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1 Zusammenfassung / Abstract

1.1 Calcium-Abhangigkeit von TRPV6-Varianten

Das “transient receptor potential“ Protein TRPV6 bildet in der Plasmamembran calciumselektive
lonenkanale, welche durch intrazellulare Calciumionen inhibiert werden. TRPV6-Proteine besitzen eine
C-terminale Calcium/Calmodulin-Bindestelle, welche an der Calcium-abhéangigen Inhibition beteiligt
ist. Die Calcium/Calmodulin-Bindestelle beinhaltet zudem eine Sequenz, welche mit einer Protein
Kinase C bedingten Phosphorylierungsstelle bereinstimmt. Aufgrund der Tatsache, dass der
lonenkanal TRPV® in einer Vielzahl von verschiedenen Tumorgeweben nachgewiesen wurde, nimmt
sowohl die Charakterisierung, als auch die Modulation und Hemmung dieses lonenkanals, eine wichtige

Stellung in Bezug auf eine mogliche Tumortherapie ein.

In dieser Arbeit wurden die initial publizierte humane Variante von TRPV6 (hTRPV6shor) (725
Aminosduren) (Wissenbach et al., 2001), die spater entdeckte, von einem nicht-AUG-Codon-startende,
langere Variante ("nTRPV6iong) (765 Aminoséuren) (Fecher-Trost et al., 2013) und der TRPV6-Kanal
der groRen Bartfledermaus ,,Myotis brandtii* (TRPV6myais) (763 Aminosduren) in ,,Human Embryonic
Kidney“ (HEK293) Zellen exprimiert. Zu Beginn erfolgte die Etablierung des Floureszenz-
Spektrophotometers. Hierbei wurden mithilfe von Testexperimenten sowohl die optimalen
Programmeinstellungen und Umgebungsfaktoren fiir die Messungen, als auch die Handhabung und
Fura-2-Beladung der Zellen, ermittelt. AnschlieRend erfolgte die Messung der Calcium-Abhéangigkeit
der einzelnen Varianten mittels des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2-AM. Neben der Verwendung von
HEK Zellen, die stabil die TRPV6-Varianten hTRPV6iong, NTRPV6short Und TRPV6myotis €Xprimierten,
fand auch eine transiente Expression von hTRPV6i0g in HEK Zellen statt. Zuletzt genannte Methode
flhrte bei der gleichzeitigen Messung der Zellpopulation im Fluoreszenz-Spektrophotometer zu kaum
einen Unterschied zwischen hTRPV60ng und der Kontrolle, weshalb die stabil TRPV6-exprimierenden
Zelllinien im weiteren Verlauf verwendet wurden. Es konnte festgestellt werden, dass die beiden
humanen Varianten von TRPV6 sowohl in der extrazelluldren Calcium-Abhéangigkeit, als auch in der
Kinetik der intrazelluldaren Calcium-Signale identisch sind. Wahrend die extrazelluldre Calcium-
Abhéngigkeit der intrazelluldaren Calcium-Signale zwischen humanem und myotis TRPV6 keine
Unterschiede aufweist, ist die Kinetik des intrazellularen Calcium-Anstieges und -Abfalls bei
TRPV6wmyotis Signifikant langsamer. Fur die Modulierung von TRPV6 mittels Calmodulin-Inhibitoren
wurden die Substanzen Calmidazolium, Ophiobolin A und Trifluoperazin verwendet. Einzig bei
Trifluoperazin wurde eine dosis-abhéngige (mittlere inhibitorische Konzentration = 30-50 pM)
Inhibition der intrazelluldren Calcium-Signale in HEK Zellen mit jeweils humanem oder myotis TRPV6
festgestellt. Des Weiteren konnte gezeigt werden, dass Uber die Modulation der Protein Kinase C eine
Inhibition des TRPV6-abhangigen Calcium-Signals stattfindet. Hierbei inhibiert die Substanz
Chelerythrin, welche als Protein Kinase C Inhibitor gehandhabt wird, das intrazelluldre Calcium-Signal,
in HEK293 Zellen mit jeweils humanem oder myotis TRPV6, dosis-abhéngig (mittlere inhibitorische
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Konzentration = 2-5 uM). Wéhrenddessen konnten der Protein Kinase C Inhibitor G6 6983 und der
Protein Kinase C Aktivator Phorbol-12-mystrat-13-acetat keinen Effekt auslosen. Zudem wurde der
Effekt der Substanz Hexylresorcinol auf die unterschiedlichen Kanal-Varianten untersucht. Dabei wurde
keine Modulierung des intrazelluldren Calcium-Signals festgestellt, obwohl in meiner Arbeitsgruppe
mittels anderer Messverfahren eine Inhibition von TRPV6 bereits beschrieben worden war. Des
Weiteren wurde ein Protein aus dem Proteobakterium, welches eine Aminosauresequenz &hnlich derer
mit der Porenregion von hTRPV6i.ng aufweist, in einer stabilen HEK-Zelllinie untersucht. Es konnte

jedoch kein verandertes Verhalten in der Ca?*-Aufnahme, im Vergleich zur Kontrolle, detektiert werden.



1.2 Calcium-dependence of TRPV6-variants

The “transient receptor potential” protein TRPV6 forms calcium selective ion channels in the plasma
membrane which are inhibited by intracellular calcium ions. TRPV6 proteins exhibit a C-terminal
calcium/calmodulin binding site, suggested to be responsible for the calcium dependent inhibition. This
calcium/calmodulin binding site also includes a consensus sequence for a protein kinase C dependent
phosphorylation site. Because of the fact that TRPV6 was detected in many different tumor tissues, the
characterization as well as the modulation and inhibition of this ion channel takes an important status

according to a possible tumor therapy.

In this work the initially published human variant of TRPV6 (hTRPV6so) (725 amino acids)
(Wissenbach et al., 2001), the later discovered, from a non-AUG-codon starting, longer variant of
TRPV6 (h"TRPV6iong) (765 amino acids) (Fecher-Trost et al., 2013) and the TRPV6 channel of the
brandt’s bat ,,Myotis brandtii* (TRPV6myoiis) (763 amino acids) were expressed in ,,Human Embryonic
Kidney* (HEK293) cells. In the beginning the establishment of the fluorescence spectrophotometer took
place. Using test experiments, the ideal program settings and environmental factors for the
measurements as well as the handling and fura-2 loading of the cells were determined. Next the calcium
dependence of the respective variants was measured with the fluorescent dye fura-2-AM. In addition to
HEK cells stable expressing the TRPV6-variants hnTRPV6iong, N TRPV6short and TRPV6myoris, HEK cells
transiently expressing hTRPV6i0ng Were used. The latter method demonstrated that the simultanious
measurement of the cell populations in the fluorescence spectrophotometer barely showed a difference
between hTRPV6i0ng and the control. This is the reason for using the stable TRPV6 expressing cell lines
in further experiments. Some of those experiments demonstrated that the comparison of both human
TRPV6 variants according to the extracellular calcium dependence and the intracellular calcium Kinetic
could show no differences. While there was also no difference between the human and myotis TRPV6
when looking at the extracellular calcium dependence of the intracellular calcium signals, the kinetics
of the intracellular calcium increase and decrease were significant slower in cells expressing
TRPV6wmyotis. For the modulation of TRPV6 via calmodulin inhibitors the substances calmidazolium,
ophiobolin A and trifluoperazine were used. Only with trifluoperazine a dose-dependent (half-maximal
inhibitory concentration = 30-50 M) inhibition of the intracellular calcium signal in HEK cells
expressing human or myotis TRPV6 could be determined. Moreover, the modulation of the protein
kinase C showed an inhibition of the TRPV6-dependent calcium signal. According to this the substance
chelerythrine, handled as a protein kinase C inhibitor, inhibited the intracellular calcium signal in
HEK293 cells with human or myotis TRPV6 in a dose-dependent manner (half-maximal inhibitory
concentration = 2-5 uM). In contrast to this result the protein kinase C inhibitor G6 6983 and the protein
kinase C activator phorbol-12-myristate-13-acetate had no effect. In addition to this the effect of the
substance hexylresorcinol on the different channel variants was investigated. Although my work group

described via different measuring methods an inhibition of TRPV6 through hexylresorcinol, no
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modulation of the intracellular calcium signal could be shown. Moreover, a protein from the proteo
bacterium whose amino acid sequence resembles the pore region of hTRPV6i0ng Was investigated in a

stable HEK cell line. Compared to a control group no difference in the calcium uptake could be shown.
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4 Einleitung

4.1 Calcium

Calcium ist das funfthaufigste Element im menschlichen Kérper. Der Groliteil dieses Minerals, ndmlich
99 %, liegt als hydroxyliertes Calciumphosphat-Salz (Hydroxylapatit, Cas(OH)(PQO4)s) in Knochen und
Zéahnen vor. Nur 1 % des Calciums befindet sich in anderen Geweben und Kdérperfliissigkeiten. Der
Calciumhaushalt unterliegt einer strengen Regulation, wobei vor allem Darm, Niere und Knochen eine
auBerordentlich wichtige Rolle spielen. Im Darm findet sowohl die Absorption von Calcium aus der
Nahrung, als auch die Sekretion in Form von Kdérperflissigkeiten, statt. Die Funktion der Niere besteht
darin, die Reabsorption von Calcium aus dem Urin zu koordinieren (Pape et al., 2018). Wahrenddessen
fungiert die Knochensubstanz unter anderem als Calciumspeicher, der bei niedrigen
Calciumkonzentrationen im Plasma mobilisiert werden kann. Die Regulation dieser Prozesse wird dabei
durch calciumsensitive Rezeptoren gesteuert. Bei niedrigen Calciumkonzentrationen im Blutplasma
vermitteln diese Rezeptoren die Freisetzung von Parathormon. Ein weiterer essentieller Regulator ist

Calcitriol, welches aus der Vorstufe Cholecalciferol (Vitamin D3) gebildet wird (Rassow et al., 2016).

Die Calciumkonzentration im Plasma betrégt ca. 2,5 mmol/l (Pape et al., 2018). Dabei liegen 5-10 % in
Komplexen gebunden mit Anionen wie Bicarbonat, Citrat, Phosphat und Sulfat vor (Zheng et al., 2015).
Weitere 40-45 % sind gebunden an Plasmaproteine wie Albumin, sodass ca. 50 % der
Gesamtkonzentration (1,25 mmol/l) im Plasma als ionisiertes Ca?* vorliegt und somit als aktive Fraktion
bezeichnet werden kann (Nordin, 1990).

Die physiologische Wirkung von Ca?* spiegelt sich sowohl in der Erregungsweiterleitung zwischen
Zellen in Form von Aktionspotentialen (APs), als auch als intrazelluldrer Second Messenger wider. Die,
durch schnellen Einstrom in das Zytosol entstehenden Signale, sind beispielsweise essentiell beim
Aufrechterhalten der AP-Plateauphase und somit der Kontraktion in Kardiomyozyten (Pape et al.,
2018). Des Weiteren kann Ca?* mit einer Vielzahl von Proteinen interagieren und somit Signalkaskaden
auslosen. Ein Beispiel hierfir ist die Exozytose von Neurotransmittern in der Prasynapse, bei der Ca?*
Uber die Bindung an Synaptotagmin zur Fusion der Neurotransmitter enthaltenden Vesikel fuhrt (Pape
et al., 2018). Eine wichtige Voraussetzung fiir beide Mechanismen ist, dass, wenn Ca?*-Kandle 6ffnen,
auch eine treibende Kraft fur einen Ca%*-Einstrom in die Zelle vorhanden ist. Diese wird bereitgestellt
durch ein negatives Membranpotential und einen Ca?*-Konzentrationsgradienten zwischen extra- und
intrazellular. Wahrend extrazellular eine Ca?*-Konzentration von ungefahr 1-2 mmol/l vorzufinden ist,
werden intrazelluldr 20000-fach niedrigere Konzentrationen (50-100 nmol/l) detektiert (Zheng et al.,
2015). Kommt es nun zum Einstrom von Ca?* in die Zelle, kann sich die intrazellulare Ca?*-
Konzentration lokal um das zehn- bis hundertfache erhéhen und hierdurch ihre Wirkung erzeugen.
Neben dem Ca?*-Einstrom von extrazellular existiert auch die Moglichkeit, dass Ca?* aus intrazellularen

Ca?*-Speichern ins Zytosol einstromt. Bei diesen Speichern handelt es sich vor allem um das
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endoplasmatische und sarkoplasmatische Retikulum. Diese enthalten Ca?*-Konzentrationen, die 1000-
bis 10000-fach hoher sind als im Zytosol, sodass auch hier ein Konzentrationsgradient zum Zytosol
vorhanden ist (Zheng et al., 2015).

4.2 Calmodulin

Das Protein Calmodulin (CaM), welches in einer Vielzahl von eukaryontischen Zellen vorkommt,
besitzt ein Molekulargewicht von 16,7 kDa. Fir seine Funktion charakteristisch sind vier EF-Hand-
Motive mit einer ,,Helix-Loop-Helix-Struktur, die jeweils ein Calciumion binden kann. Unter normalen
intrazellularen Calciumbedingungen, bindet CaM groBtenteils kein Ca?* und ist somit inaktiv. Wird
jedoch ein Zellsignal durch Ca?* vermittelt und die Ca?*-Konzentration im Zytosol steigt, so bindet Ca?*
an die EF-Hand-Motive von CaM. Es folgt eine Konformationsanderung in die aktive Form des Proteins
(Rassow et al., 2016). Die Ubertragung der Wirkung kann nun auf mehrere Arten erfolgen: 1. Der Ca?*-
CaM-Komplex reguliert direkt ein Zielprotein. 2. Der Ca?*-CaM-Komplex entfaltet seine Wirkung
durch eine Ca?*-CaM-abhangige Kinase, die wiederum Proteine phosphorylieren kann. 3. Der Ca?*-
CaM-Komplex ist eine integrierte Untereinheit eines Proteins und wirkt somit ortsspezifisch (Stevens,
1983). Aus diesen Griinden ist CaM an wichtigen Ca2*-abhéngigen Prozessen, wie der Regulation von

Stoffwechselwegen, Rezeptoren und auch lonenkanélen beteiligt.

4.3 lonenkanale

Bei lonenkanalen handelt es sich um Transmembranproteine, die durch ihre strukturelle Anordnung eine
ionenselektive Pore formen. Hierdurch ermdglichen sie, dass ein lonenaustausch tber die Zellmembran
stattfinden kann. Die Leitfahigkeit fir verschiedene lonen hangt von den Aminosédurenresten ab, die die
Pore bilden und kann stark variieren, wodurch unter anderem die Selektivitdt und Spezifitat des Kanals
entsteht. Zudem werden die lonenkanéle je nach Funktion in verschiedenen Zellen und sogar innerhalb

einer Zelle, an der apikalen und basolateralen Membran, unterschiedlich stark exprimiert.

lonenkanéle besitzen zudem verschiedene Arten der Aktivierung und Regulation anhand derer sie sich
einteilen lassen. Zum einen existieren spannungsgesteuerte lonenkandale, die durch eine Veranderung
des Membranpotentials aktiviert werden. Eine andere Art der Regulation wird durch ligandengesteuerte
lonenkanédle vermittelt. Diese reagieren durch direkte Bindung eines Liganden und fungieren somit
gleichzeitig als Rezeptor. Dem gegeniibergestellt existieren Second Messenger-aktivierte lonenkanéle,
bei denen ein Ligand an einen unabh&ngigen Rezeptor bindet und eine Signalkaskade ausldst. Durch
diese Signalkaskade wird der Kanal dann letzten Endes Uber einen intrazellulédren Botenstoff aktiviert
(Pape et al., 2018). Eine weitere Form der Regulation von lonenkanélen besteht in der Kopplung mit
physikalischen Reizen. Somit kénnen lonenkandle beispielsweise mechano-/ temperatur-/ licht-/ oder
pH-sensitiv sein und durch diese Reize aktiviert werden. Neben dieser Aufteilung von lonenkanélen

gibt es auch Mischformen der Aktivierung. Zudem kann auch eine Regulation der lonenkanalaktivitét

18



durch Phosphorylierung von Kanalen, durch Beeinflussung der Transkription oder Translation und

durch kontrollierten Ein- und Ausbau des Kanals in die Plasmamembran stattfinden.

4.3.1 Calciumkandle

Ca?* kann sowohl von extrazellular in die Zelle gelangen, als auch aus intrazellularen Speichern
freigesetzt werden. Die Freisetzung von Ca?* aus den intrazellularen Speichern (endoplasmatisches (ER)
/ sarkoplasmatisches Retikulum (SR)), wird hauptsachlich durch den Inositol-1,4,5-triphosphat (1P3)-
Rezeptor und den Ryanodin-Rezeptor vermittelt (Zheng et al., 2015). Der Transport (ber die
Zellmembran wird durch verschiedene Gruppen von Kanélen gewéhrleistet: Spannungsgesteuerte Ca?*-
Kanéle, Speicher-aktivierte Orai-Kandle und nicht-selektive Kationenkanéle zu denen unter anderem

die Kandle aus der ,transient receptor potential*“ (TRP)-Familie z&hlen.

Durch die spannungsabhangigen Ca?*-Kanéale kdnnen schnelle elektrische Signale tibertragen werden.
Dies spielt eine Rolle bei der Entstehung von Aktionspotentialen (APs) und deren Fortleitung tUber
Synapsen. Auch chemische Substanzen kdnnen (iber Aktivierung nicht-selektiver Kationenkanéle unter
anderem Ca?* in das Zytosol lassen. Hierdurch bewirken sie eine Veranderung des Membranpotentials
der entsprechenden Zelle, als auch die Aktivierung von Ca?*-vermittelten Ablaufen. Als Beispiel sind
hier der nikotinerge Acetylcholinrezeptor und der ionotrope Glutamatrezeptor zu nennen (Zheng et al.,
2015). Die Gruppe der TRP-Kanale umfasst eine Vielzahl von Kanélen, die Ca?*-permeabel sind und
durch unterschiedliche physikalische und chemische Stimuli aktiviert werden kénnen. Als letztes ist der
Orai-Kanal zu erwéhnen, der fiir den sogenannten Speicher-aktivierten Ca?*-Einstrom verantwortlich
ist. Dabei fiihrt das Feststellen eines Ca?*-Defizites im ER Uber das Protein ,.stromal interaction
molecule* (STIM), welches als Ca2*-Sensor im ER dient, zu einer Aktivierung des Orai-Kanals, sodass

Ca?* von extrazellulér in die Zelle einstromen kann (Zheng et al., 2015).

Da Ca?* ein an vielen Prozessen beteiligtes Signalmolekil ist, muss die Konzentration innerhalb der
Zelle streng reguliert und auch wieder normalisiert werden kénnen, um Uberreaktionen zu verhindern.
Hierflir gibt es zum einen den Transport von Ca?* aus der Zelle (iber die Zellmembran, welcher durch
Na*-Ca?*-Antiporter, Na*-Ca?*-K*-Antiporter und Ca?*-Adenosintriphosphatasen  (ATPasen)
gewahrleistet wird. Fir den Transport von Ca?* entgegen seines Konzentrationsgradienten, der aus der
Zelle fuhrt, wird entweder direkt Energie in Form von ATP verbraucht oder der Na*-Gradient in die
Zelle ausgenutzt. Mithilfe von Ca?*-ATPasen kénnen Calciumionen auch in das endoplasmatische
Retikulum ,,gepumpt* werden. Des Weiteren besitzt die Mitochondrienmembran Uniporter, mit deren

Hilfe Ca?* energieunabhangig in die mitochondriale Matrix gelangen kann (Zheng et al., 2015).

4.3.2 Transient receptor potential (TRP)-Kanéle

Urspriinglich entdeckt wurden die TRP-Kandle in einer Defektmutante der Fruchtfliege ,,Drosophila
melanogaster<. Namensgebend fiir das defekte Gen und Protein war, dass die Photozellen der Fliege bei
einem Lichtreiz statt eines kontinuierlichen Rezeptorpotentials und Ca?*-Einstroms nur ein transientes

Signal auslosten. Bisher wurden TRP-Kandle in Hefepilzen, wirbellosen Spezies (Wirmer,
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Fruchtfliegen) und Wirbeltieren (z.B. Zebrafisch, Maus, Mensch) nachgewiesen. Des Weiteren kommen
sie in beinahe jedem Zelltyp vor und sind in allen Membranen, mit Ausnahme der

Mitochondrienmembran und der Kernhille, vertreten.

Die Gruppe der TRP-Kanéle umfasst eine Vielzahl an lonenkanalen, die sich in ihrer Struktur ahneln
(Abbildung 4.1 A). Alle, dieser Gruppe zugehdrigen Proteine, besitzen sechs Transmembrandomanen,
bilden als Tetramer einen funktionsféahigen lonenkanal, und sind permeabel fir Kationen. Dabei sind
die meisten TRP-Kanéle unspezifische Kationenkanéle und nur einige wenige sind selektiv fiir divalente
Kationen wie beispielsweise Ca?* (TRPV5, TRPV6) und Mg?* (Nilius and Owsianik, 2011). Zudem

existieren ausschlieBlich fir monovalente Kationen permeable TRP-Kanéle (TRPM4, TRPM5).
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Abbildung 4.1: Phylogenetik und schematischer Aufbau der TRP-Kanéle

Phylogenetische Darstellung der sieben TRP-Kanal-Gruppen (A). Dabei ist zu beachten, dass TRPC2
und TRPNL1 nicht im Menschen vorkommen (adaptiert nach: (Nilius and Owsianik, 2011)). Ein TRP-
Protein weist sechs Transmembrandoménen (S1 bis S6) mit intrazellularen N- und C-Terminus auf und
besitzt zwischen Transmembrandoméne S5 und S6 eine Porenregion (B). Es missen vier TRP-Proteine

zu einem Tetramer multimerisieren, damit ein funktionsfahiger Kanal entsteht (C).
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Die Familie der TRP-Kandle lasst sich, anhand von Homologien in den Transmembrandomanen, in zwei
Gruppen mit Subfamilien einteilen. Zur ersten Gruppe, die eine hohe Ubereinstimmung zum
urspringlich entdeckten TRP-Kanal in Drosophila (dTRP) zeigt, gehéren TRPAL (Ankyrin), TRPC1-7
(Canonical), TRPN (NOMP), TRPM1-8 (Melastatin), und TRPV1-6 (Vanilloid). Die zweite Gruppe
wird durch TRPML1-3 (Mucolipine) und TRPP2, 3 und 5 (Polycystine) repréasentiert. Eine zusétzliche
Gruppe wurde ausschlieflich in der Vakuolenmembran von Hefepilzen entdeckt und ist fur diese
charakteristisch. Dabei handelt es sich um TRPY1 (Yeast) (Li, 2017).

4.3.3 Aktivierung und Modulation von TRP-Kanélen

Aufgrund ihrer Diversitdt tbernehmen TRP-Kanédle im menschlichen Korper eine Vielzahl an
Funktionen. Hierzu zédhlen beispielsweise die Thermozeption, die Schmerzwahrnehmung und die
Geschmackswahrnehmung. Hergeleitet werden kénnen diese Funktionen, indem physikalische und
chemische Stimuli der Kanéle betrachtet werden. Manche TRP-Kandéle reagieren auf Verdnderungen
des pH-Wertes, sowohl in Bezug auf eine pH-Wert-Abnahme (z.B. TRPC4) (Semtner et al., 2007), als
auch eine pH-Wert-Zunahme (z.B. TRPP3) (Shimizu et al., 2009). Auch Veranderungen in der
Osmolaritat, welche mit Zellschwellung und Scherkréften einhergehen (z.B. TRPC6, TRPM7) sind
bekannt (Inoue et al., 2009; Numata et al., 2007). Ein weiterer wichtiger Stimulus sind Temperaturen,
welche meist Kanal-spezifisch sind und in Hitze (z.B. TRPV2) (Caterina et al., 1999) und Kalte (z.B.
TRPAL, TRPMS8) (Story et al., 2003), bezogen auf die physiologische Temperatur, eingeteilt werden
kénnen. Neben der Art der Kanalaktivierung spielt fur die Funktion eines Kanals auch die Selektivitét
der lonenpermeation eine Rolle. Beispielsweise ist TRPV6 ein Ca?*-selektiver lonenkanal, der wéahrend
der Embryonalentwicklung des Menschen und der Maus eine essentielle Rolle im transplazentaren Ca?*-
Transport und der damit verbundenen Skelettentwicklung einnimmt (Burren et al., 2018; Fecher-Trost
et al., 2021; Li et al., 2019; Suzuki et al., 2018). Ein zusatzlicher Mechanismus, der z.B. bei TRPM4
und TRPM8 zu beachten ist, ist die Spannungsabhéngigkeit (Nilius et al., 2005; Voets et al., 2007), bei
der vermutet wird, dass vor allem die positiv geladenen Aminoséuren Lysin und Arginin, die in der
vierten Transmembrandomane und dem Verbindungsstiick von Transmembrandomaéne vier und finf
vorhanden sind, beteiligt sind (Voets et al., 2007). Die Protein Kinase C (PKC) und Protein Kinase A
(PKA) sind malgeblich an der Modulation von TRP-Kanalen beteiligt. Hierbei werden z.B. TRPC3, 4,
5 durch die PKC inhibiert (Venkatachalam et al., 2003), wéhrend sowohl die PKC, als auch die PKA
bei TRPV4 zu einer Verstarkung der Kanalaktivierung fiihren (Fan et al., 2009). Auch in der Membran
vorkommenden Phospholipide, wie Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP;), welches von der
Phospholipase C (PLC) in Inositol-1,4,5-triphosphat (IPs) und Diacylglycerin (DAG) gespalten werden
kann, Gbernehmen eine wichtige Rolle in der Regulation von TRP-Kanélen (z.B. TRPV6) (Thyagarajan
et al., 2008). Bei all diesen Mechanismen handelt es sich nicht um eine abrupte Aktivierung oder
Inhibition der Kandle, sondern um sich gegenseitig beeinflussende Regulationsarten. So wird
beispielsweise durch einen Abbau von PIP,, durch die PLC, die Spannungsabhéngigkeit des Kanals
TRPM4 in positive Richtung erhoht, wodurch der Kanal schwerer aktivierbar wird (Nilius et al., 2006).
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Weiterhin kdnnen die TRP-Kanéle durch eine Vielzahl von pflanzlichen und synthetisch hergestellten
Substanzen aktiviert oder inhibiert werden. Dabei existieren Substanzen, die sehr selektiv nur auf eine
TRP-Kanal-Unterart wirken (z.B. Olvanil auf TRPV1) (lida et al., 2003), genauso, wie Substanzen, die
Effekte auf mehrere Untergruppengruppen von TRP-Kanalen haben (z.B. 2-APB auf TRPC6, TRPMS,
TRPV1) (Hu et al., 2004).

Kommen unterschiedliche TRP-Kanéle in derselben Zelle vor, kénnen, neben der Bildung von
Homomultimeren, auch Heteromultimere gebildet werden. Innerhalb der Gruppe von TRPV-Kandlen
konnte eine solche Multimerisation zwischen TRPV1 mit TRPV2 und TRPV5 mit TRPV6
nachgewiesen werden (Hellwig et al., 2005; Hoenderop et al., 2003). Durch diesen Mechanismus
kénnten die Funktion, die Lokalisation, die Eigenschaften und auch die Beeinflussbarkeit des Kanal-

Multimeres durch die oben genannten Punkte verandert werden.

4.4 TRPV-Familie

Die Familie der TRPV-Kanéle setzt sich aus sechs Mitgliedern (TRPV1-6) zusammen. TRPV1-4 sind
dabei allesamt nicht selektive Kationenkanale und maRig permeabel fir Ca?*. Sie sind zudem
warmesensibel und Ubernehmen eine wichtige Funktion bei der Temperaturwahrnehmung. TRPV1
kommt unter anderem im Spinalganglion, dem Ganglion trigeminale und in spinalen und peripheren
Nervenendigungen vor (Caterina et al., 1997) und dient dort, aufgrund seiner Aktivierbarkeit durch
chemische Substanzen, niedrigen pH-Werten (< 5,5) (Hellwig et al., 2004) und héheren Temperaturen
(>42°C) (Liu et al., 2003), der Nozizeption. Zudem scheint dieser Kanal wichtig fur die Funktion der
Blase zu sein, wie an Knock-out-Mausen gezeigt werden konnte: Eine Funktionslosigkeit des Kanals
flihrte zu einem gesteigerten Harnblasenvolumen und einer ineffizienten Blasenentleerung (Birder et al.,
2002). Der Kanal TRPV2 kommt in einer Vielzahl von Geweben, beispielsweise im Gehirn (Nedungadi
et al., 2012), im Spinalganglion (Caterina et al., 1999), in der Milz (Caterina et al., 1999) und in Zellen
aus Magen, Duodenum, Pankreas und Speicheldriisen (Kowase et al., 2002) vor. Er wird einerseits durch
Temperaturen von Uber 52°C (Caterina et al., 1999) und zum anderen durch Scherkrafte bzw.
Zellschwellung (Muraki et al., 2003) aktiviert. TRPV3 wird in gewissen Bereichen des Gehirns und in
den temperaturregulierenden Spinalganglien und dem Ganglion trigeminale exprimiert (Xu etal., 2002).
In Koexpression mit TRPV4, welcher in einer Vielzahl von unterschiedlichen Zellen vorkommt, ist
TRPV3 auch in Keratinozyten vorzufinden. Auch in diesem Gewebe findet durch die Thermosensibilitat
von TRPV3 (> 34°C) (Peier et al.,, 2002) und TRPV4 (> 27°C) (Watanabe et al., 2002) eine
Temperaturwahrnehmung statt. TRPV4 wird aulerdem auch durch Scherkrafte und Zellschwellung

aktiviert und ist somit ein wichtiger Mechanosensor (Wissenbach et al., 2000).

Im Gegensatz zu TRPV1-4 sind TRPV5 und 6 hochst selektiv fiir Ca?*. Nichtsdestotrotz kdnnen sie in
der Abwesenheit von extrazellularem Ca?* auch monovalente Kationen leiten (Yue et al., 2001). Im
Menschen kommt in einer Vielzahl von Geweben (Gehirn, Plazenta, Prostata, Ovar, Hoden, Lunge,

Milz, Nebenniere, Pankreas, Thymus, Leber, Niere, Darm, Haut, Knochen) TRPV6-mRNA vor (Peng
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et al., 2000; Weber et al., 2001). Das gemeinsame Vorkommen von TRPV5- und TRPV6-mRNA
hingegen konnte jedoch nur in den Geweben von Darm, Pankreas, Plazenta, Hoden und Prostata
festgestellt werden (Hoenderop et al., 2001). Die Koexpression der eigentlichen Proteine von TRPV5
und TRPV6 konnte in Mausenieren im Bereich des Verbindungstubulus und der pars convoluta des
distalen Tubulus nachgewiesen werden und lasst auf eine wichtige Rolle in der Ca?*-Resorption
schlieen (Bianco et al., 2007; Hoenderop et al., 2003). Des Weiteren kommen die TRPV6-mRNA oder
das TRPV6-Protein auch in Karzinomgewebe von Prostata, Ovar, Brust, Schilddrise, Darm und
Pankreas vor (Bolanz et al., 2008; Fixemer et al., 2003; Song et al., 2018; Zhuang et al., 2002). Auch
ein essentieller Einfluss von TRPV6 auf die Fertilitat mannlicher Mduse, welche bei Knock-out-Méausen

vermindert ist, konnte festgestellt werden (Weissgerber et al., 2012; Weissgerber et al., 2011).

4.5 TRPV6

451 Struktur

Das Gen, welches TRPV6 kodiert, ist beim Menschen auf dem siebten Chromosom zu finden (7¢q33-
g34). Die Transkription des physiologischen TRPV6-Proteins beginnt, statt Gblicherweise mit einem
AUG-Codon, bei einem ACG-Codon, welches trotz Abweichung vom genetischen Code, in Methionin
translatiert wird und fiihrt zur Entstehung eines insgesamt 765 Aminosauren langen Ca?*-Kanals
(Fecher-Trost et al., 2013). Vor dieser Feststellung wurde vermutet, dass die Transkription bei einem
120 Basenpaare stromabwarts liegenden AUG-Codon beginnt, weshalb der Kanal TRPV6 zunachst mit
einer L&nge von 725 Aminosauren angegeben wurde (Wissenbach et al., 2001). Aufgrund dieses
Sachverhaltes wird in der vorliegenden Arbeit die physiologisch vorkommende Version von TRPV6
auch als hTRPV6i0ng bezeichnet. Im Gegensatz dazu wird die zu Beginn unvollstandig ermittelte, kiirzere

Form dieses Ca?*-Kanals, hTRPV6snort genannt.

Wie alle TRP-Proteine weist TRPV6 sechs Transmembrandoménen und einen intrazelluldren N- und C-
Terminus auf. Vier dieser Untereinheiten formen zusammen als Homotetramer einen funktionsfahigen
lonenkanal (siehe Abbildung 4.1 B, C). Die Transmembranhelices eins bis vier weisen viele hydrophobe
Wechselwirkungen zwischen den aromatischen Seitenketten auf. Hierdurch kann angenommen werden,
dass wahrend des lonenflusses keine grof’e Formationsanderung in diesem Bereich stattfindet. Zur
Bildung der Pore kommt es dadurch, dass Transmembrandomine fiinf, der ,,pore-loop* und
Transmembrandomane sechs der jeweiligen Untereinheiten miteinander interagieren (Yelshanskaya et
al., 2021).

Hierbei wird die Leitfahigkeit von TRPV6 durch acht saure Aminosédurereste gewéhrleistet, die im
Verbindungsabschnitt der Transmembrandoméne fiunf und sechs liegen. Diese sorgt im
homotetramerisierten TRPV6-Protein dafir, dass eine stark negativ geladene Porenregion entsteht, die
zur Anreicherung von positiv geladenen lonen fiihrt (Saotome et al., 2016). Diese allgemeine
Voraussetzung wird durch weitere Selektionsmechanismen ergénzt. Bei Untersuchungen der

Kristallstruktur des TRPV6-Kanals konnten vier potentielle Kationen-Bindestellen in der Pore ermittelt
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werden. Die Bindestellen sind fiir das Verstandnis der lonenpermeation tber den Kanal essentiell
(Saotome et al., 2016).

Eine fehlende Bindung von Ca?* an die erste Kationen-Bindestelle wiirde, aufgrund einer gegenseitigen
AbstoBung der Aspartatringe an Position 542 im Menschen / Position 541 in der Ratte, energetisch
unglnstig sein (Saotome et al., 2016). Diese Annahme legt nahe, dass bei der Permeation von Ca?* ein
direkter Ersatz eines Calciumions durch ein anderes Calciumion stattfinden muss (,.knock-off*-
Mechanismus). Die Uberwindung der hohen Energie fiir das Ersetzen von Ca?* bei normalem
Membranpotential, kann ausschlieBlich durch ,hohe* Ca?*-Konzentrationen gewahrleistet werden
(Sakipov et al., 2018).

Bei hohen Ca?*-Konzentrationen leitet TRPV6 ausschlieflich Ca?*. Hingegen findet bei der
Abwesenheit von Ca?* eine Verschiebung der Selektivitat zu Natriumionen statt (Yue et al., 2001).
Erklart werden kann dies dadurch, dass Na* nicht dem knock-off-Mechanismus folgt. Nichtsdestotrotz
sorgt die Bindung von Ca?* an die Kationen-Bindestelle eins dafiir, dass der Strom von monovalenten
Kationen unterbunden wird. Eine &hnliche Funktionsweise wurde bereits bei dreiwertigen Kationen wie
Gd* festgestellt. Diese kdnnen ebenfalls an die Kationen-Bindestelle eins binden und blockieren durch

die dreifache positive Ladung die Permeation von Ca?* (Sakipov et al., 2018).

Des Weiteren ist bereits bekannt, dass hTRPV6i,ng an seinem C-Terminus eine Ca?*-Calmodulin-
Bindestelle (Aminosaure 731 bis 751 in der humanen Sequenz) besitzt, die fiir eine Ca?*-abhangige
Inhibition des Kanals verantwortlich zu sein scheint. Innerhalb der Ca?*-Calmodulin-Bindestelle
existiert auch eine bekannte Sequenz fir eine Phosphorylierungsstelle der Protein Kinase C (PKC)
(Aminoséure 739 bis 745) (Niemeyer et al., 2001).

Wie bereits erwahnt, wird in der Literatur eine kurze Variante von TRPV6 (,,short*) und eine lingere
Variante von TRPV6 (,,long*) beschrieben, wobei letztere die Variante ist, welche in vivo exprimiert
wird. Zwischen den beiden Varianten konnten keine funktionellen Unterschiede festgestellt werden. Sie
unterscheiden sich lediglich in den ersten 40 Aminosauren und dem damit verbundenen
Translationsbeginn (Fecher-Trost et al., 2013). In Experimenten mit ,,human embryonic kidney* (HEK)
Zellen konnte gezeigt werden, dass bei der short-Variante eine 5-fach effektivere Initiierung der
Translation stattfindet, als bei der long-Variante. AulRerdem zeigt der langere N-Terminus von TRPV6-
long eine Ahnlichkeit mit Ankyrin-Wiederholungen und spielt damit sowohl bei der Lokalisation des
Kanals in die Plasmamembran eine Rolle, als auch bei der Homomultimerisierung des Kanals (Fecher-
Trost et al., 2013). In Zellen muss die Ca?*-Konzentration streng reguliert werden, um toxische Effekte,
die mit einer Uberladung der Zelle mit Ca?* in Zusammenhang stehen, zu vermeiden. Die beiden
genannten Mechanismen stellen dabei eine mdgliche Regulation der Ca?*-Aufnahme auf Ebene der

Synthese, Lokalisation und Multimerisierung von TRPV6 dar.
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4572 Lokalisation & Funktion

Die mRNA des TRPV6-Kanals konnte bisher in vielen unterschiedlichen humanen Geweben

nachgewiesen werden. Hierzu zdhlen unter anderem: Plazenta, Pankreas, Speicheldriisen, Duodenum,
Magen und Prostata (Peng et al., 2000; Wissenbach et al., 2001). Zusé&tzlich konnte in der Maus TRPV6,
zumindest in kleinen Mengen, in folgenden Organen gefunden werden: Osophagus, Magen, Darm,
exokrines Pankreas, Knochen, Gehirn, Lunge, Milz, Thymus, Leber, Haut, Prostata, Plazenta, Uterus,
Niere und Epididymidis (Hirnet et al., 2003; Weber et al., 2001). Ein Knock-out von TRPV6 fihrte mit
Blick auf die Expression im Epididymidis zu einer gestorten Spermienreifung mit verminderten
Beweglichkeit der Spermien, was eine wichtige Rolle von TRPV6 dort vermuten lasst (Weissgerber et
al., 2011). Beim Menschen hingegen gelang ein Nachweis dieses Calciumkanals physiologisch nur in
Plazenta, dem exokrinen Pankreas und anderen exokrinen Drisen (Wissenbach et al., 2001).
Anscheinend ibernimmt TRPV6 eine Rolle beim Ca?*-Austausch zwischen Mutter und Kind in der
Schwangerschaft und tragt somit zur skelettalen Entwicklung des Kindes bei (Burren et al., 2018; Suzuki
etal., 2018). Ein Anhaltspunkt besteht zudem darin, dass bei Frauen, die an Préeklampsie leiden, TRPV6
in der Plazenta herunterreguliert ist (Hache et al., 2011). In Bezug auf pathologisches Auftreten von
TRPV6 beim Menschen ist sein verstarktes Vorkommen in Tumoren von Ovar, Brust, Darm, Pankreas,
Schilddriise und Prostata zu verzeichnen (Bolanz et al., 2008; Song et al., 2018; Zhuang et al., 2002).
Welche genaue Rolle TRPV6 dabei jedoch spielt ist bisher ungeklart.

45.3 Modulation
Die durch TRPV6 bedingte intrazelluldare Ca?*-Konzentration und der damit im Zusammenhang

stehende lonenfluss kdnnen durch unterschiedliche Substanzen beeinflusst werden (Tabelle 4.1).

In  Kryo-Elektronenmikroskopaufnahmen wurden im humanen TRPV6-Kanal sechs mdgliche
Interaktionsstellen fur Lipide festgestellt (Hughes et al., 2018; McGoldrick et al., 2018). Dabei kommen
die Struktur betrachtend sowohl Phosphatidylethanolamine, Phosphatidylcholine und Cholesterol, als
auch Phosphatidylinositole in Frage. Letztere riicken vor allem unter physiologischen Bedingungen
vermehrt in den Fokus (McGoldrick et al., 2018). Obwohl der genaue Mechanismus der Beeinflussung
von TRPV6 durch Lipide noch nicht geklart ist, scheinen sie eine entscheidende Rolle in der Regulation

dieses Kanals zu spielen.

In einem Lipidbilayer-Modell konnte in Bezug darauf gezeigt werden, dass Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphate (PIP2) zu einer Aktivitatssteigerung von humanem TRPV6 fiihrt. Experimente, in denen
eine Zugabe von MgATP zu einer Reaktivierung des TRPV6-Stroms flhrte, unterstiitzen dies. MgATP
wird ndmlich als Cofaktor fir Lipidkinasen, wie die Phosphatidylinositol 4-Kinase und die
Phosphatidylinositol-4-phosphat 5-Kinase, bendtigt, welche die Umwandlung von Phosphatidylinositol
in PIP, Ubernehmen (Zakharian et al., 2011). Zusatzlich konnte in Patch-Clamp-Experimenten gezeigt
werden, dass die alleinige Applikation des Nukleotids ATP die Inhibition des Ca?*-Einstroms in die
Zelle verhindert (Al-Ansary et al., 2010).

25



Auswirkung auf die | Quelle
[Ca®*Nintrazetiwiar ~ bzw.  den
lonenfluss
Endogene Modulatoren
Calciumionen (intrazellular) ) Cao etal., 2013
Calmodulin — Cao et al., 2013
Calmodulin + Calciumionen i) Niemeyer et al., 2001
Caoetal., 2013
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat | ¢ Thyagarajan et al., 2008
Proteinkinase C 1 Niemeyer et al., 2001
Adenosintriphosphat (ATP) 1 Al Ansary et al., 2010
PDZK?2 1 Kim et al., 2007
Weitere modulatorische Molekdile
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) | | Kovacs et al., 2012
Singh et al., 2018
N Voets et al., 2001
Ruthenium-Rot ! Hoenderop et al., 2001
Soricidin / SOR-C13 / SOR-C27 ! Bowen et al., 2013
A%-tetrahydrocannabivarin (THCV) i) Janssens et al., 2018
Xestospongin C ) Vassilev et al., 2001
Modifiziertes TH-1177 (#03) ) Haverstick et al., 2000
Landowski et al., 2011
Phenyl-Cyclohexyl-Piperazin cis-22a | | Cunha et al., 2020
bzw. 30G !
Tamoxifen ! Bolanz et al., 2008
Bolanz et al., 2009

Tabelle 4.1: Modulatoren von TRPV6

Darstellung der Beeinflussung der TRPV6 bedingten [Ca?* Jinraznuar bzw. des lonenflusses durch

unterschiedliche Substanzen. (7= vermehrt; ¢ = vermindert; — = kein Einfluss)

Humaner TRPV6 wird zudem sowohl durch Ca?*, als auch durch Calmodulin beeinflusst (Cao et al.,
2013). Bei ,,inside-out” Patch-Clamp-Experimenten konnte gezeigt werden, dass intrazelluldre,
unphysiologisch hohe Ca?*-Konzentrationen alleine zu einer Inhibition des Ca?*-Stromes fiihren (ICso =

20 uM). Des Weiteren konnte bei 3 uM Ca?* eine Dosisabhangigkeit von Calmodulin auf die Inhibition

26



des Kanals nachgewiesen werden. Wurde jedoch ausschlieBlich Calmodulin, ohne die Zugabe von Ca?*,
benutzt, fand keine Hemmung des Ca?*-Stromes statt. Auch werden mehrere Calmodulin-Bindestellen
im zytoplasmatischen N-Terminus, C-Terminus und dem Verbindungsloop zwischen Membrandoméne
zwei und drei im Protein von humanem TRPV6 vermutet (Cao et al., 2013). Das Erzeugen einer
Mutation am C-Terminus hatte eine fehlende Bindung von Calmodulin an den Kanal zur Folge. Bestatigt
wurde dies durch Experimente, bei denen eine Zugabe von Ca?* zu einer bei der Mutante verminderten
Inaktivierung von humanem TRPV6 filhrte. Dem hemmenden Effekt des Ca?*-Calmodulin-Komplexes
konnte auRerdem durch Zugabe von PIP; entgegengewirkt werden, wobei Calmodulin und PIP; sich am
ehesten allosterisch beeinflussen (Cao et al., 2013). Des Weiteren verhindert die Proteinkinase C, durch
Phosphorylierung von Threonin an einer Calmodulin-Bindestelle von humanem TRPV6, die Ca?*-
Calmodulin-abhéngige Inhibierung und fuhrt dadurch zu einer Steigerung der TRPV6-Aktivitat
(Niemeyer et al., 2001).

Ein weiterer endogener Modulator von TRPV6 der Maus ist das Protein PDZK2, welches Uber die C-
terminale PDZ-Doméne von TRPVG6 hindet und einen verstarkenden Effekt auf den Ca2*-Strom von
TRPV6 besitzt (Kim et al., 2007).

Neben den oben genannten endogenen Modulatoren von TRPV6 existiert noch eine Vielzahl an weiteren
exogen applizierbaren Substanzen, welche einen Einfluss auf TRPV6 haben (Tabelle 4.1). Das kleine
membranpermeable Molekil 2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB) ist ein Modulator von einer
Vielzahl an TRP-Kandlen. In Bezug auf humanen TRPV6 wurde eine Bindung von 2-APB in eine von
den Transmembrandomanen S1-S4 gebildeten ,,Tasche* beschrieben, welche zu einer Inhibition von
TRPV6 durch dessen SchlieBung fiihrt (Kovacs et al., 2012; Singh et al., 2018b). Im Kontrast hierzu
fand Voets et al. heraus, dass 2-APB einen potenzierenden Effekt auf den lonenfluss von mouse TRPV6
besitzt (Voets et al., 2001). Bei weiteren Substanzen, wie Ruthenium-Rot, Soricidin, THCV,
Xestospongin C, modifiziertes TH-1177, Phenyl-Cyclohexyl-Piperazin cis-22a und 30G, konnte ein
inhibitorischer Effekt auf humanen/mouse/rat TRPV6 nachgewiesen werden (Bowen et al., 2013; Cunha
et al., 2020; Haverstick et al., 2000; Hoenderop et al., 2001; Janssens et al., 2018; Landowski et al.,
2011). Selbiges gilt fiir den selektiven Ostrogenrezeptor-Modulator Tamoxifen, welcher tber einen
maoglicherweise Ostrogenrezeptor-unabhangigen Weg zu einer Inhibition von TRPV6 fiihrt (Bolanz et
al., 2008; Bolanz et al., 2009).

454 Rolle in Pathologien

Ein grundlegender Punkt besteht darin, dass, im Vergleich zum gesunden Gewebe, in einer Vielzahl von

Tumorgeweben das TRPV6-Protein oder dessen Transkript exprimiert wird. Beispielsweise konnte in
Tumoren von Prostata-, Brust- und Pankreasgewebe das TRPV6-Protein nachgewiesen werden (Song
etal., 2018; Zhuang et al., 2002). Weiter darauf eingehend, konnte ermittelt werden, dass hthere mMRNA.-
Level von TRPV6 mit einer Erhéhung des Gleason-Scores einhergehen und auch hochmalige Prostata-

und Brusttumore vermehrt TRPV6-positiv sind (Fixemer et al., 2003). Eventuell spielen dabei
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Veranderungen in der intrazellularen Ca?*-Konzentration eine Rolle, die durch die Beeinflussung der
Genexpression unter anderem zu einer Zellproliferation und Angiogenese fiihren kénnen. Es konnte
gezeigt werden, dass eine SsiRNA-abhdngige Hemmung der TRPV6-Genexpression in
Pankreastumorzelllinien mit einer verringerten Zellproliferation und erhéhten Apoptose einhergeht
(Song et al., 2018). AuRerdem konnte in einer klinischen Studie mithilfe des peptidischen TRPV6-
Inhibitors SOR-C13 bei 23 Patienten, mit TRPV6-exprimierenden Pankreastumoren, in ber 50 % der

Falle eine stabile Tumorphase erreicht werden (Fu et al., 2017).

Zusétzlich zu den Tumoren scheint TRPV6 auch bei anderen Krankheiten eine Rolle zu spielen. In
Mausmodellen, in denen das Gen von TRPV6 ausgeschaltet wurde, konnte eine veranderte
Calciumhomoostase festgestellt werden, die sich in einer verringerten Ca?*-Absorption im Darm und
Ca?*-Resorption in der Niere auBert. Des Weiteren wurde ein verringertes Korpergewicht, eine
Reduktion in der Knochenmineralisierung und eine vermehrte Neigung zu Haarausfall und Dermatitis
festgestellt (Bianco et al., 2007). Im Gegensatz hierzu konnte eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass
bei mannlichen Méausen aufgrund einer niedrigen Ca?*-Aufnahme der epididymalen Epithelzellen und
somit erhohte Ca?*-Konzentrationen im Lumen des Nebenhodens die Fruchtbarkeit und

Spermienmotilitat reduziert sind (Weissgerber et al., 2012).

Im Menschen konnte eine ,,gain of function* Mutation von TRPV6 festgestellt werden, die vermehrt bei
Patienten, welche an Nierensteinen leiden, auftritt (Suzuki et al., 2008). Auch mehrere Formen einer
,»loss of function wurden aufgezeichnet, die sich in einer Stérung der fetalen Skelettmineralisierung,
einem neonatalen Hyperparathyreodismus und gestértem Ca?*-Austausch zwischen Mutter und Embryo
auBern (Burren et al., 2018; Suzuki et al., 2018). Zudem ist das Krankheitshild der Praeklampsie mit
einer Storung der Ca?*-Homdostase assoziiert. Hierbei wurde unter anderem in Synzytiotrophoblasten
der Préeklampsie-betroffenen Frauen eine verringerte mMRNA- und Proteinmenge von TRPV6 im
Vergleich zu denen von gesunden Frauen festgestellt (Hache et al., 2011). Auch bei der nicht-
alkoholischen chronischen Pankreatitis wurden vermehrt funktionell verédnderte Varianten von TRPV6
festgestellt (Sahin-Toth, 2020).

All diese Pathologien zeigen, dass TRPV6, in welcher Rolle auch immer, einen maligeblichen Einfluss
auf eine Vielzahl von Krankheitsbildern besitzt. Eine genauere Betrachtung und Charakterisierung des
Ca?*-Kanals kdnnen malgeblich zu einem besseren Verstandnis und damit zu einer zukiinftigen

Beeinflussung der Krankheitsdiagnose und des Krankheitsverlaufes beitragen.
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4.6 Fragestellung

In meiner Arbeit untersuchte ich, ob die genetisch unterschiedlichen TRPV6-Varianten sich auch
phanotypisch unterscheiden. Dafuir beschaftigte ich mich mit der Charakterisierung der
Calciumabhdngigkeit der beiden humanen Varianten hTRPV6shor und hTRPV6i0ng, SOWie mit der
Variante (TRPV6wmyotis) aus einer Fledermaus (Myotis brandtii; GroRe Bartfledermaus). Die humanen
TRPV6 Proteine unterscheiden sich dadurch, dass hTRPV6ing am N-terminus um 40 Aminoséduren
langer ist als hTRPV6shor. AuBerdem startet die Translation von hTRPV6i.g an einem untypischen
Triplett, ndmlich ACG, welches jedoch in Methionin translatiert wird. Dieser ungewdhnliche
Translationsstart ist in allen Plazentatieren, mit Ausnahme der Flederméuse und Flughunde, konserviert.
Diese beiden Gruppen besitzen als Start-Triplett wiederum ein konventionelles AUG-Triplett. Die
Lange des Proteins TRPV6wmyois entspricht dabei aber der Lange des humanen Kanals hTRPV6ong.
Analysiert wurden dabei sowohl das maximale Ca?* in den Zellen, als auch die Kinetik mit der die
jeweiligen TRPV6-Varianten die Calciumionen leiten. Zudem betrachtete ich die Modulierbarkeit des
Calciumeinstroms durch bereits dargestellte und vermutete Einflussfaktoren. Dabei benutzte ich
Modulatoren von Calmodulin (Trifluoperazin, Calmidazolium, Ophiobolin A) und der Protein Kinase
C (Chelerythrin, G6 6983, Phorbol-12-mystrat-13-acetat (PMA)). Des Weiteren betrachtete ich die
mdgliche Inaktivierung von TRPV6 mittels der Substanz Hexylresorcinol, welche somit eine Rolle in
der Tumortherapie spielen konnte. Des Weiteres wurde zudem das, in der Aminoséurensequenz der
Porenregion von TRPV6 &hnelnde, Protein aus dem Proteobakterium auf eine mogliche Ca®-

Leitfahigkeit untersucht.

Das fur meine Experimente benutzte Fluoreszenz-Spektrophotometer FL6500 von Perkin EImer wurde
vom Institut neu angeschaffte, sodass ich dessen Benutzung und die Feineinstellung der Programme

»Fast Filter und ,,Spectra Scan“ in meiner Dissertation etablierte.

29



5 Material und Methoden

5.1 Material

5.1.1 Geréte

Gerat

Hersteller

Absaughilfe (Vacuboy Handoperator)

Integra Biosciences

AMAXA Lonza
Beleuchtungsgerét (Leuchte HAL 100 mit Quarzkollektor) Zeiss
COgz-Inkubator mit HeiRluftsterilisation (CB 150) Binder
Fluoreszenzlichtquelle (Beleuchtungseinrichtung HXP 120 C) | Zeiss
Fluoreszenz Spektralphotometer (FL 6500) Perkin Elmer
Gefrierpunktosmometer (Osmomat 030-D) Gonotech
Kamera (Mikroskopie-Kamera AxioCam MRm) Zeiss
Mikroskop 1 (Axio Observer Z1) Zeiss

Mikroskop 2 (Wilovert Standard PH 20)

Hund Wetzlar

Mikroliterpipette (Discovery Comfort) (0,5 - 10 pl; 2 - 20 pl; | Corning HTL
20 - 200 pl; 100 - 1000 pl)
pH-Meter (7110) WTW inoLab

Pipettierhilfe (Pipetboy comfort, Pipetboy acu2)

Integra Biosciences

Quarzglaskivette grof? (1 ml) (B0631104) Perkin Elmer
Quarzglaskiivette klein (0,5 ml) (109.004F-QS) Hellma
Schuttelinkubator (Heiz-Thermomixer HTMR131) HLC

Sterilbank (Safe 2020, biologische Sicherheitswerkbank der
Klasse 2)

Thermo Scientific

Vakuumpumpe (EcoVac Sicherheits-Absaugsystem)

Schuett-biotech

Warmethermostat

Lauda Alpha

Zentrifuge (Megafuge 1.0 R)

Heraeus Sepatech

Zeiss EPLAX VP232-2 Power Supply Zeiss
Tabelle 5.1: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Gerate
512 Software

Software Entwickler

Microsoft Excel 2016

Microsoft Corporation

Microsoft Word 2016

Microsoft Corporation

GraphPad Prism 5.00

GraphPad Software, Inc.

ImageJ

NIH (Entwickler: Wayne Rasband)
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Origin 2020 OriginLab

Spectrum FL 1.1.0. Perkin Elmer
Webmaxc Standard (UC Davis) Chris Patton

Tabelle 5.2: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Software
5.1.3 Substanzen und Medien

Substanz / Medium Hersteller
BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'- Biotium
tetraacetic acid)

Calmidazolium Cayman Chemical
Cell Avalanche Transfection Reagent (HEK 293) EZ Biosystems
Chelerythrin Calbiochem

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, 41965-039) Gibco / Thermo Fisher Scientific

DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, 41966-029) Gibco / Thermo Fisher Scientific

DMSO (Dimethylsulfoxid) Acros Organics

Englerin A Merck

FKS (Fetales Kalberserum) Gibco / Thermo Fisher Scientific

Fura-2-AM Invitrogen / Thermo  Fisher
Scientific

G418 Sigma-Aldrich

GlutaMAX Gibco / Thermo Fisher Scientific

G66983 Cayman Chemical

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)- AppliChem

ethansulfonséure)

Hexylresorcinol Merck

Hygromycin B Roth

lonomycin Life Technologies / Thermo Fisher
Scientific

MEM (Minimum Essential Medium, 31095-029) Gibco / Thermo Fisher Scientific

Ophiobolin A ChemCruz

Optimem Gibco / Thermo Fisher Scientific

Phorbol-12-myristat-13-acetat Biomol / LC Laboratories

RPMI 1640 Medium (21875-034) Gibco / Thermo Fisher Scientific

Tetracyclin Hydrochlorid Invitrogen / Life Technologies /
Thermo Fisher Scientific

Thapsigargin Invitrogen /  Thermo  Fisher
Scientific
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Trifluoperazin

Cayman Chemical

Trypanblau-Ldsung

Sigma-Aldrich

Trypsin-EDTA-LGsung

Sigma-Aldrich

Tabelle 5.3: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Substanzen

5.1.4 Verbrauchsmaterialen

Verbrauchsmaterial Hersteller
Eppendorfgefale (1,5 ml, 2 ml, 5 ml) Sarstedt
Pipettenspitzen (20 pl, 200 pl, 1000 pl) Sarstedt
Serologische Pipetten (5 ml, 10 ml, 20 ml) Sarstedt
Zentrifugenréhrchen (15 ml, 50 ml) Sarstedt, Greiner

Tabelle 5.4: Auflistung der in der Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien

5.1.5 Ldsungen

Ldsung

Zusammensetzung

Ca?*-freie Ringerlésung

fur die jeweiligen Versuche

Zusatz von variablen Ca%*-Konzentrationen

140 mM NaCl, 4 mM KCI, 3 mM MgCl,, 10 mM
HEPES, 10 mM Glukose; pH =7,2

300 mM CaCl,, 100 mM CaCl,, 30 mM CaCl,, 10
mM CaCl,, 3 mM CaCl,, 1 mM CaCl,, 300 uM
CaCly, 100 uM CacCl,

2 mM Ca?*-Ringerlosung

140 mM NaCl, 4 mM KCI, 1 mM MgCl;, 2 mM
CaClz, 10 mM HEPES, 10 mM Glukose; pH = 7,2

PBS (Phosphate-buffered Saline)

137 mM NaCl, 2,7 mM KCI, 1,5 mM KH2PO,, 8,1
mM Na;HPO4 + 2 H,0; pH = 7,4

Tabelle 5.5: Auflistung und Zusammensetzung der in der Arbeit verwendeten Lésungen

5.2 Zellen, Kultivierung und Transfektion

5.2.1 Verwendete Zelllinien

In der vorliegenden Arbeit wurden folgende Zelllinien verwendet:

Zelllinie Bezeichnung Kulturmedium

HEK 293  Wildtyp | humane embryonale | MEM 31095-029 + 10 % FKS

(ATCC CRL-1573) Nierenzelllinie

HEK HOR + stabile Expression p-Opioid | DMEM 41966-029 + 10 % FKS + 100
Rezeptor pg/ml Hygromycin B

HEK HOR mTRPC4p + stabile Expression -Opioid | DMEM 41966-029 + 10 % FKS + 100

Rezeptor und Maus TRPC4j

pg/ml Hygromycin B + 400 pg/ml G418

Flp-In 293 TRPV6b

+ stabile Expression Mensch
TRPV6 (short)

DMEM 41965-039 + 10 % FKS + 1 %
Glutamax + 100 pg/ml Hygromycin B

Flp-In T-Rex 293

(ThermoFisher)

DMEM 41965-039 + 10 % FKS + 1 %
Glutamax + 100 pg/ml Hygromycin B

Flp-In T-Rex hTRPV6vVI

(very long)

+ Tetracyclin-induzierbare
Expression Mensch TRPV6

DMEM 41965-039 + 10 % FKS + 1 %
Glutamax + 100 pg/ml Hygromycin B
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Flp-In T-Rex myTRPV6 | + Tetracyclin-induzierbare DMEM 41965-039 + 10 % FKS + 1 %
Expression Myotis Brandtii Glutamax + 100 pg/ml Hygromycin B
TRPV6
Flp-In T-Rex prTRPV6 | + Tetracyclin-induzierbare DMEM 41965-039 + 10 % FKS + 1 %
Expression Proteobakterium | Glutamax + 100 pg/ml Hygromycin B

TRPV6
RPMI 8226 (ATCC | humane B Lymphom | RPMI 1640 Medium + 10 % FKS
CCL-155) Zelllinie

Tabelle 5.6: Zelllinien und Nahrmedien

Auflistung, der in der Arbeit verwendeten Zelllinien mit den dazugehorigen, in der Zellkultivierung

verwendeten, Nahrmedien.

Die hauptséchlich in dieser Arbeit verwendete Zelllinie wird durch die ,,human embryonic kidney*
(HEK?293) Zellen reprasentiert. HEK 293 Zellen entstammen humanen embryonalen Nierenzellen, die
in den 1970iger Jahren immortalisiert wurden. Sie sind die wohl am meisten verwendeten Zelllinien zur
transienten und stabilen Transfektion von heterologer DNA in den Laboren weltweit und sind somit sehr
gut etabliert. Die HEK HOR und HEK pOR mTRPC4 Zelllinien wurden im Labor von Prof. Michael X
Zhu, Institute for Integrative Biology and Pharmacology, University of Texas, Houston, generiert
(Miller et al., 2011) und zur Verfiigung gestellt. Die Flp-In TRPV6b (hTRPV6shor), Flp-In T-Rex
hTRPV6VI (hTRPV6iong), Flp-In T-Rex myTRPV6 (TRPV6wmyois)und Flp-In- T-Rex prTRPV6
(TRPV6proteo) Zelllinien wurden von Dr. Ulrich Wissenbach, Institut fir Experimentelle und Klinische

Pharmakologie und Toxikologie, Universitat des Saarlandes, generiert und sind bisher nicht publiziert.

5.2.2 Flp-In-Zellkulturen

Die Flp-In T-Rex 293 Zellen sind die Grundlage zur Generierung von Zelllinien mit denen induzierbare

Gene heterolog exprimiert werden kénnen. Durch Kombination eines Gens von Interesse mit dem Flp-
In T-Rex System, erhdlt der Benutzer die Mdglichkeit das Expressionsverhalten dieses Gens, durch
Zugabe von Tetracyclin, zu steuern. Mageblich an dem Endergebnis beteiligt sind dabei folgende
Schritte (modifiziert nach Thermofisher Protokoll): Die Plasmide pFRT/lacZeo (Plasmid for flippase
recognition target / p-galactosidase and Zeocin), welches durch einen Simian-Virus 40 (SV40)-
Promotor reguliert wird, und pcDNAG/TR (Plasmid fir CMV-Promotor, Tetracyclin-Repressor-Protein
und Blasticidinresistenz-Gen), welches konstitutiv den Tetracyclin-Repressor exprimiert, werden an
zufalligen Stellen im Zellgenom integriert. Das pFRT/lacZeo besitzt einerseits eine FRT-Region und
zum anderen ein Resistenz-Gen gegeniber Zeocin, wodurch eine erfolgreiche Transfektion Uberprift
werden kann. Zusétzlich kann die erfolgreiche Transfektion von pcDNAG6/TR mittels des
Blasticidinresistenz-Gens Uberpriift werden. Als nachstes werden die Plasmide pOG44 (Plasmid mit
Rekombinase Flippase und CMV-Promotor) und pcDNAS/FRT/TO (Plasmid fiir ,,Gene of interest*,
FRT-Region, CMV/“tetracycline operator” (TetO2)-Promotor und Hygromycinresistenz-Gen)
cotransfiziert. Ersteres wird durch einen Cytomegalievirus (CMV)-Promotor reguliert und exprimiert
die Flp-Rekombinase. Das zweite Plasmid besitzt das ,,Gene of interest”, eine FRT-Region, einen
CMV/TetO,-Promotor und ein Gen welches die Hygromycinresistenz vermittelt. Die Expression der
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Rekombinase bewirkt nun eine homologe Rekombination zwischen den beiden FRT-Regionen, sodass
das pcDNAS5/FRT/TO dem SV40-Promotor nachgeschaltet ist und zusétzlich der lacZeo-Gen inaktiviert
wird. Durch diese Rekombination und der Zugabe von Tetracyclin, welches (iber eine Aktivierung des
TetO2-Promotors die Wirkung des Tetracyclin-Repressor-Proteins aufhebt, findet die Expression des
Gens von Interesse statt. Ein erfolgreiches Durchfiihren dieses Protokolls kann mittels der integrierten
Hygromycinresistenz, bei gleichzeitiger Zeocin-Sensibilitdt, nachgewiesen werden (Invitrogen;
Thermo-Fisher-Scientific(1); Thermo-Fisher-Scientific(2)).

5.2.3 Kultivierung der Zellen

HEK-Zelllinien wurden bei 37°C und 5% CO; in 75 cm? Kulturflaschen in ihrem jeweils passenden
Medium (Tabelle 5.6) im Inkubator kultiviert. Nach Erreichen eines nahezu konfluenten Zellrasen
wurden sie entweder mit Trypsin abgelést und verdinnt wieder ausgesét (gesplittet) oder fir
Experimente verwendet. Zum Splitten wurde das sich in der Zellkulturflasche befindenden Medium mit
einer Vakuumpumpe abgesaugt. Anschlielend folgte ein Waschschritt mit ,,phosphate buffered saline*
(PBS)-Puffer, um Reste von fetalem Kaélberserum (FKS) zu entfernen. Mithilfe von 3 ml Trypsin-
Ldsung, welche Trypsin in einer Konzentration von 5 g/l und Ethylendiamintetraacetat (EDTA) in einer
Konzentration von 2 g/l enthélt, konnten die adhdrenten HEK Zellen, nach einer Minute Inkubationszeit,
von ihrem Untergrund durch leichtes Klopfen gegen die Flasche gelost werden. Anschliefend wurden
7 ml Zellkulturmedium mit FKS hinzugefiigt, um die enzymatische Aktivitat von Trypsin zu beenden.
Es folgte ein Scheren der Zellen, durch zehnmaliges Pipettieren der Zellsuspension gegen die
Flaschenwand, um eine Vereinzelung der Zellen zu erreichen. Nun konnte eine beliebige Menge an
Zellsuspension in eine neue Kulturflasche, die bereits mit 13 ml Zellkulturmedium befullt wurde,

transferiert werden.

Wenn Zellen fur Messungen gebraucht wurden, erfolgten die gleichen Schritte, wie beim Splitten.
Jedoch wurde die Zellsuspension nicht in eine neue Kulturflasche, sondern in ein 15 ml
Zentrifugenroéhrchen zur weiteren Verwendung berfiihrt. Um sicher zu gehen, dass moglichst alle
Zellen tberfihrt wurden, wurde die Zellkulturflasche noch einmal mit 5 ml Zellkulturmedium befillt,

welches viermal geschart wurde, um ubrig gebliebene Zellen auch mit aufzunehmen.

Bei den Flp-In T-Rex Zelllinien, wurde zur Expression des gewiinschten Gens bzw. Proteins, 16-20 h
vor Verwendung der Zellen eine Induktion mit 1 pg/ml Tetracyclin vorgenommen. Hierflir wurde das

Medium in der Kulturflasche durch 13 ml Zellkulturmedium + 13 pl Tetracyclin (1 mg/ml) ersetzt.

5.2.4 Transiente Transfektion

Fur einige Experimente wurde hTRPV6long in den Vektor ,,p,CAGGS-IGFP (,,internal ribosome entry
site green fluorescent protein)-pMAX*, welcher nun die unabhangige Bildung des lonenkanals und des
,»green fluorescent protein® (GFP) erlaubt, kloniert. Als Kontrolle diente der Leervektor ,,IRES-GFP-
pMAX*, welcher fur die Bildung von GFP verantwortlich ist. Es fand die transiente Transfektion von

HEK 293 Zellen mithilfe des Transfektionsreagenzes ,,Cell Avalanche® statt. Dabei wurden 2 ml
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Optimem in ein Eppendorf-Reaktionsgefal gegeben und 16 ul Cell Avalanche, sowie 20 pl des
Plasmides mit IRES-GFP (IGFP) oder hTRPV6iong-IGFP (Klon 23) im pMAX Vektor (Ulrich
Wissenbach) hinzugegeben. Nachdem das Gemisch gevortext und 15 Minuten inkubiert wurde, konnte
es einer Zellkultur mit 80 - 90 %iger Konfluenz, welche vorher 16 ml neues Zellkulturmedium erhielt,
hinzugefiigt werden. Die Zellen wurden 24-48 h nach Transfektion fir Ca?* Imaging Experimente

verwendet.

525 AMAXA-Protokoll

Fur die Erzeugung einer groRen Menge an transient transfizierten Zellen, wurde sich fiir die Einbringung
von cDNA mittels Elektroporation entschieden. Hierbei wird unter Verwendung von elektrischer
Spannung und einem spezifischen Reagenz (,,Nucleofector Solution®) oder alternativ Optimem, die
gewiinschte cDNA (iber die Zellmembran in die Zelle eingeschleust, sodass die Zelle anschlie3end das,
zur cDNA gehorende, Protein, produzieren kann. Sowohl das verwendete Gerét, als auch das hierzu
passende Protokoll stammte von der Firma AMAXA. Fir die Transfektion von Zellen mithilfe von
AMAXA wurden 1 Mio. Zellen pro Durchgang benétigt. Diese Zellmenge, die sich in Suspension
befand, wurde in ein Eppendorfgefdl pipettiert und anschlielend bei 200 x g fir 10 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde entfernt und das Zellpellet in 100 pl Optimem bzw. ,,Nucleofector
Solution® resuspendiert. Nun folgte das Hinzufiigen von 5 pg des gewtinschten Plasmides (nTRPV6iong-
IGFP-pMAX, IGFP-pMAX). Das Gemisch wurde verrihrt und in eine Elektroporationskivette
umgefillt. Nun konnte der eigentliche Prozess der Elektroporation erfolgen, indem das Programm
gestartet wurde. Nach diesem Schritt wurde die Zellsuspension in 500 pl 10%-FKS-haltigem Medium
aufgenommen und konnte nun in die Zellkulturflasche/-schalchen gegeben werden. Nach 24 und 48

Stunden konnte das Ergebnis der Transfektion im Fluoreszenzmikroskop Uberpruft werden.

5.2.6 Darstellung und Auswertung der Transfektionseffizienz

Wie exemplarisch aufgefiihrt, wurde von jeder gemessenen Zellpopulation eine Probe unter dem
Fluoreszenzmikroskop untersucht. Zundchst fand zur Ermittlung der Zellzahl im Sichtfeld ein
Durchlichtsaufnahme statt (Abbildung 5.1 A). AnschlieBend wurde sowohl die Fura-2-Beladung
(Abbildung 5.1 B), als auch die erfolgreiche Transfektion durch Darstellung der GFP-fluoreszierenden
Zellen (Abbildung 5.1 C) gepruft. Zuletzt fand ein Zusammenlegen / ,,Merge™ der drei Bilder statt
(Abbildung 5.1 D).
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B HEK Fura-2

C HEK GFP D HEK Merge

Abbildung 5.1: Mikroskopische Aufnahmen von HEK hTRPVG6iong IGFP Zellen

Beispielhafte mikroskopische Aufnahmen von HEK Zellen, die mit hTRPV6i0ng IGFP transfiziert wurden.
Die Aufnahmen fanden unter Anregung des GFP-Farbstoffes (A), Anregung des Fura-2-Farbstoffes (B),
Verwendung der Durchlichtfunktion (C) und dem Zusammenlegen (,, Merge ) aller drei Aufnahmen (D)
statt (Durchlicht = grau; Fura-2 = blau; GFP = griin). Der Malstab ist mittels eines Balkens, der 100
KUm entspricht, angegeben.

Zur exakten Quantifizierung wurden die mikroskopischen Aufnahmen mit zwei Methoden ausgewertet.
Es erfolgte zum einen die per Hand durchgefiihrte Zahlung der in der Durchlichtaufnahme erkennbaren
Zellen, welche anschlieBend zu der Anzahl der im GFP-Filter darstellbaren Zellen (erfolgreich
transfizierte Zellen) ins Verhaltnis gesetzt wurde. Zum anderen wurde tber die Aufnahme der GFP-
transfizierten Zellen, mithilfe des Programms ,Fiji“ bzw. ,,Imagel], eine Threshold definiert. Diese
bewirkt die Festlegung eines Helligkeitsgrenzwertes mit dem anschlieBend der prozentuale Anteil aller
dartiber liegenden Strukturen angegeben werden kann. Der Vorteil bei letzter genannten Methode
bestehet darin, dass auch die unterschiedlich starke Ausprédgung der Fluoreszenz in die Messung mit
einfliel3t.
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5.3 Messung zytosolischer Ca?*-Konzentrationen mit Hilfe des Ca?*-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2

53.1 Fura-2

Fura-2 ist ein Fluoreszenzfarbstoff der abhangig von einer Bindung mit Ca?* sein Anregungsspektrum
andert. Dabei findet die Erfassung der Fluoreszenz bei einer Emissionswellenldnge von 510 nm statt.
Wahrend Fura-2 Ca?* bindet, kommt es bei einer Anregung mit 340 nm zu einer Zunahme des
Emissionssignales. Im Gegensatz dazu nimmt die Fluoreszenz nach Anregung mit 380 nm ab
(Abbildung 5.2 A). Die Fluoreszenz bei einer Anregung von 360 nm ist unabhéngig von einer Bindung
von Ca?" und wird als isosbestische Wellenlange bezeichnet. Damit bietet Fura-2 die Mdglichkeit die
Ca?*-abhangige Fluoreszenz mit zwei Wellenlangen zu detektieren und die sogenannte Ratiomethode
zu verwenden. Dabei findet abwechselnd eine Anregung mit 340 nm und 380 nm Licht statt, wahrend

die Fluoreszenz bei 510 nm detektiert wird.
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Abbildung 5.2: Fura-2 Anregungsspektrum & Schema des Zellbeladungsvorganges

Anregungsspektrum  des  Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 und die dabei  erhaltenen
Fluoreszenzintensitaten, welche bei einer Emissionswellenlange von 510 nm, in Anwesenheit
verschiedener Ca?*-Konzentrationen, detektiert werden. Die standardméaRigen Anregungswellenlangen
von Fura-2 sind in blau (340 nm) und rot (380 nm) verdeutlicht (A) (adaptiert nach (TEFLabs:
Fluorescent ion indicator handbook)). Schematische Darstellung der Zellbeladung mit Fura-2 (B)
(adaptiert nach (Held, 2006)).
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Theoretisch konnte jede Einzelwellenldnge zur Erfassung von Ca?*-Anderungen verwendet werden
(Abbildung 5.2 A). Jedoch ist die Fluoreszenz bei Anregung mit nur einer Wellenlange neben der Ca?*-
Konzentration auch von vielen weiteren Faktoren, wie beispielsweise von der Menge an
Fluoreszenzfarbstoff in der Zelle, abhéngig. Da die Beladung der Zellen mit Fura-2 immer
unterschiedlich ist, ist ein Vergleich zwischen verschiedenen Messungen nicht immer maoglich. Beim
Ratioverfahren, welches bei Fura-2 angewendet werden kann, werden zwei Wellenlangen zur Anregung
verwendet. Durch Bilden des Verhéltnisses der Fluoreszenz der beiden Anregungswellenldangen (Ratio),
konnen die Faktoren, welche die Fluoreszenz nach Anregung mit einer Wellenlange Ca?* unabhéngig
beeinflussen, vernachlassigt werden. Hieraus ergibt sich, dass die Ratiowerte hauptsachlich Ca?*
abhéngig sind. Auch Experimente mit unterschiedlicher Beladung an Fluoreszenzfarbstoff kbnnen somit

besser verglichen werden.

Das Fura-2-Molekdl besitzt mehrere negativ geladenen Carboxylgruppen durch die eine Ca?*-Bindung
vermittelt wird. Hierdurch ist das Molekil hydrophil und kann die Zellmembran nicht tberwinden.
Dieser Schritt ist jedoch fiir die Bestimmung von intrazellularen Ca?*-Veranderungen essentiell. Aus
diesem Grund wurde Fura-2-AM fir die Experimente verwendet. Dabei handelt es sich um Fura-2-
Molekiile, deren geladene Carboxylgruppen durch eine Esterbindung von Acetoxymethylgruppen (AM)
neutralisiert wurden. Dies bewirkt eine gesteigerte Lipophilie, sodass der Farbstoff nun die
Zellmembran Giberwinden kann (Takahashi et al., 1999). Durch im Zytosol vorkommende unspezifische
Esterasen, kommt es zu einer Hydrolyse des Acetoxymethylesters (Homolya et al., 1993). Das Fura-2-
Molekul befindet sich nun wieder in einem hydrophilen Zustand und kann die Zellmembran nicht mehr
passieren (Abbildung 5.2 B). Des Weiteren bleibt durch die Hydrolyse des Molekils der
Konzentrationsgradient fur die veresterte Form erhalten, sodass, durch passive Diffusion, eine

Anreicherung des Farbstoffes in der Zelle stattfinden kann.

5.3.2 Fura-2-Kalibrierung

Es besteht die Mdglichkeit, die Ratio-Werte aus den Fura-2-Messungen in intrazellulare Ca?*-
Konzentrationen umzurechnen. Hierzu wurde von Grynkiewicz et al. (Grynkiewicz et al., 1985) eine
Kalibrationsgleichung erstellt. Diese besitzt eine hohe Sensibilitat auf sich verandernde Einflussfaktoren
(z.B. Lichtintensitéat, Filterstarke), weshalb sie nur fir das Messgerat verwendet werden kann, in der die

Kalibration stattgefunden hat.
Die Gleichung lautet:
[Ca2*]; = (Kd * (R - Rmin)) / (Rmax - R) * (Sf2 / Sh2))

Mit dieser Gleichung kann die intrazellular herrschende Ca?*-Konzentration [Ca?*]i aus der gemessenen
Ratio F340 / F380 (R) und mithilfe von flinf Parametern ermittelt werden. Zum einen flie3t die

Dissoziationskonstante (Kd) von Fura-2 ein. Zum anderen wird die ermittelte Ratio von Fura-2 in der

38



Ca?*-freien (Rmin) und Ca?*-gebundenen (Rmax) Form benétigt, sowie die Fluoreszenzintensitét von
Fura-2 bei 380 nm in der Ca?*-freien (Sf2) und Ca?*-gebundenen (Sb2) Form.

Um die Kalibration durchzufiihren wurden somit drei Lésungen bendtigt:

1. Eine Losung in der die Fura-2-Molekiile in der Ca?*-freien Form vorliegen > 10 puM
lonomycin, 10 mM BAPTA (L6sung 1)

2. Eine Losung in der die Fura-2-Molekiile in der Ca?*-gebundenen Form vorliegen - 10 uM
lonomycin, 10 mM Ca?" (Lésung 2)

3. Eine Losung in der die Ca?*-Konzentration definiert ist, sodass eine Bestimmung der effektiven
Kd von Fura-2 unter den vorhandenen Messbedingungen maglich ist = 10 pM lonomycin, 10
mM BAPTA, 5 mM Ca?* (Losung 3)

In allen drei Lodsungen ist der lonophor lonomycin enthalten. Dieser bewirkt eine
Permeabilitatssteigerung der Zellmembran fir Ca?* und erlaubt somit eine Beeinflussung der
intrazellularen Ca%*-Konzentrationen durch extrazellulare Addition von Ca%*, d.h. Uber die Ca?*-

Konzentration in der Badlésung kann die zytosolische Ca?*-Konzentration eingestellt werden.

Beim BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid)-Molekil handelt es sich um
einen Chelator, der durch seine vier Carboxylgruppen die Fahigkeit besitzt zwei Calciumionen zu
binden. Dieses Molekil wird eingesetzt um die intrazellulare Ca?*-Konzentration zu minimieren

(Losung 1) oder um eine spezifische Ca?*-Konzentration einzustellen (Lésung 3).

Das Einstellen einer spezifischen Ca?*-Konzentration wurde fiir das Ermitteln der geratespezifischen,
effektiven Dissoziationskonstante (Kdesr) von Fura-2 bendtigt. Hierfir wurde 5 mM Ca?* und 10 mM
BAPTA miteinander kombiniert, um eine freie intrazellulare Ca?*-Konzentration von 225 nM zu
erzeugen. Berechnet wurde dies mithilfe der Software ,, WEBMAXC STANDARD. Zur Kalkulation

der Kdes ist eine Umstellung der Kalibrationsgleichung notwendig:
Kderr = ([Ca2*]i* (Rmax - R)) / ((R - Rmin) / (Sf2 / Sb2))
Kalibrationsmessungen siehe Kapitel 6.8 ,,Fura-2-Kalibration®.

5.4 Fura-2-basierte zytosolische Ca?*-Messungen mittels Fluoreszenz-
Spektrophotometers

Zytosolische Ca?*-Signale, die auf der Ca?*-abhédngigen Fluoreszenzanderung von Ca?*-sensitiven
intrazelluldaren Fluoreszenzfarbstoffen beruhen, konnen entweder auf Einzelzellebene mithilfe
bildgebender Verfahren, wie der Fluoreszenzmikroskopie, oder in einer Population von vielen Zellen
gleichzeitig (,,bulk) detektiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden die Ca?*-Signale vieler
Zellen gleichzeitig als Fluoreszenzsignale in einer Kivette mithilfe eines Fluoreszenz-

Spektrophotometers erfasst.
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5.4.1 Zellvorbereitung fir die Calcium Imaging Experimente in der Kiivette

Fir Calcium Imaging Experimente in der Klvette, wurden die Zellen in einem nach Singh et al. (Singh
et al., 2017) adaptierten Protokoll vorbereitet und mit dem Ca?*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2
beladen. Als erstes wurde, die sich in einem Zentrifugenréhrchen befindliche Zellsuspension, bei 68 x
g fur 5 Minuten zentrifugiert, sodass sich am Boden des Zentrifugenréhrchens ein Zellpellet bildete.
Nun wurde der Uberstand entfernt. Je nach subjektiver Einschatzung der GroRe des Zellpellets wurde
zur Verbesserung der Beladung mit Fura-2 auch ein Teil der Zellen entfernt. Anschlieend wurde der
Zellpellet in 1 oder 2 ml 37°C warmer 0 Ca?*-Ringerlésung (140 mM NaCl, 4 mM KCI, 3 mM MgCly,
10 mM HEPES, 10 mM Glukose, pH 7.4) resuspendiert. Hinzu kamen 5 bzw. 10 pl in DMSO geldstes
Fura-2 mit einer Konzentration von 1 mM, sodass zur Beladung der Zellen in der Zellsuspension am
Ende eine Fura-2-Konzentration von 5 uM vorlag. Die Zellen im Zentrifugenrohrchen wurden dann fiir
45 Minuten im Inkubator, Wasserbad oder Schittelinkubator bei 37°C unter standigem Schitteln
inkubiert. Dabei waren die Zentrifugenréhrchen mit Aluminiumfolie umwickelt, um den
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 vor dem Ausbleichen durch das Licht zu schiitzen. Es folgte eine weitere
Zentrifugation bei 68 x g filr 5 Minuten, das Entfernen des Uberstandes, mit dem extrazellularen Fura-
2, und die Resuspension des Zellpellets in 1 ml 37°C warmer 0 Ca?*-Ringerlésung. Nun wurden die
Zellen bei Raumtemperatur im Dunkeln fiir 25 Minuten erneut inkubiert, wobei gelegentliches Schtteln
dafur sorgte, dass die Zellen sich nicht auf dem Boden des Zentrifugenréhrchens absetzten. Nach einer
dritten Zentrifugation bei 68 x g fiir 5 Minuten und Resuspendieren in 1 ml neuer 0 Ca?*-Ringerldsung

wurde die Zellzahl bestimmt.

In einem Teil der Experimente (,,inverses Protokoll) wurde statt der 0 Ca?*-Ringerlésung eine 2 mM
Ca?*-Ringerlésung (140 mM NaCl, 4 mM KCI, 2 mM CaCl,, 1 mM MgCl;, 10 mM HEPES, 10 mM
Glukose, pH 7.4) verwendet.

Um die Anzahl der fur die Experimente einzusetzenden Zellen zu bestimmen und eine entsprechende
Verdinnung zu ermitteln, wurden die Zellen gezédhlt. Hierbei wurde eine ,Neubauer improved*-
Z&hlkammer verwendet (Abbildung 5.3 links). Zu Beginn wurden 10 pl der Zellsuspension oder einer
Verdinnung (z.B. 1:10) in die Z&hlkammer hinein pipettiert. Die Z&hlkammer zeigt neun GroRquadrate,
die jeweils eine Flache von 1 mm? besitzen. Da die Kammerhdhe nach Auflage eines Deckglases 0.1
mm betragt, ist das Volumen tber einem GroRquadrat 0.1 mm?3, was 0.1 pul entspricht. Die vier groen
Eckquadrate sind in jeweils 16 kleine Quadrate mit einer Flache von je 0.0625 mm? unterteilt
(Abbildung 5.3 rechts). Unter Benutzung eines Mikroskops (Wilovert Standard PH 20, hund
WETZLAR) und eines 10x Objektives wurde die Anzahl der Zellen in den vier groRen Eckquadraten
gezéhlt, wobei nur zwei der vier R&nder miteinbezogen wurden. Aus den erhaltenen vier Zahlen der vier
Eckquadrate wurde der Mittelwert gebildet und die Zelldichte tber die Formel Zellzahl pro Eckquadrat
(entspricht 0.1 pl) x 10.000 als Zellzahl/ml der Zellsuspension errechnet. Bei initialer Verdiinnung

(siehe oben) wurde der entsprechende Verdiinnungsfaktor miteinbezogen. Fiir die anschlieBenden Ca?*
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Messungen wurden die Zellen dann mithilfe der 0 Ca?*-Ringerldsung auf 0.5 bis 2.5 Mio. Zellen/ml

verdinnt.
0,1700mm /:’_’::——-Nevfa’ﬁé’r’
Tiefe ¢¢ n improved
Depth X5
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0,0025mm? pghE Il

Abbildung 5.3: Aufbau Zahlkammer

Die Abbildung zeigt die ,, Neubauer improved “-Zéahlkammer (links) und eine VergrofRerung des in das
Glas eingefrasten Quadratrasters (rechts). Das Quadratraster wird zum Zahlen von Zellen in

Suspension bendtigt (adaptiert nach Onlinequellen (LO-Laboroptik; MSG-Praxisbedarf))

Teilweise wurden die Zellen vor der Zellzd&hlung mit Trypanblau gefarbt, um die Zellviabilitt nach
Durchlaufen des Fura-2-Protokolls zu beurteilen. Daflr wurde ein Aliquot von 0.2 ml Zellsuspension
nach dem Beladen mit Fura-2 entnommen. AnschlieBend wurden 0.3 ml ,,phosphate buffered saline*
(PBS) und 0.5 ml Trypanblau-Farbeldsung hinzugegeben und fiir 10 Minuten inkubiert. Tote Zellen mit
einer beschadigten Zellmembran nehmen den Farbstoff auf und erscheinen im Mikroskop dunkelblau.
Durch Zahlung der nichtgeféarbten Zellen und der Gesamtzellzahl konnte der Anteil der lebenden Zellen

ermittelt werden.

5.4.2 Calcium Imaging in der Klvette

Die zytosolischen Calciummessungen in der Kiivette wurden mithilfe des im Institut neu angeschafften
Fluoreszenz-Spektrophotometers FL6500 von PerkinElmer (Abbildung 5.4 A) und der dazugehdrigen
Software (Spectrum FL 1.1.0.) durchgefiihrt. Im Programm wurde mit der Methode ,,Fast Filter*
gearbeitet. Vor den eigentlichen Experimenten wurde die Methode zum Ca?* Imaging in der Kiivette
mit Hilfe des Fluoreszenz-Spektrophotometers etabliert und hierzu verschiedene Einstellungen getestet.

Nach Etablieren waren die Einstellungen fur die eigentlichen Experimente wie folgt:

Filter Mode - Excitation FFA

Background - On

Immediate Mode = On

Source Setup:
Source Mode - Pulse
Luminescence Mode —>Fluorescence

Excitation Error = On
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Dark Application = Initial Dark
Flash Power - 80 kW
Frequency - 100 Hz

Excitation Mono Setup:
Excitation Slit Width > 20 nm
Excitation Filter > Air

Accessory Setup:

Accessory > Fast Filter

Extra Accessories - No Accessory

Setup Filter > Fura-2 (Numerator = 340 nm; Denominator = 380 nm)
Stirrer Control > Medium

Emission mono Setup:

Emission Wavelength > 515 nm
Emission Slit Width - 20 nm
Emission Filter > Air
Detector Setup:
Photomultiplier Voltage - Medium, 550 V
Response Time = 0.1 s
Emission Correction > On
PMT Gain - x1

Time Driver Settings:

Duration - variierte je nach Experiment (in Sekunden angegeben)
Data Interval > 1's

Im Fast Filter Modus wird das Licht durch eine Lichtquelle (Xenon Lampe) in 100 Hz Blitzen generiert.
Dieses wird anschlielRend durch ein Filterrad mit einem 340 nm und einem 380 nm Filter auf die Probe,
die sich in der Kiivette befindet, gesendet. Das Filterrad dreht sich mit einer Umdrehungsfrequenz von
1 Hz. Die erzeugte Fluoreszenz wird Uber einen Bandpassfilter von 515 + 20 nm von einem
Photomultiplier, im Winkel von 90° zur Lichtstrecke stehend, detektiert. Wahrend der Messung werden
die Zellen in Suspension stetig mit einem kleinen Magnetrihrer in Bewegung gehalten, sodass sie nicht

auf den Boden sinken und gleichmadRig in der Suspension verteilt bleiben (Abbildung 5.4 B, C).
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Abbildung 5.4: Aufbau Fluoreszenz-Spektrophotometer

Abbildung des Fluoreszenz-Spektrophotometer FL6500 von PerkinElmer mit griiner Klappe zum Schutz
des Kivettenmoduls vor Lichteinstrahlung und schwarzem Applikationsfenster (A). Im Inneren befindet
sich der in allen Experimenten benutze Einsatz , Fast Filter (B). Schematische Darstellung des
Lichtweges (C).

Die mit Fura-2 beladenen Zellen wurden so verdiinnt, dass eine Zellkonzentration zwischen 0,5 und 2,5
Millionen Zellen pro Milliliter erreicht wurde. 1 ml der Zellsuspension wurde in die vorher mit 70%
Ethanol und destilliertem Wasser gereinigte Quarzglaskiivette gegeben (PerkinElmer Part-No.
B0631104). Nachdem das Experiment gestartet und benannt wurde, wurde durch eine mit 0 Ca?*-
Ringerlosung gefullte zweite Kivette der Hintergrund (Background) bestimmt. Nach einem
Kivettenwechsel konnte nun die Messung beginnen. Dabei befindet sich die Kivette im abgedunkelten
Photometer. Zur Zugabe von weiteren Substanzen (Tabelle 5.7 & Tabelle 5.8), wurde das
Applikationsfenster des Photometers (Abbildung 5.4 A) nur minimal ge6ffnet, um Signalstérungen
durch Licht zu vermeiden. Aus demselben Grund wurde der Raum wahrend der Messung abgedunkelt.
Nachdem die Messung abgeschlossen war, wurde die Kivette wieder mit 70 %igem Ethanol und

destilliertem Wasser mehrmals ausgespilt und getrocknet.
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Die zu applizierenden Substanzen wurden in zehnfach konzentrierter Form hinzugegeben, um eine
Verdinnung der Zellsuspension so gering wie moglich zu halten. Zu beachten war, dass bei Zugabe der
Applikationslosung auch das Gesamtvolumen steigt und hierdurch wiederum die Endkonzentration
beeinflusst wird. Deshalb wurde sich dazu entschieden, 10 % des Endvolumens (1,1 ml) als

Applikationsvolumen (110 pl) zu wéhlen. Bei einem anfanglichen Kuvetteninhalt von 1 ml sehen die

Applikationen von unterschiedlichen Ca?*-Konzentrationen wie folgt aus:

Applikationskonzentration in 110 pl Endkonzentration in 1,11 ml
300 mM Ca?* 30 mM Ca?*

100 mM Ca?* 10 mM Ca?*

30 mM Ca?* 3 mM Ca?*

10 mM Ca?* 1 mM Ca?

3 mM Ca? 300 uM Ca?*

1 mM Ca?* 100 uM Ca?

300 uM Ca?* 30 uM Ca?

100 M Ca?* 10 pM Ca?*

Tabelle 5.7: Applikationen bei der Ca?*-Stimulation von TRPV6-Varianten

Bei Zugabe von pharmakologisch wirksamen Substanzen wurden auch diese in einer zehnfach
konzentrierten Losung hinzugegeben. Folgte anschliefend eine weitere Applikation mit Ca?*, so wurde
die Substanzkonzentration so gewdhlt, dass sie mit denen in der momentanen Kiivettenldsung identisch

waren:

Applikationskonzentration in 110 | Endkonzentration
(1.) bzw. 120 pl (2.)

1. Applikation | 300 uM Trifluoperazin 30 UM Trifluoperazin in 1,11 ml

2. Applikation | 30 mM Ca?* + 30 uM Trifluoperazin | 3 mM Ca?* + 30 uM Trifluoperazin
in1,23 ml

Tabelle 5.8: Applikationsvorgehen bei der modulatorabhangigen Ca?*-Stimulation von TRPV6-
Varianten

5.5 Spektralscan in der Klvette

Im Verlauf der Experimente ergab sich die Vermutung, dass einige Substanzen, unabhangig von der
Ca?* Konzentration in den Zellen, Gber ihre endogenen spektralen Eigenschaften das Fura-2
Fluoreszenzsignal beeinflussen kénnten. Um dies zu Uberprifen, wurde beim Fluoreszenz-
Spektrophotometer FL6500 von PerkinElmer und der dazugehdérigen Software (Spectrum FL 1.1.0.) mit
dem Programm ,,Spectra Scan® gearbeitet. Hierbei wurde im Verlauf einer Anregung zwischen 200 nm
und 480 nm die Fluoreszenz der Substanzen bei einer Emissionswellenldnge von 515 nm in der Kiivette

untersucht. Dabei lauteten die Feineinstellungen fir die Hauptexperimente wie folgt:
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Scan Type > Excitation Scan

Background Correction - On

Source Setup:
Source Mode - Pulse
Luminescence Mode > Fluorescence
Excitation Error = On
Dark Application - Initial Dark
Flash Power - 80 kW
Frequency - 100 Hz

Excitation Mono Setup:
Excitation Start Wavelength - 200 nm
Excitation End Wavelength - 480 nm
Excitation Slit Width - 1 nm
Excitation Filter > Air
Scan Speed - 240 nm / min

Accumulation Number - 1

Accessory Setup:

Accessory - Fast Filter (kein Filter stand im Lichtweg)
Extra Accessories - No Accessory
Stirrer Control > Medium

Emission Mono Setup:

Emission Wavelength - 515 nm
Emission Slit Width - 20 nm
Emission Filter > Air
Detector Setup:
Photomultiplier Voltage 2 Medium, 550 V
Response Time - 0.5 nm
Emission Correction = On
PMT Gain - x1
Scan Mode:

Single Scan; Intensity

Im Spectra Scan Modus wird Licht einer Lichtquelle (Xenon Lampe) in 100 Hz Blitzen generiert. Mittels
eines Emissionsfilters wird ausschlieBlich ein Bandpass von 1 nm Breite erzeugt. Dieser deckt tber die
Dauer des Experimentes (70 Sekunden) den Bereich von 200 nm bis 480 nm ab. Die einzelnen
Anregungswellenldngen treffen auf die sich in der Kiivette befindliche Probe, sodass im 90° Winkel die

jeweilige Fluoreszenz Uber einen Bandpassfilter von 515 = 20 nm von einem Photomultiplier
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aufgezeichnet werden kann. Auch in diesem Modus wurde die Flussigkeit mithilfe eines Magnetrihrers

in Bewegung gehalten, um gleiche Bedingungen zum Fast Filter Modus zu gewahrleisten.

Applikationskonzentration in 110 pl Endkonzentration in 1,11 ml
10 mM Trifluoperazin 1 mM Trifluoperazin

3 mM Trifluoperazin 300 uM Trifluoperazin

1 mM Trifluoperazin 100 pM Trifluoperazin

300 UM Trifluoperazin 30 UM Trifluoperazin

Tabelle 5.9: Substanzendkonzentrationen in Bezug auf die Applikationskonzentration

Auflistung der Endkonzentration der jeweiligen Substanz in Bezug auf die Applikationskonzentration,

beispielhaft fur Trifluoperazin dargestellt.

Applikationskonzentration in 120 pl Endkonzentration in 1,23 ml

30 mM Ca?* + 1 mM Trifluoperazin 3 mM Ca?* + 1 mM Trifluoperazin
30 mM Ca?* + 300 uM Trifluoperazin 3 mM Ca?* + 300 uM Trifluoperazin
30 mM Ca?* + 100 pM Trifluoperazin 3 mM Ca?* + 100 uM Trifluoperazin
30 mM Ca?* + 30 uM Trifluoperazin 3 mM Ca?* + 30 uM Trifluoperazin

Tabelle 5.10: Substanzendkonzentrationen in Bezug auf die Applikationskonzentration inklusive
Ca?

Darstellung der zusatzlichen Applikationen von Ca?*, welche fiir die auf der rechten Seite von Tabelle

5.9 gezeigten Trifluoperazin-Lésungen vorgenommen wurden.

Zwei Quarzglaskiivetten wurden zu Beginn mit 70% Ethanol und destilliertem Wasser gereinigt.
AnschlieBend wurde beide Kiivetten mit 1 ml 0 Ca?*-Ringerlosung befillt. Wahrend zur einen Kiivette
110 pl 0 Ca?*-Ringerlosung hinzugefiigt wurden, erhielt die Andere 110 pl der Substanz in 10facher
Endkonzentration (Tabelle 5.9). Bei einem Teil der Experimente folgte nach der Messung eine
zusétzliche Applikation von Ca?*, wobei die Konzentration von Trifluoperazin konstant gehalten wurde
(Tabelle 5.10).

Nach Start und Benennung des Experimentes wurde je nach Experiment zuerst der Background anhand
der Kiivette ohne Substanzzusatz bestimmt. Es erfolgte ein Wechsel der Kivette, sodass die Messung

der Ca?* unabhangigen Eigenfluoreszenz stattfinden konnte.

5.6 Auswertung der Messdaten

Aus den Hintergrund-korrigierten (Hintergrund = Kiivette mit Badlésung ohne Zellen; siehe 5.4.2) Fura-
2-Fluoreszenzwerten der zytosolischen Ca?*-Messungen am Spektrophotometer bei Anregung mit 340
nm und 380 nm wurden in Microsoft Excel 2016 Ratiowerte (F340 / F380) berechnet. Diese wurden
dann als Fura-2 Ratio (F340 / F380) tiber die Zeit in IgorPro 6.31 (Wavemetrics) als Grafiken dargestellt

(Abbildung 5.5 A, B).
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5.6.1

Isolierung der TRPV6-abhéngigen zytosolischen Ca?*-Signale

Zur Analyse der durch extrazellulares Ca?* induzierten intrazellularen Fura-2 (Ca?*) Signale wurden die
F340 / F380-Basiswerte (BW), d.h. der jeweilige Mittelwert 0-90 s vor Applikation von Ca?*, abgezogen

(Abbildung 5.5 C, D). Um die durch TRPV6 zustande gekommenen Ca?* Signale zu isolieren, wurden
anschlielend die Kurven der entsprechenden Kontrollzellen (ohne TRPV6) (Abbildung 5.5 D) fur die

jeweiligen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen aus mehreren Experimenten gemittelt und deren

Signale Uber die Zeit von den entsprechenden Messungen bei den jeweiligen extrazellularen Ca?*-
Konzentrationen in den TRPV6-exprimierenden HEK Zellen (Abbildung 5.5 C) abgezogen (Abbildung

5.5 E).
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Abbildung 5.5: Vorbereitung der Messdaten zur Auswertung

Beispiele fiir zytosolische Ca?*-Signale (Fura-2 F340 / F380) bei Applikation verschiedener
extrazellularer Ca?*-Konzentrationen in TRPV6-exprimierenden HEK Zellen (A) und HEK
Kontrollzellen ohne TRPV6 (B). Vor Applikation befanden sich die Zellen in einer Ca2*-freien Lésung.
Die Basiswerte (BW) in Ca?*-freier Losung, errechnet als arithmetisches Mittel der Werte zwischen
Sekunde 0 bis 90, wurden anschlieBend von den einzelnen Kurven abgezogen (C, D). Zur Darstellung
und Auswertung der lediglich durch TRPV6-induzierten Ca?*-Signale wurden mehrere Messungen von
Kontrollzellen (ohne TRPVS6) fiir die verschiedenen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen gemittelt und

von den entsprechenden Messungen in den TRPV6-exprimierenden HEK Zellen abgezogen (E).

5.6.2 Abhéangigkeit der zytosolischen Ca?*-Amplituden vom extrazellularen Ca?*

Aus den wie oben beschriebenen korrigierten Messungen wurden die Maxima der zytosolischen Ca?*-
Signale (Fura-2 F340 / F380) nach Zugabe der verschiedenen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen
ermittelt, einfach logarithmisch gegen die jeweilige Ca?*-Konzentration aufgetragen und eine Dosis-
Wirkungs-Kurve (f (x) =w_0+ (w_1-w_0)*(1/(1 +(W_2/x)*w_3))); W_0 = Ymin, W_1 = Yimax, W_2
= Kd, w_3 =n (positiv fur eine steigende Funktion, negativ fur eine abfallende Funktion)), mithilfe der
IgorPro Fitfunktion, erstellt (Abbildung 5.6 A). Da auffiel, dass bei einer maximal eingesetzten
extrazellularen Konzentration von 30 mM Ca?* noch kein Maximum der Dosis-Wirkungs-Kurve erreicht
war, wurden die Fitparameter so gewahlt, dass das Minimum bei O lag und das Maximum frei gefittet
wurde. Mithilfe des durch den Fit erhaltenen Maximums erfolgte nun eine Normierung der Dosis-
Wirkungs-Kurve indem jeder Wert durch das gefittete Maximum geteilt wurde (Abbildung 5.6 B; Fit
Minimum =0 % und Maximum = 100 %). Die so normierten Werte ([Cali/[Ca]i max fit) der zytosolischen
Ca?*-Anstiege bei verschiedenen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen mehrerer Experimente wurden
anschlieRend gemittelt und eine neue Dosis-Wirkungs-Kurve dieser Mittelwerte erstellt. Zum Vergleich
der zytosolischen Ca?*-Signale in Abhangigkeit der extrazellularen Ca?*-Konzentration in Zellen, die
unterschiedliche Varianten von TRPV6 exprimierten, wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven der
gemittelten Werte, mithilfe der Fitfunktion (s.0.) in IgorPro, erneut gefittet (Parameter: Minimum =0
% und Maximum = 100 %) und die ECso Werte und Hill Koeffizienten ermittelt. Dabei bleiben die ECsp
und der Hill-Koeffizient aufgrund der sich lediglich &ndernden Skalierung, bei gleichbleibendem

Maximum, identisch.
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Abbildung 5.6: Bearbeitung der Messdaten zur Darstellung der Abhéangigkeit der zytosolischen Ca?*-
Amplituden vom extrazellularen Ca?".

Einfach logarithmische Darstellung der aus Abbildung 5.5 E ermittelten Kurvenmaxima (Fura-2 F340
/ F380) gegendiiber der extrazellular applizierten Ca?*-Konzentration ([Ca]e), inklusive des in IgorPro
errechnetem Fit (Linie) der Dosis-Wirkungs-Kurve (Parameter: Minimum 0 und Maximum frei) (A),
und normiert ([Ca]i/[Ca]i max fit) auf das durch den Fit in A ermittelte Maximum (100 %) (B).

5.6.3 Analyse der Kinetik der Ca?*-Signale

Zur Analyse der Kinetik des intrazellularen Ca?*-Anstiegs und Ca?*-Abfalls nach extrazellularer Zugabe

von Ca?* wurden die Messungen nach Aufbereitung, wie in Abbildung 5.5 E, verwendet.

Fur die Bestimmung der Kinetik des Calciumanstiegs wurde die Steilheit des Ratioanstiegs nach Zugabe
von Ca?* (Abbildung 5.7) als (F340 / F380) / s ermittelt. Zur Charakterisierung der Calciumabnahme
wurde eine einfach exponentielle Funktion (f (X) = yo + A * exp (- 1 / T * X); Yo = Basis, A = Faktor)
durch die Kurve gelegt (Abbildung 5.7). Startpunkt war der Endbereich des maximalen Peaks, wéhrend
das Ende bei Sekunde 250 der Messung festgelegt wurde. Als Wert wurde tau (t) festgehalten, welches
die Zeit angibt in der das Ca?*-Signal um 1/e, also ca. 37 %, abgenommen hat. Die Ermittlung der
Kinetik fand nur fiir die extrazellulare Zugabe von 30 mM, 10 mM, 3 mM und 1 mM Ca?* statt, da hier
eindeutige Effekte zu verzeichnen waren. Bei den Ca?*-Konzentrationen 300 pM, 100 uM, 30 uM und
10 uM wurde aufgrund der niedrigen Effekte, die auch in den Kontrollexperimenten zu erkennen waren,

darauf verzichtet.
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5.6.4 Auswertung des inversen Calciumprotokolls

Zusétzlich zur Ca?*-Kinetik von TRPV6 unter Zugabe von extrazellularem Ca?*, wurde sich auch mit
der Kinetik des F340 / F380-Abfalls, nach Pufferung einer vorher vorhandenen extrazellularen Ca?*-
Umgebung mit BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid ) und anschliefend

erneuter Applikation von Ca?*, beschaftigt.

Die aus vier Messreihen ermittelten Ratios wurden, jeweils als arithmetisches Mittel, zusammengefasst
(Abbildung 5.8 A). Anschliel3end folgte die Subtraktion des jeweiligen Minimums und die Normierung
auf den, in den ersten 100 Sekunden zu sehenden, Basiswert, sodass ein dhnlicher Start- und Endpunkt
der Inhibition erzeugt wurde (Abbildung 5.8 B). Auf diese Weise war es moglich eine vergleichbare
Auswertung der Kinetik vorzunehmen. Diese wurde durch Anlegen einer einfach exponentiellen
Funktion (f(x) = yo + A * exp (- 1 / T * x); Yo = Basis, A = Faktor) von Sekunde 100 bis Sekunde 250

vorgenommen.
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Abbildung 5.8: Auswertung des inversen Ca?*-Protokolls

Darstellung der zytosolischen Ca2*-Signale in originaler (A) und normierter Form (B) am Beispiel von
vier exemplarischen Versuchsdurchlaufen. Zu Beginn des Experimentes befinden sich die Zellen, welche
hTRPV6iong (hellrot) oder TRPV6wmyotis (grau) exprimieren, in 2 mM Ca?*-Lésung zu der 3 mM BAPTA
hinzugefligt werden. Es folgt die Applikation von 3 mM Ca?*, sodass erneut eine Ca?*-Konzentration
von 2 mM herrscht. Die Balken geben die aktuelle Konzentration von freiem Ca?* an, welche durch
Applikation von 3 mM BAPTA und anschlieBend 3 mM Ca?* entstand. Zudem wurden die Mittelwert-
Graphen der normierten Version mithilfe einer einfach exponentiellen Funktion (hnTRPV6iong = rot;
TRPV6wmyotis = schwarz) auf ihre Kinetik in Bezug auf die Ca?*-Abnahme analysiert (B). Die Mittelwerte
sind zur Ubersichtlichkeit an jedem 20. Wert + Standardfehler dargestellt. In Klammern ist die Anzahl

der pro Versuchsdurchlauf zusammengefassten Einzelexperimente angegeben.
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5.6.5 Auswertung der Effekte pharmakologisch wirksamer Substanzen auf die TRPV6-

abhangigen Ca?*-Signale

Zur Untersuchung modulatorischer Mechanismen auf die TRPV6-abhangigen Ca?*-Signale in HEK
Zellen wurden diese mit unterschiedlichen Konzentrationen verschiedener, pharmakologisch wirksamer
Substanzen in Ca?*-freier Badl6sung inkubiert. AnschlieRend erfolgte die Applikation von 3 mM
extrazellularem Ca?*. Die zytosolischen Ca?*-Signale wurden, wie in Kapitel 5.6.1 und 5.6.2
beschrieben, ausgewertet. Die Amplituden der durch 3 mM Ca?*-Zugabe induzierten zytosolischen
Ca?*-Signale in Anwesenheit der verschiedenen Konzentrationen eines Pharmakons wurden
anschlieRend gegen die Pharmakonkonzentration aufgetragen und mithilfe der exponentiellen
Fitfunktion (f(X) =w_ 0+ W_1-w 0)* 1/ (1 + wW_2/x)"w_3))); W_0 = Ymin, W_1 = Yimax, W_2 =
Kd, w_3 = n (positiv fur eine steigende Funktion, negativ fur eine abfallende Funktion))) in IgorPro eine

Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt.

Konnten bei der Applikation von unterschiedlichen Konzentrationen einer Substanz kein Unterschied

in den Ca?*-Maxima festgestellt werden, erfolgte eine zusatzliche Analyse der Kinetik (Kapitel 5.6.3).

5.7 Statistik

Die Analyse der Ergebnisse nach statistisch relevanten Unterschieden fand mithilfe von GraphPad Prism
5.00 und Origin 2020 statt. Zur statistischen Auswertung von zwei voneinander unabhdngigen
Stichproben wurde ein ,t-Test bei zwei Stichproben® verwendet. Zum Vergleich von mehr als zwei
Stichproben wurde bei beiden Programmen ein ,,One-way ANOVA® in Kombination mit ,,Tukey’s
multiple comparison test durchgefiihrt. Das Signifikanzniveau wurde immer auf a = 0,05 festgelegt.
Die Darstellung der Ergebnisse des Signifikanztests erfolgte durch das Vergleichen aller MessgroRen
miteinander (Nr. 1 mit Nr. 2, Nr. 1 mit Nr. 3, Nr. 2 mit Nr. 3).

Bei den Experimenten, bei denen das Ca?*-Signal einer Variante von TRPV6 durch Modulatoren
beeinflusst wurde (z.B. durch Trifluoperazin), fand eine andere Art der Darstellung der Signifikanzen
statt. Wahrend die statistische Analyse mit dem ,,One-way ANOVA® in Kombination mit ,,Tukey’s
multiple comparison test* gleichblieb, wurde sich dafiir entschieden nur den Unterschied der einzelnen
Modulator-Konzentrationen zur Badapplikation darzustellen (Nr. 1 mit Nr. 2, Nr. 1 mit Nr. 3). Grund
hierflr ist, dass zur sinnvollen Interpretation der Substanzeffekte der Vergleich der jeweiligen

Modulator-Konzentrationen zur Badapplikation (als Negativkontrolle) von Interesse ist.
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6 Ergebnisse

6.1 Etablierung des Fluoreszenz-Spektrophotometers FL6500 von Perkin
Elmer

Zur Etablierung und Optimierung der zytosolischen Ca?*-Signale mithilfe des Fluoreszenz-
Spektrophotometers wurden HEK 293 Zellen, mit dem Ca?*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, auf
unterschiedliche Weise beladen. Zudem wurde in verschiedenen Messkivetten in unterschiedlicher
Zellzahl / ml Suspension, bei verschiedenen Einstellungen der Signalerfassung des Fluoreszenz-

Spektrophotometers die Fluoreszenz der mit Fura-2-beladenen Zellen bei 380 nm und 340 nm gemessen.

6.1.1 Optimierung der Signalerfassung

Zu Beginn der Arbeit mit dem Fluoreszenz-Spektrophotometer mussten, mit dem Ziel ein moglichst
korrektes, hohes und storungsfreies Fluoreszenzsignal zu erhalten, die passenden Einstellungen fur den
,.Fast Filter-Modus gefunden werden. Dabei gibt es eine Vielzahl an Parametern, die verdndert werden

kénnen.

Zuerst wurde sich der Lichtquelle gewidmet. Hierbei gibt es die Moglichkeit die Intensitat und die
Frequenz des ausgesendeten Lichtes zu bestimmen. Mit der Absicht ein effizientes Anregungslicht zu
erlangen, welches wahrend der Messungen nicht zu einer Ausbleichung des Fluoreszenzfarbstoffes
flhrt, fiel die Wahl auf eine Intensitat von 80 kW bei einer Frequenz von 100 Hz. Eine Variation, bei
der eine Abnahme der Intensitat auf 40 kW zugunsten einer gesteigerten Frequenz von 200 Hz
vorgenommen wurde, lieferte niedrigere Fluoreszenzsignale. Die Exzitation-Spaltbreite wurde auf den
héchsten Wert (20 nm) eingestellt, damit die groBtmdgliche Intensitat an Anregungslicht die Probe
erreichen konnte. Der interne Exzitationsfilter wurde zudem nicht benutzt, da die eigentlichen, sich
stdndig durch Rotation abwechselnden, Filter im nachgeschalteten Filterrad zu finden sind. Zur
Ermittlung der Fura-2-Ratio wurden im Filterrad ein 340 nm und ein 380 nm Filter eingebaut und diese
im Programm eingestellt. Die Geschwindigkeit des Magnetriihrers wurde auf Medium festgelegt, damit
ein Absetzen der Zellen auf dem Boden der Kiivette verhindert wird. In Bezug auf das Emissionslicht
wurde der interne Filter auf eine Wellenldnge von 515 nm eingestellt. Diese Wellenlange liegt im
Emissionsbereich von Fura-2 und hatte im Vergleich zu 510 bzw. 520 nm ein hoheres Fluoreszenzsignal.
Zusétzlich wurde die Emission-Spaltbreite auf das Maximum von 20 nm festgelegt, damit ein grolerer
Ausschnitt des Fura-2-Emissionsspektrums wahrgenommen wird und ein folglich deutlicheres
Fluoreszenzsignal erzeugt. Die Anwendung eines weiteren Emissionsfilters fand nicht statt. Flr die
Detektion des Fluoreszenzsignales ist der Photomultiplier zustandig, der durch drei Faktoren beeinflusst
werden kann. Hierbei handelt es sich um die an den Photomultiplier angelegte Spannung, die
Reaktionszeit, mit welcher mehrere Signale hintereinander erfasst werden kénnen, und den Verstarker,
der die gemessenen Signale in ihrer Gesamtheit steigert. Bei Letzterem bleibt zu beachten, dass neben

dem gewinschten Effekt der Verstarkung des gemessenen Signales, auch jegliches Rauschen der
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Fluoreszenzsignale verstarkt wird und Messungen dadurch schwerer auszuwerten sind. Letztendlich
wurde sich bei der Photomultiplier-Spannung fur die Stufe ,,Medium* mit 550 V entschieden, wahrend
die Reaktionszeit auf den Wert 0,1 eingestellt wurde. Hierdurch konnte ein hohes Fluoreszenzsignal
erzeugt werden, obwohl der Verstarker bei 1 gelassen wurde. Des Weiteren wurde die Extinktions- und

Emissionskorrektur aktiviert und die Datenwiedergabe auf einen Punkt pro Sekunde eingestellt.

6.1.2 Kivetten-Varianten

Fur die Experimente standen zwei unterschiedliche Quarzglas-Kivetten zur Auswahl (Abbildung 6.1).
Zum einen eine Kivette, bei der ein Flllvolumen von 1 ml Flussigkeit notwendig ist, um eine Fullhéhe
zu gewibhrleisten, die vom Anregungslicht erreicht wird. Diese wird von nun an als ,,Kiivette grof3
bezeichnet. Zum anderen eine Kiivette, bei der ein Fullvolumen von 0,5 ml Flussigkeit ausreicht, um
eine Anregung der Fliissigkeit zu gewdhrleisten. Aus diesem Grund wird zweitere Kiivette als ,,Kiivette
klein* bezeichnet. Wihrend bei der grofen Kiivette alle vier Seiten gleich dick sind, es spielt somit keine
Rolle wie die Kivette in das Gerdt eingesetzt wird, besitzt die kleine Kdivette zwei jeweils
gegenuberliegende dicke und dinne Glasseiten. Diese Konstruktionsweise ist vonnéten, damit die
Flissigkeitssdule bei weniger Flussigkeit einen héheren Stand erreicht um vom Anregungslicht erfasst
zu werden und zudem die Kiivette in die Halterung des Spektralphotometers passt. Jedoch kommt nun
zu tragen, dass die Anregung und Detektion der Lichtsignale in diesem Gerét im 90° Winkel zueinander
liegen und hierdurch, je nach Ausrichtung der Kuvette, zwei Varianten zustande kommen.

A B ' Abbildung 6.1:
Verwendete Kiivetten

Darstellung der beiden
genutzten Kivettenarten
mit dem  jeweiligen
Magnetrihrstébchen.

Links ist die Kivette mit

dem groéRerem Volumen
(A) und rechts die Kiivette mit dem kleineren Volumen, welche an zwei sich gegenuberliegenden Seiten

eine dickere Glaswand besitzt (B), zu erkennen.

Die Frage war mit welcher Kiivette, und deren Ausrichtung, ein moglichst hohes Fluoreszenzsignal
erlangt werden kann, sodass mit moglichst wenig Flussigkeitsvolumen die vorhandenen Zellen effektiv
genutzt werden konnten. Drei Moglichkeiten standen dabei zur Auswahl: 1. groRe Kuvette mit gleich
dicken Wanden 2. kleine Kivette, Anregungslicht trifft auf diinne Seite, Emission trifft auf dicke Seite

3. kleine Kivette, Anregungslicht trifft auf dicke Seite, Emission trifft auf diinne Seite.

Werden die beiden Konzentrationen in den jeweiligen Kuvetten verglichen, fallt auf, dass eine hohere
Zelldichte mit einem eindeutig hoheren Fluoreszenzsignal einhergeht (Abbildung 6.2 A, B). Zudem

konnte bei der Ausrichtung der kleinen Kivette eine zu favorisierende Methode festgestellt werden. Die
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Ausrichtung der kleinen Kiivette, bei der die diinne Seite der Kivette zur Lichtquelle zeigt (a), konnte
eine leicht hohere Signalintensitat hervorrufen, als es bei der anderen Ausrichtung (b) der Fall gewesen
ist (Abbildung 6.2 B). Damit nun ein qualitativer VVergleich der beiden KivettengroRen erfolgen kann,
muss sich an der gleichen Zellzahl orientiert werden. Dies bedeutet, dass 1 ml Zellsuspension der
Konzentration 0,5 Mio. Zellen / ml in der groRen Kiivette mit 0,5 ml Zellsuspension der Konzentration
0,9 Mio. Zellen / ml in der kleinen Kiivette (schmale Seite zur Lichtquelle) verglichen werden muss.
Bei dieser Gegenlberstellung wird deutlich, dass in Bezug auf das Fluoreszenzsignal, die kleine Kiivette

einen Vorteil aufweist.
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Abbildung 6.2: Vergleich der Fluoreszenzintensitat von Fura-2 beladenen HEK Zellen in den beiden
verschiedenen Kuvetten

Fluoreszenzintensitat als relative Fluoreszenzeinheiten (RFU) von Fura-2-beladenen HEK 293 Zellen
in einer Konzentration von 0,5 Mio / ml bzw. 0,9 Mio / ml bei Anregung mit 380 nm (oben) und 340 nm
(unten), gemessen in einer Kivette mit 1 ml Messvolumen (grof3; A) bzw. 0,5 ml Messvolumen (klein;
B). Letztere wurde in zwei Positionen verwendet: a) Anregung durch dinne und Emission durch dicke
Wandseite bzw. b) Anregung durch dicke und Emission durch dinne Wandseite. Erwéhnte Messungen
sind, wenn mdglich, als Mittelwerte aus jeweils drei Messungen in Form von Linien * Standardfehler

dargestellt.
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Nichtsdestotrotz wurde in den weiteren Experimenten die grof3e Kivette bevorzugt, da diese durch ihre
Konstruktionsart eine eindeutig einfachere Reinigung bietet. AuBerdem konnte durch dieses Experiment
gezeigt werden, dass sie der kleinen Kiivette nur in geringem MaRe unterlegen ist und immer noch ein

ausreichendes Fluoreszenzsignal liefert.

6.1.3 Optimierung der Fura-2-Beladung

Bei der Beladung der Zellen mit Fura-2 sollte eine optimale Methode gewahlt werden, da bei den
Messungen der Zellen in der Kivette ein ausreichend hohes Fluoreszenzsignal erreicht werden muss.
Wie im Abschnitt zuvor dargestellt, kann die Beeinflussung beispielsweise durch die Wahl der Zellzahl
geschehen. Die Inkubationszeit nimmt einen Grofteil des Farbevorgangs ein, sodass hier mehrere
Varianten ausgetestet wurden: Im Zellinkubator, im Wasserbad, im Warmeschuttler. Dabei mussten drei
Voraussetzungen erfiillt werden. Zum einen musste fir die ganze Zeit eine Temperatur von 37°C
herrschen, da dies die Reaktion der Esterasen beschleunigt und somit die Diffusion von Fura-2 verstarkt.
Bei allen drei gewéhlten Methoden konnte dies eingestellt werden. Zum anderen musste der Schutz vor
Lichteinstrahlung gewahrleistet werden, damit ein Ausbleichen von Fura-2 bereits vor den
Experimenten verhindert werden konnte. Dies gelang in allen drei Féllen mithilfe von Aluminiumfolie,
die um die Zentrifugenréhrchen gewickelt wurde. Zuletzt mussten die Zellen tber die Dauer der
Inkubation in Suspension bleiben, da ein Absetzen der Zellen auf den Grund des Zentrifugenréhrchens
zu einer verringerten Diffusion des Farbstoffes in die Zellen gefiihrt héatte. Wé&hrend beim
Warmeschuttler kontinuierliche leichte Impulse abgegeben wurden, mussten die Zentrifugenréhrchen
im Inkubator und Wasserbad alle 15 Minuten per Hand geschuttelt werden. Das restliche Prozedere fand

bei allen Zellen gleich statt und die Messung der jeweiligen Fluoreszenz konnte erfolgen.
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o TN e N AT N o Warmeschuttler 10pM Fura-2
2 60 N A A A © 60~ Wasserbad 5pM Fura-2
% x Inkubator 5uM Fura-2
E 40 e E 40 - Warmeschuttler SuM Fura-2
—~ Warmeschuttler 10uM Fura-2 —~ = =
8 20 Wasserbad 5uM Fura-2 g 20 pre———— eSS e
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Abbildung 6.3: Vergleich der Fluoreszenzintensitdt von Fura-2 beladenen HEK Zellen bei
unterschiedlicher Fura-2-Inkubation

Fluoreszenzintensitat (relative Fluoreszenzeinheit, RFU) von Fura-2-beladenen HEK 293 Zellen bei
Anregung mit 380 nm (links) und 340 nm (rechts), wobei die Beladung mit Fura-2 unter verschiedenen
Bedingungen stattfand: blau - 5 uM Fura-2, Warmeschdttler; rot - 5 uM Fura-2, Inkubator; schwarz -

5 UM Fura-2, Wasserbad; grin - 10 uM Fura-2, Warmeschuttler.
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Bei der Betrachtung der Fluoreszenzsignale fiir 340 und 380 nm (Abbildung 6.3) fallt auf, dass sich die
Beladung der Zellen im Zellinkubator und Warmeschuttler, die aulerdem die geringste Intensitat
besitzen, kaum unterscheiden. Die Zellproben, die hingegen im Wasserbad inkubiert wurden, weisen
eine hohere Fluoreszenzintensitat auf. Nichtsdestotrotz wurde der Warmeschittler, aufgrund des
Komforts nicht alle 15 Minuten schiitteln zu mssen, fiir den weiteren Verlauf der Experimente gewahlt.
Um die festgestellte niedrigere Fluoreszenz auszugleichen fiel die Entscheidung, zur Sicherheit die
doppelte Menge an Fura-2 (10 uM Endkonzentration) wahrend der Inkubation zur Verfligung zu stellen.
Diese MalRnahme flhrte, wie in Abbildung 6.3 erkennbar, zum hochsten Fluoreszenzsignal dieser

Messreihe.

6.1.4 Zellzahl

Die Hohe des Fluoreszenzsignales spielt bei den Experimenten eine grofRe Rolle. Neben den
Einstellungen am Fluoreszenz-Spektrophotometer und der Beladung der Zellen mit Fura-2 wird es auch
durch die Anzahl an beladenen Zellen pro ml beeinflusst. Je nach Kultivierung der Zellen und Menge
der durchgefihrten Messungen, wurden verschiedene Verdlnnungen durchgefuhrt, sodass
unterschiedliche Zellkonzentrationen entstanden. Es fiel auf, dass sowohl zu wenig, als auch zu viele
Zellen pro ml Lésung, die Ergebnisse der Messungen negativ beeinflussten. Unter anderem urséchlich
hierflr ist, dass bei zu wenig Zellen, trotz effektiver Fura-2-Beladung, ein niedriges Fluoreszenzsignal
entsteht. Dieses Signal wird durch wahrend der Messung stattfindenden Applikationen noch weiter
erniedrigt, sodass kleine Schwankungen in der Fluoreszenz einen groRen Einfluss auf die Ratio haben
und somit keine korrekte Ermittlung dieser mehr vorgenommen werden kann. Es wurde versucht die zu
geringe und die zu starke Verdiinnung der Zellen zu verhindern, weshalb in allen Experimenten

Konzentrationen zwischen 0,5 und 2,5 Mio. Zellen pro ml benutzt wurden.

6.1.5 Vorversuche

Sowohl fir das Erlangen einer Vertrautheit fiir das Protokoll zur Fura-2-Férbung und dem Fluoreszenz-
Spektrophotometer, als auch fiir das Uberprifen der gewahlten Einstellungen des Fast-Filter-
Programmes, wurden zu Beginn Testexperimenten durchgefiihrt. Eine Voraussetzung fir die
Experimente war, dass hervorgerufene Effekte iber eine Veranderung in der intrazellularen Ca?*-
Konzentration sichtbar werden miissen. Aus diesem Grund fiel die Wahl auf folgende Experimente: 1.
Entleerung der intrazellularen Ca?*-Speicher des endoplasmatischen Retikulums und abschlieBend
Aktivierung des ,,Speicheraktivierten Ca?*-Einstroms* 2. Permeabilisierung der Plasmamembran fiir

Ca?* durch den Ca?*-lonophoren lonomycin 3. Aktivierung des lonenkanals TRPCA4.

Unter dem ,,Speicheraktivierten Ca?*-Einstrom* wird ein Mechanismus verstanden durch den geleerte
intrazellulare Ca?*-Speicher (endoplasmatisches / sarkoplasmatisches Retikulum (ER / SR)) wieder
aufgefullt werden konnen und zudem nach rezeptorvermittelter Ca?*-Freisetzung die Signalwirkung
durch zusétzlichen Ca?*-Einstrom verlangert bzw. zu verstarkt werden kann. Hierbei bewirkt die

Entleerung der Speicher eine Interaktion des Calciumsensors ,,stromal interaction molecule® mit dem
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Orai-Kanal, der wiederum Ca2* aus dem Extrazellularraum in das Zytosol einstromen lasst. Uber
SERCA (sarcoplasmic / endoplasmic reticulum calcium ATPase) -Pumpen kann anschlieRend der Ca?*-
Transport in das ER / SR stattfinden. Die SERCA-Proteine spielen zudem im experimentellen Setting
eine groRe Rolle, da durch deren Hemmung (z.B. durch Thapsigargin) eine Entleerung der Ca?*-

Speicher durch ,,Leak“-Kandile erzeugt werden kann (Prakriya and Lewis, 2015).

In den Experimenten in Abbildung 6.4 erfolgt zu Sekunde 60 die Applikation von Thapsigargin in einer
Endkonzentration von 1 pM. Wéhrend der darauffolgenden Inkubationszeit von 300 Sekunden kommt
es zu einer leichten Erhéhung der Fura-2-Ratio, erklarbar durch Ca?*, welches nun aus den
intrazellularen Ca?*-Speichern in das Zytosol gelangt. Als nachstes wurde 1 mM Ca?* hinzugegeben,
wodurch nun, (ber die durch Speicherentleerung aktivierten Orai-Kanéle, Ca?* in das Zytosol
einstromen kann. Zuletzt wurde das maximale Signal, welches mit 1 mM Ca?* erzeugt werden kann,
durch Applikation des Ca2*-lonophoren lonomycin nach 480 Sekunden, ermittelt. Dies diente zum einen
als eine interne Kontrolle, da hierdurch Gberprift werden konnte, ob die Zellmembran noch intakt war
und zum anderen zur Ermittlung der maximalen Fluoreszenzsignale unter den gegebenen Bedingungen.
Waren Defekte vorhanden, wiirde die alleinige Gabe von 1 mM Ca?* bereits zu einem maximalen Ratio-
Signal fuhren. Aufgrund der weiteren Steigerung des Ratio-Signales nach lonomycin-Zugabe, wird

jedoch erkennbar, dass die Zellen die Prozedur der Beladung und Messung gut uberstanden haben.
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Abbildung 6.4: Fura-2-Messung des ,,Speicheraktivierten Ca**-Einstroms* in HEK Zellen

Zytosolische Ca?*-Signale (Fura-2 F340 / F380) in HEK Zellen nach Applikation von 1 pM
Thapsigargin (TG) in Ca?*-freier Lésung (Speicherentleerung), Zugabe von 1 mM Ca?* (SOCE) und
Membranpermeabilisierung durch 1 pM des Ca?*-lonophoren lonomycin. Es fanden insgesamt sechs
Durchlaufe mit 1 Million und zwei mit 0,5 Millionen Zellen / ml statt. Die einzelnen Kurven (rot) und
der daraus errechnete Mittelwert + Standardfehler aus allen acht Experimenten (schwarz) sind

dargestellt. Zur besseren Ubersichtlichkeit wurde beim Mittelwert nur jeder 10. Wert dargestellt.

HEK Zellen sind adhérente Zellen, die fiir die zytosolische Ca?*-Messung in der Kivette erst in
Suspension gebracht werden mussen (siehe Kapitel 5.2.3). Als eine weitere Kontrolle unseres

Messverfahrens mit dem Fluoreszenz-Spektrophotometer wurden neben der HEK Zellen auch ,,Roswell
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Park Memorial Institute* (RPMI) 8226 Zellen, eine humane Myelom-Zelllinie, in der die Zellen zum
groRten Teil als Suspensionszellen vorliegen, verwendet. Nach Beladung dieser Zellen mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2, erfolgte die Messung des ,,Speicheraktivierten Ca?*-Einstroms* analog zu
den im Vorhinein durchgefiuhrten HEK-Zell-Experimenten. In Abbildung 6.5 A zu erkennen ist die
durch Thapsigargin verursachte Entleerung der intrazellularen Ca?*-Speicher, die sich in einem leichten
Ratio-Anstieg bis Sekunde 360 auRert. AnschlieRend kam es zur Applikation von diesmal 10 mM Ca?*,
die nach einer Inkubationszeit von 120 Sekunden durch die Zugabe von 1 uM lonomycin erganzt wurde.
Durch die Zugabe von Ca?* wurde ein Ratio-Signal erzeugt, welches mit dem in Abbildung 6.4
dargestellten Experimenten vergleichbar ist. Dasselbe gilt fiir den Wirkstoff lonomycin, der zu einem
maximalen Anstieg des Ca?*-Signals fiihrt. Die in Abbildung 6.5 B vorzufindenden Graphen dienen als
erganzendes Experiment. Hier wurde bei Sekunde 60 anstelle von Thapsigargin direkt Ca?* appliziert
und nach 220 Sekunden mit lonomycin erganzt. Dabei ist festzustellen, dass ohne die vorherige
Entleerung der intrazelluldren Ca2?*-Speicher ein wesentlich geringerer und langsamerer Signalanstieg
durch die Ca?*-Zugabe zustande kommt. lonomycin fiihrt letztendlich wieder zu einer Zunahme der

Ratio, die auf ein mit Abbildung 6.5 A vergleichbares Plateau auslauft.
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Abbildung 6.5: Fura-2-Messung des ,Speicheraktivierten Ca?*-Einstroms*“ und einer
entsprechenden Kontrolle in RPMI Zellen

Zytosolische Ca?*-Signale (Fura-2 F340 / F380) in Fura-2-beladenen RPMI Zellen (0,63 Mio / ml) bei
Applikation von 1 uM TG in Ca?*-freier Ldsung, Zugabe von 10 mM Ca?* und 1 uM lonomycin (A) bzw.
nur 10 mM Ca?* und anschlieend 1 uM lonomycin (B). Einzelne Experimente in A und B sind als Linien

und der Mittelwert in A als Punkte + Standardfehler dargestelit.

In meiner Arbeitsgruppe wurde bisher viel Erfahrung mit einer HEK-Zelllinie, welche stabil TRPC4
und einen Opioidrezeptor (U-OR) exprimiert, gesammelt. TRPC4 ist ein unselektiver Kationenkanal,
der unter anderem auch Ca?* leitet (Philipp et al., 1996). Mithilfe von Englerin A, welches ein
spezifischer Aktivator von TRPC4 ist, kann somit ein, mit Fura-2 detektierbares, Ca?*-Signal erzeugt
werden (Akbulut et al., 2015).
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Die Experimente wurden mit u-OR und TRPC4 exprimierenden HEK Zellen durchgefiihrt, wobei als
Kontrolle Zellen ohne TRPC4-Expression benutzt wurden (Abbildung 6.6). Die Zugabe von 10 mM
Ca?* fihrte zu einem langsamen Anstieg der Ratio. Bei der Applikation von Englerin A kam es
ausschlieBlich in den TRPC4-exprimierenden Zellen zu einem raschen Anstieg des Ca?*-Signals. Zuletzt
wurde mithilfe von lonomycin das maximal mégliche Ratio-Signal ermittelt, welches bei beiden

Zellpopulationen &hnlich hohe Werte erreicht.
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Abbildung 6.6: Fura-2-Messungen in HEK Zellen mit / ohne TRPC4

Darstellung des mittels Fura-2 erzeugten intrazellularen Ca?*-Signals (F340 / F380) in HEK Zellen,
die p-Opioidrezeptoren (in rot dargestellt; Kontrolle) oder p-Opioidrezeptoren + TRPC4 (in schwarz
dargestellt) exprimieren. Aufgefhrt sind fir beide Zelllinien jeweils zwei Einzelexperimente. Zu den mit
Balken markierten Zeiten findet die Applikation von 10 mM Ca?*, 1 uM Englerin A oder 10 uM

lonomycin statt. Dargestellt sind jeweils zwei einzelne Experimente.

Zusammenfassend konnte gezeigt werden, dass auf verschiedene Weisen zytosolische Ca?*-Signale
erzeugt und mit dem Fluoreszenz-Spektrophotometer, bei einem guten Signal / Rausch-Verhéltnis,
detektiert werden kdnnen. Mit der gesammelten Erfahrung und unter Verwendung der optimierten
Methoden und Bedingungen wurden anschlieend die Experimente zur Untersuchung des TRPV6-

Kanals begonnen.

6.2 Extrazellulare Ca?*-Abhangigkeit von TRPV6

6.2.1 Transiente Expression von TRPV6

HEK 293 Zellen wurden mit Cell Avalanche transfiziert. Bei den dabei verwendeten Plasmiden handelt
es sich zum einen um hTRPVG6i0ng-IGFP (,.internal ribosome entry site green fluorescent protein®)-
PMAX, welches zur Expression von TRPV6 und, davon unabhangigen, GFP (,,green fluorescent
protein) fiihrt. Zellen, die das andere Plasmid IGFP-pMAX zur alleinigen Expression des GFP
erhielten, wurden demgegentber als Kontrollzellen verwendet. Beide Zellpopulationen wurden 24
Stunden nach Zugabe der Transfektionsreagenzien geerntet und mit Fura-2 beladen. AnschlieRend
konnte die Messung der intrazellularen Ca?*-Konzentration bei Applikation von diversen extrazellularen
Ca?*-Konzentrationen im ,,Fast Filter*-Modus stattfinden.

59



Sowohl in den Kontrollzellen, als auch in den TRPV6-enthaltenden Zellen ist ein identisch hoher Fura-
2 Ratio Basiswert, d.h. intrazellularer Ca?*-Konzentration, vor den Applikationen erkennbar (Abbildung
6.7 A, B). Bei Zugabe der Ca?*-Losungen kommt es zu einem Anstieg der Ratios, wobei bei beiden
Zellpopulationen eine Steigerung der Ratio mit hoherem extrazellularem Ca?* erreicht wird. Die GFP +
TRPV6-transfizierten Zellen weisen dabei ein, bei jeder applizierten Ca?*-Konzentration, leicht héheres
Ca?*-Signal auf, als es in den jeweiligen Kontrollexperimenten der Fall gewesen ist (Abbildung 6.7 A,

B). Dieser geringe Unterschied Uberraschte, da ein weitaus groRerer Effekt von TRPV6 erwartet wurde.

A HEK + hTRPV6)0ng IGFP B HEK + IGFP

Ca Ca
1.4 1.4

1.2+ 1.2+
1.0 1.0

Fura2 (F340/F380)
o
[e0]
1

Fura2 (F340/F380)
o
[e¢]
1

0.4 0.4
0.2 30mM 3mM 300pM 30pM 0.2 30mM 3mM 300uM 30uM
0.0 I I I 1 0.0 I I I 1
0 100 200 300 400 0 100 200 300 400
Zeit (s) Zeit (s)

Abbildung 6.7: Extrazellulare Ca?*-Abhangigkeit des intrazellularen Ca?*-Signals in transient
TRPV6-exprimierenden HEK Zellen

Zytosolische Ca?*-Signale (Fura-2, F340 / F380) detektiert in HEK Zellen nach transienter Expression
von hTRPV6ong und GFP (A), sowie nur GFP (B). Die Messungen wurden in Ca?*-freier Badlosung

begonnen und verschiedene Ca?*-Konzentrationen (10 uM bis 30 mM) wurden hinzupipettiert (Balken).

Mithilfe des in den Plasmiden enthaltenem GFP war es nun mdéglich die erfolgreiche Transfektion der

Zellen unter dem Fluoreszenzmikroskop zu Uberprifen und zu quantifizieren (siehe Kapitel 5.2.6).

Es féllt auf, dass beinahe alle im Durchlicht erkennbare Zellen auch eine Beladung mit Fura-2
vorzuweisen haben, was fiir eine erfolgreiche Beladung der Zellen mit Fura-2 spricht (Abbildung 5.1 A,
B). Hingegen ist nur bei einem Bruchteil der Zellen eine griine Fluoreszenz nachzuweisen (Abbildung
5.1 C) und es muss von einer schlechten Transfektion der HEK Zellen mit hTRPV6iong IGFP

ausgegangen werden.

Fur die exakte Quantifizierung wurden die Mikroskopie-Aufnahmen, wie in Kapitel 5.2.6 beschrieben,

mit zwei Methoden ausgewertet.

In Tabelle 6.1 sind die vollstandigen Auswertungen des Transfektionserfolges bei den transient
transfizierten Zellen dargestellt. Der obere Abschnitt (A) befasst sich mit den GFP + TRPV6
enthaltenden Zellen, wéhrend im unteren Abschnitt (B) die GFP-exprimierenden Zellen abgebildet sind.
Erkennbar ist, dass zwischen den beiden Methoden zur Auswertung der Transfektionseffizienz

(Zellzdhlung bzw. Threshold) nur ein geringer Unterschied besteht. Bei allen Transfektionen ist ein
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Erfolg von 8 bis 24 % zu verzeichnen. Mit diesen teilweise sehr niedrigen Erfolgsraten lassen sich die
in Abbildung 6.7 gezeigten geringen Unterschiede zwischen TRPV6 exprimierenden Zellen und deren
Kontrollen erklaren. Handelt es sich namlich bei 76 bis 92 % der ,,TRPV6-enthaltenden Zellen® um
Zellen, die TRPV6 gar nicht exprimieren, wird das TRPV6-abhdngige Ca?*-Signal durch nicht-
transfizierte HEK 293 Zellen reduziert.

A HEK + hTRPV6ong IGFP Zellzéhlung Threshold
Experiment 1 19.71% 24.24%
Experiment 2 20.60% 23.09%
Experiment 3 11.51% 9.25%
Experiment 4 8.69% 9.12%
Experiment 5 10.25% 9.94%
Experiment 6 10.26% 9.33%

B HEK + IGFP Zellz&hlung Threshold
Experiment 1 19.00% 18.62%
Experiment 2 7.58% 7.92%
Experiment 3 11.11% 8.31%
Experiment 4 11.69% 9.02%

Tabelle 6.1: Prozentueller Anteil der effektiven transient transfizierten Zellen

Die Bilder der mit hTRPV6iong IGFP transfizierten (A) / IGFP transfizierten (B) Zellen wurden
hinsichtlich des Transfektionserfolges ausgewertet. Dies erfolgte sowohl per Zellzahlung (GFP-positive
Zellen / Zellen im Durchlicht), als auch durch das Festlegen eines Threshold bei den GFP-positiven

Zellen,

Mit der oben durchgefiihrten Methodik konnte kein sinnvolles Ergebnis erlangt werden, sodass fiir die
weiteren Experimente eine andere Option gewahlt werden musste. Dies geschah durch die Transfektion
von HEK Zellen mithilfe der ,,AMAXA Nukleofektions-Technologie® (Kapitel 5.2.5). Hierflr wurde
die von der entsprechenden Firma speziell angebotene ,,Nucleofector Solution®, als auch das klassische
Medium Optimem benutzt, um einen eventuell unterschiedlichen Transfektionserfolg feststellen zu

kdnnen.

Die Uber diese Methode transfizierten Zellen wurden unter dem Fluoreszenzmikroskop betrachtet und
die dabei entstandenen Bilder, wie in Kapitel 5.2.6 beschrieben, ausgewertet. Diesmal erfolgte die
Zéahlung der Zellen ausschlieflich per Hand und es wurden jeweils drei Bilder pro Zellpopulation
aufgenommen. Tabelle 6.2 zeigt, dass durch die Elektroporation bei den mit GFP transfizierten Zellen

eine Erfolgsrate von ungeféahr 40 % erreicht werden konnte. Dieses gute Ergebnis konnte jedoch bei den
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TRPV6 + GFP transfizierten Zellen nicht bestatigt werden. Sie wiesen lediglich eine Erfolgsquote von
unter 10 % auf (Tabelle 6.2). Des Weiteren konnte bei der Benutzung der beiden verschiedenen
Transfektionslosung kein offensichtlicher Unterschied festgestellt werden. Das in der Tabelle 6.2
dargestellt Verhéltnis ist auch in den in Abbildung 6.8 beispielhaft gezeigten Bildern zu erkennen.

GFP + V6VL Kit 8.37%
GFP + V6VL Optimem 3.74%
GFP Kit 36.19%
GFP Optimem 42.23%

Tabelle 6.2: Prozentueller Anteil der mittels AMAXA effektiven transient transfizierten Zellen

Auswertung der mit dem Fluoreszenzmikroskop aufgenommenen Bilder der einzelnen Zellgruppe. Pro
Zellpopulation (HEK IGFP / hTRPV6iong IGFP transfiziert mit Kit / Optimem bei der Durchfiihrung der
Elektroporation) wurden drei zufallig gewahlte Ausschnitte bestimmt. Es folgte die Berechnung der
prozentual erfolgreichen Transfektion durch Zellzahlung (GFP-positive Zellen / Zellen im Durchlicht).

In der Tabelle angegeben ist der Durchschnittswert aus den drei Bildausschnitten.

A HEK + IGFP B HEK + hTRPV6, _IGFP

Abbildung 6.8: Mikroskopische Aufnahmen von mittels AMAXA transient transfizierten HEK Zellen
Als Beispiel aufgefiihrte Bild-Zusammenstellungen von HEK Zellen, die mithilfe von AMAXA mit IGFP

(A) / hTRPV6iong IGFP (B) transfiziert wurden. Zwei einzeln aufgenomme Bilder, unter Benutzung von
Durchlicht (grau) und unter Anregung von GFP (grin), sind tiberlagert dargestellt.

Wiahrend die mit GFP transfizierten Zellen (Abbildung 6.8 A) eine verhéltnismaRig gute Fluoreszenz
und somit eine gute Transfektion aufweisen, sind nur sehr vereinzelte, fluoreszierende Zellen mit
TRPV6 + GFP (Abbildung 6.8 B) zu erkennen. Zur weiteren Bestéatigung dieser Ergebnisse wurden die
transfizierten Zellen nach 48 Stunden geerntet, mit Fura-2 beladen und im Fluoreszenz-
Spektrophotometer gemessen.
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Sowohl die GFP exprimierenden Zellen, die als Kontrolle fungieren, als auch die TRPV6 + GFP
exprimierenden Zellen wurden mit einer Ca?*-Konzentration von 30 mM behandelt (Abbildung 6.9 A,
B). Dabei fallt auf, dass auch bei diesen Experimenten die TRPV6-exprimierenden Zellen eine nur
minimal hohere intrazelluldre Ca?*-Konzentration im Vergleich zu den Kontrollzellen aufweisen. Das
Fura-2-Signal wird folglich wieder durch die nicht erfolgreich transfizierten Zellen Uberlagert, sodass

kein TRPV6-spezifischer Ca?*-Einstrom detektiert werden kann.
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Abbildung 6.9: Fura-2-Messungen von mittles AMAXA transient transfizierten HEK Zellen
Darstellung von Fura-2-Messungen in mit hnTRPV6iong IGFP (A) / IGFP (B) transfizierten HEK Zellen,

deren Transfektion mittels AMAXA durchgefihrt wurde. Unterschieden wird zwischen den
Transfektionsldsungen Kit (rot) und Optimem (schwarz). Der Balken zeigt die Applikation von 30 mM

Ca?* an.

Ein weiterer Punkt der in der Anfangsphase untersucht wurde ist die Bestandigkeit der praparierten
Zellen. Manche Messreihen beanspruchen eine Zeit von bis zu 4 Stunden, weshalb die Beflirchtung
bestand, dass Zellen am Anfang der Messreihe ein anderes Ergebnis liefern wirden, als Zellen, die am
Ende gemessen werden. Fir transient mit TRPV6 + GFP transfizierte HEK Zellen wurden Messungen
mit 10 uM und 30 mM Ca?* durchgefiihrt, wobei zwischen den beiden identisch ablaufenden Messungen
230 Minuten Pause liegen (Abbildung 6.10 A, B). Aus den Abbildungen wird erkennbar, dass sowohl
niedrige, als auch hohe extrazellulare Ca%*-Konzentrationen bei den 230 Minuten spater gemessenen
Zellen zu einer leicht htheren Ratio fuhren, als es bei den zuerst gemessenen Zellen der Fall gewesen

ist. Nichtsdestotrotz handelt es sich nur um einen minimalen Effekt, der vernachléassigt wurde.
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Abbildung 6.10: Zeitlicher Aspekt von Wartezeit auf Fura-2-Messungen

Darstellung der mittels Fura-2 detektierten intrazellularen Ca?*-Signale in HEK Zellen + hTRPV6)ong
IGFP bei Zugabe von 30 mM Ca?*(A) bzw. 10 uM Ca?* (B). Der Zeitpunkt der Applikation ist durch
einen Balken gekennzeichnet. Unterschieden wird zwischen einer direkt nach dem Beladungsprotokoll

gemessenen Zellprobe (rot) und einer 230 Minuten spéter gemessenen Zellprobe (schwarz).

6.2.2 Stabil TRPV6-exprimierende Zelllinien

Als Alternative zu den transient transfizierten Zellen wurden stabile Zelllinien, bei denen sich das

,Recombinase flippase“ (FIp)-In T-Rex-System zu Nutze gemacht wurde, verwendet. Dieses System
ermdglicht das Einschleusen eines gewiinschten Gens, das wiederum nur dann exprimiert wird, wenn
die Zellen mit Tetracyclin induziert werden (siehe Kapitel 5.2.2). Bei den dazu passenden Kontroll-
Populationen handelt es sich um die gleichen Zellen, welche jedoch keine Induktion mit Tetracyclin
erhalten. Fur meine Experimente existieren vier Varianten an Flp-In T-Rex-Zellen: humaner TRPV6iong,
die von der Fledermaus ,,Myotis brandtii“ stammenden Varianten TRPV6myotis kion c2 Und TRPV6myotis
Kion A5, SOWie TRPV6poeo. VOr den Messungen wurden diese flr 16 bis 20 Stunden mit Tetracyclin
induziert. Hinzu kommt die Flp-In HEK Zelllinie, die humanen TRPV6¢not konstant exprimiert. Alle
Zellvarianten, inklusive entsprechender Kontrollen, wurden in meinen Experimenten nach der
intrazellularen Ca?*-Signal-Veranderung, bei extrazellularer Applikation von unterschiedlichen Ca?*-

Konzentrationen, untersucht.

Fur das Erlangen von Zellen, die TRPV6wmyqtis durch Tetracyclin induzierbar exprimieren, wurden mittels
des Flp-In-T-Rex-Systems stabile Zellklone generiert. Die Expression von TRPV6wmyeis konnte in
mehreren Zellklonen mittels des TRPV6 spezifischen Antikdrpers 429 nachgewiesen werden
(Abbildung 6.11). Neben der Tatsache, dass TRPV6wmyoiis in allen aufgefiihrten Zellklonen nachgewiesen
werden konnte, fielen leicht unterschiedliche Expressionslevel auf. Dies flhrte dazu, dass in meinen
Experimenten zwei Zellklone (Klon A5 und Klon C2) verwendet wurden, um die mdglichen

Auswirkungen der Expressionslevel auf die Messungen zu uberprifen.
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Abbildung 6.11:Western Blot verschiedener TRPV6 Myotis Klone

Western Blot der verschiedenen TRPV6 Myotis-Klone (4 - 8) und der entsprechenden Kontrollen (1 =
,all blue” Marker, 2 = Fledermaus TRPVG6 transient in HEK 293 Zellen; 3 = HEK 293 Zellen)
(bereitgestellt durch Ulrich Wissenbach und Christine Wesely). Die Proteine der jeweiligen
denaturierten Zellklone wurden in 7,5 %igem ,, Tris-Glycine extended “-Gel von Biorad eingebettet.
Beim Gellauf betrug die Spannung fir 15 Minuten 80 V und anschlieBend 200 V, bis die Lauffront das
untere Ende des Gels erreicht hatte. Das Blotten fand mit dem ,,Biorad TransBlot Turbo Transfer
System ™ bei 1,3 A und 25 V fiir 10 Minuten statt. Beim ersten Antikorper handelt es sich um den aus
Kaninchen stammenden polyklonalen Antikérper ,, AK429Affi “, welcher in einem 1:100 Verhdltnis tiber
Nacht bei 4 °C inkubiert wurde. Die Darstellbarkeit wurde durch den zweiten Antikdrper, einem Anti-
rabbit-lgG im Verhdltnis 1:50000, welcher mit der Meerrettich-Peroxidase (HRP) verknipft ist,

gewdbhrleistet. Die Expositionszeit betrug 1 Minute.

In der Abbildung 6.12 sind in der linken Spalte (A, C, E, G) Experimente mit HEK Zellen, die
hTRPV6iong, NTRPV6short, TRPV6Bmyotis kion c2 0der TRPVBmyotis kion a5 €Xprimieren, aufgefiihrt. Bei der
Applikation von diversen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen kommt es zu einem Anstieg des
intrazellular detektierten Ca?*-Signals, welches mit steigender extrazellularer Ca?*-Konzentration auch
zunimmt. Dies ist bei allen Varianten ab einer Zugabe von 300 uM Ca?* deutlich erkennbar. Es fallt
auBerdem auf, dass die Zellen mit h\TRPV6iong, TRPV 6myotis kion c2 0der TRPV 6myotis kion A5 ihr maximales
Signal in Gegenwart von 30 mM extrazellularem Ca?* bei einer Fura-2-Ratio von ungefahr 2 besitzen,
wahrend die hTRPV6sho-exprimierenden Zellen ein Ratio-Signal von ca. 3,4 erreichen. Ein weiterer
Punkt besteht darin, dass die humanen Varianten von TRPV6 nach Erreichen des Maximums, bei
extrazellularen Ca2*-Konzentrationen von 30 mM bis 1 mM, eine schnelle Abnahme des intrazellularen
Ca?*-Signales aufweisen. Bei den Fledermaus-TRPV6-Kanalen (TRPV6wmyoiis) bleiben die Ratio-Werte
tiber 300 Sekunden relativ konstant, unabhangig von der extrazellularen Ca?*-Konzentration. Die zu den
Experimenten passenden Kontrollen wurden auf die gleiche Weise gemessen (Abbildung 6.12 rechts;
B, D, F, H). Fir hTRPV6iong, TRPV6myotis kion c2 UNd TRPV6myutis kion as dienen nicht mit Tetracyclin
inkubierte Zellen als Kontrolle, wahrend fir die hTRPV64hort-Versuche normale HEK 293 Zellen benutzt
wurden. Auch bei den Kontrollen kommt es bei Zugabe von extrazellularem Ca?* zu einem
konzentrationsabhangigen Anstieg der Fura-2-Ratio, wobei dieser langsamer verlduft und sein

Maximum fiir 30 mM in allen Experimenten unter einer Ratio von 1 liegt.
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Abbildung 6.12: Extrazellulare Ca?*-Abhangigkeit intrazellularer Ca?*-Signale in HEK Zellen, die
verschiedene TRPV6-Varianten exprimieren

Darstellung der intrazellularen Ca?*-Anderungen (Fura-2-Ratio F340 / F380) in HEK Zellen, die
hTRPV6iong (A), hNTRPV6short (C), TRPV6myotis kion c2 (E) Und TRPV6wmyotis kion a5 (G) exprimieren und der
entsprechenden Kontrollen ohne TRPV6-Expression (B, D, F, H). Hierbei fand, mit Aushahme der stabil
hTRPV6nort exprimierenden Zelllinie, eine TRPV6-Expression mittels vorheriger Tetracyclin-Gabe
(entspricht ,,induziert”) statt. Die Balken zeigen die Applikation von unterschiedlichen extrazellularen

Ca?*-Konzentrationen (10 uM bis 30 mM) an. Gezeigt sind représentative Einzelexperimente.

Der Kanal TRPV6 scheint somit in allen Varianten eine Auswirkung auf den Ca?*-Einstrom in die Zelle
zu besitzen, weshalb eine Auswertung des Verhaltnisses von intrazellularem Ca?*-Maximum zu der

jeweils applizierten extrazellularen Ca?*-Konzentration erstellt wurde (siehe Kapitel 5.6.2).

Nach Abzug der Basisratio und der Ratiosignale der jeweiligen Kontrollzellen (siehe Kapitel 5.6.1)
werden die maximalen Ratiowerte bei den verschiedenen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen gegen
diese Ca?*-Konzentrationen aufgetragen. Anschliefend konnte ein sigmoidaler Fit fur jedes Experiment,

wie in Kapitel 5.6.2 beschrieben, durchgefiihrt werden.

Die gemittelten Werte fir die in den Einzelmessungen bestimmten extrazellularen Ca®*-
Konzentrationen zum Erreichen des halbmaximalen intrazellularen Ca?*- bzw. Ratio-Signales (ECso)
waren in Zellen, die hnTRPV6iong exprimieren 1,96 + 0,361 mM (n = 6), hTRPV6short €Xprimieren 1,93 +
0,284 mM (n = 3), TRPV6myotis kion c2 €Xprimieren 1,62 = 0,561 mM (n = 4) und TRPV6myutis Kion A5
exprimieren 3,53 £ 0,808 mM (n = 4) nicht signifikant voneinander verschieden. Auch die gemittelten
Werte der dabei erhaltenen Hill-Koeffizienten der jeweiligen TRPV6-Varianten wiesen keinen
signifikanten Unterschied auf ("TRPV6iong = 0,78 + 0,065; hTRPV6short = 0,75 + 0,057; TRPV 6myotis kion
c2 = 0,82 £ 0,051; TRPV6myutis kion s = 0,75 £ 0,022).

Abbildung 6.13 A-D zeigt die Mittelwerte der intrazellularen Ca?*- bzw. Ratio-Signale bei
verschiedenen extrazellularen Ca?*-Zugaben in den verschiedenen TRPV6-Varianten exprimierenden
Zellen, final mit einer sigmoidalen Funktion, wie in Kapitel 5.6.2 beschrieben, gefittet und mit den

ermittelten ECso-Werten und Hill-Koeffizienten dargestellt.
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Abbildung 6.13: Dosis-Wirkungs-Kurven der extrazellulare Ca?Abhangigkeit intrazellularer Ca?*-
Signale in HEK Zellen, die verschiedenen TRPV6-Varianten exprimieren

(A-D) Dosis-Wirkungs-Kurven der jeweiligen TRPV6-Varianten, welche die intrazellulare Ca?*-
Amplitude bei unterschiedlichen extrazellularen Ca?*-Konzentrationen, anzeigen. Die Punkte geben die
aus den Einzelexperimenten gemittelten Ca?*-Maxima fiir die jeweiligen applizierten Ca?*-
Konzentrationen + Standardfehler an und sind auf die die maximale intrazellulare Ca?*-Amplitude

normalisiert. Zusatzlich ist ein sigmoidaler ,, Fit “, welcher auf diesen Werten basiert, dargestellt. (E, F)

68



Die aus den ,, Fits“ der Einzelexperimente ermittelten Werte fiir EC50 bzw. Hill sind in Bezug zu den
einzelnen Zelllinien als Mittelwert £ Standardfehler und der Vergleich der einzelnen Saulen
untereinander mithilfe der Balken mit obendriiber stehenden p-Werten angegeben. In den Grafiken sind
die Werte fur die ECso, den Hill-Koeffizienten und die Anzahl der durchgeflihrten Einzelexperimente,

welche in Klammern aufgefiihrt ist, angegeben.

Die vier untersuchten TRPV6-Varianten weisen zwar keine Unterschiede in der Amplitude des
intrazellularen Ca?* bzw. Fura-2-Signals auf, jedoch ist wie in Abbildung 6.12 zu erkennen, der
intrazelluldre Ca2?*-Anstieg in hTRPV6iong und hTRPV6sort exprimierenden Zellen eher transient
(Abbildung 6.12 A, C), wohingegen in Zellen, die TRPV6 aus Myotis exprimieren, das Fura-2-Ratio-
Signal (Ca?*intrazenuiar) Nach Zugabe von extrazellularem Ca?* nicht zuriickgeht (Abbildung 6.12 E, G).
Daraufhin wurde die Kinetik des intrazellularen Ca?*- bzw. Ratio-Signals genauer untersucht. Hierzu
wurde der Ca?*-Anstieg pro Sekunde und die Ca?-Abnahme als t in Sekunden ausgewertet (siehe
Kapitel 5.6.3) und verglichen.

Die fir jede Zellpopulation gebildeten Mittelwerte bei Zugabe von 30 /10 /3 /1 mM extrazelluldarem
Ca?* sind in Abbildung 6.14 dargestellt. Bei allen vier Ca?*-Konzentrationen ist zu erkennen, dass die
beiden humanen und myotis TRPV6-Varianten untereinander kaum abweichen. Hingegen besteht
zwischen den beiden Spezies bei 30 mM, 10 mM und 3 mM extrazellularer Ca?*-Konzentration ein
signifikanter Unterschied, der sich in einem schnelleren Ca?*-Anstieg bei den humanen Varianten im
Vergleich zu den Varianten der Fledermaus auRert. Zudem fallt auf, dass der Ca?*-Anstieg pro Sekunde
von der extrazelluldar hinzugegebenen Ca?*-Konzentration abhangig ist und mit steigender Ca?*-
Konzentrationen einen groReren Wert erreicht. Bei Zugabe von 1 mM Ca?* reicht der hierdurch

verursachte Anstieg nicht aus, um ein signifikant unterschiedliches Ergebnis zu erlangen.
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Abbildung 6.14: Kinetik des Ca?*-Anstiegs in Zellen, die verschiedene TRPV6-Varianten exprimieren

Angabe der Kinetik des Ca?*-Anstiegs pro Sekunde in hTRPV6iong, "\TRPV6short, TRPV6myotis kion c2 UNd
TRPV6wyotis kion as €Xprimierenden HEK Zellen nach extrazellularer Zugabe von 30 mM Ca?* (A), 10 mM
Ca?* (B), 3 mM Ca?* (C) und 1 mM Ca?* (D). Die Ergebnisse sind in Saulendiagrammen als Mittelwert
+ Standardfehler dargestellt, wobei die Zahl in bzw. Giber den Saulen die Anzahl der zusammengefassten
Einzelexperimente angibt. Durch die Balken wird der Vergleich der Ergebnisse der einzelnen S&ulen

untereinander dargestellt, wobei die p-Werte oberhalb angegeben sind.

Zusétzlich zum Ca?*-Anstieg pro Sekunde wurde auch die Kinetik der Ca?*-Abnahme analysiert. Hierzu
wurde der Bereich vom Ratio-Maximum bis zu Sekunde 250 mithilfe einer einfach exponentiellen
Funktion gefittet (siehe Kapitel 5.6.3). Die t-Werte der einzelnen Messungen nach Zugabe von 30/ 10
/371 mM Ca?" wurden gemittelt und fiir die verschiedenen TRPV6-Varianten als Balkendiagramm in
Abbildung 6.15 dargestellt. Der Wert t gibt dabei die Zeit an, in der das Ca?*-Signal um 1/e, also ca. 37
%, abgenommen hat. Analog zu der Kinetik des Ca?*-Anstiegs fallt auf, dass die zu einer Spezies

zugehorigen TRPV6-Varianten sich in der Kinetik des Ca?*-Riickgangs nicht signifikant voneinander
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unterscheiden, wahrend hingegen zwischen den Spezies Abweichungen zu erkennen sind. Dabei ist die

Kinetik der Ca?*-Abnahme bei den humanen Varianten im Vergleich zu den TRPV6-Myotis-Kanalen

unter allen vier extrazellularen Ca?*-Konzentrationen schneller (human: t = 30 Sekunden, myotis: T =

100 bis 150 Sekunden). Aufgrund der Uberlegung, dass die Kinetik der intrazelluldren Ca2*-Abnahme

eine Abhangigkeit von der Hohe des Ca?*- bzw. Ratio-Wertes haben konnte, erfolgte die

Gegeniberstellung von extrazellularen Ca?*-Konzentrationen, die fiir die jeweiligen TRPV6-Varianten
ein dhnlich hohes Ca?*-Signal erzeugten. Fiir hTRPV6j0ng und hTRPV6shor Wurde 3 mM Ca?* und fir
TRPV6wmyotis kion c2 1 a5 30 mM Ca?* gewahlt (Abbildung 6.15 E). Auch in dieser Art der Darstellung

weichen die TRPV6-Varianten einer Spezies nicht voneinander ab, wahrend hTRPVG6ing und

hTRPV6shar €ine signifikant schnellere Kinetik der Ca?*-Abnahme als TRPV6wmyotis kion c2/ s aufweisen.
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Abbildung 6.15: Kinetik der intrazellularen Ca?*-Abnahme in Zellen, die verschiedene TRPV6-
Varianten exprimieren

Darstellung der Ca?*-Abnahme (v in Sekunden), welche nach der maximalen Ca?*-Amplitude, in mit
extrazellularen Ca?*-Konzentrationen von 30 mM (A), 10 mM (B), 3mM (C) und 1 mM (D) behandelten
hTRPV6iong, NTRPV6short, TRPV6wmyotis kion c2 UNd TRPV6myotis kion as €Xprimierenden HEK Zellen, detektiert
wurde. (E) Vergleich der Kinetik der Ca?*-Abnahme in hTRPV6iong, h"TRPV6snort, TRPV6wmyotis kion c2 Und
TRPV6myotis kion as €xprimierenden HEK Zellen anhand des Erreichens ahnlicher intrazellularer Ca2*-
Amplituden, d.h. nach Applikation von 3 mM extrazellularem Ca?* fiir hnTRPV6ong, "TRPV6snort und 30
mM extrazellularem Ca?* flir TRPV6wyotis kion c2 Und TRPV6myotis kion a5. Die Darstellung der Ergebnisse
erfolgt in Saulendiagrammen bei denen der Mittelwert + Standardfehler und die Anzahl der
zusammengefassten Einzelexperimente in bzw. tber den Sdulen in Klammern angegeben ist. Die Balken

stellen die Unterschiede zwischen zwei verglichenen Gruppen dar und geben die jeweiligen p-Werte an.

6.2.3 Calciumkinetik beim ,.inversen Protokoll*

Die Kinetik der Ca?*-Abnahme, welche sich zwischen den TRPV6-Varianten aus Mensch und Myotis
unterscheidet, wurde mithilfe eines weiteren Protokolls untersucht. Hierbei wurden die Zellen beim

letzten Schritt der Fura-2-Beladung in 2 mM Ca?*-Lésung resuspendiert.

Nachdem die Messungen in 2 mM Ca?*-L6sung begonnen wurden, erfolgte bei Sekunde 100 die Zugabe
von 3 mM BAPTA (1,2-bis(o-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N'-tetraacetic acid), welches als Ca?*-
Chelator fungiert. Die Bindung des extrazellular vorhandenen Ca?*, fiihrt auch zur Ca?*-Abnahme in
den Zellen. Bei Sekunde 400 wurde 3 mM Ca?* appliziert, sodass erneut eine freie extrazellulare Ca?*-
Konzentration von 2 mM erreicht wurde. Mit Hilfe einer einfach exponentiellen Funktion wurde die
Zeitkonstante t des initialen Ca?*- bzw. Ratio- Abfalls bestimmt (Abbildung 6.16 A, B). Die
Zeitkonstante t der durch extrazelluldrer Applikation von BAPTA erzeugten intrazelluldren Ca?*-
Abnahme betrégt bei hTRPV6iong (n = 8) 18,41 + 1,26 Sekunden und bei TRPV6wmyotis kion A5 (N = 8) 16,43
+ 1,27 Sekunden und ist nicht signifikant unterschiedlich (Abbildung 6.16 B). Die darauffolgende
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Zugabe von Ca?* fihrt dann wiederrum zu einem Anstieg des Ca?*-Signals, welches bei den hTRPV6ong-
exprimierenden Zellen zu einer Ratio fuhrt, die doppelt so gro3 wie der anfangliche Basiswert ist. Zum
Schluss der Messungen ist die fir TRPV6myoiis kion as Und den humanen TRPVG6ing die Kanal-

charakteristische Abnahme des Ca?*-Signales zu erkennen.
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Abbildung 6.16: Ca?*-Kinetik in HEK Zellen, die verschiedene TRPV6-Varianten exprimieren, beim
,inversen Ca%*-Protokoll

HEK Zellen, die hTRPV6iong (hellrot) und TRPV6wmyaotis kion a5 (grau) exprimieren, wurden mit Fura-2
beladen und die intrazellulare Ca?*-Anderungen (Ratio F340 / F380) detektiert. Die Mittelwerte der
jeweiligen TRPV6-Variante sind nach Abzug des Minimums und Normierung auf den Basiswert
dargestellt (siehe Kapitel 5.6.4), wobei jeder 10. Wert £ Standardfehler angegeben ist. Zudem wurden
die Mittelwert-Graphen der beiden Varianten mithilfe einer einfach exponentiellen Funktion
(hTRPV6i0ng = rot; TRPV6wmyoiis = schwarz) auf ihre Kinetik in Bezug auf die Ca?*-Abnahme analysiert
(A). Die Balken geben die aktuelle Konzentration von freiem Ca2* an, welche durch Applikation von 3
mM BAPTA und anschlieRend 3 mM Ca?* entstand. Das Saulendiagramm gibt die zusammengefassten
7-Werte der Einzelmessungen wieder, welche flr TRPV6wmyotis kion a5 Und hTRPV6i0ng = Standardfehler
angegeben sind (B). Die Anzahl der zusammengefassten Einzelexperimente ist in Klammern und der p-

Wert ist Gber den Sdulen angegeben.

6.3 Rolle von Calmodulin in Bezug auf die TRPV6-Funktion

TRPVG ist ein Ca?*-selektiver lonenkanal, dessen Aktivitat stark durch zytosolisches Ca?* reguliert ist.
Hierbei kdnnte Calmodulin als Ca?*-sensitives Protein eine entscheidende Rolle einnehmen und eine
Hemmung von TRPV6 bewirken. In bereits verdffentlichten Arbeiten konnte gezeigt werden, dass der
lonenkanal mehrere potentielle Bindestellen fir Calmodulin besitzt und diese einen auch effektiven
Einfluss auf die Regulation nehmen kdnnen (Bolanz et al., 2008; Bolanz et al., 2009; Cao et al., 2013;
Derler et al., 2006; Haverstick et al., 2000; Hirnet et al., 2003; Hoenderop et al., 2001; Lambers et al.,
2004; Nilius and Owsianik, 2011; Sternfeld et al., 2007). Aus diesem Grund wurde an zwei Zelllinien,

welche hTRPV6iong bzw. TRPV6myotis kion s €Xprimieren, die Auswirkung von Trifluoperazin (TFP) auf
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die intrazellulare Ca?*-Konzentration ermittelt. Bei Trifluoperazin handelt es sich um eine Substanz, die

eine antagonistische Wirkung gegenuber Calmodulin besitzt (Zimmer and Hofmann, 1984).

Die mit Fura-2 beladenen Zellen mit der jeweiligen exprimierten TRPV6-Variante und die dazu
gehoérigen Kontrollzellen ohne TRPV6-Expression wurden im ,Fast Filter“-Modus gemessen
(Abbildung 6.17 A-D). Dabei wurde in den ersten 100 Sekunden der Basiswert des Ratio-Signals der
Zellen, welcher sich in allen vier Gruppen nicht unterschied, ermittelt. Mit der darauffolgenden
Applikation von diversen Trifluoperazin-Konzentrationen treten die ersten Auffélligkeiten auf. Bei den
hohen Konzentrationen (100 pM, 300 puM, 1 mM) kommt es sowohl in den TRPV6-exprimierenden
Zellen, als auch in deren Kontrollen zu einem abrupten Anstieg der Ratio. Dieser TRPV6-unabhéangige
Effekt konnte moglicherweise durch eine Eigenfluoreszenz von Trifluoperazin ausgelést werden. Nach
der Applikation von Trifluoperazin, welches (iber eine Zeit von 200 Sekunden inkubiert wurde, erfolgte
die Zugabe von 3 mM extrazelluldrem Ca?*. Bei den Zellen mit hTRPV6ong und TRPV 6myotis kion A5 ISt
ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration zu verzeichnen, welcher bei steigender
Trifluoperazin-Konzentration geringer wird. Eine Ausnahme besteht jedoch fiir die mit 300 pM
Trifluoperazin behandelten Zellen, die nach der Applikation von 3 mM Ca?* einen enormen Ratio-
Anstieg aufwiesen. Dieses Verhalten tritt auch bei den Kontrollzellen auf, bei denen die Ca?*-Zugabe
ansonsten nur geringe Ca?*-Erhdhung auslost. Es liegt eine erkennbare Abhéangigkeit des maximalen
Ca?*-Signals von der Trifluoperazin-Konzentration vor. Die Maxima, der durch 3 mM extrazellulares
Ca?* hervorgerufenen intrazellularen Ca?*- bzw. Ratio-Anstiege bei den unterschiedlichen TFP-
Konzentrationen, wurden auf das Ca?*-Signal bei Applikation von Badlésung (Bad) normiert, der
Mittelwert der Signale der entsprechenden Kontrollen zuvor abgezogen und eine Dosis-Wirkungs-
Kurve wurde angefertigt, wobei die Werte fir 300 uM Trifluoperazin aufgrund des TRPV6-
unabhangigen Effektes nicht mit einbezogen wurde (Abbildung 6.17 E, F). Erkennbar ist eine Reduktion
der maximalen Ca?*-Signale, die von der applizierten Trifluoperazin-Konzentration abhéngig ist. Die
gemittelten Werte fir die in den Einzelmessungen bestimmten halbmaximalen Hemmung (hTRPV6iong:
ICs0= 46,66 £ 11,93 uM; TRPV6wmyotis kion as: 1Cs0 = 35,86 + 8,34 uM), sowie flr den Hill-Koeffizient
der jeweiligen sigmoidalen Fits ("(TRPV6iong: Hill = 1,44 + 0,48; TRPV6myotis kion as: Hill = 1,76 +0,1),
sind bei beiden TRPV6-Varianten voneinander nicht signifikant unterschiedlich (ICso: p = 0,5231; Hill:
p = 0,594).
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Abbildung 6.17: Effekt von Trifluoperazin auf den TRPV6-abhangigen Ca?*-Einstrom

Reprasentative Beispiele fiir die Detektion von Ca?*-Signalen durch Fura-2 in hTRPV6iong (A) und
TRPV6myotis kion a5 (B) exprimierenden HEK Zellen und die entsprechenden nicht TRPV6 exprimierenden
Kontrollzellen (C, D), die mit Trifluoperazin und Ca?* behandelt wurden. Die Balken geben den
Zeitpunkt der Applikation von diversen Trifluoperazin-Konzentrationen und 3 mM Ca?* an. (E, F) Die
Dosis-Wirkungs-Kurven zeigen die aus den Einzelexperimenten gemittelten maximalen Ca?*-Signal +
Standardfehler in Bezug auf die hinzugegebene Trifluoperazin-Konzentration, sowie den 1Cso-Wert und
den Hill-Koeffizienten des jeweiligen sigmoidalen Fits. Die Anzahl der gemittelten Einzelexperimente
ist in Klammern dargestellt.
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Die Vermutung, dass eine Eigenfluoreszenz von Trifluoperazin Einfluss auf die Experimente nehmen
koénnte, wurde mithilfe des ,,Spectra Scan*“-Modus im Fluoreszenz-Spektrophotometer untersucht. Die
Kivette wurde mit Ldsungen, welche sich in ihren Trifluoperazin-Konzentrationen unterscheiden,
geftllt und tber ein Spektrum von 250 bis 480 nm angeregt. Die Fluoreszenz wurde dabei bei einer
Emissionswellenlange von 515 nm, bei der auch die Detektion des Fura-2-Signales stattfindet,
aufgezeichnet (Abbildung 6.18 A). Wahrend bei der Badlésung ohne Trifluoperazin keine Fluoreszenz
zu detektieren ist, kommt es bei den Konzentrationen 30 uM, 100 uM und 300 puM zu einem
konzentrationsabhéngig steigenden Fluoreszenzsignal, welches seinen Peak bei ungefahr 310 nm hat
(Abbildung 6.18 A). 1 mM Trifluoperazin erzeugte eine Fluoreszenz, die unter der 300 uM Kurve liegt
und insgesamt zwei Peaks bei 290 und 340 nm aufweist. Nach dem gleichen Prozedere wurden
Trifluoperazin-Losungen untersucht, die nun zusatzlich 30 mM Ca?* enthielten, um eine mogliche
Interaktion zwischen Trifluoperazin und Ca? zu untersuchen (Abbildung 6.18 B). Die Messungen
ergeben nahezu identische Fluoreszenzen wie ohne Ca?*, sodass eine Beeinflussung von Ca?* auf das
durch Trifluoperazin erzeugte Fluoreszenzsignal ausgeschlossen werden kann. Nichtsdestotrotz
beeinflusst TFP die Fluoreszenz bei Fura-2 Messungen. Dieser Effekt wird bei der Auswertung dieser
Experimente jedoch durch das Ratioverfahren und vor allem den Abzug der Ca?*-Signale der

Kontrollzellen vom TRPV6-abhangigen Ca?*-Signal korrigiert.
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Zur weiteren Kontrolle wurden zwei weitere, als Calmodulin-Inhibitoren bekannte, Substanzen benutzt:
Calmidazolium und Ophiobolin A (Gietzen, 1983; Leung et al., 1984). Die Experimente fanden mit
Fura-2-beladenen hTRPV6iong-exprimierenden HEK Zellen statt (Abbildung 6.19 A, B). Dabei wurde
nach Messung der Ratio bzw. des Basiswertes der intrazellularen Ca?*-Konzentration unterschiedliche
Konzentrationen an Calmidazolium / Ophiobolin A hinzugegeben und fiir 200 Sekunden inkubiert. Es

folgte die Applikation von 3 mM Ca?* fiir weitere 200 Sekunden.

Beide, Calmidazolium (Abbildung 6.19 A) und Ophiobolin A (Abbildung 6.19 B), hatten bis zu einer
Konzentration von 30 uM keinen eindeutigen Effekt, weder auf die Basisratio, noch auf den durch 3
mM extrazellulares Ca?* ausgeldsten intrazellularen Ca?*- bzw. Ratio-Anstieg. Bei 100 puM
Calmidazolium konnte sowohl in den TRPV6-exprimierenden, als auch in den Kontrollzellen ein
langsamer Ca?*-Anstieg in Abwesenheit von extrazellularem Ca?* gemessen werden. Zusatzlich ist bei
beiden Zellpopulationen nach Zugabe von 3 mM Ca?* ein sich dhnelnder Anstieg im Ratiosignal zu
erkennen, welcher auf einen TRPV6-unabhangigen Effekt von 100 pM Calmidazolium auf das
intrazellulare Fura-2-Signal hindeutet. Die Analyse der maximalen TRPV6-abhéngigen intrazellularen
Ca?*-Signale (siehe Kapitel 5.6.5) ergab lediglich eine signifikante Reduktion bei 100 uM Ophiobolin
A (Abbildung 6.19 E, F).
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Abbildung 6.19: Effekt von Calmidazolium & Ophiobolin A auf den TRPV6-abhdngigen Ca?*-
Einstrom

Fura-2-beladene HEK Zellen, die hTRPV6iong exprimieren (24 induziert) und nicht induzierte
Kontrollzellen wurden nacheinander mit unterschiedlichen Konzentrationen an Calmidazolium (A, C) /
Ophiobolin A (B, D) und 3 mM Ca?* behandelt. und die intrazellularen Ca?*-Anderungen detektiert
(représentative Beispielexperimente). Die Balken indizieren die Applikation der jeweiligen Substanz
und Losung. Das Maximum des TRPV6-abhangigen Signals (siehe Kapitel 5.6.1) wurde ermittelt, auf
die Badapplikation als 100 % normalisiert und in Abhangigkeit zu den entsprechenden Calmidazolim

(E) / Ophiobolin A (F) Konzentrationen dargestellt. Die Einzelexperimente sind als Punkte und die
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Mittelwerte als Querstriche + Standardfehler zu erkennen. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist
in Klammern angegeben. Uber den einzelnen Konzentrationen sind die p-Werte in Bezug auf die
Applikation von Badl6sung (0 uM) dargestellt. Lediglich der Ca?*-Anstieg bei Applikation von 100 uM
Ophiobolin A war signifikant gegenuiber der Kontrolle (Badlosung; 100 %) reduziert.

Da kaum ein signifikanter Einfluss von Calmidazolium / Ophiobolin A auf das maximale intrazellulare
Ca?*-Level bestand, fand zuséatzlich die Betrachtung der Kinetik der einzelnen Ca?*-Signale statt. Aber
auch der Ca?*-Anstieg pro Sekunde (Abbildung 6.20 A, B) und der Ca?*-Abfall als T in Sekunden
(Abbildung 6.20 C, D) wiesen fir die unterschiedlichen Konzentrationen der beiden Substanzen keinen
signifikanten Effekt auf. Zusammenfassend konnte die bei Trifluoperazin gesehene Hemmung durch
andere Calmodulin-Inhibitoren somit nicht bestatigt werden.
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Abbildung 6.20: Kinetik der TRPV6-abhéngigen Ca?*-Signale bei Applikation verschiedener
Konzentrationen von Calmidazolium und Ophiobolin A

Ca?*-Anstieg pro Sekunde (A, B) und Ca?*-dbnahme als t in Sekunden (C, D) der TRPV6-abhangigen
Ca?*-Signale nach Zugabe von 3 mM extrazellularen Ca?* ohne (0) und mit Inkubation verschiedener
Konzentrationen der Calmodulin-Inhibitoren Calmidazolium und Ophiobolin A in TRPV6-

exprimierenden HEK Zellen, dargestellt als Sdulendiagramme. In den Grafiken sind die Mittelwerte +
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Standardfehler und die Anzahl der Einzelexperimente in Klammern angegeben. Die p-Werte (iber den
Saulen geben an, dass bei keiner Substanzkonzentration, weder beim Ca?*-Anstieg, noch Ca?*-Abfall

ein signifikanter Unterschied zur Kontrolle (Applikation von Badldsung; 0) vorhanden war.

6.4 Rolle der Protein Kinase C in Bezug auf die TRPV6-Funktion

Neben Calmodulin scheint auch die Protein Kinase C (PKC) einen Einfluss auf die Regulation von
TRPV6 zu haben. Es wurde nédmlich eine mdgliche PKC-Phosphorylierungsstelle im Calmodulin-
bindenden Bereich von TRPV6 nachgewiesen (Niemeyer et al., 2001). Dieser Abschnitt beschaftigt sich
mit dieser moglichen Modulierbarkeit von TRPV6 (ber die Beeinflussung der PKC. Dabei wurde
zundchst die Substanz Chelerythrin verwendet, welche als ein Inhibitor der PKC gilt (Herbert et al.,
1990). Die intrazellularen Ca?-Anderungen wurden mittels Fura-2 sowohl in hTRPV6ing und
TRPV6wmyotis kion A5 exprimierenden HEK Zellen, als auch in den dazu passenden Kontrollen ohne
TRPV6-Expression detektiert (Abbildung 6.21 A-D). Nach 100 Sekunden fand die Applikation von
unterschiedlichen Konzentrationen von Chelerythrin, gefolgt von einer 3 mM Ca?*-Zugabe bei Sekunde
300, statt. Bei allen vier Zellpopulationen war ein identischer Basiswert zu messen, der sich auch bei
der Applikation von Chelerythrin nicht verandert. Nach Zugabe von extrazellularen Ca?* (3 mM) kam
es in den TRPV6-exprimierenden Zellen zu einem intrazellularen Ca?*-Anstieg, der mit steigenden
Konzentrationen an Chelerythrin (3 uM, 10 uM, 30 uM) immer geringer wurde. Bei 30 UM Chelerythrin
sind die Ca?*-Signale zwischen TRPV6 Zellen und deren Kontrollen sogar fast identisch und kein
TRPV6-spezifischer Ca?*-Einstrom konnte mehr festgestellt werden. Die Maxima der einzelnen Ratios
nach Ca?*-Applikation wurden ermittelt und in Mittelwerte zusammengefasst. Anschliefend folgte die
Normierung auf das Ca?*-Maximum bei Zugabe von Badlosung und das Erstellen einer Dosis-
Wirkungs-Kurve (Abbildung 6.21 E, F). Es zeigt sich eine klare Abhdngigkeit des aus den
Einzelmessungen gemittelten maximalen TRPV6-abhangigen Ca?*-Signals von der Chelerythrin-
Konzentration ("nTRPV6iong: 1Cs0 = 4,1 £ 0,74 WM; TRPV6myotis kion as: 1Cso = 2,59 + 0,22 uM), welche,
genau wie der gemittelte Hill-Koeffizient der jeweiligen sigmoidalen Fits ("nTRPV6ong: Hill = 5,85 +
3,17; TRPV6myotis kion as: Hill = 2,66 = 0,05), bei beiden TRPV6-Varianten keinen signifikanten
Unterschied aufweist (ICso: p = 0,1202; Hill: p = 0,3714). Dies bedeutet, dass sich die Dosis-Wirkungs-
Abhangigkeit von hTRPV6ing und TRPV6wmyais beziiglich der Substanz Chelerythrin nicht
unterscheidet.
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Abbildung 6.21: Effekt von Chelerythrin auf den TRPV6-abhéngigen Ca?*-Einstrom

Reprasentative Darstellung intrazellulare Ca?*-Anderungen (Fura-2; F340 / F380) in HEK Zellen mit
Expression von hTRPV6iong (A) / TRPV6myotis kion as (B) und den entsprechenden Kontrollzellen (nicht
induziert; C, D). Die Balken geben die Zugabe von unterschiedlichen Konzentrationen von Chelerythrin
gefolgt von 3 mM Ca?* an. Die Beziehung zwischen den Maxima der TRPV6-abhangigen Ca?*-Signale
und der applizierten Chelerythrin-Konzentration sind als Dosis-Wirkungs-Kurven dargestellt (E, F).

Hierbei sind die aus den Einzelexperimenten gemittelten maximalen Ca2*-Signal + Standardfehler und
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die Anzahl der Einzelexperimente in Klammern angegeben. Die Grafiken enthalten die Werte flr die

ICs0 und den Hill-Koeffizienten.

Zur Bestatigung des Ergebnisses fanden weitere Experimente mit PKC-modulierenden Substanzen statt.
Zum einen wurde der PKC-Inhibitor G6 6983 (Gschwendt et al., 1996) und zum anderen der PKC-
Aktivator Phorbol-12-mystrat-13-acetat (PMA) (Blumberg, 1988) verwendet. HTRPV6iong-
exprimierende HEK Zellen (Abbildung 6.22 A, B), als auch die entsprechenden nicht induzierten
Kontrollzellen (Abbildung 6.22 C, D) wurden mit Fura-2 beladen und das intrazellulare Ca?*-Signal bei
Zugabe von diversen Go 6983- / PMA-Konzentrationen und 3 mM Ca?* detektiert. Zu Beginn der
Experimente wurde ein Basiswert bei allen Zellpopulationen detektiert, welcher sich auch durch die
Zugabe der jeweiligen Substanzkonzentration nicht verandert. Wird nun Ca?* addiert, kommt es zu einer
Erhdhung der Ratio-Signale, die bei allen Konzentrationen der beiden Substanzen im gleichen Bereich
liegen. Die Maxima der einzelnen Ratios wurden auf das Ratio-Maximum bei Applikation von
Badldsung als 100 % normiert und im Verhéltnis zur Konzentration von G6 6983 / PMA dargestellt
(Abbildung 6.22 E, F). Auch wenn bei G6 6983 mit steigender Konzentration eine leichte Tendenz zu
einer Verringerung des TRPV6-abhédngigen intrazellularen Ca?*-Signals und bei PMA eine leichte
Tendenz zur Erhdhung dieses Signals zu erkennen ist, liegen keine signifikanten Unterschiede zur

Kontrolle (Badldsung) vor.
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Abbildung 6.22: Effekt von G6 6983 & PMA auf den TRPV6-abhéangigen Ca?*-Einstrom

Mit Fura-2 beladene, hTRPV6ong-exprimierende HEK Zellen und die entsprechenden Kontrollzellen
(nicht induziert; C, D) wurden mit diversen Konzentrationen an Go 6983 (A) / Phorbol-12-mystrat-13-
acetat (PMA) (B) und mit 3 mM Ca?* behandelt. Die dabei entstehenden intrazellularen Ca?*-
Anderungen wurden gemessen und jeweils ein reprasentatives Beispielexperiment dargestellt. Die
Balken indizieren die Applikation der unterschiedlichen Substanz-Konzentrationen und Ca?*-Ldsung.
Das Maximum des TRPV6-abhéngigen Signals (siehe Kapitel 5.6.1) wurde ermittelt, auf die
Badapplikation als 100 % normalisiert und in Abhangigkeit zu den entsprechenden Go6 6983 (E) / PMA
(F) Konzentrationen dargestellt. Die Einzelexperimente sind als Punkte und die Mittelwerte als
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Querstriche * Standardfehler zu erkennen. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist in Klammern
angegeben. Die TRPV6-abhangigen Ca?*-Signalen sind bei Applikation von verschiedenen
Konzentrationen an G6 6983 / PMA in Bezug auf die Badapplikation (100 %) nicht signifikant verandert
(p-Werte sind tiber den jeweiligen Konzentrationen dargestellt).

Es folgte die Untersuchung der Kinetik der intrazellularen Ca?*-Signale. Hierfiir wurden die einzelnen
Kurven nach ihren Ca?-Anstieg pro Sekunde und auf die Ca?*-Abnahme als t in Sekunden hin
ausgewertet (Abbildung 6.23 A-D). Wéhrend bei der Applikation fir Go 6983 weder fur den Ca?*-
Anstieg, noch fir die Ca?*-Abnahme ein signifikanter Unterschied zwischen den Konzentrationen und
der Badapplikation festgestellt werden konnte, fand bei Zugabe von PMA eine bei fast allen
Konzentrationen, auer 300 uM PMA, auftretende signifikant schnellere Ca?*-Abnahme statt, als es im
Vergleich zur Applikation von Badlésung der Fall gewesen ist. Hingegen konnte auch bei PMA kein
signifikanter Effekt der PMA-Konzentrationen auf den Ca2?*-Anstieg ermittelt werden. Als Fazit konnte
der bei Chelerythrin auftretende hemmende Effekt auf die intrazellulare Ca?*-Konzentration durch

andere Modulatoren der PKC nicht bestétigt werden.
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Abbildung 6.23: Kinetik der TRPV6-abhangigen Ca?-Signale in Anwesenheit verschiedener Go
6983-Konzentrationen

Ca?*-Anstieg pro Sekunde (A, B) und Ca?*-dbnahme als t in Sekunden (C, D) der TRPV6-abhangigen

Ca?*-Signale nach Zugabe von 3 mM extrazellularen Ca?* ohne (0) und mit Inkubation verschiedener
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Konzentrationen der Protein Kinase C-Inhibitoren G 6983 und PMA in TRPV6-exprimierenden HEK
Zellen, dargestellt als Saulendiagramme.. In den Grafiken sind die Mittelwerte £ Standardfehler und
die Anzahl der Einzelexperimente in Klammern angegeben. Die Amplituden der intrazellularen Ca?*-
Signale bei den verschiedenen Gd 6983- und PMA-Konzentrationen wurde gegen die Amplitude des
Ca?*-Signales der Kontrolle (Badlésung; 0) auf einen signifikanten Unterschied getestet (p-Werte sind

Uber den jeweiligen Saulen dargestellt).

6.5 Effekt von Hexylresorcinol

Die Beeinflussung der TRPV6-Aktivitat wurde mit einer Vielzahl von Substanzen getestet. Eine weitere
wichtige Fragestellung besteht zudem in einer moglichen Hemmung dieses Ca?*-Kanals. Dessen
Transkripte wurden in verschiedenen Karzinomen (Brust, Prostata) nachgewiesen, sodass TRPV6-
hemmende Substanzen in der Therapie maligner Erkrankungen Anwendung finden kénnten (Bolanz et
al., 2008; Fixemer et al., 2003). Die Substanz Hexylresorcinol ist ein solcher Inhibitor des Kanals
TRPV6 und wurde in unserem Institut bereits in ,,Patch Clamp*- und ,,Single Cell Calcium Imaging*-
Experimenten erfolgreich eingesetzt. Eine Publikation der aus den Experimenten gewonnenen Daten

existiert zum momentanen Zeitpunkt jedoch nicht.

Die folgenden Experimente wurden mit HEK Zellen durchgefihrt, die hTRPV6i0ng exprimieren und mit
Fura-2 beladen wurden. Sowohl diese Zellen, als auch die entsprechenden Kontrollzellen wurden mit
verschiedenen Konzentrationen an Hexylresorcinol, gefolgt von einer Applikation von 3 mM Ca?*,
behandelt (Abbildung 6.24 A, B). In den aufgefiihrten Beispielexperimenten ist beim Hinzufligen von
hohen Hexylresorcinol-Konzentrationen (100 uM, 300 uM) ein schnell einsetzender Anstieg der Ratio
zu erkennen (Abbildung 6.24 A). Dies konnte auch in Kontrollzellen beobachtet werden (Abbildung
6.24 B). Bei nachfolgender Applikation von 3 mM Ca?" steigen die intrazellularen Ca?*-Signale in den
hTRPV6iong-exprimierenden Zellen deutlich an, wahrend bei den Kontrollen nur eine minimal héhere
Ratio verzeichnet werden kann. Auffallend ist dabei, dass die Ratio bei einer Hexylresorcinol-
Konzentration von 300 pM nach Ca?*-Zugabe in beiden Zellpopulationen einen groRen Anstieg
erkennen lasst, der von der TRPV6-Expression unabhéngig ist, weshalb diese Konzentration in den
weiteren Auswertungen nicht ndher untersucht wird. Bei den hTRPVG6iong-exprimierenden Zellen
wurden die einzelnen Maxima der Ratios ermittelt, auf das Maximum der Ratio bei Badapplikation als
100 % normiert und als Mittelwert dargestellt (Abbildung 6.24 C). Lediglich bei 100 puM
Hexylresorcinol konnte eine signifikante Reduktion des TRPV6-abhangigen intrazellularen Ca?*-
Signals beobachtet werden. Niedrigere Hexylresorcinol-Konzentrationen flhrten zu keinem
feststellbaren Unterschied in Bezug auf die Badapplikation. Neben der Amplitude wurde auch die
Kinetik des Ca?*-Anstiegs und Ca?*-Abfall bei Zugabe von extrazellularen Ca?* (3 mM) nach Inkubation
mit der einzelnen Hexylresorcinol-Konzentration analysiert (Abbildung 6.24 D, E). Wahrend in Bezug
auf den Ca?*-Anstieg pro Sekunde keine signifikant unterschiedlichen Ergebnisse ermittelt werden
konnten, fiel bei der Ca?*-Signal-Abnahme auf, dass, wie bei der Amplitude (Abbildung 6.24 C), auch
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der Ca?*-Abfall bei 100 uM Hexylresorcinol von der Kontrolle signifikant verschieden war (Abbildung
6.24 E).

Im Gesamten konnte nur bei 100 uM von Hexylresorcinol ein inhibierender Effekt auf hTRPV6iong
nachgewiesen werden. Noch héhere Konzentrationen an Hexylresorcinol (300 uM) fiihrten zu
Fluoreszenzsignalen in TRPV6- und Kontrollzellen, sowohl in Abwesenheit, als auch bei Zugabe von

extrazellularen Ca?*, und sind somit unabhangig von TRPV®.
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Abbildung 6.24: Effekt von Hexylresorcinol auf den TRPV6-abhangigen Ca?*-Einstrom
(A, B) Reprasentative Ca%*-Messungen (Fura-2, F340 / F380) in HEK Zellen, die Tetracyclin-

induziertes hTRPV6iong exprimieren, welche mit 100 pg/ml Tetracyclin fur 16 - 24 Stunden stimuliert
(A) oder nicht stimuliert wurden (Kontrolle, B). Die Balken markieren die Applikation von
verschiedenen Konzentrationen von Hexylresorcinol bzw. Badlésung (Kontrolle) in Abwesenheit von
extrazellularen Ca?* und die Applikation von 3 mM Ca?*. (C) Maximale Amplituden der durch Zugabe
von extrazellularem Ca?* (3 mM) ausgeldsten TRPV6-abhangigen intrazellularen Ca?*-Signale in
Anwesenheit der verschiedenen Hexylresorcinal-Konzentrationen nach Abzug der entsprechenden
Ca?*-Signale in den Kontrollzellen und normiert auf die Amplitude bei Vorapplikation von Badlésung
(0 Ca?*, 100 %). (D, E) Anstiegssteilheit (F340 / F380 pro s) (D) und Zeitkonstante tau (t in s) des
Abfalls (E) des durch extrazellulare Applikation von 3 mM Ca?* ausgel6sten TRPV6-abhangigen (nach
Abzug der Ca®*-Signale der Kontrollzellen) intrazellularen Ca?*-Signals in Anwesenheit verschiedener
Konzentrationen von Hexylresorcinol. Die Daten sind dargestellt als Einzelexperimente (Kreise) und
Mittelwerte + Standardfehler in C, und als Mittelwert (Balken) + Standardfehler in D und E. Amplituden,
Anstiegssteilheit und Ca2*-Abfall wurden mithilfe des ,, One-way ANOVA “ in Kombination mit ,, Tukey’s
multiple comparison test* auf einen Unterschied in Bezug auf die Kontrolle (0 Ca?*) getestet. Die
entsprechenden p-Werte sind (ber den Saulen / Konzentrationen und die Anzahl der gemittelten

Experimente in Klammern angegeben.

6.6 Einfluss von TRPV6-Modulatoren nach Vorinkubation

Einige der untersuchten Substanzen, bei denen eine Wirkung auf TRPV6 vermutet wurde, zeigten
keinen oder nur einen geringen Effekt. Um eine eventuell verzogerte Wirkung dieser Substanzen
einzubeziehen, wurden in einem weiteren Versuch die Zellen Gber 30 Minuten mit dem jeweiligen
Modulator inkubiert, bevor die Messung begonnen wurde. Die Dosierung fand dabei orientierend an
den, in vorherig durchgefihrten Experimenten, maximal benutzten Konzentrationen mit TRPV6-

abhéngigen Effekt statt.

In den in Abbildung 6.25 A und B dargestellten Experimenten ist erkennbar, dass bereits zu Beginn der
Messungen fiir 50 UM Hexylresorcinol und 50 puM Ophiobolin A (OA) ein leicht erhohter Ca?*-
Basiswert, sowohl in TRPV6-Zellen, als auch in Kontrollzellen (Abbildung 6.25 B), vorliegt. Nach
Zugabe von 3 mM Ca?* erreicht das intrazellulare Ca?*-Signal in Anwesenheit von Phorbol-12-mystrat-
13-acetat (PMA) eine hohere und in Anwesenheit von Ophiobolin A eine niedrigere maximale
Amplitude als bei der Kontrolle (Bad) und den anderen Substanzen (Abbildung 6.25 A). Die maximalen
intrazellularen Ca?*-Signale nach Zugabe von 3 mM extrazellularen Ca?* bei 30-minditiger Inkubation
von 1 pM PMA und 50 pM OA zeigte auch bei der statistischen Auswertung in Bezug zum
intrazellularen Ca?*-Signal bei extrazellularer Applikation von Badlésung (0 Ca?*) einen signifikanten
Unterschied (Abbildung 6.25 C). Hierbei waren die intrazellularen Ca?*-Maxima im Vergleich zur
Badlosung bei PMA um ein geringes Signifikanzniveau erhéht und bei OA um ein hohes
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Signifikanzniveau erniedrigt. Der Vergleich dieser maximalen intrazellularen Ca?*-Signale, bei denen
die Zellen vor Ca?*-Applikation fiir 30 Minuten mit der jeweiligen Substanz inkubiert wurden, mit den
auf die Badlosung normalisierten Ca?*-Maxima bei der Applikation der Substanz ohne vorherige
Inkubation und anschlieRendem Hinzufiigen von 3 mM Ca?* (Abbildung 6.19 E und F, 6.22 E und F,
6.24 C), zeigte keinen signifikanten Unterschied ((1. Wert = 30 Minuten Substanzinkubation; 2. Wert =
ohne Substanzinkubation) 1 uM PMA : 1 uM PMA p = 0.6331; 10 uM G0 : 2 uM G6 p = 0,5092; 10
UM GO : 20 uM GO p = 0,8762; 30 uM CAL : 30 uM CAL p =0,2027; 50 yM HR : 30 uM HR p =
0,5154; 50 uM HR : 100 uM HR p =0,0504; 50 uM OA : 30 uM OA p = 0,1261; 50 uM OA : 100 uM
OA p =0,7211).
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C Abbildung 6.25: Effekte
160 = A N " 2 S von verschiedenen
] S S 8 8 8 Substanzen nach 30-
<= 120- < © e ° e mintiger Inkubation auf
s den TRPV6-abhangigen
T 1 2 Eij
S 80+ - I < Ca“"-Einstrom
2 1 = Reprasentative Ca2*-
© 407 M Fura-2, F340 /
(3) 3) @3) (3) (3) (3) essungen (Fura-2,
0 F380) in HEK Zellen, die

Bad 1uM PMA 10pM G&30uM CAL50uM HR '50uM OA'
Substanzen
induzierbare Protein hTRPV6iong exprimieren, welche mit 100 pg/ml Tetracyclin fur 16 - 24 Stunden

das mittels Tetracyclin-

stimuliert (A) oder nicht stimuliert wurden (Kontrolle, B). Die Zellen wurden fiir 30 Minuten mit 1 uM
PMA, 10 uM G066983, 30 uM Calmidazolium (CAL), 50 uM Ophiobolin A (OA) oder 50 uM
Hexylresorcinol (HR) in Abwesenheit von extrazellularen Ca?* inkubiert. Die Balken markieren die
Applikation von 3 mM extrazellularen Ca?*. (C) Maximale und auf die Badapplikation normierte (Bad
= 100%), durch extrazellulare Applikation von 3 mM Ca?* ausgeléste TRPV6-abhangige (nach Abzug
der Ca?*-Signale der Kontrollzellen) intrazellulare Ca?*-Signale. Die Daten sind als Mittelwert
(Balken) + Standardfehler dargestellt. Uber den Séulen ist der p-Wert in Bezug auf die Badapplikation

und in den Klammern die Anzahl der gemittelten Experimente angegeben.
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6.7 Funktionelle Untersuchung eines TRPV6-ahnlichen Proteins aus dem
Proteobakterium

Zusétzlich zu den in dieser Arbeit untersuchten TRPV6-Varianten des Menschen und der Fledermaus
,»Myotis brandtii“ wurde ein Protein aus dem Proteobakterium untersucht, dessen Aminosaurensequenz
Ubereinstimmungen mit der Porenregion von hTRPV60ng aufweist (Abbildung 6.26). Es sind einzelne
Aminoséure-Abschnitte, wie der S4/S5 Loop, die Transmembrandoménen S5 und S6, das TRP-Motiv,
sowie der Selektivitatsfilter, der in TRPV6 mafgeblich an der Calciumleitfahigkeit beteiligt ist und
durch einen Asparaginsaurerest (D, rot) reprasentiert wird, konserviert. Zur funktionellen Untersuchung
wurde die cDNA fur dieses Protein in eine Flp-In T-Rex HEK Zelllinie eingefuhrt.

Proteo TGOFFLAVOKTVESSQVRYFFLT---SLLEVSIGGLVELILYGDINNQEDGLWNSVENMGVL
Sapien LGPETIMIQKMIFGDLMRFCWLMAVVILGEFASAFYIIFQTEDPEELGHEYDYPMALESTFEL

Proteo GFTGELPEFVIDDITMONDRRAFVSRALIFIFIMACSLVMVNLLISIMNE-VWN-AKMRSNLWD
Sapien FLT----- IIDGPANYNVDLPFMYSITYAAFATITATLLMLNLLIAMMGDTHWRVAHERDELWR

Abbildung 6.26: Gegenuberstellung der entsprechenden Sequenz eines TRPV6-ahnlichen Proteins
aus Proteo und hTRPV6iong

Alignments der entsprechenden Sequenzen des TRPV6-&hnlichen Proteins aus einem
Gammaproteobacterium (Proteo; GenBank number: ADI21424.1) und hTRPV6i0ng (Sapien). Dargestellt
ist die Sequenz des Poren-Bereichs, welcher sich aus Transmembrandoméne 5, Pore und
Transmembrandomane 6 zusammensetzt. Der Selektivitatsfilter der Porenregion (D) ist in der Farbe
,rot“ dargestellt. Mit einem grauen Hintergrund sind die zwischen den beiden Spezies

ubereinstimmenden Aminoséauren gekennzeichnet.
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Abbildung 6.27: Ca?*-Messungen in TRPV6proro-exprimierenden HEK Zellen

Darstellung von beispielhaften Experimenten bei denen in TRPV6proteo €Xprimierenden Zellen (A) und
entsprechende Kontrollzellen (B), welche keine Induktion mit Tetracyclin erfahren haben, Ca?*-
Messungen mithilfe von Fura-2 durchgefihrt wurden. Die Balken zeigen die Applikation von diversen
Ca?*-Konzentrationen (10 uM bis 30 mM) an.
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Anhand der Experimente (n = 2) mit HEK Zellen, die TRPV6prote0 €xprimieren (Abbildung 6.27 A) und
den nicht TRPV6-exprimierenden Kontrollzellen (Abbildung 6.27 B) ist erkennbar, dass eine
Applikation von aufsteigenden extrazellularen Ca?*-Konzentrationen sowohl mit als auch ohne
TRPV6poeo zU intrazellularen Ca?*-Signalen fiihrt, die sich in beiden Zellpopulationen nicht

unterscheiden.

In von Ulrich Wissenbach mit einem Plasmid transient transfizierten Zellen, welches die cDNA fir
TRPV6pioteo enthdlt, welche C-terminal an ,,enhanced green fluorescent protein“ (eGFP) gekoppelt ist,
zeigen unter dem Fluoreszenzmikroskop eine eindeutige Expression des entsprechenden Proteins
(Abbildung 6.28). Dabei kann jedoch vermutet werden, dass sich das Protein eher intrazellulér, im

Bereich des endoplasmatischen Retikulums, und nicht in der Plasmamembran befindet.

Abbildung 6.28: Mikroskopische Aufnahme von TRPV6proteo-GFP-
exprimierenden HEK Zellen

Mit dem Plasmid ,, Proteo-FL-eGFP-pCAGGS “ transient transfizierte
HEK Zellen wurden im Fluoreszenzmikroskop unter Benutzung des
GFP-Filters aufgenommen. Der Mal3stab ist mittels eines Balkens, der
10 um entspricht, angegeben. Die Aufnahme wurde von Ulrich
Wissenbach, Pharmakologie der Universitit des Saarlandes,
bereitgestellt.

6.8 Fura-2-Kalibration

Der Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 bietet dem Benutzer, neben dem Vorteil der Bestimmung einer Ratio
aus zwei Fluoreszenzwellenlangen, die Moglichkeit die Ratio-Werte in Ca?*-Konzentrationen
umzurechnen. Eine wichtige Voraussetzung bei der Kalibration besteht darin, dass sie geratespezifisch
ist und somit in dem Gerét ermittelt werden muss, in dem auch die zu kalibrierenden Experimente

stattfanden.

Zur Ermittlung der gerétespezifischen Dissoziationskonstante (Kdesr) wurden fiir die Experimente an
zwei unterschiedlichen Tagen mit jeweils drei Durchgidngen mit Fura-2-beladene HEK 293 Zellen
verwendet. Im Fast-Filter-Modus wurden mithilfe der angesetzten Ldsungen das maximale
Fluoreszenzsignal, das minimale Fluoreszenzsignal und das Fluoreszenzsignal bei einer Ca?-
Konzentration von 225 nM bestimmt (Tabelle 6.3). AnschlieBend wurde aus den insgesamt sechs
Experimenten das arithmetische Mittel bestimmt und durch Einfiigen in die umgestellte Gleichung von

Grynkiewicz et al. (siehe Kapitel 5.3.2) die Kdes von Fura-2 ermittelt.
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Kderr = ([Ca?*]i* (Rmax - R)) / ((R - Rmin) / (Sf2 / Sb2))
Experiment | Ratio Rmin | Ratio Rmax | Ratio R225 | 380 nm | 380 nm | Errechnete
Rmin Rmax Kdefr

1 0,386 4,403 0,491 | 64698,824 | 12044,373 1551,812

2 0,396 4,457 0,517 60217,98 | 11582,863 1407,18

3 0,408 4,931 0,582 | 58050,294 | 10023,745 970,265

4 0,431 5,809 0,503 | 43706,784 5994,235 2304,333

5 0,417 6,12 0,551 | 38674,412 6004,608 1453,252

6 0,436 6,161 0,566 | 37133,902 5784,882 1501,235

Mittelwert 0,412 5,314 0,535 | 50413,699 8572,451 1486,52
+ 0,007 + 0,304 +0,014 | +4464,841 | +1108,485

Kdefr = (225 * (5,314 - 0,535)) / ((0,535 - 0,412) / (8572,451 / 50413,699)) = 1486,52

Tabelle 6.3: Berechnung der Kdes flir Fura-2

Darstellung der umgestellten Formel zur Fura-2-Kalibration nach Grynkiewicz et al., aufgeldst zur
Bestimmung der umgebungsspezifischen Kde (oben). Die Einzelexperimente mit den jeweiligen
Messwerten und der entsprechenden Kdes sind aufgefihrt (mittig). Aus den einzelnen Messwerten wurde
das arithmetische Mittel errechnet (n = 6) und auf drei Stellen nach dem Komma gerundet. AnschlieRend
wurden die gemittelten Werte in die umgestellte Formel eingefiigt und die daraus resultierende Kdes

berechnet (unten).

Es wurde ein Experiment ausgesucht anhand dessen die Kalibration getestet wurde. Hierflr wurden die
einzelnen Ratio-Werte in die Formel, mit der neu bestimmten Dissoziationskonstante (Kdess = 1486,52),
eingefiigt und eine neue Grafik wurde erstellt. Mit der neuen Skalierung ist erkennbar, dass in den Zellen
ein Basiswert von ungefdhr 100 nM Ca?* herrscht. Bei einer Erhohung der extrazellularen Ca?*-
Konzentration auf 30 mM, kommt es zu einem Anstieg der intrazellularen Konzentration auf bis zu 4
MM (Abbildung 6.29 A, B).

Die Fura-2-Kalibrierung wurde dennoch nur exemplarisch durchgefiihrt. Dies liegt daran, dass in meiner
Arbeit ein Vergleich zwischen den unterschiedlichen TRPV6-Varianten und extrazellularen Ca?*-
Konzentrationen stattfindet. Dieser Vergleich der Ergebnisse kann auch direkt aus dem Verhaltnis der
Ratio-Werte zueinander gezogen werden. Des Weiteren muss beachtet werden, dass auch die
Messungen der Kalibrations-Experimente stets gewissen Schwankungen unterliegen. Mit einem

Verzicht der Kalibration kann somit die Ubertragung dieser geringen Schwankungen verhindert werden.
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Abbildung 6.29: Darstellung eines Experimentes mit Umrechnung der Fura-2-Intensitat in

intrazellulare Ca%*-Konzentrationen

Darstellung eines Experimentes, bei dem die intrazellulare Ca?*-Konzentrationen in HEK Zellen, die

hTRPV6iong exprimieren im Fast-Filter-Modus gemessen wurden. Bei Sekunde 100 erfolgte die Zugabe
von unterschiedlichen Konzentrationen an Ca?* (10 uM bis 30 mM). In A ist die Ratio F340 / F380 und

in B die entsprechende Calciumkonzentration dargestellt.

92



7 Diskussion

In dieser Arbeit wurde eine Methode etabliert, mit der man Anderungen der cytosolischen
Calciumkonzentration mittels eines Fluoreszenz-Spektrophotometers quantitativ erfassen kann. Der
Vorteil gegeniliber anderen Calcium-Imaging Verfahren besteht darin, dass eine grof’e Menge an Zellen
gleichzeitig als ,,bulk innerhalb einer Kuvette gemessen werden kann. Dabei wurden Vor- und
Nachteile des Verfahrens dargestellt und ein Protokoll zur Zellvorbereitung erléutert und ausgiebig
getestet. Zudem konnte mittels dieser Arbeit eine gerdte- und umgebungsspezifische Fura-2-Kalibration
prasentiert werden, welche eine realistische Umrechnung der Fura-2-Ratio in intrazellulare Ca?*-
Konzentrationen erlaubt. Mithilfe des anfangs vorgestellten Verfahrens wurde die extrazellulare Ca?*-
Abhangigkeit von TRPV6 (humanieng, humansie: und myotis) charakterisiert und untereinander
verglichen. Erganzend hierzu fand die Betrachtung der Beeinflussbarkeit von hTRPV6i0ng mittels
Modulatoren fiir Calmodulin (CaM) und Protein Kinase C (PKC) statt. Auch eine mdgliche

Hexylresorcinol-bedingte Inhibition von TRPV6 wurde tUberpriift.

7.1 Zytosolische Ca?*-Messung mithilfe des Fluoreszenz-
Spektrophotometers

Damit das Calcium Imaging mithilfe des Fluoreszenz-Spektrophotometers verwertbare Ergebnisse
liefert ist es notig sowohl die Gerateeinstellungen, als auch die Zellvorbereitungen zu optimieren und
mdogliche Storfaktoren zu minimieren. Die Gerateeistellungen wurden so eingestellt, dass ein moglichst
hohes, Fura-2-spezifisches und rauschfreies Fluoreszenzsignal erzeugt wurde. Bei der Zellvorbereitung
wurde sich an dem von Saotome et al., 2016 verwendetem Protokoll orientiert, sodass sowohl der grobe
Ablauf, als auch die Pufferzusammensetzung sich nur leicht unterscheiden. Dennoch gab es vereinzelt
Abschnitte, bei denen sich fir ein anderes Vorgehen entschieden wurde. Hierzu zahlt die hier
verwendete Zentrifugation der Zellen bei 68 x g im Vergleich zu einer Beschleunigung von 600 x g
(Saotome et al., 2016). Auch bei einer 10-fach geringeren Beschleunigung kam es zur Entstehung eines
flr die Experimente ausreichenden Zellpellets, weshalb diese Wahl mit Blick auf einen fiir die Zellen
verringerten Stress bevorzugt werden kann (Chao et al., 2012; Henning et al., 2015; Leverett et al.,
1972). Wahrend der Etablierung fiel zudem auf, dass je nach gewahlter Methode der Fura-2-Beladung
verschieden hohe Fluoreszenzwerte erreicht wurden. Letztendlich wurde sich flr die Beladung mithilfe
des Warmeschiittlers und 10 pM Fura-2 entschieden. Saotome et al., 2016 hingegen fihrten ihre Fura-
2-Beladung im Inkubator ohne kontinuierliches Schiitteln durch und erlangten dennoch relativ
rauschfreie Ergebnisse. In weiteren Verdffentlichungen wurde zudem beschrieben, dass die
Verwendung von geringeren Fura-2-Konzentrationen (5 uM) auch zu ausreichenden
Fluoreszenzintensitaten flihrt (Patel et al., 2013). Ein weiterer Unterschied im Vergleich zu anderen
Protokollen besteht darin, dass die Fura-2-Beladung in 2 ml, anstelle von 30 ml Flussigkeit durchgefihrt
wurde (Patel et al., 2013). Ein Nachteil, auch in Hinblick auf die mogliche Toxizitdt der beiden
Spaltprodukte Formaldehyd und Essigsaure, welche bei der Hydrolyse des Fura-2-Acetoxymethylesters

93



entstehen, wurde nicht festgestellt. Dies wird mithilfe der Feststellung, dass bei Formaldehyd-
Konzentrationen < 1 mM in Erythrozyten und Mastzellen, aufgrund der hohen Zellpermeabilitat dieses
Molekiils, keine zytotoxischen Effekte auftreten, unterstiitzt (Tsien, 1981). Gerade bei der Verwendung
des Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 gibt es eine Reihe von Problemquellen, die flr ein reproduzierbares
Ergebnis moglichst minimiert werden mussen (Roe et al., 1990). Hierzu z&hlt unter anderem das
Ausbleichen von Fura-2 durch die Bestrahlung mit Licht, weshalb wahrend der Zellvorbereitung die
entsprechenden GefélRe mit Aluminiumfolie umwickelt wurden. Auch wéhrend der Messungen findet
ein Ausbleichen des Farbstoffs statt, wobei dies nicht zu verhindern ist und die maximale
Belichtungsdauer der Zellen 500s betrug. Kommt es zu einer Verletzung oder Zerstérung von bereits
mit Fura-2 beladenen Zellen tritt der Farbstoff in die extrazelluldre Flussigkeit Gber und reagiert direkt
mit dem hinzugefiigtem Ca?*, sodass die intrazellulare Ca?*-Messung verfalscht wird. Um diesem
Problem vorzubeugen wurde sich dafiir entschieden eine Zentrifugationsbeschleunigung von 68 x g zu
verwenden und die beladenen Zellen, solange sie noch nicht fir die Messungen benutzt wurden, auf Eis
zu lagern, um auch eventuelle passive und aktive Transportmechanismen von intrazelluldar nach
extrazellular zu verringern (Patel et al., 2013). Zudem berichtet Roe et al., 1990, dass es je nach
verwendeter Zelllinie zu einer vermehrten unvollstandigen Hydrolyse der Fura-2-Acetoxymethyl-Ester
und auch zum Ubergang von Fura-2 in nicht-zytoplasmatische Zellorganellen kommen kann. Dies
wirde dazu fiihren, dass ein Teil von Fura-2 nicht auf Ca?* reagiert bzw. die falsche Ca?*-Konzentration
widerspiegelt. Ein Verhindern dieser Effekte ist nur schwer mdglich, weshalb ein mdglicher Einfluss
dieser Effekte mit beachtet werden sollte. Wahrend der Experimente mussen die Zellen in standiger
Suspension gehalten werde, da sie ansonsten auf den Boden der Kiivette absinken und nicht mehr fiir
die Messung verfiigbar wéren. Aus diesem Grund ist die Verwendung eines Magnetrihrers essentiell
(Patel et al., 2013; Saotome et al., 2016). Ein kritischer Punkt besteht darin, dass die vorher mit Eis
gekihlten Zellen unter einer physiologischen Temperatur gemessen werden sollten. Hierbei empfiehlt
Patel et al., 2013 die Verwendung eines mittels Wasser auf 37 °C erwarmten Kivettensockels, welcher
in dieser Arbeit jedoch nicht verwendet wurde (Patel et al., 2013). Ein Vorteil des Calcium Imaging in
der Kuvette ist, dass fur eine Reihe an Messungen auf die gleichartig beladene Zellpopulation
zuriickgegriffen wird. Dies fuhrt dazu, dass innerhalb einer Messreihe die Zellen einen beinahe
identischen Basiswert besitzen und Verdnderungen durch Applikationen untereinander besser
miteinander verglichen werden kénnen. Bei Saotome et al., 2016 fallt hingegen auf, dass die Basiswerte

der einzelnen Messungen jedoch unterschiedlich sind.

7.2 Transiente vs. stabile / Tetracyclin-induzierte Expression von TRPV6 in
HEK Zellen

Die transiente Transfektion von HEK Zellen mit TRPV6 ist ein etabliertes Verfahren, bei dem die
Transfektion durch verschiedene Mechanismen gewahrleistet werden kann (Fecher-Trost et al., 2013;
Saotome et al., 2016; Wissenbach et al., 2001). In dieser Arbeit wurde cDNA, welche ,,green fluorescent

protein“ (GFP) bzw. GFP + TRPV6 kodiert, mithilfe des Transfektionsreagenzes ,,Cell Avalanche®
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transfiziert. Beim Calcium Imaging dieser transfizierten Zellen konnte jedoch kaum ein Unterschied
zwischen den Zellen mit bzw. ohne TRPV6 festgestellt werden. Bei Betrachtung gleicher Zellen unter
dem Fluoreszenzmikroskop fiel auf, dass nur ca. 10 - 20 % der Zellpopulation das Protein exprimieren.
Saotome et al., 2016 hingegen erhielten, bei ihrer transienten Transfektion mithilfe von Baculoviren,
beim Calcium Imaging mit Fura-2 Ratiowerte, welche nach sich anschlielender Analyse der
Abhangigkeit des maximalen intrazellularen Ca?*-Signals von der Applikation verschiedener
extrazellularer Ca?*-Konzentrationen realistische ECso-Werte fiir die beiden dort untersuchten TRPV6-
Varianten ergaben (TRPV6¢ryst = 1,7 £ 0,26 mM; TRPV6wr = 1,47 + 0,8 mM) (Saotome et al., 2016).
Sowohl die Zellbeladung mit Fura-2, als auch die Messung im Spektrofluorometer mittels der
Quarzglas-Kiivette und auch die Analyseschritte der Ergebnisse ahneln der in dieser Arbeit benutzten
Methodik, sodass unter zusétzlicher Berticksichtigung der realistischen ECso-Werte von einer effektiven
Transfektion ausgegangen werden kann. Im Hinblick darauf, dass die erfolglose Transfektion von GFP
bzw. GFP + TRPV6 mit der Wahl der Methode in Zusammenhang stehen koénnte, wurde die
Transfektion der cDNA mittels Elektroporation verwendet. Dabei handelt es sich um eine Methode,
welche, verglichen mit der Transfektion mit einem Transfektionsreagenz, sowohl bei der
Transfektionseffektivitat, als auch in Bezug auf die Zelltoxizitat, ahnliche Ergebnisse liefert (Maurisse
et al., 2010). Wéhrend bei der Transfektion von GFP mithilfe der Elektroporation eine dreifach héhere
Transfektionseffektivitat erreicht wurde, war die erzielte Effektivitdt der Transfektion von GFP +
TRPV6 geringer. Dies konnte moglicherweise mit der GréRe der zu transfizierenden cDNA im
Zusammenhang stehen. Um im Endeffekt jedoch eine effektive Expression garantieren zu kdnnen,
wurden Zelllinien verwendet, welche die jeweilige TRPV6-Variante stabil exprimieren kénnen. Die in
der vorliegenden Arbeit verwendeten Zelllinien bendtigten flr die Expression eine Aktivierung mittels

Tetracyclin. Lediglich die Variante hTRPV 6ot Wurde dauerhaft in den Zellen exprimiert.

In den Experimenten konnte gezeigt werden, dass hTRPV6shor im Vergleich zu h TRPV6iong, bei gleicher
Applikation von extrazellularem Ca?*, hohere Fura-2-Signale aufweist, wobei die Gesamtkinetik beider
TRPV6-Varianten identisch ist. Die Ergebnisse von Fecher-Trost et al., 2013 zeigten in Hinblick darauf,
dass die Kanaleigenschaften von hTRPV6sot und hTRPV6i0g Sich kaum unterscheiden, jedoch die
Translation von hTRPV6short gegentiber derer von hTRPV6ing effizienter ist (Fecher-Trost et al., 2013).
Da Kinetik und Kanaleigenschaften der beiden Kanalvarianten beinahe identisch sind, konnte
geschlussfolgert werden, dass die Unterschiede in der Hohe des Fura-2-Signales auf einer, im Vergleich
zu hTRPV6iong, vermehrten Translation bzw. Expression von hTRPV6short beruhen. Hingegen beschreibt
Fecher-Trost et al., 2013 beinahe gleiche Fura-2-Signale trotz unterschiedlicher Translationseffektivitét
der Kanalvarianten. Mdglicherweise kommt es in meiner Arbeit zu einem Unterschied in der Fura-2-
Ratio, da die Spanne der Kanalexpression bei zwei verschieden TRPV6-exprimierenden Zellkulturen
(hTRPV6short Wird dauerhaft stabil exprimiert; die Expression von hTRPV6i0ng muss ca. einen Tag vorher
mittels Tetracyclin induziert werden) groRer ist, als wenn bei beide Zellpopulationen eine zeitgleich
durchgefiihrte transiente Transfektion der cDNA stattfindet.
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7.3 Ca?*-, CaM- und PKC-abhéngige Modulation von humanem TRPV6

Wie in dieser Arbeit dargestellt wurde, fiihrte eine extrazellularer Ca?*-Applikation sowohl beim Kanal
hTRPV6iong, Sowie hTRPV6snor, zuU einem intrazellularem Ca?*-Anstieg, welcher bei den Kontrollzellen
ohne hTRPV6-Expression nicht zu sehen war. Dabei besitzen beide Zellpopulationen (mit bzw. ohne
TRPV6), wahrend sie sich in Ca?*-freier Losung befinden, einen gleichen Basiswert. Das gleiche
Ergebnis erhielten Bodding und Mitarbeiter nachdem Ca?* aus der zuvor Ca?*-haltigen Ldsung durch
Pufferung entfernt wurde (Bodding and Flockerzi, 2004).

Die Ca?*-Abhangigkeit der maximalen intrazellularen Ca?*-Konzentration von der extrazellularen Ca?*-
Applikation wurde in dieser Arbeit in Form von Dosis-Wirkungs-Kurven dargestellt. Dabei konnte
gezeigt werden, dass hTRPV6iong (ECso = 1,68 mM; Hill-Koeffizient = 0,73) und hTRPV6short (ECso =
1,81 mM; Hill-Koeffizient = 0,74) eine beinahe identische Ca?*-Abhangigkeit besitzen. Ein &hnliches
Experiment wurde mit dem TRPV6-Kanal der Ratte (rTRPV6) durchgefiihrt (Saotome et al., 2016).
Aufgrund der hohen genetischen Ubereinstimmung von TRPV6 zwischen den beiden Spezies und einem
beinahe identischen Bindungsverhalten gegeniiber Calmodulin (CaM) kann ein Vergleich der Ca?*-
Abhangigkeit stattfinden (siehe www.uniprot.org; (Singh et al., 2018a)). Hierbei konnte gezeigt werden,
dass rTRPV6 eine zum humanen TRPV6-Kanal vergleichbare Ca?*-Abhangigkeit (ECso = 1,47 mM)
besitzt (Saotome et al., 2016). In Hinblick darauf, dass die Ca?*-abhangige Hemmung von TRPV6 auf
eine Interaktion von Ca?* mit CaM beruht, wurde von Bate et al. ein ,,two tail“-Modell der CaM-
abhangigen TRPV6-Inhibition entworfen. Als Grundlage besteht dabei die Annahme, dass ein hnTRPV6-
Tetramer mit einem aus zwei Lappen bestehenden CaM-Molekiil interagiert (Singh et al., 2018a). Beim
»two tail“-Modell wird angenommen, dass CaM bei physiologischen intrazellularen Ca?*-
Konzentrationen (50-100 nmol/l) Ca** am C-Lappen bindet und tber diesen durchgéngig an TRPV6
gebunden ist. Erst bei Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration kommt es zur zusétzlichen
Bindung von Ca?* an den C-Lappen des Calmodulins, welche tber Interaktion mit TRPV6 dessen
Inhibition bewirkt (Bate et al., 2018). Dabei ist die Bindung von Ca?* an die EF-Hand-Motive 3 und 4
des CaM-C-Lappens, welche erst bei ,,hohen intrazelluliren Ca?*-Konzentrationen Ca?*-affin sind,
essentiell fir die CaM-bedingte TRPV6-Inhibition (Lambers et al., 2004). Eine ausreichende
intrazellulare Ca?*-Konzentration konnte durch Applikation von 10 mM Ca?* extrazellular bewirkt
werden (Lambers et al., 2004). Die Ergebnisse dieser Arbeit (ECso = 1,68 mM bzw. 1,81 mM) und von
Saotome et al. (ECsp = 1,47 mM) stimmen mit der Annahme von Lambers et al., dass zur Aktivierung
und Bindung des CaM-C-Lappens die extrazellulare Applikation von Ca?* im niedrigen mM-Bereich
bendtigt wird Uberein. Wahrenddessen zeigen andere Messungen mit hTRPV6, dass bereits geringere
extrazellulare Ca?*-Konzentrationen zu einem Maximum des TRPV6-abhangigen intrazellularen Ca?*-
Signals fiihren (ECso = 162 + 12 uM) (Yelshanskaya et al., 2021). Da das maximale intrazellulare Ca?*-
Signal durch die Ca?*/CaM-abhangige Inhibition von TRPV6 bedingt ist, kann daraus geschlossen
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werden, dass extrazellulare Ca?*-Konzentrationen im hoheren uM-Bereich zu einer Bindung an den

CaM-C-Lappen fiihren.

Das in der Plasmamembran von Zellen vorkommende Phospholipid PIP, bewirkt die Verschmelzung
von hTRPV6-enthaltenden Vesikeln mit der Zellmembran (Sopjani et al., 2010). Des Weiteren besitzt
es einen direkten Effekt auf hTRPV®6, indem es zu einer Aktivierung des Ca?*-Kanals fiihrt (Thyagarajan
et al., 2008). Gleichzeitig bewirkt das, durch TRPV®6 in das Zellinnere stromende, Ca?* eine Aktivierung
der Phospholipase C (PLC), welche Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate (PIP,) in Diacylglycerin
(DAG) und Inositol-1,4,5-triphosphat (IP3) spaltet. Dieser Mechanismus stellt eine weitere
EinflussgréRe in der Inaktivierung von TRPV6 dar. In Hinblick auf die Interaktionsstellen von PIP; mit
hTRPV®, befinden sich diese nicht in den C-terminalen ersten 120 Basenpaaren (Cai et al., 2020), sodass
der Einfluss von PIP, auf die beide TRPV6-Varianten (nTRPV6iong und hTRPV6snart) gleich ist.

Der intrazellulare Ca?*- Einstrom bei Applikation von extrazellularem Ca?* ist unter anderem von der
Phosphorylierung von N-terminalen Tyrosinresten (Aminosauren 19 — 191 bei rTRPV6) abhangig und
kann durch Verwendung von Tyrosin-Phosphatase-Inhibitoren gesteigert oder durch Zugabe eines
Tyrosin-Kinase-Inhibitors gesenkt werden (Sternfeld et al., 2007; Sternfeld et al., 2005). Diese Effekte
spielen durch die physiologische Expression der Tyrosin-Kinasen in HEK 293 Zellen auch in diesen
Experimenten eine mdgliche Rolle (Sternfeld et al., 2007). Des Weiteren wurde in den Experimenten
von Sternfeld et al. die kurze Version von rTRPV6 (727 Aminosduren) benutzt, weshalb die
ausschlaggebenden N-terminal gelegenen Tyrosin-Reste bei beiden Kanalvarianten ("nTRPV6iong und
hTRPV6shrt) Vorhanden sind. Eine eventuell relevante Beeinflussung tber die Tyrosinkinasen wirde

sich somit gleichermaRen auf beide TRPV6-Varianten auswirken.

In den Ergebnissen dieser Arbeit fiel neben einer Abhangigkeit der intrazelluldren Ca?*-Konzentration
von der hinzugegebenen extrazellularen Ca?*-Konzentration zudem eine rasche, auf den maximalen
intrazellularen  Ca?*-Konzentrationshohepunkt folgende, Abnahme der intrazellularen Ca?*-
Konzentration auf, welche vermutlich durch eine Ca?*-abhéangige Inhibition von TRPV6 bewirkt wird.
Es ist bereits bekannt, dass Ca?* sowohl selbst, als auch durch Bindung an CaM, zu einer Inaktivierung
von rTRPV6 fiihrt (Derler et al., 2006). Hierbei kann zwischen einem schnellen Effekt durch Ca?* und
einem langsamen Effekt durch Ca?* + CaM unterschieden werden (Niemeyer et al., 2001). Wahrend dies
bei den Patch-Clamp-Messungen von Niemeyer et al., 2001 und Cao et al., 2013 getrennt dargestellt
werden konnte, ist eine Aufteilung dieser Effekte bei dem hier verwendeten Calcium Imaging mithilfe
von Fura-2 nicht moéglich, sodass die dargestellten Inaktivierungen von TRPV6 durch eine Kombination
beider Effekte zustande kommen (Cao et al., 2013; Niemeyer et al., 2001). Nach erfolgter Inhibition von
TRPV6 kam es zu einer Abnahme des intrazelluldren Fura-2-Signales, welches sich im Vergleich zu
den Fura-2-Signalen der Kontrollzellen jedoch noch immer auf einem hoheren Niveau darstellte.
Vergleichbar ist auch dies mit der Arbeit von (Bodding and Flockerzi, 2004) in der hTRPV6-

expremierende Zellen und die entsprechenden Kontrollzellen ohne TRPV6 in einer Ca?*-haltigen
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Losung inkubiert wurden. Auch nach 400 Sekunden in 2 mM Ca?*-haltiger Losung besitzen die TRPV6-
exprimierenden Zellen eine héhere Fura-2-Ratio als die Kontrollzellen. Dabei kann vermutet werden,
dass nach dieser Zeit das Maximum der TRPV6-Inaktivierung bereits erfolgt ist, jedoch keine komplette
Hemmung des lonenkanals zustande kommt, weshalb weiterhin Ca2* (in geringerem MafRe) in die Zellen
einstromen kann und hierdurch eine héhere Plateauphase, verglichen zu den Kontrollzellen, erreicht
wird. Einen weiteren Einflussfaktor auf TRPV6 stellt die Protein Kinase C (PKC) dar, welche durch
Phosphorylierung von CaM-Bindestellen in TRPV6 die inhibierende Wirkung von Ca?* + CaM
verhindert (Niemeyer et al., 2001).

Die Rolle, die TRPV6 in einer Reihe von Pathologien im menschlichen Kérper spielt, flihrt dazu, dass
eine Beeinflussung seiner Aktivitat mdglicherweise einen interessanten Therapieansatz darstellen
konnte. In Folge dessen wurden in dieser Arbeit Modulatoren von CaM und der PKC, in Bezug auf eine
Verénderung des TRPV6-abhéngigen intrazelluldren Fura-2-Signals nach extrazellularer Ca?*-Zugabe,
untersucht. Dabei wurden die als CaM-Inhibitoren bekannten Substanzen Calmidazolium (Gietzen,
1983), Ophiobolin A (Leung et al., 1984) und Trifluoperazin (Kenigsberg et al., 1982) verwendet. In
dieser Arbeit wurde eine dosisabhéngige Inhibition des Fura-2-Signales durch Trifluoperazin mit einer
ICs0 von 49,59 uM festgestellt, wéhrend Calmidazolium und Ophiobolin A keinen inhibitorischen Effekt
erbrachten. Im Kontrast hierzu konnte eine andere Arbeitsgruppe zeigen, dass Calmidazolium den Kanal
TRPC4, welcher durch CaM inaktiviert wird, aktiviert (Tang et al., 2001). Hierbei wurde eine
Calmidazolium-Konzentration von 10 pM verwendet, welche mit dem hier verwendeten
Konzentrationsbereich Ubereinstimmt. Ein Unterschied besteht darin, dass Tang et al., 2001 ,,inside-
out“-Patchclamp-Experimente durchgefihrt haben bei denen sich Calmidazolium in der intrazelluldren
Lésung befand, wahrend er sich beim Calcium Imaging in der extrazellularen Lésung befindet und Gber
die Zellmembran in die Zelle diffundieren muss. Eine mdglicherweise fehlende bzw. erschwerte
Diffusion des Modulators Uber die Zellmembran kénnte somit eine Erklarung sein. Dennoch flihrten
vergleichbare, extrazellulér applizierte Konzentrationen von Ophiobolin A (50 uM) bei TRPY1
exprimiert in HEK Zellen bei extrazelluldrer Applikation zu einer Inhibition von CaM und somit zu
einer Abwendung einer CaM-abhéngigen Inhibition des Kanals (Amini et al., 2021). Wahrend
Trifluoperazin den erwarteten Effekt besal3, fiel zusétzlich auf, dass bei den TRPV6-enthaltenden Zellen
und den Kontrollzellen ein von der Ca?*-Applikation unabhangiger Anstieg des Fura-2-Signals bei 100
KM und 300 uM auftrat. Trifluoperazin bindet an CaM in verschiedenen Verhéltnissen (1:1, 2:1, 3:1,
4:1) und senkt die Affinitat von CaM zu Ca?*, wobei das Verhaltnis von Trifluoperazin zu CaM von 8:1
eine Affinitatssteigerung bewirkt (Feldkamp et al., 2010). Da der Ratioanstieg schon vor der Ca?*-
Zugabe feststellbar war und eine Beeinflussung durch eine Eigenfluoreszenz von Trifluoperazin
ausgeschlossen wurde, kann nur vermutet werden, dass entweder eine Ca?*-Freisetzung aus

intrazelluldren Organellen stattfindet oder ein anderer unbekannter Mechanismus urséachlich ist.
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Die Modulierbarkeit von TRPV6 durch die PKC geschieht, indem die PKC eine Phosphorylierung an
der CaM-Bindestelle von TRPV6 vornimmt und somit, die Inhibition von Ca%* + CaM verhindert. Dies
wurde beispielsweise dadurch bewiesen, dass eine Mutation der Phosphorylierungsstelle der PKC an
TRPVG6 zu einer starkeren Inhibition des lonenkanals fiihrt (Niemeyer et al., 2001). Bekannte PKC-
Modulatoren, welche in dieser Arbeit benutzt wurden, sind Phorbol-Ester, wie z.B. Phorbol-12-mystrat-
13-acetat (PMA) (Castagna et al., 1982), G66983 (Gschwendt et al., 1996) und Chelerythrin (Herbert et
al., 1990). Es konnte gezeigt werden, dass der PKC-Inhibitor Chelerythrin das Ca?*-abhangige Fura-2-
Signal von hTRPV6i0ng dosisabhangig mit einer ICso von 4,3 uM inhibiert. Die GroRenordnung der dabei
verwendeten Konzentrationen stimmt dabei mit der von Herbert et al., 1990 ermittelten ICso (0,7 pM),
welcher in einem ,,mixed micellar” Test die inhibitorische Wirkung von Chelerythrin auf 0,5 pg
Proteinmenge, aus Rattengehirn isolierter, PKC ermittelte, lberein. Anderen Arbeiten zeigten, dass in
C2C12 Maus-Myoblasten eine G66983-Konzentration von 1uM Uber die Hemmung der PKC zu einer
verringerten Phosphorylierung des ,,cAMP response element-binding* Proteins fihrt (Obi et al., 2017)
und PMA bei TRPV4-exprimierenden Zellen, die sich in 1 mM Ca?*-L6sung befanden, einen Anstieg
der Fura-2-Ratio (ECso = 11,7 nM) verursachte (Xu et al., 2003). Die effektive PKC-Hemmung von
G66983 konnte zudem in IEC-6-Zellen (,,Intestinal Epithelioid Cell line 6) aus der Ratte bestétigt
werden (Liu et al.,, 2018). Hierbei sorgten 20 uM G066983 zu einer kompletten Hemmung des
intrazelluldren Calcium-Anstiegs, welcher ohne PKC-Inhibition durch die Applikation von ,,parathyroid
hormone-related peptide” (1-40) und darauffolgenden Expression von mehreren Proteinen, unter
anderem TRPVG6, eintritt. Die Wirksamkeit von PMA auf den TRPV6-Kanal konnte in mit hTRPV6
transfizierten MCF-7-Zellen, bei denen die Applikation von 200 nM PMA zu einen Ca?*-Einstrom in
die Zellen fihrt, dargestellt werden (Bolanz et al., 2009). Die PMA-bedingte PKC-Aktivierung konnte
dabei sogar die Tamoxifen-abhangige Inhibition von TRPV6 verhindern. Im Gegensatz zu der
dargestellten Effektivitat der PKC-Modulatoren G66983 und PMA, konnte, trotz der Verwendung eines
Ubereinstimmenden Spektrums an Substanz-Konzentrationen, in dieser Arbeit weder bei dem PKC-
Inhibitor G66983, noch bei dem PKC-Aktivator PMA eine Verdnderung im Fura-2-Signal ermittelt
werden. Analog zur Mutation der von Niemeyer et al. beschriebenen PKC-Phosphorylierungsstelle
(Aminoséduren 699 — 702 bei hTRPV6short) flihrte die Mutation eines Threoninrestes (Threonin/Alanin
702) jedoch zu keinem verdnderten Effekt bei PMA-Applikation. Die Mutation eines sich davor
befindlichen Threoninrestes (Threonin/Alanin 688) hingegen annulliert Uber die fehlende
Phosphorylierungsstelle fiir die PKC den PMA-Effekt, welcher der Wirkung von Adenosintriphosphat
(ATP), eine Inhibition des Ca?*-Einstroms in die Zellen zu verhindern, entgegenwirkt (Al-Ansary et al.,
2010; Niemeyer et al., 2001). Des Weiteren gilt zu beachten, dass PMA (500 uM) tiber eine Aktivierung
der PKCgr zu einer Inhibition des ATP-Effektes fuhrt (Al-Ansary et al., 2010). Auch wenn in den
Experimenten der vorliegenden Arbeit keine zusétzliche ATP-Applikation stattfand, befindet sich ATP,
als universeller Energietrager, unter physiologischen Bedingungen in Zellen. Die Benutzung von PMA

als PKC-Aktivator kdnnte somit tiber eine verstarkte Phosphorylierung, zum einen den Ca?*-Einstrom-
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hemmenden Effekt von ATP, als auch zum anderen den Ca%*-Einstrom-verstarkenden Effekt durch
Phosphorylierung einer CaM-Bindestelle (Aminoséuren 691 — 711 = CaM-Bindestelle bei hnTRPV6short),
begiinstigen. Ob die physiologischen ATP-Konzentrationen jedoch eine relevante Beeinflussung der
TRPV6-Funktion bewirken kénnen und ob sich die Wirksamkeit von PMA gegeniiber den PKC-

Isoformen unterscheidet, bleibt fraglich.

Eine weitere Substanz, welche aus Experimenten im hiesigen Institut bereits als Inhibitor von TRPV6
verwendet wurde, ist Hexylresorcinol. In den, in dieser Arbeit mit Hexylresorcinol durchgefiihrten Fura-
2-Messungen war ersichtlich, dass hTRPV6ong-exprimierende HEK-Zellen keine dosisabhéngige
Inhibition des Ca?*-Signales aufweisen. Erst bei einer Substanz-Konzentration von 100 uM trat eine
leichte Verringerung des TRPV6-abhdngigen Ca?*-Signals auf. In Anbetracht dessen, dass
Hexylresorcinol durch die Zellmembran diffundiert und von intrazelluldr wirkt (Osterhout, 1940), kann
eine zu geringe Préinkubationszeit mit Hexylresorcinol in Erwégung gezogen werden. Zudem ist
Hexylresorcinol dafiir bekannt, dass es bei einer Konzentration von 10 pg/ml (ca. 50 uM) die spontane
Calcium-Oszillation in SCC-9-Zellen (,,squamous cell carcinoma 9°) und Fibroblasten hemmt (Kim and
Choi, 2013). In HEK Zellen sind Calcium-Oszillationen jedoch nur durch Applikation von Substanzen
(Bird and Putney, 2005; Luo et al., 2001) oder bei Uberexpression des ,,Calcium sensing receptor (CaR)
beschrieben (Szekely et al., 2009) und kénnen zudem mit dem Messverfahren als ,,bulk® in der Kiivette
nicht aufgeldst werden. Trotz alledem konnte in Patch-Clamp-Experimenten und Calcium Imaging-
Experimenten aus dem saarldndischen Institut fir Pharmakologie gezeigt werden, dass Hexylresorcinol
mit einer ICso von 13 pM bzw. 32 uM eine Inhibition von TRPV6 bewirkt, sodass obige Uberlegung
widerlegt wére. Die bei 100 uM und 300 uM Hexylresorcinol bemerkte Fura-2-Signalsteigerung tritt
neben den TRPV6-exprimierenden Zellen auch bei den Kontrollzellen ohne TRPV6 auf, weshalb
Hexylresorcinol scheinbar einen weiteren TRPV6-unspezifischen Effekt auf HEK-Zellen besitzt.
Unterstitzt wird diese Annahme dadurch, dass in SCC-9-Zellen, ochne TRPV6-Expression, nach 10-
mindtiger Inkubation von 10 pg HR / ml (ca. 50 pM HR) auch ein Anstieg der intrazellularen Ca?*-
Konzentration festgestellt wurde (Kim and Choi, 2013).

7.4 hTRPV6 vs. myotisTRPV6

Neben den in dieser Arbeit untersuchten menschlichen Varianten von TRPV6 wurde auch das TRPV6-
Protein der Fledermaus ,Myotis brandtii, welche in zwei unterschiedlichen Zellklonen vorlag,
untersucht. Wahrend die beiden Spezies-spezifischen TRPV6-Varianten sich im Basiswert, der
anfanglichen Permeabilitat fir Ca?* und sogar in der Aufnahme-Kinetik fiir Ca?* kaum unterschieden,
fiel auf, dass TRPV6wmyois, im Vergleich zu hTRPV6ing und hTRPV6shot, keine Ca?*-abhédngige
Inhibition aufweist und die intrazellulare Ca?*-Konzentration nach Ca?*-Applikation nahezu konstant
bleibt. Eine mogliche Erklarung dieses Unterschiedes kdnnte in der physiologischen Funktion von
TRPVG6, als Akteur der Ca?*-Absorption im Darm, und der sich vom Menschen unterscheidenden

Lebensweise von Myotis brandtii liegen. Die Fledermaus ,,Myotis brandtii* ist eine Insekten-fressende
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Fledermausart (Meschede and Heller, 2000) und ernahrt sich demnach Ca?*-arm (Booher and Hood,
2010). Dennoch besitzen sowohl Flederméause, als auch der Menschen, eine Ca?*-Konzentration von
ungefahr 2,5 mM im Plasma (Pape et al., 2018; Pikula et al., 2017). Damit trotz der Ca?*-armen Nahrung
diese Plasmakonzentration aufrechterhalten werden kann, kdnnte der grundlegende Mechanismus die
fehlende Inaktivierung von TRPV6 im Darm sein, welche eine hohe Absorption der im Darm
ankommenden Ca?*-Menge bewirken kénnte und damit eine Anpassung der Funktion des lonenkanals
an die Lebensweise beschreiben wiirde. Ein weiterer Mechanismus kénnte dabei zudem die erhdhte
physiologische Expression von TRPV6myois im Vergleich zu hTRPV6 sein. Die Expression von
hTRPV6 ist zur Pravention der Ca?*-bedingten Zelltoxizitat durch das am Anfang der h\TRPV6-Sequenz
stehenden ACG-Codons und der darauf folgenden GC-reichen Sequenz, welche eine Haarnadel-Struktur
formt und somit die ribosomale Ablesegeschwindigkeit verlangsamt, verringert (Wolske et al., 2020).
Unterstiitzt werden diese beiden Annahmen dadurch, dass in den Ausscheidungen der groRen braunen
Fledermaus bei einer physiologischen Ca?*-armen Ernahrung kaum Ca?* zu finden ist und dies auf eine

sehr effiziente Resorption schlieen l&sst (Keeler and Studier, 1992).
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