2R unduR und koexprimierten TRPC5
durchgefiihrt. Wieder wurde zuerst hypoosmolatésung und anschliel3end der jeweilige
Rezeptoragonist egrewaschen. Dabei wurde fir dénaR Noradrenalin (1 uM) verwendet.
Da Noradrenalin auch den in HEKZ88len endogen vorkommendeénAR aktiviert und dies
zu Storungen fihren kénnte, wurde auch noch der spezifischeAgonist Guanfacin
getestet. Der5-HT;gRwurde mit Serotonin (100 pM)der M2R mit Cabachol (100 pM) und
der pR mit DAI&-N-MePhé-Gly-ol-enkephalin (DAMGO, 2,5 pM) stimuliert. Die
Konzentrationen der Pharmaka entsprechen der maximalen Wirkkonzentration an den
RezeptorenAls Kontrolle wurde der TRPC5 auch hier durch dessen diréktivator LaGl
(300 puM) stimuliert Exemplarische Stromzeitverlaufe, Str@&pannungsbeziehungen sowie

die Stromdichtensaulendiagrammigir die Rezeptoren sind inAbbildung 18dargestellt
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A NA LaCly Abbildung 18: h ,4R,5-HT;gR, M2Rund pRreagieren im
_Hyé’i_/“\f\.- TRPCHhasierten Messsystemauf osmotisch bedingte
R T%:\,-«’q i’/ TRPC5+a,,R Membrandehnung
‘5125 S v A - D Exemplarische Stromzeitverlaufe, Str8pannungs
< Basal LaCl3 beziehungenund Stromdichtenséulendiagramme fir den
2 Hipo Guan:/”-iJ\”, h,aR, 5-HTgR, M2R, und PR koexprimiert mit dem TRPQ@5
§ ) NA 1 M = 50 E.:‘;' — HEK29Zellen Die Sterne (*) markieren das Signifikanzniveau
G DL"’C'33;§“M§ 25 260 | /‘//’ im Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet mit dem
100 Potential (mV) 3 0= L Zweistichprobesi-Test.A Links: Es komtrzu Stromzunahmen
i n=13/3 - 5-25 Suantacin unter hypoosmolarer Ldsung (graue Balken) sowie nach
g %0 E?g Natum  Agonistenapplikatior{Noradrenalin (NA), 1uM, blaue Balken)
2o a P UL“C“‘ 3:; “™ und Anwendung des direkten TRRKivators LaG{300 uM
T S0 Potential (mV) lila Balken. Rechts: Vergleichbare Stromzunahmen werden
% L unter Anwendung des spezifischenR Agonisten Guanfacin
100°gagal Hypo NA  LaCl, (250 uM) beobachtetB - D Unter hypoosmolarer Lésung
R kommt es beinb-HT;gR, M2R, und hpR bei Koexpression mit
dem TRPCH5u Stromzunahmen. Nachfolgend péipierte
Agonisten und LaC} zeigen durch Stromzunahmen die
Funktionalitat der Rezeptoren und des Kanals. Dabei reagiert
der Rezeptor aus der -l$T-Familie und derh,,R am
deutlichsten.
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Obwohl der genaue Signalweg der TRR&®vierung durch gPCR noch nicht vollstandig
aufgeklart ist, kann unter Koexpression beider kodierenden Plasmide in HZKRS3 eine
Stromzunahme nach Rezeptoragonistenapplikation beobachtet werden. Dvésessystem
wurde verwendet, um zu untersuchen, ob auch eine Stromzunahme durch osmotisch
bedingte Membrandehnung unter Verwendung von hypoosmolarer Losung beobachtet
werden kann. In Zellen, die sowohl einen degtG/ wa, BHTig, M2 oderp als auch den

TRPC5 expmierten, kam es unter dem mechanischen Stimulus zu einer signifikanten
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Zunahme der maximalen Stromdichtém Vergleich zur maximalen Stromdichteter
Agonistenapplikation fiel diese kleiner aus. Unter den analysierten Rezetergien ders-
HTgR und dea h,aR die deutlichste Stromzunahm@emessen alsnaximale Stromdichte)

durch osmotisch bedingte Membrandehnung, gefolgt vom M2R pRds. Abbildung19).

Abbildung19: Vergleich der Stromdichten unter

+ G, -

30- TRPC5 Glf’o PCR hypoosmolarer Lésung TRPC5 +;PCR

—~ *kk

UC—:_ s Balkendiagramme  der  Stromdichten  fur  die
2 204 *xx % Stromzunahme nach der Applikation von hypoosmolarer
g_ Lésung auflenh ,,R,5-HTgR, M2R unduRkoexprimiert

— 101 mit dem TRPC5 in HEKZBdlen. Die Sterne (*)

"0_-2 markieren das Signifikanzniveau im Vergleich zum
% 0 Basalwert, jeweils ausgewertet mit dem

S Zweidichprobent-Test

e | ** ok *

s -10

: *%k

20

Zur Beantwortung der Fragestellung oly,BCRmechanisch aktivierbar sind, konnte in
einem zweiten, unabhangigekesssystengezeigt werden, dass die Rezeptoren auf einen
mechanischen Reiz mit einer Stromzunahme reagieren und dabei eine gtgmikehe,
doppeltrektifizierende StromSpannungsbeziehgnzeigen wie unter Rezeptoragonisten
applikation.Um die Frage zu beantwortemb die Kanale nicht auch ohne koexprimierte
Rezeptoren auf hypoosmolare Losungit neiner Stromzunahme reagieren, wurden
anschlieBend Zellemit Uberexprimierten Kanalen aberhne lGberexprimierte Rezeptoren

untersucht s.3.2.3

3.2.3 Rezeptoren essentiell fir die mechanische Signalperzeption

Nach der Identifikation diversdRezeptorerbei der ptentiellen Beteiligung an mechanisch
induzierten Ablaufen stelldie Frage nach direkter oder indirektgrvolvierungder Kanéale

die grol3te Herasforderung dar. ¥le TRFKanédle und auch lonenkanékxheinenim
Allgemeinen einen komplexeren Aktivierungsshanismus mitmehr Komponenten zu
besitzen als bishemngenommen (Storch et al, 2017) Um zu untersuchen, ob die
verwendeten Kandle direkt auf einen mechanischen Reiz reagienemden unter
ausschlieRlicher Uberexpressi von TRPC5 oder Kir3.1/3.2 bzw. Kir3.1/3.4 ohne dazu
koexprimiertem Rezeptor elektrophysiologische Messungen durchgefi#bbildung20).
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Abbildung20: Osmotisch bedingte Membrandehnung erzeugt keine Aktivierung des TRPC5 oder der Kir3.1/3.2 bzw.
Kir3.1/3.4

Graue Balken: hypoosmolare Losutlitg Balken: LaglDie Sterne (*) markieren das Signifikanzniveau im Vergleich zum
Basalwert, jeweils ausgewertet mit denmZweistichprober-Test A HEK29Zellen, die ausschlieRlich TRPC5
Uberexpriemieren, werden mit hypoosmolarer Loésung perfundiBie Kanalezeigen keine Stromzunahme. Die
Funktionalitdt des Kanals wird durch anschlie@ende Applikation von w@@kutlicht, hier ist ein&Stromzunahme zu
verzeichnenB CHGK1-Zellen, die ausschlief3lidfir3.1/3.2 (links) oder Kir3.1/3.4 (rechif)erexpriemieen, werden mit
hypoosmolarer Losung perfundielie Kanéleeigen keine StromzunahmEgin direkter KiKanatAktivator wurde nicht
getestet.

Nach der Applikation von hypoosmolarer Losung bei HEK@8& bei CHEX1-Zellen, die
nur die jeweiligen lonenkamé Uberexprimierten, konnte keine statistisch signifikante
Stromzunahme gemessen werden. liesssystemder TRPC5 konntgedoch eine
Stromzunahme nach direkter Stimulation des Kanals durchRi#antiator LaC] detektiert
werden. Dies zeigt, dass der TRiR@SerwendetenVersuchsaufbau funktionell wabie Kir
Kanale waren im Uberexpressionssystem anhand ihrer Basalaktivitat identifizievhar

darauf hinweistdass die Kandale exprimiarhd funktionsfahig waren

3.2.4 Mechanische Aktivierung durch Rezeptorbldekemmbar

Zur Analyseob endogen exprimierte i-PCRir unspezifische Signalzunahmen nach einem
mechanischen Reiz in elektrophysiologischen Messungen verantwortlich sind, wurden die im
Zuge dieser Arbeit analysiertenRezeptoren aus der G,PCRSubfamilie ha,

5-HT;s oder u wie in den vorangegangen Experimenten zusammen mit dem TRPC5 in
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HEK29Zellen Uberexprimiert. Dabei wurde der Badlosung jeweils Rezeptorblocker
zugesetzt Als Blocker wurden fir dehm,aR Yohimbin(800 uM), fir derb-HT;gR SB216641
(50 pM) und fur dequRCTAP (5 uM) verwendet.
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LaCI3 HypoDAMGOL cl
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Abbildung21: Mechanische Aktivierbarkeitinter Rezeptorblockde nicht darstellbar

A - C Exemplarische Stromzeitverlaufe, Str§pannung®eziehungenund Stromdichtensaulendiagramme fir depR

5-HT;gR und denpR koexprimiert mit dem TRPGB HEK29Zellen Die Sterne (*) markieren das Signifikanzniveau im
Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet mit d8weistichprobesi-Test. Hellgraue, schrdierte Balken: Blocker;

graue Balken: hypoosmolare Lésung; blaue Balken: AgonideerBalken: LaglA Der",,R zeigt unter Yohimbirkeine
Stromzunahme bei der Applikation von hypoosmolarer Lésung. Auch bei Einwaschen des Agonisten Guanfacin kommt es zu
keiner Stromantwort. Unter LaC(300 pM) reagiert der TRPCB. Der 5-HTgR zeigt keine Stromzunahme unter
hypoosmolarer Losung, reagiejgdoch auf den Agonisten Serotonin sowie der TRPC5 auf Einwaschen vgnCLacCl
Messungen mit demR ergeben ebenfalls keine Stromzunahme unter hypoosmolarer Losung. Der Rezeptor reagiert auf den
Agonisten DAMGO und der TRPC5 augLaCl

Nach gleichzeitiger Agpkation eines Rezeptorblockers wurde bei keineter drei
untersuchten Got / wa, BHTig und p mehr eine Aktivierung des TRPC5 namotisch
bedingta Membrandehnungverzeichnet.Da jedochin jeder Messung eine Stromzunahme
nach Applikation deSRPC®otentiatorsLa({ stattfand, war deutlich, dasslieser weiterhin
funktionell war Aufgrund des Verhaltens der Rezeptorebei der erneuten
Agonistenapplikationnach Auswaschen des Blockers konnte festgestellt werden, dass
Yohimbin beh ;aRexprimierenden Zellenirreversibel an den Rezeptor bindet. BeHT;gR

und pR-exprimierenden ZelleRonnte eine Stromzunahme verzeichnet werden, was auf eine

reversible Bindung der Rezeptorblocker hinweist.
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3.2.5 Pertussistoxin fiihrt zur Hemmung der mechanischen Alidirkeit

Um die untersuchten Rezeptoren &g,PCRzu definieren, wurdederen Verhalten nach der
Inkubation mit Pertussistoxin (PTZhalysiert Das Toxin katalysiert die Ribosylierung des
Cysteinrestes im-Cerminus von @roteinen, welche dann nicht mehr in der Lage sind, die
AC zu inhibierenDa das ToxirspezifischGPCR der i>Subfamilieblockt, stellt es ein
hilfreiches Werkzeug bei der Untersuchung dieser Rezeptortypen dar. In der vorliegenden
Arbeit wurden vor ;aR-exprimierdenden Zellen, die zusatzlich mit TRPC5 transfiziert waren
oder von CH&XI-Zellen, die mith,,R oder5-HT;gR und entweder mit Kir3.1/3.2 oder
Kir3.1/3.4 transfiziert warenGanzzellableitungen aufgenommes. Abbildung 22). Die
Zellen wurden 2-16 Stundernvor Experimentbeginn mit PTX inkubiert. Dies sollte weitere
Erkenntnisse erbringen, inwiefern die Signalkaskade zwischen ded@s und dem TRPC5

reguliett ist.
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Abbildung22: PTXInkubationvon G,-PCRexprimierenden Zellen verhindert Signaltransduktion

A - CExemplarische Stromzeitverlaufe, StepmiJl Yy dzy 3406 ST A SKdzy3Sy dzyR

{ G NBREWOKG Sy aNc

5-HTgR, koexprimiert mit dem TRP@b HEK29Zellen oder KiKanélen in CH®&1-Zellen Der Schriftzug Gber den Balken
(n.s.) markiertdas Signifikanzniveau im Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet miAdeigichprobent-Test

Graue Balken: hypoosmolatg&isung; blaue Balken: Agonisten; lila Balken: L ACt BDer" , Rreagiert sowohl im TRPE5

(A) als auch im kiKanatMesssysten(B) nicht auf hypoosmolare Losung oder den Agonisten NA nachdem durch PTX die
G/,PCRyeblockt wurdenUnter LaGlreagiert der TRPGB.). CKoexprimiert mit den kikanatKonstrukten reagiert auch der
5-HT;gR nicht auf hypoosmolare Losung oder den Agonisten Serotonin.

Nach der Inkubation mit PTX konnte weder eine Stromantwort auf hypoosmolare Losung

noch auf denh,sRAgonisten Noradrenalin inTRPC¥hasierten Messsystemdetektiert

werden. Dies zeigt, dass dig,&CRvermittelte Signalkaskade geblockt war und k8ignal

an den TRPCS5 weitergegeben werden konnte. AudimiasiertenMesssysteniir G,,-PCR
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konnte kene statistisch signifikante Stromzunahme nach Noradrenalibzw.
Serotoninapplikation oder hypoosmolarer Losung detektiert werden. Dies macht deutlich,
dass in dem anerkannteiMesssystemG,-PCR durch PTX geblockt wurden und keine
Signalweitergabe mdogliclwar. Auch ein mechanischer Stimulus wird somi,-BCR

vermittelt verarbeitet.

3.2.6 PLGBlocladefiihrt zur Hemmung der mechanischen Aktivierbarkeit

Um zu untersuchen, ob die Signalubertraguraxh unter Blockade dewomdbglich in der
Signaltransduktion eines mechanischen Reizes beteiligde€ ablaufen kann, wurden
Messungen inAnwesenheit von 10 uM des RBbckers WUr3122 (Bleasdaleet al., 1990)
und von 10 pM des inaktiven AnalogondJ-73343 durchgefuhrt.Bei h,,R und TRPC5
koexprimierendenHEK29Z ellen wurde wahrend GanzzellessungenU-73122 oder U
73343 Uber diePipettenlésungn das Zellinnereingebracht, um die PLC zu beeinfluségn
Abbildung23).
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Abbildung23: PLGBIlockade verhindert Signaltransduktion zwischep,&CRund TRPC5 nach Stimulation durch Agonist
oder mechanischen Reiz

A + B Exemplarisché&Stromzeitverlaufe, Stro LIF Yy dzy 38406 ST ASKdzy3Sy dzy R { i NBXRAOKG Sy al
koexprimiert mit dem TRP@b HEK29Z ellen unter PL-Blockade und unter inaktivem AnalogdPer Schriftzug tber den

Balken (n.s.) markiert das SignifikanzniveauMengleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet mit d&gmeigichprobent-

Test Graue Balken: hypoosmolare Losung; blaue Balken: Agonisten; lila Balken: A &@r " ,,R reagiert nicht auf

hypoosmolare Lésung oder den Agonisten Guanfacin wenn durch die Pipettenldsung intraz@®dla (110 uM) appliziert

wird. Unter LaGlreagiert der TRP@H Bei Applikation des inaktiven Analogon§8B43 (10 pM) reagiert der Rezeptauf
hypoosmolare Lésung und den Agonisten Guanfacin.

Durch die Inhibition derPLC mittels U-73122 wurde Kkeine Stromzunahme unter
hypoosmolarer Losung oder Agonist detektiert. Als Kontrolle wurde ein inaktives Analogon
des Blockers, 173343, getestet. l#r kam es zu Stromanstiegen nach hypoosmolarer Losung
und Agonist. Dies zeigt, dass die PLC eine bedeutende Rolle in der Signalkaskade zwischen

Go-PCR und TRPC5 einnimmt.

3.2.7 Alternative Applikationsmethode des mechanischen Reizes

Bei der mechanischen Stimulation durch hypoosmolagissung kommtes durch das
Einstrétmen von Wasser zur Verdinnung von zytosolischen Komponenten wie lonen und
diversen Makromolekilesowie zu Veréanderungen im Zytoskelettmden Einflusdiese
Faktorenzu untersuchen wurde eine alternative Applikationsmethode angewandt, um eine
Membrandehnung hervorzuruferDazu wurde bei CHRI-Zellen, die der;sR und den

Kir3.1/3.2 oder Kir3.1/3.4 exprimierten, in PatCtampExperimenten im Ganzzellmodus mit
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Hilfe eires Wassermanometers ein positiver Druck von ca. 25,Crilber die Patchpipette
appliziert. AnschlieBend wurde als Vergleich der spezifische Agonist Guanfacin

eingewaschens; Abbildung24).
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Abbildung24: Druck-bedingte Membrandehnung durch 25 cmfl aktiviert denh ;,R

A + BExemplarische Stromzeitverlaufe, StrSpannungsbeziehungen und StromdighteNdzf Sy RA I I NIL,RYS T NNJ
koexprimiert mitKir3.1/3.2 (A oder Kir3.1/3.4(B) in CH&X1-Zellen unter Druckedingter Membrandehnung mittels 25

cmHO. Die Sterne (*) markieren das Signifikanzniveau im Vergleich zum Basalwert, jeweils ausgewertet mit dem
Zweistichprobefi-Test.Graue Balken: hypoosmolare Losung; blaue Balken: Agonist€aexprimierte ,,Rund Kir3.1/3.2

Kanale zeigen eine rasche Stromzunahme unter 25,@nmibhter anschlieRender Applikation von Guanfacin kommt es
ebenfalls zu einer Stromzunahm®.Bei Applikation von 25 cm® an Zellen, die deh,,R und den Kir3.1/3.4Kanal
koexprimieren, kommt es zu einem raschen Stromanstieg. Bei folgender Applikati@uaofacin reagieren die Zellen

ebenfalls mit einer Stromzunahme. Diese fallt im Vergleich zur dbagdikgten Membrandehnung und zum Kir3.1/3.2

kleiner aus.

Beide KiuKanalKonstrukte in Kombination mit derh R reagierten auf Druckedingte
Membrandehnuig appliziert durch 25 cm@ mit einer Stromzunahme. Dabei war es
auffallig, dass die Geschwindigkeit der Reaktion wesentlich schneller war als unter osmotisch
bedingter Membrandehnung. Bei der anschlieRenden Applikation von Guanfacin
verzeichneten beide Kwobinationen erneut einen Stromanstieg. Im Falle VvonR und
Kir3.1/3.4 fiel dieser geringer aus als BeisR und Kir3.1/3.2 und im Vergleich zur

Stromantwort aufDruckbedingte Membrandehnung.
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3.3 Bestimmung dynamischer cAMNBiegel in lebenden Zellen naghfCR

vermittelter Rezeptoraktivierung

Um zu untersuchen, ob dikgonisten oder mechanisciinduzierte Aktivierung fg-PCRauch
an dem direkt in der GPERgnalkaskade beteiligten cAMP zu visualisiererwigtde im

Rahmender vorliegenden Arbeit eine BpSensotbasierte FREMethode entwickelt.

3.3.1 Charakterisierung der Sensoren durch Messungen#pt S

Nach Bindung von cAMP an Ef#ensoren andert sich deren Konformationd damit auch
der Abstand und die @antierung der Fluorophore zueinander. Dies katr Folgedass das
FRETSignal bei zunehmenden cAN#piegel abnimmt und bei abnehmenden cABBlegel
zunimmt. Die G-PCRvermittelte cAMRZunahmeist bereits erfolgreichuntersucht worden
und eignet sich daher, um die Funktionalitat unterschiedlicher clBaierter cAMP
Sensoren zu analysiergBorneret al, 2011; Godinheet al, 2015) In der vorliegenden
Arbeit standen sechs verschiedene Sensdigrden Vergleich zur Verfiigung. YEPaciCFP
und YFPEpac2CFPwaren die von Nikolaewet al. (Nikolaevet al, 2004) entwickelten
Sensoren, mMEpacimTg2 und mvEpac2mTqg2 waren die im Zuge dieser Arbeit klonierten
Sensoren undEpaeS'* (H74)und EpaeS™®’ (H187) die durch Kooperationen erhaltenen
Sensoren von Klarenbeelnd Goedhart(Klarenbeeket al,, 2015; Klarenbeekt al., 2011)
Die Sensoren wurden in HEKZB&llen exprimiert und Uber die Aktivierung endogen
exprimierteri ;AR durch Isoprenalin der cAMEpiegel erhoht. Dulcden Vergleictkonnte

der potentestecAMRSensor ermittelt werdens{ Abbildung25 und Abbildung26).
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Abbildung25: Epaebasierte cAMPSensoren und de6-PCR ,AR in FRENessungen

Die SensorenYFPEpaciCFP &), YFFEpac2CFP B), m\(EpacimTqg2 (), mVEpac2mTq2 D), mTgEpac®™mvmV
(EpaeS™ H74) B und mTqEpacmV’mV (Epacs™® H187) P werden in HEK29Rellen, die endogen demAR
enthalten, exprimiert A - F Schematischer Aufbau der verschiedenen Sensoren (links). DaBr&jeat ist N und G
Terminal von zwei Fluorophoren flankign Abwesenheit von cAMP (roter Punkt) befinden sich die Fluorophore néher als 10
nm beieinander, ein Energietransfer kann stattfinden. Bei Erh6hung des8pilrels nach L CRAktivierung vird cCAMP
gebunden (schwarzer KreisAMPBindestelle). Dadurcindert sich die Epa€onformation sadass kein Energietransfer
mehr mdglich ist (links obenExemplarische Zeitverlaufe der normalisierten Einzelspuren der gelben (YFRnvinw,
“mVmV) und blauen (CFP, mTqg, mTq2) Fluoreszenzsignale (Mitte)deswiermalisierten FRESignale. Der schwarze
Balken impliziert die Applikation von Isoprenalin (200 uM).
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Abbildung26: Zusammenfassung der FREGnalabnahmen nach,AR-Stimulation

Dargestellt ist die Zusammenfassung derF&igGnalabnahmen nach der Stimulation VvgARdurch IsoprenalirDie Sterne

(*) markieren das Signifikanzniveau im Vergleich ARETSignal unter Blockehpplikation jeweils ausgewertet mit dem
Zweistichproben-Test.Ausgefilite Balken zeigen die FFEJhalabnahmen in Anwesenheit von Isoprenalin (200 uM), die

schraffierten Balken in Anwesenheit von Isoprenalin und g&iR-Blockers Propranolol (1,5 mM)ie Nummern Uber dem
Graphen bezeichnen die Anzahl der gemessenen Zellen sowie die Anzahl demgigehHaxperimente.

Nach Stimulation der,ARdurch Isoprenalin kam es in HEKZB4len zu einem Anstieg von
cAMP. Dieser wurde von allen sechs Epasierten cAMFSensoren detektiert, was
bedeutet, dass alle Sensoren funktionell sind. Die FiR@Talabnaimen variierten zwischen
5,7 % (mVEpacimTg2) und -97,2 % (EpasS™® H187). Insgesamt fiihrte die
Fluorophorpaarung YFP/CFP zu besseren Ergebnissen als die Paarung m¥fsidiiich
in der absolutenprozentualenFREISignalanderungZwischen Epacl unfpac2 war kein
signifikanter Unterschied zu sehgYFPEpaciCFP vsYFPEpac2CFPp=0,79; mVEpacl
mTg2 vs. m\Epac2mTqg2 p=0,11) Die grof3ten FRESignalabnahmen zeigten die beiden
Sensoren Epag8'®’(H187) und Epa&'’*(H74). Diese Konstrukte sindalam ehesten dazu
geeignet, Anderungen des cAMIiegels zu detektieren. Um die Frage zu beantworten, ob
Epaebasierte cAMFSensoren auch fahig sind, durchj,,®CR verursachte cAMP
Spiegelabnahmen zu visualisieren, wurden alle sechs funktionellen Sensdfembination

mit G,,-PCR untersucht.
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3.3.2 Sensoren stellen cAMBpiegelanderung nach,BCR vermittelter Rezeptoraktivierung

dar

Die cAMRSpiegelabnahmetisualisierungstellt eine gré3ere Herausforderung dar als die
Darstellung vorG-PCRvermittelten cAMP-Zunahmen da eine absolut gemessen geringere
Differenz gezeigt werden muss. In Messungen mit HE&Z288n, die dern ,,R und einen
der bis dahin verfigbaren Sensor#&irPEpaciCFP, YFBEpac2CFP, m\EpacimTqg2, mVY
Epac2mTq2 oder Epa&'’* (H74) uberexgimierten, konnten keine verlasslichen FRET
Signalzunahmen unter defmpaR-Agonisten Guanfacin detektiert werden. Daher wurde der
cAMRSpiegel vor der Stimulation der,sR kunstlich durch den direkteAGAkivator
Forskolin (FSK) erhoht.

3.3.2.1 Vorstimulation mitorskolin

Fur die Vorstimulation der HEK2g2llen, in denen {5-PCR Uberexprimiert waren, wurde
eine Konzentration von 1 pM gewdhlit. In FREISsungen wurden sowohl dev,,R 6.
Abbildung 27 und Abbildung 28) als auch der pRs.(Abbildung29 und Abbildung 30)
zusammen mit entwedeYFPEpaclCFP, YFBpac2CFP, m\EpacimTq2, mVEpac2mTq2
oder EpaeS'’*(H74) analysiert.
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Abbildung27: Epaebasierte cAMPSensoren und deft ;4R in FREMessungen
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Die SensorerYFPEpaciCFP 4), YFFEpac2CFP B), mVEpacimTq2 ), mVEpac2mTqg2 D) und mTeEpac®™mvmyV
(EpaeSm, H74) werden mit derh,,R inHEK29& ellenkoexprimiert A - E Schematisch&chriftweiseder verschiedenen
Sensoren (linksExemplarische Zeitverlaufe der normalisierten Einzelspuren der gelben (YEm\umY) und blauen (CFP,
mTq2) Fluoreszenzsignale (Mitte) sowie der normalisierten-EigRale(rechts). Dieschwarzen Balken implizieredie
Applikation vorFSK (1 pM), die grauen Balken von Guanfacin (250 pM).
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Abbildung28: Zusammenfassung der FREignalzunahmen nach,,R-Stimulation

Dargestellt ist die Zusammenfassung der F&BMidzunahmen nach der Stimulation vbg,R durch Guanfaciie Sterne

(*) markieren das Signifikanzniveau im Vergleich BRETSignal unter Blockehpplikation jeweils ausgewertet mit dem
Zweistichprobe#-Test. Ausgefiilite Balken zeigen die FFEgnhalzunahmen in Anwesenheit von Guanfacin (250 uM), die

schraffierten Balken in Anwesenheit von Guanfacin undhgg®Blockers Yohimbin (1,0 mMpie Nummern Uber dem
Graphen bezeichnen die Anzahl der gemessenen Zellda die Anzahl der unabhéngigen Experimente.

Bei der Untersuchung dées;sR in FREEXxperimenten waren alle untersuchten Sensoren
fahig, cCAMPSpiegelzunahmen nach F8#&rstimulation zu detektiereriVergleichbarzu den
Voruntersuchungen mit dem,AR wurdedie cAMPRSpiegelabnahme von den sechs Epac
basierten cAMFSensoren in unterschiedlichem Ausmafll detektiert. Die FRET
Signalzunahmen variierten zwischen 347(mVEpac2mTq2) und 17,446 (EpasS'™, H74).
Insgesamt fuihrte auch hier die Fluorophorpaarung OAP zu besseren Ergebnissen als die
Paarung mV/mTg2gemessen an der absoluten FREJnalanderungZwischen Epacl und
Epac2 war kein signifikanter Unterschied zu sehleeide Proteinversionen detektierten
vergleichbare absolute FRESignalanderungerfYFPEpaciCFP vsYFPEpac2CFPp=0,51;
mV-EpacimTqg2 vs. m\Epac2mTqg2 p=0,58)Die grofiten FRESignalzunahmen zeigte der
Sensor Epa8'*(H74).
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Abbildung29: Epaebasierte cAMPSensoren und depR in FREMessungen

Die SensorerYFPEpaciCFP 4), YFFEpac2CFP B), m\VfEpacimTg2 Q, mVEpac2mTg2 D) und mTeEpac®™mvmyv
(EpaeS'™ H74) werden mit demR inHEK29&ellenkoexprimiert A - ESchematischer Aufbau der verschiedenen Sensoren
(links).Exemplarische Zeirlaufe der normalisierten Einzelspuren der gelben (YFPPmVmV) und blauen (CFP, mTq2)
Fluoreszenzsignale (Mitte) sowie der normalisierten FR@Rle(rechts). Diesschwaren Balken implizieredie Applikation
vonFSK (1 uM), die grauen Balken véxMBO (100 nM).
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A FRET (%)

Abbildung30: Zusammenfassung der FRBignalzunahmen nachR-Stimulation

Dargestellt ist die Zusammenfassung der FBigMalzunahmen nach der Stimulation ydd durch DAMG@ie Sterne (*)
markieren das Signkanzniveau im Vergleich zuFREISignal unter Blockekpplikation jeweils ausgewertet mit dem
Zweistichproben-Test. Ausgefillite Balken zeigen die FREghalzunahmen in Anwesenheit von DAMGO (100 nM), die

schraffierten Balken in Anwesenheit von DAMGO undufBlockers CTAP (500 nNDie Nummern Uber dem Graphen
bezeichnen die Anzahl der gemessenen Zellen sowie diklAler unabhéngigen Experimente.

Bei der Untersuchung de&R in FREEXperimenten waren alle untersuchten Sensoren fahig,
cAMRSpiegelzunahmen nach F8H&rstimulation zu detektieren. Vergleichbamit den
Voruntersuchungerdesi ;AR (s. 3.3.1) und den Ergebnissen désaR (s. 3.3.2 wurde die
cAMRSpiegelabnahme von den sedBpaebasierten cAMPSensoren in unterschiedlichem
Ausmal} detektiert. Die FRESIgnalzunahmen variierten zwischen $(mVEpacimTqg2)
und 22,5% (Epa&'™, H74). Insgesamt filhrte auch hier die Fluorophorpaarung YFP/CFP zu
besseren Ergebnissen als die Ra@ mV/mTg2. Zwischen Epacl und Epac2 war kein
signifikanter Unterschied zu seherbeide Proteinversionen detektierten vergleichbare
absolute FRESignalanderungerfYFPEpaclCFP vsYFPEpac2CFPp = 0,14; mV-Epacl
mTg2 vs. mMEpac2mTg2p = 0,06). Die groRten FRESignalzunahmen zeigte der Sensor
EpaeS'’*(H74). DieErgebnisse des PR in Kombination mit dem E$AESensor fiihrten zu
der Frage, oldie Darstellung fa-PCRvermittelter cAMRSpiegelabnahmeauchohne FSK

Vorstimulationmoglich seirkdnnte.

3.3.2.2 Messunger;,,PCRhne Forskolin
Der EpacS™®-Sensoreichnet sich durch eine héhere Affinitat zu cAMP und einen groReren
dynamischen Bereich a(Klarenbeelet al., 2015) Mit Hilfe dieses Sensors sollte untersucht

werden ob eine FRE®ignalzunahme nachySPCRAkKtivierung ohne FSYorstimulation zu

87



Ergebnisse

detektieren war. Dazu wurden depR und der Epa8'®’Sensor in HEK2%Zellen
koexprimiert und diese mit DAMGO stimuliert. Zur Ermittlung der einzusetzenden DAMGO
Konzentration wurde in Voruntersuchungen dimsittlere effektive Konzentration (Eg}
bestimmt. Dabei wurde festgestellt, dass 100 nM als maximale Wirkkonzentration von
DAMGO bereits ausreichend war. Hohere Konzentrationen fihrten zu keiner gesteigerten

FRETSignalamplitude. Die Ergebnisse sindlobildung31 dargestellt.

A mTq2-Epac-*mvermv B C 4 10 oy 20
(Epac-SH1®¥7, H187) 25 - ek WE 131
6/5 =
[ = LE12]
1] — .O\ 20 iy
o — E 1.1
'
104 l— L
i L 154 £ 1.0
£ o
209 60 nd <
L. 10 30
_ <
= DAMGO —
W12 — 54 £ 204
E m
[ 3 @ 104
i 0- &
£ A Q
£10 675 & X S ——
g r -14-13-12-11-10 -9 -8 -7
" log[DAMGOQ] (M)

Abbildung31: EpaeS'®”-Sensor undiR in FREWessungen ohne FS¥orstimulation

Der EpaeS™®-Sensor koexpriiert mit dem pR in HEK29%ellen. A Exemplarische Zeitverlaufe der normalisert
Einzelspuren des gelbefngV"mV) und blauen (mTq2) Fluoreszenzsignals (obewie der normalisierten FREignale

(unten). Die grauen Balken implizieremdie Applikation en DAMGO (100 nM)B Zusammenfassung der FRET
Signalzunahmen nach der Stimulation yoR durch DAMGO (ausgefullter Balken) und jgR8lockers CTAP (500 nM,
schraffierter Balken)Die Nummern Uber dem Graphen bezeichnen die Anzahl der gemessenen Zellen sowie die Anzahl der
unabhangigen Experiment®ie Sterne (*) markieren das Signifikanzniveau im VergleichFRIEISignal unter Blocker
Applikation, ausgewertet mit demZweistichproknt-Test. C Exemplarische FRESIgnalspur unter der Applikation von
zunehmenden DAMGRKonzentrationen (1 pM 100 nM, oben) sowie die aus drei unabhangigen Messungen ermittelte
KonzentrationaVNirkungsKurve (angepasst mittels der Hlleichung, unten).

Unter Verwendung des Ep&'®~-Sensors konnte digRvermittelte cAMPSpiegelabnahme
ohne FSK/orstimulation detektiert werden. Dabei kam es unter der maximalen
Wirkkonzentration von DAMGO (100 nM) zu einer durchschnittlichen -BRfg&@lzunahme
von 20,7%
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3.3.2.3 cAMPvermittelte FETSignale durch Rezeptorblockagenmbar

Durch die Epabasierten Sensoren war es mdoglicf fundierte und zuverlassige Art
zeitlich aufgelosteAbnahmen descAMRSpiegelsin Einzelzellenzu detektieren.Um zu
untersuchen, ob diemittels FRETechnik detektierten cAMBpiegelabnahmen und
zunahmen spezifisch den untersuchten Rezeptoren zuzuweisenwweden unter gleichen
experimentellen Bedingungen Messungen urdgplikation derjeweiligen Rezeptorblocker
durchgefiihrt. Fir deh,AR$ dzZNRS t NB LINJ y 2 £ 2 {,,R &ohikpin (¥0andvj F N NJ
und fir denyR CTAP (500 nM) eingesetzt. Die KonzentratiategrBlockemwurden hierbei
so gewahlt, dasder EGo der Blocker den Egder Agonisten unein 3 ¢ 5faches Uberstieg
Als Sensoren wurden deEpaeS'* und der EpaeS™®’ verwendet. DerpR wurde dabei
einmal mit EpaeS'¥) und einmal ohne FS¥Korstimulation (Epa&™®) getestet. Die
Ergebnisse sind iAbbildung32 dargestellt.
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Abbildung32: FRETSignatinderungen durch Rezeptorblockadeemmbar

A FRETMessungen iHEK29Zellen, in denen endogen defAR vorkommt und dazu entweder dépaegm- (oben) oder
der Epae§'187-Sensor (unten) exprimiert wirdExemplarische Zeitverlaufe der normaligertEinzelspuren des gelben
PmvmV in H74PmVPmV in H187) und blauen (mTqg2) Fluoreszenzsignals (Hoks® der normalisierten FREKnale
(rechts) unter Applikation des ,-Rezeptorblockers Propranolol (1,5 mM, schraffierter BalkBig schwarzen Balken
implizieren die Applikation vonlsoprenalin (200 pM).B HEK29Zellen, die denEpaeSm-Sensor mit demh R
koexprimieren, werden in FREEssungenanalysiert. Exemplarische Zeitverlaufe der normaligertEinzelspuren des
gelben und blauen Fluoreszenzsignals (lisksyie der normalisierten FRiSignale(rechts) unter Applikation deS,-
Rezeptorblockers Yohimbin (1,0 mM, schraffierter Balk@ieschwarzen Balken impliziereiie Applikation vorrSK (1 puM),
die grauen Balken von Guanfacin (250 pRIHEK29Zellen, dieentweder derEpaeém- (oben, mit FSK) odelen Epac
S"8.gensor (unten, ohne FSKj) dempRkoexprimieren, werden in FREEssungen analysierExemplarische Zeitverlaufe
der normalisierén Einzelspuren des gelben und blauen Fluoreszenzsignals gtmks)der normalisierten FREIgnale
(rechts) unter Applikation dep-Rezeptorblockers CTAPOQ5nM, schraffierter Balken)Die schwarzen Balken oben
implizierendie Applikation vorirSK (1pM)die grauen Balken vdbDAMGO (100 nM).
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Die Effekte durch einen Rezeptoragonisten konnten durch die Applikation spezifischer
Rezeptorblocker signifikant redezt werden.In HEK29Zellen, in denen der,AR und einer

der sechs Sensoreaxprimiert waren, war in jeder Kombination eine Verringerung des
Signals zu detektieren, siehe aukhbildung26. Vergleichbare Ergebnisse wurden béigaR

und pR erzielt Abbildung 28 und Abbildung 30). Im experimentellen Ablauf der
Untersuchung degiR in Kombination mit derEpaeS*®-Sensomhne Vorstimulation durch

FSK konnte die Signalreduktion durch den Rezeptorblocker CTAP ebenfalls festgestellt
werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schlieRendass die ermittelten cAMP
Spiegelzunahmen oderabnahmen rezeptorspezifisch sind, obwohl keine vollstédndige

Signalaufhebung erzielt werden konnte.

3.3.3 Ermittlung der optimalen Messbedingungen

Um zu untersuchen, welchBedirgungenfir reproduzierbare und verlasslicHergebnisse
bei der Detektion GPGRrmittelter CAMRSpiegelanderungeuanerlasslich sinpgwurden die
Messbedingungendetailliert untersucht und definiert. Nur Messungen, die diesen
Bedingungen entsprachen, flossen die Ermittlung einer MesErfolgsrate mit ein(s.

Abbildung34).
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Abbildung33: Vorbedingungerder EpaeSensorbasierten FREMessungn

A, B Zeitverlaufe exemplarisch&REIMessungen itHEK29Zellen, in denen endogen defAR vorkommt (A) oder deR
Uberexprimiert wird (B) und dazu jeweils tEpaeSm-Sensor exprimiert wird. Dargestellt sindrmalisiere Einzelspuren
des gelben fmVmV) und blauen (mTq2) Fluoreszenzsignals (A + B, dimk&® der normalisierten FRBgnaleunter
Applikation desi ,ARAgonisten Isoprenalin (200 pM, schwarzer Balken, A) oder jg@gonisten DAMGO (100 nM,
hellgrauer Balken, B) mit FSirstimulation (1 pM, schwarzer Balken, B). WeiRer Balk&n= Zeit bis zur
Gleichgewichtseinstellung vor dem ersten Stimulus. WeiRer Batken,Zeit bis zur Gleichgewichtseinstellung vor dem
zweiten Stimulus. Kurzer hellgrauer Balken+ Zeitraumzur Detektion deFluoreszenzé&nderung der Einzelspuren in mV/s.
CUbersichtiiber die Zeiten bis zur Einstellung des Reakf@zleichgewichtes (Reaktio@GW)in i ,AR(links),h ;R (Mitte)
oder pR-(rechts) exprimierendenHEK29Zellen, die zusétzlich die angegeber@ensorenexprimieen. Dargestellt als
Kastendiagrammei(Boxplot)plus Einzelwerte wird die Zeit in Sekunden bis zum Erreichen des Gleichgewichtszustandes vor
Applikation desersten Stimulus. Die weil3en Vierecke zeigen den Mittelaverdie Zahlen tber den Boxdie Anzahl der
gemessenen ZelleB.Ubersichtiiber die Steigungen der Einzelsgilworeszensignalan i ,AR-(links),h ,aR-(Mitte) oderpR
(rechts)exprimierendeHEK29Zellen, die zusatzlich die angegebesamsoren exprimieren. Bestimmt wurde die Steigung

jeweils vor dem Einwaschen des ersten Stimulus. Die Zahlen @Buatkembzw. Boxergeben die Anzahl der gemessenen
Zellen an.
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Die Auswertung der Messbedingungen zejgtasszur Erstellung einer validen Messung eine
Wartezeit bs zur Applikation eines Stimulm®twendigwar, bis sich ein Gleichgewiclin
Systemeingestellt hatte und keine Signalanderung in den Einzelkanalsmgenim FRET
Signalmehr zu detektieren wa(s. Abbildung33 A und B. Es stellte sich heraus, dass diese
Bedingung unabhangig davon eingehalten werden musste, ob das System zum ersten Mal
oder weitere Male stimuliert wurde. So musste beispielswers&xperimenten, in denen

eine FSW/orstimulation stattfand,ebenfalls gewartet werden, bis sich das System im
Gleichgewicht befand, bevor emeiterer Stimulus eingebracht werden konntdnhand der
Auswertungen zur Steigung der Fluoreszenzeinzelspunar ersichtlich, dass die
Anderungen der Signale sehr kleiwarenund so einen Gleichgewichtszustand des Systems
widerspiegelen (s.Abbildung33 D). Als Grenzen wurden &i eine Zu oder Abnahme des
Signals von unter ImV/s definiert. Des wurde alseine Fluoreszenzanderung voa 0
angesehenDie Zeitspannen bis zur Applikatiemesersten Stimulus unterschieden sich bei
den verschiedenen Rezeptoren und Sensoren und tenckon 100 bis 926 s mit einem
Durchschnittswert von 345 s. Dearachste Stimulus konnte nach einer Zeitspanne von
durchschnittlich 390 s eingewaschen werden. Die grof3ten Abweichungen waren dabei beim

I AR zu seheffs. Abbildung33 C)

93



Ergebnisse

Abbildung34: Erfolgsrate und Kinetiken der Epac Sensor

A basierten FREMessungen
AR a,R R
B2 2A 9 l8118 A Erfolgsraten in Prozent der FRE&ssungen mit AR,
100 h,aR oder pRexgimierenden HEK29Zellen, die auch

einen der angegebenen Sensoren exprimieren. Bei
Messungen mit demuR und H187 wurde nicht mit FSK
vorstimuliert. Die Zahlen Uber den Balken geben die Anzahl
der gemessenen Zellen @.+ CDarstellung der Kinetiken
der FREBigraldnderungen nach Rezepstimulation bei
HEK29Zellen, die entweder denAR, "R oder uR plus

Erfolgsrate (%)
] 3 (o]

01 EpaeS'"“Sensor (B) oder dénAR bzwyR plusEpaes -
Sensor (C) exprimieren. In eineBalkerdiagramm
0 dargestelltwird die Veradnderung des FRE&ignals als Wert
TS ot 2oy der halbmaximalen exponentiellen Signalzunahme oder
&R ’ R abnahme iiber die Zeit (Zeitkonstantg,). Stimulation von
G,PCR fuhrt zu negativenWerten, Stimulation von
B PCR zu positiven-Werten. Die weiRerkleinen Quader
Epac-SH” zeigen den Mittelwert an, die Zahlen unter oder Uber den
100 - Boxendie Anzahl der gemessenen Zellen.
17
L2 50 s+ 6 4 Bei Ermittlung der Erfolgsraten wurde ein
) E 0’“0_9— "
i § 0 ™ Prozentsatz zwischen 27 und S& fur
O e .
=@ 017 . Messungen mit den Sensoren YEpact
=
w |
-1001 %, 2}4 CFP, YFBpac2CFP, m\EpacimTg2 und
B-AR a,,R PR mV-Epac2mTqg2 in Kombination mit dem
C i AR oderh,aR errechnet. Der optimierte
Epac-SH187
100, T 5 EpaeS'’“Sensor erlangte  Erfolgsraten
. ==
L2 50 .| zwischen 61 und 7@6 zusammen mit dem
w3 . _ _
T3 0 *e i ,AR oder ",yR und sgar 100 % bei
z 3 AAAS . : 187
<€ 5o ,:% Koexpression mit denuR. DerEpaeS'*®~
Y=
N . o .
100 9 Sensor in  Kombination mit endogen
B-AR MR exprimierteni ;AR erreichte 91% und bei

Koexpression mit dem pR  ohne

Vorstimulation mit FSK 5%. Bei Betrachtung der Erfolgsraten lasst sich feststellen, dass
diese nicht nur vom verwendeten Sensor abhangen, sondern auch rezeptorabhangig sind.
Die Ergebnisse aus den Kinetikuntersuchungen zeigen, dass@RC&" ;4 (34 s)und

(40 s) bei Verwemlung des EpaeS'’“Sensos vergleichbar schnell zu einer FRET
Signalzunahme fiihren. Im Vergleich zG¥PCR AR (63 s)bei Verwendung deEpaeS''*
Sensos waren die Werte dhnlich aber nicht vergleichbar (34 bzw. 40 s vs. 63 s). Einerseits
kann hier die nterschiedliche GPCRubfamilie eine Rolle spielen anderersaiterauchdie

Tatsache, dass dersBCRIi ;AR endogen exprimiert vorlag und diey8PCRin einem
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Uberexpressionssystem.Die  Werte des endogen exprimierten i ;AR und des
tiberexprimerten pRzeigten bei Verwendung des Epat®-Sensors eine schnellere Kinetik
beim i ,AR (37 s, hohere Affinitat des Sensors zu cAMP), jedoch eine etwas langsamere
Kinetik desuR (49 s). Da jedoch bei Verwendung des EpHE-Sensors im Gegensatz zum
EpaeS'“Sersor nicht mit FSK vorstimuliert wurde, war kein erhéhter cABiRegel vor der
Rezeptoraktivierung vorhanden. Dies konnte die etwas langsamere Kinetik erkiZieen
Ergebnisse zeigen, dass jedoch beide Sensoren dazu in der Lagacsindur die Kinetik

von G-PCRvermittelten cAMRPZunahmen zu detektieren, sondern auch die Kinetikgs G

PCRvermittelter cAMRAbnahmen darzustellen.

3.3.4 Mechanische Aktivierurginzelner GPQRirch Epa&ensoren nicht darstellbar

Anhand der oben dargestellten Experimente wggzeigt worden, dass die Ep8ensor
basierte FREMethode auf spezifische, valide und zuverlassige Weise Agorirgieaierte
Gio-PCRAktivierung darstellen konnte. Nun sollte untersucht werden, ob diese Methode
auch mechaniscinduzierte Go-PCRAktivierungen visualisieren konnte. Dazu wurden
diverse mechanische Reize simuliert und appliziert2(4.4). Als cAMPSpiegelsensoren
kamen hier die SensoreviFPEpaclCFP und mM¥EpacimTqg2zum Einsatz. Diese wurden
zunachst in HEK292ellen mit endogen exprimierten GPCR Uberexprimie/libildung35).
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Abbildung35: EpaeSensorbasierte FREMessungen mit mechanischen Stimuli an endogenen GPCR

A, B, CFREWMessungen in HEK2Zzllen, in denen nur die SensordfREpaciCFP oder m#pacimTqg2 (Besdiiftung

links) Ubeexprimiert sind. Die cAMPSpiegelanderungen werden ausschlie3lich durch endogene GPCR verursacht.
Exemplarische Zeitverlaufe der normalisierten Einzelspuren des gelben (YFP oder mV) und blauen (EF§2)oder
Fluoreszenzsignals (Mijteowie der normalisierten FRESIgnale (rechts) unter Applikati@ines mechanischen Stimal

Die normalisierten FRESignale sind in einem Farbschema dargestellt, das die Art des Effektes kennzeichnet (blau: FRET
Signalzunahme, rot: FRESignalabnahme, grau: gleichsinnige Fluoreszenzénderung, vgl. Abbildury Bajringen von
hypoosmolarer Lsung(Hypo) als mechanischer Rdber graue Balken impliziert die Applikation von hypoosmolarer Losung
(150 bzw. 250 mosm/IB FREAMessungerunter Applikation vorScherspannungShear Stressh Hohe von 40 bzw. 60
dyn/cm2 mittels einem mit Badlésung fidlten Perfusor. Die grauen Balken implizieren die Einbringung der Scherspannung.

CFREMMessungen unter Applikation von extrazellularem Uberdruck in Héhe von 80 mmHg (appliziert als 40P RieH
grauen Balkermplizieren die Einbringung des extraziitan Uberdrucks.

Die Messungen zeigen, dass unter ausschlieRlicher Uberexpression deiSehsidteny FP
EpaciCFP und m¥EpacimTqg2 bereits ein Signal unter hypoosmolarer Lésung
hervorgerufen wurde. Auch bei Anwendungn alternativen mechanischen Reizeme
Scherspannung oder extrazellularem Uberdrkakn es zu einer FRESIgnalanderunglurch
endogen exprimierte RezeptoreBie FREBignalanderung unter extrazellularem Uberdruck
zeigte jedoch eine zu steile Kinetik, als dass sie tatsachlich durch eiaed€ring des
cAMRSpiegels verursacht werden konnte. Daher muss hier davon ausgegangen werden,
dass es sichei den Signalen teilweisem Bewegungsartefaktbandelt. Auffallig war dass
sich die Richtung des FR&ignals nicht festlegen liel3. Je nach Magsundmechanisben
Stimulus variierten Zunahmebnahmen gleichsinnige Fluoreszenzdnderungen oder nicht
vorhandene  FluoreszenzanderungenBei  anschliefenden  Untersuchungen  mit
Uberexprimierten G-PCRM",.R, M2R) konnte ebenfalls keine einem speziiscRezeptor
zugeordnete cAMSpiegelanderung beobachtet werden.Abbildung36 sinddie durch die
EpaeSensoren gemessenen mechanisch induzierten cEN#kte anendogenen oder

Uberexprimierten GPCR in Kreisdiagrammen zusammengefasst
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A Mechanischer Stimulus: Hypoosmolare Lésung (Hypo)

Endogene GPCR mit Hypo Uberexprimierte a,,R mit Hypo
Epacl-Sensor Epacl-Sensor
M Epacl-Sensor gleichsinnige Fluoreszenzanderung m Epacl-Sensor gleichsinnige Fluoreszenzanderung
M Epacl-Sensor FRET-Abnahme M Epacl-Sensor FRET-Abnahme
M Epacl-Sensor FRET-Zunahme M Epacl-Sensor keine Fluoreszenzanderung
1

1 5

11

12

B Mechanischer Stimulus: Scherspannung (Shear Stress)

Uberexprimierte M2R mit Shear Stress
Endogene GPCR mit Shear Stress Epacl-Sensor

Epacl-Sensor
m Epacl-Sensor FRET-Abnahme

W Epacl-Sensor FRET-Abnahme W Epacl-Sensor FRET-Zunahme

1

C Mechanischer Stimulus: Extrazellularer Uberdruck

Endogene GPCR mit extrazelluldarem

Uberdruck Epacl-Sensor Uberexprimierte a,,R mit extrazellulirem

W Epacl-Sensor FRET-Abnahme Uberdruck Epacl-Sensor

W Epacl-Sensor FRET-Zunahme M Epacl-Sensor FRET-Zunahme
m Epacl-Sensor gleichsinnige Fluoreszenzinderung ™ Epacl-Sensor gleichsinnige Fluoreszenzénderung
1 2

Abbildung36: Vergleich mechanisch induzierter cAMEfekte an endogenen und Uberexprimierten GPCR

A, B, CVergleichende Kreisdiagramme Uber die dusgten mechanischen Reiz verursachten c/Adiegelanderungen in
HEK29Zellen, die neben den Uberexprimierten Ep8efhsoren entweder nur endogen exprimierte GPCR enthielten (linke
Kreisdiagramme) oder zusétzlich dig,-BCR",, oder M2 exprimierten (recht Kreisdiagramme). Die Farben der
Tortenstlicke entsprechen dem in Abbildung 33 verwendeten Schema (blatBifRiEAunahme, rot: FRESIgnalabnahre,

grau: gleichsinnige Fluoreszenzanderungusatzlich olivgriin: keine Fluoreszenzéanderung). Die Nummernean d
Kreisdiagrammen stellen die Anzahl der jeweilig durchgefihrten Messungef dargleich der cAMBpiegeldnderungen

mit endogenen und Uberexprimierten GPCR nach der Applikation von hypoosmolarer Ldsung (Hypo).
B Vergleich der cAMBpiegeldnderungen miendogenen und Uberexprimierten GPCR nach der Applikation von
Scherspannung (Shear StressYergleich der cAMBpiegelanderungen mit endogenen und Uberexprimierten GPCR nach
der Applikation von extrazellularem Uberdruck.
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Im Vergleich der verschiedenen ofe@nischen Stimuli an entweder endogen exprimierten
oder Uberexprimierten GPCR war zu sehen, dass der Anteil an den jeweiligen Effekten stark
nach Art des Reizes variiert. Die Erfolgsquote der Messungen ist daher von der Art des
mechanischen Reizes abhamgrzu sehen an der Menge an Messungen mit gleichsinnigen
oder nicht vorhandenen Fluoreszenzanderungé&hne hochste Quote an auswertbaren
Messungen konnten bei Anwendung eines mechanischen Reizes in Form von Scherspannung
verzeichnet werden. Bemerkenswertaw dass die jeweiligen Effekte unabhéangig davon
auftraten, ob ein spezifischer Rezeptor Uberexprimiert war oder nicht. Das bedeutet, dass
durch die FRETechnik auch mechanisch induzierte cABiHegelanderungen dargestellt
werden konnen, die durch endogenGPCR verursacht werden. Daher war es notig, eine
Untersuchungsmethode fur die mechanische Aktivierbarkeit vgaRER zu etablieren, bei

der der Effekt direkt am untersuchten Rezeptor auszulesen war

3.4 Messung der Mechanosensorik direkt am Rezeptor

3.4.1 b, YFRCFPSensor

RezeptorSensorerstellen nitzliche Werkzeuge zur Untersuchung diverser Stichadi Um

die Mechanosensitivitdt de$,,R in FREMessungen zu analysieren, wurde der von
Vilardaga et al. entwickelte RezepteBSensor W, YFPCFPSensor) in HER3-Zellen
exprimiert und nacheinander mit hypoosmolarer Loésung (150 mosm/l) und dem spezifischen
h,aRAgonisten Guanfacin (250 uM) stimuliert. Dabei kam das Perfusionssystem mittels
Gravitation zum Einsatz. Die Ergebnisse der intramolekularen dynamiseiEVEssungen

sind inAbbildung37 dargestellt.
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Abbildung37: FREMessungen de$ ,,-YFPCFPSensors

Der ", YFPCFPSensor wird fur dieMessungen in HEK2Zllen exprimiert A Exemplarischer Zeitverlauf der
normalisierten Einzelspuren des gelben (YFP) und blauen (CFP) Fluoreszenzsignals. Der graue Balken impliziert die
Applikation von hypoosmolarer Lésung (150 mosm/l), der blaue BalenGuanfacin (250 uM)B Exemplarischer
Zeitverlauf des normalisierten FR&gnals (Ratio zwischen YFP und GFPYsammenfassung der FR&§nalabnahmen

unter hypoosmolarer Lésung (grauer Balkeld,0 %) und Guanfacin (blauer Balke8,5 %).Die Nummern oberhalb des
Grapherbezeichnen die Anzahl gemessener Zellen (6) sowie die Anzahl unabhéngiger Experimente (3)

Nach der Applikation von hypoosmolarer Losung sowie Guanfacin kam es zu einer FRET
Signalabnahme. Dies bedeutete, dass der Rezegter aktive Konformation einnahm, bei

der sich die zwei Fluorophore voneinander entfernten. Die jeweilige SRfg@labnahme
unterschied sich in ihrem Ausmafl4,0 % vs.-8,5 %). Da es bei beiden Stimuli zu FRET
Signalanderungen kam, bedetidies, dass er Rezeptoauf hypoosmolare Losung mit einer
Anderung seiner Konformation und damit mit einer Aktivierung reagiert. Um zu
untersuchen, ob auch andere ;J&PCR ahnliche Reaktionen zeigen, nachdem sie in

Rezeptorsensoren umkloniert wurden, wurden zwei wedtdRezeptorenfestgelegt und

analysiert.
3.4.2 5-HT,gFRE¥Sensor

Zur Untersuchung der mechanischen Aktivierbarkeit auf Rezeptoreben&yePCR wurde

der 5HT;gR zu einem Rezeptorsenddoniert. Seit der Generierung désaYFPCFPSensors
2003 war die Entwklung weiter vorangeschritten. So fiihrte der neueste Wissensstand
einerseits zu vielfaltig optimierten Fluorophoren aber auch zu einem Verzicht der direkten
Insertion eines Fluorophors in d#r3 Anstatt dessen wurde nur noch ein kleing8;Basen
langesTetracysteirBindemotiv in der IL3 eingefligt. Nach diesem Vorbild wurde 1,5
FRET¥Sensorgeneriert 6.2.1.9und 2.1.10, in HEK29Zellen exprimiert und nacheinander
mit hypoosmolarer Losung (150 mosm/l)duBerotonin (1,5 mM) stimuliert. Hierbei kam das

ALAUDberdruckapplikationssystem zum Einsatz, wobei die Substanzen direkt neben der Zelle
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eingebracht werden. Die Ergebnisse deblhsgFREdSensorsin FREF-Messungen sind in
Abbildung38 dargestelit.
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Abbildung38: FREMessungen des B T;5-FRETSensos

Der 5-HT,gFRETSensor wird fir die Messungen in HEK2B8llen exprimiert A ExemplarischerZeitverlauf der
normalisierten Einzelspuren des gelben (FIAsH) und blauen (mTurquoise2) Fluoreszenzsignals. Der blaue Balken impliziert die
Applikation von Serotonin (1,5 mM), der graue Balken von hypoosmolarer Lésung (150 mBsEXBmplarischer
Zeitvelauf des normalisierten FRISIgnals (Ratio zwischen FIAsH und mTurquoisg2usammenfassung der FRET

Signalabnahmen unter Serotonin (blauer Balkdrt, %) und hypoosmolarer Losung (grauer BalkgB,1%). Die Nummern
Uber dem Graphen bezeichnen diezahl der gemessenen Zellen (7) sowie die Anzahl der unabhangigen Experimente (7).

Da in vorangehenden Experimenten festgestellt worden war, dass der Agonist Serotonin nur
eine kleine FRESIgnaléanderung hervorruft, wurde bei Durchfliihrung der odargestellten
FREIMessungen zuerst der Agonist und dann hypoosmolare Losung appliziert. Unter
Serotonin kam es zu einer statistisch signifikanten, jedoch geringgral&nahme von
-4,1 % Unter hypoosmolarer Losung war eine deutlishEREISignalabnahmvon -23,1%

zu detektieren Erkennbar ist, dass dert3T;gR vergleichbar mit den elektrophysiologischen
Ergebnissen auch in diesem experimentellen Aufbau auf eine osmotisch bedingte

Membrandehnung reagiert

3.4.3 p-FREBensor

Als weiterer Kandidat zur Untersbiung der mechanischen Aktivierbarkeit auf
Rezeptorebene vos,,-PCR wurde der uR zu einem Rezeptorsensor umkloniert. Dabei kam
die gleiche Klonierungsstrategie wie beirHHgR zum Einsatz (2.1.9und 2.1.10. Auch

hier wude das TetracysteiBindemotiv am Ende des IL3 eingefliigt und das ALA
Uberdruckapplikationssystem ajasetzt Die Ergebnisse deg-FRETSensorsin FRET
Messungen sind iAbbildung39 dargestellt.
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Abbildung39: FRETMessungen degi-FREISensors

Der p-FRETSensomwird fir die Messungen in HEK2B8llen exprimiertA Exemplarischer Zeitverlauf der normalisierten
Einzelspuren des gelben (FIAsH) und blauen (mTurquoise2) Fluoreszenzsignals. Der blaue Balken impliziert die Applikation
von DAMGO (100 pM), der graue Balken von hypoosmolarer Lésung (150 m8sExgmplarisher Zeitverlauf des
normalisierten FRESignals (Ratio zwischen FIAsH und mTurquoi€l)sammenfassung der FR&@nalabnahmen unter

DAMGO (blauer Balker5,7 %) und hypoosmolarer Lésung (grauer Balk26,3 %). Die Nummern Uber dem Graphen
bezeichna die Anzahl der gemessenen Zellen (6) sowie die Anzahl der unabhéngigen Experimente (4).

Bei Experimenten mit dem-FREISensoikam es unter Agonist und hypoosmolarer Losung

zu FREBignalabnahmerAuchhier fiel die Abnahme unter DAMGO mi,7 % geringe aus

als unter hypoosmolarer Ldsung mi#26,3 %. Es konnte bei einem weiteren
G-PCR auf Rezeptorebene gezeigt werden, dass dieser durch osmotische bedingte
Zellschwellung mechanisch aktivierbar ist. Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der

h,aR der 5HTgR und derpR direkt auf einen mechanischen Stimulus reagieren kdnnen

3.5 Vergleich der Messsysteme

Gemeinsam war beiden elektrophysiologischen Messsystemeand dem FRET
Rezeptorsensaebasierten Messsystem, dass sie eine mechanisch induzierte Aktivierung der
untersuchten GPCR darstellten konntéim die mechanthe Aktivierbarkeit der einzelnen
Rezeptoren optimal vergleichen zu kdnnemyurden zunéchst die verschédenen
Messsystememiteinander verglichen

Bei genauer Betrachtung der Basalstrome im-Kénalbasierten Messsystemwurde
festgestellf dass sich diese teilweise signifikant zwischen den einzelnen untersuchten
Rezeptoren unterschiedenlm TRPGCbasierten Messsystem konnten keine statistisch
signifikanten Unterschiedéeziglich der Basalstromewischen den einzelnen Rezeptoren

beobachtet werden (sAbhildung40).
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Abbildung 40: Vergleich der Basalstréme im Kitanal und TRPCBasierten Messsystem

A, BBalkendiagramme der Stromdichten fur die beobachteten Basalstrome bei GRIOBnenkanaéxprimierenden CHO
K1-Zellen (A)bzw. HEK29Zellen (B).A Basalstromdichten vom ,,R, 5-HT;gR, M2R und pR koexprimiert mit jeweils
Kir3.1/3.2 (im Diagramm kurz als 3.2) oder Kir3.1/3.4 (im Diagramm kurz als Bet)Sterne (*) markieren das
Signifikanzniveau im Vergleich aller Rezeptoreter@mander, ausgewertet miginer einfachen Varianzanalyse (ANQVA)
Die jeweiligen KiKanatKonstruktezeigten untereinander keinen statistisch signifikanten Unterschied, ausgewertet mit

einem Zweidichprobent-Test B Basalstromdichten vom R, 5-HT;gR M2R, pR,i AR, BHT;.R, CGRPR undPACQR
koexprimiert mit dem TRP(sbestand keirstatistisch signifikargr Unterschied zwischen den einzelnen Rezeptoren.

Die Unterschiede in den Basalstromereisen auf verschieden ausgepragte konstitutive
Aktivitaten der Rezeptoren hin. So zeigt dei2R im Khbasierten Messsystem eine grof3e
konstitutive Aktivitat, im TRP&asierten Messsystem ist diese jedoch nicht zu beobachten.
Deutlich sind auch die Untechede im Kirbasierten Messsystem zwischen dem M2R und
dem pR bzw. dem5-HT;gR in ihren Baskktivitdten. Interessanterweise treten die
Unterschiede nur zwischen den verschiedenen Rezeptoren auf, nicht aber zwischen den
beiden KirKanalKonstrukten. Dis ist ein weiteres Indiz dafur, dass die beiden Konstrukte in
der Lage sind, vergleichbaEggebnisse zu produzieren.

Um zu untersuchen, inwiefeim TRPGbasierten Messsystemie TRPCGExpression bei der
Koexpression mit den diversen GPCR ausgepragt wuarden die jeweiligen maximalen
Stromdichten unter LagRApplikation verglichen. Dazu wurden vor dem Vergleich jeweils die
Basalstromdichten von den LaSitromdichten abgezogenDa der genaue Signalweg
zwischen (z-PCR und TRP@Bd dieExistenz eineBignaltbermittlung zwischens8CR und
TRPCHoch nicht vollstdndig aufgeklart ist, wurden nur die b#&ilekte der einzelnen

GPCF5ubfamiliestatistischverglichen.
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Abbildung41: TRPCEXxpressionsanalyse anhand von LaEfekten

Balkendiagramme der maximalemStromdichten unter LagApplikation (= maximale LaCl-Stromdichten minus
Basalstromdichten) vonSPCRM,4R, 5-HT;gR, M2R, pRJinks der xAchsenunterbrechund)zw. G-PCR( ,AR, 5HT;4R,
CGRPRYPACQR rechts derx-Achsenunterbrechungiind TRPC5 exprimierenden HEK28lEen Die jeweiligen GPER

Sub&milien wurden anhand ihrer Stromdichten Einwéarts und Auswartsrichtungmit eing Varianzanalysdur nicht
parametrischeDaten (KruskalWallis Tes) ausgewertetda de Werte nicht normalverteilt waren

Innerhalb der G-PCR konnte zwischen den maximalg&tromdichten unter Lagl
Applikation nur in Einwartsrichtung einsignifikanter Unterschied festgestellt werden,
innerhalb der GPCRnNn Ein und AuswartsrichtungAufallig war, dasdei der Koexpression
desi ;ARmit dem TRPC5 neben den nicht vorhandenen Effekten unter Agonistenapplikation
und unter Applikation von hypoosmolarer Losung3&.2.1) auch der kleinste Effekt unter
LaGd-Applikation auftrat.Insgesamt traten bei der Koexpression von TRPC5 ysPCR
grolRere Effekte unter LaEApplikation auf als bei der KoexpressiomidrRPC5 und £PCR.

Um dieverschiedenen Messsystenogtimal vergleichen zu kdnnen, wurden die in allen drei
Systemen gemessenen Effekte unter Agonistenapplikation und unter Applikation von
hypoosmolarer LOsung uetsucht. Dazu wurden die jeweilum den Bsalstrom
subtrahierten Maximalstrome der Effekte aus den elektrophysiologischenssyistemen

und die Signalabnahmen in Prozent aus den FRIEmnikMessungenverglichen (s.
Abbildung42).
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Abbildung42: Vergleich der drei Messsysteme anhand der gemesseAganistenEffekte und Effekten unter
hypoosmolarer Lésung

A - F Balkendiagramme denStromdichtenin pA/pF(A - D) bzw. der FRESignale in ProzerE- F)fur die Effekte unter
Agonistenapplikation und unter Applikation von hypoosmolarer Losungdenes;,-PCR 54R, 5HTgR,(M2R) undpRin drei
verschiedenen Messsystem@ie Skalierung der Ordinate ist hesseren Vergleichbarkeit fur die jeweiligen Messsysteme
im gleichen Wertebereich aufgezeigtwischen den Daten wurdi@r die verschiedenen GGPCReine Varianzanalyse
(KruskalwallisTest da Daten nicht normalverteilt) durchgefuhrt In den Diagrammen A und B wurdeben der
Varianzanalyseldnge{ A Iy AFTA | FyT ol £ 1Sy a9AyéNNIaadldNB MR an@Krisdtdichdiy R o ! dzi 6
Zweidichprobent-Testzum Vergleich der beiden ¥ianatKonstrukte durchgefuhr(kurze Sigfikanzbalken) A Um die
Basalwerte subtrahiertekffekt unter hypoosmolardrdsunghypoosmolare Losung mit 250 mosm/l) imiKanatbasierten
Messsystem in CHKL-Zellen fur die beiden Konstrukte Kir3.1/3.2 (im Diagramm kurz als 3.2) oder Kir3.1/3iddiamin
kurz als 3.4 BUm die Basalwertsubtrahierten Agonisteitffekteim KirKanalbasierten Messsystem in CHQZellen fir

die beiden Konstrukte Kir3.1/3.2 (im Diagramm kurz als 3.2) oder RigB.{im Diagramm kurz als 3.4 Um die
Basalwerte shtrahierten Effekte unter hypoosmolardrdsung(hypoosmolare Losung mit 250 mosm/l) im TRB&erten
Messsystem irHEK29Zellen D Um die Basalwerte subtrahierten Agonistéffekte (hypoosmolare Lésung mit 250
mosm/l) im TRPGBasierten Messsystem in HEK28len E Effeke unter hypoosmolaret.6sungm FRERezeptorsenser
basierten Messsystem (hypoosmolare Losung mit 150 mosm/IHEK29Zellen. F AgonistenEffekte im FRET
Rezeptorsensdrasierten Messsystem in HEKZBdlen.Im Gegensatz zu den elektrophysiologischen Messsystemd) (A
wurde als Agonist fir densRnicht Noradrenalin 1 uM sondern Guanfacin 250 uM verwendet.
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Die Auswertung zeigt, dass innerhalb der einzelnen Messsystgngeweils grofite Effekt
unterschiedlich ausféllt.In den lonenkanabasierten Messsystemen war jeweils der
AgonistenEffekt groRRer als deEffekt unter hypoosmolarer Losur{ghit Ausnahme de%-
HT1gR im KirKanalbasierten Messsystem). InkFREISensotbasierten Messsystem war
jedoch derEffekt unter hypoosmolarer Losuragisgepragter als defAgonistenEffekt Des
Weiteren zeigen die Rezeptoren in den unterschiedlichen Messsystemen jeweils
verschie@n grol3eEffekte die sich zusatzlickwischen den jeweiligen Stimuli unterscheiden.
So zeigt der h,aR unter hypoosmolarer Losung im Hdanalbasierten Messsystem die
IANI GGS p{ imN®e)gRi¢chCzK @léh anderen Rezeptoren, im-Kéinalbasierten
Messsystem sowie im FRE&nsotbasierten Messsystem jedoch dgeringsten Effekte
Bezogen auf den Agasten warenin allen drei Messsystemen die gréf3ten Effekte mit dem
h AR (Mit Ausnahme de Kir3.1/3.4basierten Messsystems in Einwartsrichtung) im Vergleich
zu den anderen Rezeptoren zu verzeichnémbemerken war aul3erdem, dass im-Kanai
basierten Messsystem die { (i NB Y R A O K EffSky untér Mypbostriigrer Losurigw.
AgonistenEffek in Auswartsrichtung zwischen den einzelnen Rezeptoren nicht immer

statistisch signifikant unterschiedlich vea.

3.6 Vergleich deuntersuchterGPCR hinsichtlich ihitdechanosensitivitéat in

den verschiedenen Messsystemen

Die Unterschiede der Basalstrome éssung der einzelnen Rezeptoren in denkénal
basierten Messsystemen stelltereinen Grund dar, vor Vergleichler Rezeptoren
untereinander die Differenz von den ermittelten maximalen Stromdichten der Effekte und
den Basalstromdichten zu erstelletdm @ne einheitliche Auswertung zu garantieren,
wurden, wie bereits erwahnt, auch im TRPRisierten Messsystem jeweils die
Basalstromdichten von den maximalen Stromdichten der Effeldarahiert

Die versciledenen Rezeptoren zeigten eine unterschiedliche Telenz  zur
Mechanosensitivitat, die auch je nach verwendetem Messsystetarschiedlich ausfielUm

zu untersuchen, in welchem Ausmal} die analysierten GPCR auf die mechanische Stimulation
reagierten, wurden in der vorliegenden Arbeit didfekie unter hypoosmolarer Losunder
einzelnen Rezeptorem den drei verschiedenen MesssystemarglichenZusatzlich wurde

ein Vergleich unter den einzelnen Rezeptoien TRPCbhasierten Messsysterangestellt,

welchen prozentualen Anteildes maximalen TRP&Broms, initiiert durch Lag;l eine
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Agonistenapplikation oder die Applikation von hypoosmolarer Losiengorruft.
Bei Vergleich der einzelnen Rezeptorédnnen bestimmte Faktoren wie die jeweiligen
Laborbedingungen, die Zellgiute, das Expressionsniveawrttersuchten Proteineabsolut
und im Verhéaltnis zueinander oder der Experimentator selise beeinflussende Rolle
spielen Ein einfaches Mittel zur Eliminierung dieser Faktoren stellt die Normierung der
erhaltenen Werte auf Effekte desselben Experinsedar.Daher wurdenfir die folgenden
Auswertungen der elektrophysiologischen Messsystemdie jeweiligen maximalen
nStromdichten(nStromdichte = maximale Stromdichte jedes EffekteBasalstromdichte)
unter hypoosmolarer Losunguf die maximalemStromdichien unter Agonistenapplikation
normiert. Diese Kalkulation erlaubt weiterhin eine Aussage daruber, in welchem Mal} eine
mechanische Stimulation des Rezeptors einer Stimulation durch einen Agonisten entspricht.
Die verwendete Formel lautet:

W Ow i p ThT

w6 Q& £ Qi o

nléL2 I YIEEAYFES { G§NRYRA O¢BashlstromdictieNd K& L2 2aY2f | NB N
pnl3z2yaad r YFEAYFES { (NRYRBaSdstioddioteg § SNI | 32y AadSyl

x = Mechanisch induzierte Stromdichtenveranderung bezogen aufAgamistenstimulatior{%)

Ein Vergleich der Rezeptoren in Bezug auf deren Fahigkeit zur Mechanosensitivitat wurde im
FREIRezeptorsensebasierten Messsystemanalog zu den elektrophysiologischen
Untersuchungen durch eine Normierung der prozentualen FHR@alabnahmen unter
hypoosmolarer Losung auf die jeweiligen prozentualen FR@Talabnahmen unter
Agonistenstimulation durchgefihrt. Die verwestd Formel lautet
0O HZp TP
5 Q¢ & Qi o

Hypo =prozentuale FRESignalabnahmenter hypoosmolarer Losgn
Agonist prozentuale FRESignalabnahmeinter Agonistenstimulation
X = Mechanisch induzierteFRETSignalabnahme bezogen auf FRETSignalabnahme unter

Agonistenstimulatior{%)
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Abbildung43: Mechanisch induziert&Stromdichten bzw. FREBignateranderungen bezogen auf die maximale
Agonistenstimulation

A - E Balkendiagramme der Stromdichtenveranderungen @3y bzw. der FRESignalverdnderung (E) in Prozent fiir den
mechanisch induzierten Effekormiert auf den AgastenEffektin drei verschiedenen Messsystem&wischen den Daten
wurde fir die verschiedenen GPCR eine Varianzan&®\(A da Daten normalverteilfeweils in Einwartsrichtung und in
Auswartsrichtung (A D) bzw. fiir die FRESignalveranderungurchgefiihrt (E) A Stromdichtenveranderungen def&PCR
h,aR, 5HT;eR, M2Rund pRgemessenm Kir3.1/3.2basierten Messsystem in CHQZellen B Stromdichtenveranderungen
der Go-PCRM",R, BHTgR, M2R und pR gemessen im Kir3.1/3dasierten Messsystem in CHQZellen. C
Stromdichtenveréanderungen def(@CR ,,R, 5HTgR, M2Rund pRgemessenm TRPGbasierten Messsystem in HEK293
Zellen. D Stromdichtenveranderungen dersBCRi ,AR, 5HT;,,R, CGRPR undPACR gemessen im TRPG&sierten
Messsystem in HEK2Z2llen Da deri ,ARweder unter Agonistedpplikation noch unter der Applikation hypoosmolarer
Lésung vom Basalwert statistisch signifikante Stromdichtenzunahmen zeigte, wurde ar derhi/ergleich ddRezeptoren
untereinander einbezogert FRETSignalveranderungeim FRERezeptorsensdasierten Messsystem in HEK2ZA3len.
Im Gegensatz zu den elektrophysiologischen MesssystemerD)Avurdeeine hypoosmolare Lésung mit 150 mosm/I
anstatt 250 mosm/lindals Agonist fir deh,,Rnicht Noradrenalin 1 uM sondern Guanfacin 250 uM verwendet.

Bei Betrachtung demaximalen Stromdichteals auch der um den Basalwert subtrahierten
maximalenpStromdichten unter hypoosmolarer Losulig Abbildungl15) war festgestellt

worden, dassbei beiden KiKanalbasierten Messsystemeder h;,R die grof3te Reaktion
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zeigte, gefolgt vond-HT;gR undM2R. Die kleinsten maximalen Stromdeehtzeigte depR
Die maximalen Stromdichten bei Untersuchung desR konnten sogar noch durch die
Anwendung einer alternativen Applikationsmethode des mechanischen Reiz&s2(3.
gesteigert werden (positiver Druck von ca. 25 e} Normiert auf den maximalen
AgonistenHfekt stellt sich bei der Klassifizierung der Rezeptoren bezuglich der
Mechanosensitivitat eine atere Reihenfolgeawf (s. Abbildung43 A und B) Hier zeigtebei
beiden KirKanaibasierten Messsystemetter 5-HT;gR die grol3te Stromdichtenverdnderung,
gefolgt vomh ,R. Die kleinsten Stromdichtenverdnderungen zeigten der M2R ungiRler
Diese Unterschiede erwiesen sich in beiden-Ké@naiMesssystemen algyroldtenteils
statistisch signifikant (Kir3.1/3.8:HT;gRim Vergleich zt1 ,aR,5-HT;gRim Vergleich zWM2R,
5-HT;gR im Vergleich zyR; Kir3.1/3.4:h,,R im Vergleich zwR, 5-HT;gR im Vergleich zu
M2R, 5-HT;gR im Vergleich zuyiR. Fir die Klassifizierung der Rezeptoren imK@anal
basierten Messsystem wurden aufgrund der un®% angebrachten Schlussfolgerungen nur
die maximalen Stromdichten(verdnderungen) in Einwartsrichtung bericksichtigt.
Betrachtet man die maximalen Stromdichten als auch die um den Basalwert subtrahierten
maximalennStromdichten unter hypoosmolarer Losung vop-BCR im TRP®&sierten
Messsystem (s. 3.2.2.2, kann man folgende Klassifizierungeziglich der
Mechanosensitivitat aufstellerb-HT;gR >h,sR >M2R > pR Normiert auf den maximalen
AgonistenEffekt stellt sich bei dews,-PCRbezlglich der Mechanosensitivititie im Kir
Kanaibasierten Messsystermaeine andere Reihenfolge auf (Bbbildung43 O. Hier zeigte
ebenfalls des-HTigR die grofdteéStromdichtenveranderung, der pdRe Zweitgrof3te gefolgt
vom h, R und M2R. Diese Unterschiede erwiesen sich als statistisch signifikant in
Einwartsrichtung §-HT;gR im Vergleich zu ,aR, 5-HTigR im Vergleich zuM2R, M2Rim
Vergleich zyR;";sRim Vergleich zwR aber nur teilweise in Auswi@richtung { ;AR im
Vergleich zwR.

Bei denGs+PCR zeigte im TRPQ&sierten Messsystem (8.2.2.1) der CGRPRlie grolte
Zunahmebei denmaximalen Stromdichten als aublei denum den Basalwert subtrahierten
maximalen pStromdichten unter hypoosmolarer Losunédn zweiter und dritter Stelle
folgten der5-HT;aRund der VPAQR.Bei der Klassifizierung d&-PCR wurde dér,AR nicht
berticksichtigt, da er als nicht mechanosensitiv eingestuft wurdermiert auf den
maximalen Agonisteifffekt stellt sich bei demorrangigGs-Protein koppelnderRezeptoren
bezuglich der Mechanosensitivitéat folgende Reihenfolge auklgbildung43 D): CGRPR 5-
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HT.2R > VPAQR Bei Vergleich der Rezeptoren durch eine Variankee waren jedoch
keine dieser Klassifizierungen statistisch signifikant.

Im FREBensotbasierten Messsystenzeigte bei Betrachtung der FREiQnale unter
hypoosmolarer Lésung der pR die groRte Abnahme, gefolgt ®eadT;gR und N aR.
Analysiert man jeddt die nechanisch induziertdFREISignalabnahmebezogen auf die
FRETSignalabnahme unter Agonistenstimulatjozeigt der 5-HT;gR die grolte FRET
Signalveranderung, gefolgt vopR und mitAbstandvom h,R (s. Abbildung43 E) Bei
Vergleich der Rezeptoren durch eine Varianzanalyaeen jedochauch hierkeine dieser
Klassifizierungen statistisch signifikant.

Im TRPGbasierten Messsystem wurden die maximalenStromdichten unter
hypoosmolarer Losungund unter Agonistenapplikatiorzusatzlich auf die maximalen
nStromdichten unter LagRApplikation normiert. Dies soll Aufschluss dartber geben,
welchem Ausmal’ ein®ezeptorinduzierte TRPCB\ktivierung einer direkten maximalen
TRPCHB\ktivierungentspricht.Die verwenete Formel lautet

o @ 00 P& @ 6 Q¢ & Wita b
w0 D a

nléLl2 I YIEEAYFES { GNRYRA O¢BashlstromdicteNd K& L2 2aY2f | NB N
NAgonist = maximale Stromdichte unter Agoaiisfpplikation- Basalstromdichte

nlt/to T YI EAYI {L&CH-ApplikaBoNcrBAsAIdrdnlichtey G S NJ

X = Mechanisch induziertezw. Agonisterinduzierte Stromdichtenveranderung bezogen auf max.

LaC}-Simulation (%)
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Abbildung44: Mechanisch induziertéozw. Agonisterinduzierte Stromdichtenveranderungen bezogen auf die maximale
LaC}-Stimulation

A - D Balkendiagramme der Stromdichtenverandeganin Prozent fir den mechanisch induzierten Eft@ktB) aw. den
Agonisteninduzierten Effekt (C, Djormiert auf die maximale LagBtimulation fur acht GPCRim TRPGbasierten
Messsystem. Zwischen den Daten wurde fiir die verschiedenen GPCR eine Varianzanalyse (ANOVA, da Daten normalverteilt)
jeweils in Einwadrichtungund in Auswartsrichtung durchgefih Stromdichtenveranderungen der,@PCRM 4R, 5
HTgR, M2Rund pRfuir den mechanisch induzierten Effekt normiert auf die maximalg-SBéi@lulationgemessen inTRPC5H
basierten Messsystem in HEKZ83len B Stromdichtenveranderungen det-BCR AR, 5HT;,R, CGRPR uMPACR fir
den mechanisch induzierten Effekt normiert auf die maximale-Sti@iulationgemessen im TRP®&sierten Messsystem
in HEK29Z ellenDeri ,ARhatte unter hypoosmolarer Losung keiratsstisch signifikante Stromzunahme im Vergleich zum
Basalstrom gezeigDer Bezug auf die maximale LaStimulationdient jedoch dem Vergleich zu den andergi#?GR. Daher
wurde er im Gegensatz zuAbbildung 43 D in den Vergleich der Rezeptoren untereinander einbezogen
Stromdichtenveranderungen dej@PCR ,,R, 5HTgR, M2Rund pRfir den Agonistefinduzierten Effekt normiert auf die
maximale LaGiStimulationgemessen im TRP®&sierten Messsystem in HEKZ8dlen D Stromdichtenveranderungen der
GsPCR ,AR, 5HT;,\R, CGRPR uMiPACRfiir den Agonistetinduzierten Effekt normiert auf die maximale Lg&imulation
gemessen im TRP®B&sierten Messsystem in HERZellen.Deri ,ARhatte unter AgonistesApplikation keine statistisch
signifikante Stromzunahme im Vergleich zum Basalstrom gezeigt. Der Bezug auf die maximeinual&tion dient
jedoch dem Vergleich zu den anderefPGR. Daher wurde er in den Veigh der Rezeptoren untereinander einbezogen.

Bei Vergleich der beiden Stimuthypoosmolare Lésurgund oAgonistt auf die maximale
TRPCHktivierung durch Lald wurden fur alle acht untersuchten GPCR grol3ere
Stromdichtenveranderungen fur den AgonistBifekt als fir den Effekt unter
hypoosmolarer Losunéestgestellt. Dies bedeutet, dass die mechaniscB&mulation der
GPCRueinergeringerenAktivierung fuhrt & eine Stimulation durch einen Agonist@&hiese
Beobachtundiel bei den G,-PCRleutlicher aus als bei de@&-PCR.

Die Normierungdes Effekis unter hypoosmolarer Losunguf den maximaleraCi-Effekt

erbrachte folgende Klassifizierung der ;J&PCR sortiert nach der Groé3e der
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Stromdichtenveranderung-HTigR >R > " ,,R, M2RHier wurden nur die Einwartsstrome
betrachtet, da die Auswartsstrome keinen statistisch signifikanten Unterschied aufzeigten.
Bei Normierung der Agonistefffekte ergab sich fgende EinteilungM2R >5-HT;gR,h 2aR >

MR. Hier wurden ebenfalls nur die Einwartsstrome betrachtet, da die Auswartsstrome
wiederum keinen statistisch signifikanten Unterschied aufzeigten.

Die Normierungdes Effekis unter hypoosmolarer Losunguf den maxnalen LaC-Effekt
erbrachtefolgende Klassifizierung deorrangingGs-Protein koppelnden Rezeptoresortiert

nach der GréRaeler StromdichtenverdnderungCGRPR 5-HT;aR VPAQR >>1 ,AR Dabei

war nur der Vergleich der dréb-PCRCGRPR5-HT; AR und VPAQR zumi ;AR teilweise
statistisch signifikant, was nicht Uberraschend war, da dieser nicht mechanisch induziert
aktivierbar ist.Bei Normierung der Agonistegffekte ergab sich folgende Einteilur@GRPR

> VPAQR > 5-HFAR >> i 5 AR Auch hier war nur der AR statistisch signifikant
unterschiedlich zu den andere@Gs-PCR.Bei Betrachtung dedrei vorranging GProtein
koppelnden Rezeptorenvurde ersichtlich,dass derCGRPRind der 5-HT;aR im TRPG5
basierten Messsystem starker durch einen mechanischen Stinaltiigert werden kénnen

als derVPAQR
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4 Diskussion

In der vorliegenden Arbeit wurde eine Charakterisierung diversgr Gowie GPCR
bezulglich ihrer mechanisch induzierten Aktivierbarkeit mittels ewauf unterschiedlichen
lonenkanédlen basierenden Messsystemen durchgefiihrt. Die erbrachten Erkenntnisse
konnten in Bezug auf dreiy&SPCR durch Rezeptorsensoren in einem FREEMnikbasierten
Messsystem bestatigt werden. Ein ausfihrlicher Vergleich desclieedenen Messsysteme
ermoglichte dabei die methodische Charakterigigg hinsichtlich der Eignungler
Messsysteme zur Untersuchung der mechanische Aktivierbarkeit von GPCR. Darlber hinaus
war im Zuge dieser Arbeit die Etablierung einer optischen Methade detaillierten

Charakterisierung vonigPCRvermittelten cAMPSpegeléanderungen erreicht worden.

4.1 CharakterisierungerschiedenerPCR sowiesBPCR hinsichtlich ihrer

Mechanosensitivitat in der Elektrophysiologie

GPCR gehdren inzwischen zu denbbeésten Strukturen, die mechanische Reize auf der
Zelloberflache wahrnehmen und in die Zelle weiterleiten kon@dederos y Schnitzlest

al., 2016; Storchet al, 2012) Gy11-PCR wurden zuerst als Mechanosensoren definiert
(Blodowet al., 2014;Chachisviligt al., 2006; Mederos y Schnitzlet al,, 2011; Storclet al,

2015) aber auch Vertreter aus anderen GP&IRklassen wurden als solche in Betracht
gezogen(AbdutMajeed und Nauli, 2011; Hugh&silford, 2004; Makinet al, 2006; Silver

und Siperko, 2003; Storclet al, 2012) Es wird vermutet, dass die Fahigkeit zur
mechanischen Aktivierbarkeit bei GPCR nicht die spezielle Eigenschaft einer oder mehrerer
Sibfamilien ist, sondern bestimmte strukturelle Rezeptoreigenschaften, wie
Rezeptorkonformationen, relative Bewegungen der transmembranaren Domanen oder

Interaktionen mit der Membran Mechanosensitivitat ermoglicii&borchet al., 2012)

4.1.1 Mechanosensitivitaton KiflKanalen und TRPC5

In dervorliegenden Arbeit wurde die mechanische Aktivierbarkeit vgst Ghd G-Protein
gekoppelten Rezeptoren mittels elektrophysiologischen Ganzzellableitungen in heterologen
Zellsystemen analysiert. Die mechanische Stimulation erfolgte hierbei stets durch Perfusion
der Zellen mit hypertoner Lésung. Das Einwaschen von hypotoner Ldsungnist e

vielgenutzter mechanischer Stimuju$a er einfach zu applizieren ist und bereits in vielen
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Messsystemen erfolgreich als mechanischer Reiz eingesetzt widdow et al., 2014;
Mederos y Schnitzlest al., 2008; Niisateet al., 1999; Oliet und Bourque, 1993; Vriegtsal,,

2004) Diein der vorliegenden deit angewandteKoexpression von lonenkanalen und GPCR
lie3 zunéchst keine klare Zuordnung der mechanosensitiven Struktur zu une fihder
Frage, inwiefern die eingesetzten lonenkandle inharent mechanosensitiv sein konnten.
Heterotetramere aus Kir3.1 und Kir3.4 wurden bereits mittels Applikation von hypertoner
Losung hinsichtlich ihrer Mechanosensitivitat analysi@itet al, 1998) Applikation von
hypoosmolarer Losung fihrte dabei zu einer Inaktivierung der Kanéle, was physiologisch
sinnvoll ist, da KiKanale am Heen nach einer Uberdehnung in dieser Weise zur
erleichterten Depolarisierung der Membran und einer verbesserten erneuten Erregbarkeit
beitragen. G11-PCR Ubeminen inhibitorischen Effekt auf Kitanale augKoikeTaniet al,

2005; Leiet al, 2001) Die mechanosensitive Eigenschaft dej&CR kann daher bei
Koexpression die Reaktion rdiirKanale auf einen mechanischen Stimulus beeinflussen. In
der vorliegenden Arbeit konnte keine Signalveranderung der-K&mnéle unter
hypoosmolarer Lésung beobachtet werden, auch keine Inaktivierun®.2s3. Da de
detektierbareBasalaktivitat digExpression von Kikanalenanzeige, bedeutet dies, dass Kir
Kanale im hier verwendeten Messsysterarmutlich nicht inhdrent mechanosensitiv sind.
DarUber hinaus deen die Ergebnisse auch daraufhin, das potentielle endogen exprimierte
GPCR in CHKL Zellen keinen nennenswerten Einfluss auf die Messergebnisse habsn. D
wirft zwar Fragen hinsichtlickler Unterschiedezwischen den hier erhaltenen Ergebnissen
und denjenigen von Jet al. (Jiet al,, 1998)auf, demonstriert aber auch, dass die heterologe
Expression von Kir3.X Kanélen in @OZellen ein geeignetes Messsystem fur die
elektrophysiologische Analyse von GPRAIRVvitat darstellt.

Fur TRPC5 gibt es dagegen nach momentanem Wissensstand keireskliawf direkte
Mechanosensitivitat der Kandle. Gomet al. konnten eine TRP@Aktivierung unter
hypoosmolarer Losung beobachté@omiset al, 2008) Diese fand jedoch mit einer fir
einen lonenkanal sehr langen Verzégerung statt /@& o 9 ELISNAYSy (i St fS 58
RANB1US dzyR AYKNNBYGS aSOKIy2aSyazNByaod 51 K
eher eine Rolle als signalweitergebendes Elememtrdechanisch induzierten Aktivierung
von Gy11-PCR spielt, die im Zuge der Applikation von hypoosmolarer Ldsung oder
Patchpipettenvermittelter Membrandehnung aktiviert werde@emalet al., 2014) Weitere

Arbeiten konnten nur unter extremen Versuchsbedingungen wie einer hypoosmolaren
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Lésung von 21240 mosm/l und einem Unterdruck vom n Y'Y | 3 -atAthedi OS f f
az2Rdzaa | dzZF 9 Ay 1 SKiydlenleiheA&tiBigfubged TRPQS5 IzdigéBhenet

al., 2015) Dies spiegelt keinen mechanischen Reiz in einem physiologisch erwartbaren
Rahmen wieder (vgl.l.2Zx a9 ELISNAYSyi(GSttS 5S8SFAyAlGA2Yy Sy
aSOKIFIy2aSyazNByao o Ly RSN @2NXI AS3ISYyRSy I
Uberexpression von TRPC5 in HEK28&n (s.3.2.3 keine mechanisch induzierte
Aktivierung der Kanéle beobachtet werden. Dies unterstutzt die Hypothese der
ausschlief3lich signalweitergebenden Funktion des Kanals ingteltansduktion.

Basierend auf den Messdaten kann also zusammenfassend gesagt werden, dass die im Zuge
dieser Arbeit eingesetzten Kiund TRPCKanéale in den verwendeten Messsystemen auch

nach Uberexpression nicht inharent mechanosensitiv waren. Dierbleige Expression der

Kanale in CH®1- oder HEK29Zellen stellt damit ein geeignetes Messsystem fur die
elektrophysiologische Analyse von GRPAKRvitét dar.

Da die Stimulation mit hypotoner Losung nur in Anwesenheit von GPCR zu einer messbaren
Verandeung der Kanalaktivitat fuhrte, kann auRerdem ausgeschlossen werden, dass eine
Veréanderung der Zytosolzusammensetzung durch die Perfusion von hypotoner Ldsung
Einfluss auf die Kanalaktivitat hat. Es kann allerdings nicht ausgeschlossen werden, dass eine

Veranderung des Zytosolkompdisin Einfluss auf die Aktivitat von GPCR nimmt.

4.1.2 Darstellung der Mechanosensitivitat von GE@Bh lonenkanéle

Anhand der Sromzunahme nach Applikation von hypoosmolarer Lésung auf did
lonenkanalen koexprimierte@,-PCR 24, 5-HTig, M2 und p und die GPCR #HT;AR CGRPR

und VPACI1R war gezeigt worden, dass die Rezeptoren mechanisch induziert aktiviert werden
kénnen.Eine Perfusion mit hypertoner Lésung fuhrt zum Ausstrom von intrazellularen lonen
wie Chlorid und Einstrom wo Wasser in die Zelle und damit zu Zellschwellung.
Mechanosensitive Proteine koénnen so durch die daraus resultierende veranderte
Membranspannung aktiviert werden(Brierley, 201Q) Durch die Anwendungvon
hypoosmolarer Lésung kommt es jedaalr Verdiinnung von lonen und Makromolekdilen in

der Zelle, was moglicherweise einen Einfluss auf die Signaltransduktion von lonenkanalen
habenkann.Zum Beispiel kdme eine Reduzierung der lonemkzentrationen Eintlss auf

das Messergebnis nehmerDariber hinaus wird das Zytoskelett beeinflusst, da bei

adharenten Zellen durch Osmose ein uneinheitlicher Druck auf die Membran erzeugt wird.
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Die Applikation eines alternativen mechanischen Stimwusie daher als eine usbhéngige
Bestéatigung der Mechanosensorik von GPCR angewlretf.wurden Form eines positiven
Uberdrucks in Hohe von 25 cmaftHunter Kontrolle eines Wassermanometers durch die
Patchpipette durchgefihrt (3.2.7). Auch in diesen Experimenten flhrte der mechanische
Reiz in Anwesenheit von GPCR zur Aktivierung der lonenkandleestatigte daminicht
nur, dass die Perfusion mittels hypotoner Lésung einen adaquatenhanischen Reiz

darstellt, sondern auch, dass GPCR in der Tat mechanisch aktiviert werden kénnen.

4.1.3 Signaltransduktion

Eine Behandlung von Zellen mit dem EndotoxiiX Rihrt zur Gsspezifischen Blockade der
heterotrimeren Go-Proteine (Mangmool und Kurose, 2011Diese Inhibition des G-
Proteins hat zur Folge, dass es zu einer Akkumulation von cAMP in Zellen kommt, was auf
Dauer toxisch fur die Zelle igMangmool und Kurose, 2011Die Reaktion auf das Toxin
dient als Klassifizierungsmerkmal fur die Subfamilie gefR&€R. KiKanale werden -PCR
vermittelt aktiviert, auch bei einem mechanisch induzierten Stimulu4.@&1.1und 3.2.3.

Die Inkubation von fg-PCRund KirKanaliiberexprimierenden CH®&1-Zellenmit PTXhatte

zur Folge, dass ke Signaltransduktion mehr unter einem mechanischen Stimulus
stattfinden konnte (siehe 3.2.5. Dies bestétigt, dass die Stromzunahme vonkKginalen
unter hypotonerLdsung durch eine mechanisctduzierte Aktivierungund anschliel3ende
Signaltransduktion vongPCRan die KirKanale verursacht wird

Die einzelnen detaillierten Ablaufe der Signaltbertragung zwischen GPCR und TRPC5 sind fur
die verschiedeneiGPCRSubfamilien unterschiedlich ausgepragt untersucht worden. Die im
Zuge der vorliegenden Arbeit durchgefuhrten Untersuchungen weisen jedoch darauf hin,
dass neben den {z:-PCR auch eine Aktivierung des TRPC5 d@gFPCRund eine
Interaktion mitGs-PCRstattfindet.

Gy11-PCR beeinflussen andere molekulare Effektoren aBGR und #-PCR (4.1.1). Es ist
bekannt, dass das in Folge einer Stimulation di€egeptoren involvierte PiReine Rolle in

der TRPGAktivierung spielt(Schaeferet al, 2000) Die Potenzierung durch BJRKalzium

oder Phosphorylierung ist ein allgemein gultiger Aktivierungsmechanismus fur lonenkanéle
und gilt auch fur die TRRanale(Trebaket al., 2009) Beziglich der Signalibertragumwgirde
spekuliert,2 6 o -URtdrénheit des Gii-Proteins an den TRPC5 bindet und ihn dadurch

I 1 G A @Parfakhhér, 2015)Die PLC konnte ebenfalls einer Akivierung des TRPC5
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fuhren. Wie anhand von Photorezeptoren BDrosophilagezeigt wurde, verursaciRLC eine
Protonenfreisetzende enzymatischeeaktion(Gudermann und Mederos y Schnitzler, 2010)
Hier bewirkt die Aktivierung der PLC durch die Freisetzung von Protonen eine Ansduerung
des umgebenden Milieus um OgH. TRPCSind Protonepsensitiv undwerden bei sauren
pHWerten aktiviert (Semtneret al,, 2007) Kurzlich konnte bei der bis dahin oftrkoovers
diskutierten DAGAbhangigkeit der Signalwegs zwischeny1:&CR und TRPC5 ein
Durchbruch erzielt werde(Pardatscher, 2015; Storeh al., 2017) Bisher war angenomnme
worden, dass im Gegensatz zu allen anderen Vertretern der TRPC die TRPCA4/5 nicht alleine
durch das PLrodukt DAG aktiviert werden kdnnen. Sie galten als-iD8€hsitiv. Storclet

al. konnten zeigen, dass der DASensitive Zustand der TRPC4/5 in eilehGsensitiven
Zustand umgewandelt werden kann. Zunachst muss @&IRiniert werden. Dies fuhrt zu
einer Konformationsdnderung am-Xeérminus des Kanals, woraufhin das sonst gebundene
DS NN & & LSBT eXchangerregulatory factofNHERFproteind abdissoziiert und den
Kanal sensitiv gegenuber DAG macht. Damit konnte ein entscheidender Fortschritt in der
Aufklarung der Signalkaskade zwischgn:@&CR und TRPCS5 erzielt werden.

Die Untersuchungder Regulation von TRPC5 durch-PGR konzentrierersich fast
ausschlie3lich auf denAR (s3.2.2.]). Bei diesenRezeptorwird vermutet dass er nicht in

der Lage ist, TRPC5 zu aktiviertes.konnte jedoch gezeigt velan, dass bei der Aktivierung

des i ;AR neben dem klassischen ¢Broteinvermittelten Signalweg auch weitere
Effektorproteine beeinflusst werdendie wiederum einen Einfluss auf die TRRARBvitat
ausitben kénneifHonget al, 2012) Nach der Aktivierung von,AR konnterHonget al. eine
Zunahme vorKalziumStromen beobachten. Obwohkein konkreter Kalziumkanal ermittelt
werden konnte,wurde gezeigt dassdurch eine externe Aktivierung derlPs-Rezeptoen
Kalzium frei gesetzt wirdwelches wiederumden TRPGS5trom verstarka kann. Des
Weiteren wird vermutet, dass cAMP unBhosphdnositid-3-Kinasen RI3K) die beide
wichtige Komponenten deGs-PCRSignalweg darstellen zum vermehrten Einbau von TRPC
Kanélen in die Membran fuhrgiBezzeridegt al., 2004; Goeét al, 2010) So konnten Hong

et al. nach der Unterdriickung des hauptsachlich angeschalteten Signalwegs tber AC und
cAMP eine Stromantwort des TRPC5 durch Isoprestitimulierte i ;AR detektieren Das
bedeutet, dass der ;AR indirekt regulierende Effekte auf den TRPi@benkann. In der
vorliegenden Arbeit wurdenjedoch weder unter Agonistenstimulatiomoch unter

mechanisch induzierter Aktivierung Stromzunahmen beobacliies weist darauf hindass
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in Folge einer Aktivierung eines klassischeiP®Gtein gekoppelten Rezeptors keifi&®RPCb
Aktivierung stattfindet. e anderen im Zuge der vorliegenden Arbeit untersuckBeiP CRo-
HT,aR CGRRund VPACR weiseralle dieEigenschafauf, dass sie mit mehreren-B&otein
Subtypen interagieren konnen. CGRPR und VPAEtRselwirken zwar vorrangig m-
Proteinen, konnen aber auch mit,sund Gy11-Proteinen koppeln(Dickson ud Finlayson,
2009; Langer, 2012; Walket al., 2010; Westoret al,, 2016) 5-HT;aR koppeln neben &
Proteinen auch ¢13-Proteine(Kvachninat al., 2005) Daher kanrspekuliertwerden, dass
die Stromzunahmen in diesen TRA@Sierten Messungen nicht iRolge einer GProtein
induzierten Signalkaskade stattfanden, sondern durch andelfed®ine vermittelt wurden.
Eine Uberlegung zur Uberpriifung dieser Theovie eine vorangehende PTixkubation

der Zellen oder der Einsatz des spezifischgin-BCRBlockersYM-254890(Nishimuraet al.,
2010)

Die SignalibertragungzwischenGy,-PCRund der auf der phylogenetischen Klassifizierung
beruhenden Subfamilie TRPC4/TRRZ et al, 1996) sowie die Frageinwiefern Gyii-

und Gy,-PCRSignalkaskadennteragieren, wurde bereitsvon verschiedenen Gruppen
untersucht Jeonet al. postulieren, dasdie h-Untereinheiten von sowohl £z1- als auchGy,-
Proteinen die Signaltransduktion bestimmédeonet al, 2012) Dabei soll, entgegen der
bisherigen Vermutung, dies{z-Untereinheit zu starkerer TRP@ktivierung fuhren als die
Ggu- Y U SNB A y K-BteteidheibderNFProteine wird keine direkte Involvierung in
die Kanalaktivimung zugesprochen. Hier wird eher eine indirekte regulierende Funktion
durch die Inaktivierung derh-! Yy G SNBEAYKSA 0SA -UntkrgifReizy 3 |y
angenommen. Wo Schaefat al die PLC or PLC als bestimmendes Protein in der
TRPCA4/8ktivierung saheriSchaefeet al, 2000) vermuten Thakuet al. ehe G,o-Proteine

als hauptsachlichen Signalubermittler, und dabei zusatzlich eine Uberraschende starke
Abhéangigkeit von dePLC1 (Thakuret al, 2016) Durch den Einsatdes PLGBlockersU-
73122 konnte die Beteiligung einer PLI@ der nechanisch induzierten Signalkaskade
zwischen TRPC5 ungBCRbestatigt werden(3.2.6). Interessanterweise konnte bei TRRPC5
und Go-PCRiberexprimierenden, PTFiXkubierten HEK29Zellen ebenfalls keine
Signaltransduktion nach einer mechanisch induzierten Aktivierung beodiasletrden. Dies
bestétigt, dass entweder das» g’rotein selbst oder in der nachfolgenden Signalkaskade
auftretende Effektorproteine als Signalibermittler zwischen TRPC5 waB@R dienerDie

parallele Applikation spezifischer RezeptorblockeB.&.4) und Messungen aausschliel3lich
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TRPChiberexprimierenden Zellen (8.2.3 bestétigten durch Ausbleiben eines Effektes

nach einem mechanischen Stimulus die Rolle dgPGRals mechanisch sensitive Proteine.

Die Aufklarung des genauen Signalweges zwischeRGRund TRPCbHzw. der Regulation
von TRPC5 durchs8CRbedarfnoch der weiteren Untersuchung. lbbildung45 ist eine
Ubersicht Uber die derzeit bekannten und postulierten Details der Signaltransduktion

zwischen GPCR und TRPC5 zusammengestellt.

Mechanischer Reiz

IP, +DAG 3

Ca2+
—PIP,
Na ‘fca**
Intrazellular

Extrazellular TRPC5

Abbildung45: Zusammenfassung der Aktivierungswege des TRPC5 tber GPCR

Schematische Dasdtung einer Zelle mit Rezeptoren der drei verschiedenen-Gltgamilien (G, G, Gj,) sowie des

TRPC5. Dargestellt sind die soweit bekannten Details der Signalweitergabe (griine Pfeile) nach Aktivierung der GPCR (griine
Strukturen in der die Zelle umgenden schwarzen Membran) durch einen mechanischen Reiz. Eine Interaktion ist durch
einen gestrichelten Pfeil gekennzeichnet, ein Umsatz Gber ein Enzym durch einen schwarzen Pfeil. Nach der Stimulation eines
Gy11-PCR (links oben) aktiviert dieser dieiRldiz PIPzu IR und DAG umsetzt. Der TRPC5 kann in einengeAsitiven

Zustand umgewandelt werden, wedas den TRP@BhibierendePIR eliminiert wird. Im Falle des{®CR (Mitte oben) kann

dieser nach demechanischen Aktivierung ni{alziumregulierenden Elementen wie deiRs-Rezeptor interagieren, was zu

einer Zunahme an intrazellularem Kalzium fihrt. Kalzium kann T8t#R@Be verstarkerZusatzlich kbnnen manche-BCR

auch mit G, Gyi,- und Gyus-Proteinen (letzteres nicht dargestelltinteragieren. Die Signalweitergabe nach der
mechanischen Aktivierung ein&,-PCR (rechts oben) erfolgt entweder Uber digUBtereinheit des gespaltenen- G

Proteins (gruine, halbierte Kugel) oder/und durch eine Interaktion zwischen gefRPC& und Kalzium. D&sn kann

einerseits selbst den TRPC5 verstarken und andererseits dig 8kivieren, die wiederum eine Rolle bei der TRPC5
Aktivierung spielt. PLC =hdspholipase C; AC Adenylytyclase; PWPP = PhosphatidylinositolbisphosphatlR =
Inositoltrisphosphat DAG = Diacylglycerin cAMP =cyclisches Adenosinmonophospha&TP =Adenosintriphosphat
Angepasst voStorch et al., 2012)

4.2 Untersuchung von cAMBpiegelanderungen nach, @ CR;Aktivierung

Fluoreszierende Proteine erlauben die Visualisng zellularer Strukturen in Echtzeit
(Giepmanset al., 2006). Durch sie ist es mdglich, zellulare Strukturen wie Organeiteh

kleine Molekile wie Proteine odeéntrazellulare Signalmolekitau untersuchen. Um cAMP
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Spiegel in lebenden Zellen zu untersuchemyde eine Methode weiterentwickelt, die auf
dem cAMPBIosensor Epac basidKlarabeek und Jalink, 2014)

4.2.1 Epaebasierte cAMPSensoren

Ein Ziel dieser Arbeit war es, Egmsierte cAMFSensoren zu optimieren, um die
mechanische Aktivierbarkeivon Gj,-PCRoptisch messen zu kdnnen. Diegensoen
wurden anschlieRend mit den von andar Gruppen veroéffentlichten Sensoren verglichen.
Verschiedene Optimierungen an den Fluorophoign2.1.8§ und am Epadérotein selbst
fihrten zu Sensoren mit untechiedlichen Eigenschaften. Durch den Einsatz mdfenus
und mTurquois€) kann eine deutlich hoherkeuchtdichte und héhere Stabilitéat gegentber
pHWert- und lonenkonzentrationsanderungeerreicht werden (Goedhartet al., 2012;
Kremerset al, 2006) Allerdings zeigten diem Zuge dieser Arbeigntwickelten Sensoren
mV-EpacimTqg2 und mvEpac2mT keine erhéhten FRESignale in der experimentellen
Anwendung, was zeigt, dass eine verbesserte Stabilitdt der Fluorophore nicht Zivdiggsl
einer hoheren FREHTfizienz resultiert. So ist der zytoplasmatisch lokalisierte und katalytisch
inaktive SensoEpacS'“imstande, cAMFSpiegelanderungen im Bereich von-Qa0 pM zu
detektieren (Klarenbeeket al, 2011) wohingegen die von der Gruppe um V.Okdev
entwickelten cAMFSensoren EBgWerte von 2,4 uM (YFBpaciCFP) und,9 uM {YFP
Epac2CFPp aufweisen (Nikolaev et al, 2004) Ein entscheidender Faktoin der
Sensorentwicklung iglie Verwendung von mTqg in Kombination mit einem Tandémnus,
sowie der Einsateon zirkular permutierten Venugluorophoren(Bairdet al., 1999; Topelkkt

al., 1999) Die Ergebnisse zeigettass deEpacS™® -Sensor der derzeit am besten geeignete
Sensor fur FREMlessungen mit einer erwinschten hohen FFHgnaleffizienz, einer

verbesserten Photostaléit und einem erweiterten dynamischen Bereich ist.

4.2.2 Darstellung G und Go-PCRrermittelter cAMPSpiegeinderungen

Durch den Einsatz vooAMRSensoren konntetereits zahlreiche neue Erkenntnisse Uber
die raumliche und zeitliche Aufldsung der Ablaufemamer G-PCRAktivierung gewonnen
werden (Gesellchenet al, 2011; Nikolaevet al, 2004; Vardjanet al, 2014) In der
vorliegenden Arbeit war anhand vonsBCReine valide und zuverlassig Methode

entwickelt worden um diecAMRSensorerfir eineUntersuchung von fg-PCR einzusetzen.
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4.2.2.1 Vorstimulation mitorskolin

Eine Vorstimulation mit FSK wird &hnlich wie in radioaktiven Vielzellbestimmungsmethoden
verwendet, um den cAMBpiegel in Zellen kiinstlich ethohen(DiRaddcet al., 2014, Glass

und Felder, 1997)Dies erweist sich als entscheidender Vorteil bei der optischen Detektion
von cAMPSpiegelabnahmemweist jedoch den Nachteil auf, dass so in die endogene céAMP
Regulation eingegriffen wirdind daher keine physiologischen Bedingungen vorherrschen
Bei Untersuchung de,-Protein gekoppelten Rezeptoren Apelin, Dopab® und5-HTa
konnte so bereits die cAMBpiegelabnahme mit Epdasierten Sensoren detektiert werden
(Ceraudoet al, 2014; Masriet al, 2008; Salonikidi®t al, 2011) Die Ergebnisse der
Messungen unter Einsatz der Sensoren -Ep&c1CFP,YFPEpac2CFR m\tEpacimTq2,
mV-Epac2mT und H74 zur Ermittlung der durch,aR und pR verursachten cAMP
Spiegelabnahmen bestatigten die Notwendigkeit der Vorstimulation mit R@&Kmittels FSK

war mit den oben angegebenen Sensoren eine Signalveranderung detektierbar, die
eindeutig ausgelesen werden konnte. Dabei war eine submaximak&éi&entration von 1

UM gewahlt worden, da hohere Konzentrationen wie 10 pM zu einer Uberptaxiu von
cAMPTfuhrte. Agonistenverursachte FRESignaldnderungen konnten durch die Applikation
von Rezeptorblockern signifikant verringert werden3sS.1und 3.3.2), was zeigt, dass di

Signale spezifisch waren.

4.2.2.2 Methodische Voraussetzungen

Fiar die erfolgreiche Versuchsdurchfihrung war von grof3er Bedeutung, vor jedweder
Applikation eines Stimulus abzuwen, bis sich das System in einem Gleichgewichtszustand
befand. Dieser Zustand spiegelt einen insgesamt gleichbleibenden -&pMBel in der
gemessenen Zelle wideBildung und Abbau befinden sich dann in allen Kompartimenten
der Zelle im Gleichgewicht. Brisste je hach cAMBensor und Rezeptor zwischen etwa 1,5

6 JAR und YREpact Ct 0 dzy R -ARpnd&Epag @ gewartet werden. Griinde fiir

die lange Equilibrierungszeit kdnnten der relativ langsame Austausch der Badlésungen in der
Messkammer sein, &NJ | dzOK Sy R23Sy SELINX Y MENdwsh bdry R 1 2
der Messung ebendieser als auch bei der Untersuchung der anderen GPCR. B8t Epac
Sensor liegt im Gegensatz zu den Epac$&@soren hauptsachlich zytosolisch vor. Dadurch
kann es zu eineBindung von Sensor und cAMP in einzelnen Mikrodomanen kommen, die
sich ebenfalls erst einpendeln mugsalebiro und Maiellaro, 2014)

Als weiterer Punkt fir eine erfolgreiche Versuchsdhfitihrung war eine optimale Wahl der
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zu untersuchenden Zelle ausschlaggebend (sieche @u15.9. Bei Uberexpression von
cAMRSensoren kann es dazu kommen, ddiese intrazellular aggregieren ugdbwonhl sie
stark fluoresziererg, nicht mehr in der Lage sind cAMBpiegelanderungen zu detektieren
(Salonikidiset al., 2011) Dies stellt den Grund dar, warum eine mittelstark und dabei

hauptsachlich an der Membran fluoreszierende Zellegawéhlt werden sollte

4.2.2.3 Kinetik und Erfolgsrate

Unabhéngig von den methodischen Voraussetzungen konnten bei den verschiedenen
Sensoren unterschiedliche dynamische Bereiche hinsichtlich der Detektion deSKEREE
beobachtet werden(s. 3.3.3. Den limitierenden Schritt stellt bei der Verwendung von
cAMRSensoren die cAMBIldung durch die AC dar.isBzur cAMFPAkkumulation oder
Hemmung derer verdeen ca. 30 ¢Lohseet al, 2012) Bei Kinetikmessungen mit den GPCR

i ,AR ho)Rund PR wurden je nach verwendetem cAM8Bnsorund Rezeptor Aktivierungs
Werte zwischen 34 und 63 s ermittelt. Das kiurzere Ende des Spektrums liegt dabei im
Bereich der normalen cAMRkkumulationsdauer, das hohere Ende aulierhalb des
erwarteten Wertes. Grund hierfir kann sein, dass die Kinetik sowahl Erpressionslevel

des Rezeptors als auch derP®&teine abhéngt, sowie vom verwendeten Zellsystem
(Vilardagaet al,, 2009) Ein weiterer Faktor ist die zellulare Verbreitung des cA3¢Rsors
selbst. Nur wenn dieser einheitlich und im gesamtfir méglichen Zellraum verteilt ist, ist
eine optimale Erfassung der cAM#®derungen moglich. Des Weiteren ldgr i ,AR auf
einem endogenen Expressionsniveau in HEKZ9&n vor, d.h. es kénnte ein suboptimales
Niveau an Rezeptor vorgelegen haben.

Die Ergebnisse zeigen, dass bei den diversen Rezeptoren und Sensoren auch hinsichtlich der
MessErfolgsrate Unterschiede auftratenAlle untersuchten EpaSensoren waren
grundsatzlich dazu in der Lage, dynamische cAdiegelanderungen zu detektieredu
beobachten war, dass die Optimierung der Sensoren offensichtlich zu einer héheren Mess
Erfolgsrate gefilhrt hatteBei den Sensoren Ep&c™®’ und EpaeS'’* war eine Entfernung

der Membranbindestelle sowie des katalytischen Zentrums vorgenommen wosiehe

audh Abschnitt2.1.12 Die SensorerYFPEpaciCFP, YFBpac2CFP, m\EpacimTqg2 und
mV-Epac2mTqg2 besal3en diese Merkmale nicht. Die hohere Me$slgsrate mit den
Sersoren EpaS™®’ und EpaeS'“kanndarauf beruhen, dass bei den Sensoren-Ep&ct

CFP, YFBpac2CFP, m\EpacimTqg2 und mMEpac2mTqg2 das aktive, an der Membran

lokalisierte Epa®rotein einen Storfaktor darstellt.
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4.2.3 Eignung der Sensoren zur DarstelkmyGo-vermittelten cAMFSpiegelabnahmen

Unter den untersuchten Sensoren erwies sich BpaeS'’“Sensorls der Sensitivste, wenn

es um die Detektion der FRBignalanderung nach FSMkrstimulation ging Eine
Vorstimulation wamicht mehr nétig, wenn der Epe&'*®“Sensoreingesetz wurde. Durch

die durchgefiihrten Verbesserungen besitzt dieser Sensor eine 2,5fach hohere Affinitat zu
cAMP. Dies fluihrte bereits bei Messungen mit dem adrenergePCGR , zu einem deutlich
erhohten d/namischen Bereich. Aufgrund seiner hohen cAAMfihitat war es mdoglich,

Verringerungen des basalen cAMBiegels durchG,,-PCRAktivierung zu detektieren.

Bei der Bestimmung des &@®Vertes fiur DAMGO in Untersuchungen des PR in Kombination
mit dem EpacS"'®-Sensonwurde én Wert von 91 pM ermittelt Im Vergleich dazu wurde
bei der Bestimmung des EfWertes mit Vorstimulation durch FSK in einer klassischen
VielzellBestimmungsmethode durch Markierung der Zellen fhitAdenin und Kalkulation
des umgeseten *H-cAMP ein beinahe 100fach hoherer Wert ermittelt (8,4 n(B)akeet

al., 1997) Dies zeigt, dass der Sensor mit hoher Sensitidiét CAMPSpiegelanderung

187.Sensoreine

detektieren kann.Henworzuheben istau3erdem dass durch derEpae
Messung der FRESignale auf Einzelzellbasis mdoglich ist. Dadurch wird kein Durchschnitt
aller Zellen gebildet, der womdoglich auch abgestorbene oder nicht reagierende Zellen
miteinschliel3t, sondrn der konkrete Wert einer Zelle bestimmt. Durch die Bildung des
Durchschnitts mehrerer Einzelzellmessungen kann so eneétzliche methodische
Steigerung der Sensitivitat erlangt werden. In der vorliegenden Arbeit erméoglichsesdie
Zusammenspiel den r&atz des EpacS"®-Sensors bei der Bestimmung von cAMP
Spiegelabnahmen nadh,,-PCRAktivierung ohne vorherigé SKVorstimulation.

Ein weiterer Vortelil ist, dass durch den Einsatz der Bmsoren ohne vorangehende FSK
Stimulationeine Bestimmung de6,-PCRAktivierung unter physiologischen Bedingungen
maoglich ist. Obwohéine Aktivierungsbestimmunguch durch andere FREEchnikbasierte
Methoden, wie z.B. durch«GFRETSensoren durchfuhrbar igvan Uneret al., 2016) wird

hier durch die Uberexpression von-oteinuntereinheiten in die endogene Stdchiometrie
von Rezeptoren und Broteinen eingegriffenDa die GProteine bei den EpaSensoren
nicht beeinflusst werdermund in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte, dass bei

Verwendung des SensoEpaeS'*® keine Vorstimulation durch FSK mehr nétig kginnten
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die Epaeasierten Sensoren ein geeignetes Werkzeug darstellen, um <€AMP

Spiegelanderungen im physiologischen Bereich auf Einzelzellbasis zu visualisieren.

4.2.4 Eignung dereéhsoren zur Darstellung der mechanischen Aktivierbarkeit

In der voriegenden Arbeit musstéestgestellt werden, dassin Einsatz der Epdmasierten
cAMRSensoren als Detektionsmoglichkeit der mechanischen AktivierbavkeitG,,-PCR

unter den angewandtenBedingungen nicht moglich war. Dabei waren neben der
mechanischen  Aktivierung durch hypoosmolare Losung noch zwei weitere
Applikationsmethoden der mechanischen Aktivierung untersucht worden, die aber zum
gleichen Ergebnis fuhrtefs. 3.3.4).

Im Zugeder vorliegenden Arbeitvaren GPCR zunachst auf endogenem Expressionsniveau
untersucht wordenBei den Messungekonnte nach Stimulatiorbeobachtet werden, dass

es bereits bei endogen exprimierten GPCR zu Fluoreszenzsignalanderungen kam. Dies
bedeutet, dass obwohl hier noch die nicht optimalsten cAS#sorenY FPEpac1CFP und
mV-EpacimTq2 eingesetzt worden waren, eine sehr hohe Sensdiviles Messsystems
vorliegt. HEK29Zellen exprimieren endogen neben demARden Adenosin A2Aund A2B
Rezeptor (beide & / w0 I RSY Rekdbtyr SHLEPSR), die-BiTip 6 7(Go-PCR,
G-PCR, GPCR), den muskarinischerAcetylcholinM3-Rezepor (Gy11-PCR), den
EndothelinARezeptor (G1:-PCR) und den Opioidl-Rezeptor (¢»-PCR)(Atwood et al,

2011; Thomas und Smart, 200%)a einige davon den cAMBpiegel regulieren kdnnen, ist
deren Aktivierung anscheinend ausreichend, um eine FR@alanderung hervorzurufen.
Bemerkenswerterweise variiertejge nach Messung undhechanisbhen StimuliZunahmen,
Abnahmen gleichsinnige Fluoreszenzénderungen oder nicht vorhandene Fluoreszenz
anderungen. Ein vergleichbares Bild zeigte sich auch bei dmhkel3enden Analyse von
Uberexprimierten G,,-PCR. Der Anteil an nicht verwertbaren Messungen in Form von
gleichsinnigen Fluoreszenzanderungen oder nicht vorhandenen Fluoreszenzanderungen war
dabei (aulRer bei der Stimulation durch Scherspannung) allesdielgtiv hoch (5@ 58 %).

Bei Vergleich der verschiedenen mechanischen Stimuli war aufgefallen, ufdes
extrazellularem Uberdruck eine zu steile Kinetik vorherrschte, als dass das Signal tatsachlich
durch eine Veranderung des cANBRiegels verursachterden konnte. Dabei handelt es sich
womoglich um Bewegungsartefakte, was diese Art des mechanischen Stimulus als

experimentelles System disqualifizieAls idealer mechanischer Stimulus erwies sich unter
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den gegebenen Bedingungen die Scherspannung. kdienten alle Messungen verwendet
werden, und sowohl bei endogen exprimierten GPCR als auch bei UberexprimigstBICB®

kam es hauptsachlich zu Signalabnahmen. Der Vorteil dieser Art der mechanischen
Stimulation besteht darin, dass es zu keinem Wassetreimsin die Zellen kommt. Dadurch

wird eine Verdinnung von zytosolischen Komponenten wie lonen und diversen
Makromolekilen sowie eine Veranderungen des ZytoskeletrmiedenZusammenfassend

kann gesagt werden, dass es unter Anwendung der cABHW3otaserten
Untersuchungsmethode schwierig ist zu differenzieren, nobchanisch induzierte AMR
Spiegelanderungen durch endogene oder tUberexprimierte GPCR verursacht wurden und die
Methode in dieser Form ungeeignet ist, einzelne GPCR zu analysieren. Um dieddmgven
dennoch zu ermdglichen, kdnnte ein anderes Zellsystem verwendet werden, in dem die
endogene Expressiomon GPCR nicht so ausgepragt ist wie bei HEZ288n. Aul3erdem

ware es sinnvoll, zukinftig ausschlie3lich die Scherspannung als mechanischdosStimu
derartigen Experimenten einzusetzen, da diese die vielversprechendsten Ergebnisse lieferte.
Eine Etablierung der Ep&ensoibasierten Messmethode in der Untersuchung der
mechanischen Aktivierbarkeit von GPCR wirde einen zusétzlichen Betrachtikedsien
Rezeptoraktivierung hinsichtlich ihrer Auswirkung auf die cAgRgelregulierung

erlauben.
4.3 FREImikroskopische Untersuchungen der Mechanosensorik direkt-2CR

Dynamische intramolekulare FREEssungen ermdglichen digeitliche und raumliche
Aufzeichnung der Fluoreszenzintensitatsanderung eines Donors und eines Akzeptors in
einzelnen Zellen. Durch die Insertion von beiden Fluorophoren in ein und dasselbe Protein
wird ein immer gleichbleibendes Verhaltnis der Fluorophore garantiert. Diese fixe
Stochiometrieermoglichteine wesentlich einfachere AuswertuiDepry und Zhang, 2010)

So ist es nicht notig, die absolute FRHflzienz zu quantifizieren, solange ein eindeutiges
Signal zu ermitteln ist. Des Weiien kdnnen variable Expressionsniveaus der einzelnen
Fluorophore innerhalb eines bestimmten Rahmens vernachlassigt werden, da ein optimales
Verhéltnis bereits durch die Auswahl der Messweise garantierfDeticetteet al., 2016)

Drei Vertreter der ¢-PCR-Subfamilie,",», 5HT;g und p, waren als Rezeptorsensoren
hinsichtlich ihrer Aktivierbarkeit durch ihre Agonisten und durch hypoosmolare Lésung

charakterisiert worden.
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Interessanterweise konnte bei der Untersuchung des-FRE¥Sensors unter Guanfaein
Stimulation eine hthere ERFSignalabnahme detektiert werden als bei der Erstverwendung
des Rezeptorsensors mit Noradrenglifilardageet al., 2009) Der héhere Wert der im Zuge
dieser Arbeit durchgeflihrten Messungen kann arr #déheren Spezifitat von Guanfacin
gegeniber Noradrenalin arm,aR liegen, da diverse Agonisten je nach ihrer intrinsischen
Aktivitat zu unterschiedlichen Signalen fihren koniign et al,, 2009)

In Kontrast zu den im Zuge dieser Arbeit generiertedTos-FREISensoen und pFRET
Sensoen, waren im h,xFRE¥Sensor noch zwei komplette Fluorophore in den
Wildtyprezeptor eingefligt worden. Diese Methode war durch die Insertion eines viel
kleineren Bindemotivs fiir einen Fluorophor optimiert worden. Dadurch ist es mdglich, dass
die Markierung mit einem Fluophor nicht auf DNAcbene stattfindet, sondern erst nach
der ProteinexpressioiiHoffmannet al, 2010) Die auf einer hohen Affinitat, jedoch hte
kovalenten Bindung beruhenddarkierung mit FIAsH war beimtbT;g-FRE¥Sensorund
FRETSensor durchgefihrt worden Der freie Fluorophor leuchtet nicht (geringe
Hintergrundfluoreszenz), wird nicht ausgewaschend flihrt so zu einer geringeren
Ausbleichrate der aktiven Fluorophore. Dies erlaubt eine Messung Uber langere Zeitraume
wie in vorliegenden Experimenten gefordert. Die herausragendsten Vorteile liegen bei der
verwendeen Messtechnik aber im kleinenTetracysteinBindemotiv, das bei der
Untersuchung von GPCR im Gegensatz zu eingefugten Fluorophoren wie GFP/YFP/CFP keine
nennenswerte StérgrolRe darstellt. Weiterhin weist das FR&r FIASH/mTqg2 eine 5fach
hoheren Signalamplitude gegeniiber dem FRBar YFRIFP aufZurnet al, 2010)

Mittels der drei FRERezeptorsensoren konnte die Mechanosensitivitdt durch die FRET
Signalanderung auf Rezeptorebene bestétigt werden. Dabei konnte beobachtet werden,
dass die Rezeptoren mit einem grofReren FRIEgh& auf den mechanischen Reiz reagierten
als auf die Stimulation durch den jeweiligen Agonisten. Interessanterweise zeigten die
Effekte unter hypoosmolarer Losung auch eine schnellere Kinetik auf als die Agonisten
Effekte. Dies konnte ein Hinweis darauf sedass flir den Agonisten und die mechanische
Aktivierung zwei unterschiedliche aktive Rezeptorkonformationen vorkommen und dass
diese auch mit einer unterschiedlichen Geschwindigkeit eingenommen werden kdnnen.
Diese Ergebnisse stehen in Einklang zu deenBthissen von Yasudet al, der einen
eigenen Konformationszustand fur die mechanisch induzierte Rezeptoraktivierung postuliert

(Yasudaet al, 2008) Inwiefern sich mechanisahduzierte und Agonisteinduzierte
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Konformationen gegenseitig beeinflussen, dvkrstarken, verhindern oder miteinander in
Konkurrenz stehen, bleibt derzeit noch im Detail zu untersuchen.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass mittels -RBESptorsensoren die
Mechanosensitivitat dreier verschiedener,&CR in einer zweiten unabhangigeRET
Technikbasierten Untersuchungsmethode bestatigt werden konnte und dass dieses

Messsystem weitreichende Anwendungsoptionen ermdglicht.

4.4 Die Rolle der Messsysteme fur die Ermittlung der Mechanosensitivitat von

G-PCR

In zwei lonenkandbasierten Messsystemen in der Elektrophysiologie, Uber die Detektion
dynamischer cAMBBpiegelanderungen in FRBEEssungen und durch FRET
Rezeptorsensoren konnten weitreichende Informationen zur mechanisch induzierten
Aktivierbarkeit erlsacht werden. Da sich dieerschiedenen Messsystentensichtlich ihrer
Effektorproteineunterscheiden bestehenbei der Signaldetektion Abstufungen hinsichtlich
der Nahe zur untersuchten Zielstruktur GPOR. elektrophysiologischen Ansétze erbringen
valide, jedoch immer nur indirekte Daten bei der Rezeptoraktivierung durch mechanische
Stimuli. Die Ermittlung von cAM$Bpiegelanderungen durch direkte Sensoren dieser
intrazellularen Signalmolekilstellt eine Detektionsmethode mit hoher Sensitivitdt und
wesertlich naher am Rezeptor dar. Hier war jedoch keine Darstellung der mechanischen
Aktivierbarkeit einzelner GPCR mdoglich. Eine Mdglichkeit, Ablaufe wie die mechanische
Aktivierung direkt am Rezeptor zu untersuchen, bieten die entwickelten -FRET
Rezeptorsensan.

Aufgrund der verschiedenen lonenkanéale und Zellsysteme in den elektrophysiologischen
Messsystemen ergaben sich diverse Unterschiede beziglich der Charakteristikdemund
Anwendbarkeit der Systeme.

Sokdnnen anhand der KiKanalbasierten Messsystemausschliel3lich g-PCR untersucht
werden.Dabei erwiesen sich beide #ianalKonstrukte als gleichwertidpas TRPGhasierte
Messsystem isin der Lage, die Aktivierung aller drei im Rahmen der vorliegenden Arbeit
untersuchten GPGBubfamilien darzustedh. Obwohl beide lonenkanaleir3.Xund TRPG5
basalaktiv sind, wurde bei Vergleich der Basalstromdichten deutlich, dassiclidsallder
Kir3Xinnerhalb der untersuchten Rezeptoren statistisch signifikant unterschiedlich ausfielen

(s. 3.5, Abhildung 40). Dies deutet auf eine unterschiedlich hohe konstitutive Aktivitat der
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Rezeptoren in den verwendeten Zellsystemen hin. Da sich das Expressionsmuster an
endogenen Rezeptoren zwischen CHK&Zellen und HEK29Bellen unterscheidet
(Schonbrunn und Steffen, 201Xann dies auch Auswirkungen auf die Uberexpression
anderenRezepbren haben(Thomas und Smart, 2009)as bedeutetdass fir einen validen
Vergleich verschiedener GPCR in Messsystemen mit hohen konstitutiven Aktivitaten der
Rezeptoren die jeweiligen Basalstromdichten von den maximalen Stromdichten der Effekte
abgezogen werden sollteroder vorangehende Experimente mit inversen Agonisten
durchgefiihrt werden sollten

Eine weitere interessante Beobachtung konnte durch die Analyse der Koexpression von
TRPC5 und GPCRBemacht werden. Obwohl bei beiden GP&bfamilien die
experimentellen Ablaufe der Uberexpression gleigaren, konnten bei der Koergssion

von Go-PCR und TRPCS tendenziell groRere Effekte unteg-Apflikation beobachtet
werden als unter der Koexpression vogRER und TRP&ie weist erneut darauf hin, dass
womdglich keine direkte Signalubertragung zwischen den beiden letztgésariProteinen
stattfindet, sondern das ander&trukturen wie die Aktivierung von Kalziumkanalen oder
alternativen GProteinSubtypenzu einer Aktivierung des TRPCS5 fuh{gd.1.3.

Ein weiteres Charakteristikum der kteophysiologischen Messsysteneegibt sich anhand

der biophysikalischen Eigenschaften der beiden lonenkanileKanale haben nur bei
negativen Spannungswerten eine hohe Offenwahrscheinlichfk¢ginser und Scholtyssek,
2000) TRPC5 jedoch sowohl bei negativen als auch bei positiven Spannungswerten
(Semtner, 2010) Ein Vorteil der TRP@®&asierten Messmethode ist daher, dass
Stromdichtezunahmen i&inwarts als auch in Auswartsrichturfgr eine valide Auswertung
herangezgen werden kénnen. Bei Kitanalbasierten Messsystemen kann meist nur die
Zunahme des Stroms in Ei@ktsrichtung ausgelesen werdeimteressanterweise konnte
auch teilweise bei den KiKanélen der Auswaértsstrostatistischausgewertet werden, wenn

die jeweiligen Basalstrome subtrahiert worden wardbdieszeigt dass die Subtraktion der
Basalwertevon den Effektenein geeignetes Mitteldarstellt, um die Selktivitdt eines
Messsystemgu erhéhen

Bei Vergleich der Effektgrofle konnten im TRB&Serten Messsystem eindeutig
Unterschiede beobachtet werden Die verschiedenen Stimuli waren in einem
unterschiedlichen Ausmald dazu fahiglen Rezeptemduzierten TRPCSignalweg zu

aktivieren.Normiert man beide Effektauf den LaGlEffekt wird deutlich,dassder uR und
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der 5-HT;gR im Vergleichzu den jeweiligen Agoniste&ffekien am starksten durch einen
mechanischen Stimulus aktiviert werden kénnen und der M2R am geringBimse
Erkenntnissegeben einenHinweis aufeinen unterschiedliche Aktivierungsmechasmus

durch einen mechanischen Reiz und sprechen letztendlich auch flr verschiedene aktive
Rezeptorkonformationen.

Obwohl sich imonenkanalbasierten Messsystemedie Osmolatat der hypotonen Lésung

mit 250 mosm/I von jener indem FREJRezeptorsensebasierten Messsystenmit 150
mosm/| unterschied, war eine qualitative Aussage Uber die Klassifizierung der untersuchten
Rezeptoren hinsichtlich ihrer Mechanosensitivitat untereinander gut maoglich. Die
Auswertung der um die Basalwertelgrahierten Effekte unter hypoosmolarer Losung weist
jedoch in allen drei Messsystemen unterschiedliche Favoriten hinsichtlich der Héhe des
Effektes unter einem mechanischen Stimulus unter den verschiedene#P @R auf (s.
Tabelle 6). In den KiKanalbasierten Messsystemen erwies sich bei exakt gleicher
Klassifizierung zwischen den beiden -KanalKonstrukten derh,;,R als am stérksten
mechanisch aktivierbar. Im TRPHsierten Messsystem war dies jedoch déihgR und im
FREIRezeptorsensaebasierten Messsystem der pRie Ergebnisse der Normierung der
Werte unter hypoosmolarer Losung auf die jeweiligen Agonistenwerte erlauben eine
aussagekraftigere Wertung Uber didusgepragtheit der Mechanosensitivitat unter den
untersuchten Rezeptoren. Werden einzelne Effekte auf Effekte desselben Experiments
normiert, &hnelt dies einer Normierung auf einen internen Standard. Er stellt ein Hilfsmittel
bei der Validierung quarttitiver Analysen dar und ermdglicht digdl3eneinordnung eines
Effektes im Vergleich zu einem anderen Effekt. Somit dient er als relative Bezugsgrofie und
erlaubt die Eliminierung von Einfliissen eines Messsystems auf das Erdelirdgese Weise
kobnnen auch HEékte aus verschiedenen Messsystemen miteinander verglichen werden.
Anhand der mechanisch induzierten Stromdichteveranderung bezogen auf den Agenisten
Effekt konnte in allen drei Messsystemen deHBgR als der Rezeptor mit der gréf3ten
Tendenz zu Mechaneasitivitat definiert werden(s. Tabelleb).

Der Sensitivitdt eines Messsystems kommt bezlglich seiner Anwendbarkeit eine grol3e
Bedeutung zu. Sie wird in dePINNom DIN 1319+ f & a &Y RSNHzy3 RSa
AusgangsgroRe eines Messsystdragogenauf die sie verursachende Anderung des Wertes
RS NJ 9 Ay 3 KWikbadiAutotels @0163efiniert. BeiVergleichder Sensitivitét (oder

auch Empfindlichkeitaller angewandter Messsysteme erwaessich dasKir-Kanalbasierte
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und das Epa&ensoibasierte Messsystem als vorrangig Tabelle6). Eineweiterfiihrende

Gegenuberstellung der verschiedenen Messsysteme iBalelle6 zusammengefasst.

Tabelle6: Vergleich @r angewandten Messsysteme

Kir3.1/3.2 Kir3.1/3.4 TRPC5 EpaeSensor Rezeptorsensor
Messsystem Konventionelle Konventionelle Konventionelle FREITechnik FREATechnik
Ganzzellableitung Ganzzellableitung Ganzzellableitung
Klassifizierung Mechanosensitivity h2aR >8HTgR, M2R  h R >5HT;eR, M2R 5-HTigw BR ¥
i i > uR > uR M2R > puR . R > BHT; R
nicht normiert 5—H'|'1.3w“ PRES 5—H'|'1.3w“ _— S 511 wm  keine Aussage EH‘I}BW 18‘8’ ,,,,,, 2 i
normiert auf den Agonisten M2R, UR M2R, LR > M2R moglich
Sensitivitat des Messsystems +H +H + ++ bist++ + bis++
Basalaktivitatsbestimmung sehrgut moglich sehrgut moglich mdglich nicht moglich nicht méglich
Dauer der Messung 3-5 Min. 3-5 Min. 3-5 Min. 10- 30 Min. 5-10 Min.
Reproduzierbarkeit sehrgut sehrgut gut mittel mittel
Mdgliche StorgroRen Hintergrund
Verstarkerrauschen, fluoreszenz, Unspezifische
Leckstrome, bereits verdaute FIAsHBindung,
Storungen durch s. Kir3.1/3.2 s. Kir3.1/3.2 Fluorophore, Toxizitat von FIAsH
unzureichende aggregierte Lichtempfindlichkeit
Erdung, Pumpe Fluorophore, FIAsH Tageslicht
Tageslicht
StorgroRerEinfluss gering gering gering groR groR bis sehr groR
Zellbeeintrachtigung hoch hoch hoch gering gering
Durchfiihbarkeit einfach einfach einfach komplex schwierig
Effekteinschatzung wahrend sehrgut sehrgut sehrgut schwierig schwierig
Messung (Kinetik, Grof3e)

Vergleich der angewandten Messsysteme anhand der Ergebnissg fRCR. Die Klassifizierung der mechanosensitiven
Eigenschaft der Rezeptoremurde einerseits anhand nicht normierter, jedoch um den Basalwert subtrahierte Werte
vorgenommen und andererseits anhand der Effekte unter hypoosmolarer Losung normiert auf die jeweiligen Agonisten
Effekte. Weitere Erlauterungen siehe Text.

4.5 Ausblick

In der vorliegenden Arbeit wurde die Mechanosensitivitat verschiedengfPGR und &

PCR untersucht. Die Ergebnisse zeigen, dass mechanosensitive GPCR aus allen Subfamilien
existieren Daraus ergibt sich die unmittelbare Feagnach der Identitat des
Aminosaureabschnittes im Rezeptor, der die Mechanosensitivitat vermittelt. Sollte eine
konservierte Sequenz existieren, wirde dies nicht nur darauf hinweisen, dass verschiedene
GPCR einem gleichdfechanismus fur die mechanisciddivierung unterliegen; es wirde

auch eine Madoglichkeit darstellen, Mechanosensitivitdt in der Rezeptorenklaspeori
vorauszusagen. Zuséatzlich wére es interessant, ob eine mechanische Aktivierung des
Rezeptors durch einen distinkten Konformationszustge#tennzeichnet istDies ware ein
Meilenstein in der GPCGIRorschung, der dabei helfen wirde, die bekannten GPCR
hinsichtlich ihrer Mechanosensitivitdt zu klassifizieren und damit die Ausbreitung des
Phanomens der mechanischen Aktivierbarkeit als physstbgs Prinzip auf weitere Zellen,
Gewebetypen und Organe zu untersuch@mtsachlich gibt es Hinweise darauf, dass nicht
nur verschiedene partielle bzw. unterschiedliche aktive

Agonisten Liganden

Rezeptorkonformationen hervorrufefBatzet al,, 2011; Swaminatlet al., 2004; Zurret al,,
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Diskusion

2009) Auch prototypische Klasse A GPCR nehmen womoéglich nach mechanischer
Aktivierungeine andere aktive Konform@in einals nach Agonistemduzierter Aktivierung
(Cabaneet al, 2015; Yasudat al, 2008) Dies unterstitzt die Hypothese fur die Existenz
eines spezifischen Konformationszustandes fir die mechanische Aktivierung von GPCR.
Naheliegend ware daher die Konstruktion von GREfanten, die an unterschiedlichen
definierten Positimen Fluorophore oder Bindestellen flr ebensolche besitzen. Anhand von
FREIEXxperimenten konnten so mittels der verschiedenen Mutanten die Bewegungen des
Rezeptors nach Agonistenstimulation und der Applikation eines mechanischen Reizes
miteinander vergliche und analysiert werden. Dabei ware zusatzlich eine Aussage Uber die
an der Mechanosensitivitdt beteiligten Aminoséaureabschnitte mdglich. Alternativ wéare ein
bioinformatischer Vergleich einer groRen Anzahl an GB@RKturen denkbar, mit der
Hoffnung, durb das Ausschlussprinzip mechanosensitive Strukturen innerhalb der
Rezeptoren zu identifizieren.

Interessant ware zu untersuchen, ob durch den Einsatz des derzeit sensitivstenr CAMP
SensorsEpaeS™®’ eine Darstellung der mechanisch induzierten Aktivierung endogen
exprimierter G,,-PCR moglich wéare. Dazu kénnten beispielsweise Zelllinien eingesetzt
werden, die einen spezifischen,&PCR besonders hoch endogen exprimieren wie z.B. die
Glatte-MusketZelllinie aus humanen Magenzellen (endgluman Gastric Smooth Muscle
Cells HGSME Diese Zellen besitzen ein erhdhtes Mald anuskarinischa
AcetylcholinrezeptoreriCa et al., 2001)

Da der Ablauf einer Aktivierung des TRPC5 duighPGR undlie Regulation von TRPC5
durch G-PCR bislang noch weitestgehend unbekannt ist, ware es aufschlussreich, eine
Untersuchung der Interaktion zwischen Rezeptor und Kanal durchzufuhren. Beispielsweise
kdnnte hier mittels intermolekularer FREE&chnik bestimmt werden, ob di&& .-
Untereinheit oder diePLC direkt mit dem Kanalinteragieren Eine Aufklarung des
detaillieren Signalwegs konnten die Kandle als universal einsetzbares Werkzeug bei der

Untersuchung von GPCR aller Subfamilien etablieren.
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