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EINLEITUNG

1 EINLEITUNG

Die Fahigkeit, Reize wahrzunehmen und weiterzuieiist fur die Kommunikation einer
Zelle mit ihrer Umwelt essentiell und fir das Béste der Zelle in einem Zellverband
unerlasslich. Als Abgrenzung gegen ihre aufl3ere Uhngg besitzt die Zelle eine aus
vorwiegend Phospholipiden und Glykolipiden besteleeiZellmembran, welche eine flr
wasserlosliche Substanzen weitgehend undurchlassigeldoppelschicht bildet. Diese
Barriere ermdglicht der Zelle zwar einerseits aimnazellulares Milieu aufrechtzuerhalten, das
sich von dem extrazellularen Milieu unterscheidetdererseits erfordert sie Mechanismen,
die eine Kommunikation mit der Aul3enwelt ermoglich2u diesem Zweck befinden sich in
der Zellmembran integrale Membranproteine, die diiven kontrollierten Austausch von
Information und Molekilen sorgen. Zu den Membrabgireen gehdren zum einen
Rezeptoren, welche spezifische Signale aufnehmeénnudie Zelle Gbermitteln. Zum anderen
ist die Zellmembran mit Proteinen wie Membrantramtgrn und lonenkanalen besetzt, die
Molekulen und lonen Durchtritt durch die Membramvgéaren.

lonen besitzen eine elektrische Ladung, die ihnea kBydrophile Eigenschaft verleiht; diese
verhindert eine einfache Diffusion durch die hydrope Zellmembran. Die unterschiedliche
Verteilung der lonen zwischen dem Zellinneren uedndExtrazellularraum fihrt zu einer
fortwahrenden Anstrebung der lonen diesen Unteeschuszugleichen. Dadurch entsteht an
der Zellmembran ein elektrochemischer Gradient, d&n Unterschied in der
lonenkonzentration und in der elektrischen Ladumgchreibt. Die ungleiche elektrische
Ladung wird als Membranspannung oder Membranpateb&zeichnet. Das Zellinnere, das
Zytosol, ist im Vergleich zum Extrazellularraum @&y geladen, so dass das
Membranpotential einer runenden Nerven- oder Mugliel —70 bis -90 mV betragt. Fur die
Aufrechterhaltung des elektrochemischen Gradientnd Transportproteine in der
Zellmembran verantwortlich; diese sind in der Lagien aktiven lonentransport entgegen
dem elektrochemischen Gradienten zu leisten, vechien jedoch fir diese Aufgabe zellulare
Energie. lonenkanéle funktionieren wiederum, indgenden elektrochemischen Gradienten
nutzen, um lonen entlang ihres Gefalles zu leitere Kanale werden lediglich durch
spezifische Reize stimuliert und 6ffnen oder s@dre daraufhin ihre ionenleitende Pore. Zu
solchen Reizen, die lonenkanale wahrnehmen korgedrgren neben Signalmolekilen auch
Veranderungen des Membranpotentials, der Tempeder des pH-Wertes, sowie die

mechanische Stimulation der Zellmembran.
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lonenkanédle werden seit ihrer Entdeckung in denr 40ahren mit verschiedenen
Erkrankungen in Verbindung gebracht. Ist die Fumkteines lonenkanals gestért, so ist die
Kommunikation der Zelle mit ihrer Umwelt ebenfallsbeeintrachtigt —
Herzrhythmusstérungen, Bluthochdruck, Epilepsieadetes und multiple Sklerose kénnen
Folgen solcher Funktionsstérungen sein. lonenkahiédten sich vor allem aufgrund ihrer
meist leichten extrazellularen Zuganglichkeit sovder Mdoglichkeit, ihre Funktion auf
Molekilebene und in Echtzeit zu erforschen, alsigyexte Therapieziele an (Pardo und
Stuhmer, 2008). Ein relativ neues Forschungsgelntdr den lonenkanalen, und somit ein
attraktives Ziel fur neue therapeutische Ansétimdlen die TRP-Kanéle dar (Okuhagtal,
2007), die sowohl in elektrisch erregbaren als aucthmicht-erregbaren Zellen an der

Wahrnehmung und Weiterleitung von Sinnesreizeniliggtsind.

1.1 Die TRP (transient receptor potentigdFamilie

1.1.1 Geschichte der TRPs

1.1.1.1 Der TRP-Kanal von Drosophila melanogasteals Griinder der TRP-Familie

Die TRP-lonenkanédle wurden urspringlich bei der t®eaeption der Fruchtfliege
Drosophila melanogasterntdeckt. Der Name , TRP* der Familie leitet si@dnweiner spontan
auftretendenDrosophilaMutante ab, die auf kontinuierliche Lichtstimutati mit einem
transienten Rezeptorpotential reagiert. Bereits91fd in Verhaltenstests auf, dass sich die
TRP-Mutante bei schwacher Beleuchtung phototaktismimal verhélt, aber erblindet, wenn
sie langere Zeiten hellem Licht ausgesetzt wirds@@s und Manning, 1969). An den
Photorezeptorzellen der mutanten Fliege wurden dacliichtstimulation statt der Ublichen,
lang anhaltenden Membranpotentialanderungen (Rezexéentiale), die zur Depolarisierung

der Zellmembran fuhren, lediglich transiente Antigargemessen.

Den ersten Hinweis darauf, dass der TRP-Kanal inzi&-Signalling der Zelle eine Rolle
spielt, brachten Untersuchungen an Pigmentkorparatiie sich in den Photorezeptorzellen
befinden. Diese Pigmentgranulae vollziehen nachereirLichtstimulation typische
Migrationsbewegungen — ein Vorgang, dessefi-Bahangigkeit bereits bekannt war. In der
TRP-Mutante war die Verlagerung der Pigmentgranuakaevon transienter Natur (Lo und
Pak, 1981). Die Klonierung und molekulare Charagierung desTRRGens durch Craig
Montell und Gerald Rubin ermdglichte schliellictsterstrukturelle Voraussagen uber das
Protein. Es wurden zwar keine signifikanten Homaog zu anderen Proteinen in
Proteindatenbanken gefunden, aber die Aminosduwreseqvon TRP deutete auf ein

integrales Membranprotein mit mindestens sechs memdirchspannenden Bereichen hin.
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TRP zeigte somit gewisse Ahnlichkeiten zu Katiorarikten, die Giber die Membranspannung

oder durch 8cond messengektiviert werden (Montell und Rubin, 1989).

Die Funktion des TRP-Proteins konnte erst nachEdéwicklung und Etablierung déatch-
clampTechnik gezielt untersucht werden. Diese Methodaotglicht es mit Hilfe einer
PatchPipette eine vorgegebene Spannung an eine sehe Kiembranflache (engpatch
anzulegen (sogenannte Spannungsklemme, ealjhge clamp und den Strom zu messen,
der dabei durch die Membran flieBt. Da die zu wwuehende Membranflache einen
Durchmesser von lediglich einen bis wenigen Mikrtene besitzt, kann der Strom eines
einzigen Kanals bestimmt werden, der im Verlauf weaniger als einer Millisekunde
gemessen wird und lediglich wenige Pikoampere getErwin Neher und Bert Sakmann, die
bereits in den 70er Jahren an der EntwicklungR#gch-clampTechnik arbeiteten, erhielten
1991 fur ihre Arbeit den Nobelpreis fir Medizin. tNHilfe der Patch-clampTechnik konnte

in isolierten Photorezeptorzellen vdrosophila gezeigt werden, dass der lichtinduzierte
Cd*-Einstrom bei der TRP-Mutante um ein Zehnfacheinger ist als bei der Wildtypfliege
(Hardie und Minke, 1992), und in heterologen Expi@sssystemen konnte die Funktion des
TRP-Proteins als Gapermeabler Kationenkanal bestétigt werden (\Metcal, 1994). Da der
Cd*-Einstrom Grundvoraussetzung fir die Lichtadapratider Photorezeptorzellen ist,
konnte die Erblindung der TRP-Mutante letztendkithich die fehlende Adaptation an lang
andauernde Lichtsignale erklart werden. Dnosophila wurden spater noch zwei weitere
TRP-ahnliche Proteine, TRPL (TRP-like, Phillipsal, 1992) und TRP (Xu et al, 2000)

identifiziert, die ebenfalls fur die visuelle Walkhimung wichtig sind.

Nicht nur in Drosophila sondern auch in anderen Organismen wurden sait de
Erstbeschreibung von TRP Proteine mit ahnlicheukdir gefunden. Von der einzelligen
Hefe Saccharomyceserevisiae tber den Fadenwurn€aenorhabditiselegans bis zum
Menschen sind bisher zahlreiche verwandte Proidietifiziert und charakterisiert worden,
die als TRP-Familie zusammengefasst werden (Clapgtaah, 2005). FurDrosophila sind
insgesamt 13, fUr Saugetiere bereits 28 verscheedéiglieder der Familie beschrieben
worden (Montell, 2005). Heute geht man davon awssdsowohl Wirbeltiere als auch
Wirbellose in nahezu jeder Zelle ein spezifischesstdr an verschiedenen TRP-Proteinen
besitzen (Owsianikt al, 2006a).
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1.1.1.2 TRP-Kanale als Kandidaten fur SOCE &tore-operated calcium entyy

Kalzium ist in zahlreichen zellularen Ereignissene der Regulation von enzymatischen
Aktivitaten und metabolischen Prozessen, als isthalarer Messengerinvolviert. Speziell
bei der Exozytose, Genexpression, ZelldifferenzigruProliferation und Apoptose spielen
Cd*-lonen eine wichtige Rolle. Damit diese Prozesserdet ablaufen kénnen, ist die
Kontrolle der zeitlichen und raumlichen Verteiludgr C&*-lonen innerhalb einer Zelle
besonders wichtig. Da hohe T#&onzentrationen generell sehr toxisch sind, kénsemon
kleinste UnregelméaRigkeiten in der‘Galomdostase zum Tod der Zelle filhren (Berrigge
al., 2000). Im Ruhezustand ist die {G&onzentration innerhalb der Zelle um ein 20 000-

faches niedriger als im Extrazellularraum.

Die TRP-Kanale werden in der Literatur oft irreféhd als SOCssfore-operated Cd-
channel} bezeichnet. SOCs sind €aermeable lonenkanéle, die nicht durch die Bindung
eines Liganden, durcBecond messengeder durch die Membranspannung reguliert werden,
sondern tiber die intrazellularen’G&peicher (englCa®*-storeg kontrolliert werden. SOCs
bewirken einen Einstrom von extrazellularenfQa die Zelle, nachdem zuvor intrazelluldre
Ca&*-Vorrate in das Zytoplasma entleert wurden (Putn®977 und 1990). Die Gk
Konzentration steigt bei diesem Vorgang also iniz8e&hritten an; zunachst aufgrund der
Speicherentleerung und kurz darauf durch die A&tivig der SOCs, die einen’G&instrom
aus dem extrazellularen Bereich bewirken (Abbildung). Der Mechanismus des ‘Ga
Einstroms, genannt SOCEst¢re-operated calcium enjryoder auch CCE cépacitative
calcium entry, dient zum einen der Wiederauffiillung von inttadéren C&*-Vorraten; zum
anderen verstarkt und verlangert er das vorausgeganC4'-Signal. Obwohl das G
Signalling der Zelle intensiv erforscht wird, ist der gen&@CE-Mechanismus noch heute
unklar (Parekh und Putney, 2005).
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Abbildung 1.1: Mechanismus des speicherabhéngigen a&-Einstroms SOCE Etore-operated calcium
entry).

Die C&*-Speicher der Zelle befinden sich hauptsachlich entoplasmatischen Retikulum (ER). Fir die
Auffilllung dieser Speicher sind ATP-betriebene’’@@umpen (SERCAsarco-endoplasmic reticulum €a
ATPasg zustandig, die sich in der Membran des ER befindler Reiz erreicht die Zelle in diesem Beispiel i
Form von Signalmolekilen, die an G-Protein-gekopétezeptoren (GPCR) oder Rezeptortyrosinkinasen
(RTK) binden und diese aktivieren. Das Signal wwediter an Phospholipase C (PLC) Ubermittelt, diese
hydrolysiert Phosphatidylinositol (4,5)-BisphospligtP,) zu membrangebundenen Diacylglycerol (DAG) und
diffundierbarem Inositol (1,4,5)-Trisphosphat P IP; bindet an seine in der ER-Membran liegenden
Rezeptoren (I§R), welche C&-Kanale darstellen und nachsiBindung C&" aus dem ER freisetzen. Die
Abnahme der CGa-Konzentration im ER aktiviert durch einen bishebekannten Mechanismus SOC-Kanale in
der Zellmembran, die einen Einstrom vorfQanen aus dem Extrazellularraum bewirken (SOCE).

Den bekanntesten €aspeicherabhangigen Strom stelrdc (calcium release-activated
calcium curren) dar (Prakriya und Lewis, 2003)%;rhc Wurde 1992 von Markus Hoth und
Reinhold Penner in Mastzellen des hamotopoetisc®gstems charakterisiert, er kommt
jedoch in verschiedenen Zelltypen vor. Er zeictsieh unter anderem durch eine hohé'Ca
Selektivitat, eine Spannungsunabhangigkeit sowigereiniedrigen, einwarts gerichteten
Strom aus (Hoth und Penner, 1992). In elektrisckhtrérregbaren Zellen, denen
spannungsabhangige Taanale fehlen, stellickac den wichtigsten Mechanismus desa
Einstroms dar. Er sorgt firr die Wiederauffillung @erazellularen C&-Speicher und ist an
verschiedenen physiologischen Prozessen betetligh Beispiel an der Generierung von
Cd*-Oszillationen in T-Zellen und an der Freisetzunon VEntziindungsmediatoren aus
Mastzellen bei allergischen Reaktionen (Lewis, 20@drekh und Penner, 1997). Patienten,
denen ¢rac in den T-Zellen fehlt, leiden an SCIBgvere combined immunodeficien@iner

schweren Immundefizienzerkrankung (Feskal, 2005).
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Obwonhl die charakterischen Eigenschaften und plogigchen Funktionen vorzgac schon
frih detailliert beschrieben wurden, blieb die nkalare Identitat des zustéandigen Kanals
lange Zeit unbekannt. Aus diesem Grunde wurdenenielRPs im Zuge der initialen
Charakterisierung Eigenschaften eines speichergiem Kanals zugeschrieben, und in der
anfanglichen Euphorie wurden einige TRPs als SO& gdr als CRAC bezeichnet. Obwohl
einige der TRP-Kanéle durch Faktoren reguliert werdlie der Speicherentleerung entweder
vor- oder nachgeschaltet sind, kénnen bisher keii&R-Kanal alle Eigenschaften eines
speicherabhangigen Kanals zugeschrieben werdeiugN#004). Wenn die TRPs am SOCE-
Mechanismus beteiligt sind, dann nur in Verbindungg anderen Komponenten, die den
TRP-Kanalen SOC-spezifische Aktivierungs- und Peatoigatseigenschaften verleihen
(Ramseyet al, 2006).

1.1.2 Struktur der TRP-Proteine und Aufbau von TRP-Signakomplexen

1.1.2.1 Charakteristische Proteindoménen

Die TRP-Proteine sind integrale Membranproteine seths membrandurchspannenden
Bereichen, wobei die N- und C-terminalen Endenazgflular liegen (Abbildung 1.2).
Zwischen der fiinften und sechsten Transmembrandetéindet sich eine unter den TRPs
hochkonservierte Aminosauresequenz, die einendegilnydrophilen Pore des lonenkanals
bildet (Vannieret al, 1998). Eine Ausnahme zu dieser allgemeinen Sitruitellen einige
Mitglieder der TRPP-Subfamilie dar, die statt dblichen sechs elf Transmembrandoménen

besitzen.

Die Bereiche der héchsten Homologie befinden seben der Porenregion im Bereich der
funften und sechsten Transmembrandomane (Raetsay 2006). Darliber hinaus ist fur die
TRP-Proteine die sogenannte TRP-Domane charakdehstdiese erstreckt sich tUber 25
Aminosauren C-terminal zur letzten Transmembranad@nB®ie TRP-Domane beinhaltet die
hochkonservierte ,TRP-Box“ mit der KonsensussequdfiKFAR (Clapham, 2003;
Montell, 2005). Welche Funktion die TRP-Domane tazskonnte bisher nicht vollstandig
geklart werden, jedoch wurden bei einigen TRPsdgera diesem Bereich Bindestellen flr
das Phospholipid PPidentifiziert, die auf eine Regulation dieser Kan&lurch PIR
hindeuten (Rohacst al, 2005). Lediglich den Subfamilien TRPA und TRPARIltfelie TRP-
Doméne ganzlich. Die Mitglieder der Subfamilien TRFTRPV, TRPA und TRPN besitzen
an ihren N-Termini AnkyrirRepeatsdie fur Protein-Protein-Interaktionen wichtig airFur
die Subfamilien TRPC und TRPM sind wiederum C-taahizur TRP-Doméne prolinreiche
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Sequenzen charakteristisch, die auch als ,TRP-Boke2eichnet werden (Claphaet al,
2005; Montell, 2005).
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Abbildung 1.2: Schematische Struktur der TRP-Protene.

Die TRP-Proteine besitzen sechs Transmembrandomddem Bereich zwischen der flnften und sechsten
Transmembrandoméane bildet einen Teil der lonenmines TRP-Kanals. Die intrazellularen Proteinenden
besitzen verschiedene Domaénen, die unter den TBfeiRen unterschiedlich stark konserviert sind und
teilweise nur fir bestimmte TRP-Subfamilien chagaktisch sind. Am N-Terminus kénnen mehrere Ankyri
RepeatgA) vorhanden sein, die eine Interaktion mit aedelProteinen erméglichen. C-terminal liegt diedig
TRPs charakteristische TRP-Doméane (TRP), welche dhiechkonservierte ,TRP-Box“ mit der
Konsensussequenz EWKFAR enthélt. Der C-Terminusnkdariber hinaus prolinreiche Sequenzen (P)
aufweisen oder eine enzymatische Doméane (ENZ) zZmssit welche einzigartig unter den bekannten
lonenkanalen ist.

1.1.2.2 Assoziation der TRP-Proteine zu lonenkanalen

Die Proteinstruktur mit sechs membrandurchspanmen@ereichen kommt haufig bei
Proteinen liganden- und spannungsabhéangiger lonétkaor, die sowohl bei Saugetieren
als auch bei Bakterien und Pflanzen weit verbresietd (Claphamet al, 2005). Die
Aminosauresequenzen dieser Proteine zeigen zwae kéomologien zu den TRPs, doch ist
die allgemeine Proteinstruktur jener der TRPs sdimlich. Da sich diese Kanéle aus vier
Proteinuntereinheiten zusammensetzen, wird aucldi&iiTRP-Kanéle ein Aufbau aus vier
Untereinheiten vermutet (Hoendera al, 2003b; Yu und Catterall, 2004). Jede TRP-
Untereinheit koénnte in diesem Falle zur lonensaléét der Kanalpore und zu den
Aktivierungseigenschaften des TRP-Kanals beitragen,dass die Funktion des Kanals
letztendlich durch die Gesamtheit seiner Unteraiehebestimmt wirde (Abbildung 1.3).



EINLEITUNG

Demzufolge konnte eine Assoziation entweder zu Howder zu Heterotetrameren die

Kanaleigenschaften variieren.

N

Abbildung 1.3: Aufbau eines TRP-lonenkanals aus vieUntereinheiten.

Der TRP-lonenkanal setzt sich héchstwahrscheirdich vier gleichen oder unterschiedlichen TRP-Pretei
zusammen. Die Kanalpore (griin dargestellt) wird d&steinbereichen, die zwischen den 5. und 6.
Transmembrandomanen liegen, gebildet. Jede TRP-&imteit tradgt somit zur lonenselektivitat der Poeg
und beeinflusst die Aktivierungseigenschaften dasdfs. Veréndert nach http://www.uni-leipzig.de/aypha/
main/research/schaefer/TRP_multimerisation.html.

1.1.2.3 Integration der TRP-Kanéle in Signalkomplexe

In den Photorezeptorzellen voBrosophila sind die TRP-Kanédle in Signalkomplexe
integriert, welche durch das Gerustprotein INARativation no afterpotential Pstabilisiert
werden (Harteneck, 2003). INAD enthalt finf sogeman PDZ-Doménen, die mit
verschiedenen Komponenten der Phototransduktiokadaswie Phospholipase C (PLC) und
Proteinkinase C, interagieren. INAD hat neben defgAbe, verschiedene Komponenten der
Signalkaskade in rAumliche N&he zu bringen, aughlatorische Eigenschaften.

Wahrend der Aufbau der TRP-Signalkomplexe Deasophilaweitestgehend aufgeklart ist,
konnte bisher lediglich fur einige wenige SaugeliBPs eine Lokalisation in solchen
Proteinkomplexen nachgewiesen werden; so zum Exifjoi TRPC4 und TRPC5, die mit
dem PDZ-Protein NHERF assoziieren (Tagigal, 2000). Da die TRP-Kanale haufig in
Signalkaskaden mit G-Protein-gekoppelten RezeptoRerzeptortyrosinkinasen und PLC
zusammen vorkommen, ist eine Assoziation diesetei® zu einem Signalkomplex und die
Lokalisation solcher Komplexe in der Zellmembraretiertstproteine wie NHERF oder
andere Proteine wie Homer (Yuahal, 2003) oder PLG- (Van Rossunet al, 2005) sehr
wahrscheinlich.
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1.1.2.4 Spannungsabhéangigkeit der TRP-Kanale

Proteine spannungsabhangiger Kationenkanale, demsebwie die TRP-Proteine sechs
Transmembrandomé&nen enthalten, besitzen als S&irstembranpotentialanderungen in
ihrer vierten Transmembrandoméne eine Folge vorsdwmrerten Argininen. Diese Sequenz
ist in den TRP-Proteinen nicht vorhanden; trotzdeamn bei vielen TRP-Kanéalen eine
gewisse  Spannungsabhéngigkeit  beobachtet werden nt¢Njo 2005). Die
Spannungssensitivitat der TRP-Kanale wird jedoalfipéerst nach einer Phosphorylierung,
Ligandenbindung oder Temperaturveranderung in plogische Spannungsbereiche
verschoben. Das bedeutet, dass eine Membranpdéeaigaung nicht alleine den TRP-Kanal
unter physiologischen Bedingungen aktivieren kaondern eine weitere Modulation des
Kanals stattfinden muss (Niliweg al, 2005b).

Die fur die Spannungsabhangigkeit der TRPs zusg@ndProteindomanen sind bisher nicht
bekannt. Fir TRPM4 konnte jedoch gezeigt werdess dane Deletion von C-terminalen
Proteinbereichen, die fur die Ligandenbindung uhddphorylierung wichtig sind, auch die

Spannungssensitivitat des Kanals verandert (Natwed,, 2005a).

1.1.3 Funktion der TRP-Kanale

1.1.3.1 TRPs in der Sinneswahrnehmung

Ahnlich wie das ,Grunder-TRP“ vomrosophila sind auch andere Mitglieder der TRP-
Familie fur die zellulare Kommunikation wichtig, dam sie bei der Aufnahme von
Sinneseindriicken wie Licht, Druck und Schmerz odmi der Ubermittlung von
Umgebungsbedingungen, beispielsweise Temperatur @swholaritdt eine Rolle spielen
(Owsianik et al, 2006a). Dabei sind die TRPs entweder selbst féar Aufnahme der
verschiedenen physikalischen und chemischen Reimgdrzdig, oder sie sind an den
nachfolgenden zellularen Prozessen beteiligt, dse $ignal verstarken und weiterleiten. Die
Signalamplifikation kann auf zwei Arten geschehedber eine Depolarisation der
Zellmembran, welche daraufhin weitere zellularen8ilgaskaden initiiert, oder — im Falle von
C&*-leitenden Kanalen — iiber einen’G&instrom in die Zelle (Ramsest al, 2006). Jedes
einzelne C&-lon besitzt ein wesentliches Signalpotential, dasC&"-bindende Proteine in

der Zelle weitergegeben werden kann.

1.1.3.2 Aktivierung und Regulation der TRP-Kanéle
Versuche mit heterologen Expressionssystemen haszeigt, dass jeder TRP-Kanal
individuelle Aktivierungseigenschaften besitzt. Qihw die TRP-Kanéle generell auf viele

experimentelle Reize reagieren, bestimmt letztehdiier jeweilige zellulare Kontext, ob ein
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Aktivierungsstimulus physiologisch relevant ist od&ht. Auch der Phosphorylierungsstatus
und die Anwesenheit von interagierenden Proteimehliiganden sind dabei von besonderer
Bedeutung (Ramsest al, 2006). Aufgrund der Fulle von verschiedenen varken Stimuli
lasst sich der Unterschied zwischen Kanalaktivated -modulator nicht immer eindeutig
definieren. So konnen zum Beispiel posttranslatiene Modifikationen, wie
Phosphorylierungen oder Glykosylierungen, einigePI&anéale konstitutiv aktivieren oder

inaktivieren, wahrend sie bei anderen Kanalen ledtiglie Aktivitat modulieren.

Zu den ublichen Aktivatoren bzw. Regulatoren dePTlkRanéle gehtren Phosphatidylinositol
(4,5)-Bisphosphat (PHP und Calmodulin. P> kommt als membrangebundenes, polares
Phospholipidmolekil nahezu ubiquitar vor und fuokiert in Rezeptor-vermittelten
Signalkaskaden oft als Regulator von Transported Kanalproteinen (Hilgemanet al,
2001). Wéhrend einige TRP-Kandle, hauptsachliclgiMder der TRPM-Subfamilie, durch
PIP, stimuliert werden, werden andere durch Pifhibiert (Rohacs, 2007). Das €a
bindende Protein Calmodulin (CaM) ist ein zweitéufiger Regulator von lonenkanalen
(Saimi und Kung, 2002). Mitglieder der TRPC-Famitiesitzen mehrere CaM-Bindestellen
an ihren N- und C-Enden; diese kénnen mgRHBindestellen Uberlappen, wodurch eine
Cd*-abhangige Konkurrenz von CaM undsfPum diese Bindestellen entseht (Tatcgl,
2001; Zhu, 2005). Zu den spezifischeren LigandenTd@P-Kanéle zahlen einige exogene
organische Moleklle synthetischer oder naturlidHerkunft, wie zum Beispiel Capsaicin,
Menthol und Icilin (Caterinat al, 1997; McKemyet al, 2002; Peieet al, 2002).

Wahrend einige TRP-Kanéle hauptsachlich durch céemi Stimuli reguliert werden,
werden andere durch physiologische Stimuli, beispigise Anderungen in der Temperatur
oder Osmolaritat, oder durch mechanische Stimuk, Bruck, Dehnung oder Kopplung an
IPs-Rezeptoren aktiviert. Diese Mechanismen sind jedoeoch weitestgehend unerforscht
und schlie3en eine Beteiligung v&econd messengenicht aus (Vriengt al, 2004). Auch
indirekte Regulationsmechanismen wurden beschrieb@rkann beispielsweise die Anzahl
von funktionellen Kanélen in der Zellmembran vasie Fir mehrere Mitglieder der TRP-
Familie konnte gezeigt werden, dass sie in Vesikglagert werden und bei Bedarf in die
Zellmembran integriert werden (Bezzeridgsal, 2004; Chengt al, 2007; Van Burert al,
2005). Durch diesen Mechanismus wird zum einenSgiesitivitat gegenuber aktivierenden

Stimuli gesteigert und zum anderen das TRP-verhat&ignal verstarkt.
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1.1.4 TRP-Subfamilien

Obwonhl die Mitglieder der TRP-Familie eine charaigiesche Proteinstruktur und TRP-
typische Proteindomanen besitzen (siehe KapiteRIL) findet man dennoch vor allem in
den terminalen Bereichen, die in das Zytosol hiagjan, deutliche Unterschiede in der
Aminosauresequenz. Aufgrund dieser Unterschiedgetasich die TRP-Proteine in sieben
Subfamilien einteilen. Im folgenden Abschnitt werddie TRP-Subfamilien der Saugetiere
vorgestellt und die charakteristischen MerkmaleerihMitglieder erlautert. Umfangreiche
Ubersichtsartikel zu den TRP-Subfamilien bietenpGémet al, 2005, Nilius und Voets,
2005 sowie Ramsest al, 2006.

1.1.4.1 TRPC - Klassische oder kanonische TRPs (TRPC1-7)

Die klassischen TRP-Proteine zeigen die grof3te &eduomologie (30-40 %) zu dem
Familiengriinder-TRP vobDrosophila melanogastelSie werden anhand ihrer Struktur und
Funktion in die drei Gruppen C1/C4/C5, C3/C6/C7 &l eingeteilt. Die TRPCs werden
generell durch eine Rezeptor-vermittelte Signalkdsk aktiviert, wobei TRPC1 als
mechanosensitiver Kanal zusatzlich auf die DehrdergZellmembran reagiert (Marogt al,
2005).

TRPC1 kann mit TRPC4, TRPC5 sowie anderen TRPCs heteromere Kandle bilden, die
unterschiedliche Spannungsabhéngigkeiten und |lehss/itaten besitzen. Obwohl es das
erste bei Saugetieren identifizierte TRP-Protein ssnd seine Eigenschaften bisher nicht
eindeutig definiert (West al, 1995). Homomere TRPC4-Kanale sind fur die Vasowion

und fur die mikrovaskulare Permeabilitat in der ganzustandig, wie Versuche mit der
Trpc4-knock outMaus belegen (Freichek al, 2001; Tiruppathet al, 2002). TRPCS ist an
der Regulation der Wachstumskegelmorphologie undd@n Gehirnentwicklung beteiligt
(Grekaet al, 2003).

Auch TRPC3, TRPC6 und TRPC7 kbnnen Homomere und Heteromere bilden. Sie besitze
eine Sequenzhomologie von bis zu 75 % und werderaNem in der glatten Muskulatur
stark exprimiert. Wie fur TRPC6 bereits gezeigt adesr konnte, besitzt diese Gruppe
wahrscheinlich neben vasomotorischen FunktioneBlitgefalien regulatorische Aufgaben
bei verschiedenen €aabhangigen Prozessen, beispielsweise bei derfd?ation und
Adhasion von glatten Muskelzellen in den Atemwegend in der Lunge (Cortelingt al,
2004).

Der Trpc2-Kanal kommt bei der Maus unter anderem in Sperna@n dort ist er als C&
Kanal vermutlich an der Akrosomenreaktion beteiligtungnickel et al, 2001). Im

11
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Vomeronasalorgan der Maus ist Trpc2 fur die Wahmaig von Pheromonen zustandig
(Liman et al, 1999), aus diesem Grunde kénnen mannli€ipc2-knock outMause nicht
zwischen Mannchen und Weibchen unterscheiden ($s@teal, 2002). Beim Menschen ist
TRPC2ein Pseudogen (Vanniet al, 1999).

1.1.4.2 TRPV - Vanilloidrezeptor-verwandte TRPs (TRPV1-6)

Die sechs Mitglieder der TRPV-Familie werden in @euppen V1/V2/V3/V4 und V5/V6
eingeteilt, wobei innerhalb dieser zwei Gruppenetde Subfamilienmitglieder miteinander
interagieren konnen. Die erste Gruppe beinhaltermbsensible Kanale, die durch
Hitzeeinwirkung aktiviert werden konnen. Inwiewalte Temperatur eine entscheidende
Rolle bei der Aktivierung spielt, hangt jedoch vaem jeweiligen Expressionsort ab, denn die
Kanale kommen neben sensorischen Neuronen auckvirelégn vor, die keinen dramatischen

Temperaturschwankungen ausgesetzt sind.

Der Name TRPV der Subfamilie leitet sich von demniMaidrezeptor 1 TRPV1) ab.
TRPV1 ist ein spannungsabhangiger Kanal, der wamderem durch Capsaicin, dem scharfen
Vanilloid der roten Chilischoten, durch Protonerdwturch schmerzhafte Hitze (ab 43°C)
aktiviert wird (Caterinaet al, 1997). Versuche mit isolierten sensorischen Neemoder
Trpvl-knock outMaus zeigen beeintrachtigte Antworten auf all diéeize, wohingegen ein
mechanisch verursachter Schmerzreiz normale Rektibervorruft (Caterinat al, 2000).
Verhaltenstests  belegen, dass vor allem die Empfiiekit gegentber
entziindungsverursachten thermalen Schmerzreizealig@nfehlt (Davis et al, 2000).
TRPV1 wird folglich mit verschiedenen entzindlicherErkrankungen des
Gastrointestinaltraktes in Verbindung gebracht (@& und Trevisani, 2004; Natha al,
2001). Daruber hinaus gibt es Hinweise, dass TRiA\&bIch unterschiedlichen Ereignissen
wie dem Horvorgang (Zhengt al, 2003), der Einstellung des Sattigungsgefiihls (Ahe
2003) und der Funktion der Harnblase (Birdeal, 2002) involviert ist.

Auch TRPV2, TRPV3 und TRPV4 kénnen durch Hitze aktiviert werden (ab 52°C, 33°C
bzw. 25°C). Wahrend dig@rpv3-knock outMaus eine veranderte Temperaturwahrnehmung
aufweist (Moqrichet al, 2005), zeigen Versuche mit dempv4-knock outMaus, dass Trpv4
neben der Temperatur (Todaka al, 2004) auch auf Druck- (Suzulkt al, 2003) und
Osmolaritatsdnderungen (Liedtke und Friedman, 2Q0@3pgiert und aul3erdem bei dem
Horsinn (Tabuchet al, 2005) eine Rolle spielt. TRPV2 stellt in den gdatMuskelzellen von
Blutgefal3en einen Sensor fur die ZellmembrandehalangMurakiet al, 2003).

12
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Die zweite Gruppe, di@RPV5 und TRPV6 umfasst, besitzt die hochste Selektivitat far
Cd*-lonen unter den TRP-Kanéalen. Diese Kanale kommeden Epithelzellen der Niere
(TRPV5) und des Dunndarms (TRPV6) vor und sorgert fir die durch Vitamin D
stimulierte C&*-Aufnahme (Hoenderogt al, 2005). Bei deflrpv5-knock outMaus fiihrt die
reduzierte C&-Reabsorption in der Niere zur Hypercalciurie; denii hinaus kommen
Defekte in der Knochenstruktur vor (Hoendergp al, 2003a). TRPV6 wird als

prognostischer Marker fur Prostatakrebs diskufferemeret al, 2003).

1.1.4.3 TRPA — ANKTM1-&hnliche TRPs (TRPA1)

Die TRPA-Familie besteht aus einem einzigen MityliERPAL (friher ANKTM1, Ankyrin-
like with transmembrane domains proteipn Urspringlich wurde dem TRPA1-Kanal die
Wahrnehmung von schmerzhaften Kaltereizen in sestdmn Neuronen zugeschrieben
(Storyet al, 2003). Heute ist bekannt, dass der Kanal auchréftige Geschmacksstoffe wie
Isothiocyanate reagiert, die in Zwiebeln, Knoblgutkeerrettich und Senfdl vorkommen.
Auch das in Zwiebeln und im Knoblauch vorhandenigihl sowie das Tetrahydrocannabinol
(THC) des Hanfes aktivieren den Kanal (Ban@glal, 2004; Jordet al, 2004; Macpherson
et al, 2005). In den Haarsinneszellen des InnenohrsehillRPA1l vermutlich einen
mechanosensitiven Kanal und ist fur die Transduktion auditiven Signalen wichtig (Corey
et al, 2004). Die zahlreichen AnkyriRepeats am N-Terminus des Proteins sind
wahrscheinlich fur die Ubertragung des Signals ssteihe des Zytoskeletts verantwortlich
(Sotomayoret al, 2005).

1.1.4.4 TRPML — Mucolipin-verwandte TRPs (TRPML1-3)

TRPML1, TRPML2 und TRPML3 sind relativ kleine Proteine, die aus weniger 0§
Aminosauren bestehen. Sie kommen vermutlich aus&dich in intrazellularen Vesikeln vor
(Bach, 2005). Mutationen iMucolipinnGen TRPMLJ verursachen Mucolipidose Typ IV,
eine neurodegenerative lysosomale Speichererkrgnldia unter anderem zu Sehstérungen
und psychomotorischer Retardierung fihrt (Baegadl, 2000; Basset al, 2000; Suret al,
2000). Der TRPML1-Kanal ist in spaten Endosomen uggdosomen fir Transport- und
Sortierungsvorgange verantwortlich. Er ist konsiitaktiv und wird durch C4 stimuliert
und durch niedrige pH-Werte inhibiert (Raychowdhetyal, 2004). Sowohl TRPML1 als
auch TRPML2 sind in der Lage, die Lokalisation d&PML3-Proteins zu verdndern, denn
wahrend sich TRPML3-Homomere im endoplasmatischetikBlum befinden, verursacht die
Heteromerisierung von TRPML3 mit TRPML1 oder TRPMéide Verlagerung der Kanale
in die Lysosomen (Venkatachalahal, 2006).

13
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Die Funktion des Trpml3-Kanals wirkt sich auf dedrHund Gleichgewichtssinn aus und
spielt bei der Regulation der Pigmentierung eindleRalenn das MausmodeVaritint-
waddler, welches eine Trpml3Mutation besitzt, leidet unter Gehorverlust und
Gleichgewichtsstérungen und ist durch ein dreifgebj fleckiges Fell gekennzeichnet (Di
Palmaet al, 2002).

1.1.4.5 TRPN — NOMPC-&hnliche TRPs (TRPN1)

Der einzige Vertreter dieser FamiliBRPN1 (friher NOMPCno mechanoreceptor potential
C), kommt beiDrosophila C. elegansund beim Zebrafisch vor; ein orthologeERPN1Gen
wurde bei Saugetieren bisher nicht identifiziertir las TRPN1-Protein ist ein langer N-
Terminus aus ca. 1150 Aminosauren charakteristideh,29 AnkyrinRepeatsbildet. Der
mechanosensitive Kanal ist flir den Hor- und Glesshightssinn wichtig (Sidet al, 2003;
Walkeret al, 2000).

1.1.4.6 TRPP — Polyzystin-ahnliche TRPs (TRPP1-5)

Die TRPPs werden in die TRPP1-ahnlichen und die FR&hnlichen Proteine eingeteilt.
TRPP1 besitzt 11 Transmembrandomanen und einen seherdaNgTerminus aus ca. 2500
Aminosauren, der aus der Zelle in den Extrazeltaldm hineinragt. Die TRP-ahnliche
Struktur beschrankt sich also lediglich auf diee@inalen Bereiche des Proteins. TRPP1
kann ohne Interaktionspartner Wi PP2 vermutlich keine funktionellen lonenkanéle bilden;
solche TRPP1/TRPP2-Heteromere wurden vor allemeim Zilien verschiedener Zelltypen
nachgewiesen. In Nierenepithelzellen bilden sie raposensitive Kationenkandle, die Uber
die Flussigkeitsbewegung reguliert werden (Nalial, 2003) und in Granulosazellen des
Ovars spielen sie vermutlich bei der Follikelredueine Rolle (Teilmanret al, 2005).
TRPP1 und TRPP2 werden auch als Polyzystine od@1P#nd PKD2 bezeichnet, weil
Mutationen in den Genen dieser Kanalproteine ziyzgstischen Nierenerkrankung ADPKD
(autosomal dominant polycystic kidney disg@adghren, welche ein Nierenversagen
verursachen kann. DERPP1und TRPP2in zahlreichen Organen exprimiert werden, kénnen
durch ADPKD verursachte fliissigkeitsgeflillte Zystecht nur in der Niere, sondern auch in
der Leber, im Pankreas und in der Milz vorkommen (Wid Somlo, 2000). Bdirpp2-knock
out-Mausen kommen dartber hinaus Defekte in der Heezdewand vor (Wt al, 1998).

SowohITrppl- als auchrrpp2knockout-Mause sterben noch vor der Geburt.

TRPP2 und seine strukturell verwandten ProtdiR€P3 und TRPP5 besitzen einen TRP-
typischen Aufbau aus sechs Transmembrandomanen. digge Gruppe sind lange

extrazelluldare Proteinbereiche zwischen der ersted zweiten Transmembrandoméne
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charakteristisch. Fur TRPP3 wird eine Funktiondesi Entwicklung der Niere und der Retina
angenommen, da die Deletion des murinen OrthologBefekten in diesen Organen fihrt
(Nomuraet al, 1998).

Die TRPP1-adhnlichen Proteine (PKDREJ bZMRPP4, PKD1L1, PKD1L2 und PKD1L3)
werden aufgrund der oben erwéhnten strukturellesoBeerheiten nicht immer zu den TRPs
gezéahlt (Ramsesgt al, 2006).

1.1.4.7 TRPM — Melastatin-verwandte TRPs (TRPM1-8)

Die acht Mitglieder der TRPM-Familie, zu denen auwtds in dieser Arbeit untersuchte
TRPM5 gehort, werden aufgrund der phylogenetisdhemvandtschatft in die Paare M1/M3,
M2/M8, M6/M7 und M4/M5 eingeteilt (Harteneck, 2005)RPM2, TRPM6 und TRPM7
besitzen als einzige bekannte lonenkanéle eineneatische Doméane und werden deshalb

auch alsChanzymeg¢channel and enzymbezeichnet.

Namensgebend fir die TRPM-Familie ist MelastafiiRPM1), das urspringlich bei der
Suche nach differentiell exprimierten Genen in tstkiedlich stark metastasierenden
Melanomen identifiziert wurde (Duncaat al, 1998). TRPM1 stellt vermutlich einen
Tumorsuppressor dar, denn die Expressionsstarke ummgekehrt proportional zur

Aggressivitat des Melanoms.

Fur TRPM3 wurde unter anderem eine Funktion bei der Kalziomdostase in der Niere
postuliert (Grimmet al, 2003). TRPM3 besitzt jedoch zahlreiche Spleil3rmdie sich
erheblich in ihrer lonenselektivitat unterscheider demzufolge héchstwahrscheinlich auch

unterschiedliche Funktionen austben (Oberwingétexl, 2005).

TRPM2 besitzt eine Nudix-Hydrolase-Domane, die ADP-Ré&ogzu AMP und
Ribosephosphat hydrolysieren kann (Perraudal, 2001). Neben ADP-Ribose wird der
Kanal durch Substanzen wie,®b oder TNF aktiviert, die bei oxidativen und nitrosativen
Stressreaktionen eine Rolle spielen. Aufgrund didsigenschaften stellt TRPM2 einen
Sensor fir den zellularen Redox-Zustand dar (ldaed, 2002; Wehaget al, 2002; Perraud
et al, 2005). Die durch alternatives Spleil3en gebildeteze Isoform TRPM2-S ist in der
Lage, den TRPM2-Kanal, der sich aus Proteinen @RPM2-L-Spleil3form zusammensetzt,
zu blockieren (Zhang, Wet al, 2003). Ein ahnlicher Regulationsmechanismus ushdur
TRPM1 bekannt (Xt al, 2001).

TRPM8 wurde urspringlich durch seine Hochregulation imosRatakarzinom entdeckt

(Tsavaler et al, 2001). Vermutlich stellt er in Prostataepithdlzel einen Androgen-
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aktivierbaren Kanal dar (Zhang und Barritt, 200#). sensorischen Neuronen nimmt er
Schmerz, Kélte und kiihlende Substanzen wie Menihalicilin wahr (McKemyet al, 2002;
Peier et al, 2002). Durch diese Reize wird die Spannungsseidit des Kanals so
verschoben, dass er durch Membranspannungen, diphysiologischen Bereich liegen,
reguliert werden kann (Voe&t al, 2004).

TRPM6 und TRPM7 sind an der zellularen Magnesiumhomaoostase lgteider TRPM6-
Kanal wird tiber die intrazellulare MgKonzentration reguliert, er leitet neben ¥Mgedoch
auch andere divalente Kationen. In der Niere undamm ist er fiir die M-Reabsorption
zustandig (Runnelset al, 2001; Voetset al, 2004). TRPM6 kann mit TRPM7
heteromerisieren, in solchen Heteromeren wurde ERBM6-Mutation identifiziert, die zu
Hypomagnesamie mit sekundarer Hypocalcamie fuHruf@novet al, 2004). Im Gegensatz
zu TRPM6 wird TRPM7 ubiquitar exprimiert; seine Ktian ist essentiell fur die
Lebensfahigkeit einer Zelle (Nadlet al, 2001; Monteilh-Zolleret al, 2003). Er ist fur die
Aufnahme von M§’, C&" und Spurenmetallen in die Zelle zusténdig und wiethen der
intrazellularen M§'-Konzentration durch Mg-ATP reguliert. Die Aktivitat des Kanals kann
Uber eine Rezeptor-vermittelte Signalkaskade iehnibiverden (Runnelgt al, 2002). Im
Gehirn spielt TRPM7 eine Rolle bei der Ubermittiuthgs neuronalen Zelltodes, der durch
Anoxie verursacht wird (Aartst al, 2003). Sowohl TRPM6 als auch TRPM7 besitzen an
ithren langen C-Termini Proteinkinasedomanen. Diemake des TRPM7-Proteins kann
TRPM7 selbst und Annexin | phosphorylieren; die blgische Bedeutung dieser
Phosphorylierungsreaktionen ist jedoch unbekannbordqikov und Ryazanov, 2004;
Matsushiteet al, 2005).

TRPM4 ist der nachste Verwandte des TRPM5-Proteins,imader vorliegenden Arbeit
untersucht wurde (siehe Kapitel 1.2). Die Homologier Proteine betragt 41 % auf
Aminosaureebene (Vrieret al, 2004). Der TRPM4-Kanal ist spannungsabhangigniciat-
selektiv, und wird durch hohe intrazellulare “GKonzentationen aktiviert, was zur
Depolarisation der Zellmembran fihrt (Launetyal, 2002; Niliuset al, 2003). Kanale mit
solchen Eigenschaften, sogenannte CANZ& {-activated nonselectiye kommen in
verschiedenen elektrisch erregbaren und nicht-bareg Zellen vor. Sie sorgen fir die
Weiterleitung von CH-Signalen und regulieren dadurch verschiedene lasdiiEreignisse,

wie Sekretionsvorgange und neuronale Aktivitaten.

Fur den TRPM4-Kanal konnten bisher verschiedenétiamen nachgewiesen werden. Er ist

fur die Konstriktion von cerebralen Arterien widntiEarly et al, 2004) und an der
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Regulation der zellularen &aOszillation in  T-Zellen beteiligt, die durch

Rezeptoraktivierung induziert wird. Hier fungiertRPM4 gewissermallen als CRAC-
Gegenspieler, denn die durch TRPM4 induzierte Mamdbepolarisation wirkt der Funktion

CRAC-Kanals entgegen (Launat al, 2004; siehe Kapitel 1.1.1.2). TRPM4 ist daruber
hinaus an der Interleukin-2-Freisetzung in T-Zellend an der Insulinsekretion in

pankreatischen Betazellen beteiligt (Chengl, 2007; Vennekenst al, 2007).

1.2 TRPM5S

1.2.1 Die Chromosomenregion 11p15.5 und das Beckwith-Wiethann-
Syndrom

Das TRPM5Gen wurde urspringlich bei der Suche nach Kanemdgnen fir 11p15.5-
gekoppelte Erkrankungen entdeckt (Prawital, 2000). Zu diesen Erkrankungen gehort das
Beckwith-Wiedemann-Syndrom (BWS), das sich im friikdndesalter manifestiert. BWS
weist ein sehr komplexes Krankheitsbild auf; zu dgandlegenden Symptomen gehdren
Bauchwanddefekte, eine vergroRerte Zunge und aéigen Uberwuchs, weswegen BWS
frher auch als EMG (Exomphalus, Makroglossie, Giigmus)-Syndrom bezeichnet wurde.
Zusatzlich zu diesen drei Hauptmerkmalen konnesoeedene Nebenmerkmale auftreten,
beispielsweise zu niedrige Blutzuckerwerte nachG@lelourt (neonatale Hypoglykamie), eine
asymmetrische Vergrol3erung von Organen (Hemihyaie) oder charakteristische
Ohrmuschelkerben. Dariiber hinaus besitzen BWS+Ratie ein erhOohtes Risiko an

embryonalen Tumoren, wie Nieren- oder Lebertumazarerkranken (Enklaaat al, 2006).

An der Entstehung des BWS-Phéanotyps sind mehrene Ger Chromosomenregion 11p15.5
beteiligt. Die meisten nachgewiesenen Veranderungied epigenetischer Natur; bisher
konnten lediglich in einem einzigen Gen, dem Zd&lluggenCDKN1C Mutationen gefunden
werden, die zum Funktionsverlust des Gens fuhrehnachweislich zu dem BWS-Phénotyp
beitragen (Hatadaet al, 1996). Die Tatsache, dass viele Gene der humanen
Chromosomenregion 11p15.5 — und auch der ortholagernen Chromosomenregion —
durch genomische Pragung (enggnomic imprintiny) gekennzeichnet sind (Enklaat al,

2006), erschwert die Charakterisierung der molekual&athomechanismen des BWS.

1.2.2 DasTRPM5-Gen

Das humandRPM5Gen (frihetMTRZ, MLSN1- and TRP-related geng dnthalt 24 Exons
und kodiert fur ein Protein mit 1165 Aminosauremuréh alternatives Spleil3en des Exons 18
verschiebt sich der Leserahmen de@’3PM5Transkriptes derart, dass die Translation an

einem vorzeitigen Stop-Codon in der mRNA abbriéddurch entsteht ein kleineres Protein
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mit 872 Aminoséauren, das statt der sechs TRP-ctarsischen Transmembrandoméanen
lediglich die ersten vier besitzt. Dieser kurzene@jvariante, in der vorliegenden Arbeit
TRPMb5-short genannt, fehlt demzufolge derjenige tétnbereich, der bei der langen
Variante, TRPM5-long, fur den Aufbau der lonenkaoa¢ verantwortlich ist (siehe
Abbildung 1.2). Im Gegensatz zum human&RPMS5 enthalt das murine Gen keine
alternativen Spleil3stellen. Bei der Maus liggpbmb5 distal auf dem Chromosom 7, in einer
dem humanen Chromosomenbereich 11p15.5 orthologgioiR Das murin@rpm5 welches
biallelisch exprimiert wird, besitzt 25 Exons unddiert fur ein 1158 Aminoséauren langes
Protein (Enklaaet al, 2000).

Mehreren unabhangigen Arbeitsgruppen zufolge HesiftRPM5 ein breites
Expressionsmuster. Transkripte des Gens wurden ldow@m Menschen als auch bei der
Maus unter anderem in Niere, Leber, Lunge, HerzpD®&ankreas, Milz, Gehirn und Gonade
gefunden (Enklaaet al, 2000; Fonfriaet al, 2006; Kunert-Keilet al, 2006; Prawittet al,
2000). Von einer weitaus spezifischeren Expresbenichten Pérez und Mitarbeiter, die bei
der Maus eine starke Expression lediglich in Gesalkssinneszellen, Dinndarm und Magen
nachgeweisen konnten, und eine schwéachere in Utewdisioden (Pérezt al, 2002; Péreet

al., 2003).

1.3 Ziel der Arbeit

Ziel der vorliegenden Dissertation war die funkgthe Charakterisierung von TRPM5. Zu
Beginn dieser Arbeit stellte da3RPM5Gen aufgrund seiner Lokalisation in der
chromosomalen Region 11p15.5 in erster Linie eimdi@atengen flr tumorassoziierte
Erkrankungen dar. Um herauszufinden, ob eine Ulpeession des Gens in Zellkultur die
Zellproliferation beeinflusst, sollte eifdRPM5Uberexprimierende Zelllinie generiert werden
und das Wachstumsverhalten der Zellen bei untexdtibihen Kulturbedingungen beobachtet
werden. Ferner sollten mit Hilfe der generiertetilitée die spezifischen Eigenschaften des
TRPMb5-Kanals, insbesondere der Aktivierungsmechmamss und die TRPM5-spezifischen
Strome charakterisiert werden. Die dazu erfordeelic elektrophysiologischen Experimente
sollten in Kooperation mit der Arbeitsgruppe Praf.Fleig und Prof. R. Penner (Universitat
Hawaii, USA) erfolgen.

Das TRPM5-Protein kommt in humanen Zellen in zweirsehiedenen Spleil3formen,
TRPM5-long und TRPM5-short, vor, die durch alteies Spleil3en des Exons 18 entstehen.
Wie bereits fur andere Mitglieder der TRPM-Subfaengiezeigt werden konnte, wirken die

kurzen Spleil3formen haufig inhibierend auf die &itéit der Kanale. Dabei blockieren sie die

18



EINLEITUNG

funktionelle Isoform entweder, indem sie diese kdirdinden, oder indem sie die
Kanalproteine von der Zellmembran in das Zytosolagern (Xuet al, 2001; Zhang, Wet

al., 2003). Ob ein solcher Regulationsmechanismus dlUchTRPM5 existiert, sollten
elektrophysiologische Analysen mit TRPM5-long/TRPBtort-coexprimierenden Zellen

klaren.

Obwohl die meisten Mitglieder der TRP-Familie irr de3eren Zellmembran lokalisiert sind,
kommen einige zusatzlich — oder ausschliel3lich ¥Yesgikeln oder anderen intrazellularen
Kompartimenten vor. Um die Lokalisation von TRPMbder Zelle zu untersuchen, sollten
beide Spleildformen an EGFRnfpanced green fluorescent projeigekoppelt werden,

welches eine Detektion der Fusionsproteine anhandrdinen Fluoreszenz ermdglicht.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob TRPM5 mitPNR4, dem né&chst verwandten TRP-
Protein, zu heteromeren lonenkandlen assoziierem.kZunachst sollten verschiedene
Zelllinien auf die endogene Expression vVORPM5 und TRPM4 hin tberprift werden;

danach sollten TRPM5 und TRPM4 in einem Zellsystemexprimiert werden, um die

Interaktion mittels Coimmunprézipitation zu untexisen.

Mit Hilfe der RNAIi-Technologie, die auf einer siRNiAduzierten Herunterregulation der
Genexpression basiert, sollte ein geeignetes Systabiliert werden, welches funktionelle
Analysen des TRPM5-Proteins in humanen und murigghypen ermdglicht und dartber
hinaus fur die Herstellung einebrpm5defizienten Mausmodells genutzt werden kann.
Zunéchst sollteTRPM5spezifische siRNA-Sequenzen ausgesucht und ikudell getestet
werden; geeignete Sequenzen sollten dann zur @emegi von RNAi-Konstrukten
verwendet werden. In Kooperation mit der Arbeitgpgel Dr. Bockamp (Toxikologie,
Universitdt Mainz) sollten schlie3lich transgemgom5knock dowrMauslinien generiert
werden. Diese sollten — eine ausreichekdeck dowrEffizienz vorausgesetzt — zusammen
mit der Trpm5knock ouwtMaus (Zhang, Yet al, 2003), die wahrend der Anfertigung der
vorliegenden Arbeit publiziert wurde, zur Untersuof der physiologischen Funktion von
Trpm5 verwendet werden. Projektbegleitend solleeT®RPMSEXxpression in verschiedenen
Zelllinien und murinen Geweben untersucht werdem fir die funktionellen Tests geeignete

Gewebe und Organe definieren zu kénnen.
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2 MATERIALUND METHODEN

2.1 Material und Reagenzien

2.1.1 Antikorper

Goat anti-guinea pig IgG-R

Goat anti-rabbit IgG-HRP

Goat anti-rabbit IgG-FITC

Guinea pig anti-insulin, polyclonal
Mouse anti-GFP, monoclonal

Mouse anti-FLAG M2, monoclonal
Rabbit anti-V5 epitope tag, polyclonal
Rabbit anti-TRPMS5, polyclonal

Santa Cruz (Heidelperg

Santa Cruz (Heidelberg)

Santa Cruz (Heidelberg)

DCS Innovatid&agnostic-Systeme (Hamburg)
Santa Cruz (Heidelberg

Sigma (Munchen)

Abcam (Caitdeshire, UK)

TRPM5-1909 (Epitop: PASARDREYLESGLPPS; ZhangeYal, 2003) Genosphere

Biotechnologies (Paris)

TRPM5-1975 (Epitop: HPLLLEDSPSCPSLYA) Eurogentee(stal, Belgien)
TRPM5-1976 (Epitop: LDGWEQPGAGQPPSDT) Eurogenteer@thl, Belgien)
TRPM5-C (Epitop: FRRVLYRPYLQIFGQIPLDE) Dr. B. Mille(Milton S. Hershey

Medical Center, Pennsylvania)

TRPM5-N (Epitop: LVNGDPNTLERISRAVEQAA) Dr. B. Mille(Milton S. Hershey

Medical Center, Pennsylvania)

TRPM5-TB3 (Epitop: KYIGGLREQEKRIKCLESQANYCMLLLSSMTDLAPGGTYSSS
QNCGCRSQPASARDREYLESGLPPSDT) Prof. E. Liman (Unsirof Southern

California, USA)

2.1.2 Bakterienstamme

E. coliDH5a: F, supE44, hsdR17, recAAlacU169,¢80dlacZAM15, endAl,
gyrA96, (i, m), thi-1, relAl, supE44,-
E. coliTOP 10: F, mcrA, A(mrr-hsdRMS-mcrBC)¢g80dlacZAM15, Alach 74, deoR,

recAl, araD139)\(ara-leu)7697, gal/u, ga/K, rpsL, endAl, rmpG

2.1.3 Chemikalien und Fertiglésungen

Accustain Sigma (Munchen)
Acesulfam K Omikron (Neckarwestheim)
Acrylamid Rotiphorese Gel 30 Roth (Karlsruhe)
Agar-Agar Difco (Heidelberg)

Agarose Invitrogen (Karlsruhe)
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L-Alanin

Ampicillin

L-Arginin

BSA

DAPI/Antifade
Denatoniumbenzoat
Diazoxid

DMEM

DTT

EDTA

Entellan Eindeckmedium
Ethanol
Ethidiumbromid
ExpressHyb

FCS

Formaldehyd
D(+)-Glukose
L-Glutamin

HBSS ohne Phenolrot
Hefeextrakt

HEPES pH 7,4

Insulin (Humalog)
Lipofectamine 2000
Methylenblau

MOPS

Natriumpyruvat MEM
Neomycin

OptiMEM

PBS

PBS ohne C4 und Md¢*
Penicillin/Streptomycin
Phenol
Phenol/Chloroform
PLUS Reagent
Propidiumiodid

Protein A Sepharose CL-4B

Fluka (Taufkirchen)
Ratiopharm (Ulm)
Sigma (Mtnchen)

PAA (Colbe)
Qbiogene (Heidelberg)

Sigma (Mtunchen)
Sigma (Mtnchen)

Cambrex (Verviers, Belgien)
Invitrogen (Karlsruhe)
Gerbu (Gaiberg)

Merck (Minchen)
Riedel-de-Haen (Munchen)
Q-Biogene (Heidelberg)
Clontech (Heidelberg)
PAN (Aidenbach)
Riedel-de-Haen (Munchen)
Sigma (Muinchen)

PAN (Aidenbach)

Gibco-BRL (Karlsruhe)
Difco (Heidelberg)

PAA (Colbe)

Lilly (Bad Homburg)

Invitrogen (Karlsruhe)
VWR (Wien)

ICN (Eschwege)
Gibco-BRL (Karlsruhe)
PAA, (Colbe)
Gibco-BRL (Karlsruhe)
Gibco-BRL (Karlsruhe)
Gibco-BRL (Karlsruhe)

PAN (Aidenbach)
Roth (Karlsruhe)

Roth (Karlsruhe)
Invitrogen, Karlsruhe
Sigma (Miinchen)

Amersham (Freiburg)
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RPMI-1640 Gibco-BRL (Karlsruhe)
SDS Serva (Heidelberg)
Soybean trypsin inhibitor Sigma (Mtnchen)
TEMED Amresco (Ohio, USA)
Tissue-Tek Einbettmedium Sakura (Heppenheim)
Tris Roth (Karlsruhe)
Tris-HCI Roth (Karlsruhe)

Triton X-100 Roche (Mannheim)
Trizol Invitrogen (Karlsruhe)
Trypsin/EDTA PAN (Aidenbach)
Trypton Difco (Heidelberg)
Tween 20 Merck (Minchen)

Alle verwendeten Chemikalien besal3en den Reinltaidsgeinst* oder ,p.a.”. Alle hier nicht
aufgefuhrten Chemikalien wurden von den Firmenttogen (Karlsruhe), Merck (Minchen),

Roth (Karlsruhe) oder Sigma (Minchen) bezogen.

2.1.4 Enzyme

Alkalische Phosphatase Roche (Mannheim)
Collagenase Sigma (Minchen)
DNasel (RNase frei) Roche (Mannheim)
Klenow Exo- NEB (Frankfurt)

MMLV Reverse Transkriptase Invitrogen (Karlsruhe)
Proteinase K Roche (Mannheim)
Restriktionsendonukleasen NEB (Frankfurt)
RNase A Sigma (Minchen)
RNase Inhibitor MBI Fermentas (St. Leon-Roth)
T4-DNA-Ligase Invitrogen (Karlsruhe)
T4-Polynukleotidkinase NEB (Frankfurt)
Tag-Polymerase Roche (Mannheim)
2.1.5 Gerate

Bakterieninkubatoren B5042; Heraeus (Hanau)

Certomat S mit Certomat R (B.Braun, Melsungen)
DNA-Sequenziergerat ABI Prism 377; Applied Biogyst (Weiterstadt)

Software: DNA-Analysis V2.1.2

Rechner: Power Macintosh 7200/90, Apple (USA)

22



MATERIAL UND METHODEN

Elektroporationsgerat
ELISA-Reader

FACS-Gerat

Geldokumentationssystem
Gelelektrophoresesysteme

Glukometer
Heizblock
Hybridisierungsofen
Kryostat
Laborwaagen

Magnetruhrer
Mikroskope

Paraffin-Ausgiel3station
PCR-Gerate

pH-Meter
Photometer
Rotationsmikrotom
Schuttelinkubator

Semi-dryBlottingapparatur

Spannungsgerate

Sterilbanke

Szintillationszahler
Thermomixer
Ultraschallstab
Ultra-Turrax
UV-Crosslinker
Vakuumtrockner

Gene Pulser; Bio-Rad (Mé&ngh

MRX II Microplate Reader; Dynex (Chiipy USA)
Software: Dynex Revelation Version G 3.2

FACSCalibur; Becton Dickinson (HeD)

Software: CellQuest
E.A.S.Y. System; HerolalegWch)
Easy-Cast Electrophddgsiem; Owl Scientific (USA)

MINI Protean Il; Bio-Rad (Munchen)

Accu-Chek Comfort; Roche (Mannheim)

MR2002; Heidolph (Schwalbach)

HB-2; Techne (Jahnsdorf)

1720 digital; Leica (Wetzlar)

LC 2201; Sartorius (Gottingen)

Feinwaage BA110; Sartorius (Gottingen)

IKA-Labortechnik (Staufen)

IDO3; Zeiss (Offenbach) und BX50WIly@pus (Hamburg)
Fluoreszenzmikroskop DMRBE; Leica (Wetzlar)
Konfokales Lasermikroskop TCS SP2; Leica (Wetzlar)

EG1140H; Leica (Wetzlar)

TC-1 DNA-Thermal Cycler; Perkin Elrf&feiterstadt)
PTC 100 und PTC 200; MJ Research (USA)

Knick (Berlin)

Ultrospec lll, Pharmacia (Freiburg)

RM2165; Leica (Wetzlar)

Lab-Therm; Kuhner (Schweiz)

Biometra (Gottingen)

LKB-GPS 200/400; Pharmacia (Fggibu
2297 Macrodrive 5; LKB Bromma (USA)

DLF/BSS-6; Clean Air (Niederlande)

Holten LaminAir 1.2; Holten (Danemark)

Wallace-1410; Pharmacia ifftreg)

Comfort 1,5 ml; Eppendorf (Hamburg)

Sonifier Cell Disruptor B15; Bsam (Danbury, USA)
T25; IKA-Labortechnik (Staufen)

Stratalinker 1800; Stratagene (ferdam)

Univapo 100H Refrigerated AspiraténiEquip (Martinsried)
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Vortexer IKA-Labortechnik (Staufen)

Wasserbader 2219 Multitemp 1l; LKB Bromma (Scher)
F10; Julabo (Seelbach)

Zellkulturinkubator IR 1500; Flow Laboratories ¢igkenheim)
WTC; Binder (Tuttlingen)

Zentrifugen Biofuge pico; Heraeus (Hanau)

5415C; Eppendorf (Hamburg)
Kihlzentrifuge 5804R; Eppendorf (Hamburg)
Kihlzentrifuge 6000D; Sorvall (Langenselbold)

2.1.6 GrofRenstandards

0,24-9,5 kb RNA ladder Invitrogen (Karlsruhe)
2-Log DNA ladder NEB (Frankfurt)

100 bp DNA ladder NEB (Frankfurt)

A DNA/Hindlll Fragments Invitrogen (Karlsruhe)
Full-Range Rainbow molecular weight marker RPN 808mersham (Freiburg)
Roti-Mark prestained Roth (Karlsruhe)
2.1.7 Kits

BigDye Sequencing Kit Version 3.1 Applied Biosysis (Weiterstadt)
Insulin ELISA (mouse/rat) Mercodia (Schweden)

MMLV RT Kit Invitrogen (Karlsruhe)

Nucleobond AX Kit Macherey-Nagel (Diren)

Prime-It Il Random Primer Labeling Kit Stratagehkeidelberg)

QIAquick Gel Extraction Kit Qiagen (Hilden)

RNeasy RNA Extraction Kit Qiagen (Hilden)

RPM Kit Q-Biogene (Heidelberg)

2.1.8 Oligonukleotide
Generierung und Sequenzierung von Expressionskonkten

pcDNA3-TRPM5-long bzw. -short, pcDNA3-TRPM5-long/EG-P bzw. -short/EGFP

MTR1-Narl-F 5'-CTG TAT GGC CTG CAGAGCC-3
MTR1-DMB-F 5 -TCATCCTGC TCAGCCACCTG-3
MTR1-TMINI-F 5 -ATC CCAACACCT TGG AGA GG -3’
TRPM5-F17 5 - GGA CTT CAT GGT GGT CAC GC - 3’
TRPM5-R21 5 -CGT GGT ACT CCACAATCAGG -3
MTR1-CMP-R 5 - ACT AGG GCAGCAAGCACATC-3
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MTR1-DOU-R 5 -CGAAGT ACATGACCACGTTC-3
MTR1-TFINI-R 5'-CTG CGC CGT TGT CCACAAAG -3

EGFP-Kpnl-F 5" - AAA AAG GTA CCG CCA CCATGG TGA GEAGG GCG
AGG -3

EGFP-Xhol-R 5'- AAA AAC TCG AGC CCT TGT ACAGCTGT CCATGC -3

pcDNAS3-EGFP

EGFP-EcoRI-F 5 - AAA AAG AAT TCG CCA CCATGG TGA GA AGG GCG
AGG - 3

EGFP-Apal-R 5" - AAA AAG GGC CCT TAC TTG TAC AGCAG TCCA-3

PcDNA3-Trpm5, pcDNA3-Trpm5/FLAG

MTRPM5-F 5 -GTG GCCATCTTCCTG TTC AT -3

MTRPM5-F1 5 -GGAACGACCTTT GGC TATGA-3

MTRPM5-F2 5 - AGATGA GGG CAACATTCAGG -3

MTRPM5-F3 5-TTTCTCTTG GGAAGC CATTG -3’

MTRPM5-F4 5" - AAG CAT GAG GAG GGT AGG CT -3

mM5-Exonl14F 5 -ACACCCATCCTACGGCTTCT-3

MTRPM5-R 5 -CCTTCCTGAAGACCTGCTTG-3

MTRPM5-R1 5 -GGTATCTGG ATG CAGCTG GT -3

MTRPM5-R2 5'- CAC AAA GAG GCG GAC AAAGT -3

MTRPM5-R3 5 -GGAAGT CTT TGAGTACGC GG - 3

MTRPM5-R4 5 - GGC ATC CTC ACT GAAGGAGA -3

MTRPM5-R7 5-ACCTGTGCT CTGAGCTGCTT -3

mM5-Exon20R 5 - GAA CAT GGC GAT CAG AAG GT - 3

FLAG-mM5-F 5 - AAA GAATTC GCC ACC ATG GAT TAC AAGGAT GAC

GAC GAT AAG ATG CAAACA ACC CAG AGC TCC -3
FLAG-mM5-Nhel-R 5’ - CTA CAC GGA TCT TGG ATG TGC3
PpTER-TRPM5-siRNA1

pPpTER-MTR1-F 5 - GAT CCC GTG TGA CAT GGT GGC CATIT CAA GAG
AGATGG CCACCATGT CACACT TTT TGG AAA -3

pTER-MTR1-R 5 -AGC TTT TCC AAA AAG TGT GAC ATG GG GCC ATC TCT
CTT GAA GAT GGC CAC CAT GTC ACACGG -3’

PTER-TRPM5-siRNA2

PpTER-M5-murin-F 5" - GAT CCC TGC AGA CAT GTT CTGAA GTT CAA GAG
ACT TCC AGAACATGT CTG CATTTT TGG AAA -3

PTER-M5-murin-R 5 - AGC TTT TCC AAA AAT GCA GAC AG TTC TGG AAG
TCT CTT GAA CTT CCA GAA CAT GTC TGC AGG - 3’

25



MATERIAL UND METHODEN

Genotypisierung der Trpm5-knock down-Mause (PCR uBduthern Blot)

pTER-F 5' - CAT GTC GCT ATG TGT TCT GG - 3’
pTER-R 5'- CCT ACT CAG ACA ATG CGA TG - 3'
pTER_EcoR|_EcoRI-F 5' - AAC GCT GAC GTC ATC AAC C3:
pTER_EcoR|_EcoRI-R 5 - TGG TGA TTT CCC AGA ACA CA3'

Genotypisierung der Trpm5-knock out-Mause (PCR)

Trpm5-230F 5'-GGG CTT CTT CACAGATGAGG -3
Trpm5-230R 5 -GGACCCAACTGCTTG TGAAT -3
Neo-F 5" -TGAATG AAC TGC AGGACGAG -3
Neo-R 5 -CGATAC CGT AAAGCACGAGG -3

TRPM4-Expressionsanalyse in humanen Zellen (RT-PCR)

TRPM4-F 5'-CAGTTTCCCCTG GACTACAA-3
TRPM4-R 5" - AAG CTT CGA GAT GGA AGG AC -3

Trpm4-Expressionsanalyse in murinen und RattenzallgRT-PCR)

Trpm4-F 5 - AAC AGA GAC ATG CTG ATCAAC -3
Trpm4-R-mouse 5 - CAT AGG TGC CAT CATCCAC -3
Trpm4-R-rat 5 - CAT AGG TAC CATCATCCAC-3

TRPM5-Expressionsanalyse in humanen Zellen (RT-PQRd Northern Blot)

TRPM5-F17 5 -GGA CTT CAT GGT GGT CACGC -3
TRPM5-R21 5 - CGT GGT ACT CCACAATCAGG -3

Trpm5-Expressionsanalyse in murinen und Rattenzell€harakterisierung der Trpm5-
knock down-Mause (RT-PCR)

Trpm5-20F 5 -TGAACCTTCTGATCG CCATG -3’
Trpm5-22R 5 - CAT GGT ACT CAG GAAGTT CTC -3’

Trpm5/FLAG-Expressionsanalyse in murinen Zellen (RACR)

mM5S-FLAG-F 5" - GAT GAC GAC GAT AAG ATG CAA -3’
mM5-FLAG-R 5'-CACGGATCTTGGATGTGC TA-3’

Weitere verwendete Oligonukleotide fir RT und RT-RC

Aktin-F 5'-GTC CACACCCGCCGCCA-3
Aktin-R 5 -GTCGCCCGCGAAGCCG-3F
Maus-Aktin-F 5 -GCGAGCACAGCTTCTTTIGC-3
Maus-Aktin-R 5 -CGATGG AGG GGAATACAGC -3
Ratte-Aktin-F 5 -TCATGAAGATCCTGACCGAG -3
Ratte-Aktin-R 5 - GAT CTT CAT GGT GCT AGG AG - 3
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T16 5-TTTTTITTTTTITTTITT-3
siRNAs
TRPM5-siRNA1 5’ - GUG UGA CAU GGU GGC CACATdT -3’

3'-dTdT CAC ACUGUACCACCGGUAG-¥

TRPM5-siRNA2 5" - UGC AGA CAU GUU CUGAA GdTdT - 3’
3'-dTdT ACG UCU GUACAAGACCUUC-5

siRNA-spezifische Sonden

pTER-Hu-Sonde 5 -TCT CTT GAA GAT GGC CAC CATGTARCAC - 3
pTER-murin-Sonde 5 -TCT CTT GAACTT CCAGAACAGTCTGCA-3

Vektor-Oligonukleotide

BGH-R 5" - TAG AAG GCACAG TCGAGGCT -3
pcDNA3-F1 5 - CAC CAAAAT CAACGG GACTT -3
Sp6 5 -ATT TAG GTG ACACTATAG -3’

T7 5 - AAT ACG ACT CAC TAT AGG G -3’

Die Oligonukleotide wurden von der Firma Metabida(tinsried), die sSiRNA-Molekiile von
der Firma Dharmacon (Lafayette, Colorado, USA) lgeno

2.1.9 Plasmide und Vektoren

pBI-EGFP Clontech (Heidelberg)

pBluescript KS (+) Stratagene (Heidelberg)

pPcDNA3 Invitrogen (Karlsruhe)

pcDNA4TO-V5-TRPM4b  Dr. P. Launay (Harvard Medicah®ol, Boston, USA)
PHGCX-Trpm5 Prof. E. Liman (University of Southe@alifornia, USA)
pTER Van de Weterinet al, 2003

2.1.10Puffer und Lésungen
Alle Loésungen wurden mit deionisiertem, Milliporergingtem Wasser angesetzt und
anschlie3end autoklaviert. Thermolabile Losungerden sterilfiltriert.

Agarplatten 15 g Agar-Agar
ad. 1 | LB-Medium

Annealing-Puffer 100 mM Kaliumacetat
30 mM HEPES-KOH, pH 7,4
2 mM Magnesiumacetat

Antibiotika-Stamml&sungen Ampicillin: 200 mg/ml O
Neomycin: 60 mg/ml in PBS
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Church-Puffer

DNA-Denaturierungslosung

DNA-Ladepuffer

DNA-Neutralisierungslésung

DNA-Probenpuffer (6x)

DNasel-Puffer (10x)

2x FM-Medium

Gewebelysepuffer

HBSS

HBSS+K'

Hybridisierungspuffer

IP-Lysepuffer

0,5 M NaHPOpH 7,0
7 % SDS

0,5 M NaOH
1,5 M NaCl

15 g Saccharose
0,175 g Orange G
ad. 50 ml HO

0,5 M Tris-HCI, pH 7,0
1,5 M NacCl

0,25 % Bromphenolblau
0,25 % Xylencyanol
40 % Saccharose

100 mM Mggl
10 MM DTT

65 % Glycerin
0,1 M MgSQ
0,025 M Tris-HCI, pH 8,0

2 % SDS
50 mM Tris pH 7,5

114 mM NacCl

4,7 mM KCI

1,2 mM KHBPO,

1,16 mM MgSQ@

2,5 mM CaGl

25,5 mM NaHCQ

20 mM HEPES, pH 7,4

83,7 mM NacCl
35 mM KCI
sonst wie HBSS

5x SSC
1% SDS

10 mM Tris, pH 7,5
140 mM NacCl
5mM EDTA
1 % Triton X-100
1 mMDTT
1 mM PMSF (frisch zugeben)
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KRB

Laemmli-Ladepuffer (5x)

Laufpuffer (10x)

LB-Medium

MOPS (10x)

PBS

PCR-Puffer (10x)

Proteinprobenpuffer (6x)

RNA-Hydrolyseldsung

RNA-Ladepuffer (10x)

128,8 mM NaCl

4,8 mM KCI

1,2 mM KHPGO,

1,2 mM MgSQ

2,5 mM CaCl

5 mM NaHCQ@

10 mM HEPES, pH 7,4

250 mM Tris-HCI, pH 6,8
20 % Glycerin
8 % Mercaptoethanol
0,002 % Bromphenolblau

144 g Glycin
30 g Tris
1% SDS
ad. 11 HO

10 g Trypton

5 g Hefeextrakt
10 g NaCl

ad. 11 HO, pH 7,5

0,2 M 3-N-Morpholin-Propan-Sulfons#u
0,05 M Natriumacetat
0,01 M EDTA, pH 7,0

120 mM NacCl
2,7 mM KClI
10 mM Kaliumphosphatpuffer, pH 7,4

500 mM KCI
100 mM Tris-HCI, pH 8,3
15 mM MgCb

350 mM Tris-HCI, pH 6,8
34,4 % Glycerin
10 % SDS
0,93gDTT
10 %pB-Mercaptoethanol
0,06 % Bromphenolblau

50 mM NaOH
10 mM NacCl

50QI Formamid (deionisiert)

100ul 10x MOPS-Puffer
150 ul Formaldehyd (37 %)
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RNA-Loading Mix

RNA-Neutralisierungslésung

RNA-Probenpuffer (1,5x)

SSC-Puffer (20x)

STETL-Puffer

TAE-Puffer (10x)

Tail-Lysepuffer

TBE-Puffer (1x)

TE-Puffer (10x)

Tfbl-Puffer

Tfbll-Puffer

0,025 % Bromphenolblau
0,025 % Xylencyanol
0,025 % SDS

5mM EDTA

95 % Formamid

10x SSC
0,2 M Tris-HCI, pH 7,4

6l Formaldehyd
150 ul Formamid (deionisiert)
37,5ul 10x MOPS-Puffer
1,5ul HO

3 M NaCl
0,3 M Natriumcitrat, pH 7,0

50 mM Tris, pH 8,0
50 mM EDTA

5 % Triton X-100

8 % Saccharose

400 mM Tris
1 mM EDTA, pH 8,0

50 mM Tris-HCI, pH 7,4

100 mM EDTA

100 mM NacCl

1% SDS

100-600ug Proteinase K (frisch zugeben)

90 mM Tris
90 mM Borsaure
1,25 mM NaEDTA, pH 8,3

100 mM Tris-HCI, pH 7,0-8,0
10 mM EDTA, pH 8,0

30 mM Kaliumacetat

50 mM MnCb

100 mM KCI

10 mM CaC}

15 % Glycerin, pH 5,8 mit Essigsaure

10 mM NaMOPS, pH 7,0
75 mM CaC}

10 mM KCI

15 % Glycerin
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Transferpuffer (10x) 144 g Glycin
30 g Tris
ad. 11 HO

TSA-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NacCl
0,025 % Nabhl

TSAT-Puffer 10 mM Tris-HCI, pH 8,0
150 mM NacCl
0,025 % Nabh\
0,1 % Triton X-100

Zelllysepuffer (5x) 62,5 mM EDTA

2,5 % SDS
WASH1 2x SSC

0,05 % SDS
WASH?2 0,1x SSC

0,1 % SDS
Waschpuffer 2x SSC

1% SDS

2.1.11Radioisotope

[a-**P]dCTP (3000 Ci/mmol) Amersham (Freiburg)
[y-**P]dATP (3000 Ci/mmol) Amersham (Freiburg)
2.1.12Tiere

Die verwendeten Mause stammten entweder aus eigemdt oder wurden von der Firma
Charles River (Sulzberg) bezogen. Die Haltung dererl erfolgte nach den Regeln des
deutschen Tierschutzgesetzes. Fir die GenerierwrgtrdnsgenenTrpm5knock down
Mauslinien wurde der Inzuchtstamm C57BL/6 verwen#ét die Untersuchung ddspm5
knock outPhénotyps wurde uns freundlicherweise von ProkezyUniversity of California,
USA) dieTrpm5knock owMaus (Zhang, Yet al, 2003) zur Verfliigung gestellt.

2.1.13Verbrauchsmaterialien

Deckglaschen IDL (Nidderau)
Elektroporationskuiivetten Bio-Rad (Munchen)
FACS-Rundbodenréhrchen Becton Dickinson (Heielg/p
Hyperfilme Amersham (Freiburg)
Kryoréhrchen Fisher Scientific (Schwerte)
Nylonmembran, Hybond N+ Amersham (Freiburg)
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3MM-Whatman-Papier
Nitrozellulosemembran, Hybond ECL
Objekttrager
PCR-Reaktionsgefalie, 0,5 ml
Petrischalen

Pipetten, 5, 10 und 25 ml
PP-Rohrchen, 15 und 50 ml
Reaktionsgefal3e, 1,5 und 2 ml
Schnappdeckel PP-R6hrchen
Sephadex G50 Nick Spin-Saulen
S&S-Rotrand Sterilfilter, 0,2@m
Szintillationsréhrchen
Zellkulturflaschen

Zellkulturschalen

2.2 Arbeiten mit DNA und RNA

2.2.1 Standardmethoden

Schleicher & Schuell (Dassel)
Amersham (Fregpur

IDL (Nidderau), Menzel (Braunsehgy
Peqglab (Erlangen)

Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)
Greiner (Frickenhausen)

Eppendorf (Hamburg)

Falcon (Heidelberg)

Pharmacia (Frejburg
Schleicher & Schuell (Dassel)

Roth (Karlsruhe)

Renner (Dannstadt)

Renner (Dannstadt)

2.2.1.1 Isolierung von Plasmid-DNA aus Bakterienkulturen

Die Praparation kleiner Mengen Plasmid-DNA aus Ba&hkulturen (Mini-Praparation)
erfolgte mittels alkalischer Lyse unter Verwendues RPM-Kits (Q-Biogene, Heidelberg)
Lediglich fur die Igs@ von Plasmid-DNA mit
Restriktionsendonukleasen wurde die Methode dee dgsch Kochen angewandt (Sambrook
et al, 1989). Dazu wurden 1,5 ml der Bakterienkultur S®ei Raumtemp./14000 Upm
zentrifugiert und das erhaltene Pellet in 250 PESI-Puffer resuspendiert. Die Suspension

nach Angaben des Herstellers.

wurde 1 min aufgekocht und anschlieRend 10 minRaimtemp./14000 Upm zentrifugiert.
Das Bakterienpellet wurde verworfen und die freggete Plasmid-DNA mit 220 pl
Isopropanol gefallt (10 min bei Raumtemp./14000 )phMach dem Waschen mit 70 %
Ethanol und anschlieBender Vakuumtrocknung wuréeDINA in 30 pl HO mit 50 pg/ml

RNase gelost.

Die Isolierung gréRerer Mengen Plasmid-DNA (Midew Maxi-Praparation) wurde mit
dem Nucleobond AX-Kit (Macherey-Nagel, Diren) nadingaben des Herstellers

durchgefuhrt.
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2.2.1.2 Isolierung genomischer DNA aus Zellkulturen

Zur Gewinnung genomischer DNA aus Zellkulturen vamddie in 24-Loch-Platten

kultivierten Zellen zweimal mit PBS gewaschen, B02ul 1x Zelllysepuffer mit 1 mg/ml

Proteinase K aufgenommen und 1-2 h bei 37°C inkubd\ach Zugabe von 50 ul 5 M NacCl
und 250 pl Isopropanol wurde die Probe 15 min lziRtemp./14000 Upm zentrifugiert. Die
gefallte DNA wurde mit 70 % Ethanol gewaschen, wakgetrocknet und in 30 pl 1/10 TE

gelost.

2.2.1.3 Isolierung genomischer DNA aus Mausschwanzbiopsien

Zur lIsolierung genomischer DNA wurde den mindestdres Wochen alten Mausen ein
kurzes Stuck (etwa 0,5 cm) der Schwanzspitze méreschere biopsiert. Die Gewebeproben
wurden mit 770 ul Tail-Lysepuffer und 300 pg/ml inase K in 1,5 ml-Eppendorf-Gefalde
dberfuhrt und tUber Nacht bei 55°C inkubiert. Amgkmhden Tag wurden die Proben durch
Vortexen gemischt und 30 min bei Raumtemp./14000n Uentrifugiert. Die Uberstande
wurden mit 1 Volumen Isopropanol versetzt und dieADdurch Zentrifugieren (30 min bei
Raumtemp./14000 Upm) geféllt. Die DNA-Pellets wurdeweimal mit 70 % Ethanol
gewaschen, vakuumgetrocknet und schlie3lich duothiitieln auf einem Thermomixer (1-2
h bei 50°C) in 500 ul D geldst.

2.2.1.4 Isolierung von RNA aus Zellkulturen

Die Isolierung von RNA aus Zellkulturen erfolgte trdem RNeasy RNA Extraction Kit
(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers. Balen (in der Regel 10 cm-
Kulturschalen) wurden dazu zweimal mit PBS gewasch&ypsiniert, in 10 ml

Zellkulturmedium aufgenommen und zentrifugiert (ffdn bei Raumtemp./350 g). Das
Zellpellet wurde in 600 ul RLT-Puffer dé8Neasy RNA Extraction Kimufgenommen und
die RNA nach denRNeasy mini protocol for the isolation of total RIkAm animal cells

isoliert und aufgereinigt. AnschlieBend wurde diBlRin 40 pl (bzw. 74 pl fur einen
DNasel-Verdau) RNAse-freiem Wasser aufgenommenhisi@ur weiteren Verwendung bei
—-80°C aufbewabhrt.

2.2.1.5 DNasel-Verdau von RNA-Proben
Zur Entfernung genomischer DNA aus RNA-Praparatiorveurde ein DNasel-Verdau
durchgefuhrt (Sambroaoét al, 1989). Der Verdau (100ul) setzte sich wie folggammen:
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74 ul RNA

2 1l RNase-Inhibitor (40 U/ul; MBI Fermentas, Séon-Roth)
4 ul DNasel (10 U/ul; Roche, Mannheim)

10 pl 10x DNase-Puffer

10 ul 10x TE

Der Ansatz wurde 2 h bei 37°C inkubiert. Die angfl#énde Aufreinigung erfolgte nach dem
RNeasy mini protocol for RNA cleangRiagen, Hilden). Die RNA wurde in 40 pl RNAse-
freiem Wasser aufgenommen und bis zur weiteren ¥edung bei —80°C gelagert.

2.2.1.6 Isolierung von RNA aus Mausgeweben

Die Gewebe wurden nach der Praparation in flissi§é&okstoff schockgefroren und bis zur
weiteren Verwendung bei —80°C aufbewahrt. Zur RNAr&ktion wurden die Gewebestlicke
(50-100 mg) mit 1 ml Trizol in Schnappdeckelgefé®erfihrt und 1 min mit einem Ultra-

Turrax (IKA-Labortechnik, Staufen) homogenisierngehlieRend wurden die Proben in 1,5
ml-Eppendorf-Gefal3e tberfuhrt, 5 min bei Raumtemiubiert und 10 min bei 4°C/12000 g

zentrifugiert. Die Uberstande wurden in neue RealsijefalRe uberfihrt, mit 200 pl
Chloroform versetzt, 15 s von Hand geschuttelt 8nain bei Raumtemp. inkubiert. Nach
einem weiteren Zentrifugationsschritt (15 min b&A2000 g) wurde die RNA gefallt. Dazu

wurde die obere, wassrige Phase mit 500 pl Isopapzersetzt, die Losung 15 s von Hand
gemischt, 10 min bei Raumtemp. inkubiert und 10 ten4°C/12000 g zentrifugiert. Zum

Schluss wurde die préazipitierte RNA mit 1 ml 75 %ha&hol gewaschen und 5 min bei
4°C/7500 g zentrifugiert. Das Pellet wurde bei 3%€trocknet und 10 min bei 55°C in
RNase-freiem Wasser gelost. Die geloste RNA wurdezbr weiteren Analyse bei —80°C

aufbewabhrt.

2.2.1.7 Photometrische Konzentrationsbestimmung von Nukleisduren

Die Bestimmung der Nukleinsaurekonzentration et®ldei 260 nm, da bei dieser
Wellenlange das Absorptionsmaximum von Nukleinséddiegt. Bei 260 nm entspricht die
optische Dichte (OD) von 1,0 einer Nukleinsaurelenmtion von 50 pg/ml
(doppelstrangige DNA) bzw. 40 pg/ml (RNA). EventaéVerunreinigungen durch Proteine
oder Phenolriickstande wurden bei 280 nm gemessantelen Praparationen sollte das
Verhéltnis OD 260 nm/OD 280 nm zwischen 1,8 und I&@en. Die DNA- und RNA-
Lésungen wurden tblicherweise 1:100 verdinnt uedainzentration mit einem Photometer

(Ultrospec III; Pharmacia, Freiburg) bestimmit.
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2.2.1.8 Aufreinigung von DNA-Proben

Um die DNA von Enzymen und anderen Proteinen ztebef, wurde die DNA-Probe durch
zweimalige  Phenol/Chloroform/Isoamylalkohol (25 P4Extraktion und einmalige
Chloroform/lsoamylalkohol (24:1)-Extraktion aufgengt. Dazu wurde die DNA in einem
Verhéltnis 1:1 mit Phenol/Chloroform/Isoamylalkohblzw. Chloroform/Isoamylalkohol
durch kurzes Vortexen vermischt und anschlieRemdbfinin bei Raumtemp./14000 Upm
zentrifugiert. Nach jedem Zentrifugationsschrittrdel die obere, wassrige Phase in ein neues

Reaktionsgefald Gberfihrt.

2.2.1.9 Fallung von DNA

Geloste DNA, aufgereinigte Restriktionsansatze, FReddukte sowie Sequenzierreaktionen
wurden zur Aufreinigung bzw. Volumeneinengung mélzZén und Alkohol geféllt. Die
Fallung der DNA erfolgte Ublicherweise durch Zugabe 1/10 Volumen 3 M Natriumacetat
und 2,5 Volumen 100 % Ethanol (35 min bei 4°C/14Q00n). Die geféallte DNA wurde mit

70 % Ethanol gewaschen, unter Vakuum getrockneirukidasser gelost.

PCR-Produkte wurden mit 1 Volumen 4 M Ammoniumatcetad 2 Volumen frischem
Isopropanol gefallt (35 min bei Raumtemp./14000 Ypbabei wurden die Oligonukleotide
und kleine (<80 bp) DNA-Fragmente selektiv entfernt

2.2.1.10Agarosegelelektrophorese
Bei der Gelelektrophorese werden Nukleinsaurenraatyihrer negativen Ladung in einem
elektrischen Feld ihrer Gro3e nach aufgetrennt. R8+2 % Agarosegelen kdnnen 100 bp-15

kb grol3e DNA-Fragmente aufgetrennt werden.

Vor der Agarosegelelektrophorese wurden die Probah 1/6 Volumen 6x DNA-
Probenpuffer versetzt. Die Auftrennung der Probemfolgte in horizontalen
Gelelektrophorese-Apparaturen (Owl Scientific, US#) 60-120 V. Als Laufpuffer diente
1x TBE. Als Molekulargewichtsstandard wurden 5-10dgr Marker100 bp DNA ladder
(NEB, Frankfurt)A DNA/Hindlll Fragments(Invitrogen, Karlsruhe) ode2-Log DNA ladder
(NEB, Frankfurt) auf das Gel aufgetragen.

Zur Darstellung der DNA wurden die Gele 10 min ineg Ethidiumbromidlésung (5 pg/ml)
gefarbt und 10-20 min in Wasser entfarbt. Ansclare3wurden die Gele unter UV-Licht mit
einer Geldokumentationsanlage (Herolab, Wiesloaosyawertet und fotografiert.
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2.2.1.11Extraktion von DNA-Fragmenten aus Agarosegelen

Nach der Auftrennung der DNA-Fragmente mittels @@&leophorese wurden die

gewilnschten DNA-Banden unter UV-Licht mit einem Ikl aus dem Gel ausgeschnitten.
Dabei wurde das Agarosegel mdoglichst kurz dem UshLi ausgesetzt, um DNA-

Schadigungen zu vermeiden. Die WiedergewinnungDidA aus den Gelstiicken erfolgte
mit demQIAquick Gel Extaction Ki(Qiagen, Hilden) nach Angaben des Herstellers.

2.2.1.12Sequenzierung von DNA

Die routinemallig angewandte Methode zur DNA-Seqgeemzg beruht auf der von Sanger
und Mitarbeitern beschriebenen Kettenabbruchmethodie durch die Verwendung
fluoreszierender Didesoxynukleotide modifiziert wei(Leeet al, 1992; Sangeet al, 1977).
Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefihi$quenzierungen erfolgten mit dem
BigDye Sequencing K{¥ersion 3.1; Applied Biosystems, Weiterstadt).

Der Sequenzierungsansatz setzte sich wie folgthzongan:

50-100 ng PCR-Produkt bzw. 1-3 pg Plasmid-DNA

10 pmol Oligonukleotid (Sequenzierprimer)

2 ul 5x Sequenzierungspuffer (Applied Biosystemsjté/stadt)
2 uIBigDye(Applied Biosystems, Weiterstadt)

ad. 10 pl HO bidest

Die Sequenzierung wurde mit folgendem Thermocyctegramm durchgefihrt:

1 min 95°C
30 s 95°C, 10 s 50°C, 4 min 60°C (30 Zyklen)

Die Produkte der Sequenzierungsreaktion wurden Matrimacetat/Ethanol gefallt und
zweimal mit 70 % Ethanol gewaschen. Nach der Vakuecknung wurde die DNA in 2,5 pl
Sequenzierladepuffer (Formamid/Blue-D-Puffer im Rédinis 6:1) geldst. Die anschlieRende
Polyacrylamidgelelektrophorese, die Detektion detuofeszenzsignale und deren
automatische Auswertung erfolgten mit dedBl Prism 377Sequenziergerat (Applied
Biosystems, Weiterstadt) nach den Angaben des ¢lierst
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2.2.2 Klonierung von DNA-Fragmenten

2.2.2.1 Annealing von Oligonukleotiden

Fur die Herstellung von RNAIi-Konstrukten wurden thedas pTER-Plasmid einzufligenden
Oligonukleotide gepaart. Dazu wurden je 2 ul deg@iukleotide (1pg/pl) mit 46 ul des
Annealing-Puffers flr 3 Minuten bei 90°C denaturidanach fur 1 h bei 37°C inkubiert.

2.2.2.2 Verdau von DNA mit Restriktionsendonukleasen

Der Verdau von DNA erfolgte nach Angaben des Enansiellers (NEB, Frankfurt) unter

Verwendung der mitgelieferten Puffer. Die eingesetZnzymmenge und die Dauer der
Restriktion wurden auf die jeweilige DNA-Menge abg@amt. In der Regel wurden pro pg
DNA 3-5 U Enzym eingesetzt. Die Inkubationszeitrbgtmindestens 1 h bei dem fir das
Restriktionsenzym notwendigen Temperaturoptimunép®rative Ansatze enthielten in der
Regel 5-20 ug DNA in einem Restriktionsvolumen \&k100 pl, wahrend fir analytische

Zwecke 0,5-1 pg DNA in einem Gesamtvolumen von Béipgesetzt wurden.

2.2.2.3 Dephosphorylierung von Vektorenden

Um die Religation von Vektorenden zu verhindernrdeulinearisierte Plasmid-DNA vor
einer Ligation mit alkalischer Phosphatase behandalrch die alkalische Phosphatase
werden Phosphatreste an DNA-Enden enzymatisch rentfeZu einem 50 pl-
Restriktionsansatz mit 1-2 pg Plasmid-DNA wurde laldalische Phosphatase (Roche,
Mannheim) zugegeben. Der Ansatz wurde fur 15 mir8Be&C und anschliel3end fir 15 min
bei 56°C inkubiert. Nach einer kurzen Abkihlung di wurde erneut 1 U Enzym
hinzugegeben und die Inkubationsschritte wurderdevigolt. Die Aufreinigung der DNA
erfolgte mittels Agarosegelelektrophorese oder atsitiPhenol/Chloroform/Isoamylalkohol-
Extraktion (siehe Kapitel 2.2.1.8).

2.2.2.4 Ligation

Die Ligation erfolgte in einem Volumen von 10-20, wobei das einzufigende DNA-
Fragment in einem Verhaltnis 3:1 zur Vektor-DNAgesetzt wurde. Die Reaktion wurde mit
0,5-1 U T4-DNA-Ligase (Invitrogen, Karlsruhe) undm mitgelieferten Puffer durchgefuhrt.
Die Inkubation erfolgte bei 16°C Uber Nacht. Fie @inschlieBende Transformation von

Bakterien wurden in der Regel 1-5 pl des Ligatioissdézes eingesetzt.

2.2.2.5 Herstellung chemokompetenter Bakterien

Die Herstellung chemokompetenter Bakterien erfotgteh einer modifizierten Methode von
Hanahan (Hanahan, 1985). Hierbei wurde eine 10 wofttK deskE. col-Stammes DH&
angesetzt und tUber Nacht bei 37°C/220 Upm inkubfem folgenden Tag wurden 100 ml
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LB-Medium mit der Ubernachtkultur auf eine @@von 0,05 beimpft und bis zur QEvon
0,5 weiter inkubiert. Die Bakteriensuspension wurdann 10 min bei 4°C/1200 ¢
zentrifugiert und das Bakterienpellet in 30 ml elsém Tfbl-Puffer resuspendiert. Der Ansatz
wurde 30 min auf Eis inkubiert und 6 min bei 4°@8pzentrifugiert. Das Pellet wurde dann
vorsichtig in 4 ml eiskaltem Tfbll-Puffer resuspé&tl in 200 pl-Aliquots aufgeteilt und in
flissigem Stickstoff schockgefroren. Die Aliquotsinden bis zur Verwendung bei —80°C

gelagert.

2.2.2.6 Herstellung elektrokompetenter Bakterien

Zur Herstellung elektrokompetenter Bakterien wurdgm ml LB-Medium mit E. colr
Bakterien des TOP10-Stammes angeimpft und die Kulher Nacht bei 37°C/220 Upm
inkubiert. Am folgenden Tag wurden 500 ml LB-Mediumit 5 ml der Ubernachtkultur
beimpft und der Ansatz bis zu einer pvon 0,5 weiter inkubiert. Die Suspension wurde fir
30 min auf Eis inkubiert und anschlieBend 15 min #%C/2000 g zentrifugiert. Das
Bakterienpellet wurde in 500 ml eiskaltemy@H bidest resuspendiert. Nach den folgenden
Zentrifugationsschritten (je 15 min bei 4°C/2000ng)rde das Pellet nacheinander in 250 mi
eiskaltem HO bidest, 20 ml eiskaltem 10 % Glycerin und 2 ngkeltem 10 % Glycerin
resuspendiert. Schliel3lich wurden die Bakteried® pl-Aliquots aufgeteilt, in flissigem

Stickstoff schockgefroren und bei —80°C gelagert

2.2.2.7 Transformation von Bakterien mittels Hitzeschock

Die chemokompetenten Bakterien (200 pl) wurden Eigf aufgetaut und mit 2-5 pl des
vorgekuhlten Ligationsansatzes ein Schnappdeck#lggégeben. Der Transformationsansatz
wurde 30 min auf Eis inkubiert, dann 1 min bei 42%@itzt (Hitzeschock) und anschlie3end
kurz auf Eis gekuhlt. Nach der Zugabe von 1 ml LBeim wurde der Ansatz 60 min bei
37°C/220 Upm inkubiert. In der Regel wurden 50, 1u@d 500 pl der Kultur auf Ampicillin-
haltigen LB-Agarplatten ausgestrichen und tber Wbheh37°C inkubiert.

2.2.2.8 Transformation von Bakterien mittels Elektroporation

Die elektrokompetenten Bakterien (100 pl) wurderf &is aufgetaut, mit 1 pl des
Ligationsansatzes vermischt und in eine vorgekuHietroporationskivette (1 mm
Elektrodenabstand; Biorad, Minchen) Uberflhrt. Drmansformation erfolgte mit einem
Elektroporationsgerat (Gene Pulser; Biorad, MungHes 1,7 kV und 25 pF. Die Zellen
wurden in 1 ml LB-Medium aufgenommen, in ein Schpdackelgefald tberfihrt und fur 60
min bei 37°C/220 Upm inkubiert. In der Regel wurdEh 50 und 200 pl der Kultur auf
Ampicillin-haltigen LB-Agarplatten ausgestrichenduilber Nacht bei 37°C inkubiert.
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2.2.2.9 Herstellung von Bakterien-Dauerkulturen
Fur die Herstellung von Dauerkulturen wurden 50@er Bakterienkultur mit 500 pl 2x FM-

Medium vermischt und bei —80°C in einem Kryorohntlaeifbewahrt.

2.2.3 Polymerase-Kettenreaktion (PCR polymerase chain reaction

Die PCR dient der enzymatischen Amplifikation voNAFragmenten (Saiket al, 1988).
Hierbei lagern sich nach der Trennung der DNA-Ddgipénge (1. Schritt: Denaturierung)
zwei synthetisch hergestellte Oligonukleotide are dvlatrizen-DNA an (2. Schritt:
Annealing. Durch die hitzestabile Tag-Polymerase d&grmophilus aquaticuBakteriums
werden ausgehend von den gebundenen OligonukleatigtleMatrizen-DNA komplementare
Nukleotide hinzugefugt und auf diese Weise kompladre DNA-Strange synthetisiert (3.
Schritt: Elongation). Da diese drei Schritte in mezbn Zyklen wiederholt werden, kommt es

zur exponentiellen Vervielfaltigung der Matrizen-BN

Die DNA-Amplifikation erfolgte standardméaRig mitlg@ndem PCR-Programm in einem

Thermocycler:

3 min 94°C (initiale Denaturierung)

20-35 Zyklen: 1 min 94°C (Dentaurierung)
1 min 58-64°C Annealing
1 min 72°C (Elongation)

10 min 72°C (finale Elongation)

4°C

Dabei wurden di&nnealingTemperatur sowie die Anzahl der Amplifikationszklje nach
verwendeten Oligonukleotiden und Matrizen-DNA vexti Der PCR-Ansatz setzte sich wie

folgt zusammen:

20-200 ng Matrizen-DNA

1-2 ul 5’-Oligonukleotid (20 uM)

1-2 ul 3’-Oligonukleotid (20 uM)

4 ul dNTPs (je 1,25 mM)

5 pul 10x PCR-Puffer

ad. 49 ul HO bidest

1 pl Tag-Polymerase (1 U/ul; Roche, Mannheim)

Im Anschluss an die PCR wurden 5 pl der amplifizier DNA mittels

Agarosegelelektrophorese analysiert.
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2.2.4 Reverse Transkription (RT)

Nach der Isolation und Aufreinigung der RNA ausl&eloder Geweben wurden 4 ug in die
RT-Reaktion eingesetzt. Die RNA wurde mit RNaséefre Wasser auf ein Volumen von 16
ul aufgefillt und 10 min bei 70°C denaturiert. BPimbe wurde kurz auf Eis abgekuhlt bevor

das folgende Gemisch zugegeben wurde:

5 pul T16-Oligonukleotid (50 uM)

3,5 Ul dNTPs (je 10 mM)

4ul0,1MDTT

2 ul RNase Inhibitor (20 U/ul; MBI Fermentas, S¢on-Roth)

8 ul 5x First-Strand Buffer

1,5 pul MMLV-Reverse Transkriptase (200 U/ul; Inegen, Karlsruhe)

Fur Kontrollen auf DNA-Kontamination wurde anstetler Reversen Transkriptase RNase-
freies Wasser eingesetzt. Die cDNA-Synthese edoligti 37°C fur 90 min. Anschlie3end
wurde die reverse Transkriptase durch eine Inkabdiei 95°C fur 10 min inaktiviert und der
Ansatz auf 4°C gekdhilt.

Fur RT-PCRs wurden 1-2 pl der cDNA als Matrize esgjzt. Um die Genexpression in
verschiedenen Proben vergleichen zu koénnen, wumEmiquantitative RT-PCRs mit
gleichen cDNA-Mengen und und gleichen Zyklenzaldarchgefihrt. Als Kontrolle fuir eine
erfolgreiche cDNA-Synthese und fiir die in die RTHP@ingesetzte cDNA-Menge wurde

parallel die Amplifizierbarkeit eines Haushaltsgéf#\ktin) untersucht.

2.2.5 Hybridisierungstechniken auf Filtermembranen

2.2.5.1 Radioaktive Markierung von Sonden

Die radioaktive Markierung von DNA-Sonden erfolghét demPrime-It I Random Primer
Labeling Kit (Stratagene, Amsterdam) nach Angaben des Herstellge in dieser Arbeit
verwendeten Sonden (ausgenommen der siRNA-spdmfisSonden; siehe Kapitel 2.2.5.2)
wurden mittels PCR generiert und besalRen eine Grofel00-500 bp. Fir die Markierung
wurden 10 pRandom 9mer Primezu 25-50 ng Sonden-DNA gegeben und mi©OHauf ein
Volumen von 34 ul aufgefillt. Der Ansatz wurde 5Snnfiitzedenaturiert und kurz auf Eis
gekiihlt. AnschlieRend wurden 10 pl 5x dCTP-Pufep| [o->*P]dCTP (10 pCi/ul) und 1 pl
Klenow Exo- (5 U/ul) zugegeben und der Ansatz f6¥30 min bei 37°C inkubiert. Die
Reaktion wurde mit 2 p$top-Mixbeendet und der Ansatz fir 2 min auf Eis inkubikftit
Sephadex G50 Nick Spin Colun{Rharmacia, Freiburg) wurden nicht eingebaute dltidle

entfernt. Um die Effektivitat der Markierung zu ipsifen, wurden 1-2 ul des Ansatzes in 10

40



MATERIAL UND METHODEN

ml Szintillationsflussigkeit (Roth, Karlsruhe) mginem Szintillationszahler (Perkin Elmer,
Rodgau-Jigesheim) gemessen. Die Sonde wurde voHylaidisierung durch Kochen (5

min) denaturiert und kurz auf Eis gekuhilt.

2.2.5.2 Radioaktive Markierung von siRNA-spezifischen Sonde
Die radioaktive 5’-Endmarkierung von siRNA-spezfien Oligonukleotiden wurde mit der
T4-Polynukleotidkinase durchgefuhrt. Der Markiersagsatz setzte sich wie folgt

Zusammen:

1 pl Oligonukleotid (100 uM)

2 ul 10x T4-Polynukleotidkinasepuffer

5 pl [y-**P]dATP (10 pCi/pl)

1 pl T4-Polynukleotidkinase (10 U/ul; NEB, Frankjur
11 pl KO

Der Ansatz wurde 1 h bei 37°C inkubiert, dann naktivierung der Kinase 10 min bei 68°C
inkubiert und auf Eis abgekuhlt. Zur Fallung dem&en-DNA und zum Entfernen nicht
eingebauter Nukleotide wurde der Ansatz mit 10 pOH120 pul 5 M NHOAc und 375 pl

eiskaltem Ethanol vermischt und 30 min auf Eis biku. Nach einem Zentrifugationsschritt
(20 min bei 4°C/14000 Upm) wurde das Pellet mit 500 % Ethanol gewaschen. Nach
zwei weiteren Zentrifugationsschritten (je 5 min B&C/14000 Upm) mit anschlieRender
Entfernung der Uberstande wurde das Pellet 5-10lafigetrocknet und dann in 100 pl 1x
TE gelost. Nach der Markierung wurde 1 pl des Aresatin 10 ml Szintillationsflussigkeit
mit einem Szintillationszéhler gemessen. Die Somdede vor der Hybridisierung durch

Kochen (5 min) denaturiert und kurz auf Eis gekihlt

2.2.5.3 DNA-DNA-Hybridisierung ( SouthernHybridisierung)
Die Hybridisierung von gelelektrophoretisch aufgatiten DNA-Fragmenten auf
Nylonmembranen erfolgte nach der von Southern bietidnen Methode (Southern, 1975).

Die SouthernHybridisierung wurde zur Genotypisierung von Mé&userwendet.

10 pug der genomischen DNA wurden mit geeigneteririRBensendonukleasen verdaut und
mittels Gelelektrophorese auf einem 1,2 % Agardsagfgetrennt. In der Regel wurde die
Gelelektrophorese bei 60-80 V durchgefiuhrt; als éiolargewichtsstandard dienLog
DNA ladder (NEB, Frankfurt) und als Laufpuffer 1x TAE. Die kka&rbanden wurden im
fertigen Gel unter UV-Licht mit einem Spatel markidDas Gel wurde fur 15 min in 0,25 N

HCI depuriniert und anschlie3end fur 30 min in DIR&naturierungslosung inkubiert.
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Der Transfer der DNA-Fragmente auf eine Nylonmembf&lybond N+; Amersham,

Freiburg) erfolgte durch Kapillarkrafte, wobei ainidirektionaler Aufbau verwendet wurde
(nach Sambrooket al, 1989). Der Transfer erfolgte fur 16-72 h in DNA-
Denaturierungslosung. Nach Abschluss des Transfarden die Markerbanden mit einem
Fettstift eingezeichnet und die Membran wurde kfftgcknet. Bis zur weiteren Verwendung
wurde die Membran zwischen zwei Schichten 3MM-WhatirRapier gelegt, in eine

Plastiktite eingeschweil3t und bei 4°C aufbewahrt.

Vor der Hybridisierung mit der radioaktiv markiarteSonde wurde die Membran fur
mindestens 4 h in 1 ml/chExpressHyb(Clontech, Heidelberg) bei 60°C prahybridisiert.
AnschlieRend erfolgte die Hybridisierung mit eimétzedenaturierten DNA-Sonde (1-2x°10
cpm/ml ExpressHyb tUber Nacht bei 60°C. Die Inkubationsschritte lgtien in einem
Hybridisierungsofen (HB-2; Techne, Jahnsdorf) usténdiger Rotation der Membran.

Am folgenden Tag wurde die Membran 45 min mit WASH&L Raumtemp. gewaschen und
dabei die Waschlésung mehrmals gewechselt. Damdgteh zwei Waschschritte (je 10 min)
mit WASH2 bei 50°C. Zur Signaldetektion wurde diefdbran in Frischaltefolie gewickelt
und in einer mit Verstéarkerfolie (Cronex Quantg DiuPont, Bad Homburg) ausgekleideten

Kassette 6 h bis 7 Tage bei —80°C autoradiografi¢yperfilm; Amersham, Freiburg).

Zum Entfernen der hybridisierten Sonde wurde dianidean 30 min in kochendem 0,5 %
SDS gereinigt. Bis zur weiteren Verwendung wurde #lembran in Frischhaltefolie
gewickelt und bei —20°C aufbewabhrt.

2.2.5.4 DNA-RNA-Hybridisierung ( Northern-Hybridisierung)
Um die Genexpression auf RNA-Ebene zu untersucherdevdie isolierte RNA mittels
Gelelektrophorese aufgetrennt, durch Kapillarkrafie Nylonmembranen transferiert und mit

einer fur das Gen spezifischen Sonde detektiert.

In der Regel wurden 20 pug der RNA vakuumgetrockmet in 10 pl 3x RNA-Ladepuffer
geldést. Nach Zugabe von 20 ul 1,5x RNA-Probenpuffarden die Proben fir 10 min bei
65°C inkubiert, auf Eis abgekuhlt und mit 1 pl Bibmbromid (1 mg/ml) versetzt. Das
Agarosegel (1,2 % in 1x MOPS) enthielt 6,5 % Fodehld; als Laufpuffer diente 1x
MOPS. Die Gelelektrophorese erfolgte bei 80-100iv0124-9,5 kb RNA ladddinvitrogen,
Karlsruhe) als Molekulargewichtsstandard. Das dertGel wurde nach Fotodokumentation
40 min in RNA-Hydrolyselosung und zweimal 20 min RNA-Neutralisierungslosung

inkubiert.
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Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (Hybdiwel Amersham, Freiburg) erfolgte
in 10x SSC fir 48 h nach einer von Mason und Madéon beschriebenen Methode (Mason
et al, 1993). Um die RNA auf der Membran zu fixieren,rdai die Membran luftgetrocknet
und zweimal mit 1200 kJ im UV-Crosslink&tratalinker 1800(Stratagene, Amsterdam)
bestrahlt. Die Membran wurde bis zur weiteren Vereng zwischen zwei Lagen 3MM-

Whatman-Papier in eine Plastiktite eingeschweiflitoe 4°C gelagert.

Die Membran wurde fiir 2-4 h bei 65°C in 1 mlfciBxpressHybprahybridisiert. Die
Hybridisierung mit der hitzedenaturierten DNA-Son@e-2x 10 cpm/ml ExpressHyp
erfolgte fir 3 h bis Uber Nacht bei 65°C. Die Wasthitte wurden bei Raumtemp.
durchgefuhrt (WASH1: 30 min, WASH2: zweimal 15 mib)as weitere Vorgehen erfolgte
wie in Kapitel 2.2.5.3 fur die DNA-DNA-Hybridisieng beschrieben.

2.2.5.5 DNA-RNA-Hybridisierung zur siRNA-Detektion
Zur Untersuchung der siRNA-Expression wurde die Zelen oder Geweben isolierte RNA
gelelektrophoretisch aufgtrennt, auf eine Nylonmeanbtransferiert und anschlie3end die

siRNA mit einer spezifischen Sonde detektiert.

10-30 pg der RNA wurden vakuumgetrocknet und inl RNA-Loading Mix gelost. Kurz
vor dem Auftragen auf das Gel wurden die Proberatigiert (5 min bei 95°C) und auf Eis
gekuhlt. Die Auftrennung erfolgte auf einem 12 %lyBorylamidgel, das sich wie folgt

zusammensetzte:

5,99 ml 30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1)

1,5 ml 10x TBE

6,3 g Harnstoff

3,75 ml Formamid

75 ul 10 % APS + 7,5 pul TEMED (zur Polymerisation)

Die Gelelektrophorese wurde in einer vertikalen el&trophorese-Apparatur (Bio-Rad,
Munchen) bei 50 V durchgefiuhrt. Als Laufpuffer dierix TBE.

Der Transfer der RNA auf eine Nylonmembran (Hybdte Amersham, Freiburg) erfolgte
mit Hilfe einer elektrischesemi-dryBlottingapparatur (Biometra, Géttingen) mit 1x TRE
Transferpuffer. Dazu wurden 20 Lagen 3MM-Whatmapi®amit 1x TBE befeuchtet und

derBlot wie folgt aufgebaut:
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Kathode

10 Lagen 3MM-Whatman-Papier
Polyacrylamidgel
Nylonmembran

10 Lagen 3MM-Whatman-Papier
Anode

Der Transfer erfolgte fur 1h bei 80-150 mA. AnseBknd wurde die Membarn
luftgetrocknet. Um die RNA auf der Membran zu free, wurde die Membran zweimal mit
1200 kJ im UV-CrosslinkeStratalinker 1800(Stratagene, Amsterdam) bestrahlt. Bis zur
weiteren Verwendung wurde die Membran zwischen Zvagjen 3MM-Whatman-Papier in

eine Plastiktite eingeschweil3t und bei 4°C gelagert

Die Membran wurde 15-30 min in Hybridisierungspuffewaschen und anschlieend 1 h in
Church-Puffer prahybridisiert. Die Hybridisierungrfadgte Uber Nacht mit einer
hitzedenaturierten Sonde (2-10x °1@pm/ml Hybridisierungspuffer) in einem 10 ml-
Volumen. Am folgenden Tag wurde die Membran vierm&l Hybridisierungspuffer (je 10-
15 min pro Waschschritt) und ein bis dreimal mit 8kgpuffer (je 10-15 min pro
Waschschritt) gewaschen. Das weitere Vorgehengeefolie in Kapitel 2.2.5.3 fur die DNA-
DNA-Hybridisierung beschrieben.

2.3 Arbeiten mit Proteinen

2.3.1 Isolierung von Proteinen aus Zellkulturen

Zur Proteingewinnung wurden die Zellen in der Regel0 cm-Kulturschalen kultiviert. Die
Zellen wurden zweimal mit PBS gewaschen und mit RDCP-Puffer lysiert. Das Zelllysat
wurde mit einem Zellschaber geerntet, in 1,5 ml-dtmworf-Gefalle tberfihrt und 10 min auf
Eis inkubiert. Die Proben wurden 10 min bei 4°CQ@0Upm zentrifugiert und die
Uberstande bis zur weiteren Verwendung bei —209@gget.

2.3.2 Isolierung von Proteinen aus Mausgeweben

Die zu untersuchenden Gewebe wurden nach der Rtdparin flissigem Stickstoff
schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung b80D°C aufbewahrt. Fir die
Proteinextraktion wurden die Gewebestiicke in fijesi Stickstoff mit Morser und Pistill
zerkleinert und in ein Schnappdeckelgefald UberfiulNach der Zugabe von 1 ml
Gewebelysepuffer wurden die Proben 10 min gekocitt anschlieBend mit Hilfe eines

Ultraschallstabs (Branson, USA) mit zweimal 10 $tbl3beschallt. Nach einem
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Zentrifugationsschritt (10 min bei 4°C/14000 Upmurden die Uberstande in neue
Reaktionsgefal3e tUberfuhrt und bis zur weiteren ¥adung bei —20°C gelagert.

2.3.3 Bestimmung der Proteinkonzentration

Die Quantifizierung der Proteine erfolgte mit deBio-Rad Protein AssayBio-Rad,
Minchen). Dazu wurden 1 pl des Proteinextrakte, fOH,O und 200 plDye Reagent
Concentratedurch Vortexen vermischt und fir 5 min bei Raungemkubiert. Durch die
Reaktion des Bio-Rad-Reagenz mit dem Protein d@dabjn Farbumschlag der Lésung, der
photometrisch bei 595 nm gemessen wurde. Als Refediente eine Kontrolle ohne
Proteinextrakt. Die Proteinkonzentrationen wurdeah Hife einer BSA-Eichkurve ermittelt,

die zuvor mit definierten BSA-Mengen erstellt wurde

2.3.4 Fallung von Proteinen

Fur die Fallung der Proteine wurde die gewlnschendé des Proteinextraktes mit dem
neunfachen Volumen eiskaltem Aceton versetzt undlfin bei —20°C gefallt. Nach der
anschlieBenden Zentrifugation (10 min bei 4°C/140Q0n) wurden die Proteinpellets kurz
getrocknet und in 20 pl 2x Proteinprobenpuffer spaumdiert.

2.3.5 SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE)

Die Analyse von Proteinextrakten erfolgte mittel®SSPolyacrylamidgelelektrophorese
(Laemmli, 1970). Durch die Zugabe von Natriumdodgayat (SDS sodium dodecyl sulfate
werden die Proteine denaturiert und mit einer negatLadung umhdllt. Dadurch wird eine
Auftrennung der Proteine aufgrund ihres Molekulangates ermdglicht, so dass weder die
native Form der Proteine noch deren Eigenladung Wenderungsgeschwindigkeit im
elektrischen Feld beeinflussen. Die Verwendung ahskuierlicher Gele, bestehend aus
Sammel- und Trenngel, fihrt zu einer Konzentratilen Proteinextrakte in einer scharfen

Zone, so dass alle Proteine gleichzeitig in diertemde Gelmatrix einlaufen.

Fur die SDS-PAGE wurden 6 % Trenngele verwendanral- und Trenngel setzten sich

wie folgt zusammen:

Sammelgel: Trenngel:
30 % Acrylamid/Bisacrylamid (37,5:1) 0,5 ml OIml
Tris 0,38 ml (1 M, pH 6,8) 1,3ml (1,5 kH 8,8)
10 % SDS 30 pl 50 pl
H,O 2,1 mil 2,6 ml
10 % APS + TEMED (zur Polymerisation) 30 ul + 3 pl 50 pl + 5ul
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Die in 2x Proteinprobenpuffer geldsten Proteine dear vor der SDS-PAGE fir 5 min
aufgekocht. Die Auftrennung der Proben erfolgte wertikalen Gelelektrophorese-
Apparaturen (Bio-Rad, Miinchen) mit 1x Laufpuffer 8@-120 V.

Als GroRenstandard wurden 5-10 ul der MarReti-Mark prestaineqRoth, Karlsruhe) und

Full-RangeRainbow molecular weight marker RPN8@0inersham, Freiburg) verwendet.

2.3.6 Western Blot

Im Western Blotwerden die aufgetrennten Proteine aus dem Polgawiggel auf eine

Nitrozellulosemembran Ubertragen. AnschlieBend vdes gewtinschte Protein mit Hilfe
eines spezifischen Erstantikdrpers auf der Memldetektiert. Ein Zweitantikorper, der an
ein Enzym wie die alkalische Phosphatase oder dieeridttich-Peroxidase (HRP,
horseradish peroxida3aekoppelt ist, erkennt die konstante Region dssaBtikorpers. Der

Nachweis des gewlnschten Proteins erfolgt schiie3limit einer Farb- bzw.

Lumineszenzreaktion, die durch das an den Zwekarmger gekoppelte Enzym vermittelt

wird.

Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurdénHitfe einer elektrischesemi-dry
Blottingapparatur (Biometra, Gottingen) auf einetrdlellulosemembran (Amersham,
Freiburg) Ubertragen. Dazu wurde das Trenngel glotigi vom Sammelgel getrennt und wie
die Nitrozellulosemembran 5 min in 1x Transferpuféguilibriert. Das 3MM-Whatman-

Papier wurde ebenfalls mit 1x Transferpuffer befdetcund deBlot wie folgt aufgebaut:

Kathode

6 Lagen 3MM-Whatman-Papier
Polyacrylamidgel (Trenngel)
Nitrozellulosemembran

6 Lagen 3MM-Whatman-Papier
Anode

Der Transfer erfolgte fir 1 h bei 130-160 mA. AriggfRend wurden die Markerbanden mit
einem Fettstift auf der Membran nachgezeichnet.Ahgattigung unspezifischer Bindestellen
wurde die Membran fir 1 h bei Raumtemp. in Blodksing (PBS/0,05 % Tween/5 %
Magermilchpulver) inkubiert. Die Inkubationschrittend Waschschritte wurden auf einem
Schuttler durchgefiihrt. Die Inkubation mit dem Brgikérper (1:1000 mit Blockinglosung

verdunnt) erfolgte Uber Nacht bei 4°C. Am folgendery wurde die Membran dreimal fir 45
min mit PBS/0,05 % Tween gewaschen und dann furndittdem Zweitantikérper (1:5000
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mit Blockinglosung verdinnt) inkubiert. Anschlieewurde die Membran dreimal fur 15

min mit PBS/0,05 % Tween und einmal fir 5-10 minn RBS gewaschen.

Zur Detektion des gewlnschten Proteins wurde dienbtan 1-2 min in einer ECL-LOsung
(Amersham, Freiburg) geschwenkt und anschlieRerainiar Klarsichthlle in eine Kassette
gelegt. Die Darstellung der Proteinbanden erfottytech entsprechend lange Exposition (10 s
bis 1 h) von Rontgenfilmen (Amersham, Freiburgdlen Dunkelkammer.

2.3.7 ELISA

Die Insulinbestimmung im Uberstand von pankreatschBetazellen und isolierten
Langerhans’schen Inseln erfolgte mittels ELIS®hZyme-linked immunosorbent agsddie

im Rahmen der vorliegenden Arbeit angewandte ELT®&8hnik §andwichELISA) basiert
auf der Verwendung zweier Antikorper, die gegerseiiedene Stellen des Insulin-Molekils
gerichtet sind. Einer der Antikdrpercdating antibody ist fest an eine 96-Loch-
Mikrotiterplatte gebunden wahrend der zweitketéction antibodyzusammen mit der zu
messenden Probe auf die Platte gegeben wird. Wéhden Inkubation binden beide
Antikorper an das in der Probe vorhandene Inslar.coatingAntikorper fixiert dabei das
Insulin an der Mikrotiterplatte. In anschlielend&faschschritten werden ungebundene
Bestandteile der Probe sowie der Uberschissigaewatikorper entfernt. Die Detektion des
Insulins erfolgt mit Hilfe des gebundeneletectionAntikdrpers, der an eine Peroxidase
gekoppelt ist. Durch die Zugabe des Chromogensaifetthylbenzidin und des Substrats
Peroxid erfolgt eine enzymatische Farbreaktion,dfie farblose Chromogen in ein blaues
Endprodukt umwandelt. Nach einer bestimmten Zerdwdie Reaktion mit Schwefelsaure
gestoppt, wodurch ein Farbumschlag von blau natih gjgolgt, der photometrisch bei 450
nm gemessen werden kann. Da die Intensitat deegdfarbe proportional zur Menge des
gebundenen zweiten Antikorpers ist, kann auf disese die Insulinkonzentration der Probe

ermittelt werden.

Die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchgefirhftesulinmessungen wurden mit dem
Maus- bzw. Ratteninsulin ELISA-Kit von Mercodia (pgala, Schweden) nach Angaben des
Herstellers durchgefihrt. Fir die Messungen wurde ELISA-Reader MRX 1l (Dynex;
Chantilly, USA) mit der Dynex Revelation-Softwakéefsion G 3.2) verwendet.

2.3.8 Coimmunprazipitation
Die Interaktion zweier Proteine wurde mittels Coiomprazipitation untersucht. Die zu
untersuchenden Proteine wurden dazu fiir 48 h in B&KZellen coexprimiert, um eventuell

gebildete Proteinkomplexe im Proteinextrakt detedehachzuweisen.
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Bei der Coimmunprazipitation wird dem Proteinextraknachst ein Antikdrper, das gegen
eines der beiden Proteine gerichtet ist, zugegebeser Antikdrper bindet an sein Antigen,
welches frei oder mit anderen Proteinen assozienliegen kann. Die Antikdrper-

Antigenkomplexe werden durch das aus Bakterien geemwe Protein A detektiert, welches
mit hoher Affinitdt an Immunglobuline bindet. Dieolplung von Protein A an eine
Sepharosematrix ermdoglicht die Préazipitation der bugelenen Proteine bzw.
Proteinkomplexe. In einem zweiten Schritt werden mhazipitierten Proteine mitte\Western

Blot untersucht. Die Interaktion der zwei zu untersades Proteine kann hierbei durch
Verwendung eines zweiten Antikorpers, der gegen meenziellen Interaktionspartner des

ersten Proteins gerichtet ist, nachgewiesen werden.

Um unspezifische Protein A-bindende Bestandteils dam Proteinextrakt zu entfernen,
wurde die Probe (125 pl) zunachst Gber Nacht mituR@Protein A-Sepharosesuspension
(Amersham, Freiburg) prainkubiert. Die Inkubationsid Waschschritte wurden durch eine
Uber Kopf-Rotation der ReaktionsgefalRe (1,5 ml-Bppef-Gefalle) bei 4°C durchgefiihrt.
Am folgenden Tag wurde die Protein A-Sepharoseldeinen Zentrifugationsschritt (1 min

bei 200 g) entfernt und der Uberstand fiir 4 h mital2des ersten Antikorpers (1 pg/ul)
inkubiert. Nach Zugabe von 30 pl Protein A-Sephesaspension wurde der Ansatz fur
weitere 2 h inkubiert. Die Protein A-Sepharose uhid daran gebundenen Antikérper-
Proteinkomplexe wurden anschlieRend durch Wascitigcl£entrifugation fur 1 min bei 200

g und anschlielRende Resuspension des Sepharotedatieh tber Kopf-Rotation fir 3 min)

von ungebundenen Proteinen befreit. Dazu wurdeSagsharosesediment zweimal in 1 ml
TSAT-Puffer, dann in 1 ml TSA-Puffer und in 1 ml 8&M Tris-HCI, pH 6,8 resuspendiert

und schliel3lich in 30 pl Laemmli-Ladepuffer aufgemoen. Um die Proteine von der
Sepharose zu trennen, wurde der Ansatz fir 5 nkod, durch Vortexen gemischt und fur
30 s bei 14000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurigels SDS-PAGE undVestern Blaqt

wie unter 2.3.5 und 2.3.6 beschrieben, analysiert.

2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Verwendete Zelllinien

Zur Generierung stabiler Zelllinien wurden HEK 2%wie INS-1-Zellen verwendet. Die
HEK 293-Zelllinie wurde aus der Transfektion vonmanen emryonalen Nierenzellen mit
Adenovirus 5-DNA etabliert (ATCC CRL-1573; Grahahal, 1977). Die INS-1-Zelllinie
stammt aus einem durch Réntgenstrahlung induzidrisalinom der Ratte (Asfart al,
1992).

48



MATERIAL UND METHODEN

2.4.2 Kultivierung von Zellen

Die Kultivierung von Zellen erfolgte bei 37°C und®CG; in wassergesattigter Atmosphare.
Als Nahrmedien wurden DMEM (Cambrex, Belgien) undPNR-1640 (Gibco-BRL,
Karlsruhe) verwendet. Die Kultivierung von HEK 228llen erfolgte in DMEM-Medium mit
10 % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin ua@0 pg/ml Streptomycin (alle PAN,
Aidenbach). Die INS-1-Zellen wurden in RPMI-1640trhd % FCS, 2 mM L-Glutamin, 100
U/ml Penicillin, 100 pg/ml Streptomycin, 50 pptMercaptoethanol, 10 mM HEPES (pH
7,4; PAA, Cdlbe) sowie 1 mM Natriumpyruvat (Gibc®B, Karlsruhe) kultiviert. Bei etwa
80 % Konfluenz wurden die Zellen zur Passagieruitd®®BS gewaschen, mit Trypsin/EDTA
(PAN, Aidenbach) vom Boden der Zellkulturflaschdogg im Verhéltnis 1:3 bis 1:10 mit

Medium verdinnt und erneut in frischem Medium aatigrt.

Die Kultivieung von isolierten Langerhans’schendimserfolgte in glukosefreiem RPMI-
Medium (Sigma, Minchen), dem eine gewinschte Me@Ggegkose (Sigma, Minchen)
zugesetzt wurde. Dartber hinaus enthielt das MediOn% FCS, 2 mM L-Glutamin, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin.

2.4.3 Einfrieren und Auftauen von Zellen

Vor dem Einfrieren wurden die Zellen mit PBS gewesg trypsiniert und in 5-10 ml
Medium aufgenommen. Die Zellsuspension wurde 10mirRaumtemp./350 g zentrifugiert
und das Pellet in Vollmedium mit 10 % DMSO resuspert. Die Zellen wurden in
Kryoréhrchen tGberfihrt, fir einige Tage bei —801@gefroren und anschlief3end in flissigem

Stickstoff aufbewabhrt.

Zum Auftauen wurden die Zellen kurz bei 37°C inlarbiund in 10 ml Vollmedium
aufgenommen. Nach einem Zentrifugationsschrittr(itl® bei Raumtemp./350 g) wurden die

Zellen in vorgewarmtem Vollmedium resuspendiert imdellkulturflaschen ausplattiert.

2.4.4 Transiente Transfektion von Zellen

Transiente Transfektionen von Zellen wurden logiofectamine 200QInvitrogen, Karlsruhe)
durchgefuhrt. Die zu transfizierenden Zellen wurdeder Regel in 10 cm-Kulturschalen bis
zu einer Konfluenz von 80 % kultiviert. Spatestans Tag vor der Transfektion wurde das
normale Zellkulturmedium durch Vollmedium ohne Amtitika ersetzt. Die Plasmid-DNA
(24 pg) wurde mit OptiMEM (Gibco-BRL, Karlsruhe)fain Volumen von 1,5 ml aufgefullt.
In einem zweiten Ansatz wurden 60 ul Lipofectamiit 1440 pl OptiMEM vermischt und

anschlieBend beide Ansatze fir 5 min bei Raumtemiubiert. Die Losungen wurden
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vereint, fur weitere 20 min bei Raumtemp. inkubiend dann tropfenweise auf die Zellen
gegeben. Das Zellkulturgefal3 wurde dabei vorsichgggchwenkt. Die Analyse der Zellen

erfolgte 24-48 h nach der Transfektion.

Pankreatische Betazellen, die vor dem Insulinsekrstest transfiziert werden sollten,
wurden in 24-Loch-Platten kultiviert (2-3x 1@ellen pro GefaR). Fiur die Transfektion
wurden entsprechend der Zellzahl 0,8 pg DNA undl Zipofectamin eingesetzt, zuvor
wurden beide Komponenten mit OptiMEM auf ein Volumen 50 ul aufgefillt. 4 h nach
der Transfektion wurde das Medium durch frisches lifvedium ersetzt. Der

Insulinsekretionstest wurde 3 Tage nach der Tratisfedurchgefuhrt.

2.4.5 Stabile Transfektion von Zellen

Die Generierung stabil transfizierter Zellkloneatdgte mittels Elektroporation. Dazu wurden
die Zellen zweimal mit PBS gewaschen, trypsiniad in DMEM- bzw. RPMI-Medium ohne
Zusatze aufgenommen. Nach dem Zentrifugieren (X¥0bai Raumtemp./350 g) wurden die
Zellen dreimal mit DMEM- bzw. RPMI-Medium ohne Ziwsa gewaschen (jeweils
resuspendiert und zentrifugiert) und anschlieRararer Neubauer-Zahlkammer gezahit. Die
Konzentration der Zellsuspension wurde auf 5% 2€llen/700 pl Medium eingestellt. Fiir die
Transfektion wurde die linearisierte Plasmid-DNA (1g) mit PBS auf ein Volumen von 100
ul aufgefullt, mit 700 ul Zellsuspension vermiscehid in Elektroporationskivetten (4 mm
Elektrodenabstand; Biorad, Munchen) Uberfuhrt. Oiensfektion erfolgte mit einem
Elektroporationsgerat (Gene Pulser; Biorad, Minghen 960 uF und 350 V (HEK 293)
bzw. 240 V (INS-1). Die Zellen wurden anschlieReimd vorgewarmtem Vollmedium

aufgenommen und auf 10 cm-Kulturschalen ausplattier

Die Selektion der HEK 293-Klone erfolgte zwei Taggch der Transfektion mit 1 mg/ml
Neomycin. Die Selektionsbedingungen wurden bis zamten Einfrieren der Zellen
aufrechterhalten. Die INS-1-Klone wurden direktarmginem Fluoreszenzmikroskop anhand
der EGFP-Fluoreszenz selektioniert. Makroskopisciiitisare Klone wurden mit einer Pipette

von der Zellkulturschale in 24-Loch-Platten Uberflimd anschlieRend weiter expandiert.

2.4.6 Transfektion von Zellen mit siRNA

Zur Herunterregulationknock dowi eines gewiinschten Gens wurden die Zellen mifider
das Gen spezifischen siRNA transfiziert. Die Trak8bn erfolgte mitLipofectamine 2000
und PLUS Reagent(Iinvitrogen, Karlsruhe). In der Regel wurden diell@n in T25-
Zellkulturflaschen bis zu einer Konfluenz von 80kMitiviert. Am Tag vor der Transfektion

wurde das Zellkulturmedium durch Vollmedium ohnegibiotika ersetzt.
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Die siRNA (400 pmol) wurde mit OptiMEM auf ein Vahen von 420 ul aufgefillt und mit

80 ul PLUS-Reagenz vermischt. In einem zweiten famsarden 20 pl Lipofectamin mit 480

ul OptiIMEM vermischt und beide Ansatze fur 15 miai IRaumtemp. inkubiert. Danach
wurden die Ansatze vereint, fir weitere 15 min Baumtemp. inkubiert und anschliel3end
mit OptiMEM auf ein Volumen von 4 ml aufgeflllt. ®iZellen wurden zweimal mit

OptiMEM gewaschen und mit dem Transfektionsansaterdchichtet. Nach einer

Inkubationszeit von 3 h wurde das Medium durchcfres Vollmedium ohne Antibiotika

ersetzt. 24 h nach Transfektion wurde die RNA &oliund derKnock dowrEffekt

untersucht.

2.4.7 Fixierung von Zellen fur die Fluoreszenzmikroskopie

Fur die Fluoreszenzmikroskopie wurden die Zellefh sterilen Deckglaschen in 10 cm-

Kulturschalen bis zu der gewiinschten Dichte kudtiviZum Fixieren wurden die Zellen

dreimal mit PBS gewaschen, mit PBS/4 % Parafornmgiddiberschichtet und 30 min bei
Raumtemp. inkubiert. Anschlie3end wurden die Ze#eeimal mit PBS gewaschen und die
Deckglaschen mit den Zellen auf der Unterseite igbtig) auf Objekttrager, die mit einem

kleinen Tropfen PBS versehen waren, Ubertragen.2iekglaschen wurden mit Fixogum

abgedichtet und die Proben fur 30 min bei Raumtegefrocknet. Die Fluoreszenzanalyse
erfolgte noch am gleichen Tag mit einem konfokadlaserscanning-Mikroskop (TCS SP2;

Leica, Wetzlar).

2.4.8 Fixierung und Propidiumiodid (Pl)-Farbung von Zellen fir die FACS-
Analyse

Die Zellen wurden mit PBS gewaschen, trypsinied im4 ml PBS resuspendiert. Nach der
Uberfiihrung in Rundbodenréhrchen (Becton Dickingéeidelberg) wurden die Proben fir 4
min bei Raumtemp./350 g zentrifugiert. Das ZelkeNvurde mit 3 ml PBS gewaschen,
erneut zentrifugiert und durch Vortexen in 200 BSresuspendiert. Zum Fixieren wurde die
Zellsuspension mit 800 pl eiskaltem Methanol veatsehd durch Vortexen vermischt. Bis zur

weiteren Verwendung wurden die Proben bei —20°Geawdéhrt.

Fur die PI-Farbung wurden die fixierten Zellen 4rbei Raumtemp./350 g zentrifugiert und
das Pellet mit 3 ml PBS gewaschen. Nach einem meeitéentrifugationsschritt wurden die
Zellen durch Vortexen in 1 ml Pl-Farbelosung (PBS{&) Propidiumiodid/100 ng RNase)
resuspendiert. Die Analyse und Auswertung der ¥klisprofile (je 10 000 Zellen) erfolgte
mit dem FACS-GeraFACSCalibur (Becton Dickinson, Heidelberg) und d@ellQuest

Software.
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2.4.9 Zellproliferationsassay

Die Bestimmung der Zellproliferation erfolgte minem modifizierten Methylenblau-Assay
(Oliver et al, 1989) Dazu wurden 4x {@ellen fiir 80 h in 24-Loch-Platten kultiviert. Die
Zellen wurden in gewlnschten Zeitabstanden mitl @8BS gewaschen und mit 200 pl eines
eiskalten Gemisches aus Aceton/Methanol (1:1) tixiBie fixierten Zellen wurden kurz
luftgetrocknet und dann fir 30 min mit 200 pl Mdénplau (1 % Methylenblau in 10 mM
TBE, pH 8,5) gefarbt. AnschlieRend wurden die Zelleermal mit 1 ml 10 mM TBE pH 8,5
gewaschen und die Féarbeldsung schlie3lich durclal@@igon 1 ml eines sauren Gemisches
aus Ethanol/0,1 M HCI (1:1) eluiert. Die relativelZahl wurde photometrisch bei 650 nm

ermittelt.

2.4.10Insulinsekretionstest mit pankreatischen Betazellen

Die Insulinsekretion der Betazellen wurde nach 8kation mit 15 mM Glukose bzw. nach
Zugabe von 30 mM Kalium untersucht. Kalium wurdes &Cl in den verwendeten
Inkubationspuffer hinzugefiigt (HBSS+K um die lonenkonzentration des Puffers nicht zu
verandern, wurde dabei die NaCl-Konzentration eetdpend verringert. Wéahrend die
glukosestimulierte Insulinsekretion durch Diazoxidinem Kiyrp-Kanaloffner, inhibiert
werden kann, wird die kaliumstimulierte Sekretiaoht durch Diazoxid beeinflusst (siehe
hierzu auch Kapitel 4.7). Die Insulinbestimmungolgfe nach einer Stimulationszeit von 2 h
mittels ELISA.

4-5 Tage vor dem Insulinsekretionstest wurden 2@Zellen in 24-Loch-Platten uberfiihrt.
Am Tag vor dem Test wurde das Vollmedium (mit 1h# Glukose) durch Medium mit 5
mM Glukose ersetzt. Die Zellen wurden nach 18 h 530 pl HBSS/0,2 % BSA/3 mM
Glukose gewaschen und fir 2 h in 500 pul HBSS/0,BS#A/3 mM prainkubiert. Fur die

Insulinsekretionsanalyse wurden die Zellen furi@ folgenden Losungen (500 pl) inkubiert:

1.) HBSS/0,2 % BSA/3 mM Glukose (Sigma, Minchen)

2.) HBSS/0,2 % BSA/3 mM Glukose/250 uM Diazoxidgi@a, Munchen)
3.) HBSS/0,2 % BSA/15 mM Glukose

4.) HBSS/0,2 % BSA/15 mM Glukose/250 pM Diazoxid

5.) HBSS+K/0,2 % BSA/3 mM Glukose

6.) HBSS+K/0,2 % BSA/3 mM Glukose/250 uM Diazoxid

7.) HBSS+KJ/0,2 % BSA/15 mM Glukose

8.) HBSS+K/0,2 % BSA/15 mM Glukose/250 uM Diazoxid
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Die Uberstande mit dem sezernierten Insulin wurigeh,5 ml-Eppendorf-GefaRRe tberfiihrt
und far 10 min bei 4°C/1000 g zentrifugiert. 400 gdér Proben wurden in neue
ReaktionsgefalRe Uberfluhrt und bis zur weiteren yaeamittels ELISA (siehe Kapitel 2.3.7)
bei —20°C aufbewabhrt.

2.5 Histologische Methoden

2.5.1 Herstellung von Gefrierschnitten

Fur die Herstellung von Gefrierschnitten wurden ddegane nach der Pré&paration in
flussigem Stickstoff schockgefroren und bis zurterein Verarbeitung bei —80°C aufbewabhrt.
Die Fixierung der Organe erfolgte mit Einbettmedi(®akura, Heppenheim). Mit Hilfe eines
Kryotoms (Kryostat 1720 digital; Leica, Wetzlar) sden 7 pum dicke Serienschnitte bei
—-25°C angefertigt, die anschlielBend auf beschieh@tjekttrager (Menzel, Braunschweig)

Ubertragen wurden und bis zur weiteren Bearbeibag20°C aufbewahrt wurden.

2.5.2 Herstellung von Paraffinschnitten

Fur die Herstellung von Paraffinschnitten wurdem drgane nach der Praparation in
gepuffertes Formalin (4 % Formaldehyd in Phosphépugegeben und Uber Nacht bei
Raumtemp. fixiert. Am folgenden Tag wurden die Rolnit Leitungswasser abgespult und
in einer aufsteigenden Alkoholreihe (zweimal 502;%; 80 %; dreimal 96 %; dreimal 100
%; bis zu 1 h pro Schritt) dehydriert. Zum Entfermes Ethanols wurden die Proben in Xylol
(dreimal 1 h) inkubiert. Das Xylol wurde schlie®lidurch flissiges Paraffin ersetzt (zweimal
1h; einmal uber Nacht; 60°C). Am folgenden Tag vemrdmit Hilfe einer Paraffin-
Ausgiel3station (EG1140H; Leica, Wetzlar) Paraffiale um die aufgearbeiteten Organe
herum gegossen und nach dem Ausharten mit einemti®@mmikrotom (RM2165; Leica,

Wetzlar) 4 um dicke Serienschnitte angefertigt,alieObjekttrager Ubertragen wurden.

Vor einer Farbung wurden die Préparate entparaftiniDie Objekttrdger wurden dazu
hochkant fir 1 h bei 60°C inkubiert, so dass dasflussigte Paraffin aus den
Gewebeschnitten herauslaufen konnte. Nach dreil3ghatten (je 5 min bei Raumtemp.)
wurden die Schnitte in einer absteigenden Alkohlo&rézweimal 100 %; 96 %; 70 %; 50 %;
je 5 min) rehydriert und mit $#D abgespililt.

2.5.3 Hamatoxylin-Eosin (HE)-Farbung von Gewebeschnitten

Die HE-Farbung erfolgte mit Accustain (Sigma, Miechnach den Angaben des Herstellers.
Dabei wurden die Zellkerne durch Hamatoxylin blaolett und die zytoplasmatischen
Bestandteile durch Eosin rosa bis rot gefarbt. NdshFarbung wurden die Préaparate in einer
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aufsteigenden Alkoholreihe dehydriert (50 %; 7026gimal 96 %; dreimal 100 %; je 5 min)
und nach drei Xylolschritten (je 5 min) mit Entellé@Merck, Minchen) eingedeckelt.

2.5.4 Immunfluoreszenzfarbung von Gewebeschnitten

Fur die Immunfluoreszenzfarbung wurden die Gewdhb@tte dreimal 5 min mit PBS
gewaschen und anschliel3end fur 20 min in 100 p¢kahglosung (PBS/10 % Ziegenserum)
inkubiert. Nach einem kurzen Waschschritt in PB$olgte die Inkubation mit dem
Erstantikorper (1:50 in PBS/0,25 % BSA/0,3 % TritéfL00) fir 1 h bei Raumtemp. Nach
drei Waschschritten in PBS (je 5 min) wurde der favdikdrper (1:200 in PBS/0,25 %
BSA/0,3 % Triton X-100) auf die Schnitte gegebemnl wie Objekttrager fur 45 min in eine
dunkle und feuchte Kammer gelegt. Nach drei Waguitgen mit PBS (je 5 min) wurden die
Schnitte mit DAPI/Antifade (Qbiogene, Heidelberghgedeckelt und die Farbungen mit

einem Fluoreszenzmikroskop (DMRBE; Leica, Wetzéarygewertet.

2.6 Arbeiten mit Mausen

2.6.1 GeschmackstestTwo-bottle preferencé\ssay)

Die Geschmackspréaferenz der Versuchstiere wurdeHiti¢ des Two-bottle preference
Assays (kurz:Two-bottle tegt untersucht. Der Versuch wurde durch Verlangeruaieg
Versuchszeit von 48 h auf 96 h (nach Tordoff unda@anov, 2002) modifiziert.

Fur den Geschmackstest wurden die Mause fur zebga da zwei Trinkflaschen mit Wasser
gewohnt. AnschlieBend wurde eine der Flaschen mmtzd testenden Losung gefullt, die
zweite enthielt weiterhin Wasser. Die Flaschen wargewogen und dann zusammen fir 96
h in den Mauskafig gegeben, wobei die Positionenteschen nach 48 h getauscht wurden.
Nach dem Versuch wurden die Flaschen erneut gewagendie getrunkene Menge zu
ermitteln. Zur Auswertung des Geschmackstests wulae Verhdaltnis der getrunkenen
Testlosung zur getrunkenen Gesamtmenge berechieetl@se, die einzeln getestet wurden,

erhielten zwischen verschiedenen Geschmackstafifemihdestens zwei Tage reines Wasser.

Fur die Geschmacksrichtung sufd wurde Acesulfam ikikibn, Neckarwestheim), fur bitter
Denatoniumbenzoat (Sigma, Minchen) und fimami L-Alanin (Fluka, Taufkirchen)
verwendet. Um geeignete Konzentrationen fur dietld®sngen zu ermitteln, wurde das
Trinkverhalten von wildtypischen C57BL/6-Mausenemtcht; hierbei wurden die Lésungen
in aufsteigender Konzentration getestet, bis eirandertes Trinkverhalten (Praferenz oder
Aversion gegenuber der Testlésung) zu verzeichrean Rie ermittelten Konzentrationen der

Testlésungen waren: 20 mM Acesulfam K, 5 mM Denatmibenzoat und 30 mM L-Alanin.
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2.6.2 Glukosetoleranztest

Fur den Glukosetoleranztest wurde den Mausen taentNfur ca. 20 h) das Futter entzogen.
Am nachsten Tag wurde den Tieren intraperitonegl @lukose (Sigma, Minchen) pro kg
Kérpergewicht injiziert. Die Glukose wurde dazuRBS ohne C& und Md"* geldst und die
Loésung so verdinnt, dass die injizierte Menge c@0 3l umfasste. Kurz vor der
Glukoseinjektion sowie 20, 60 und 120 min nach ldggktion wurde den Mausen mit Hilfe
einer Rasierklinge eine Blutprobe aus der Schwamveentnommen. Die
Blutzuckerbestimmung erfolgte mit einem Glukomet@ccu-Chek Comfort; Roche,

Mannheim).

2.6.3 Insulintoleranztest

Um die Insulintoleranz zu testen, wurde den Maus#émaperitoneal 0,75 U Insulin pro kg
Kdrpergewicht injiziert. Dazu wurde das Insulin (Halog; Lilly, Bad Homburg) mit PBS
ohne C& und Md" auf ein Injektionsvolumen von ca. 300 pl verdirktrz vor dem
Versuch sowie 15, 30 und 60 min nach der Insulgkitipn wurde aus der Schwanzvene eine

Blutprobe entnommen und der Blutzucker mit einemk8meter bestimmt.

2.6.4 Praparation von Langerhans’schen Inseln

Die Praparation der Langerhans’schen Inseln ausnerar Pankreasgewebe erfolgte durch
einen Collagenaseverdau (modifiziert nach Arkhametaal, 1998 sowie Shewadet al,
1999). Dazu wurde die zu untersuchende Maus dwgolikale Dislokation getdtet und das
Pankreas zlgig prapariert. Das Gewebe wurde dremtaHBBS/1 % BSA/3 mM Glukose
gewaschen, mit einem Skalpell in 1-2 mm grofR3e Sigeschnitten und in ein 50 ml-Falcon-
GefalR mit 2,5 ml auf 37°C vorgewarmter Collagenassing gegeben. Die Collagenase-

L&sung setzte sich wie folgt zusammen:

1 mg/ml Collagenase (Sigma, Minchen)
2 mg/ml Soybean trypsin inhibitor (Sigma, Minchen)
in HBBS/1 % BSA/3 mM Glukose

Der Collagenaseverdau erfolgte in einem Schittebakor (Certomat S/R; B.Braun,
Melsungen) fur 35 min bei 37°C/250 Upm. Um die Inseptimal von dem restlichen
Gewebe zu trennen, wurde das Gefal3 zusatzlich7 atkén vorsichtig von Hand tber Kopf
geschattelt. Nach dem Verdau wurde die Collagenssdiviert und die vereinzelten Inseln
von Gewebetrimmern befreit. Dazu wurde der AnsatzHBBS/1 % BSA/3 mM Glukose
auf ein Volumen von 30 ml aufgefullt, vorsichtigeaitiopf geschuttelt und anschlieRend fur
2 min bei 20°C/1000 Upm zentrifugiert. Das Pelletreke in 30 ml HBBS/1 % BSA/3 mM
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Glukose aufgenommen, der Ansatz vorsichtig gesehutund erneut zentrifugiert.
Anschlie3end wurde das Pellet in 30 ml vorgewarniattmedium (RPMI mit 10 % FCS, 2
mM L-Glutamin, 100 U/ml Penicillin, 100 pg/ml Sttgpnycin und 3 mM Glukose)
resuspendiert und der Ansatz auf vier 10 cm-Kuttuaen verteilt. Die vereinzelten Inseln
wurden unter einem Stereomikroskop mit einer Pgpemtnommen und in eine weitere
Kulturschale mit Vollmedium Ubertragen (erster Wessbritt). Nach zwei weiteren
Waschschritten wurden die Inseln in 24-Loch-Platteit Transwell-Einsétzen tberfihrt

(jeweils zehn Inseln pro Gefal3) und im Zellkultkabator kultiviert.

2.6.5 Insulinsekretionstest mit isolierten Langerhans’sckn Inseln

Im Insulinsekretionstest wurde die Sekretionskkneler murinen Langerhans’schen Inseln
untersucht. Als Grundlage fir die Versuchsanordndiegte dabei eine von Srivastava und
Goren beschriebene Methode (Srivastava und Gof@di3)2die durch die Inkubation der
isolierten Inseln in Transwell-Einsatzen mit Polgmatmembranen (3 um
Porendurchmesser; Corning, Wiesbaden) auf 24-Ldatte® modifiziert wurde. Pro Maus
wurden 20 Inseln untersucht, wobei jeweils 10 deseln mit 2,8 mM Glukose (Sigma,
Minchen) und 10 mit 16,8 mM Glukose behandelt wardélit der niedrigen
Glukosekonzentration (2,8 mM) wurde die basale linsekretion der Inseln untersucht,
wéahrend mit 16,8 mM Glukose eine starke Insulinstén angeregt wurde.

Am Tag nach der Praparation wurden die Langerhahnesis Inseln mit 1150 pl KRB/0,1 %
BSA/2,8 mM Glukose gewaschen und fir 30 Minutery@® pl KRB/0,1 % BSA/2,8 mM
Glukose bei 37°C (im Zellkulturinkubator) prainketi AnschlieRend wurden die Inseln in
700 pl KRB/0,1 % BSA/2,8 mM Glukose bzw. 16,8 mMulgse auf einem Schdttler bei
Raumtemp. inkubiert. Um die Insulinsekretion zuewstichen, wurden nach 1, 2, 5, 10 und
30 min 30 pl der Uberstande entnommen und bis @smlinbestimmung mittels ELISA
(siehe Kapitel 2.3.7) bei —20°C gelagert.

Zur Bestimmung der Gesamtinsulinmenge wurden diicken Uberstande entfernt und die
Inseln in 1,2 ml eiskaltem saurem Ethanol (Ethat®l/H,O, 150:3:147) resuspendiert. Die
Kulturplatten wurden mit Parafilm umschlossen urid &roben Uber Nacht bei —20°C
inkubiert. Am folgenden Tag wurden die Uberstamid,5 ml-Eppendorf-GefalRe uberfiihrt
und durch Zentrifugieren (15 min bei 4°C/3000 gnhvden Zelltrimmern getrennt. Die

Uberstande wurden bis zur Insulinbestimmung milESA bei —20°C aufbewahrt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 TRPM5-Expressionsanalysen

Die Gewebespezifitat deFRPM5Expression wird in der Literatur kontrovers diskut
Initiale Expressionsanalysen, die in unserem Lalwor Dr. D. Prawitt und Dr. T. Enklaar
durchgefuhrt wurden, beruhen vor allem albrthern Blot und RT-PCR-Analysen
verschiedener adulter und fotaler Gewebe. Sie dedeohl beim Menschen als auch bei der
Maus auf ein sehr breites Expressionsmuster hikl@&anet al, 2000; Prawittet al, 2000).
Eine zweite Arbeitsgruppe konnte jedoch in der Maue weitaus spezifischere Expression
nachweisen, die sich hauptsachlich auf Geschmamieszellen, Dinndarm und Magen
beschrankt und lediglich im geringeren Mal3e auclJierus und Hoden nachweisbar ist
(Pérezet al, 2002; Pérert al, 2003). Da diese Daten ebenfalls Algirthern BlotAnalysen
beruhen, ist die Unstimmigkeit der Ergebnisse sctaueerklaren. Um das Expressionsmuster
von TRPM5 zu verifizieren, wurden im Rahmen der vorliegendarbeit zunachst
verschiedene unserem Labor zur Verfigung stehemdlén&n und Mausgewebe mittels
semiquantitativer RT-PCR untersucht. Fur die Autwej der Expressionsstudie auf
Proteinebene sollte ein TRPM5-spezifischer Antikdrptabliert werden, der ein&estern
Blot-Analyse der als positiv getesteten Zelllinien @ewebe ermdglicht (siehe Kapitel 3.3).
Um die Interaktion von TRPM5 mit TRPM4, dem né&cksivandten TRP-Protein zu
untersuchen (siehe Kapitel 3.7), wurde in den zerfllgung stehenden Zelllinien auch die

Expression voiTf RPM4untersucht.

3.1.1 TRPM5-Expression in verschiedenen Zelllinien

Die TRPM5Expression wurde zunéchst in verschiedenen humamearinen und
Rattenzelllinien untersucht. Die Zelllinien A7r5ATH.a, MIN6, PC12, Ramos, RBL-2H3,
RINmM5F und U937 wurden freundlicherweise von debelisgruppe Prof. A. Fleig und Prof.
R. Penner (Universitat Hawaii, USA), die Zelllih0.2J von der Arbeitsgruppe Prof. A.
Reske-Kunz (Dermatologie, Universitat Mainz) zurfidgung gestellt.

Aus den Zellen wurde die Gesamt-RNA isoliert, DNaggdaut und mittels RT-PCR
untersucht. Eind RPM5Expression konnte in B-Zellen des Immunsystem®(A2, Ramos),
neuronalen Zellen (CATH.a), Epithelzellen (HeLajvso pankreatischen Betazellen (MING,
INS-1, RINm5F) detektiert werdemRPM4konnte — Ramos-Zellen ausgenommen — in allen
TRPM5positiven Zelllinien nachgewiesen werden. Die bBrgsse der RT-PCR-Analysen
sind in der Tabelle 3.1 zusammengefasst dargestellt
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Tabelle 3.1: TRPM5- und TRPM4-Expression in verschiedenen Zelllinien.
Insgesamt 15 humane, murine und Rattenzelllinierdem mittels RT-PCR auf die Expression ViRPM5und

TRPM4 untersucht. Die in cDNA umgeschriebenen Trans&ripurden mit den Oligonukleotiden TRPM5-
F17/R21 und TRPM4-F/R (humane Zellen) sowie Trpr@5/22R und Trpm4-F/R (murine und Rattenzellen)

nachgewiesen. + = Expression, — = keine Expres3ieitweise veroffentlicht in Prawitt al, 2003.

Zelllinie Beschreibung Organismus | TRPM5 | TRPM4
A20.2J B-Zelllinie Maus + +
Ramos B-Zelllinie Mensch + -
Jurkat T-Zelllinie Mensch - +
uo37 monozytare Zelllinie Mensch - +
RBL-2H3 | Mastzelllinie Ratte - -
CATH.a neuronale Zelllinie Maus + +
INS-1 pankreatische Betazelllinie Ratte +
MING pankreatische Betazelllinie Maus + +
RINmM5F | pankreatische Betazelllinie Ratte + +
ATr5 Gefalmuskelzelllinie Ratte - +
HEK 293 | Nierenepithelzelllinie Mensch - -
HelLa Zervixkarzinomzelllinie Mensch + +
PC12 Phaochromozytomzelllinie Ratte - +
G401 Wilmstumorzelllinie Mensch - -
WT128 Wilmstumorzelllinie Mensch - +

3.1.2 Trpm5-Expression in verschiedenen Mausgeweben

Fur die Trpm5Expressionsanalyse in verschiedenen Mausgewebadewuzwei sechs

Monate alte C57BL/6-Mause, ein Mdnnchen und einbale2n, untersucht. Dazu wurde die

Gesamt-RNA aus Niere, Gehirn, Herz, Leber, Lungaged Pankreas, Milz, Zunge und
Gonade isoliert. Nach dem DNasel-Verdau der RNAdeuweine semiquantitative RT-PCR

mit verschiedenen Zyklenzahlen durchgefinhrt.

Eine starkeTrpm5Expression konnte in Lunge, Auge, Pankreas, Mild Hoden beobachtet
werden, wahrend Herz, Leber und Zunge eine schwadbepression aufwiesen (Abbildung
3.1). Schon nach 25 Amplifikationszyklen waren tlebé Banden in der Milz des
Weibchens und in der Gonade des Mannchens zu exkefiaten nicht gezeigt). In Niere

und Gehirn waren dagegen digpm5spezifischen Signale auch nach 35 Zyklen sehr

schwach.
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Abbildung 3.1: Semiquantitative RT-PCR zur Untersudung der Trpm5-Expression in verschiedenen

Mausgeweben.
Die Trpm5Expression wurde in Niere, Gehirn, Herz, Lebemde®, Auge, Pankreas, Milz, Zunge und Gonade

zweier sechs Monate alten C57BL/6-Mause (ManncmehWweibchen) untersucht. Die abgebildete RT-PCR mit
den Oligonukleotiden Trpm5-20F/20R wurde mit 35 Aifiationszyklen durchgefiihrt. Die Aktinkontrolieit
den Oligonukleotiden Maus-Aktin-F/R erfolgte mit 2nplifikationszyklen. M = 100 bp-Marker.

3.2 TRPM5-Uberexprimierende HEK 293-Zelllinie

Das TRPM5Gen liegt in der humanen Chromosomenregion 11pl5dee mit
tumorassoziierten Erkrankungen, wie dem Beckwited&mann-Syndrom (BWS), einem
frihkindlichen Uberwuchssyndrom, gekoppelt ist (Ataet al, 2000). Um die Beteiligung
von TRPM5 an dem komplexen BWS-Phénotyp zu untbesucsollte zun&chst mit Hilfe
einer TRPM5Uuberexprimierenden Zelllinie herausgefunden werdeob TRPM5
wachstumsfordernde oder -hemmende Eigenschaftéztb&ariber hinaus sollten in diesen
Zellen die charakteristischen Eigenschaften des MIRRanals, unter anderem der

Aktivierungsmechanismus, untersucht werden.

3.2.1 Generierung einerTRPM5-tiberexprimierenden Zelllinie

Zur Generierung deFRPM5uberexprimierenden Zelllinie wurden HEK 293-Zelligewahlt.
HEK (human embryonic kindngy293-Zellen sind humane Nierenepithelzellen, dieh s
einfach kultivieren und transfizieren lassen undfigafir funktionelle Untersuchungen von
TRP-Kanalen und anderen lonenkanalen verwendeteneid der HEK 293-Zelllinie konnte
mittels RT-PCR keine endogefédRPM5Expression nachgewiesen werden (siehe Kapitel

3.1.1).

Die cDNA der langen TRPM5-Spleil3variante des Measci RPM5-long, wurde in unserem

Labor von Dr. D. Prawitt isoliert und nach mehrer&tonierungsschritten Uber die
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Schnittstellen Xhol und Xbal in das Plasmid pcDN&& Firma Invitrogen eingefligt. Zum

Uberpriufen des Konstruktes wurden zunachst die cNA die Ubergénge in das Plasmid
vollstandig sequenziert. Das Konstrukt wurde danit dem Restriktionsenzym Pvul

linearisiert und in die Transfektion der HEK 293liZe mittels Elektroporation eingesetzt.
Die Generierung der Kontrollzelllinie erfolgte alié gleiche Weise mit dem leeren pcDNA3-
Vektor.

Nach der Neomycinselektion wurden drei mit pcDNARPIMS transfizierte Klone sowie
drei Kontrollklone mittels semiquantitativer RT-PQRd Northern Blotanalysiert. In allen
drei pcDNA3-TRPM5-Klonen konnte eine starkRPM5Expression nachgewiesen werden
(Abbildung 3.2). Fur weitere Versuche wurden diotd M1 (pcDNA3-TRPM5) und P1
(pcDNA3) gewahlt.

A. Pi P5 P8 M1 M5 M8 B.
MRT - RT - RT - RT - RT - RT -
9,49 kb —
TRPM5 7,46 kb —
4,40 kb —
2,37 kb — [ &=
Aktin

1,35 kb — | =

Abbildung 3.2: Nachweis derTRPM5-Uberexpression in HEK 293-Klonen mittels RT-PCR und Northern
Blot.

Die Uberexpression volfRPM5wurde in den Klonen M1, M5 und M8 mittels RT-PCRdWNorthern Blot
untersucht. Die Kontrollklone P1, P5 und P8 entbieldas pcDNA3-Leerplasmid. Die RT-PCRs mit den
Oligonukleotiden TRPM5-F17/R21 und Aktin-F/R wurdmit 25 Amplifikationszyklen durchgefiihrt. RT = RT-
Ansatz, — = Negativkontrolle ohne reverse Transksp, M = 100 bp-MarkeB. Im Northern Blotwurden 20
pg der Gesamt-RNAs untersucht. Als Sonde wurde ngindem TRPM5-spezifischen Oligonukleotidpaar
TRPMb5-F17/-R21 generiertes, radioaktiv markiert€RFAProdukt verwendet. M = 0,24-9,5 kb RNA ladder.
Teilweise veroffentlicht in Prawitt al, 2003.

3.2.2 Charakterisierung der TRPM5-tiberexprimierenden Zelllinie M1

3.2.2.1 Zellzyklusanalyse

Fur die Zellzyklusanalyse wurden Zellen ddRPM5Uberexprimierenden Zelllinie M1, der
Kontrollzelllinie P1 sowie untransfizierte HEK 2%2llen fixiert und mit Propidiumiodid
gefarbt. Mittels FACSfluorescence activated cell sortesurden 10 000 Zellen gezéahlt und
die Fluoreszenz, die durch die Interkalation voopiRtiumiodid in die doppelstrangige DNA
hervorgerufen wird, analysiert. Anhand der Fluoeegmtensitat kann unterschieden werden,
ob sich eine Zelle im Zellzyklus in der G1-, S- o@2-Phase befindet. Zur Auswertung der
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Daten und Erstellung der Zellzyklusprofile wurdesda@ellQuestProgramm verwendet.
Zwischen den Zelllinien waren keine signifikantentérschiede in den Zellzyklusphasen zu
erkennen (Abbildung 3.3).

EG10OS O0G2-M

M1

P1

HEK293

0% 20% 40% 60% 80% 100%

Abbildung 3.3: Zellzyklusanalyse derTRPM5-tiberexprimierenden Zelllinie M1.

Fir die Zellzyklusanalyse wurde der DNA-Gehalt hh@00 Propidiumiodid-gefarbten Zellen der Zelllimis1
und P1 sowie in untransfizierten HEK 293-Zellenteig FACS bestimmt. Die Auswertung der Daten ure di
Erstellung der Zellzyklusprofile erfolgten mit d€ellQuestSoftware. Dargestellt sind die relativen Anteiker d
einzelnen Zellzyklusphasen. M1 FRPM5iberexprimierende Zelllinie, P1 = Kontrollzelll@i mit dem
pcDNA3-Leerplasmid.

3.2.2.2 Zellproliferationsanalyse

Um die Proliferation der Zelllinien M1 und P1 zurgkeichen, wurden jeweils 4x 1@ellen
Uber 80 Stunden in 24-Loch-Platten kultiviert. Zigdlen wurden in geeigneten Zeitabstanden
fixiert und mit einer Methylenblau-Farbelésung gbta Uber die Absorption der eluierten
Farbelosung bei 650 nm konnte die relative Zellzahhittelt werden. DieTRPM5
uberexprimierende Zelllinie M1 zeigte im Vergleiwlr Kontrollzelllinie P1 keine signifikant

erhohte oder verminderte Proliferation (Abbildung)3
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Abbildung 3.4: Zellproliferationsanalyse der TRPM5-tUiberexprimierenden Zelllinie M1.

Die Zellzahl wurde in geeigneten Zeitabstdnden mHitfe eines modifizierten Methylenblau-Assays
photometrisch bei 650 nm ermittelt. Die Prolifepatider M1- und P1-Zellen wurde Uber 80 Stundenolgtrin

= 5, Mittelwert + Standardabweichung). M1TRPMS5uberexprimierende Zelllinie, P1 = Kontrollzelllgimit
dem pcDNA3-Leerplasmid.

3.2.2.3 Invivo-Untersuchung der tumorigenen Eigenschaften

Die tumorigenen Eigenschaften eines Proteins korthenh eine transgene Expression in
HEK 293-Zellen untersucht werden. Fir dre vivo-Untersuchung der transgenen Zellen
eignen sich immundefiziente Mause, wie Nackt- ur@diDsMause (siehe hierzu z. B.
Scherpereekt al, 2003). Nacktmause besitzen eine homozygeteMutation, die zur
Unterbrechung des normalen Haarwuchses und der Og$smiwicklung fuhrt. Die
Immundefizienz wird in diesen Mausen vorwiegendctueinen T-Zell-Mangel verursacht
(Nehlset al, 1994). Die SCID gevere combinetnmunodeficiengyMause leiden an einer
schweren kombinierten Immundefizienz, die autosomakssiv vererbt wird. Diese wird
durch einen Mangel an reifen und funktionsfahigenumd B-Lymphozyten hervorgerufen
(Bosmaet al, 1983).

Fur die Tumorinduktion wurden transgene HEK 293efel subkutan in die
immundefizienten Mause injiziert und das Tumorwéaaims Uber einen Zeitraum von
mehreren Wochen verfolgt. Untransfizierte HEK 298I&n erzeugen in diesen Mausen keine
Tumore (Scherpereeit al, 2003). Die Versuchstiere (sechs Nackt- und zw&iDESMause)

wurden in einem Alter von acht Wochen an beidemi@a mit jeweils 5x 1D TRPM5
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Uberexprimierenden M1-Zellen injiziert. Zur Kontelwurde die gleiche Anzahl von Mausen
mit P1-Zellen injiziert. Auch nach acht Wochen ktmrbei keiner der Mause eine

Tumorentwicklung festgestellt werden (Daten nickzejgt).

3.3 Generierung und Testen TRPM5-spezifischer Antikorpe

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden insgesseuhs TRPM5-spezifische Antikorper
getestet. Zwei der Antikdrper (TRPM5-1975 und TRPME6) sollten spezifisch fur das
humane Protein sein, zwei (TRPM5-1909 und TRPM5JTiBBdas murine, und die tbrigen
zwei (TRPM5-N und TRPM5-C) sollten konservierte figequenzen detektieren, die

sowohl in der humanen als auch in der murinen Vigeisorhanden sind.

Fur die Generierung der Antikérper TRPM5-1975 un®kPM5-1976 wurden zwei
Sequenzabschnitte des humanen Proteins ausgedigchitiy TRPMS5 hoch spezifisch sind,
um Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen, wie nadrgvandten TRPs, zu vermeiden. In
Proteindatenbankvergleichen, die im Internet upitép://www.ncbi.nlm.nih.gov* mit dem
BLAST-Programm durchgefuhrt wurden, wies keine beiden gewahlten Peptidsequenzen
signifikante Homologien zu anderen bekannten Pmeteiauf. Die Sequenz 1975 liegt
extrazellular, kurz vor der sechsten Transmembnawdche und die Sequenz 1976
intrazellular, am C-terminalen Ende des Proteinbb{iung 3.5). Auf diesen Sequenzen
basierend wurden bei der Firma Eurogentec (HerBelgien) Kaninchen-Antikorper mit

Hilfe synthetischer Peptide hergestellt.

Der Antikérper TRPM5-1909 wurde bei der Firma Geiwse Biotechnologies (Paris)
hergestellt. Er basiert auf der Zielsequenz eirmesZhang und Mitarbeitern verdffentlichten
Antikorpers, der zur Detektion von Trpm5 in Gefsignnitten des murinen Zungengewebes
verwendet wurde (Zhang, ¥t al, 2003). TRPM5-TB3 wurde freundlicherweise von PEaf
Liman (University of Southern California, USA), TRIB-N und TRPM5-C von Dr. B. Miller

(Milton S. Hershey Medical Center, Pennsylvania)\erfiigung gestellt.

In der Abbildung 3.5 sind die humane und murine WBPAmMinosauresequenz sowie die

Zielsequenzen der verwendeten Antikdrper dargestell
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Humane TRPM5-Aminosauresequenz (1165 AA, Protein 131 kDa)

1 - MOQDVQGPRPGSPGDAEDRRELGLHRGEVNFGGSGKKRGKFYRYRPSVLFDLLLAEW - 60

61 — HLPAPNLVVSLVGEEQPFAMKSWLRDVLRKGLVKAAQSTGAWIALRVGLARHVGQAYV - 120
121 — RDHSLASTSTKVRVVAVGMASLGRVLHRRILEEAQEDFPVHYRESGSQGPLCSLDSNL - 180
181 — SHFILVEPGPPGKGDGLTELRLRLEKHISEQRAGYGGTGSIENALCLLVNGDPNTLERI — 240
241 — SRAVEQAAPWLILVGSGGIADVLAALVNQPHLLVPKVAEKQRKEPSKHFSWEDIVRWT - 300
301 — KLLONITSHQHLLTVYDFEQEGSEELDTVILKALVKACKSHS@EQ)DYLDELKLAVAWDR - 360
361 — VDIAKSEIFNGDVEWKSCDLEEVMVDALVSNKPEFVRLFVDNBAADFLTYGRLQELYR - 420
421 — SVSRKSLLFDLLQRKQEEARLTLAGLGTQQAREPPAGPPAFEM$RVLKDFLQDACRG - 480
481 - FYQDGRPGDRRRAEKGPAKRPTGQKWLLDLNQKSENPWRBVEQMRHEMATYFWAM - 540
541 - GQEGVAAALAACKILKEMSHLETEAEAARATREAKYERLALDCRECYSNSEARAFALLYV - 600
601 — RRNRCWSKTTCLHLATEADAKAFFAHDGVQAFLTRIWWGDNVWRARLLGAFLCPALYV - 660
661 — YTNLITFSEEAPLRTGLEDLQDLDSLDTEKSPLYGLQSRVEEIBAPRAQGDRGPRAVFL - 720
721 - LTRWRKFWGAPVTVFLGNVVMYFAFLFLETYVLLVDFRPPP@GPEVTLYFWVFETLVL - 780
781 — EEIRQGFFTDEDTHLVKKFTLYVGDNWNKCDMVAIFLFIVGVRMLPSAFEAGRTVLAM - 840
841 — DEMVFTLRLIHIFAIHKQLGPKIIVVERMMKDVFFFLFFLSVWLVAYGVTTQALLHPHDG - 900
901 — RLEWIF DEARVNCSTHPLLLEDSBCPSLYANWLVILLLY - 960
961 — TELLVTNVLLMNLLIAMFSYTFQVVQGNAD [RIEe) Y NLIVEYHERPALAPPFILLSHL - 1020
1021 - SLTLRRVFKKEAEHKREHLERDLPDPLDQKVVTWETVQKENMEKRRRDSEGEVLRK - 1080
1081 - TAHRVDFIAKYLGGLREQEKRIKCLDTPINYCSVLVSSVADVIQGGGPRSSQHCGEGSQ - 1140

1141 - LVAADHRGG [DEIIEORSAGORES DT

Murine Trpm5-Aminosauresequenz (1158 AA, Protein 131 kDa)

1 - MQTTQSSCPGSPPDTEDGWEPILCRGEINFGGSGKKRGKFVESRWAPSVLFELLLTEW - 60

61 — HLPAPNLVVSLVGEERPLAMKSWLRDVLRKGLVKAAQSTGAWSALHVGLARHVGQAYV - 120
121 — RDHSLASTSTKIRVVAIGMASLDRILHRQLLDGVHQKEDTPIHRADEGNIQGPLCPLDS - 180
181 — NLSHFILVESGALGSGNDGLTELQLSLEKHISQQRTGYGGTSGQIPVLCLLVNGDPNTL - 240
241 — ERISRAVEQAAPWLILAGSGGIADVLAALVSQPHLLVPQVAEKRBEKFPSECFSWEAIV - 300
301 — HWTELLQNIAAHPHLLTVYDFEQEGSEDLDTVILKALVKACKSH)EAQDYLDELKLAVA - 360
361 — WDRVDIAKSEIFNGDVEWKSCDLEEVMTDALVSNKPDFVRLE@ADMAEFLTYGRLQQ - 420
421 — LYHSVSPKSLLFELLQRKHEEGRLTLAGLGAQQARELPIGLPSEHEVSRVLKDFLHDA - 480
481 — CRGFYQDGRRMEERGPPKRPAGQKWLPDLSRKSEDPWRDVEQWRY EMATYFWAMG - 540
541 — REGVAAALAACKIIKEMSHLEKEAEVARTMREAKYEQLALDLESYGNSEDRAFALLVR - 600
601 — RNHSWSRTTCLHLATEADAKAFFAHDGVQAFLTKIWWGDMATARLLGAFTCPALIY - 660
661 — TNLISFSEDAPQRMDLEDLQEPDSLDMEKSFLCSRGGQLEKBHRAPGDLGPQAAFLL - 720
721 - TRWRKFWGAPVTVELGNVVMYFAFLELFTYVLLVDFRPPPQGBEVTLYFWVETLVLE - 780
781 — EIRQGFFTDEDTHLVKKFTLYVEDNWNKCDMVAIFLFIVGVTGR/PSVFEAGRTVLAID - 840
841 — FMVFTLRLIHIFAIHKQLGPKIIIVERMMKDVFFFLFFLSVWLY AYGVTTQALLHPHDGR - 900
901 — LEWIFRRNINRENESIESRIBEDEINE ARVNCSLHPLLLESSASPNLYANWLVILLLVT - 960
961 — FLLVTNVLLMNLLIAMFSY TFQVVQGNAD [EIIEEe]YHLIVE YHGRPALAPPFILLSHLS - 1020
1021 — LVLKQVFRKEAQHKRQHLERDLPDPLDQKIITWETVQKENFIMHKRRRDSEGEVLRKT - 1080
1081 — AHRVDLIAKYIGGLREQEKRIKCLESQANYCMLLLSSMTDTLGBTYSSSQNCGCHBQR40

1141 - ASARDREVIESCGERRE O T

Antikorper Spezifitat Zielsequenz

TRPM5-1975 human HPLLLEDSPSCPSLYA

TRPM5-1976 human LDGWEQPGAGQPPSDT

TRPM5-N human, murin LVNGDPNTLERISRAVEQAA

TRPM5-C human, murin  ERENINEENICIECRIRED-

TRPM5-1909 murin PASARDREYLESGLPPS

TRPM5-TB3 murin KYIGGLREQEKRIKCLESQANYCMLLLSSMTDTLA

PGGTYSSSQNCGCRSQPASARDREYLESGLPPSDT

Abbildung 3.5: Die humane und murine TRPM5-Aminosauesequenz mit den Zielsequenzen der
verwendeten TRPM5-spezifischen Antikorper.

Die fur die TRPs charakteristische TRP-Box ist aghwarz dargestellt. Die Transmembrandomanen (grau
unterlegt) wurden mit dem SOSUI-Programm unter liéernetadresse ,http://sosui.proteome.bio.tugpac.
ermittelt. Die Molekulargewichte der Proteine wundenit der Compute pl/Mw tool-Anwendung unter
-http://www.expasy.org” berechnet.
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3.3.1 Western Blotanit TRPM5-spezifischen Antikdrpern

Zunachst wurden di&Vestern BloBedingungen fur den TRPM5-1909-Antikdrper optirhier
Da unserem Labor zu diesem Zeitpunkt kein Expresgiasmid mit der murinefirpm5
cDNA zur Verfigung stand, wurden Proteinextrakis &elllinien untersucht, di@rpm5
endogen exprimieren (siehe Kapitel 3.1.1). In Veesienen Ansatzen wurden sowohl die
Antikdrperkonzentration als auch die Inkubationsgawariiert. Darliber hinaus wurden
verschiedene Puffersysteme (PBS und TBS) fir dikudations- und Waschschritte
verwendet. In der Abbildung 3.6 ist eiWestern Blotmit optimierten Bedingungen
dargestellt. Im Proteinextrakt der murinen pankseaen Betazelllinie MING6 ist eine
deutliche Bande von ca. 130 kDa sichtbar, die demadeten GroRe des Trpmb5-Proteins

entspricht.

on
%_n =2
S 8
M o -
250 kba— | e
160 kDa— —
‘ <«ca. 130 kDa
105 kDa— .
75 kba— b
50 kba—

Abbildung 3.6: Western Blotmit TRPM5-1909 zur Detektion des Trpm5-Proteins inMIN6-Zellen.

Im Western Blotwurden 30 und 100 pug der Gesamtproteine aus denemuZelllinie MIN6 untersucht. Der
TRPM5-1909-Antikdrper wurde 1:1000 verdinnt, dikubation erfolgte Gber Nacht. Als Puffer fur die
Inkubations- und Waschschritte wurde PBS verwendet.Rainbow Molecular Weight Marker RPN 800

Im néachsten Schritt wurden verschiedene Mausgewebedlem TRPM5-1909-Antikdrper
untersucht. Dazu wurden die Proteine aus Pankiiase, Hoden und Zunge von sieben
Wochen alten C57BL/6-Mannchen isoliert und mitt#l&estern Blotanalysiert. In allen
Organen konnte eine Bande von ca. 130 kDa deteltegden, wobei sie im Pankreasgewebe
am deutlichsten erkennbar war (Abbildung 3.7). Begebnis deckt sich mit dem Resultat der
RT-PCR-Analyse, welches auf eine starkenem5Expression in Pankreas und Hoden sowie

eine schwéchere Expression in Niere und Zunge hietke (siehe Abbildung 3.1).
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Abbildung 3.7: Western Blotmit TRPM5-1909 zur Detektion von Trpm5 in murinen Geweben.

DerWestern Blotvurde mit den in der Abbildung 3.6 beschriebengtingierten Bedingungen durchgefiihrt. Die
untersuchten Proteine (100 pg) stammten aus PanKkiéere, Hoden und Zunge zweier sieben Wochenm alte
C57BL/6-Méause (#1 und #2). Als GroRenvergleich tidProteinextrakt aus der MING-Zelllinie.

Mit Hilfe des Expressionsvektors pHGCX-Trpmb5, dersureundlicherweise von Prof. E.
Liman zur Verfugung gestellt wurde, konnten weitdersuche zum Testen des TRPM5-
1909-Antikdrpers durchgefuhrt werden. Dazu wurddeKH293-Zellen mit pHGCX-Trpm5
transient transfiziert und die =zellularen Proteineach 48 Stunden extrahiert.
Uberraschenderweise zeigten sowohl transfizierts aluch untransfizierte Zellen
reproduzierbar ein sehr &hnliches Bandenmusteernii@stern BlotAnalyse (Abbildung 3.8
A), das sich deutlich von der relativ klaren Eifmgide der anfanglich getesteten MING-
Zelllinie unterschied (vgl. Abbildung 3.6). Mittelsemiquantitativer RT-PCR konnte in
pHGCX-Trpm5 transfizierten Zellen eine starkepm5Expression nachgewiesen werden
(Abbildung 3.8 B), so dass eine ausreichende Fnoienge auf jeden Fall vorausgesetzt
werden konnte. MittelsVestern Blotkonnte Trpm5 jedoch nicht eindeutig nachgewiesen

werden.
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Abbildung 3.8: Western Blotund RT-PCR zum Nachweis von Trpm5 in pHGCX-Trpm5-tansfizierten
Zellen.

A. 50, 100 und 300 pg der Gesamtproteine aus pHG@51transfizierten und untranfizierten HEK 293-
Zellen wurden mittel§Vestern Blotauf die Trpm5-Expression hin untersucht. Die Hnetavurden 48 Stunden
nach der Transfektion extrahiert. M Rainbow Molecular Weight Marker RPN 80B. Zum Zeitpunkt der
Proteinextraktion wurde diExpression vorTrpm5 mittels semiquantitativer RT-PCR verifiziert. DRCRs mit
den Oligonukleotiden Trpm5-20F/20R und Maus-AktifRFvurden mit 30 Amplifikationszyklen durchgefiihrt.
RT = RT-Ansatz, — = Negativkontrolle ohne reversariBkriptase, M = 100 bp-Marker.

Mit den restlichen Antikdrpern, die murines Trpmetektieren sollten (TRPM5-TBS3,
TRPM5-N und TRPM5-C), wurden ebenfaiiéestern BletAnalysen durchgefiihrt. Analog zu
den Western Blotanit dem TRPM5-1909-Antikorper zeigten Proteinexteakus pHGCX-
Trpmb5-transfizierten und untransfizierten Zellen @entisches Bandenmuster (Daten nicht
gezeigt). Anders als bei TRPM5-1909 wurde mit keindieser Antikdrper im MING-
Zellextrakt eine klare Einzelbande erzeugt, sondesn waren stets mehrere Banden

unterschiedlicher Gro3e zu beobachten (Daten geheigt).

Um die Spezifitat der zur Verfligung stehenden Aper fur das humane TRPM5 zu
untersuchen, wurden Proteinextrakte ausTdPM5iberexprimierenden HEK 293-Zelllinie
M1 und der Kontrollzellinie P1 mittel3Vestern Blotanalysiert. Alle vier getesteten
Antikérper (TRPM5-1975, TRPM5-1976, TRPM5-N und T¥5C) erzeugten bei M1- und
P1-Zellen ein identisches Bandenmuster und kénmgnndch nicht als TRPM5-spezifisch

angesehen werden (Abbildung 3.9).
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Abbildung 3.9: Western Blotzum Testen verschiedener Antikdrper gegen humandRkPM5.

Zum Testen der Antikérper TRPM5-1975, TRPM5-1976PM5-N und TRPM5-C wurden 100 ug der
Gesamtproteine aus dERPM5iberexprimierenden HEK 293-Zelllinie M1 und derrkmlizelllinie P1 mittels
Western Blotintersucht. M -Rainbow Molecular Weight Marker RPN 800

3.3.2 Immunhistochemische Analysen mit TRPM5-spezifischeAntikorpern
Nachdem unserem Labor die von Zhang und Mitarbehergestelltd rpm5knock outMaus
zur Verfugung stand (siehe Kapitel 3.9.3), wurdemunhistochemische Versuche mit den
Antikdrpern gegen murines Trpm5 durchgefiihrt. DaTadpm5Expressionsanalysen zeigten,
dassTrpm5in allen untersuchten pankreatischen Betazelligeprimiert wird (siehe Kapitel
3.1.1), wurde fur die immunhistochemischen Antilgitpsts murines Pankreasgewebe
verwendet. Die Betazellen, welche bei der Maus/@a% aller Zellen der Langerhans’schen
Inseln ausmachen (Cabrezhal, 2006), lassen sich mit einem geeigneten Insuhtik&rper
eindeutig identifizieren, wodurch die Lokalisatiaer Trpm5-Signale erleichtert werden

sollte.

Fur den Immunfluoreszenznachweis wurden zunachsaffitechnitte angefertigt. Dazu
wurde das Pankreasgewebe einer neun Wochen altdriciven Trom5knock outMaus
(Trpm5 —/-) sowie einer gleichaltrigen weiblichenlttypmaus (Trpm5 +/+) prépariert und
in Paraffin eingebettet. Das Gewebe wurde in 4 piokedSchnitte geschnitten und mit
Formalin fixiert. Die Schnitte wurden mit HamatoxyEosin (HE) gefarbt, um zunéchst die
Struktur und Grol3e der Langerhans’'schen Inselnleietgen zu kénnen. Durch die HE-
Farbung wurden die Zellkerne dunkelviolett und zijgoplasmatischen Bestandteile rosa bis
rot angefarbt. Zwischen deFrpm5knock outMaus und der Wildtypmaus gab es keine
sichtbaren Unterschiede in der Inselmorphologiebfidoing 3.10).
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Wildtypmaus

Abbildung 3.10: HE-gefarbte Paraffinschnitte des muinen Pankreas.

Um die Morphologie der Langerhans’schen Inseln ehés derTrpm5knock outMaus und der Wildtypmaus

zu vergleichen, wurden aus dem PankreasgewebefiRschhitte angefertigt und mit Hamatoxylin-Eosin
gefarbt. Abgebildet sind Inseln vergleichbarer Gr6Rie neun Wochen alten Mauseweibchen stammten aus
demselben Wurf.

Fur den Immunfluoreszenznachweis wurden die Pasgfinitte mit verschiedenen gegen
Trpm5 hergestellten Erstantikdrpern und einem FIT{Eluoreszein-Isothiocyanat)-
gekoppelten Zweitantikdrper behandelt. Der Nachwers Insulin erfolgte mit einem Insulin-
spezifischen Erstantikbrper und einem TRITC (Tewtdmlrhodamin-Isothiocyanat)-
gekoppelten Zweitantikorper. Nach der Farbung wwordiée Schnitte in DAPI/Antifade
eingebettet, um die Zellkerne sichtbar zu machel ABuswertung erfolgte mit einem
Fluoreszenzmikroskop unter Konditionen zur Anreguran DAPI, FITC und TRITC.
Sowohl bei derTrpm5knock ouwtMaus als auch bei der Wildtypmaus waren deutliche
Insulin-Signale zu beobachten, wodurch die Betametler Langerhans’schen Inseln leicht
identifiziert werden konnten (Abbildung 3.11 A). tMien vier gegen Trpm5 hergestellten
Antikérpern konnten jedoch gar keine spezifischegn&e beobachtet werden. In der
Abbildung 3.11 B ist exemplarisch die Farbung nRPIM5-TB3 gezeigt.
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A. Insulin

Tpm5-knock out-Maus Wildtypmaus

]

L&)

B. Insulin und Trpm5 (TRPM5-TB3)
Wildtypmaus

Abbildung 3.11: Immunfluoreszenzfarbung von Paraffnschnitten des murinen Pankreas zum Testen
Trpm5-spezifischer Antikorper.

A. Pankreatische Betazellen wurden durch einen Imsylezifischen Erstantikdrper und einen TRITC-
gekoppelten Zweitantikdrper sichtbar gemacht. Aligeb sind Pankreasschnitte eirBipm5knock outMaus
und einer WildtypmausB. Trpm5 wurde mit verschiedenen Erstantikdrpern eimtem FITC-gekoppelten
Zweitantikorper untersucht. Exemplarisch ist der tikgrper TRPM5-TB3 auf Pankreasschnitten der
Wildtypmaus dargestellt. Die Zellkerne wurden mitAB)/Antifade angefarbt. Die neun Wochen alten
Mauseweibchen stammten aus demselben Wurf. Farboivg:Insulin, griin = Trpm5, blau = Zellkerne.

Um auszuschliel3en, dass die Paraffinierung midaéikorperreaktion interferiert, wurden in
einem zweiten Versuch 7 um dicke Gefrierschnitte @d@m Pankreasgewebe 26 Wochen alter
Mauseweibchen angefertigt. Die Schnitte wurden Aaton bzw. Paraformaldehyd fixiert.
Die Antikorper- und Kernfarbung erfolgte nach dereichen Protokoll wie bei den
Paraffinschnitten. Im Gegensatz zu den Paraffineiin konnten in den Gefrierschnitten
keine Insulinsignale detektiert werden, weswegem diangerhans’schen Inseln im
Durchlichtmikroskop sowie anhand der Zellkerndiciatentifiziert wurden (siehe Abbildung
3.12). Die getesteten Trpm5-Antikorper liefertentemschiedliche Ergebnisse: TRPM5-C
erzeugte gar keine Farbung, wohingegen die restlictirei Antikérper starke Signale
hervorriefen. Diese Signale sind jedoch als ungisehi fir Trpm5 zu bewerten, weil sie
entweder ausschliel3lich aul3erhalb der Langerhdresisdnseln vorkamen (Antikdrper
TRPM5-N, Abbildung 3.12 A) — dies widerspricht déngebnissen der RT-PCR-Analyse
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(Expression in pankreatischen Betazellen; sieheell@l8.1), oder zwar in den Inseln
vorkamen, aber in dérrpm5knock outMaus und in der Wildtypmaus gleich stark zu sehen
waren (Antikorper TRPM5-1909 und TRPM5-TB3, Abbifdu3.12 B).

A. Wildtypmaus

o)

TRPM5-N

TRPM5-1909

TRPM5-TB3

Abbildung 3.12: Immunfluoreszenzfarbung von Gefrieschnitten des murinen Pankreas zum Testen
Trpmb5-spezifischer Antikorper.

A. Antikdrper TRPM5-N auf Pankreasschnitten der Witahaus.B. Antikérper TRPM5-1909 und TRPM5-
TB3 auf Pankreasschnitten d&rpm5knock owMaus und der Wildtypmaus. Die Zellkerne wurden mit
DAPI/Antifade angefarbt. Farbung: rot = Insulinfigr= Trpm5, blau = Zellkerne. Die Langerhans’scheseln

wurden im Durchlichtmikroskop sowie anhand der iihdichte identifiziert und schematisch eingezeath
Die 26 Wochen alten Mauseweibchen stammten auseleems\Wurf.

Da keiner der sechs getesteten Antikorper eindelsig RPM5-spezifisch eingestuft werden

konnte, wurden keine weiteren ExpressionsanalysERrateinebene durchgefihrt.
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3.4 Zellulare Lokalisation der humanen TRPM5-Spleil3varanten

Die TRPs sind integrale Membranproteine, die in Begel in der aul3eren Zellmembran
liegen. Einige TRP-Proteine werden in Vesikeln gefa und kdénnen bei Bedarf in die
Zellmembran integriert werden (Bezzeriaggsal, 2004; Chengt al, 2007; Van Burert al,
2005). Mitglieder der TRPML-Subfamilie kommen watireinlich ausschlief3lich in
intrazellularen Vesikeln vor (Bach, 2005). Um diekklisation der humanen Spleil3varianten
TRPM5-long und TRPM5-short in der Zelle zu untetmrg wurden sie an EGFBnhanced
green fluorescent proteirgekoppelt, welches mittels Fluoreszenzmikroskaandach in der

Zelle zu detektieren ist.

3.4.1 Herstellung TRPM5/EGFP-lUberexprimierender Zelllinien

Zunachst wurde ein TRPM5-short-Expressionsplasmadgéstellt. Die in dem Vektor
pBKS(+) vorliegende TRPM5-short-cDNA, die zuvorunserem Labor von Dr. D. Prawitt
isoliert wurde, konnte in der selben Weise wie TRPM5-long-cDNA (siehe Kapitel 3.2.1)
in das pcDNA3-Plasmid der Firma Invitrogen eingéfirgrden.

Fur die PCR-Amplifikation der EGFP-cDNA wurde datadtid pBI-EGFP der Firma
Clontech als Matrize verwendet. Durch die PCR-Oligdeotide EGFP-Kpnl-F und EGFP-
Xhol-R wurde neben den RestriktionsschnittstellerpnK und Xhol sowie zwei
Cytosinnukleotiden zur Leserastererhaltung eineake¢onsensussequenz (,GCCACC*) vor
dem Start-Codon eingefligt, wahrend das Stop-CodsnEGFP-Gens im fertigen PCR-
Produkt fehlte (Abbildung 3.13). Das PCR-Produktaeumit den Restriktionsenzymen Kpnl
und Xhol verdaut und in den entsprechend gescheitté&xpressionvektor pcDNA3-TRPM5
vor die TRPM5cDNA eingefugt. Im fertig ligierten Produkt befard sich keine Stop-
Codons zwischen EGFP und TRPM5 und die LeserahrenRNAs stimmten tberein. Die
Expression dieser hintereinander liegenden cDNA&rtfisomit zur Bildung eines
Fusionsproteins, dessen N-Terminus aus EGFP unér@iius aus TRPM5 besteht. Auf
diese Weise wurden sowohl TRPM5-long als auch TRBMEIt mit EGFP markiert.
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Kpnl  KOZAK EGFP ohne Stop Xhol .
AA AAA GGT ACC GCC ACC ATG GTG ...... TAC AAG GGC TCG AGT TTTT PCR-Produkt mit EGFP-cDNA

wird in pcDNA3-TRPM5 eingefiigt

oaco &G XIS 0000000000000 C TCG AGG TCG ACG GTA TCG ATA AGC TTG ATT GAG GCC ACC
Kpnl in pcDNA3 Xhol in pcDNA3

KOZAK EGFP
.. GGT ACC GCC ACC ATG GTG ...... TAC AAG GGC TCG AGG TCG ACG GTA TCG ATA AGC TTG ATT GAG GCC ACC

Fertiges pcDNA3-TRPM5/EGFP-Fusionskonstrukt

Abbildung 3.13: Klonierung der TRPM5/EGFP-Fusionskmstrukte.

Die PCR-Amplifikation der EGFP-cDNA erfolgte mit @®ligonukleotiden EGFP-Kpnl-F und EGFP-Xhol-R.
Als Matrize wurde das pBI-EGFP-Plasmid verwendeie EEGFP-cDNA wurde uUber die Restriktions-
schnittstellen Kpnl und Xhol in pcDNA3-TRPM5 voredTRPM5-long- bzw. TRPM5-short-cDNA eingefigt.
Nach der Ligation befanden sich die cDNAs im gleitleserahmen, so dass die Expression ein Fusaaspr
mit N-terminalem EGFP und C-terminalem TRPMS5 ergibt

Als Kontrollplasmid wurde das ExpressionsplasmiB&3-EGFP hergestellt. Fir die PCR-

Amplifikation der EGFP-cDNA wurden die Oligonukléte EGFP-EcoRI-F und EGFP-

Apal-R verwendet, die vor dem Start-Codon B&P-Gens eine Kozak-Sequenz sowie eine
EcoRI-Schnittstelle und nach dem Stop-Codon einal/thnittstelle einfligten. Das PCR-

Produkt und das pcDNA3-Plasmid wurden mit EcoRI gl verdaut und anschlielend

ligiert.

Nachdem alle Konstrukte fertig gestellt waren, veurdie cDNAs und die Plasmidiibergange
sequenziert. AnschlieBend wurden HEK 293-Zellen aeit Pvul-linearisierten Konstrukten
transfiziert. Nach der Neomycinselektion wurden gdsv sechs Klone mit dem
Fluoreszenzmikroskop (DMRBE; Leica, Wetzlar) unterg. Alle Klone zeigten bei einer
Anregungswellenlange von 488 nm eine charaktectstisEGFP-Fluoreszenz. Je einer der
Klone wurde fir die weiteren Versuche gewahlt. Dgewahlten Klone tragen die
Bezeichnungen PLE (pcDNA3-TRPMb5-long/EGFP) PSE (#8B-TRPM5-short/EGFP)
und PE (pcDNA3-EGFP).

3.4.2 Zellulare Lokalisation von TRPM5-long und TRPM5-shat

Die Lokalisation der EGFP-markierten TRPM5-Spleifimaten wurde mit einem konfokalen
Laserscanning-Mikroskop (TCS SP2; Leica, Wetzlatetsucht. Die Zellen wurden bis zur
gewinschten Dichte in 10 cm-Zellkulturschalen awfckplaschen kultiviert. Nach der
Fixierung der Zellen wurden die Deckglaschen umbedkauf Objekttragern fixiert. Die

Zellen wurden unter Konditionen zur Anregung vonFEdotografiert. Sowohl TRPM5-long
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als auch TRPM5-short zeigten eindeutige SignaldeinZellmembran, wahrend EGFP in der
ganzen Zelle verteilt vorkam (Abbildung 3.14).

TRPM5-long/EGFP (PLE) TRPM5-short/EGFP (PSE

Abbildung 3.14: Fluoreszenzmikroskopische Analyse &t TRPM5/EGFP-exprimierenden HEK 293-
Zellen.

Die Lokalisation der EGFP-gekoppelten SpleiBvaganTRPM5-long und TRPM5-short wurde anhand der
EGFP-Fluoreszenz in den Zelllinien PLE und PSEeitiem konfokalen Laserscanning-Mikroskop untersucht
Als Kontrolle diente freies EGFP in der Zelllini€PTeilweise veroffentlicht in Prawigt al, 2003.

3.5 Elektrophysiologische Charakterisierung des TRPM5-Kanals

Um die Funktion von TRPM5 in der Zelle zu unterserchwurden die elektrophysiologischen
Eigenschaften des Kanals in Kooperation mit derefsigruppe Prof. A. Fleig und Prof. R.
Penner (Universitat Hawaii, USA) charakterisien. Folgenden werden die Grundlagen der
elektrophysiologischen Versuche, die von Frau MimaMonteilh-Zoller mit TRPM5
Uberexprimierenden M1-Zellen durchgefiihrt wurdeuarzkerlautert. Die hier prasentierten

Ergebnisse wurden in Prawt al, 2003 veroffentlicht.

Zur Untersuchung der Membranstréme mit datch-clampTechnik wird zwischen der
PatchPipette und der Zelle durch leichten Unterdruakedieste Verbindung erzeugt. Diese
Verbindung oder Versiegelung wird &sga-sealbezeichnet, denn zwischen dem Inneren der
Pipette und der Badlosung der Zelle entsteht eskte$cher Widerstand von mehreren
Gigaohm (@®), der das Auftreten unspezifischer Leckstrome mieit. DieseGiga-seal
Verbindung ermdglicht eine exakte Messung derjeni§gdme, die durch das in der Pipette
befindliche Membranareal flie3en, wobei das Are@aée oder mehrere lonenkanéle enthalten
kann. Diese sogenannt€ell-attachedKonfiguration ermoglicht das Verhalten einzelner
lonenkanéle in ihrer physiologischen Umgebung adisten.

In der Ganzzellableitung bzwVhole-celKonfiguration werden die Strome der gesamten
Zelle gemessen. Dazu wird zunéchst diell-attacheeKonfiguration hergestellt. Durch

74



ERGEBNISSE

Unterdruck oder kurze Spannungspulse kann die in Bgettenspitze befindliche

Zellmembran gedéffnet werden, so dass eine Verbigduwmischen dem Zytosol und dem
Inneren der Pipette hergestellt wird. Auf diese $&diann nicht nur das extrazellulare Milieu
(die Badlbésung der Zelle), sondern auch das initdaee Milieu (die Pipettenldsung)

beliebig verandert werden.

Wird die Zellmembran nach Erreichen deell-attachedKonfiguration nicht gedffnet, kann
mit der Pipettenspitze ein Stiick Membran von ddleZabgetrennt werden. Dies wird dann
als Inside-outKonfiguration bezeichnet, da das Zellinnere nuchnaul3en weist und die
extrazellulare Seite sich im Inneren der Pipettindet. Ahnlich wie bei deCell-attached
Konfiguration kann auf diese Weise das Verhaltenzedher lonenkanéle untersucht werden,
wobei dielnside-outKonfiguration zusatzlich die Mdglichkeit bietetiedZusammensetzug

der zytosolischen Losung zu manipulieren.

Die Strome, die durch die Zellmembran bzw. lonedkanflielen, werden uber eine
Ableitungselektrode in ddPatchPipette ermittelt. Diese Elektrode ist mit d&atch-clamp
Verstarker verbunden, der eine gewlinschte Spanmasgsogenannte Haltepotential, vorgibt
und den Korrekturstrom, der fur die Aufrechterhagjides Haltepotentials an der Membran
notwendig ist, misst. Es werden Spannungsrampen—@® bis +100 mV erzeugt, die in
wenigen Millisekunden durchlaufen werden. Zwisclden einzelnen Spannungsrampen wird
an die Membran ein gewiinschtes Haltepotential steie dann werden diese Zyklen in
kurzen Zeitabstdnden mehrmals wiederholt. Die Eitsg&tdme werden bei —80 mV, die

Auswartsstrome bei +80 mV ermittelt.

3.5.1 Aktivierung der TRPM5-Kanale

Um zu testen, ob die TRPM5-Kanéle in der M1-ZeMikonstitutiv aktiv sind oder ob sie
Cd*-speicherabhangig aktiviert werden kdnnen, wurderzellen mit Lésungen, die keinen
Cd*-Puffer enthielten bzw. 10 mM BAPTA enthielten perfiert. BAPTA (1,2-bis[2-
aminophenoxylethan-N,N,N’,N’-Tetraessigsaure) iat@a*-Chelator, der die in der Lésung
vorhandenen CG&lonen bindet, so dass diese der Zelle gewissermafizogen werden. Um
diesen C&-Verlust im Zytosol auszugleichen, kommt es zurspa Entleerung der
intrazellularen CH-Speicher. In Ganzzellableitungen konnten untesetieBedingungen
keine Strome gemessen werden, was darauf hindeats, TRPM5 nicht konstitutiv aktiv ist
und nicht C&™-speicherabhangig aktiviert wird (Daten nicht ggdeiAuch die Zugabe von
10 mM BAPTA mit 20 uM IR, welches eine aktive Speicherentleerung bewidkinke keine

nennenswerten Stréme erzeugen (Daten nicht gezéhjtyden die Zellen dagegen mit
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Lésungen, die das intrazellulare “<anicht pufferten, perfundiert und mit €a
mobilisierenden Rezeptoragonisten stimuliert, kennstarke Stréme beobachtet werden

(siehe weiter unten, Abbildung 3.17).

Um die C&™-Abhangigkeit der TRPM5-Kanale zu untersuchen, wordil-Zellen mit
Lésungen perfundiert, deren T#&onzentrationen so gepuffert waren, dass eine die
intrazellulare C&-Konzentration ([C&];) von 0,1 bis 1,3 uM erreicht wurde. Bei 840 nM
[Ca?']i wurde die Halfte der maximalen Aktivitat der Kanaieeicht (EGo, medianeffective
concentration= 840 nM). Die Aktivitat der Kanale bzw. die dadarfliel3enden Strome
nahmen bis 1 pM [CG4); stetig zu, fielen jedoch bei htheren Konzentratiowieder ab, was
zu einer glockenférmigen Dosis-Wirkungskurve fuh¢bbildung 3.15 A und C). Diese
Inhibition der Aktivitdt ab 1 pM [C&E]; (ICso, medianinhibition concentration= 1 uM)
unterscheidet TRPM5 von dem nahe verwandten TRHMN& TRPMS5-Aktivierungskinetik
zeigt eine schnelle Aktivierung und schnelle Ingktiung. Die Strom-Spannungskurve der

TRPMb5-Kanéle zeigt einen ausgepragten auswartstgeten Strom (Abbildung 3.15 B).
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Abbildung 3.15: Patch-clampGanzzellableitungen zum Testen der Ca-Aktivierbarkeit von TRPM5.
A. TRPM5-Stréme bei —80 mV bzw. +80 mV bei unterschoben intrazellularen G&Konzentrationen (n = 5-
20). B. Strom-Spannungskurve der TRPM5-spezifischen Str@theind 40 Sekunden nach Einstellung der

Whole-celKonfiguration bei 500 nM [Cd];. C. Darstellung der TRPM5-Stréme in Abhangigkeit vaa]; (n
=5-20). Zum Vergleich sind die TRPM4-Strome datelts(nach Launagt al, 2002). Verdffentlicht in Prawitt

et al, 2003.

3.5.2 Selektivitat und Permeabilitat der TRPM5-Kanéle

Der TRPM5-spezifische Strom besitzt ein Umkehrpoéébei ca. 0 mV, was fur einen nicht-
selektiven lonenkanal typisch ist (Abbildung 3.1k Ber auswarts gerichtete Strom wird
hierbei durch Kaliumionen (K getragen, wahrend fur den einwérts gerichteteonst
vermutlich Natriumionen (N3 aus dem Extrazellularraum verantwortlich sind. In
lonensubstitutionsexperimenten konnte gezeigt werdiass der Kanal fur 'K Na© und

Casiumionen (C3$ @hnlich permeabel ist (Daten nicht gezeigt).

Um die Permeabilitat flr zweiwertige lonen zu tast@urden die TRPM5-Kanéle zunachst
mit 500 nM [C&"]; aktiviert und die Zellen kurz darauf in eine istiszhe 120 mM CaGl

Losung uberfihrt. Wahrend der auswarts gerichtétenSetwas anstieg, kam der einwarts
gerichtete Strom zum Erliegen (Abbildung 3.16 ApsDStrom-Spannungsverhaltnis zeigte
unter diesen Bedingungen eine Verschiebung des bippé&tentials zu negativen Werten, da

keine geeigneten lonen fir den Einwartsstrom zufideing standen (Abbildung 3.16 B).
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Das gleiche Experiment mit Bariumionen {Bastatt C4" lieferte vergleichbare Ergebnisse
(Daten nicht gezeigt).

Divalent-permeable Kanale wie TRPM7 oder der CRA&R# haben die Eigenschatft, in
Abwesenheit von zweiwertigen lonen im extrazelletdMedium monovalente lonen zu
leiten, wodurch ein starker einwarts gerichteteoi@terzeugt wird (Hoth und Penner, 1992;
Nadleret al, 2001). Nach der Aktivierung von TRPM5 mit 20 U/itirombin, welches einen
schnellen [C&]i-Anstieg bewirkt (siehe unten), blieben die Einwsitdme jedoch kleiner als
die Auswartsstrome (Abbildung 3.16 C), und die B8® waren im Strom-
Spannungsverhéltnis stark auswarts gerichtet (Abbg 3.16 D). Zusammenfassend zeigen
diese Ergebnisse, dass TRPM5 lediglich monovaltanen leitet und fur divalente lonen

nicht permeabel ist.

>
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Abbildung 3.16: Patch-clampGanzzellableitungen zur Untersuchung der Permealitéit von TRPMS5.

A. Nach der Aktivierung von TRPM5 mit 500 nM [€R wurden die Stréme bei =80 mV bzw. +80 mV
gemessen und die Wirkung einer isotonischen 120 @&CL-Losung untersucht (n = 3)B. Strom-
Spannungskurve vor (20 s) und nach (80 s) dernssatben CaGiBehandlung. In der VergréRerung wird die
Verschiebung des Umkehrpotentials zu negativen &deverdeutlichtC. Nach der Aktivierung von TRPM5
durch eine Zugabe von 20 U/ml Thrombin wurden digi8e in divalent-freiem extrazellularem Medium
(DFM) gemessen. Die Inaktivierung des Kanals feiger Exponentialfunktion mit der Zeitkonstante 5,9 s
(n =5).D. Die Strom-Spannungskurve wahrend der DVF-Applid@tiVeroffentlicht in Prawitet al, 2003.
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3.5.3 Aktivierung von TRPMS5 in Abh&ngigkeit von der Geschwndigkeit des
[Ca?"];-Anstiegs

Unter physiologischen Bedingungen kann die inttazee C&'-Konzentration [CH]
beispielsweise durch Rezeptorstimulation schndll wansient erhéht werden. Um zu testen,
ob TRPM5 durch Rezeptorstimulation aktiviert werdeann, wurden die M1-Zellen mit
Thrombin behandelt, wodurch ein rascher, kurzzeitidx:a?*]i-Anstieg induziert wurde
(Abbildung 3.17 A). Zeitgleich mit dem [€3;-Anstieg wurden erhéhte Einwartsstrome (bei
+80 mV) bzw. Auswartsstrome (bei -80 mV) beobachtdie durch die Strom-
Spannungskurve, die bei maximaler Stromstarke aefgenet wurde, TRPM5 zugeordnet
werden konnten (Abbildung 3.17 B). Durch die Zugabe 10 mM BAPTA wurden diese

Strome wieder vollstandig inhibiert (Daten nichzgigt).

In den folgenden Experimenten wurde die TRPM5-Aktivng in Abh&ngigkeit von der
zeitlichen [C&]i-Anderung untersucht. Werden die durch Thrombin unietten
Auswartsstrome (aus Abbildung 3.17 B) mit der m##n [C&']i-Anderung ([C&Ti-
Intervall/Zeitspanne =A[C&’*]i/At, nach den Daten aus Abbildung 3.17 A berechnet)
verglichen, erhalt man eine vollstandige Uberlaggrder Signale (Abbildung 3.17 C).

Durch die Zugabe von Cyclopiazonsaure (CPyglopiazonic acifloder lonomycin kann ein
wesentlich langsamerer [Eh-Anstieg als mit Thrombin induziert werden. Cyclaponsaure
inhibiert die CA™-ATPasen (SERCA, siehe Abbildung 1.1), welche**@anen in das
endoplasmatische und sarkoplasmatische Retikulumppo, wohingegen lonomycin als
C&*-lonophor in der Lage ist, €alonen durch Membranen zu transportieren (Morgash un
Jacob, 1994; Seidlet al, 1989).

In M1-Zellen wurde sowohl mit CPA als auch mit lomgcin eine sukzessive [E&-
Erh6hung bis Gber 1 uM induziert (Abbildung 3.1uBd F). Im Gegensatz zu Thrombin, das
bei vergleichbaren G&Konzentrationen bereits TRPM5 aktiviert hétte, tk@m durch CPA
keine TRPMb5-typischen Strome ausgelost werden (Abbg 3.17 E). Durch die Zugabe
verschiedener lonomycinkonzentrationen wurde izedilen M1-Zellen in Abwesenheit von
extrazellularem C& eine unterschiedlich schnelle Speicherentleermmiyziert, die einen
[Ca’']i-Anstieg von mindestens 1 pM verursachte, dieztﬁ;é\nderung jedoch nicht in allen
Zellen schnell genug war, um eine maximale TRPMSAdrung hervorzurufen (Abbildung
3.17 F). Diese Ergebnisse sprechen dafiir, dass BRiéht auf die absolute Anderung der
intrazellularen C&-Konzentation, sondern auf die Geschwindigkeitelidsnderung reagiert.
Lediglich rasche [Cd]i-Anderungen kénnen TRPM5 aktivieren.
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Abbildung 3.17: Patch-clampGanzzellableitungen zur Untersuchung der TRPM5-Akivierungskinetik.

A. Durch Thrombin induzierter [¢§;-Anstieg, gemessen mit Fura®. Durch 20 U/ml Thrombin induzierte
TRPM5-Strome bei —80 mV und +80 mV (n = 5). Einggfist die Strom-Spannungkurv€. Auswartsstrome
aus der Abbildung B und das differenzierté €signal aus Abbildung A iberlagert dargest@ltDurch 50 uM
Cyclopiazonsaure (CPAgyclopiazonic aci}l hervorgerufener langsamer fCJaAnstieg (n = 9).E. Strome
wahrend der CPA-Applikation bei —80 mV und +80 nider Pfeil indiziert die endogene TRPM4-Aktivitat in
HEK 293-Zellen. Eingeflgt ist die Strom-Spannungskudes gemessenen Stroms, um den Unterschied zu
TRPMS5-Stdmen zu verdeutlicheR. Maximale TRPM5-Stréme als Funktion der zeitlic{&a*'];-Anderung.
Die Zellen wurden mit 0,3 bzw. 1,0 pM lonomycin @&'-freiem Extrazellularmedium stimuliert. In allen
gezeigten Zellen wurde mindestens 1 pM ?Ga erreicht, wobei die Geschwindigkeit der
Konzentrationséanderung unterschiedlich war. Veriffeht in Prawittet al, 2003.
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3.5.4 Eigenschaften der TRPM5-Einzelkanéle

Um die Eigenschaften einzelner TRPM5-Kanale zursatden, wurden die Strome statt in
intakten Zellen in Membranfragmenten (englatch gemessen. In deinside-out
Konfiguration wurde auf die intrazellulare Seiter ddembran zunachst eine Edreie
Lésung gegeben. Wurde die ‘G#&onzentration auf 300 nM erhoht, floss ein dettlic
messbarer Strom durch die Membran (Abbildung 3.18nd B). Die Leitfahigkeit eines
einzelnen TRPM5-Kanals betrug dabei 25 Pikosienfabbildung 3.18 C). Auch in diesem
Experiment wurde die transiente Natur des TRPMB#¢r deutlich, denn die TRPM5-
Aktivitat nahm noch wahrend der €&Stimulation ab (Abbildung 3.18 D). Da diese
Versuche mit isolierten Membranfragmenten durchigefiwurden, kommen zellulare
Faktoren fur die Inaktivierung des Kanals nichtFrage. Die rasche Inaktivierung ist nicht
von der C&'-Konzentration abhangig und scheint entweder tbeiteve, noch unbekannte

Faktoren reguliert zu werden oder eine ,eingebabigenschaft des TRPM5-Kanals zu sein.

Sowohl in Einzelkanalmessungen als auch in Garatdeitungen wird deutlich, dass die
TRPMb5-Aktivitat eine starke Spannungsabhangigkeigz denn bei positiven Potentialen
wird sowohl die Offenwahrscheinlichkeit als auck @ffenzeit der Kanale erhdht, wodurch

ein starker auswarts gerichteter Strom entstehbi{dbngen 3.15 B und 3.18 B).
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Abbildung 3.18: Ableitung von TRPM5-Einzelkanalstrémen in der Inside-outKonfiguration.

A. Aktivitat eines TRPM5-Kanals. Oben ist der Stroninbébtrennen des Membranfragmentes irf ‘Geeier
Lésung abgebildet. In der Mitte und unten sind inafieder folgende Stréme in 300 nM*Cgezeigt.B. Strom-
Spannungskurve eines TRPM5-Kanals in 300 n¥f Qa= 75). Als Kontrolle dienten HEK 293-Zellen£r08).

C. Strom-Spannungsverhaltnis des TRPM5-Kanals. Digkfeugeben den Durchschnitt von 15-25 Werten pro
Spannung an, die in finf Membranfragmenten bestimuntden. Die Steigung ergibt als Leitfahigkeit des
Kanals 25 Pikosiemen®. Durchschnittliche Ladung vor, wéhrend und nachBieandlung mit 300 nM Ga

(n =5, dieselben Membranfragmente wie in A-C). &iér Ermittiung der Werte wurden Stréme zwischen\0
und +100 mV beriicksichtigt. Veroffentlicht in Praivet al, 2003.

3.6 Funktion der kurzen Spleil3variante TRPM5-short

Das humaneTRPM5Gen besitzt zwei unterschiedlich lange Spleil3fearmdie durch
alternatives SpleiRen des Exons 18 entstehen. \Wéhdie langere TRPM5-Variante
TRPM5-long ein funktionelles Kanalprotein darstefghlen der kurzen Variante TRPM5-
short diejenigen C-terminalen Proteinbereiche,adine membrandurchspannende Kanalpore

bilden. Vier der Transmembrandomaéanen sind jedoch @ei TRPM5-short vorhanden.
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Fir TRPM1 und TRPM2, die zur selben Subfamilie WiRPM5 gehdren, sind ebenfalls
solche kurzen Spleil3varianten bekannt. Diese sinder Lage, die funktionellen Kanale zu
inhibieren. Wéahrend die lange Variante TRPM1-L ar dellmembran lokalisiert ist, ist die
kurze Variante TRPML1-S, die keine Transmembrandem&esitzt, im Zytoplasma verteilt.
TRPM1-S inhibiert bei einer Coexpression mit TRPMldessen Translokation zur
Zellmembran, so dass die Funktion des Kanals béotigird. Wird dagegen TRPM1-L allein
exprimiert, ist der Kanal konstitutiv aktiv (Xt al, 2001). Das kurze TRPM2-S besitzt zwei
N-terminale Transmembrandomanen und ist wie digdaRroteinform TRPM2-L in der
Zellmembran lokalisiert, so dass eine CoexpresdierLokalisation nicht andert. TRPM2-S
kann jedoch mit TRPM2-L interagieren und auf did&eise die Funktion des Kanals
blockieren (Zzhang, Wet al, 2003). Ob ein &hnlicher Regulationsmechanismusdié
TRPMb5-Aktivitat vorhanden ist, sollte durch Coexgsi®n der beiden Spleildvarianten

untersucht werden.

3.6.1 Coexpression von TRPM5-long und TRPM5-short

Um die Coexpression von TRPM5-long und TRPM5-skzartuntersuchen, wurde zunachst
eine TRPMb5-short-tberexprimierende Zelllinie hetghts diese sollte mit dem TRPM5-
long/EGFP-Konstrukt (siehe Kapitel 3.4.1) trangrzwerden.

Die Generierung der TRPM5-short-tiberexprimierenHi&K 293-Zelllinie erfolgte wie fur
M1 beschrieben (siehe 3.2.1). Einer der Klone (R8j)de nach Erreichen der bendtigten
Zelldichte mit dem linearisierten TRPM5-long/EGFB#istrukt stabil transfiziert und die
Zellen moglichst dinn ausplattiert. Da beide Kande auf pcDNA3 basieren und somit das
gleiche Selektionsantibiotikum benétigen, wurderctader zweiten Transfektion (mit
pcDNA3-TRPM5-long/EGFP) 120 Klone anhand der EGHibifeszenz selektioniert. Zwei
der Klone (Klon 9 und Klon 68) waren EGFP-positivduwurden mittels RT-PCR auf die
Expression beider TRPM5-Spleil3varianten untersabbildung 3.19). Fur die weiteren

Versuche wurde Klon 9 (,PS+PLE") verwendet.
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Abbildung 3.19: RT-PCR zum Nachweis der Coexpressiovon TRPM5-long/EGFP und TRPM5-short in

HEK 293-Klonen.
Die Coexpression von TRPM5-long/EGFP und TRPM5sharrde in den EGFP-positiven Klonen 9 und 68

mittels RT-PCR analysiert. Die PCRs mit den Oligdaatiden TRPM5-F17/R21 und Aktin-F/R wurden mit 30
Zyklen durchgefihrt. M = 100 bp-Marker.

3.6.2 Zellulare Lokalisation von TRPM5-long bei Coexpres®n mit TRPM5-
short
Die Lokalisation des Fusionsproteins TRPM5-long/PGKkurde fluoreszenzmikroskopisch

untersucht. Die Coexpression von TRPM5-long und MBRhort &nderte die Lokalisation
des EGFP-gekoppelten TRPMb5-long-Proteins nicht,ndes konnte lediglich in der

Zellmembran nachgewiesen werden (Abbildung 3.20).

TRPM5-long/EGFP

TRPM5-long/EGFP
+ TRPM5-short

Abbildung 3.20: Fluoreszenzmikroskopische Analyse et TRPM5-long/EGFP- und TRPM5-short-

coexprimierenden Zellen.
Durch die Coexpression von TRPM5-long/EGFP und TRRMort in HEK 293-Zellen wurde untersucht, ob

die kurze Spleil3variante in der Lage ist, die Ldadlon von TRPM5-long zu andern.
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3.6.3 Elektrophysiologische Charakterisierung des heteromren TRPM5-
Kanals

Mit Hilfe elektrophysiologischer Techniken solltatarsucht werden, ob TRPM5-short in der
Lage ist, die Aktivitdt des TRPM5-Kanals zu blockie. Die drei hergestellten HEK 293-
Zelllinien PSE (exprimiert TRPM5-short/EGFP), PLéxgrimiert TRPM5-long/EGFP) sowie
PS+PLE (exprimiert TRPM5-short und TRPM5-long/EGRRIrden in Kooperation mit der
Arbeitsgruppe Prof. A. Fleig und Prof. R. Pennetewsucht. Alle elektrophysiologischen

Versuche wurden von Frau Mahealani Monteilh-Zallerchgefiihrt.

Zunachst sollte untersucht werden, ob die Kopphmg EGFP an TRPM5 die Funktion des
Kanals beeinflusst. Durch die Stimulation mit 50@ fCa’"]; konnten in PLE-Zellen starke
TRPM5-spezifische Strome induziert werden (Abbilgigh21 A und B), die mit jenen der
TRPMS5uberexprimierenden M1-Zellen vergleichbar sindl.(¥pbildung 3.14). In TRPM5-
short/EGFP-uberexprimierenden PSE-Zellen konntegeglen unter gleichen Bedingungen
keine Strome gemessen werden (Abbildung 3.21 C)ob#arden TRPM5-long/EGFP und
TRPM5-short coexprimiert, sind ebenfalls keine 8te6zu beobachten (Abbildung 3.21 C
unten). Dieser Effekt war in 11 von 14 untersuchfetien zu beobachten, in den restlichen
drei Zellen wurden mit Abbildung 3.21 A vergleichbaStréme gemessen (Daten nicht

gezeigt).

A. 4. B. C )
Th i
. TI_IJ TRPM5-long/EGFP 0 37 - 4 | TRPMS5-short/EGFP
—~ 7] A\ S 1 )]
<% = D
£, j T 2 £ |
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Abbildung 3.21: Patch-clampGanzzellableitungen zur Untersuchung der TRPM5-Akivitat bei
Coexpression von TRPM5-long und TRPM5-short.

A. Die TRPM5-spezifischen Strome wurden in TRPM5-I&@@FP-Uberexprimierenden HEK 293-Zellen mit
500 nM [C&"; induziert (n = 5).B. Strom-Spannungsverhéltnis der TRPM5-spezifischetingt aus AC.
Stréme in TRPM5-short/EGFP-exprimierenden Zellen=rm6) bzw. TRPM5-long/EGFP + TRPM5-short-
coexprimierenden Zellen (n = 11/14) nach der Statioh mit 500 nM [C&].
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3.7 Interaktionsanalyse von TRPM5 und TRPM4

TRPM4 ist der nachste Verwandte des TRPM5-Protemd bildet zusammen mit diesem
eine Untergruppe der TRPM-Subfamilie. Aufgrund d&mnlichkeit der Proteine — die
Sequenzhomologie betragt 41 % auf Aminosaureeberszheint eine Assoziation der
Proteine zu heteromeren lonenkanalen wahrschei(ffileng und Penner, 2004; Vriees al,
2004). In Expressionsanalysen, die im Rahmen deiegenden Arbeit durchgefihrt wurden,
konnte aul3erdem gezeigt werden, dass beide Gemeeireren untersuchten Zelllinien
zusammen exprimiert werden (siehe Kapitel 3.1.1)s Aiesen Grinden sollten TRPM5 und
TRPM4 in HEK 293-Zellen coexprimiert werden, um dimteraktion mittels

Coimmunprézipitation zu untersuchen.

3.7.1 Coexpression von TRPM5 und TRPM4 in HEK 293-Zellen

Fur die Coimmunprazipitation wurden mit EGFP bzwit dem Affinitatstag V5 gekoppelte
Proteine (TRPM5-long/EGFP und TRPM4/V5) benutzt, wieder fir TRPM5 noch fir
TRPM4 geeignete Antikorper zur Verfugung standeml.(Vvhierzu Kapitel 3.3). Das
Expressionsplasmid pcDNA4TO-V5-TRPM4b mit der cDNAder funktionellen
SpleiRvariante TRPM4b ddRPM4Gens (Launagt al, 2002), wurde uns freundlicherweise
von Dr. P. Launay (Harvard Medical School, Bostd8A) zur Verfiigung gestellt.

Die PLE-Zelllinie, die das Fusionsprotein TRPM5¢MBGFP stabil Uberexprimiert (siehe
Kapitel 3.4.1), wurde mit pcDNA4TO-V5-TRPM4b traest transfiziert und die zellularen
Proteine nach 48 Stunden extrahiert. Als Kontrdllinee diente die PE-Zelllinie, die EGFP
Uberexprimiert, und demzufolge keinen potenzieligaraktionspartner fir TRPM4 liefert.

3.7.2 Coimmunpréazipitation von TRPM5 und TRPM4

Die Coimmunprazipitation sollte in zwei Ansatzerrgiiel durchgefiihrt werden. In einem
Ansatz wurde der V5-spezifische Antikorper fur @eizipitation von TRPM4/V5 benutzt
und der EGFP-spezifische Antikdrper fur den ans@dndenWestern Blotverwendet. Im
zweiten Ansatz wurde der EGFP-spezifische Antikbffie die Proteinprézipitation und der

V5-spezifische Antikorper flr dewestern Bloterwendet.

Das Ergebnis des ersten Ansatzes konnte nicht wesige werden, da der EGFP-spezifische
Antikdrper imWestern Bloschon in Kontrollansatzen, die gar kein TRPM5/E@Rkhielten,
Hintergrundbanden von ca. 160 kDa erzeugte, wet@ralich genau dem Molekulargewicht
des Fusionsproteins TRPM5/EGFP entsprechen (Datbhgezeigt). Im zweiten Ansatz mit
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der umgekehrten Antikorperkonstellation konnte egén den Erwartungen keine Interaktion
von TRPM5 und TRPM4 nachgewiesen werden (AbbildBu2@).

EGFP + TRPM4/V5

EGFP

(EGFP + TRPM4/V5)

(EGFP)

TRPM5/EGFP + TRPM4/V5
TRPM5/EGFP

(TRPM5/EGFP + TRPM4/V5)
(TRPM5/EGFP)
TRPM4/V5-Kontrolle

<«ca. 134 kDa

Abbildung 3.22: Western Blotzur Untersuchung der Interaktion von TRPM5 und TRPM4.

Um die Interaktion von TRPM5 und TRPM4 zu unteramghwurden die EGFP- bzw. V5-gekoppelten Proteine
in HEK 293-Zellen coexprimiert. Die Coimmunprazgiibn erfolgte mit dem EGFP-spezifischen Antikorper
und der anschlieBende, hier abgebildatdestern Blot mit dem V5-spezifischen Antikérper. Das
Molekulargewicht des TRPM4/V5-Proteins betragt &84 kDa. Die Spuren stellen unterschiedliche
Transformationsansatze dar; oben sind die in HER-28llen exprimierten Proteine angegeben. Derjenige
Ansatz, der die Interaktion von TRPM5 und TRPM4egen soll, ist rot markiert; Negativkontrollen @&den
EGFP-spezifischen Antikdrper sind eingeklammert. PMR/V5-Kontrolle = 100 pg Proteinextrakt aus
pcDNA4TO-V5-TRPM4b-transfizierten HEK 293-Zellen.

3.8 Knock downvon TRPM5 durch RNAI

Um die Funktion von TRPM5 mit Hilfe der RNAIi-Techngie zu untersuchen, sollte die
Methode zunachst in Zellkultur etabliert werdenr [gie gezielte Herunterregulation des
murinen und humanehRPM5Gens sollten zwei siRNA-Sequenzen ausgesucht atebigt
werden. Die aus den Zellkulturexperimenten gewoandbaten bezuglich der Effizienz der
gewdahlten siRNA-Sequenzen sollten anschlieBendsemerierung eines transgenempm5
knock dowrMausmodells dienen. Zum besseren Verstdndnis @d@NAsvermittelten
Genherunterregulation in den nachfolgenden Experiemewerden im folgenden Kapitel die
Grundlagen des RNAi-Mechanismus beschrieben. Uttessirtikel zu dem Thema bieten
Caplen, 2004, Dorsett und Tuschl, 2004 sowie Shaetkal., 2005.

3.8.1 Der RNAIi-Mechanismus

Der Begriff RNAI (RNA interferencebeschreibt einen post-transkriptionellen Mechanis
zur Herunterregulation der Genexpression, der dikuche, doppelstrdngige RNA-Molekdle,
die siRNAs émall interfering RNAs vermittelt wird. Im Gegensatz zum vollstandigen
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Ausschalten eines Gens, wie es bei darmack outVerfahren der Fall ist, wird die Expression

bei der RNAi-Technologie lediglich verringert, wals Knock dowrbezeichnnet wird.

Der RNAi-Mechanismus wurde 1998 erstmals beschnielie C. eleganskonnte durch
Injektion langer, doppelstrangiger RNA-Moleklile Ri¢A) eine sequenzspezifische
Degradation von mRNA induziert werden, die zur gken Genstilllegung (engigene
silencing fuhrte (Fireet al, 1998). Die Entdecker der RNA-Interferenz, A. Fued C.
Mello, erhielten 2006 den Nobelpreis fiur Medizinal® nach der initialen Beschreibung
stellte sich heraus, dass es sich um einen evoéltikonservierten Mechanismus handelt, der
sowohl bei Prokaryoten als auch bei Pflanzen urdeR|Drosophila melanogasteund
vielen weiteren Eukaryoten in ahnlicher Form wie Be elegansexistiert. Spater konnte
gezeigt werden, dass die dsRNA-Molekile in dereZeill 21-28 Nukleotiden langen siRNA-
Molekulen prozessiert werden, die den sequenzspelzén Abbau der mRNA dirigieren. Fir
Saugetierzellen konnte das neue Werkzeug zur Harmegulation der Genexpression
zunachst nicht verwendet werden, weil die langdRN#S-Molekiile die Interferon-Antwort
hervorriefen; diese stellt einen zellularen Sch@enanismus gegen Virusinfektionen dar und
fuhrt zum unspezifischen mMRNA-Abbau und zur Eidstel der Proteinsynthese. Zwei
Arbeitsgruppen hatten jedoch unabhangig voneinawitridee, synthetische siRNAs zu
verwenden, um die Interferon-Antwort zu umgehend go fand der RNAi-Mechanismus
schlie3lich auch in Saugetierzellen Anwendung (€aet al, 2001; Elbashiet al, 2001).

Ein natdrlich vorkommender RNAi-Mechanismus wird dier Zelle durch kleine RNA-
Molektle, die miRNAs rhicro RNA3}, ausgeldst. Meist sind solche miRNAs an der
Regulation von Kontrollgenen der Zellproliferatiaamd -differenzierung beteiligt. Sie
bestehen ahnlich wie die siRNA-Molekiile aus 21-2&IMotiden langen Doppelstrangen, die
mit Hilfe des Dicer-Enzyms aus 70-80 Nukleotidengan haarnadelférmigen Vorlaufer-
Molekulen prozessiert werden. Ist die miRNA-Sequent der Zielsequenz in der mRNA
vollstandig identisch, so wird die Degaradation ddRNA auf die gleiche Weise induziert
wie im Falle einer synthetischen siRNA (Abbildung3.
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(shRNA oder

miRNA-Vorlaufer) RNA-St5
si -Stange
werden getrennt
und RISC aktiviert

RNA wird RISC* ‘RISC* b
degradiert Komplementare RISC erkennt

RNA wird und bindet

geschnitten o komplementare RNA

Einzelstrang-RNA

,q

AAAAAAAAA

QO
N
&

Abbildung 3.23: Herunterregulation der Genexpressia mittels RNAI in Saugetierzellen.

Doppelstrangige RNA-Molekile, beispielsweise Voftdwon miRNA (nicro RNA oder synthetische shRNA
(short hairpin RNA, werden in der Zelle durch das RNase IlI-ahnliEimzym Dicer in 21-28 Nukleotiden lange
siRNA (small interfering RNAMolekile prozessiert. Diese besitzen an ihreEden zwei Nukleotiden lange
Uberhange. Der RISCRNA-induced silencing comp)eRroteinkomplex erkennt diese Struktur, bindet die
siRNA und trennt die zwei RNA-Strange voneinanderct seine Helicase-Aktivitat. Einer der RNA-Stréng
bleibt an den RISC-Komplex gebunden, wobei derier8trang bevorzugt wird, der am 5’-Ende die niexteg
thermodynamische Stabilitat besitzt (Khvorostial, 2003; Schwarzt al, 2003). Dieser Strang wird als
Matrize benutzt, um komplementdre RNA-Sequenzen Zytoplasma zu detektieren. Sobald eine
komplementare mRNA bzw. einzelstrangige RNA idézigft wird, kann RISC diese binden und schneida.
geschnittene mRNA wird schnell degradiert, wodudéd Translation zum Protein unterbunden wird. Da de
RISC-gebundene RNA-Strang gegen RNasen geschijtkbimen durch ein einziges siRNA-Molekil mehrere
Ziel-RNAs nacheinander abgebaut werden. (nach Shalal, 2005; Abbildung leicht verandert in Prawett
al., 2004 verdéffentlicht).

3.8.2 Knock downdes humanen und murinenTRPM5-Gens in Zellkultur

3.8.2.1 Auswahl der TRPM5-spezifischen siRNA-Sequenzen

Die Auswahl der siRNA-Sequenzen erfolgte nach @&RNA user guidgon T. Tuschl, S.
Elbashir, J. Harborth und K. Weber (http://www.retdler.edu/labheads/tuschl/sirna.html).
Um einen moglichst effizienteKnock dowrEffekt zu erzielen, sollte das siRNA-Molekiil
aus zwei 21 Nukleotiden langen RNA-Strdngen besteltkese sollten in der Weise
miteinander paaren, dass an den 3-Enden Uberhaoge jeweils zwei Nukleotiden
entstehen. Die 3-Uberhdange bestehen dabei idegigewaus den Desoxyribonukleotiden
.1 1% Die Zielsequenz, die letztendlich die Sequates siRNA-Molekiils vorgibt, sollte in

der cDNA des Gens mindestens 50 bis 100 Basenpaardem Start-Codon entfernt liegen
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und im Idealfall die Sequenz ,AA@TT* enthalten, wobei ,N“ ein beliebiges Nukleoiist.
Der G/C-Gehalt der ausgesuchten Sequenz solltdahmgg0 % (30-70 %) betragen.

In der Abbildung 3.24 sind die gewéhlten Zielseq#nin der humanen und murinen
TRPM5cDNA dargestellt. Oben sind die daraus abgeleitsiRNA-Sequenzen abgebildet.
TRPM5-siRNA1 kann fir das humane und murine Trapskrerwendet werden, wahrend
TRPM5-siRNA2 spezifisch fur das murine Transkrgit i

TRPM5-siRNA1 5 - GUGUGACAUGGUGGCCAUCHBIT
3 - dTdTCACACUGUACCACCGGUAG
TRPM5-siRNA2 5 - UGCAGACAUGUUCUGGAAGHTRIT
3 - dTdTACGUCUGUACAAGACCUBC
Humane TRPM5-cDNA

1 - atgcaggatg tccaaggccc ccgtcccgga agecccgggg
81 - ggtcaacttt ggagggtctg ggaagaagcg aggcaagttt
161 - acctgctgct tgctgagtgg cacctgecgg cccccaacct
241 - aagtcctggc tgcgggatgt gctgecgcaag gggctggtga
321 - ccteegegtg ggectggeca ggcatgtcgg gcaggecgtg
401 - tggttgctgt cggcatggcec tcgetgggece gegtectgea
481 - cactaccctg aggatgacgg cggcagccag ggccccctct
561 - gccaggcecce ccggggaagg gcgatgggct gacggagcetg
641 - gctacggggg cactggcagc atcgagatcc ctgtcctctg
721 - tccagggcecg tggagcaggc tgeeceegtgg ctgatcctgg
801 - gaaccagccc cacctcctgg tgcccaaggt ggccgagaag
881 - aggacatcgt gcgctggacc aagctgcetge agaacatcac
961 - gagggctccg aggagctgga cacggtcatc ctgaaggcgce
1041 - ctatctggat gagctcaagc tggccgtgge ctgggaccgce
1121 - agtggaagtc ctgtgacctg gaggaggtga tggtggacgc
1201 - gacaacggcg cagacgtggc cgacttcctg acgtatgggce
1281 - gctcttcgac ctgctgcage ggaagcagga ggaggeccgg
1361 - cacccgeggg gecaccggcec tteteectge acgaggtcete
1441 - ttctaccagg acggccggcec aggggaccge aggagggcgg
1521 - gctggacctg aaccagaaga gcgagaaccc ctggcgggac
1601 - ccacctactt ctgggccatg ggccaggaag gtgtggcage
1681 - ctggagacgg aggccgaggce ggcccgagcec acgcgecgagg
1761 - ctacagcaac agtgaggccc gcgccttcge cctgetggtg
1841 - tggccaccga ggctgacgcec aaggcecttct ttgcccacga
1921 - atggccgceag gcacgcccat cctgeggcetg ctaggagcect
2001 - cagtgaggaa gctccectga ggacaggcect ggaggacctg
2081 - atggcctgca gagccgggtg gaggagcetgg tggaggegece
2161 - ctcacacgct ggcggaaatt ctggggegct cccgtgactg
2241 - cctgttcacc tacgtcctge tggtggactt caggccgecc
2321 - gggtctttac gctggtgetg gaggaaatce ggcagggctt
2401 - ctgtatgtgg gggacaactg gaac
2481 - gcegtcggcg tttgaggetg gecgeacggt cectcgecatg
2561 - ccatacacaa gcagctgggc cccaagatca tcgtggtaga
2641 - agcgtgtggc tcgtggcecta cggtgtcacc acccaggegce
2721 - ccgggtgcte taccggecct acctgcagat cttcggecag
2801 - ccacccaccc actgcetgetg gaggactcac catcctgecc
2881 - accttcctgt tggtcaccaa tgtgctgctc atgaacctge
2961 - caacgcagac atgttctgga agttccagcg ctacaacctg
3041 - tcatcctgct cagcecacctg agectgacgc tccgeegggt
3121 - agagacctgc cagaccccct ggaccagaag gtcgtcacct
3201 - gaagcggagy agggacageg agggggaggt gctgcggaaa
3281 - ggctgagaga gcaagaaaag cgcatcaagt gtctggagtc
3361 - gacgtgctgg cccagggtgg cggecceccgg agetctcage
3441 - aggtggttta gatggctggg aacaacccgg ggctggcecag

aagtgt gacatggtgg ccatctt

atgctgaaga ccggcgggag ctgggcttge acaggggega
gtacgggtgc cgagcggagt ggececgtet gtgetetttg
ggtggtgtce ctggtgggty aggageagec tttcgecatg
aggcggctca gagcacagga gectggatec tgaccagtge
cgcgaccact cgetggecag cacgtccacc aaggtcegty
ccgecgcatt ctggaggagg cccaggagga ttttectgte
gttcactgga cagcaacctc tcceacttca tectggtgga
cggctgaggc tggagaagca catctcggag cagagggcgg
cttgctggtc aatggtgatc ccaacacctt ggagaggatc
taggctcggg gggceatcgec gatgtgettg ctgcectagt
cagtttaagg agaagttccc cagcaagcat ttctcttggg
ctcacaccag cacctgctca cegtgtatga cttcgagcag
tggtgaaagc ctgcaagagc cacagccagg agcectcagga
gtggacatcg ccaagagtga gatcttcaat ggggacgtgg
cctggtcage aacaagcccy agtttgtgeg cetctttgtg
ggctgcagga getctaccge tcegtgtcac gcaagagect
ctgacgctgg ccggectggg cacccageag geccgggage
ccgegtacte aaggacttce tgcaggacgc ctgccgagge
agaagggccc ggccaagegg cccacgggec agaagtgget
ctgttcctgt gggecgtget gcagaaccge cacgagatgg
cgcactggcc gectgcaaaa tcctcaaaga gatgtcgeac
cgaaatacga gcggcetggec cttgacctet tctccgagtg
cgceggaacce getgetggag caagaccacc tgectgeace
cggcgttcag gecttectga ccaggatcety gtggggggac
tcctctgeee cgecctegte tataccaacc tcatcacctt
caggacctgg acagcctgga cacggagaag agcccgcetgt
gagggctcag ggtgaccgag geccacgtgc tgtcttectg
tgttcctggg gaacgtggte atgtacttcg ccttectett
ccccagggcec cctcagggec cgaggteace ctetacttct
cttcacagac gaggacacac acctggtgaa gaagttcaca
cct gttcatcgty ggtgtcacct gcaggatget
gacttcatgg tgttcacgct gcggctgate catatctttg
gcgcatgatg aaggacgtct tcttcttect cttctttctg
tgctgcaccc ccatgacggce cgectggagt ggatcttceg
atcccactgg acgagattga tgaagcecgt gtgaactgct
cagcctctat gccaactgge tggteatect cetgetggte
tcatcgccat gttcagetac acgttccagg tggtgcaggg
attgtggagt accacgagcg ccccgecctg geccegecct
cttcaagaag gaggctgagc acaagcggga gcacctggag
gggagacagt ccagaaggag aacttcctga gcaagatgga
accgcccaca gagtggactt cattgccaag tacctcgggg
acagatcaac tactgctcgg tgctegtgte ctcegtggct
actgtggcga gggaagcecag ctggtggctg ctgaccacag
cctcectegg acacatga
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Murine Trpm5-cDNA

1 - atgcaaacaa cccagagctc ctgccecgge ageececcecag

81 - gatcaacttc ggagggtctg ggaagaagcg aggcaagttt
161 - aactcctgct caccgagtgg cacctgccag cccccaacct
241 - aagtcgtggc ttcgggatgt cctgcgcaag gggctggtga
321 - cctccacgtg ggcectggecc gecatgttgg acaagctgta
401 - tagtggccat cggaatggcc tctctggatc gaatccttca
481 - cccatccact acccagcaga tgagggcaac attcagggac
561 - tgtggagtca ggcgcccttg ggagtgggaa cgacgggctg
641 - agaggacagg ttatgggggc accagctgca tccagatacc
721 - gagaggattt ccagggcagt ggagcaggct gccccatgge
801 - tgcectggtg agecagcctc atcteetggt gecccaggtg
881 - tctcttggga agccattgta cactggacag agctgttaca
961 - ttcgagcagg agggttcgga ggacctggac actgtcatcc
1041 - agcccaagac tacctagatg agctcaagtt agcagtggcec
1121 - gggacgtgga atggaagtcc tgtgacttgg aagaggtgat
1201 - ctctttgtgg acagcggtgce tgacatggcec gagttcttga
1281 - caagagcctc ctctttgaac tgctgcagceg taagcatgag
1361 - ctcgggagct gcccattggt ctgectgect tctcactcca
1441 - tgcegtggct tctaccagga cgggcegcagg atggaggaga
1521 - agacctcagt aggaagagtg aagacccttg gagggacctg
1601 - catacttctg ggccatgggc cgggagggtg tggcetgetge
1681 - gagaaagagg cagaggtggc ccgcaccatg cgtgaggcca
1761 - cggcaacagt gaggaccgtg cctttgccct gctggtgcga
1841 - ccactgaagc tgatgccaag gccttctttg cccatgacgg
1921 - gccacaggca cacccatcct acggcttctg ggtgecttca
2001 - tgaggatgcc ccgcagagga tggacctaga agatctgcag
2081 - gccgggatgg ccaattggag aagctaacag aggcaccaag
2161 - acaaggtgga ggaagttctg gggcgctcct gtgactgtgt
2241 - gttcacctat gtcctgetgg tggacttcag gccaccaccc
2321 - tgttcacact ggtgctggag gaaatccgac agggcttctt
2401 - tatgtggaag acaactggaa c
2481 - ctcggtgttt gaggctggca ggaccgttct ggccattgac
2561 - ttcacaagca gttgggtcct aagatcatca ttgtagagcg
2641 - gtatggcttg tggcctatgg tgtgaccact caggccctge
2721 - tgtgctatac aggccttacc tgcagatctt tgggcaaatc
2801 - ttcaccctct getgetggaa agcetcggctt cctgecctaa
2881 - ttcctgcettg tcactaatgt getgetcatg aaccttctga
2961 - tgcagacatg ttctggaagt t
3041 - tcctgctcag ccacctgagc ctggtgcetca agcaggtctt
3121 - gacttgcctg accecttgga ccagaagatc attacctggg
3201 - acggaggagg gacagcgagg gggaggtgct gaggaaaacg
3281 - tgagagagca agaaaagagg atcaagtgtc tggaatcaca
3361 - acactggctc caggaggcac ctactcaagc tctcagaact
3441 - gtacctagag tctggcttge caccctctga cacctga

aagtgtgac atggtggcca tctt

tcaacgcta ccacctcatc gttgaatacc atggaagacc agctctgg

atactgagga tggctgggag cccatcctat gcaggggaga
gtgaaggtgc caagcagtgt ggccccctee gtgcttitg
ggtggtgtce ctggtgggty aggaacgacc titggctatg
aagcagctca gagcacaggt gcctggatce tgaccagtge
cgtgatcact ctctggctag cacatccacc aagatcegtg
ccgtcaactt ctagatggtg tccaccaaaa ggaggatact
ccctetgece cctggacage aatctetcece acttcatect
acagagctgc agctgagect ggagaagcac atctctcage
tgtectttge ctgttggtca atggtgacce caacacccta
tgatcctgge aggttctggt ggcattgetg atgtactcge
gctgagaagc agttcagaga gaaattcccc agcgagtgtt
gaacattgct gcacacccec acctgctcac agtatatgac
tcaaggcact tgtgaaagcc tgcaagagec acagccaaga
tgggatcgeg tggacattgc caagagtgaa atcttcaatg
gacagatgcc ctcgtgagca acaagcctga ctttgtcege
cctatgggeg getgcagceag ctttaccatt ctgtgtccee
gagggtaggc tgacactgge cggectgggt gecccageagg
cgaggtctce cgegtactca aagacttcct gcatgacgcee
gagggccacc taagcggecc geaggcecaga agtggetgec
ttcctctggg ctgtgetgea gaatcgttat gagatggeca
tctggcetgec tgcaagatca taaaggaaat gtcccacctg
agtatgagca gctggccctg gatcttttct cagagtgcta
aggaaccaca gctggagcag gaccacgtgc ctgcacctgg
tgtgcaagca ttcctgacca agatctggtg gggagacatg
cctgeccagc cctcatctac acaaacctca tetecttcag
gagccagaca gcttggatat ggaaaagagc ttcctatgca
ggctccaggce gatctaggec cacaagctgce cttectgete
tcctggggaa tgtggtcatg tacttcgeat tectettect
caggggccegt ctggatccga ggttaccctc tatttctggg
cacagatgag gacacgcacc tggtgaagaa attcactctg
cctgtt cattgtggga gtcacctgta gaatggtgec
ttcatggtgt tcacacttcg getcatccac atctttgcta
aatgatgaag gatgtcttct ttttcctctt cttcctgage
tgcatcccca tgatggecgt ttggagtgga ttttccgecg
cctctggatg aaattgatga ggetegtgtg aactgttete
tctctatgec aactggcetgg tcattctect getggttace
tcgccatgtt cagctacaca ttccaggtgg tgcaagge aa
cc ccgececttca
caggaaggaa gcccageata agcgacaaca tctggagaga
aaacggttca aaaggagaac ttcctgagta ccatggagaa
gcacacagag tggacttgat tgccaaatac atcgggggge
ggccaactac tgtatgctcc tettgtecte tatgacggat
gtggttgcag gagtcageca gectetgcta gagacaggga

Abbildung 3.24: TRPM5-spezifische siRNAs und ihre Zielsequenzen in deumanen und murinen cDNA.

Die Zielsequenzen (blau: TRPM5-siRNA1; rot: TRPMBMA2) wurden nach den Vorgaben von T. Tuschl, S.
Elbashir, J. Harborth und K. Weber gewahlt. Obed siie daraus abgeleiteten Sequenzen der siRNAKilge
dargestellt. TRPM5-siRNA1 kann sowohl fir das huenats auch das murine Transkript verwendet werden,
wahrend TRPM5-siRNA2 spezifisch fur das murine Bkaipt ist.

3.8.2.2 RNAiI-Konstrukte

RNAI-Konstrukte erméglichen eine kontinuierliche gEgssion der gewlnschten siRNA in
einem Zellsystem oder Modellorganismus. In den imhiRen der vorliegenden Arbeit
durchgefuhrten RNAi-Versuchen wurde der Tetrazykl{iet)-regulierbare shRNA-
Expressionsvektor pTER verwendet (Van de Weteehgal, 2003). Eine shRNA short
hairpin RNA hat die Form einer Haarnadel; sie enthélt zwenjlementare RNA-Strange,
die durch eine kurze Schleife (englop) voneinander getrennt sind. Die shRNA wird in der
Zelle &hnlich wie die miRNA durch Dicer zu siRNAogessiert (siehe Abbildung 3.23).
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Das pTER-Plasmid wurde von Van de Wetering und mdéaern aus dem pSUPER-Vektor
hergestellt, indem der H1-Promotor des Vektors deit Tet-Operatorsequenz (siehe unten)
versehen wurde (Brummelkanegpal, 2002; Van de Weteringt al, 2003). Der H1-Promotor
ist ein humaner RNA-Polymerase llI-Promotor tidlsGens. Das Genprodukt, ditl-RNA,
stellt eine Komponente der nukledren RNase P dantelle dieses Promotors sind eine klar
definierte Transkriptionsstartstelle sowie eineekfive Terminationssequenz, die aus funf
Thymin-Nukleotiden (,TTTTT") besteht (Myslinsket al, 2001). Das fertige Transkript

besitzt einen Uberhang von zwei Uracil-NukleotiggnU*).

Das Tet-System basiert auf dem Tetrazyklin-Rests@peron vonE. coli. Die hier
verwendete Variante nutzt die natirliche Eigendctie$ bakteriellen Tet-Repressors an den
Tet-Operator zu binden und so die Transkription nashgeschalteten Gens zu blockieren
(Yao et al, 1998). Durch das Vorschalten eines Tet-Operatard die Expression der
shRNA durch Tetrazyklin bzw. das Tetrazyklin-AnadogDoxyzyklin regulierbar, denn das
Antibiotikum verursacht eine Konformationsénderudgs Repressors, wodurch dessen
Funktion verhindert wird. Enthalt eine Zelle nursdpTER-Konstrukt, wird die shRNA
konstitutiv exprimiert (Abbildung 3.25 A). Fur dRegulation der shRNA-Expression ist der
Tet-Repressor notwendig, der beispielsweise duirctz\eeites Konstrukt exprimiert werden
kann. Tet-Repressor-Molekile binden an die Tet-@pesequenz des H1-Promotors und
blockieren so die Funktion des Promotors (Abbild@i25 B). Die Zugabe von Tetrazyklin
fuhrt zur Konformationsdnderung der Repressormdéekivodurch deren Bindung an den
Tet-Operator unterbunden wird. Dadurch ist die Rrmmaktivitdt wieder hergestellt und die
shRNA wird exprimiert (Abbildung 3.25 C).
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A. Konstitutive shRNA-Expression durch das pTER-Plasmid

Transkription

m* Ziel: sense | loop | Ziel: antisense _—

B. Funktion des Tet-Repressors (R)

R D
| H1|tetO] Ziel: sense | loop | Ziel: antisense _—

C. Blockieren des Tet-Repressors mit Tetrazyklin @A)

@ Fava

Transkription

mm* Ziel: sense | loop | Ziel: antisense _—

D. TRPM5-spezifische Oligonukleotide zur Generierung des pTER-Konstruktes

Terminator
5°- GATCCC TTTTTGGAAA - 3°
3°-GG AAAAACCTTTTCGA -5
(Bglll) (Hindlll)

l Transkription

shRNA

Abbildung 3.25: Tetrazyklin-regulierbare shRNA-Expression mit dem pTER-Plasmid.

A. Die in pTER uber die RestriktionsschnittstellenliBgind Hindlll eingefiigte Sequenz wird unter der
Kontrolle des H1-Promotors konstitutiv exprimieBt. Wird der Tet-Repressor (R) coexprimiert, bindeaerden
Tet-Operator (tetO) und blockiert die Transkripti@h Tetrazyklin verursacht eine Konformationsanderdeg
Tet-Repressors, wodurch dessen Bindung an den peta®r unterbunden wird. Dadurch kann die
Transkription wieder stattfinde®. Zur HerstellungTRPM5spezifischer pTER-Konstrukte werden zwei bis auf
die Enden komplementare Oligonukleotide, di®RPM5spezifische Sequenzen isense und antisense
Orientierung enthalten, gepaart und Uber Bglll #hddlll in pTER eingefiigt.Sense und antisenseSequenz
sind durch eine Schleifenregiododp) voneinander getrennt. TTTTT stellt das Terminagiggnal der
Transkription dar. Das haarnadelformige shRNA-Tkaips wird im Zytoplasma durch das Dicer-Enzym zu
siRNA prozessiert. Abgebildet ist das Oligonukldptiar pTER-M5-F/R fir die Herstellung des pTER-TRPM
siRNA1-Konstruktes.

Fur die Generierung von pTER-Konstrukten, diRPM5spezifische shRNA exprimieren,
wurden Oligonukleotide der gewtlnschten Sequenz agepand in den pTER-Vektor
eingefugt. Die Oligonukleotidpaare pTER-M5-F/R (fGRPM5-siRNA1) bzw. pTER-M5-
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murin-F/R (fur TRPM5-siRNA2) enthielten diERPM5spezifischen Zielsequenzensanse
und antisenseOrientierung, die Terminationssequenz ,TTTTT“ sevgeeignete Uberhange
fur die Insertion in das pTER-Plasmid Uber die Riesbnsschnittstellen Bglll und Hindlll.
Zwischen sense und antisenseSequenz liegen neun Nukleotide (,TTCAAGAGAY), die
durch Bildung einer Schleife (,UUCAAGAGA®; Brummediknpet al, 2002) die Ruckfaltung
des Transkriptes zu einer shRNA ermdglichen. In ddbildung 3.25 D sind die
Oligonukleotide zur Generierung des pTER-TRPM5-siRMNKonstruktes dargestellt. Auf die
gleiche Weise wurde pTER-TRPM5-siRNA2 hergestdlite fertigen Konstrukte wurden

durch Sequenzierung der eingefiigten Sequenzenardogrgange in das Plasmid tiberpriift.

3.8.2.3 Knock downvon TRPM5 mit siRNA-Molekilen und dem RNAi-Plasmid pTER

Die Funktionalitat der ausgesuchten siRNA-Sequemagae inTRPM5Uberexprimierenden
M1-Zellen (siehe Kapitel 3.2) Uberprift. Die Ziedsenz der TRPM5-siRNAL1 (siehe
Abbildung 3.24), welche sowohl in der humanen alshamurinen cDNA vorhanden ist,
sollte fur die Herunterregulation beider Transl@igeeignet sein. Zunachst wurde igock
downEffizienz synthetischer siRNA-Molekile und pTERpexnierter shRNA anhand dieser
Sequenz verglichen. Die TRPM5-siRNA1 wurde vonkena Dharmacon hergestellt.

M1-Zellen wurden mit einem siRNA/Lipofectamin-Gewtistransfiziert und die RNA der
Zellen nach 24 Stunden isoliert. Denock dowrEffekt wurde mittels semiquantitativer RT-
PCR untersucht. Die Herunterregulation d@RPM5Transkriptes war nach 25
Amplifikationszyklen deutlich zu sehen (Abbildung8).

+siRNA  —siRNA
RT - RT_- HO0 M

TRPM5

Abbildung 3.26: Semiquantitative RT-PCR zum Nachwei der Herunterregulation von TRPM5 mit
siRNA.

TRPM5Uberexprimiernde M1-Zellen wurden mit TRPM5-siRNA&nsfiziert und der RNAI-Effekt nach 24
Stunden auf RNA-Ebene untersucht. Die RT-PCRs it @ligonukleotiden TRPM5-F17F/21R bzw. Aktin-
F/R wurden mit 25 Amplifikationszyklen durchgefih#siRNA = Knock dowrAnsatz, —siRNA = Kontrolle
ohne siRNA, RT = RT-Ansatz, — = Negativkontrollenelreverse Transkriptase, M = 100 bp-Marker.
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Um herauszufinden, ob der mit siRNA-Molekilen dteieKnock dowrEffekt mit dem
RNAI-Konstrukt reproduzierbar ist, wurden M1-Zellemt pTER-TRPM5-siRNAL1 transient
transfiziert und die RNA nach 24 Stunden extrahi@tich hier konnte mittels RT-PCR ein
deutlicher Knock downvon TRPM5 nach 20 und 25 Amplifikationszyklen nachgewiesen
werden (Abbildung 3.27).

<
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Abbildung 3.27: Semiquantitative RT-PCR zum Nachwei der Herunterregulation von TRPM5 mit dem

pTER-Konstrukt.
24 Stunden nach Transfektion der M1-Zellen mit pTEHRPM5-siRNAL1 wurde der RNAIi-Effekt auf RNA-

Ebene untersucht. Die RT-PCRs mit den Oligonukdkssti TRPM5-F17F/21R bzw. Aktin-F/R wurden mit 20
und 25 Amplifikationszyklen durchgefiihrt. RT = RTgatz, — = Negativkontrolle ohne reverse Transhst

3.8.2.4 Knock downEffizienz der pTER-Konstrukte

In Zellkulturexperimenten sollte die Effizienz davei hergestellten RNAi-Konstrukte pTER-
TRPM5-siRNA1 und TRPM5-siRNA2 verglichen werden. riVidurch eines der pTER-
Konstrukte eine ausreichend@ock dowrEffizienz erzielt, eignet sich dieses Konstrukt fu

die Generierung eines transgefepm5knock dowrMausmodells.

Herunterregulation von transgenem Trpm5/FLAG

Die shRNA- bzw. siRNA-Funktionalitat sollte mittelg/estern Blotauf Proteinebene
nachgewiesen werden. Da kein geeigneter Antikdfjoredas murine Trpm5 zur Verfiigung
stand, sollte das Protein am N-terminus mit einéy@&Affinitats-tag versehen werden. Zur
Generierung eines Trpm5/FLAG-exprimierenden Kondas wurde die Trpm5cDNA
zunachst mit EcoRI und Notl aus dem pHGCX-Trpm5+E€gpionsplasmid herausgeschnitten
und Uber die gleichen Restriktionsschnittstellerdas zuvor geschnittene pcDNA3-Plasmid
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eingeflgt. Das fertige pcDNA3-Trpm5-Konstrukt wurdarch Sequenzierung dé&rpm5

cDNA sowie der Ubergange in den Vektor Gberpriift.

Im zweiten Schritt wurde FLAG in einer PCR-Reaktam dieTrpm5cDNA gekoppelt. Das
pcDNA3-Trpm5-Konstrukt diente dabei als Matrize.rElu das vorwérts gerichtete PCR-
Oligonukleotid FLAG-mM5-F wurde die FLAG-Sequenztminer EcoRI-Schnittstelle und
der Kozak-Konsensussequenz vor digpm5cDNA eingefigt (Abbildung 3.28 A). Das
rackwarts gerichtete Oligonukleotid FLAG-mM5-Nhelviirde so gewéhlt, dass das fertige
PCR-Produkt eine in ddrpm5cDNA vorhandene Nhel-Schnittstelle Giberspannt (fsoimg
3.28 B). Das PCR-Produkt und das pcDNA3-Trpm5-Kiaukstwurden mit EcoRI und Nhel
geschnitten und ligiert (Abbildung 3.28 C). Die gmfiigte Sequenz sowie angrenzende
Bereiche wurden durch Sequenzierung Uberpruft.

A. PCR-Oligonukleotid FLAG-mM5-F zur FLAG-Markierung von Trpm5

EcoRl Kozak Trpmb5
5"- AAAGAATTCGCCACC ATGCAAACAACCCAGAGCTCC- 3°

B. Bindestellen der Oligonukleotide

EcoRl Nhel
GAATTC  Trpm5-cDNA GCTAGC
FLAG-mM5-F - ~ FLAG-mM5-Nhel-R

C. Fertiges pcDNA3-Trpm5/FLAG-Konstrukt

EcoRl Nhel

GAATTC FLAG  Trpm5-cDNA GCTAGC

Abbildung 3.28: Generierung des pcDNA3-Trpm5/FLAG-Konstruktes.

A. Das vorwarts gerichtete PCR-Oligonukleotid FLAG-BHA enthdlt neben den ersten Nukleotiden der
Trpm5cDNA eine EcoRI-Schnittstelle, eine Kozak-Konsessgguenz und die FLAG-SequeBz.Das mit den
Oligonukleotiden FLAG-mM5-F und FLAG-mM5-Nhel-R lgastellte PCR-Produkt Uberspannt eine in der
Trpm5Sequenz vorhandene Nhel-Schnittstefe. Das PCR-Produkt und das pcDNA3-Trpm5-Konstrukt
wurden Uber die Schnittstellen EcoRI und Nhel zusamgefligt. Im fertigen Konstrukt liegt die FLAG-
Sequenz direkt vor ddirpm5cDNA, im selben Leseraster wie diese.
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Fur die Herunterregulation von Trpm5/FLAG wurden rme MING6-Zellen mit dem
pPcDNA3-Trpm5/FLAG-Konstrukt und jeweils einem derwa pTER-Konstrukte
cotransfiziert. Um gentgend shRNA bzw. siRNA funesi effizientenKnock downzu
erhalten, wurden die Plasmide dazu in einem Versikon 2 (pTER) zu 1 (pcDNAS3-
Trpm5/FLAG) eingesetzt. Die RNA und Proteine delledewurden 24 und 48 Stunden nach
Transfektion extrahiert, um die Herunterregulatiomon Trpm5/FLAG mittels
semiquantitativer RT-PCR und/estern Bloinachzuweisen. Sowohl auf RNA- als auch auf
Proteinebene war dé¢nock dowrEffekt nach 48 Stunden deutlicher zu sehen alé 24c
Stunden. In derKnock dowrEffizienz der pTER-Konstrukte konnte kein Unterigch
festgestellt werden (Abbildung 3.29).

pTER-Leervektor
pTER-TRPM5-siRNA1
pTER-TRPM5-siRNA2

Trpm5/FLAG

S Aktin

pTER-Leervektor
PTER-TRPM5-siRNA1
PTER-TRPM5-siRNA2

24 h

48 h

Abbildung 3.29: Semiquantitative RT-PCR undWestern Blotzum Nachweis der Herunterregulation von
Trpm5/FLAG mit pTER-Konstrukten.

Murine MING6-Zellen wurden mit pcDNA3-Trpm5/FLAG undeweils einem der pTER-Konstrukte
cotransfiziert. RNA- und Proteinextraktion erfolgt24 und 48 Stunden nach Transfektibn Semiquantitative
RT-PCR mit 18 Amplifikationszyklen fir das Trpm5/&kG-Transkript und 20 Zyklen fuAktin. Die RT-PCRs
wurden mit den Oligonukleotiden mM5-FLAG-F/R und hdaAktin-F/R durchgefuhrtB. Western Blotmit
FLAG-spezifischem Antikdrper zum Nachweis von TrgRi5AG. Das Molekulargewicht von Trpm5/FLAG
betragt ca. 130 kDa.

Herunterregulation von endogenem Trpm5

In der murinen Betazelllinie MIN6-Zellen wurde indiechsten Schritt Gberpruft, ob endogen
exprimiertesTrpm5mit den pTER-Konstrukten herunterreguliert weréann. Dazu wurden
die Zellen mit je einem der pTER-Konstrukte transfit und die RNA nach 48 Stunden
extrahiert. Die Herunterregulation v@mpm5war mit dem pTER-TRPM5-siRNA1-Konstrukt
deutlicher zu sehen als mit p TER-TRPM5-siRNA2 (Adilong 3.30 A).
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Um die Effizienz der pTER-Konstrukte weiter zu Jerghen, sollte die Expression der
ShRNA bzw. siRNA mitteldNorthern Blotnachgewiesen werden. Dazu wurde die Gesamt-
RNA der Zellen, die 48 Stunden nach Transfektioaliest wurde, auf einem 12 %
Polyacrylamid (PAA)/7 M Harnstoff-Gel aufgetrenridie TRPM5-siRNA1 und TRPM5-
SiRNA2 wurden mit spezifischen Sonden (pTER-Hu-%ofitt SIRNA1 und pTER-murin-
Sonde fir siRNA2) auf demlorthern Blot nachgewiesen. Wahrend die TRPM5-siRNAL
deutliche Signale lieferte, konnten keine TRPM5MMR-spezifischen Banden detektiert
werden (Abbildung 3.30 B).

pTER-Leervektor
PTER-TRPM5-siRNA1
pPTER-TRPM5-siRNA2
pTER-Leervektor
pPTER-TRPM5-siRNA1
pTER-Leervektor
pPTER-TRPM5-siRNA1
pTER-Leervektor
pPTER-TRPM5-siRNA2
pTER-Leervektor
pPTER-TRPM5-siRNA2

siRNA1
siRNA2

Trpm5
siRNA (21 nt)»

Aktin 10pg 30 pg 10pug 30pg

Abbildung 3.30: RT-PCR und Northern Blot zum Nachweis derTrpm5-Herunterregulation und siRNA-
Expression durch pTER-Konstrukte.

MING6-Zellen wurden mit den pTER-Konstrukten tram#fit und die RNA nach 48 Stunden extrahigt.
Semiquantitative RT-PCR zum Vergleichen #@aock dowrEffizienz. Die RT-PCRs mit den Oligonukleotiden
Trpm5-20F/22R und Maus-Aktin-F/R wurden mit 25 (MH) bzw. 20 Amplifikationszyklen Aktin)
durchgefuhrt.B. Northern Blotzum Nachweis der siRNA-Expression. Jeweils 10 88dug Gesamt-RNA
wurden auf 12 % PAA/7 M Harnstoff-Gelen aufgetrenmie aufgetrennten RNAs wurden mittels
Elektroblotting auf eine Nylonmembran iibertragend udie TRPM5-siRNAs mit spezifisched?P-5'-
endmarkierten Sonden detektiert. Als GroRenmariegttein synthetisch hergestellte SIRNA-Molekdile (80).

Die Knock dowrEffizienz der pTER-exprimierten TRPM5-siRNAs wuriteverschiedenen
Zellkulturversuchen vergleichend untersucht. Bei Herunterregulation von transgenem,
FLAG-gekoppelten Trpm5 waren keine UnterschiedddanEffizienz zu erkennen, weder auf
RNA-, noch auf Proteinebene. Bei der Herunterraguiavon endogenem Trpm5 in MING-
Zellen konnte jedoch mit pTER-TRPM5-siRNA1 ein k&ier Knock dowrEffekt erzielt
werden als mit pTER-TRPM5-siRNA2. Dariiber hinausrke die durch pTER exprimierte
TRPM5-siRNAL1 im Gegensatz zur TRPM5-siRNA2 mitt&srthern Blot nachgewiesen
werden. Aus diesen Grunden wurde das pTER-TRPMBAIRKonstrukt fur die

Generierung der transgenen RNAi-Maus gewabhit.
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3.8.3 Generierung und Charakterisierung transgenerTrpm5-knock down
Mauslinien

Die RNAi-Technologie stellt mit der teilweisen odeollstandigen Herunterregulation der
Genaktivitat eine attraktive Alternative zur klasdienKnock outMaus dar. Im Vergleich zu
der Knock outMaus, die ein aufwendiges Konstrukt fur die hongeloRekombination

benétigt, beruht die Herstellung eineKnock dowAMaus auf relativ einfachen
Klonierungsschritten. Der Zeitaufwand fur die Hellsing des Konstruktes bis hin zum
fertigen Mausmodell betragt bei dé¢énock dowrAMaus einige Monate, wahrend die
Herstellung eineiKnock outMaus mehrere Jahre dauern kann. Das RNAi-Konstkakn

zum Beispiel als Transgen in die befruchtete Mamgi@oinjiziert werden oder mit Hilfe von
shRNA-exprimierenden Lentiviren in murine embryendtammzellen (ES-Zellen) oder

Embryonen gebracht werden.

3.8.3.1 Generierung transgenerTrpm5-knock dowrrMauslinien

Die transgenei rpm5Knock-dowaMause wurden in Kooperation mit der Arbeitsgruppe
Bockamp (Toxikologie, Universitat Mainz) hergedtelSpezielle Maustechniken wie die
Pronukleusinjektion, Herstellung scheinschwange@&7BL/6-Ammenweibchen und der
Transfer von Zygoten in scheinschwangere Ammenviseibavurden von Dr. Leonid Eshkind

und Swetlana Ohngemach durchgefuhrt.

Das pTER-TRPM5-siRNA1-Konstrukt wurde mit dem SBastriktionsenzym linearisiert
und mittels Gelextraktion und Féallung aufgereindas linearisierte Konstrukt wurde in den
paternalen Vorkern der befruchteten Eizelle injiziBen Nachkommen der Ammenweibchen
wurden nach drei Wochen Schwanzbiopsien fur DNA#sen entnommen, um potenzielle
FounderTiere mittels PCR un&outhern Blotzu identifizieren. Die Lage der verwendeten
PCR-Oligonukleotide und d&outhern BlotSonde ist in der Abbildung 3.31 dargestellt.

EcoRlI EcoRlI
pTER-Sonde
H1 |tet0|> Trpm5 sense | loop | Trpm5 antisense
— -~
pPTER-F pPTER-R

Abbildung 3.31: PCR-Oligonukleotide und Southern BlotSonde zur Genotypisierung der transgenen
Trpm5-knock-downMause.

Fur die ldentifizierung transgen@rpm5knock-dowrMéause mittels PCR wurden die Oligonukleotide pTER-
F/R verwendet. InSouthern Blotwurden die EcoRI verdauten DNA-Proben der Mauseeinier radioaktiv
markierten pTER-spezifischen Sonde untersu@hbtac = p-Lactamasge wird bei der Linearisierung des
Konstruktes durch Scal geschnitten. Die restlicRlEsmidcharakteristika wurden in Abbildung 3.2%etért.
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3.8.3.2 lIdentifizierung transgener Founder-Tiere

Die Pronukleusinjektion ergab 23 potenziell tramsg®ause. Die DNA-Proben der Méause
(nummeriert 3601-3623) wurden zunadchst mittels PLR die Integration des Transgens
untersucht. Funf der Mause (3608, 3619, 3620, 36&#1 3623) wurden als positiv getestet
(Abbildung 3.32).

«Transgen

Abbildung 3.32: PCR zur Identifizierung transgenerFounder-Tiere.
23 potenziell transgene Mause wurden mittels PCRda& Integration des pTER-Transgens Uberprift. Das
Transgen wurde in der Schwanz-DNA mit den pTER-Sigehen Oligonukleotiden pTER-F/R nachgewiesen.
Die als positiv getesteten Mause sind rot markMrt 100 bp-Marker.

Fur die Southern BlotAnalyse wurden die DNA-Proben der Mause mit denoRde
Restriktionsenzym verdaut. Mit einer pTER-spezlime Sonde wurde bei defounder
Mausen 3608, 3620, 3621 und 3623 eine Bande vorB83@.bp nachgewiesen, die der
erwarteten Grof3e entspricht. Maus 3619 konnte néohdleutig als transgen identifiziert
werden (Abbildung 3.33).

4,0 kb
3,0kb

2,0 kb
1,2 kb
1,0 kb

500 bp

300 bp

Abbildung 3.33: Southern Blotzur Verifizierung transgener Founder-Tiere.

Die genomische DNA der potenziell transgenen Mawsede mit EcoRI verdaut und auf einem 0,8 %
Agarosegel aufgetrennt. Die aufgetrennte DNA wwadkeine Nylonmembran bertragen und das Transgen m
einer radioaktiv markierten pTER-spezifischen Sondehgewiesen. Die als positiv getesteten Mausek rein
markiert. + = Konstrukt-DNA, M = 2-Log-Marker.
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3.8.3.3 Knock downkEffizienz in verschiedenen pTER-Mauslinien

Fur die Etablierung der pTER-Mauslinien 3608, 362621 und 3623 wurden diounder
Tiere mit C57BL/6-Wildtypmausen gepaart. Da aus ®enpaarungen auch Wildtypmause
hervorgingen, konnten diese als Kontrollmause flie d/ersuche mit transgenen
Nachkommen verwendet werden. Dabei wurde darauthgeta dass zwei zu vergleichende

Mause vom selben Geschlecht sind und aus demsélbdgistammen.

Die Nachkommen ddfounderTiere, die der ersten Filialgeneration F1 entdpeac wurden
ebenso wie alle weiteren Generationen auf die \Wgitee des pTER-Transgens untersucht.
Nachdem gentigend transgene Nachkommen der Linié8, 3620, 3621 und 3623 in der F1-
Generation vorhanden waren, wurde d@&ock dowrEffizienz in den verschiedenen
Mauslinien getestet. Von sechs bis sieben Wochem alldnnchen wurde RNA aus Niere,
Hoden, Herz, Leber und Zunge extrahiert und eineliggantitative RT-PCR zum
Nachweisen derTrpm5Transkriptmenge durchgefihrt. In jeder Mausliniairrde eine
transgene Maus mit einer wildtypischen Kontrollmaesglichen. Die transgene Maus der
Linie 3608 zeigte keinen Unterschied in dBrpm5Transkriptmenge im Vergleich zur
Wildtypmaus, wohingegen bei den anderen drei Ligigre deutliche Herunterregulation von
Trpm5in der Leber (Linie 3621), Zunge (Linie 3620) bzZkeber und Zunge (Linie 3623)
nachgewiesen werden konnte (Abbildung 3.34; eihdieser Ergebnisse wurde in Praveatt
al., 2004 verdffentlicht). In Hoden konnte bei keirtlr pTER-Linien eine Reduktion der
Trpm5Transkriptmenge beobachtet werden. In Niere undz kear die Trpm5SExpression

generell sehr gering.
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Abbildung 3.34: RT-PCR zum Nachweis der Herunterreglation von Trpm5 in Trpm5-knock-down
Mausen.

Um die Herunterregulation vofrpm5zu untersuchen, wurde pro Mauslinie eine sechsibisen Wochen alte
transgene Maus (T) mit einer gleichaltrigen undsetpechtlichen Wildtypmaus (=), die aus demselbemrfW
stammte, verglichen. Deutlich unterschiedliche Barstidrken, die auf eine Herunterregulation digsm5
Transkriptes hindeuten, sind rot markieft. Der Nachweis voriTrpm5 mit den Oligonukleotiden Trpm5-
20F/22R erfolgte in Niere, Herz, Leber und Zungé 35 Amplifikationszyklen, in Hoden mit 25 Zykleber
Nachweis vorAktin mit den Oligonukleotiden Maus-Aktin-F/R erfolgtétrd5 AmplifikationszyklenB. Um die
Ergebnisse in A zu verifizieren, wurden fir die MBnien 3620, 3621 und 3623 RT und RT-PCR wiedérhol
Abgebildet sind diejenigen Organe, die zumindestdee Wildtypmaus eindrpm5Expression zeigten. Die
Anzahl der Amplifikationszyklen ist angegeben. Weise veroffentlicht in Prawittt al, 2004.

Im Gegensatz zu der in MIN6-Zellen exprimierten MRRPsiRNAL (vgl. Abbildung 3.30)

konnte die in pTER-Mausen exprimierte siRNA nichittebls Northern Blotnachgewiesen

werden (Daten nicht gezeigt).
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3.8.3.4 Quantifizierung der transgenen DNA in verschiedenepTER-Mauslinien
Als mogliche Ursache fir die unterschiedlickeock dowrEffizienz in den pTER-Linien
sollte die Menge der in das Mausgenom integriemtansgenen DNA ermittelt werden. Die

Quantifizierung der transgenen DNA erfolgte mitteSR.

Die Masse eines integrierten Konstruktes (pro 2 gegomischer DNA) wurde mit der
folgenden Formel berechnet; hierbei wurde vorawstges dass die transgenen Tiere
hemizygot sind:

Masse der transgenen DNA (ug) GroBe der transgenen DNA (bp)
1 ug genomischer DNA - 2,5-10° bp genomischer DNA

Zur Herstellung einer Referenzreihe mit 1-100 O@h#truktkopien wurden elf PCR-Anséatze
mit verschiedenen Verdinnungen der photometrisemtifizierten pTER-DNA angefertigt;
jedem Ansatz wurden zusatzlich 2 pg wildtypischeusMBNA zugefligt. Parallel zu der
Referenzreihe wurden PCRs mit den zu untersuchemd¢A-Proben der pTER-M&ause
durchgefuhrt; diese enthielten je 2 pg Maus-DNAMHrize. Zur Auswertung wurden die
Bandenintensitaten der PCR-Produkte auf einem Agael verglichen. Die Analyse von
zwei bis drei F1-Mausen der pTER-Linien 3620, 362dl 3623 zeigte, dass die pTER-Linie
3620 am wenigsten (etwa nur eine Kopie) des Trarsgesitzt, wahrend die Linie 3623 eine
bis finf und die Linie 3621 die meisten (ca. zetopien) enthalt (Abbildung 3.35).

3621 3623 3620
—— ——

T (NM >~ NM «~—
T EE EEE LR

100000

<«Transgen

Abbildung 3.35: PCR zur Ermittlung der Transgenkopienanzahl in den pTER-Linien 3620, 3621 und
3623.

Die PCR mit den Oligonukleotiden pTER-F/R wurde watschiedenen Zyklenzahlen durchgefihrt; abgebilde
sind 25 Amplifikationszyklen. Links ist die Refemrihe mit 1-100 000 Transgenkopien, rechts sirdFdi-
Méause (2-3 pro Mauslinie) der getesteten pTER-Inmargestellt.

Die mittels PCR ermittelte Transgenkopienanzatden pTER-M&ausen stimmt nicht mit der
beobachteten unterschiedlichéfnock dowrEffizienz (siehe Kapitel 3.8.3.3) Uberein.
Obwonhl bei der pTER-Linie 3623 sowohl in der Lelaés auch in der Zunge eine deutliche
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Herunterregulation deBrpm5 Transkriptes zu erkennen war, enthalt diese wenigensgene
als die Linie 3621, die lediglich in der Leber ainénock dowrEffekt zeigte. Linie 3620
besitzt der PCR zufolge nur ein pTER-Integrat, teeigaber eine sehr deutliche
Herunterregulation vofirpm5in der Zunge. Ob die unterschiedlichénock dowrEffekte,
die in den verschiedenen pTER-Linien beobachtetiamrmit der SIRNA-Expressionsstarke
korrelieren, die auch von der transkriptionellentivikdt des Integrationsortes abhangt,

konnte nicht untersucht werden.

3.8.3.5 Phanotypische Charakterisierung derTrpm5-knock downMause

Der Phanotyp defrpm5knock dowrMause war in keiner der pTER-Linien auffallig.
Sowohl das aul3ere Erscheinungsbild der Mause elsdia Morphologie der inneren Organe
waren beiKnock dowAM&ausen und Wildtypmausen gleich. Auch im Paaruagsalten und
in der Fruchtbarkeit der Mause konnten keine Abiue@ngen beobachtet werden.

Geschmackstests

Wahrend der Charakterisierung der pTER-Linien wudie ersteTrpm5knock outMaus
veroffentlicht (Zhang, Yet al, 2003). In Geschmackstests konnte gezeigt wedkess die
Knock outMaus nicht in der Lage ist, die Geschmacksrichémngul3, bitter undmamizu
schmecken, wahrend sie sauer und salzig normalnivaimt. Der flur phanotypische Analyse
der Knock outMaus angewandt@wo-bottle preference teshuchTwo-bottle tesigenannt,
wurde auch fir die Charakterisierung der pTER-M&ymse&ahlt. Die von der Arbeitsgruppe
Prof. Zuker (University of California, USA) zu emespateren Zeitpunkt zur Verfigung
gestellten Trpm5knock outMause (siehe Kapitel 3.9.3), die bei diesen drei
Geschmacksrichtungen Auffalligkeiten zeigen, diergks Kontrolle fir den Geschmackstest.

Two-bottle test mit Trpm5-knock out-Mausen

Als Kontrolle fur die korrekte technische Durchfiihg der Methode und als Positivkontrolle
fur eine veranderte Geschmackswahrnehmung wurdemMonate alteTrpm5knock out
Mause, zwei Weibchen und zwei Mannchen, untersuatjede Maus eine aus demselben
Wurf stammende gleichaltrige und -geschlechtliclmmtkollmaus bendtigte, stammten diese
Mause aus Verpaarungen zweier heterozygdbtpm5knock outMause (Trpm5 +/-). So
konnten aus den Verpaarungen resultierende homtzigmwck outTiere (Trpm5 —/-) mit
Wildtypmausen (Trpm5 +/+) verglichen werden. Im &wesackstest wurden die

Geschmacksrichtungen suf3 und bitter getestet.

Die Praferenz der suf3en Trinkldsung sowie die Awarbitteren Substanzen gegeniuber war

bei den Wildtypmausen deutlich zu erkennen. Dipm5knock outMause zeigten dagegen
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keine Bevorzugung des mit SuR3stoff versetzten Waissed keine Abneigung gegen die
bittere Trinklésung, denn die Trinkmenge betruglimiden Geschmacksrichtungen ca. 50 %
(Abbildung 3.36).

Mittelwerte siiB/bitter

0,
100% EWT (Trpm5 +/+)

W KO (Trpm5 -/-)

50%

Testlosung getrunken

s bitter

Abbildung 3.36: Two-bottle testmit Trpm5-knock outMausen.

Der Two-bottle testmit Trpm5knock outMausen wurde mit 20 mM Acesulfam K (siR) und 5 mM
Denatoniumbenzoat (bitter) durchgefuhrt (n = 4,téltert + Standardabweichung). Als Kontrolltiereatien
gleichaltige und -geschlechtliche Wildtypmause. im der Testlésung getrunkene Menge ist in Relafié)
zur getrunkenen Gesamtmenge angegeben. Trpm5 Kheek out(KO), Trpm5 +/+ = Wildtyp (WT).

Two-bottle test mit Trpm5-knock down-Mausen

Fur die phanotypische Analyse der pTER-Mause wudiemmannlicherFounderTiere der
Linien 3620, 3621 und 3623 sowie Maus 3619, welcheht eindeutig als transgen
identifiziert wurde (vgl. Kapitel 3.8.3.2), in eimeAlter von drei bis vier Monaten untersucht.
Die FounderMaus der Linie 3608 wurde nicht in den Test mibhbeizogen, da dieses
Weibchen zum Zeitpunkt der Geschmacksversuche saevavar. Die sechs mannlichen
Kontrolltiere stammten aus denselben Wiurfen wie kbenderMause. Die pTER-Mause
verhielten sich bei allen getesteten Geschmackangen den Wildtypmausen ahnlich
(Abbildung 3.37).
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A. siuB B. bitter

100% 100% EWT1
c EWT2
Q EWT3
é OwWT4
E EWT5
'.d; OWTé6
on 50% 50% MW pTER 3619
Eﬂ O pTER 3620
a W pTER 3621
E O PpTER 2623
kr B
()]
) b e
C. umami D. Mittelwerte siiB/bitter/umami

100% 100%
C OwT
g OpTER
[
=
j .
s )
&
on 50% 50%
[
|
v
Q
)
(7]
()
" |

stiB bitter umami

Abbildung 3.37: Two-bottle testit Trpm5-knock dowrMausen.

Die Geschmackswahrnehmung der pTE®RmderTiere wurde mitA. 20 mM Acesulfam K (siR)B. 5 mM
Denatoniumbenzoat (bitter) ur@ 30 mM L-Alanin gmam) untersuchtD. Mittelwerte der Geschmackstests (+
Standardabweichung). Als Kontrolltiere dienten segleichaltige und -geschlechtliche WildtypmauseT (4
6). Die von der Testldsung getrunkene Menge iRefation (%) zur getrunkenen Gesamtmenge angegeben.

Die phanotypische Analyse der generierferpm5knock dowrM&ause deutete auf keine
Auffalligkeiten hin. In Geschmackstests verhielggch die pTER-Méause den Wildtypmausen
sehr ahnlich (siehe Abbildung 3.37). Obwohl die theerregulation deSrpm5Transkriptes
in dem fur die Geschmackswahrnehmung relevantergehgewebe bei den pTER-Linien
3620 und 3623 auf RNA-Ebene nachgewiesen werdent&disiehe Abbildung 3.34), liel3
sich der Phanotyp d@rpm5knock outMaus nicht mit den pTER-M&ausen reproduzieren.

Da es sich bei den pTER-Mausen lediglich um eingukterregulation desTrpm5
Transkriptes statt einer vollstéandigen Stilllegudes Gens handelt, und nicht ausgeschlossen
werden kann, dass eine geringe Menge des Protéinsirie anndhernd normale Trpmb5-
Funktion ausreicht, wurden fur die weiteren funkéitben Untersuchungen ausschliel3lich
Trpm5knock outTiere verwendet. Aus Mausen der pTER-Linien 362621 und 3623
wurden Inzuchtstamme hergestellt, indem die Tierdgerizehn Generationen mit
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Wildtypmausen des C57BL/6-Stammes gekreuzt wurderschlielend wurden die Linien

von der zentralen Versuchstiereinrichtung (ZVTE) daiversitat Mainz kryokonserviert.

3.9 Funktion von TRPMS5 in pankreatischen Betazellen

Die Beteiligung von TRPM5 an der Geschmackswahrngtgrerklart die Expression des
Gens im gustatorischen Gewebe, lasst aber die Fotige, welche Funktion der TRPM5-
Kanal in anderen Geweben hat. Neben der Zunge &nMiRPM5Transkripte in fast allen

untersuchten Organen nachgewiesen werden (siehiteKai.2).

Ende 2002 wurde von Irminger und Mitarbeitern bei @8. Tagung der EASCE(ropean
Association for the Study of Diabetesne Untersuchung zur differentiellen Genexpassn
Langerhans’schen Inseln der Goto-Kakizaki-Rattegestellt (Irmingeret al, 2002). Die
Goto-Kakizaki (GK)-Ratte stellt ein Modell fir demumanen Diabetes mellitus Typ I
(NIDDM, non-insulin dependent diabetes melljtdar (Gotoet al, 1975). Sie besitzt einen
charakteristischen Phanotyp mit einer vermindeBetazellanzahl, einer beeintrachtigten
Insulinseketion nach Glukosestimulation, erhohteiiciNernblutzuckerwerten sowie einer
Insulinresistenz der Leber und der peripheren Gew®%ie beim Menschen kdnnen diese
Eigenschaften Spatkomplikationen wie ErkrankungemMktzhaut (Retinopathien), der Niere
(Nephropathien) und des Nervensystems (Neuropgthiemursachen. Um differentiell
exprimierte Gene in den Langerhans’'schen Inseln Riskreas zu identifizieren, haben
Irminger und Mitarbeiter die Expressionsprofile deK-Ratten und Kontrolltiere mittels
Subtraktionshybridisierung verglichen und die Ergsbe mittels Real timeRT-PCR
verifiziert. Der Vergleich lieferte zwolf Gene, die den GK-Inseln herunterreguliert sind;
neben mitochondrialen Genen sowie Genen, die fifi"-&8Pasen (SERCA) und dem
Glukose-6-Phosphat (G6P)-Transporter kodieren, wuadch Trpm5 in der diabetischen
Ratte deutlich (neunfach) herunterreguliert vorgdkn (Irmingeet al, 2002).

Auch die im Rahmen der vorliegenden Arbeit durchibgen Expressionsanalysen belegen,
dassTrpm5im pankreatischen Gewebe exprimiert wird. Sowahlmurinen Pankreas (siehe
Kapitel 3.1.2) als auch in Betazelllinien der M@WEBNG) und der Ratte (INS-1 und RINm5F,
siehe Kapitel 3.1.1) konnte eiflgpm5Expression gezeigt werden. Um die Expression im
humanen Gewebe zu untersuchen, wurden RT-PCRs usithamanen Langerhans’schen
Inseln hergestellter cDNA durchgefuhrt. Die humai@NA-Probe wurde von Dr. Marc-
Alexander von Mach (Abteilung fur klinische Toxikglie und Giftinformationszentrum, I
Medizinische Klinik, Universitdt Mainz) zur Verfigg gestellt. In der RT-PCR konnten
beideTRPM5Spleil3varianten nachgewiesen werden (Abbildung)3.3
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Abbildung 3.38: RT-PCR zum Nachweis deTRPM5-Expression in humanen Langerhans’schen Inseln.
Die PCR mit den Oligonukleotiden TRPM5-F17/R21 weunahit 35 Amplifikationszyklen durchgefuihrt. Als
Kontrolle diente Aktin. RT = RT-Ansatz, — = Negadtontrolle ohne reverse Transkriptase, M = 100 bpkda
Teilweise veroffentlicht in Prawittt al, 2003.

Die Expression vonTRPM5 in den Langerhans’schen Inseln und dort spezielldén
Betazellen legt die Vermutung nahe, dass der TRREMal an C&-abhangigen

Signalkaskaden der Betazelle beteiligt ist.

3.9.1 Endogene Trpm5-Strome in pankreatischen INS-1-Zelle

In INS-1-Zellen, die haufig zur Untersuchung desulinsekretion verwendet werden, sollte
die Funktion von Trpm5 in der Betazelle, vor alledessen Beteiligung an der
Insulinsekretion untersucht werden. Um die Funktdes Trpm5-Kanals in INS-1-Zellen
nachzuweisen, wurden zunachst die endogenen Sttéméellen untersucht. Wie bereits bei
der initialen Charakteriserung der TRPM5-spezifestistrome (siehe Kapitel 3.5), erfolgten
die elektrophysiologischen Untersuchungen in Koati@n mit der Arbeitsgruppe Prof. A.
Fleig und Prof R. Penner (Universitat Hawaii, USA)ie Versuche wurden von Frau
Mahealani Monteilh-Zoller durchgefihrt; die hierzgeggten Ergebnisse wurden in Pravett
al., 2003 veroffentlicht.

In INS-1-Zellen konnten mittel®atch-clampGanzzellableitungen ahnliche Strome wie in
TRPMS5uberexprimierenden M1-Zellen (siehe Kapitel 3.®plbachtet werden. Durch die
Stimulation mit 800 nM [C&4]; konnte in acht Zellen nach einer Verzégerungszsit 53 +

10 Sekunden ein Trpm5-charakteristischer Strom deubt werden (Abbildung 3.39). Durch
die Stimulation mit 500 nM [C&]; konnte bei drei gemessenen Zellen eine Trpm5-
Aktivierung um 63 = 11 Sekunden verzdogert beobachéeden (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 3.39: Patch-clampGanzzellableitungen zum Nachweis der Trpm5-Funktio in INS-1-Zellen.
A. Strome einer INS-1-Zelle nach der Stimulation 800 nM [C&"]; bei ~80 mV und +80 mV (n = 8). Der
initiale Abfall der Stromkurve ist auf die Inaktarung des WKrp-Kanals zurtckzufihrenB. Strom-

Spannungsverhaltnis der Trpm5-spezifischen Stréme 8). C. Dosis-Wirkungskurve der Trpm5-spezifischen
Stréme (n = 3-8). Veroffentlicht in Prawit al, 2003.

3.9.2 TRPM5-short-Uberexprimierende INS-1-Zellen

Wie in elektrophysiologischen Versuchen gezeigtdearkonnte (Kapitel 3.6.3), fuhrt die
Expression von TRPM5-short zur Blockierung der TRPAKtivitat. In der Maus und in der
Ratte konnten bisher keine dem TRPM5-short-Prateisprechende Trpm5-Spleildvarianten
nachgewiesen werden. Um die Insulinsekretion irereinfrpm5-defizienten Modellsystem
untersuchen zu konnen, sollten endogBmpmb5exprimierende INS-1-Zellen mit dem
humanen TRPM5-short-Protein transfiziert werdenzdadiesem Zeitpunkt weder humane
Betazelllinien noch di@rpm5knock outMaus (siehe Kapitel 3.9.3) zur Verfligung standen.
Die Homologie zwischen dem humanen TRPM5 und detteRarotein ist relativ hoch (83,1
%, berechnet mit dem SIM-Programm unter http://wewpasy.org/tools/sim-prot.html),

demzufolge kdnnte das humane TRPM5-short-Protesh &au den Rattenzellen blockierend
wirken.

3.9.2.1 Insulinsekretion in TRPM5-short-Uberexprimierenden INS-1-Zellen

Die INS-1-Zellen wurden mit dem ExpressionskongtrpkcDNA3-TRPM5-short (siehe
Kapitel 3.4.1) bzw. dem pcDNA3-Leerplasmid transientransfiziert. Die
Transfektionseffizienz wurde drei Tage nach dem$faktion anhand der EGFP-Fluoreszenz
in parallel durchgefuhrten Kontrollansatzen mit pUBEGFP (siehe Kapitel 3.4.1)
Uberprift. Nur Ansatze mit einer Transfektionsediiz von Uber 75 % wurden drei Tage
nach der Transfektion in Insulinsekretionsversuchgatestet. Die Anregung der
Insulinsekretion erfolgte mit einem Glukose- bzw-haltigen Puffer. Diazoxid verhindert
die glukoseinduzierte (aber nicht dié-Kduzierte) Insulinausschittung, indem es defrK
Kanal konstitutiv offen héalt (siehe hierzu auch Kelp4.7).
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Fur den Insulinsekretionstest wurden die Zellen ggalhien und zwei Stunden in 3 mM
Glukose prainkubiert. Die Insulinsekretion wurdedafulnkubation in 15 mM Glukose bzw.
durch Zugabe von 30 mM 'K(als KCI) angeregt. Nach zwei weiteren Stundendeuder

Uberstand entnommen und die Insulinkonzentratiottetai ELISA bestimmt. Zwischen den
TRPM5-short-transfizierten Zellen und den Kontrellen waren keine Unterschiede in der
sezernierten Insulinmenge zu beobachten (Abbild2idg). Sowohl mit hoch konzentrierter
Glukose als auch mit Kkonnte in beiden Ansitzen eine Insulinausschiittinayziert

werden. Die glukoseinduzierte Insulinausschittungde in beiden Ansatzen durch die

Zugabe von 250 uM Diazoxid inhibiert.
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Abbildung 3.40: Insulinsekretion in TRPM5-short-Uberexprimierenden INS-1-Zellen.

INS-1-Zellen wurden mit pcDNA3-TRPM5-short trandigransfiziert und der Insulinsekretionstest nacéi d
Tagen durchgefiihrt (n = 5, Mittelwert + Standardalmivung). Die Stimulation der Insulinausschitturfglgte
entweder mit 15 mM Glukose oder durch Zugabe von BBl K' (als KCI). Zur Inhibition der
glukoseinduzierten Sekretion wurde 250 uM Diazoxidjegeben. Die sezernierte Insulinmenge wurde nach
zwei Stunden im Zelluberstand mittels ELISA bestimBie Inkubation bei 3 mM liefert den Basalwertrde
Insulinsekretion in unstimulierten INS-1-Zellen. sAlKontrolle dienten mit dem pcDNA3-Leerplasmid
transfizierte INS-1-Zellen.

3.9.3 Insulinsekretion in der Trpm5-knock outMaus
Nach der Veroffentlichung defrpm5knock ouwtMaus (Zhang, Yet al, 2003) wurden bei
der Arbeitsgruppe Prof. Zuker (University of Caliia, USA) vier homozygot&nock out

110



ERGEBNISSE

Mause, zwei Weibchen und zwei Mannchen, besteiéis®wurden unter der Leitung von Dr.
K. Reifenberg in der SPIgecific pathogen freeHaltung der ZVTE der Universitat Mainz
aufgenommen. Aufgrund ihres hohen Alters konnten ghklieferten Mause untereinander
leider keine Nachkommen zeugen. Die homozygotenniglien konnten jedoch erfolgreich
mit wildtypischen Weibchen des C57BL/6-Stammes &arp werden, so dass 2005
schlie3lich geniigend Mause fur die Geschmacks{esthe Kapitel 3.8.3.5) und fur die

nachfolgenden Versuche zur Verfligung standen.

Bei der Herstellung defrpm5knock outMaus wurde der genomische Bereich degm5
Gens, der fur die ersten funf Transmembrandomaodreik (Exon 15 bis Exon 19), deletiert
und durch eine Neomycinresistenzkassette ersetzin@, Y.et al, 2003). Aus diesem Grund
kann die PCR-basierte Genotypisierung der Mausent®br+/+, Trom5 +/— und Trpm5 —/-)
mit zwei Oligonukleotidpaaren durchgefuhrt werddig, innerhalb des deletierten Bereiches
(Trpm5-230F/R) bzw. in der Neo-Kassette (Neo-F/Rhden (Abbildung 3.41 A).
HomozygoteKnock outTiere (Trpm5 —/-) erzeugen ein Produkt mit deng®tiukleotiden
Neo-F/R, wahrend die Oligonukleotide Trpm5-230F/iehh an die DNA binden kénnen.
Wildtypmause erzeugen wiederum lediglich mit TrpB8®)F/R ein Produkt und die
heterozygoteiKnock outMause mit beiden Oligonukleotidpaaren (Abbildung13B).
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Abbildung 3.41: Genotypisierung derTrpm5-knock outMause mittels PCR.

A. Schematische Darstellung d&spm5Wildtyp- und Trpm5knock owtAllels sowie der Lage der fur die
Genotypisierung verwendeten PCR-OligonukleotidpabmeTrpm5knock owtAllel sind die Exons 15-19, die
fur die funf ersten Transmembrandoménen (graue ckKés) kodieren, deletiert und durch eine
Neomycinresistenzkassette ersetzt (Zhangetyal, 2003). DieTrpm5spezifischen Oligonukleotide Trpm5-
230F/R ergeben ein Produkt von 390 bp, die in gléractamaseSequenz der Neo-Kassette bindenden
Oligonukleotide Neo-F/R ein Produkt von 590 kj. PCR zur Genotypisierung der Nachkommen zweier
heterozygoteffirpm5knock outMause. Die Mause der abgebildeten PCR stammenerashiedenen Wirfen.
—/— = homozygoteKnock outMaus, +/- = heterozygot€nock outMaus, +/+ = Wildtypmaus, M = 100 bp-
Marker.

3.9.3.1 Insulinsekretion in Langerhans’schen Inseln deffrpm5-knock outMaus

Um die Insulinsekretion in der Maus als Gesamtasyans zu untersuchen, wird der
Plasmainsulinspiegel nach einer intraperitonealeluk@degabe beobachtet. Fir die
Darstellung beider Sekretionsphasen (siehe hiemach aAbbildung 4.2) missen die
Zeitabstande zwischen den einzelnen Insulinmessungehr kurz gewahlt werden;
Ublicherweise findet kurz vor der Glukoseinjektisowie 2, 5, 15 und 30 Minuten nach der
Injektion eine Messung statt. Da zur Serumgewinmetativ viel Blut benétigt wird und die
Versuchstiere durch das mehrmalige Anritzen derw@aolavene in kurzen Zeitabstanden
insgesamt sehr viel Blut verlieren, wurde hier adfe Insulinbestimmung im
Gesamtorganismus verzichtet. Die Insulinsekretioetk der Trpm5knock outMause
wurde stattdessen in Zellkultur anhand des Sekreterhaltens der isolierten

Langerhans’schen Inseln untersucht.
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Fur Insulinsekretionanalysen mit isolierten Langasischen Inseln wird standardmaliig das
Perifusionssystem (Panteet al, 1977) verwendet, welches eine exakte Messung der
ausgeschiitteten Insulinmenge alle 15 bis 60 Sekuedadglicht. Da unserem Labor keine
Perifusionsapparatur zur Verfigung stand, wurden Idsulinsekretionstests ,von Hand*
durchgefuhrt. Als Grundlage fir die Versuchsanorinuliente eine von Srivastava und

Goren publizierte Methode (Srivastava und Goref320die geringfligig modifiziert wurde.

Der Insulinsekretionsversuch wurde am Tag nach bhselpraparation durchgefihrt.
Nachdem die Inseln Gber Nacht in 3 mM Glukose kigdtt wurden, erfolgte eine 30-mintitige
Prainkubation in 2,8 mM Glukose. Anschlie3end wudée Insulinsekretion durch 16,8 mM
Glukose stimuliert. Nach 1, 2, 5, 10 und 30 Minutearde ein Aliquot des Uberstandes
entnommen. Um den Gesamtinsulingehalt der Inselarmitteln, wurde das restliche Insulin
anschlieend mit saurem Ethanol extrahiert. Die déeties sezernierten Insulins sowie des

Gesamtinsulins wurde mittels ELISA bestimmt.

Die Insulinbestimmung im Zelliiberstand gestalteté sls sehr fehleranfallig. Wahrend der
Stimulation der Insulinsekretion wurden die Zeltkuefalle auf einem Schittler inkubiert,
um das Insulin im Medium gleichméaRig zu verteilBurch die Rotation I6sten sich jedoch
einige Inseln von ihrer Unterlage oder einzelnelefelaus dem Inselzellverband. Diese
wurden dann mit dem Uberstand abgezogen und vemfals auch nach einem
Zentrifugationsschritt die Insulinmesswerte im EAISDa isolierte Inseln ihre Fahigkeit,
Insulin zu sezernieren, fur mindestens 14 Tagedbailben (Arkhammaet al, 1998), wurde
zunachst getestet, ob die Inselzellen nach landarivierungszeit besser an ihrer Unterlage
haften bleiben. Da sich die Zellen auch nach li#g&ig<ultivierung wahrend der Inkubation
von der Unterlage I6sten, wurden schliel3lich str gewoéhnlichen 24-Loch-Platten
sogenannte Transwell-GefalRe der Firma Corning vahete Die gewahlten Gefalie enhielten
Membraneinsatze mit 3 um gro3en Poren. Die Indelz@kerblieben wahrend der Inkubation
im Transwell-Einsatz und wurden nicht im gesamteedMm verteilt. Das sezernierte Insulin
konnte dagegen frei durch die Membran diffundierem,dass fur die Insulinbestimmung

zellfreies Medium entnommen werden konnte (AbbilgiB42).
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Abbildung 3.42: Kultivierung der isolierten Langerhans’schen Inseln in Transwell-Gefal3en.

Fir die Kultivierung der Langerhans’schen Inselrrden Transwell-Einsétze (Corning, Wiesbaden) vedegn
die eine Polycarbonatmembran mit 3 um breiten Perghalten. Wahrend Nahrstoffe und Insulin freicthudie
Membran diffundieren, kénnen die Inselzellen dienibean nicht passieren. Die sezernierte Insulinmenge
wurde im Zelliberstand (unterhalb des TranswelkEines) gemessen.

Um die Insulinsekretion imrpm5knock out und Wildtypmausen vergleichen zu kdnnen,
wurden die Inseln aus jeweils zwei zu vergleichendéeren zur gleichen Zeit und unter
exakt gleichen Bedingungen préapariert. Im Laufe Eegerimentes stellte sich heraus, dass
fur einen optimalen Versuchsablauf ein erfolgreicGellagenaseverdau von entscheidender
Bedeutung ist. Schon geringe Temperaturschwankuimgemmkubator verlangsamten oder
beschleunigten die Reaktion, so dass die Inselh eatem unvollstdndigen Verdau in zu
kihlem Puffer noch teilweise vom Pankreasgewebeebery waren, wahrend der Verdau
nach einer zu warmen Inkubation zu weit fortgestdmiwar, wodurch die Inseln beschadigt
wurden. Dariber hinaus durfte das tUber Kopf-Schiitier Reaktionsgefal3e wéhrend des
Verdaus nicht zu sanft sein, weil die Inseln siaenmnicht vom restlichen Gewebe trennten;

bei zu kraftiger Handhabung zerfielen die Inselad@rum in Einzelzellen.

Nach Optimierung dieser Methode konnten die Insels fUnfTrpm5knock outMausen und
funf Wildtypmausen erfolgreich prapariert werdenied2 zeigen in der Insulinsekretion
deutliche Unterschiede (Abbildung 3.43). Wahreral \Wfildtypinseln auf die Stimulation mit
16,8 mM Glukose mit einer erhdhten Insulinausscimdttreagieren, konnte in ddwpm5
knock outinseln keine Stimulation der Insulinsekretion beditet werden. Da aufgrund der
oben genannten Schwierigkeiten, die bei der Indphmation aufgetreten sind, lediglich funf
Mause pro Genotyp ausgewertet werden konnten, died Standardabweichungen der
einzelnen Mittelwerte relativ hoch, so dass didsegbnis mit Vorsicht interpretiert werden
muss. Es liefert jedoch einen moéglichen Hinweis elnk gestorte Sekretionskinetik in den
Trpm5knock outinseln, die einer weiteren Untersuchung bedarf.
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Abbildung 3.43: Insulinsekretion in isolierten Langerhans’schen Inseln defTrpm5-knock outMaus.
Insulinsekretion in isolierten Langerhans’'scherelnsder homozygoteirpm5knock ouwtMaus @A.) und der
Wildtypmaus(B.), n = 5. Die Stimulation der Insulinsekretion egi@ mit 16,8 mM Glukose. Nach 1, 2, 5, 10
und 30 Minuten wurde die sezernierte InsulinmengeZelliberstand von jeweils 10 Inseln mittels ELISA
bestimmt. Die basale Insulinsekretion wurde mit h®1 Glukose untersucht. Das sezernierte Insulinirist
Relation (%) zur Gesamtinsulinmenge der Inseln galgen. Die Ergebnisse sind neben den Kurvendiageaimm
nochmals als Balkendiagramm dargestellt, um diadatalabweichungen hervorzuheben. Trpm5 -/Fpm5
Knock outMaus, Trpm5 +/+ = Wildtypmaus.

3.9.3.2 Immortalisierung von pankreatischen Betazellen

Bei den Insulinsekretionsanalysen mit isoliertenngerhans’'schen Inseln konnte der
Collagenaseverdau als ,kritischer Schritt* definerden. Um dieses Problem zu umgehen
und um konstantere Versuchsbedingungen fir deneBekstest zu erhalten, wurde als
weitere Methode die Immortalisierung von pankreaien Betazellen etabliert. Eiff@pm5
knock outBetazelllinie wirde — zusammen mit einer wildtygbien Kontrollzelllinie — nicht
nur fur Insulinsekretionsanalysen, sondern auchwitere funktionelle Untersuchungen des

Trpmb5-Kanals ein geeignetes Zellsystem bieten.
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Fur die Immortalisierung wurde das retrovirale Kionst pPLXSN16E6E7 verwendet, welches
die GeneE6 und E7 des humanen Papillomvirus (HPV) enthalt (Halketral, 1991). Die
Genprodukte, die sogenannten Onkoproteine E6 ungiad in der Lage, den Zellzyklus und
somit das Proliferationsverhalten der Zellen zuirfeessen, indem sie unter anderem die
Tumorsuppressoren p53 und Rb (Retinoblastom) biiDgeonet al, 1989; Hawley-Nelson
et al, 1989; Kauret al, 1989; Mingeret al, 1989; Wernesst al, 1990). Fur eine
erfolgreiche Immortalisierung der Zellen ist einglilung erforderlich, damit das Konstrukt
in das Genom integriert werden kann. Da sich diaB#dlen im differenzierten Zustand nur

selten teilen, ist die Transfektionseffizienz dgeZelltyps sehr gering.

Fur die Immortalisierung wurden zehn Langerhangstiseln eines neun Wochen alten
C57BL/6-Wildtypmannchens  (Nummer  C69) isoliert.  DieTransfektion der

Verpackungszelllinie BOSC23 mit dem E6/E7-Konstrukterfolgte  mittels

Kalziumphosphatprazipitation (Peat al, 1993). Die transkribierte RNA wurde in den
BOSC23-Zellen in infektibse, replikationsinkompeaterPartikel verpackt, die mit dem
Zelliberstand abgenommen wurden und fur die Inbekder Inselzellen verwendet wurden.
Die Generierung der Viruspartikel sowie die Infektiund Selektion der Inselzellen wurde

von Dr. E. Lausch durchgefuhrt.

Aus der Immortalisierung und anschlieBender Neonsgiektion ging nach einer
Kultivierungsdauer von vier Monaten ein Klon (C@8rvor. Da sich im Inselzellverband
neben Betazellen weitere Zelltypen, unter anderdpmad und Deltazellen befinden, die fur
die Glukagon- bzw. Somatostatinsekretion zustarsligd, sollte mit einem einfachen
Insulinsekretionstest Uberpruft werden, ob es &eh der hergestellten C69-Zelllinie um
Betazellen handelt. Die Zellen wurden in der vierBassage Uber Nacht an eine niedrige
Glukosekonzentration (5 mM) gewdhnt. Am nachsterg Tafolgte eine zweistlindige
Prainkubation in 3 mM Glukose. AnschlieBend wurde thsulinsekretion mit einer
zweistlndigen Inkubation in 25 mM Glukose bzw. 2Bl rArginin angeregt. Im Gegensatz
zur glukoseinduzierten Insulinsekretion (siehe kalp#.7.3) depolarisiert Arginin aufgrund
seiner postiven Ladung direkt die Zellmembran umidhdiert so die Insulinsekretion
(Henquin, 2004). Beide Stimuli konnten in C69-Zelleine Insulinausschittung induzieren
(Abbildung 3.44).
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Abbildung 3.44: Insulinsekretion in der murinen Betazelllinie C69.

Mit einem Insulinsekretionstest wurde Uberprift, @b sich bei den immortalisierten Inselzellen d&9-C
Wildtypmaus um Betazellen handelt. Die Stimulatitar Insulinsekretion erfolgte mit 25 mM Glukose b20
mM Arginin fiir zwei Stunden. Die Inkubation in 3 mBlukose lieferte den Basalwert der Insulinsekretio

Die wildtypischen Inselzellen konnten erfolgreichnortalisiert und kultiviert werden. Mit
dem Insulinsekretionstest konnte gezeigt werderss des sich bei den Inselzellen um
Betazellen handelt, die ihre Fahigkeit zur Inswdkretion beibehalten haben. Im Rahmen der

vorliegenden Arbeit konnte keifegpm5knock ouZelllinie etabliert werden.

3.9.3.3 Glukosetoleranztest

Im Glukosetoleranztest wird die Wirkung der veraditeen Glukose auf den
Blutzuckerspiegel untersucht. Dabei steigt der Rlokerwert zunachst stark an, wodurch die
Insulinausschittung im Pankreas angeregt wird. Basgeschittete Insulin fihrt unter
anderem in Muskeln, Fettgewebe und Leber zur AufrgiVerwertung und Speicherung der

Glukose, wodurch der Blutzuckerspiegel sinkt.

Die Méause wurden am Tag vor dem Glukosetoleranzjestogen. Sie wurden Uber Nacht
gehungert, d. h. ihnen wurde das Futter, aber mlabtTrinkwasser entzogen. Am nachsten
Tag wurde 2 g D(+)-Glukose pro Kilogramm Korpergehtiin die Bauchhohle der Mause
(intraperitoneal) injiziert. Vor dem Versuch sow#@, 60 und 120 Minuten nach der Injektion
wurde den Mausen durch Anritzen mit einer Rasiegdi eine Blutprobe aus der

Schwanzvene entnommen und der Blutzuckerwert gemess

Der Glukosetoleranztest wurde mit homozygoten umterozygotenTrpm5knock owt
Mausen durchgefuhrt. Pro Genotyp wurden zehn Méafyser Mannchen und sechs
Weibchen) in einem Alter von funf bis zehn Wocherteusucht. Als Kontrollméuse dienten
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gleichaltrige und -geschlechtliche Wildtypméausedeleintersuchte homozygokaock out
Maus (Trpm5 -/-) besald somit eine gleichaltrige-d ugeschlechtliche heterozygote
Vergleichsmaus (Trpm5 +/-) und wildtypische Konlmus (Trpm5 +/+). Die Ergebnisse
des Glukosetoleranztests zeigen einen deutlichetertiihied zwischen den homozygoten
Knock outMausen und den heterozygotddnock outMausen bzw. Wildtypmausen
(Abbildung 3.45). 20 und 60 Minuten nach der Gldingktion ist der Blutzuckerwert der
homozygoterKnock outMause erheblich erhéht. Nach 120 Minuten sinkiieder auf einen
normalen Wert zurlick. Zu beachten sind die Nuchlatmuckerwerte zu Beginn des

Experimentes; diese lagen bei allen Mausen in evengieichbaren Bereich.
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Abbildung 3.45: Glukosetoleranztest mit homozygotemnd heterozygotenTrpm5-knock outMausen.

A. Fur den Glukosetoleranztest wurden 5-10 Wochen MEuse Uber Nacht gehungert, bevor sie mit 2 g/kg
Glukose intraperitoneal injiziert wurden. Kurz \der Injektion (0 min) sowie 20, 60 und 120 min danavurde

der Blutzucker gemessen (n = 1B).Ergebnisse aus A als Balkendiagramm, fiir eineditigtiche Darstellung
der Standardabweichungen. Trpm5 —/- = homozy#oteck outMaus, Trpm5 +/- = heterozygoknock out
Maus, Trpm5 +/+ = Wildtypmaus (WT).

Der Glukosetoleranztest wurde mit drei der zuvdegteten homozygotddnock outMause
sowie drei Wildtypmausen (jeweils einem Mannched mwei Weibchen) zu einem spateren
Zeitpunkt wiederholt. In einem Alter von 44 Wocheeigen sowohl di@rpm5knock out
Mause als auch die Wildtypméause eine zunehmend&o&dintoleranz, diese ist an der
langsamen Regulation der kinstlich erhdhten Blltemgerte erkennbar (Abbildung 3.46).

Zwischen derknock outMausen und Wildtypmausen ist kein Unterschied nzeherkennen.
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Abbildung 3.46: Glukosetoleranz der jungen und alta Trpm5-knock outM&use im Vergleich.

Der Glukosetoleranztest wurde mit derppm5knock outMausen und Wildtypmausen in einem Alter von 5-10
sowie 44 Wochen durchgefiihrt (n = 3. Vergleich der Glukosetoleranz in einem Alter vordi® und 44
Wochen. Bei den jungeren Mausen kommt der Unteeschu Abbildung 3.47 A dadurch zustande, dass hier
lediglich drei Mause pro Genotyp bertcksichtigt dem.B. Glukosetoleranztest mit 44 Wochen alten Mausen
als Balkendiagramm dargestellt, um die Standardamagen als Fehlerbalken darstellen zu kénnen.=KO
homozygotelrpm5knock outMaus, WT = Wildtypmaus.

3.9.3.4 Insulintoleranztest

Im Insulintoleranztest wird der Blutzuckerspieger dlaus nach der Zufuhr von exogenem
Insulin untersucht. Das in den Bauchraum verabteittsulin gelangt in den Blutkreislauf
und fahrt wie in Kapitel 3.9.3.3 beschrieben zuridmderung des Blutglukosewertes.
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Die Mause wurden vor dem Versuch gewogen und norgadlittert. Pro Kilogramm
Kdrpergewicht wurden 0,75 Einheiten Insulin in 8auchhdhle der Maus injiziert. Kurz vor
dem Versuch sowie 15, 30 und 60 Minuten nach dektion wurde eine Blutprobe aus der

Schwanzvene der Maus entnommen.

Der Insulintoleranztest wurde mit denselben Mausere der Glukosetoleranztest
durchgefihrt. Die Mause waren zum Zeitpunkt der ddag sechs bis zwo6lf Wochen alt. Alle
Mause zeigten eine &hnliche Reaktion auf das veidiie Insulin (Abbildung 3.47). Die
Blutzuckerwerte der homozygotdrpm5knock outMause und der Wildtypmause sind fast
identisch. Die Abweichung der heterozygofenpm5knock outMausen von diesen Werten
ist vernachlassigbar gering und kann durch dieviddellen Unterschiede erklart werden, die
schon bei Mausen desselben Alters, Genotyps undhige$its zu beobachten waren. Diese
individuellen Schwankungen fihrten zu relativ gnof&tandardabweichungen (Abbildung
3.47 B).
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Abbildung 3.47: Insulintoleranztest mit homozygotenund heterozygotenTrpm5-knock outM&ausen.

A. Vor der intraperitonealen Injektion von 0,75 Ufkgulin (O min) sowie 15, 30 und 60 min nach dgekltion
wurde der Blutzuckerwert der 6-12 Wochen alten Magemessen (n = 10). Die Blutglukosewerte sind in
Relation (%) zu dem Anfangswert (O min) angegeBekrgebnisse aus A als Balkendiagramm dargestetit, u
die Standardabweichungen als Fehlerbalken dansteliekonnen. Trpm5 —/- = homozygdt®ock outMaus,
Trpm5 +/- = heterozygoténock outMaus, Trpm5 +/+ = Wildtypmaus (WT).

3.9.3.5 Bestimmung des Langzeitblutzuckerwertes
Der Glukosehaushalt eines Organismus kann mit W#ieschiedener Blutmarker untersucht
werden. Fur die Bestimmung des Langzeitblutzuckeesewird der Glykosylierungsgrad der
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im Blut vorhandenen Proteine untersucht. HbAlc Enactosamin sind Kontrollmarker des

mittleren Blutzuckerspiegels; sie sind sowohl fiie diabetesdiagnose als auch fur die
Beobachtung des weiteren Krankheitsverlaufes veormerer Bedeutung. Da sie nicht durch
exogene Faktoren wie Stress beeinflusst werderd sie fur die Untersuchung von

Versuchstieren besonders gut geeignet.

HbAlc ist eine Form des Hamoglobins (Hb), das Géekoolektile bindet und Informationen
Uber die durchschnittliche Blutglukosekonzentratider vorangegangenen zwei bis drei
Monaten liefert. Das ,Blutzuckergedéachtnis* kommrch die Lebensdauer der Erythrozyten
zustande. Fructosamin zeigt den Glykosylierungsgrad Serumproteinen, hauptsachlich
Albuminen und Globulinen an und spiegelt die ductingitliche Blutglukosekonzentration
der letzten ein bis drei Wochen wider. Der Fruatoisavert der Trpm5knock outMaus
wurde im Zentrallabor der Universitatsklinik Maibzestimmt, der HbAlc-Wert konnte mit
den fur humane Proben geeichten Geréaten nichttefimiterden. Die Messungen wurden von

Dr. Heidi Rossmann durchgefuhrt.

Die Fructosaminbestimmung wurde bei se€hsm5knock outMausen, drei Mannchen und
drei Weibchen in einem Alter von sechs Monaten lige€ihrt. Dazu wurde den Mausen Blut
aus der Schwanzvene entnommen und das Serum, nactide Blut 30 Minuten bei
Raumtemperatur geronnen war, durch eine zehnma@antrifugation abgetrennt. Die in
den Mausseren gemessenen Fructosaminwerte siner imatbelle 3.2 dargestellt. Zwischen
den Trpom5knock outMausen (289 + 28 uM/l) und den Wildtypmausen (2929 uM/l)

konnten keine signifikanten Unterschiede in derct&saminwerten beobachtet werden.

Tabelle 3.2: Fructosaminwerte defTrpm5-knock outMause.

Der Fructosaminwert wurde in den Seren sechs Moaléde Trpm5knock ouMéause bestimmt (n = 6). Jede
Maus besald eine gleichaltrige und- geschlechtli¢figltypmaus als Kontrolle, die aus demselben Wurf
stammte. —/- Knock out +/+ = Wildtyp, MW = Mittelwert + Standardabweicha.

Maus- | Trpm5- g Fructosamin | Maus- | Trpm5- g Fructosamin
Nr. Genotyp (uM/) Nr. Genotyp (uM/)
2323 ~/- o) 270 2308 +/+ J 288
z324 -/- 3 267 2326 +/+ 3 270
z477 ~/- 3 305 2479 +/+ d 345
z313 -/- Q 279 z314 +/+ Q 264
z329 -/- Q 273 z321 +/+ Q 294
z487 -/- Q 340 z484 +/+ Q 305
s ge] v | - | 50 | 204+29

123



DISKUSSION

4 DISKUSSION

Das zur TRP t(ansient receptor potentigFamilie gehérende TRPM5 stellte urspringlich
einen Kandidaten fir tumorassoziierte Erkrankungstar, die mit genetischen und
epigenetischen Veranderungen in der humanen Chmmagegion 11p15.5 einhergehen
(Prawitt et al, 2000). Die Ursache fur das erhohte Tumorrisikelctves beispielsweise bei
BWS (Beckwith-Wiedemann-Syndrom)-Patienten beoletohird, war zu diesem Zeitpunkt
— und ist bis heute — weitestgehend unbekannt.a®8a kKavon ausgegangen werden, dass in
der Chromosomenregion 11pl15.5 Gene mit onkogenemr ddmorsupprimierendem
Charakter liegen mussen (Ket al, 1993; Reicet al, 1996). In der vorligenden Arbeit wurde
sowohl die Expression deERPM5Gens als auch die Funktion des TRPM5-Kanals in
verschiedenen Zelltypen untersucht, um einen Zusawhang zwischeRPM5 und den
Erkrankungen, die mit seinem genomischen Lokus ziissD sind, herzustellen. Um die
Funktion von Trpm5 in einem Gesamtorganismus zargchen, wurde ein auf RNARNA
interferencé basierende3rpm5knock dowrAMausmodell generiert, welches eine reduzierte
Menge des Trpm5-Kanalproteins exprimiert. Weitenektionelle Versuche wurden mit der
zur gleichen Zeit verdffentlichtenTrpm5knock outMaus (Zhang, Y.et al, 2003)
durchgeflnhrt.

4.1 Expression vonTRPM5

Zu der Gewebespezifitait d&FRPM5Expression wurden bisher widersprichliche Daten
vertffentlicht. DasTRPM5Gen, friherMTR1 genannt, wurde im Jahr 2000 von Dr. D.
Prawitt und Dr. T. Enklaar in unserem Labor ersimdleschrieben. Die initiale
Charakterisierung brachte ein sehr breites Expyassiuster hervor — Transkripte des Gens
fanden sich in nahezu allen untersuchten humandmmurinen Geweben, wie Niere, Leber,
Lunge, Herz, Darm, Pankreas, Milz, Gehirn und Gen@thklaaret al, 2000; Prawitet al,
2000). Auch zwei weitere Arbeitsgruppen konnt&npm5Transkripte in zahlreichen
Mausorganen nachweisen (Fonfeial, 2006; Kunert-Keilet al, 2006). Von einer weitaus
spezifischeren Expression berichteten Pérez undrbtter; sie konnten lediglich in wenigen
murinen  Geweben  Uberhaupt eineTrpm5Expression  nachweisen, die in
Geschmackssinneszellen, Dunndarm und Magen starkJterus und Hoden dagegen

schwach zu verzeichnen war (Péetal, 2002; Péreet al, 2003).

Zur Verifizierung desTRPM5Expressionsmusters wurden im Rahmen der vorliegend

Arbeit verschiedene humane, murine und Rattenaigtii sowie Mausorgane mittels RT-PCR
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untersucht. Die Untersuchungen ergaben, dass sowolB-Zellen des Immunsystems
(A20.2J, Ramos), neuronalen Zellen (CATH.a), Epiblien (HelLa) sowie pankreatischen
Betazellen (MING6, INS-1 und RINm5FJRPM5Transkripte vorhanden sind. In anderen
Zellen des Immunsystems, wie T-Zellen (Jurkat), azytéren Zellen (U937) und Mastzellen
(RBL-2H3), sowie in GefalBmuskelzellen (A7r5), Nieepithelzellen (HEK 293),
Phaochromozytomzellen (PC12) und Wilmstumorzel@AQl und WT128) konnte dagegen
keineTRPM5Expression beobachtet werden (siehe Tabelle Bdgesehen von den Ramos-
Zellen konnten in allemRPM5positiven Zelllinien auch Transkripte viRPM4 des nachst
verwandten TRP-Mitgliedes nachgewiesen werden. eDiBgobachtung fihrte zu zwei
Hypothesen: dass TRPM5 und TRPM4 miteinander zendetultimeren assoziieren kénnen,
was daraufhin in Coimmunprazipitationsversuchenersoicht wurde — diese werden in
Kapitel 4.5 beschrieben — und dass sie in dersefignalkaskade funktionieren — was in
Kapitel 4.7.4.1 ausfihrlich diskutiert wird.

Die mit murinen Geweben durchgefuhrten Expressimalyaen bestatigen die Ergebnisse von
Prawitt und Enklaar, da in allen untersuchten Mageoen zumindest eine schwadhem5
Expression gezeigt werden konnte (siehe Abbildudy & Lunge, Auge, Pankreas, Milz und
Hoden sechs Monate alter C57BL/6-Mause war die &gwon besonders stark; in Herz,
Leber und Zunge etwas schwacher. In Niere und Gelaren dieTrpm5spezifischen

Signale sehr schwach, aber dennoch vorhanden.

4.2 Etablierung TRPM5-spezifischer Antikorper

Um die Ergebnisse der Expressionsanalysen, did&RBiif-Ebene durchgefuhrt wurden, auf
Proteinebene zu verifizieren, sollteVestern BlotAnalysen mit Zellextrakten und
immunhistochemische Analysen mit Mausgeweben defcingt werden. Da zu Beginn
dieser Dissertation kein TRPM5-spezifischer Antgeéir bekannt war, wurden zum einen
eigene Antikorper synthetisiert, zum anderen wungeserem Labor von den Arbeitsgruppen
Dr. B. Miller (Milton S. Hershey Medical Center, mesylvania, USA) und Prof. E. Liman
(University of Southern California, USA) synthetige Antikérper zur Verfiigung gestellt.
Daruber hinaus diente die Aminosauresequenz ddsfspider von Zhang und Mitarbeitern
zur Generierung eines Trpm5-spezifischen Antik@perrwendet wurde (Zhang, ¥t al,
2003) als Grundlage fur die Herstellung eines weiteeigenen Antikdrpers (TRPM5-1909),
so dass in Rahmen der vorliegenden Arbeit insgesmtiis gegen das murine und/oder
humane TRPM5-Protein generierte polyklonale Antieir auf ihre Spezifitdt getestet

wurden.
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Keiner der Antikdrper konnte illVestern Bloet oder in immunhistochemischen Analysen als
TRPMb5-spezifisch bewertet werden, obwohl der Amjiled TRPM5-1909 inNestern Blot
Analysen mit einigen Zellextrakten, die aus endodepm5exprimierenen Zellen und
Geweben stammten, eine deutliche Proteinbande hmfyaderen Grof3e dem theoretischen
Molekulargewicht des Trpm5-Proteins (ca. 130 kDatspricht. Dieses Signal hob sich vor
allem in der pankreatischen Betazelllinie MING diettvon den Hintergrundbanden ab (siehe
Abbildung 3.6); es konnte jedoch in nachfolgendeqpdfimenten als ein wahrscheinlich
Trpm5-unspezifisches Signal eingestuft werden, dasnutlich durch Kreuzreaktion des
Antikorpers mit einem anderen, unbekannten Probervorgerufen wurde. Dass der von
Zhang und Mitarbeitern publizierte Antikdrper, dem ihnen erfolgreich zur Detektion des
Trpmb5-Proteins im Zungengewebe verwendet wurde r@hay. et al, 2003), in der
vorliegenden Arbeit nicht reproduziert werden kanritann dadurch erklart werden, dass
zwar in beiden Fallen die gleiche EpitopsequenzAniikorperherstellung verwendet wurde,
im Rahmen dieser Arbeit jedoch ein neues Tier imsieri werden musste, welches

individuelle Antikorper bildete, die sich von demlghizierten Antikdrper unterscheiden.

Die Kreuzreaktivitat stellt vermutlich ein geneeslIProblem bei der Herstellung von TRP-
spezifischen Antikdrpern dar, da die Sequenzkomseheit innerhalb der TRP-Familie die
individuellen Sequenzabschnitte der einzelnen TREig sich als Epitope eignen,
entscheidend einschrankt. Insbesondere unter Siuigflamitgliedern kann die
Sequenzkonserviertheit sehr hoch sein; so weiseigeeProteine der TRPC- und TRPV-
Familien eine Homologie von 75-80 % auf Aminosabese auf (Clapham, 2003; Dietrieh
al., 2005). Die Sequenzhomologie zwischen TRPM5 und déchst verwandten Protein,
TRPM4, betragt zwar nur 41 % auf Aminosaureebene(get al, 2004), doch haben alle
im Rahmen dieser Arbeit untersuchten Antikdrpee, gegen TRPM5 generiert wurden, in
Western Blo#Analysen mit HEK 293-Zellextrakten zahlreiche Riobanden erzeugt (siehe
Abbildungen 3.8 und 3.9), die héchstwahrscheintiohch Kreuzreaktion der Antikérper mit
anderen TRPs oder verwandten Kanalproteinen zustkathen, da die HEK 293-Zellen
TRPMb5nicht endogen exprimieren (vgl. Tabelle 3.1).

Dass die getesteten Antikdrper nicht spezifischlleRPM5 sind, kann verschiedene Ursachen
haben. Im Falle der Antikérper TRPM5-C und TRPM%89liegen die ausgesuchten
Peptidsequenzen, die als Epitope verwendet wurdemischen den zwei letzten
Transmembrandoménen des TRPM5-Proteins (siehe dibitgl 3.5). Moglicherweise wird

durch die komplexe dreidimensionale Struktur digserenbildenden Region, welche die
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individuellen Selektivitdts- und Permeabilitateigeaften eines lonenkanals definiert
(Owsianiket al, 2006b), eine Antikdrperbindung verhindert. Aul&ndlagern sich an dieser
Proteinregion vier TRP-Untereinheiten zusammenh avenn die eigentliche Interaktion tGber
andere Proteindoméanen stattfindet, um die hydrepRbre des lonenkanals zu bilden
(Vannieret al, 1998; siehe Abbildung 1.3). So kénnten in immstdghemischen Analysen,
die in situ stattfinden, fur die Antikdrper relevante Bindusigdlen durch die Assoziation der
TRP-Proteine blockiert werden. Zuganglicher waremiesem Falle die Bindungsstellen fir
die Ubrigen vier untersuchten Antikdrper, derentée intrazellulare Peptidsequenzen
darstellen: TRPM5-N am langen N-terminalen Abschmies TRPM5-Proteins, sowie
TRPM5-1909, TRPM5-1976 und TRPM5-TB3 am C-terminalende des Proteins. Dass
auch diese Antikorper nicht in der Lage waren, TRPezifisch zu detektieren, kbnnte an
der Faltung des TRPM5-Proteins in diesen Bereiclegen, die moglicherweise keine
effektive Antikérperbindung erlaubt. Da die zur Imnisierung verwendeten Epitope in der
Regel 16-20 Aminosauren lang waren — lediglich fORPM5-TB3 wurde ein 70
Aminosauren langes Peptid als Epitop verwendet aAntgn die Bindungsstellen der
Antikodrper in dem nativen TRPM5-Protein andere direensionale Strukturen annehmen als
in Peptidform. Moglicherweise kdnnte dieses Probldorch die Verwendung langerer
Epitope umgangen werden; im Idealfall konnte dasagde TRPM5-Protein zur

Immunisierung der Tiere eingesetzt werden, um getegAntikdrper zu generieren.

4.3 Charakterisierung der TRPM5-Uberexprimierenden HEK 293-Zelllinie

Fur die funktionellen Untersuchungen des humane®PM®Proteins wurde ein€RPM5
Uberexprimierende Zelllinie generiert. Hierzu wuitle humane Nierenepithelzelllinie HEK
293 human embryonic kindnggewahlt, die in der lonenkanalforschung, insbdsoain der
Elektrophysiologie, breite Anwendung findet. Diellée wurden mit dem Expressionsvektor
pcDNA3-TRPMS5 stabil transfiziert, so dass die daraesultierende M1-Zelllinie die lange
SpleiBvariante des humanen TRPM5-Proteins (TRPMBg}l&onstitutiv Uberexprimiert. Die
Kontrollzelllinie P1 wurde mit dem gleichen Expriessvektor, der jedoch keinERPM5
cDNA enthielt, hergestellt (siehe Abbildung 3.2).

4.3.1 Auswirkung der TRPM5-Uberexpression auf die Zellproliferation

Bereits mehrere TRPs sind mit der tumorigenen Emigrvon Zellen in Verbindung gebracht
worden (TRPM1, TRPMS8, TRPV1, TRPV6; Duncanal, 1998; Lazzeret al, 2005; Peng
et al, 2001; Tsavaleet al, 2001). In diesen Fallen sind jedoch nicht die &der TRPs

selbst von Mutationen betroffen, sondern die Exgpogs der Gene ist in verschiedenen
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Tumorarten im Vergleich zu gesunden Zellen erhdletr wermindert. WahrendRPM1nach
dem heutigen Wissensstand lediglich in Melanomreeéne veranderte Expression zeigt,
wird TRPV6in Karzinomen verschiedenen Ursprungs (Prostatdork Schilddriise, Brust
und Ovar) erh6ht exprimiert (Fixemer al, 2003; Pengt al, 2001; Wissenbacét al, 2001;
Zhuang et al, 2002). Oft korreliert die Expressionsstarke —eklir oder umgekehrt
proportional — mit dem Schweregrad der Erkrankuvig,im Falle desSTRPM1Gens, dessen
Expression mit steigender Aggressivitat des Melahabnimmt (Duncaret al, 1998).
Obwohl fir TRPM1 und TRPMS8 tumorsupprimierende bzw. onkogene Eigenschaften
postuliert wurden, gehoért die veranderte Expressien TRP-Gene wahrscheinlich eher zu
den sekundaren als zu den primaren Ereignisseiiwaorentwicklung (Prevarskayet al,
2007). Trotzdem koénnen sich einige TRPs zukinftgy geeignete Marker erweisen, um
Voraussagen Uber den Verlauf einer Erkrankung etffetnr, dartber hinaus stellen die

betroffenen TRPs auch potenzielle therapeutiscbke diar (Prevarskayet al, 2007).

Da das TRPM5Gen in einer Chromosomenregion liegt, die mit tumseoziierten
Erkrankungen in Verbindung steht, wurde mit Hilfer dV1-Zelllinie untersucht, ob die
Uberexpression vonTRPM5 Auswirkungen auf die Zellproliferation hat. Wedém
Zellzyklusprofil noch im Proliferationsassay konmt&uffalligkeiten beobachtet werden, und
auch inin vivo-Untersuchungen mit immundefizienten Mausen zeiglen Zellen keine
tumorigenen Eigenschaften. Zusammen betrachtedrfiefliese Ergebnisse keinen Hinweis
darauf, dassTRPM5 direkt an der Regulation der Zellproliferation odean der
Tumorentstehung beteiligt ist. Eine Beteiligung aekundaren Ereignissen der
Tumorentwicklung ware dennoch denkbar, da eiM&PM5Expression in vielen

Wilmstumoren und Rhabdomyosarkomen nachgewiesedenirawittet al, 2000).

4.3.2 Elektrophysiologische Eigenschaften des TRPM5-Kanal

In Kooperation mit der Arbeitsgruppe Prof. A. Fleigd Prof R. Penner (Universitat Hawaii,
USA) durchgefuhrtéPatch-clampGanzzellableitungen der M1-Zellen zeigten, das®VR
nicht konstitutiv aktiv ist, sondern erst bei hohemrazellularen C&-Konzentrationen
([Ca®"];) aktiviert wird. Hierbei ist jedoch nicht die ats® Konzentration, sondern die
Geschwindigkeit des [GHi-Anstiegs von entscheidender Bedeutung. Ein rascher
kurzzeitiger [C&')i-Anstieg kann beispielsweise durch Thrombin induzieerden: Die
Thrombin-vermittelte Rezeptorstimulation fiihrt zEntleerung der intrazellularen €a
Speicher, die sich im endoplasmatischen RetikulER) (und sarkoplasmatischen Retikulum
(SR) befinden, und zum speicherabhéngigefi-Emstrom (SOCEstore-operated calcium
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entry, siehe Abbildung 1.1) aus dem Extrazellularraumanf®val et al, 2001).
Cyclopiazonsaure (CPAyclopiazonic aciglund lonomycin rufen dagegen einen wesentlich
langsameren [G4)i-Anstieg hervor, hierbei inhibiert CPA membransigedCa’-ATPasen

im ER und SR, wodurch der €alransport in diese Organellen blockiert wird und
lonomycin ist als Cd-lonophor in der Lage, G&lonen durch Membranen zu transportieren
(Seidleret al, 1989; Morgan und Jacob, 1994). Wahrend Thrombidedr Lage war, den
TRPMb5-Kanal zu aktivieren, konnten weder CPA nocmoimycin TRPM5-spezifische
Stoéme induzieren (siehe Abbildung 3.17), obwohl didsen Substanzen eine ebenso hohe

oder sogar héhere intrazellulare?’GKonzentration als mit Thrombin erreicht wurde.

Die C&'-Speicherabhangigkeit des TRPM5-Kanals wurde mitPBA und IR getestet.
BAPTA (1,2-bis[2-aminophenoxy]ethan-N,N,N’,N'-Te&ssigsaure) bindet als €aChelator
C&*-lonen in der intrazellularen Lésung, was zum passiNachstromen von €aaus den
intrazellularen Speichern fihrt. d@nositol [1,4,5]-Trisphosphat) bindet wiederum seinen
Rezeptor in der Membran des ER bzw. SR, wodurchCeff+Ausstrom aus intrazellularen
Speichern mit nachfolgendem C&instrom durch den SOCE-Mechanismus induziert wird
Weder mit BAPTA noch mit der Kombination BAPTA4Ronnte TRPM5 aktiviert werden.
TRPMS5 stellt somit zwar einen €aaktivierbaren, aber Gaspeicherunabhéngigen Kanal

dar.

Die TRPM5-spezifischen Stréme nahmen nur bis zereirestimmten intrazellularen €a
Konzentration zu. Bei 840 nM [€3; wurde die Halfte der maximal erreichbaren Aktivitat
der Kanale erreicht (B medianeffective concentratios 840 nM) und ab 1 uM [G§;
nahm die Aktivitat wieder ab (Kg, medianinhibition concentratior= 1 uM, siehe Abbildung
3.15). Diese Eigenschaft unterscheidet TRPM5 van dahe verwandten TRPM4-Kanal, der
zwar einen ahnlichen EGWert besitzt, jedoch bis 1,8 uM [Eh keine Inaktivierung zeigt
(siehe Abbildung 3.15 C; Launagt al, 2002). Die TRPM5-spezifische Aktivierungskinetik
ist durch eine schnelle Aktivierung und schnellakiivierung charakterisiert. Diese rasche
Inaktivierung — eine weitere Eigenschaft, die TRPM& TRPM4 unterscheidet — ist
unabhangig von [G4]; und stellt vermutlich einen in TRPM5 ,eingebautév&chanismus

dar.

Zwischen TRPM5 und TRPM4 finden sind jedoch auclm@&asamkeiten: Wie TRPM4 ist
auch TRPM5 ein Ca-aktivierter, nicht-selektiver (CANCa* -activated non-selectiye
Kationenkanal, der monovalente lonen leitet und émpeabel fir Cd-lonen ist (siehe
Abbildung 3.16). Die urspringlich in kardialen &#ll(Colquhouret al, 1981) beschriebenen
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CAN-Kanéle sind fiir die Kontrolle des €eEinstroms essentiell, da sie die Zellmembran
depolarisieren koénnen. In elektrisch erregbarereBgelderen Cad-Einstrom hauptsachlich
tiber spannungsabhangige’GKanale erfolgt, erhdht eine Membrandepolarisaden C&'-
Einstrom, wéhrend in elektrisch nicht-erregbarefieie deren C&-Einstrom durch SOCs
vermittelt wird oder rezeptorabhangig verlauft,eeMembrandepolarisation sich inhibitorisch
auf den C&-Einstrom auswirkt (Mohr und Fewtrell, 1987; Peters2002). TRPM4 und
TRPMS5 sind bisher die einzigen CANSs, die molekidi@ntifiziert wurden (Vennekeret al,
2007). Weitere Gemeinsamkeiten von TRPM4 und TRRbMnten in der Leitfahigkeit der
Kanéle beobachtet werden; die Ableitung der TRPM&&kanalstrome in denside-out
Konfiguration ergab als Leitfahigkeit 25 Pikosieraenlie der Leitfahigkeit des TRPMA4-
Kanals ahnelt (siehe Abbildung 3.18 C; Laurgtyal, 2002). Dartber hinaus sind beide
Kanale spannungsabhéngig, da bei positiven Pokemtdie Offenwahrscheinlichkeiten und
Offenzeiten der Kanale erhoht sind, wodurch stadweswarts gerichtete Strome entstehen
(siehe Abbildungen 3.15 B und 3.18 B; Nilieisal, 2003).

Zeitnah zu den hier beschriebenen elektrophysistbgn Versuchen wurden von zwei
anderen Arbeitsgruppen ahnliche Untersuchungenhdefahrt (Hofmanret al, 2003; Liu
und Liman, 2003). Die Ergebnisse stimmen mit deenolgeschilderten Daten in ihren
wesentlichen Aspekten, wie der transienten Natw G@BPM5-spezifischen Stromes, der
Regulation des Kanals durch die intrazellularé’*®nzentration, der Leitfahigkeit, der
Selektivitat fur monovalente lonen sowie der Spaigsabhangigkeit Uberein. Als einziger
Unterschied ist die zur TRPM5-Aktivierung benotigief -Konzentration zu nennen, die bei
den anderen Arbeitsgruppen deutlich hoher lagsgd E0-30 uM im Vergleich zu 840 nM).
Dieser Unterschied kommt entweder durch die uneestiche Versuchsanordung zustande
oder er spiegelt die tatsachliche funktionelle fékl des Kanals unter verschiedenen
physiologischen Bedingungen wider. Liu und Mitateeizeigten auRerdem, dass di¢'ca
Sensitivitat des TRPM5-Kanals durch PtBguliert wird (Liu und Liman, 2003).

4.4 Zellulare Lokalisation der TRPM5-Spleil3varianten und Funktion von
TRPM5-short

Bisher wurden lediglich fur den Menschen zwei vemdene TRPM5Spleil3varianten

beschrieben; fur andere Organismen sind keinenaltieen Spleil3formen bekannt. Das

SpleiRen des Exons 18 im humadd®PM5Transkript verkirzt das Genprodukt nicht nur um

das fehlende Exon, denn die nachfolgenden Nukleotiés Exons 19 erfahren eine

Leserasterverschiebung, die bereits nach neun blidda ein vorzeitiges Stop-Codon
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erzeugt. Wahrend TRPMb5-long, das 1165 Aminosauressitzi, ein funktionelles
Kanalprotein darstellt, fehlen dem nur 872 AmingeséugroRen TRPM5-short diejenigen C-
terminalen Proteinbereiche, die fur den Aufbau dwmbrandurchspannenden Kanalpore
verantwortlich sind. Vier der sechs TRPM5-typischElansmembrandomanen bleiben bei
TRPM5-short jedoch erhalten. Auch fir TRPM1 und M2R die zu den nahen Verwandten
des TRPM5 Proteins gehoéren, sind kurze SpleiRvamarbeschrieben worden. Diese
funktionieren auf unterschiedliche Weise als Kalwgker: TRPM1-S, welches keine
Transmembrandoménen besitzt, liegt im ZytoplasmaewNevor. Es ist in der Lage, die
Kanalaktivitdt zu unterbinden, indem es die Trakatmn von TRPM1-L zur Zellmembran
verhindert (Xu et al, 2001). TRPM2-S wiederum besitzt zwei N-terminale
Transmembrandoméanen und ist wie TRPM2-L in dermzesthbran lokalisiert. Werden beide
SpleilRformen in derselben Zelle exprimiert, wirat @& PM2-Kanal durch die Interaktion der
Proteine blockiert (Zhang, Vit al, 2003).

Um die Lokalisation der beiden humanen TRPM5-Sjdeifien in der Zelle zu untersuchen,
wurden sie an EGFReifhanced green fluorescent projegekoppelt. Dazu wurde die EGFP-
cDNA vor die Sequenz der jeweiligen TRPM5-Variamtelie zuvor hergestellten pcDNA3-
TRPMb5-Konstrukte eingefigt. Mit den fertigen Fusikanstrukten wurden TRPM5/EGFP-
Uberexprimierende HEK 293-Zelllinien (PLE und PStergestellt, die das entsprechende
Fusionsprotein aus N-terminalem EGFP und C-terramalRPM5 stabil Gberexprimieren.
Anhand der EGFP-Fluoreszenz konnte gezeigt werdass beide TRPM5-Spleil3varianten
vorwiegend in der Zellmembran lokalisiert sind Ks&e Abbildung 3.14).
Hochstwahrscheinlich ist dies auch bei endogeniexgrtem TRPMS5 der Fall, obwohl nicht
ausgeschlossen werden kann, dass TRPM5, dhnlicdagi@mahe verwandte TRPM4 (Cheng
et al, 2007) zusatzlich in Vesikeln gelagert wird undi lBedarf zur Zelloberflache

transportiert und in die Zellmembran integriertavir

Durch Coexpression der beiden TRPM5-Splei3formenkiK 293-Zellen konnte im Rahmen
der vorliegenden Arbeit untersucht werden, ob diehLokalisation der langen Spleil3variante
oder die Aktivitat des TRPM5-Kanals durch die Anemseit von TRPM5-short &ndert. Dazu
wurde zunachst eine TRPM5-short-tberexprimieren@i& B93-Zelllinie (PS) hergestellt, die
mit dem TRPM5-long/EGFP-Expressionskonstrukt traret wurde, so dass in der fertigen
Zelllinie  (PS+PLE) schlielich beide  TRPM5-Variamte exprimiert  wurden.
Fluoreszenzmikroskopisch war keine Anderung in dekalisation von TRPM5-long zu

beobachten (siehe Abbildung 3.20). Elektrophysisidie Versuche, die in Kooperation mit
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der Arbeitsgruppe Prof. A. Fleig und Prof R. Penderchgefthrt wurden, belegten —
nachdem gezeigt wurde, dass die Kopplung von EGFHRPMb5-long die Aktivitat des
TRPMb5-Kanals nicht beeinflusst — dass die kurzeeiBfbrm die Aktivitat des TRPM5-
Kanals inhibieren kann (siehe Abbildung 3.21): Naaher Stimulation mit 500 nM [G§;
wurden in elf von 14 untersuchten Zellen keine TRPdezifischen Strome gemessen. Dass
in drei der 14 Zellen TRPM5-spezifische Stréome gesea wurden, kann beispielsweise
dadurch zustande kommen, dass die TRPMb5-short-Esipre in diesen Zellen nicht
ausreichend stark war, um alle in der Zelle voreameth TRPM5-Kanale vollstandig zu
blockieren. Auch in Zellen, die lediglich TRPM5-sho exprimieren, wurden
erwartungsgemal keine TRPM5-typischen Strome detekt

Dieser Regulationsmechanismus ist vermutlich ni¢italle Mitglieder der TRP-Familie
charakteristisch, da bisher lediglich fur wenigemienmitglieder solche inhibierenden
SpleiRvarianten beschrieben wurden. Dartber hinkommen wahrscheinlich auch
speziesspezifische Unterschiede vor, denn wahréadkutze TRPM5-Spleivariante nur
beim Menschen und nicht in der Maus identifizietirde (Prawittet al, 2000) — und auch
TRPM2-S bisher lediglich in humanen Zellen besdere wurde (Zhanget al, 2006) —
kommt TRPM1-S sowohl in humanen als auch murindle@Zeor (Duncaret al, 1998; Fang
und Setaluri, 2000).

4.5 Interaktion von TRPM5 und TRPM4

TRPM5 und TRPM4, die auf Aminosaureebene eine Setpomologie von 41 % aufweisen,
bilden zusammen eine Subgruppe der TRPM-Familieigflind Penner, 2004; Kraft und
Harteneck, 2005; Vrienst al, 2004). Wie in Kapitel 4.3.2 beschrieben, sindth SIi&RPM5 und
TRPM4 auch in ihren Kanaleigenschaften in vielendiiht &hnlich: Beide werden durch
Ccd" aktiviert, leiten monovalente Kationen in nichtesetiver Weise und sind weitestgehend
impermeabel fur divalente lonen. TRPM5 unterschtesiieh jedoch vor allem durch seine
Aktivierungskinetik — schnelle Aktivierung und elsenschnelle Inaktivierung — von TRPM4,
da letzterer nach der Aktivierung langer (mehraradert Millisekunden; Zhangt al, 2005)
offen bleibt.

Viele der TRP-Proteine konnen miteinander zu florigllen Kanélen assoziieren. Vor allem
Mitglieder der TRPC-Familie bilden untereinander irerschiedenen Kombinationen
heteromere Kanéle, deren Eigenschaften sich voenjeler homomeren Kanéle wesentlich
unterscheiden konnen. Auch fir TRPM6 und TRPM7 wueihe solche Assoziation zu

heteromeren Kanalen beschrieben, wahrend fir TREMBTRPM4 eine Interaktion bisher
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lediglich vermutet wurde (Chubanet al, 2004; Fleig und Penner, 2004). Um die Interaktion
von TRPM5 und TRPM4 mittels Coimmunprazipitatiomgeer zu untersuchen, wurden die
Proteine in HEK 293-Zellen coexprimiert. Da wedé@r TRPM5 noch fir TRPM4 geeignete
Antikorper zur Verfigung standen, wurde EGFP-geletties TRPM5 und mit dem Affinitats-
tag V5 versehenes TRPM4 verwendet. Die in Kapitel Bedchriebene TRPM5-long/EGFP-
exprimierende HEK 293-Zelllinie wurde mit dem Exgs®nsplasmid pcDNA4TO-V5-
TRPM4b transfiziert und die Proteine 48 Stunden hna€ransfektion fiur die
Coimmunprézipitation isoliert. Da der EGFP-speczliis Antikdrper im Western Blot
Hintergrundbanden erzeugte, die ein falsch postiegebnis lieferten, wurde dieser
Antikorper fur den Prazipitationsschritt benutzéilwend der V5-spezifische Antikorper fur
den anschlieBendeWestern Blotverwendet wurde. Obwohl eine Heteromerisierung der
Proteine auch in Hinblick auf die gemeinsame Exqoesin verschiedenen Zelllinien (vgl.
Kapitel 4.1) wahrscheinlich erschien, konnte kelmeraktion nachgewiesen werden (siehe
Abbildung 3.22). Parallel durchgefuhrte Coimmunpg#ationsanalysen von Dr. P. Launay
und Mitarbeitern (Harvard Medical School, Bostor§A) mit FLAG-gekoppeltem TRPM5
und V5-gekoppeltem TRPM4 wiesen ebenfalls auf keinteraktion hin (personliche
Mitteilung). TRPM5 und TRPM4 scheinen also demzgdokeine Heteromere zu bilden,
sondern funktionieren eher als individuelle Kanaleiner gemeinsamen Signalkaskade, die

in Kapitel 4.7.4.1 beschrieben wird.

4.6 Trpm5-knock downMause

Genetische Mausmodelle gehéren zum Standard deigéewbiomedizinischen Forschung.
RNAIi stellt bei der Herstellung der Mausmodelle esiattraktive Alternative zu der
klassischerkKnock outTechnologie dar, weil sie zum einen relativ kogterstig ist und zum
anderen in der Regel weit weniger Zeit in Anspraghmt (Abbildung 4.1). Ist die mittels
RNAI erreichte Herunterregulation stark, so kanmn ideock dowrEffekt sogar mit einem
vollstandigenKnock outverglichen werden. So konnten beispielsweise Rasal (Ras-
GTPase-aktivierendes Protein-lind Sod2(Superoxiddismutase-Rnock dowrMausen die
entsprechendeknock-outPhanotypen rekapituliert werden (Kunahal, 2003; Xiaet al,
2006).

Die ersten RNAi-basierteKnock dowAMausmodelle wurden hergestellt, indem die siRNA
in die Schwanzvene oder in die Bauchhohle der Mauygiert wurde. Durch die
Schwanzveneninjektion konnte zum Beispiel Bas-Gen in der Leber der Maus und durch
die IntraperitonealinjektiomNF-« herunterreguliert werden (Somrg al, 2003; Sorenseet
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al., 2003). Da mit diesen Methoden jedoch meist nuzZeitigeKnock dowrEffekte erzielt
wurden und die Verteilung der siRNA im Gesamtorganis schwer vorauszusagen war,
wurden bald siRNA- und shRNA-Expressionssystemewiekelt, die eine konstitutive
posttranskriptionelle Herunterregulation des gewbiten Gens ermdglichen (Brummelkamp
et al, 2002; Hasuwat al, 2002; McManust al, 2002; Miyagishi und Taira, 2002; Paddison
et al, 2002; Paukt al, 2002; Sukt al, 2002). Diese siRNA- bzw. shRNA-Vektoren, die fur
die Transkription der kurzen RNA meist einen RNAyRterase llI-Promotor wie U6 oder
H1 enthalten und Gber Kontrollelemente des Cre-L®gt- oder ahnlichen Systems verfiigen,
exprimieren entweder zwei kurze RNA-Molekile, dieder Zelle zu funktionellen siRNA-
Molekulen paaren, oder — wie das in Rahmen dernegehden Arbeit verwendete pTER-
Plasmid (Van de Weteringt al, 2003) — kurze, haarnadelférmige shRNghdrt hairpin
RNA-Molekile, die in der Zelle durch das Dicer-EnzgmsiRNA prozessiert werden (siehe
hierzu auch Abbildung 3.23).
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Abbildung 4.1: Generierung vonKnock downr und Knock outMausen.

Dargestellt sind die bendtigten Konstrukte und eiiezelnen Schritte bis hin zum fertigen Mausmodgiir
Herstellung einekKnock dowAMaus kann das RNAi-Konstrukt beispielsweise alanBgen in die befruchtete
Mausoozyte injiziert werden. Zur Generierung eikgock outMaus wird dasKnock outKonstrukt mittels
homologer Rekombination in das Genom von embryon&@tammzellen (ES-Zellen) integriert, wo es das
endogene Gen ersetzt. Wahrend ldieock dowrAMaus schon in der Filialgeneration FO vorhandeneehalt
man die homozygoteKnock outMaus aufgrund weiterer Kreuzungsschritte erst er d2-Generation
(Abbildung leicht verandert in Prawit al, 2004 verdoffentlicht).
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4.6.1 Generierung der transgenenlfrpm5-knock downrMauslinien

Im Rahmen der vorliegenden Arbeit wurden zW&PM>5spezifische siRNA-Sequenzen
(TRPM5-siRNA1 und TRPM5-siRNA2, siehe Abbildung 8)2ausgesucht. Auf diesen
basierend wurden zwei shRNA-ExpressionskonstrugfeER-TRPM5-siRNA1 und pTER-
TRPM5-siRNA2) hergestellt, deren Funktionalitat unknock dowrEffizienz in
Zellkulturexperimenten getestet wurde. Um den Giad Genstilllegung sowohl auf RNA-
als auch auf Proteinebene beurteilen zu kdnnengevhrerzu das muringérpm5Gen mit
einem FLAG-Affinitatstag versehen. Das fertige Trpm5/FLAG-Expressionskomstwurde
durch Cotransfektion mit je einem der pTER-Konstieuikh murine Zellen gebracht, und der
Knock dowrEffekt wurde mittels semiquantitativer RT-PCR utestern Blotuntersucht.
Beide Konstrukte waren im gleichen Malie in der L.agem5/FLAG herunterzuregulieren
(siehe Abbildung 3.29). Nach langeren Versuchsaditnnte deKnock dowrEffekt erhéht
werden: 48 Stunden nach Transfektion warkKleock dowrEffekt sowohl auf Transkript- als
auch Proteinebene deutlicher zu erkennen als 24d8tunach Transfektion. Wahrscheinlich
war nach dieser Zeit das Verhaltnis der exprimresi®@NA zum Zieltranskript gunstiger, um
eine effiziente Herunterregulation zu erzielen; eadBm kam vermutlich erst nach dieser

langeren Versuchszeit die Halbwertszeit des Trpin&G-Proteins zum Tragen.

Bei endogen exprimiertenTrpm5 welches in MIN6-Zellen lediglich auf RNA-Ebene
untersucht werden konnte, waren minimale Untersighigwischen den zwei pTER-
Konstrukten zu beobachten: Mit pTER-TRPM5-siRNAInkte eine starker&nock down
Wirkung erzielt werden als mit pTER-TRPM5-siRNAZiefse Abbildung 3.30 A). Dass
dieses Ergebnis nicht mit der ersten Beobachtumgeirstimmt, liegt wahrscheinlich an der
unterschiedlichen Expressionsstérke der Ziel-Traptek (iberexprimiertes Trpm5/FLAG im
Vergleich zu endogenemrpm5, wobei die Trpm5Expression in MIN6-Zellen eher den
physiologischen Verhéltnissen entspricht. Aufgrdieser Uberlegung und der Tatsache, dass
ausschlief3lich die durch pTER-TRPM5-siRNA1 exprirt@esiRNA mittelsNorthern Blot
nachgewiesen werden konnte (siehe Abbildung 3.30vBjde das pTER-TRPM5-siRNA1-
Konstrukt fur die Herstellung der transgenepm5knock dowrMaus gewéhlt. Diese Maus
sollte im Falle einer ausreichenddfnock dowrEffizienz phanotypisch charakterisiert
werden und weiteren funktionellen Tests zur Verfiggstehen. Da der H1-Promotor des
PpTER-Plasmids mit dem Tet-Operator ausgestattet hsistiinde darliber hinaus die
Moglichkeit, die siRNA-Expression und damit die Geilegung durch Tetrazyklin
regulierbar zu gestalten (siehe Abbildung 3.25fudmiisste di&kKnock dowAMaus jedoch

zuvor mit einer Tet-Repressor-Maus verpaart wertfebwesenheit des Tet-Repressors ist
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der H1-Promotor konstitutiv aktiv, so dass eine tkanerliche siRNA-Expression

gewabhrleistet ist.

4.6.2 Initiale Charakterisierung der Trpm5-knock dowrMauslinien

Aus der Pronukleusinjektion, die in Kooperation ndigér Arbeitsgruppe Dr. Bockamp
(Toxikologie, Universitat Mainz) durchgefuhrt wurdgingen 23 potenziell transgene Mause
hervor. Vier von diesen Mausen wurden als tatsélchtiansgen identifiziert und konnten als
pTER-Mauslinien (pTER 3608, 3620, 3621 und 3623apketrt werden. Um zu untersuchen,
wie effektiv die Trpm5Herunterregulation in den pTER-Mausen ist, wurde Trpm5
Expressionsstarke in funf Organen (Niere, HodemzHeeber und Zunge) bei sechs bis
sieben Wochen alten Mausen der F1-Generation bestamd mit der Expressionsstarke
wildtypischer Referenzméause, die aus denselbenaNi@ammten, verglichen. Da die flr die
RNAi-vermittelte Genregulation bendtigten Komporen{zum Beispiel Dicer oder Proteine
des RISC-Komplexes; siehe hierzu auch Abbildung 3)3.2 zelltyp- und
entwicklungsstadienspezifisch exprimiert werden dfdberfferet al, 2005), Uberrascht es
nicht, dass die Reduktion déspm5Transkriptes in verschiedenen Geweben offensathtli
unterschiedlich stark ist: Dé¢nock dowrEffekt ist hauptsachlich in der Leber und in der
Zunge zu erkennen (siehe Abbildung 3.34). Unerwai$¢ jedoch das Ergebnis im
Hodengewebe, da hier bei keiner der pTER-Liniere dinanskriptreduktion zu beobachten
ist, obwohl beispielsweise in den Sertolizellen hveeislich Komponenten der RNAI-
Maschinerie exprimiert werden (Papaioanedwl, 2009). Mdglicherweise sind jedoch nicht
alle RNAi-Komponenten vorhanden, oder sie Ubeni@éseh Zellen andere Funktionen als in
anderen Zelltypen aus. Da das Verhaltnis der siRN# Zieltranskript die RNAI-Effizienz
entscheidend beeinflusst (Oberdoerféeral, 2005), ist auch moéglich, dass bei den pTER-
Mausen die Expressionsstarke der siRNA im VerglewwhTrpm5 Transkriptmenge nicht in
allen Geweben optimal ist, so dass es aus diesamdGricht in allen Organen zu einer
detektierbaren Herunterregulation kommt. Eine sk SIRNA-Expression durch ein
effizienteres Expressionskonstrukt wirde jedocmuglich keine Losung fur dieses Problem
darstellen, da bei der Anwendung der RNAI-Techoikidche bzw. inflammatorische Effekte
beobachtet wurden, die vor allem durch die hohe kowstitutive Expression der shRNA
bzw. siRNA zustande kommen. So interferiert diethegprimierte ShRNA zum Beispiel in
Hepatozyten wahrscheinlich mit der natrlichen Fiomk der miRNA, da beide um die

Faktoren der zellularen RNAi-Maschinerie konkueie(Grimmet al, 2006).
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Unter den Mauslinien ist diknock-dowrEffizienz unterschiedlich stark ausgepragt:
Wahrend bei pTER 3608 gar keiflepm5Herunterregulation beobachtet werden konnte,
wurden bei pTER 3623 sowohl in der Leber als authder Zunge deutlich reduzierte
Transkriptmengen beobachtet. Diese unterschiedli€check-dowrEffizienz der pTER-
Linien kann als epi-allelische Reihe (engpi-allelic series Hemannet al, 2003) betrachtet
werden (Prawittet al, 2004), obwohl solche Reihen der graduellen Gliegting
Ublicherweise durch unterschiedlich effiziente siN hergestellt werden, die gegen
verschiedene Sequenzen innerhalb eines Zielgemshgdrsind, wie beispielsweise fpb3
(Hemannet al, 2003) sowieErkl und Erk2 (Wille et al, 2007) beschrieben wurde. Solche
Reihen sind insbesondere fir Gendosis-Fragesteiumgteressant und erméglichen auch
diejenigen Gene zu untersuchen, deren vollstandigesschalten einen embryonal letalen
Phanotyp verursachen wirde (Pravettal, 2004). Eine unterschiedlich stark ausgepragte
Knock-downrEffizienz ist jedoch auch unter Verwendung dersellsiRNA-Sequenz kein
seltenes Phanomen, so wurden bereits von andetmtggruppen individuelle Unterschiede
bei transgeneiKnock-downMausen beschrieben (Carmetl al, 2003; Hasuwat al, 2002;
Kunathet al, 2003; Tiscorniat al, 2003). Als Ursache kommen mehrere Faktoren igdsra
die haufig mit der Herstellungsmethode der tranegaviause zusammenhangen. Die in der
vorliegenden Arbeit generierten pTER-Mauslinien eam durch Pronukleusinjektion
hergestellt, hierbei wurde die linearisierte KonktqDNA ,von Hand“ in die paternalen
Vorkerne von befruchteten Eizellen injiziert. E$ mdglich, sogar relativ wahrscheinlich,
dass die Vorkerne minimal unterschiedliche Mengenkbnstrukt-DNA erhielten, und dass
sie unterschiedliche Mengen dieser DNA in ihr Genatagriert haben. Die in den pTER-
Linien beobachtete unterschiedlickemock-dowrEffizienz korreliert jedoch nicht mit der
Anzahl der in das Mausgenom integrierten Transdsiede Abbildung 3.35), denn wéhrend
die pTER-Linie 3621, welche lediglich in der Lebe&ine Reduktion derTrpm5
Transkriptmenge aufwies, die meisten Transgenkrienom integriert hatte, wurden in der
Linie 3620, welche eine ebenso deutliche Tranglatjtktion in der Zunge zeigte, die
wenigsten Kopien des Transgens nachgewiesen. &gdlnie 3623, welche sowohl in der
Leber als auch in der Zunge verringerte Transkrgoipen aufwies, besall dagegen eine
mittlere Menge der Transgen-DNA. Da das Transgem&ePronukleusinjektion ungerichtet
in die Maus-DNA integriert wird, stellen sogenanmesitionseffekte eine weitere mogliche
Ursache fur die unterschiedlichi€knock-dowrEffizienz der pTER-Linien dar. Zu den
Positionseffekten gehdren stimulierenBahancer und reprimierendeSilencerElemente,
welche die transkriptionelle Aktivitdt an einem etmosomalen Lokus regulieren (Wilsen
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al., 1990). Die Integration des Transgens in einemstmptionell aktiven Ort wird sicherlich
eine starkere siRNA-Expression und damit eine stérliderunterregulation des Zielgens als
die Integration in stillere Genombereiche bewirk@rawitt et al, 2004). Dieser Faktor
scheint die unterschiedlichénock-downrEffizienz der pTER-Linien eher zu erklaren als die

Transgenmenge.

4.6.3 Phanotypische Charakterisierung derTrpm5-knock downMause

Parallel zu der initialen Charakterisierung depm5knock dowrMause wurde von Zhang
und Mitarbeitern eindrpm5knock outMaus veroéffentlicht. Mit Hilfe dieses Mausmodells
konnte dem Trpm5-Kanal erstmals eine physiologidétektion als eine Komponente der
Geschmackstransduktion zugewiesen werden (Zhang.etYal, 2003). Auch andere
Arbeitsgruppen waren vor allem aufgrund der Coesgiom des Trpm5Gens mit
Komponenten der Geschmackstransduktionskaskade,o¥@@stucin Gy;3, PLC#, und
IPsR3auf den Trpm5-Kanal aufmerksam geworden und saptereine zentrale Rolle bei der
Signaltransduktion in Geschmackssinneszellen vofBésezet al, 2002). Geschmackstests
mit Trpm5knock outMausen zeigten, dass speziell die Geschmacksnghtusif3, bitter und
umami durch Trpm5 vermittelt werden; abgesehen von deeeirirachtigten
Geschmackswahrnehmung schienenTdigm5knock ouwtMaus phanotypisch unauffallig zu
sein (Zhang, Y.et al, 2003). Im folgenden Kapitel werden die Grundlagdar
Geschmackswahrnehmung sowie die Beteiligung desn34iganals an diesem Vorgang

naher erlautert.

4.6.3.1 Funktion von TRPM5 bei der Geschmacksperzeption

Durch den Geschmackssinn wahrgenommene chemisochesteize sind fur die Prufung der
aufgenommenen Nahrung essentiell, weil sie Infolonah Uber die Qualitat und
Bekommlichkeit sowie den Nahrstoffgehalt der aufgemen Nahrung liefern. Fir die
Geschmackswahrnehmung sind die Geschmacksknospantwertlich, die aus bis zu 100
Geschmackssinneszellen bestehen und auf der Zumgjenu Gbrigen Mundraum verteilt
vorkommen (Lindemann, 2001). Saugetiere kdnnen mich heutigen Wissensstand flnf
verschiedene Geschmacksrichtungen unterscheidé):iter, salzig, sauer unanamj die
Uber distinkte Geschmackssinneszellen vermitteltder (Chandrashekaet al, 2006).
Umami (japanisch fur wohlschmeckend) umfasst beim Messcden Geschmack von
Glutamat und Aspartat, bei anderen Saugetieren deictGeschmack weiterer Aminosauren.
Der Geschmack ist vor allem beim Menschen ein debmplexer und schwer zu
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untersuchender Sinneseindruck, da er nicht nurgastatorischen Reizen entsteht, sondern

auch durch Eindricke des Geruchs- und Tastsinnesasuelle Reize beeinflusst wird.

Fur die Aufnahme von sufi3-, bitter- unchamiReizen sind spezifische G-Protein-gekoppelte
Rezeptoren (GPCRG protein-coupled receptorsserantwortlich. Diese bestehen meist aus
Proteinen der T1R- und T2R-Familie (TR téaste receptgr welche an das heterotrimere G-
Protein Gustducin gekoppelt sind (Chandrashekaal, 2000; Liet al, 2002; Zhacet al,
2003). Die Aufnahme eines Geschmackstoffes durateseRezeptor fuhrt zum Austausch
des an diea-Untereinheit gebundenen GDP (Guanosindiphosphatehlils durch GTP
(Guanosintriphosphat) und zur Spaltung des Gustduai Gx und ein By-Dimer. Letzteres
aktiviert PLC$,, welches PIPzu DAG und IR umsetzt, und IPfuhrt zur Freisetzung von
Cd* aus intrazellularen Speichern.aGstimuliert wiederum je nach Geschmacksstoff
entweder eine Phophodiesterase, wodurch die Koratemt zyklischer Nukleotide im
Zytosol abnimmt oder eine Adenylylzyklase, welchie donzentration der zyklischen
Nukleotide erhoht (Lindemann, 2001; Margolskee, 200n beiden Fallen beeinflusst die
veranderteSecond messengkonzentration die Aktivitat der in der Geschmaahkssszelle
vorhandenen lonenkanéle. Die erhéhte intrazellu@e&-Konzentration, die durch suf-,
bitter-, undumamiReize entsteht, fuhrt zur Aktivierung von membtéandigen TRPM5-
Kanalen, die einen raschen, transienten Kationstremn bewirken und zur Depolarisation
der Zellmembran fuhren. Das Signal wird schliel3lidder chemische Synapsen oder andere
Wege an die Geschmacksnerven weitergeleitet (Ckppl, 2006). Vor kurzem konnte
gezeigt werden, dass der Trpm5-Kanal nicht nurdeeiGeschmackswahrnehmung, sondern
auch bei dem Geruchssinn, und zwar bei der AufnabhomeBotenstoffen wie Pheromonen
eine Rolle spielt (Liret al, 2007).

Neben TRPM5 spielen auch andere TRPs bei der Gestiserzeption eine Rolle. So ist
zum Beispiel TRPV1 an der Ubertragung von salzi§amalen beteiligt, wahrend PKD1L3

und PKD2L1 der TRPP-Subfamilie fur die Wahrnehmwogp sauren Geschmacksstoffen
verantwortlich sind (Ishimaret al, 2006; Lyallet al, 2004). Die Temperaturabhangigkeit
des TRPM5-Kanals — zwischen 15 und 35°C nimmt didvitéat des Kanals mit steigender

Temperatur zu — wirkt sich insofern auf die Gesatkewahrnehmung aus, als dass mit
Temperatur auch die Geschmacksintensitat steige, fimw die Geschmacksrichtung suf3
gezeigt werden konnte (Talavesal, 2005).
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4.6.3.2 Geschmackstests miTrpm5-knock down und Trpm5-knock outMausen

Die Erkenntnis, dass Trpm5 an der Geschmackswatmnedy beteiligt ist, fihrte zu einer
relativ einfachen Méglichkeit, die pTER-Mausliniphanotypisch zu charakterisieren. Zuvor
konnten bei deffrpm5knock dowrAViausen keine phanotypischen Auffalligkeiten bedbibeic
werden; sowohl das aulR3ere Erscheinungsbild behigéc Grol3e und des Gewichts der Tiere
als auch die Morphologie der inneren Organe wargmem Eigenschaften der Wildtypmause
vergleichbar. Auch im Verhalten zeigten die Tiegnke Besonderheiten. Da die von Zhang
und Mitarbeitern generiertdrpm5knock outMaus eine ideale Positivkontrolle fur den
geschmacksdefizienten Phénotyp darstellte und atith weitere Fragestellungen,
insbesondere in Bezug auf die Trpm5-Funktion inea@d Organen interessant war, wurde sie
von ihren Herstellern (Prof. Zuker, University odl@ornia, USA) bezogen.

Um die Geschmackswahrnehmung der pTER-M&use zusueteen, wurde der sogenannte
Two-bottle tesdurchgefuhrt. Dieser zeigt anhand des Trinkveenaltan zwei angebotenen
Flaschen, welche Geschmacksstoffe von den Mauseorhet, und welche gemieden
werden. Neben derounderTieren der pTER-Linien 3620, 3621 und 3623 wurdeus3619

in den Test mit einbezogen, obwohl diese nicht etig als transgen identifiziert werden
konnte. DieFounderMaus der pTER-Linie 3608 wurde dagegen nicht suoiehnt, weil diese
zum Zeitpunkt der Geschmackstests schwanger wadienillauslinie ohnehin keingfnock
downEffekt in RT-PCR-Analysen zeigte. Bei keiner ddigR-Mause konnte ein auffalliges
Trinkverhalten beobachtet werden (siehe Abbildur8yB Alle Mause bevorzugten suf3 und
umami(96 + 2 % bzw. 75 + 13 % der getrunkenen Gesamgerewildtypmause: 97 = 1 %
bzw. 86 + 8 %) und zeigten eine deutliche Abneiggegen den Bitterstoff (8 £ 2 % der
getrunkenen Gesamtmenge; Wildtypméuse: 7 = 1 %. Hdimozygotemrpm5knock out
Mause konnten die Geschmacksstoffe jedoch nichtremem Wasser unterscheiden (suf3: 50
+ 5 %, bitter: 42 + 7 % der getrunkenen Gesamtmgesighe Abbildung 3.36).

Die Ergebnisse sind insbesondere auf die pTER-hiB&20 und 3623 bezogen Uberraschend,
da diese beiden Linien in RT-PCR-Analysen eine ladw# Herunterregulation volrpm5in
dem fir den Geschmackssinn relevanten Zungengewg&geen (vgl. Abbildung 3.34). Es
stellt sich die Frage, ob dierpm5Herunterregulation in den pTER-M&ausen nicht agbtei
um den vollstandigefrpm5knock outPhénotyp zu reproduzieren. Da Zhang und Mitarbeite
in ihrer Publikation lediglich von homozygoten, alyecht von heterozygoteKnock out
Mausen berichten, welche — @igpm5in der Maus biallelisch exprimiert wird (Enklagtral,

2000) - die Halfte der wildtypischenTrpm5Menge besitzen, kann Uber die
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Geschmackswahrnehmung Trpmb5-reduzierter Mause ligdigpekuliert werden. Es ist
durchaus mdglich, dass eine geringe Menge des TFRnoigins in der Zunge fir eine
normale oder nur wenig beeintrachtigte Geschmadkswehimung ausreicht. Da es sich bei
den Knock dowAMausen um eine Reduktion und nicht um einen \dridigen Verlust des
Trpm5-Proteins handelt, konnte in den Mausen gemligipm5-Protein flr eine intakte

Geschmackstransduktion vorhanden sein.

2006 wurde eine zweitdrpm5knock outMaus publiziert (Damaket al, 2006). Im
Gegensatz zu der zuvor verdffentlicht&mock outMaus (im Folgenden ,Zhang-Maus*
genannt) konnte in jener (,Damak-Maus®) jedoch kedtistandiger Verlust der suR3-, bitter-
und umamiWahrnehmung beobachtet werden. Dies filihrte zuAderahme, dass neben
Trpm5-abhéngigen Signaltransduktionskaskaden agmm3-unabhangige Signalwege in der
suf3-, bitter- undumamiWahrnehmung existieren (Damak al, 2006; Ronget al, 2005).
AulRerdem war bei der Damak-Maus auch das Schmeziteiger Substanzen beeintrachtigt.
Der geringflgig unterschiedliche Phéanotyp der vaweizverschiedenen Arbeitsgruppen
hergestellterTrpm5knock outMause wurde durch die unterschiedlidkeock outStrategie
und durch stammesspezifische Unterschiede erkam@ket al, 2006): Wahrend Damak
und Mitarbeiter mittels homologer Rekombination Kanplette Promotorregion ddspm5
Gens samt der Exons 1-4 durch d&asock-outKonstrukt ersetzten, wurden in der Zhang-
Maus lediglich die Exons 15-19 durch dé&sock-outKonstrukt ausgetauscht. Demzufolge ist
in der Zhang-Maus die Transkriptionsstartstellelnearhanden, so dass hdochstwahscheinlich
ein Protein gebildet wird, welches zumindest au®iiinalen Proteinbereichen des Trpmb5-
Proteins besteht. Nimmt man an, dass dieses veekirProtein andere in
Geschmackssinneszellen vorhandene Proteine, dimatemveise mit Trpm5 interagieren,
bindet, und ihre normale Funktion verhindert, widky Knock-outMaus nicht nur der
Trpm5-Kanal fehlen, sondern auch andere, mit Trpmeragierende Proteine waren in ihrer
Funktion beeintrachtigt. Dies wuirde den vollstandgiR-, bitter- und umami
geschmacksdefizienten Phanotyp der Zhang-Maus seiter und die lediglich wenig
beeintrachtigte Geschmackswahrnehmung der Damals-Bladererseits erklaren. Die zweite,
eher unwahrscheinliche Erklarung bezieht sich aafsthmmesspezifischen Differenzen der
Mause: Wahrend die Damak-Maus einen reinen C57Bliergrund besitzt, wurde der
genetische Hintergrund der fur die Zhang-Maus vedeéeen ES-Zellen nicht explizit
spezifiziert. Es konnte sich hier also um eine Misw eines unbekannten Stammes und
C57BL/6 handeln (Damadt al, 2006).
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Erfreulicherweise haben Damak und Mitarbeiter aneterozygotelrpm5-knock ouMause
phanotypisch charakterisiert. Diese zeigten innalleirchgefiihrten Geschmackstests einen
Wildtyp-identischen Phanotyp, was die Vermutung riéigt, dass eine Reduktion des
Trpm5-Proteins im Zungengewebe — wie sie auch beigll ER-Mauslinien 3620 und 3623
zu erwarten ist, da hier eine Transkriptreduktioachgewiesen wurde — sich nicht
notwendigerweise auf die GeschmackswahrnehmungikiisiWochstwahrscheinlich reicht
die reduzierte Trpm5-Menge auch in anderen OrgatenpTER-Mause fur eine intakte
Signalweiterleitung aus. Aus diesem Grunde wurden\ersuche miffrpm5knock down
Mausen an dieser Stelle eingestellt. Die pTER-Lini@620, 3621 und 3623 wurden
kryokonserviert.

4.7 Funktion von TRPMS5 in pankreatischen Betazellen

Welche Aufgaben hat der TRPM5-Kanal in andereneselind Geweben? Die Tatsache, dass
sich die Expression voRRPM5nicht ausschlief3lich auf Geschmackssinneszellsohoankt,
deutete auf eine allgemeinere Funktion des TRPM#&aka in der zellularen
Signaltransduktion hin. Auf die Idee, TRPM5 spdziel pankreatischen Betazellen zu
untersuchen, brachte uns zum einen die eigene Betlrey, das3RPM5im Pankreas, dort
speziell in den Langerhans’schen Inseln (siehe ldbbg 3.38), sowie in allen untersuchten
Betazelllinien (siehe Kapitel 4.1) exprimiert wirdnd zum anderen die Identifizierung des
Trpm5Gens der Ratte als potenziellen Kandidaten fur Kibatrolle der Insulinsekretion

(Irmingeret al, 2002; siehe hierzu auch Kapitel 3.9).

4.7.1 Insulinsekretion in TRPM5-short-exprimierenden INS-1-Zellen

Um die Funktion des TRPM5-Kanals zunachst auf Eekm Ebene zu untersuchen, wurden
Insulinsekretionsanalysen mit pankreatischen Békadeiren durchgefuhrt. Dazu wurde die
INS-1-Zelllinie der Ratte gewahlt, weil sich diesewohl fir Insulinsekretionsversuche als
auch fur elektrophysiologische Experimente gut eigmburch die Stimulation mit hohen
intrazellularen C&-Konzentrationen konnten in INS-1-Zellen Strémeeegt werden, die
aufgrund ihres Strom-Spannungsverhéltnisses undr ibrosis-Wirkungskurve eindeutig
Trpm5 zugeordnet werden konnten (siehe Abbildur89)3.Um die Funktion des Trpmb5-
Kanals in INS-1-Zellen zu untersuchen, wurde mitfeHider kurzen Spleil3variante des
Proteins versucht, die Kanalaktivitdt zu blockiegngl. Kapitel 4.4). Da in Ratten- oder
murinen Zellen bisher keine solchen kurzen inhiistthen Splei3varianten beschrieben
wurden, die Homologie zwischen dem humanen TRPM8 dem Rattenprotein jedoch

relativ hoch ist (83,1 %), wurde hierzu das humaR®M5-short verwendet.
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Die Insulinsekretion wurde drei Tage nach Transéekder Zellen mit pcDNA3-TRPM5-
short untersucht. Sowohl in TRPM5-short-exprimiei@m Zellen als auch in Kontrollzellen
konnte durch Inkubation der Zellen in 15 mM Glukasavie Zugabe von 30 mM Kalium
eine kréftige Insulinausschittung induziert werd®me Menge des sezernierten Insulins
wurde jedoch nicht durch die Anwesenheit des TRRk&t-Proteins beeinflusst (siehe
Abbildung 3.40). Dies kann an der Tatsache liegass es sich bei TRPM5-short um ein fur
die Rattenzellen artfremdes Protein handelt, walahéglicherweise nicht in der Lage ist,
den Trpmb5-Kanal der Ratte zu blockieren. Zu eingmiteyen Zeitpunkt durchgefihrte
elektrophysiologische Analysen einer TRPM5-shoiralprimierenden INS-1-Zelllinie
unterstitzen diese Vermutung, da in diesen Zellggmb-spezifische Stréme nachgewiesen
wurden (Prof. A. Fleig, personliche Mitteilung). &bauch andere Ursachen kommen infrage:
Zum einen ist nicht auszuschlieRen, dass die Te&tishseffizienz, die zwar mindestens 75
% betrug, zu niedrig war, um genugend Trpm5-Kaazélélockieren. Zum anderen kann die
gewahlte Versuchszeit zu lang gewesen sein, unm éiimterschied beobachten zu kénnen —
mit den gewahlten Versuchsbedingungen konnten llediglie sezernierten Insulinmengen
nach zwei Stunden verglichen werden; Verédnderurigeder Sekretionskinetik konnten
jedoch nicht untersucht werden. Speziell durch Stenmulation mit hoch konzentrierter
Glukose wird in den Zellen namlich eine zweiphadiggulinsekretion angeregt, die in den
ersten Minuten nach dem Stimulationsbeginn beokaet®rden kann: Die erste Phase setzt
rasch nach dem Stimulus ein und ist durch eineallghond starke Sekretion charakterisiert;
hierbei werden ein bis funf Prozent der in der Bella vorhandenen Insulinvesikel
ausgeschiittet. Die zweite Phase setzt zeitverzégerhalt jedoch langer an (Abbildung 4.2
A). Hier werden — vorausgesetzt, die Glukosekomagéinn ist hoch genug und der Stimulus
ausreichend lang — die restlichen Vesikel entl@gesheret al, 2002). Die zwei Phasen
kommen dadurch zustande, dass die Insulinvesikeden Betazelle mindestens zwei
verschiedene Zustadnde annehmen kdnnen: Die Vedgketrsten Phase gehodren zu einer fir
die Freisetzung bereiten Population (RR&gdily releasable podl sie lagern dicht an der
Zellmembran und kdénnen rasch entleert werden. RigiRél der zweiten Phase bilden einen
Reservevorrat und miussen zunéachst unter Energiaadfaur Membran transportiert und fir
die Sekretion vorbereitet werden (Abbildung 4.2 Blese zwei Phasen der Insulinsekretion
kénnen bei einer Kaliumstimulation nicht beobachistrden, und unter physiologischen
Bedingungen ist die Glukosekonzentration zu niedugn zwei getrennte Phasen zu
induzieren (Caumo und Luzi, 2004; Neslaral, 2002; Rorsman und Renstrém, 2003).
Beeinflusst die Inhibition des Trpm5-Kanals nunigéidh die Kinetik der Insulinsekretion, ist
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es fraglich, ob sich dieser Effekt auch auf die @asnenge des sezernierten Insulins

auswirkt.
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Abbildung 4.2: Die zwei Phasen der glukoseinduziegn Insulinsekretion.

A. Durch die Stimulation mit Glukose wird in den Begden zunéchst die erste, schnelle Phase der
Insulinsekretion ausgeldst, die 3-5 Minuten nadm@ationsbeginn ihren Hoéhepunkt erreicht. 5-10 Men
nach Stimulationsbeginn setzt eine langsamere,tevitfiase der Sekretion ein, deren Ausmal3 von deerDa
und Starke des Stimulus abhéngig Bt.Wahrend die Insulinvesikel der ersten Sekretibasp (RRPreadily
releasable pogldicht an der Zellmembran liegen und so eine dighiesulinausschittung erméglichen, stellen
die Vesikel der zweiten Phase einen Reservevoraat die Reservevesikel miussen vor der Ausschittung
mobilisiert werden. Verandert nach Rorsman und Réms 2003.

4.7.2 Blutglukose- und Insulinhaushalt derTrpm5-knock outMaus

Um die bei INS-1-Zellen aufgekommenen Fragen bectigler Blockierbarkeit des Trpm5-
Kanals der Ratte durch das humane TRPM5-short zehan, wurden die weiteren Versuche
mit der Trom5knock outMaus durchgefuhrt. Die aus dénock outMaus isolierten
Langerhans’schen Inseln stellten ein geeignetesn3ygefizientes System dar, um die
Insulinsekretionskinetik genauer zu analysieren.hk&éd die Wildtypinseln auf eine
Stimulation mit hoch konzentrierter (16,8 mM) Glgko mit einer sofortigen erhdhten
Insulinausschuttung reagierten, war die Menge desraierten Insulins iirpm5knock owt
Inseln, die 1, 2, 5, 10 und 30 Minuten nach Stitioitesbeginn gemessen wurde, zu keinem
Zeitpunkt hoher als im uninduzierten Zustand, afs®,8 mM Glukose (siehe Abbildung
3.43). Aufgrund der bei der Inselisolation aufgetnen Schwierigkeiten, die vor allem auf
den Collagenaseverdau zuriickzufihren waren (sieheuhKapitel 3.9.3.1), konnten nur funf
Mause pro Genotyp untersucht werden, so dass diggebnis lediglich als Hinweis auf eine
gestorte Insulinsekretionskinetik in derpm5knock outMaus bewertet werden kann und in

weiteren Versuchen verifiziert werden muss. Immnimitrte Trpm5knock outBetazelllinien,
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welche eine weitere Mdglichkeit fur Insulinsekrestests darstellen, konnten im Rahmen der

vorliegenden Arbeit nicht erfolgreich hergestelérden.

Abschlieend wurde die Funktion von Trpm5 bei desulinsekretion in der Maus als
Gesamtorganismus untersucht. Mit Hilfe eines Glekagranztests wurden die kurzzeitigen
Effekte einer intraperitonealen Glukosegabe auf Benglukosespiegel beobachtet; die auf
diese Weise induzierte rasche Erh6hung des Blu&zackerursacht in einem gesunden
Organismus eine Insulinausschittung, die zur Gle&ogahme und -verwertung in
verschiedenen Organen fuhrt und die SpeicherungGlekose als Glykogen in Leber,
Muskeln und anderen Geweben fordert. Der Glukoseioktest wurde mit sechs bis zehn
Wochen alten homozygoten (Trpm5 —/-) und heteromdTrpm5 +/-)Trpm5knock out
Mausen sowie (gleichaltrigen und -geschlechtlichenildffpmausen (Trpm5 +/+)
durchgefuhrt. Wahrend die heterozygot&mock outM&ause keine Auffalligkeiten im
Vergleich zu den Wildtypmausen zeigten, waren ke lomozygoterkKnock outMausen
diejenigen Blutglukosewerte, die 20 und 60 Minuteach Glukoseinjektion gemessen
wurden, deutlich erhoht (siehe Abbildung 3.45). Zspéteren Zeitpunkt (120 Minuten nach
Glukoseinjektion) waren sie jedoch wieder mit delnt@lukosewerten der Kontrollmause
vergleichbar. Da auch vor der Glukosegabe die Minbtutglukosewerte défrpm5knock
out-Mause nicht auffallig waren, ist der Blutzuckeespel bei den homozygotdfnock out
Mausen nicht dauerhaft erhdht. Die beobachtetesizate Erhohung deutet auf eine gestoérte
Glukosetoleranz (IGT,jmpaired glucose tolerangehin, die sich jedoch nicht auf den
Langzeitblutzuckerwert auswirkt, wie die Bestimmurdper Fructosaminwerte ergab
(homozygoteTrpm5knock outMause: 289 + 28 uM/I; Wildtypmause: 294 + 29 uMiehe
Tabelle 3.2). Dass die Glukosetoleranz der homdeygond heterozygotemrpm5knock
out-Mause so unterschiedlich ausfallt und die hetegon Mause eher den Wildtypmausen
ahneln, bekraftigt die in Kapitel 4.6.3.2 aufgetéhvermutung, dass eine reduzierte Menge
des Trpm5-Proteins fur dessen normale Funktioneslgr In einem Alter von 44 Wochen
wurden drei der zehn zuvor getesteten homozygdigm5knock outMause und drei
Wildtypmause erneut auf ihre Glukosetoleranz untehs Zu diesem Zeitpunkt zeigten alle
Tiere eine zunehmende Glukoseintoleranz, die deice sehr langsame Regulation des
Blutzuckerspiegels gekennzeichnet war (siehe Abbdd3.46). Zwischen deKnock out
und Kontrollmausen waren keine Unterschiede mehrekennen. Die hier beobachtete
Glukoseintoleranz, die héchstwahrscheinlich altedsigt ist, wurde vermutlich durch die
standardmafige Futterung der Mause mit dem an Kbiaten und anderen Néahrstoffen

reichen Trockenfutter begunstigt.
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Mit Hilfe eines Insulintoleranztests konnte gezeigirden, dass die bei jungen homozygoten
Trpm5knock outMausen beobachtete gestorte Glukosetoleranz nidatch eine
beeintrachtigte Reaktion auf Insulin, beispielsweign Form einer Insulinresistenz
hervorgerufen wird, da di&érpm5knock outMause auf die Insulinverabreichung mit einer
normalen Verringerung des Blutzuckers reagiertegghés Abbildung 3.47). Dieses Ergebnis
deckt sich mit der Beobachtung in den isolierfeapm5knock outinseln: Eine verzdgerte
oder beeintrachtigte Insulinausschittung wirde oere entsprechend verlangsamten

Glukoseaufnahme aus dem Blut fuhren.

4.7.3 Regulation der glukoseinduzierten Insulinsekretion

Zur Verdeutlichung und zum besseren VerstandnisrdegRahmen der vorliegenden Arbeit
gewonnenen Erkenntnisse beziglich der TRPM5-Fumktiod deren Einordnung in den
aktuellen Wissensstand werden im Folgenden diediggenden molekularen Vorgange bei

der Regulation der glukoseinduzierten Insulinsenehaher erlautert (Abbildung 4.3).

In der pankreatischen Betazelle wird Glukose Ubere dGLUT2-Transporter

(Glukosetransporter 2) aufgenommen. Diese kommermein Betazellmembran in hoher
Konzentration vor, besitzen jedoch eine relativdnge Affinitat fur Glukose. Die Uber

GLUT2 eingeschleuste Glukose wird mit Hilfe einelukdkinase zu Glukose-6-Phosphat
phosphoryliert. Dieses Enzym weist im Gegensatz zZBlaokosetransporter eine hohe
Affinitat fir Glukose auf — so wird sichergesteldass der Glukosetransport nicht den
limitierenden Faktor fir den Glukosemetabolismusrs@dit, sondern die Rate der
Glukosephosphorylierung der Blutglukosekonzentratientspricht (Matschinsky, 1996).
Glukose-6-Phosphat wird in die Mitochondrien trarsert und im weiteren Verlauf von

Glykolyse, Zitratzyklus und Atmungskette unter Bildy von Reduktionsédquivalenten und

ATP metabolisiert.

In der Membran der Betazelle befindet sich ein AERsitiver Kaliumkanal (kp), der im
Ruhezustand offen ist. Durch ihn stromen stetigidhien aus der Zelle hinaus, dadurch ist
das Membranpotential zu negativen Werten (-60 mdschoben. Da die ATP-Produktion
mit der Glukosekonzentration im Blut korrelierthftieine niedrige Blutglukosekonzentration
zu einem niedrigen ATP/ADP-Verhaltnis, so dassKigr-Kanal offen bleibt. Bei erhdhter
Blutglukosekonzentration steigt das ATP/ADP-Verhi&lt an, wodurch der Agp-Kanal
geschlossen wird. Die 'Klonen verbleiben nun in der Zelle und fiihren zepBlarisation der

Zellmembran, wodurch spannungsabhangigé’&anale (VDCC,voltage-dependent a
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channely gedffnet werden. C&lonen strémen in die Zelle und leiten die Exozgtamn

Insulin ein.
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Abbildung 4.3: Kontrolle der glukoseinduzierten Insulinsekretion in der pankreatischen Betazelle.

A. In der Betazelle wird die tber den GlukosetranspoBLUT?2 eingeschleuste Glukose von der Glukolénas
zu Glukose-6-Phosphat (G6P) phosphoryliert, weldheden Mitochondrien (M) fir die aerobe Glykolyse
bendtigt wird. Bei niedrigen Blutglukosekonzentoagén wird wenig ATP gebildet, was zu einem niedrige
ATP/ADP-Verhaltnis fuhrt. Der Kp-Kanal bleibt in diesem Fall offen und leitef-konen aus der Zelle hinaus,
wodurch das Membranpotential negativ bleibt (—-60)nB/ Bei erhdhter Blutglukosekonzentration wird mehr
Glukose in die Zelle transportiert, wodurch mehrPAgebildet wird. Das hohe ATP/ADP-Verhéltnis blaaki
den Kyrp-Kanal und die R-lonen verbleiben in der Zelle. Dadurch steigt désmbranpotential an, bis die
Depolarisation der Zellmembran spannungsabhéngajékanale (VDCC,voltage-dependent achannely
offnet. Die eingestromten &alonen leiten letzlich die Exozytose von Insulin.éWie in B angedeutet, werden
durch den Glukosestimulus zwei Signalwege (aushissennd verstarkender Signalweg) eingeleitet, mid ext
ausfuhrlicher beschrieben werden. Nebegpkkommen in der Betazelle weitere Kaliumkanale wbe, in der
Abbildung nicht dargestellt sind. Verédndert nachpiwww.medbio.info (auslésender Signalweg) sowie
Henquin, 2000 (verstarkender Signalweg).
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Neben Kyrp kommen in der Betazelle weitere Kaliumkanéle doe, unter anderem uber die
intrazellulare C&-Konzentration oder tiber die Membranspannung regulierden. Durch
das Wechselspiel der lonenkanalaktivititen ostillidas Membranpotential, wodurch
spannungsabhangige T#&anale abwechselnd geéffnet und geschlossen weiladurch
kommt es zu intrazellularen €zDszillationen und Insulin wird — &hnlich wie aneer
Hormone — in pulsatiler Weise ausgeschiittet (Gdbial, 2002). Insgesamt gesehen ist die
Insulinsekretion ein kontinuierlicher Prozess, dees findet eine standige, basale

Insulinsekretion unabhangig von der Nahrungsaufreasiatt.

An der Kontrolle der glukoseinduzierten Insulingglon sind im Wesentlichen zwei
Signalwege der pankreatischen Betazelle beteitigt, als auslosender Signalweg (engl.
triggering pathway und verstarkender Signalweg (enginplifying pathway bezeichnet
werden (Henquin, 2000). Wahrend der auslosendeabigg mit der oben beschriebenen
Schlielfung des kp-Kanals beginnt und Uber die Aktivierung von sparmgsabhangigen
Cd*-Kanélen, vor allem des L-Typs-ype C&" channel} zur Exozytose der Insulinvesikel
fahrt, wird durch die Glukosemetabolisierung noch weiterer, Krp-unabhangiger Weg
gestartet, der Uber mehrere Schritte, die Proteasd A, Proteinkinase C oder GEfaénine
nucleotide exchange facheabhangige Mechanismen umfassen, zur Insulintmisg flhrt
(Henquin, 2004). Dieser Weg erhoht zwar nicht digaizellulare C&-Konzentration, er ist
aber in der Lage, die exozytotische Wirkung deretgrerhthten C&-Konzentration zu
steigern. Die Mediatoren dieses verstarkenden Sggs wurden bisher nicht eindeutig
definiert, als wahrscheinliches Signal wird auchdiesem Falle der Anstieg des ATP/ADP-
Verhéltnisses angesehen (Henqwh al, 2003). Neben Glukose wird der verstarkende
Signalweg durch Hormone und Neurotransmitter wiePA@L @lucagon-like peptide )lund
Acetylcholin gesteuert.

4.7.4 TRP-Kanéle in der Insulinsekretion

TRPM5 ist nicht der einzige Vertreter der TRP-Faider in pankreatischen Betazellen
exprimiert wird. Bisher konnte bereits fur mehrdiePs, vor allem Mitglieder der TRPC-
Subfamilie, die fur nicht-selektive Kationenkan&edieren, eine Expression in Betazellen
nachgewiesen werden (Qiahal, 2002). Kirzlich wurde sogar fur zwei nahe Verwandes
TRPMb5-Kanals, TRPM2 und TRPM4, eine Involvierung der Insulinsekretion gezeigt
(Chenget al, 2007; Togashet al, 2006). TRPM2, welches einen zellularen Sensor fiur
oxidativen und nitrosativen Stress darstellt, windeben Substanzen, die bei
Stressbedingungen gebildet werden, durch ADP-Rilwge verwandte Verbindungen wie
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cADPR (zyklische ADP-Ribose) und NANikotinamid-Adenindinukleotid) aktiviert (Hara
et al, 2002; Koliseket al, 2005; Perrauét al, 2001; Perrauét al, 2005; Sanet al, 2001,
Wehageet al, 2002). Wahrend ADP-Ribose beispielsweise bei Repavorgangen entsteht,
die nach DNA-Schéadigung eingeleitet werden, wirdD&R unter anderem im Zuge des
Glukosemetabolimus gebildet. Ahnlich wie s IRunktioniert auch cADPR als zellularer
Second messengeter zur C&'-Freisetzung aus intrazellularen Speichern filhaké@Bawaet

al., 1998). TRPM2 ist als nicht-selektiver Kationenkigelbst in der Lage, €alonen zu
leiten, er kann aber auch — Uber einen Kationetreims— eine Membrandepolarisation
hervorrufen, die dann weitere, spannungsabhéngigel@nale aktiviert. Schon seit langerer
Zeit wurde vermutet, dass TRPM2 in der Betazelléeaudem stressinduzierten Zelltod auch
andere C&-abhangige Signalkaskaden, beispielsweise dieitrsgiretion, steuert (Inamura
et al, 2003; Ishiiet al, 2006; Qiaret al, 2002). Der Beweis dafiir wurde 2006 erbracht, als
mit Hilfe TRPM2spezifischer siRNA gezeigt werden konnte, dass MIRRn der Karp-
unabhangigen, cAMP-vermittelten Signalkaskade dsulinsekretion involviert ist (Togashi
et al, 2006). Wenig spater wurde auch fur TRPM4 einekEan in der Insulinsekretion
nachgewiesen (Chergg al, 2007). Wie bereits in der Einleitung (Kapitel .1.¥) erwahnt,
reguliert TRPM4 in T-Zellen die Membranpotentialdlaion, welche wiederum die
Oszillation der intrazellularen €aKonzentration kontrolliert (Launaet al, 2004). In
pankreatischen Betazellen der INS-1-Zelllinie kengézeigt werden, dass die Inhibition des
TRPM4-Kanals durch eine dominant negative TRPM4dvitd zum einen die pulsatile Form
der Insulinfreisetzung beeintrachtigt und zum aededie Menge des sezernierten Insulins
verringert (Chenget al, 2007). Interessanterweise konnte Bepm4knock outMausen
jedoch weder eine veranderte Insulinsekretion sedigurde allerdings erst eine Stunde nach
Stimulationsbeginn bestimmt — noch eine beeintigtthGlukosetoleranz beobachtet werden
(Vennekengt al, 2007).

4.7.4.1 Modell fur die Funktion des TRPM5-Kanals in der parkreatischen Betazelle

In dem auslésenden Signalweg der Insulinsekretianes die Aufnahme und Verwertung der
Glukose eine Signalkaskade, die zur SchlieBundKdegs-Kanale und zur Depolarisation der
Zellmembran fihrt. Die SchlieBung derai&-Kanéle reicht jedoch nicht allein fir den
depolarisierenden Effekt aus, der fur die Insulinston benétigt wird (Chengt al, 2007).
Hochstwahrscheinlich werden im Zuge der “C®peicherentleerung Eaabhangige
Kationenkandle aktiviert, welche zur weiteren Depshtion der Zellmembran beitragen.
Neben TRPM4 stellt auch TRPM5 einen méglichen Kdatdin fir die initiale Depolarisation
dar (Chenget al, 2007). Aufgrund der elektrophysiologischen Eigdragten von TRPM4
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und TRPM5 lasst sich das folgende Modell fir dienkfion dieser Kanale bei der
Insulinsekretion aufstellen: Anders als der TRPMEnKI, welcher durch cADPR und
ahnliche Molekiile aktiviert wird, werden TRPM4 umBPMS5 durch die intrazellulare €a
Konzentration reguliert, wobei TRPMS5, wie in Kapitd.3.2 beschrieben, eher die
Geschwindigkeit der Konzentrationsanderung wahrrtinwéhrend TRPM4 auf die absolute
Cd*-Konzentration reagiert. Auf die Glukosemetabotisigy folgt eine Entleerung der
intrazellularen C&-Speicher, die intrazellulare €aKonzentration steigt dadurch schnell an.
Dieser schnelle [C4)-Anstieg aktiviert TRPM5; die TRPM5-Aktivitat istasch und
transient, und verursacht eine schnelle Depolamisater Membran. Durch die Depolarisation
werden spannungsabhangige’@ganale geoffnet und die intrazellulare ‘&onzentration
steigt weiter an. Die erhohte intrazellulareé*Gigonzentration reicht nun aus, um TRPM4 zu
aktivieren; die TRPM4-Aktivitat fuhrt zur weiterddepolarisation der Membran. Daraufhin
werden weitere spannungsabhangigé ®anale geoffnet; es erfolgt ein massiver’Ca
Einstrom, der letztendlich zur Freisetzung von limsfilhrt. Auf die Depolarisation folgt eine
Phase der Hyperpolarisation, die durch starke Adtilng C&*-abhangiger K-Kanale, durch
Aktivierung des Krp-Kanals oder durch Inaktivierung der spannungsatilggn C4'-Kanéle
zustande kommen kann (Cheeigal, 2007). In jedem Fall nehmen sowohl die intrazéti
Cd*-Konzentration als auch die Insulinsekretion wiedpr bis eine erneute Depolarisation

stattfindet und der Zyklus von vorn beginnt.

4.7.4.2 Mogliche Folgen einer TRPM5-Fehlregulation in der @nkreatischen Betazelle

Da jede ausreichend starke Depolarisation der Zstlbran einen Anstieg der intrazellularen
Cd*-Konzentration bedeutet, beeinflussen Membranpiaiertanderungen wahrend einer
Glukosestimulation wesentlich die Form und Frequeter C&™-Oszillation. Weil die
pankreatischen Betazellen untereinander bap Junctionskommunizieren, verlauft die
zellulare C&"-Oszillation in allen Betazellen innerhalb einer ngarhans'schen Insel
synchron (Gilon und Henquin, 1991; Sanebsl, 1992). Die intrazellulare GaOszillation,
die in Langerhans’schen Inseln beobachtet wirdztseith aus drei Einzelkomponenten
zusammen: einer regelmafigen und schnellen Osgaillamit einer Frequenz von zwei- bis
dreimal pro Minute, einer regelmafRigen und langsa@szillation (ca. 0,2-mal pro Minute)
sowie einer gemischten Oszillation, die sehr rasmféuft und die langsamen Oszillationen
Uberlagert (Giloret al, 2002). Da die Exozytose der Insulinvesikel diréker intrazellulare
Cd*-lonen kontrolliert wird, hat eine Fehlsteuerungezidieser Komponenten eine abnorme

Insulinsekretion zur Folge. So konnte beispielseeie reduzierte Insulinsekretion, die nach
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Blockierung des TRPM4-Kanals in pankreatischen Bdlan zu beobachten war, auf eine
gestorte CH-Oszillation zuriickgefiihrt werden (Marigo al, 2009).

Verminderte Expression oder Aktivitat des TRPM5-Kaa

Eine verminderteTRPM5EXxpression scheint sich auf den Phanotyp einestsgesunden
Organismus nicht nennenswert auszuwirken; hienfiiechen die Geschmackstests, die im
Rahmen der vorliegenden Arbeit milrpm5knock dowrMausen und von Damak und
Mitarbeitern mit heterozygotefirpm5knock outMausen (Damalet al, 2006) durchgefihrt
wurden. Auch die in der vorliegenden Arbeit durdiibpeten Glukosetoleranztests bekraftigen
die Vermutung, dass sich die heterozygolepm5knock outMause — im Gegensatz zu

homozygoterkKnock outMausen — phanotypisch nicht von den Wildtyptieweterscheiden.

Ein vollstandiger Verlust des Trpm5-Kanals zielitgeh phéanotypische Veranderungen nach
sich, die zwar auf dem ersten Blick nicht einfaohezkennen sind, weil sie das Verhalten der
Trpm5knock outTiere oder ihre aul3ere Erscheinung nicht gravieréndern. Bei einer
naheren Betrachtung — und unter geeigneten Bedyayun zeigen die homozygoténom5
knock outMause jedoch Auffalligkeiten bei der Nahrungsatina, da sie im Gegensatz zu
Wildtyptieren die Geschmacksrichtungen suf3, bited umaminicht wahrnehmen kdnnen
(Zhang, Y. et al, 2003). Die Geschmacksdefizienz fuhrt dazu, dags sund umami
schmeckende Nahrung nicht bevorzugt wird und Isittemeckende Nahrung nicht vermieden
wird. Dieser Phanotyp stellt einen klaren Nachféil die Tiere dar, weil so wesentliche
Informationen Uber die Qualitat der Nahrung bezlgldes Nahrstoffgehaltes und der
Geniel3barkeit verloren gehen. Im Rahmen der vatidgn Arbeit wurde gezeigt, dass der
vollstandige Verlust des Trpm5-Kanals auch in aedédrganen als der Zunge phanotypische
Veranderungen nach sich zieht, da digpm5knock outMause durch eine gestérte
Glukosetoleranz gekennzeichnet sind, welche hoaisteheinlich auf eine verédnderte

Insulinsekretionskinetik in den pankreatischen Betlan zurickzufuhren ist.

Dass die Herunterregulation des Trpm5-Kanals odesseh vollstandiger Verlust keine
dramatischeren Folgen fir den Insulin- bzw. Glukaesshalt der Versuchstiere hat, kann
dadurch erklart werden, dass Trpm5-verwandte Karéle den pankreatischen Betazellen
etwa Trpm4 — diesen Verlust moéglicherweise zum keinpensieren kdnnen. Auch der
umgekehrte Fall, dass Trpm5 den Verlust des Trpmadals puffert, ist denkbar, und wirde
erklaren, warum dielrpm4knock outMause keine verénderte Glukosetoleranz aufweisen
(Marigo et al, 2009; Vennekenst al, 2007). Die in Kapitel 4.7.4.1 fur TRPM5 und TRPM4

beschriebenen Aufgaben in der Betazelle sind untender so ahnlich, dass sicherlich auch
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ohne TRPM5 Membrandepolarisationen stattfinden &énndie vielleicht nur etwas
zeitverzogert verlaufen. AuRRerdem verfligen die peatischen Betazellen vermutlich
ohnehin Uber sehr dynamische Regulationsmechanjsmienauch das folgende Beispiel
verdeutlicht: Kir6.2 ihwardly rectifying K channe) und SUR1 gulphonylurea receptor type
1) sind Untereinheiten despke-Kanals; wahrend Kir6.2-Proteine die Kanalpore dndiben
SURI1-Proteine regulatorische Funktionen aus (Inagakal, 1995; Sakureet al, 1995).
Neugeborenir6.2-knock outMause leidererwartungsgemalf unter Hyperinsulinamie und
Hypoglykdmie, also an zu niedrigen Blutglukosewertaufgrund eines zu hohen
Plasmainsulinspiegels, wohingegen adulte Tiere einer wenig beeintrachtigte
Glukosehomoostase aufweisen, obwohl die glukosebéne Insulinsekretion vermindert ist
(Miki et al, 1998). AuchSURXknock outMause sind nur fur eine sehr kurze Zeit nach der
Geburt hyperinsulindmisch und hypoglykamisch, obwte Betazellen aufgrund des\-
Verlustes permanent depolarisiert sind (Digeal, 2004; Segherst al, 2000; Shiotaet al,
2002). Diese scheinbar paradoxen Beobachtungen ek6mur zum Teil durch die
insulinotrope, also Insulinsekretion anregende Wfick der Inkretinhormone und des
parasympathischen Systems in Betazellen (Mgki al, 2005) sowie die gesteigerte
Insulinaktivitat in Muskeln (Mikiet al, 1998) erklart werden. Weitere Experimente, dié mi
isolierten Inseln deKir6.2-knock outMaus durchgefihrt wurden, zeigten aul3erdem, dass d
basale Insulinsekretion in frisch isoliert&ir6.2-knock outinseln zwar doppelt so hoch ist
wie in Wildtypinseln, nach einer Glukosestimulatidie Insulinsekretion jedoch neunfach
geringer ist als in Wildtypinseln (Raviet al, 2009). Diese Ergebnisse lassen vermuten, dass
frisch praparierte Inseln, welche die physiologes@ituation eines Gesamtorganismus am
ehesten widerspiegeln, Uber einen protektiven Mashaus verfligen mussen, der auch bei
Verlust der Kyrp-Aktivitdt eine unkontrollierbar hohe Insulinsekoet — und damit einen
lebensbedrohlichen Zustand der Hypoglykdmie — weldnit. Interessanterweise ist nach einer
Ubernachtkultivierung dekKir6.2-knock outinseln wieder eine Insulinantwort auf einen
Glukosestimulus zu beobachten, welche durch efii-Signal des auslésenden Signalwegs
der Insulinsekretion vermittelt wird (Raviet al, 2009). Diese Beobachtungen zeigen, dass
das heutige Modell der Insulinsekretionsregulatmmth nicht vollstandig ist, und dass es
weitere, bisher unbekannte und moglicherweise ayrtamische Regulationsmechanismen
geben muss. Diese wirden auch erklaren, warumligenige Wegfall der Trpm5-Aktivitat
keine schwerwiegenderen Folgen auf den Glukose- lzsulinhaushalt defrpm5knock

out-Maus hat.
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Auch wenn sich der alleinige Wegfall der Trpm5-Aktit nicht sofort auf die Gesundheit
eines Organismus auswirkt, kénnte er dennoch vidieaede Folgen haben und einen
maoglichen Schritt in der Entwicklung einer auf derhlfunktion der Betazelle beruhenden
Erkrankung, wie beispielsweise Diabetes, darstelée in Kapitel 3.9. beschrieben, wurde
in der Goto-Kakizaki-Ratte, einem Tiermodell fimdeumanen Diabetes Typ Il (Gogb al,

1975) neben anderen Expressionsveranderungen m&heunfache Herunterregulation der

Trpm5Expression nachgewiesen (Irminggral, 2002).

Diabetes mellituswird definiert als eine durch den Leitbefund chsshe Hyperglykdmie
charakterisierte Regulationsstérung des Stoffwdst{gerneret al, 2004) und kommt durch
eine gestorte Insulinsekretion, eine vermindergalinwirkung, oder durch eine Kombination
beider Stoérungen zustande. Nach dem ,Deutschen n@bsiisbericht Diabetes 2009“
(Deutsche Diabetes Union, 2008) wurden in Deutschlan Jahr 2006 mehr als sieben
Millionen Menschen wegen Diabetes behandelt, wasrdsehandlungspréavalenz von 8,6 %
entspricht — im Jahr 1998 betrug die Behandlungspe&az noch 5,9 %. Der kontinuierliche
Anstieg wird vor allem auf die Zunahme der Diabéftgp II-Félle zurtickgefuhrt, die Gber 90
% aller Diabeteserkrankungen ausmachen. Wahrendatekomechanismus des Diabetes Typ
I auf einer gestérten Insulinsekretion und/oderf aeiner Insulinresistenz, der
Unempfindlichkeit der Zellen gegeniber Insulin, ugr ist Diabetes Typ | durch eine
fortschreitende Zerstbérung der Betazellen und eirdamaus resultierenden Mangel an

korpereigenem Insulin gekennzeichnet.

Diabetes Typ |, der etwa 5 % aller Diabeteserkragkm ausmacht, tritt bevorzugt in

friheren Lebensjahren auf, er kann sich jedoch austhim hoheren Alter manifiestieren. Er

fuhrt zu einem Insulinmangelsyndrom, das meist ldwecht milde Symptome wie eine

gestoérte Glukosetoleranz oder erhéhte Nuchternlbkgewerte gekennzeichnet ist. Er kann
aber auch eine plétzliche, absolute Insulinbedikéit auslésen, welche lebensbedrohliche
Ausmalie einer Stoffwechselentgleisung, der diatietis Ketoazidose, annehmen kann.

Diabetes Typ Il wird oft auch Altersdiabetes gertanbwohl zunehmend jingere Menschen
an dieser Form erkranken. Eine haufige Ursachdliigsen Typ ist eine angeborene oder
erworbene Insulinresistenz; die Auspragung der dkung wird durch eine ungesunde
Lebensweise, die zu Ubergewicht, Bluthochdruck andStérungen des Fettstoffwechsels
fuhrt, stark beglnstigt. Eine falsche Ernahrungseeifihrt zu dauerhaft erhdhten
Blutzuckerwerten, und um diese auszugleichen, eteig die Betazellen ihre

Insulinproduktion. Zum einen fuhrt die andauerndem8lation der Insulinsekretion zur
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Ermidung der Betazellen und zum anderen vermindierdauerhaft erhéhten Insulinspiegel
sowohl die Anzahl als auch die Sensitivitdt derulimsezeptoren. Schlief3lich reicht das
sezernierte Insulin nicht mehr aus, um die erhoBkikosewerte im Blut zu regulieren, ein
Zustand, der als relativer Insulinmangel bezeichviet. Bei Diabetes Typ Il kommt es zwar
selten zu schweren Stoffwechselentgleisungen, aieeibei Typ | sind Gefalierkrankungen
(Mikro- und Makroangiopathien) héaufig, die zu Scigaitgen des Nervensystems
(Neuropathien), der Netzhaut (Retinopathien) oderMlere (Nephropathien) fihren kénnen.
Im Gegensatz zu Diabetes Typ | benétigen Typ lldpéén meist keine Insulintherapie,
sondern die Behandlung umfasst haufig eine Ern@sumstellung, vermehrte korperliche
Aktivitat und orale Antidiabetika.

Neben Typ | und Typ Il kommen weitere, seltenerak@iesformen vor, die durch spezielle
genetische Mutationen, durch Erkrankungen des [Raskroder durch Infektionen
hervorgerufen werden. Darlber hinaus kommt Diabetetegentlich wahrend der
Schwangerschaft (Gestationsdiabetes) oder mit igehenh Syndromen assoziiert vor.
Genauso vielfaltig wie die Erkrankung selbst, siadch seine genetischen Ursachen;
Umweltfaktoren spielen eine zusatzliche auslosender modifizierende Rolle beim
Ausbruch der Krankheit. Nur wenige Formen von Diabewie MODY (naturity onset
diabetes of the youhdnaben monogenetische Ursachen (Johaasah, 2005), denn in der
Regel ist Diabetes die Folge einer Vielzahl gechgs Veranderungen, deren Wirkung sich
im Laufe der Zeit summiert. Fur Diabetes Typ | ps@dnieren Mutationen in den HLA
(human leucocyte antigg®enen des Haupthistokompatibilitatskomplexes (NIH@ajor
histocompatibility complex Nejentsev et al, 2007) und anderen Genen, die bei
Autoimmunreaktionen eine Rolle spielen (Grantal, 2009), wéhrend fur die Entwicklung
eines Diabetes Typ lI-Phé&notyps vor kurzem einéh&erradisponierender Polymorphismen
sowohl in kodierenden als auch in nicht-kodieren@amombereichen identifiziert wurden
(Grantet al, 2006; Saxenat al, 2007; Sladelet al, 2007; Zegginket al, 2008); viele dieser
Polymorphismen wirken sich auf die Insulinsekretians (Perry und Frayling, 2008).
Mutationen oder Polymorphismen, welche G@RPM5Expression herunterregulieren, wirden
sich genauso gut in das Bild des multifaktorielllibgten Diabetes einfligen wie Mutationen,
welche die Aktivitat des TRPM5-Kanals reduziereeronum Funktionsverlust (endbss-of-

function mutatioipfuhren.
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Erhdhte Expression oder Aktivitat des TRPM5-Kanals

Eine UberméRige TRPM5-Aktivitat aufgrund einer Fegulation des Kanals oder einer
Funktionsgewinnmutation (engbain-of-function mutation im TRPM5Gen, kénnte im
Vergleich zu den relativ geringen phanotypischerswitkungen einer alleinigen Reduktion
der TRPM5-Aktivitat nachhaltigere Folgen habengddaazellularen Signalkaskaden, in denen
TRPMS5 involviert ist, auch in Abwesenheit einesmatiierenden Reizes angeschaltet waren.
Fur die Geschmackssinneszellen wirde das bededdss, die Signalwege der suR3-, bitter-
und umamiReize kontinuerliche Signale erzeugen wirden -mudich wirden diese zur
Adaptation des Geschmackssinnes fuhren. AufgrusdAdaptationsvorganges konnte auch
die Wahrnehmung der udbrigen Geschmacksrichtunganefsund salzig) beeintrachtigt
werden; moglicherweise wirden sich dadurch die fescksempfindungen generell
verandern, falls die Geschmackssinneszellen nitler Mechanismen verfliigen, die eine
chronische Geschmacksadaptation aufgrund einer TRIP&Ifunktion verhindern, wie fr
andere Komponenten der Geschmackstransduktion hseh wurde (Chaudhari und
Kinnamon, 2008).

Wie im Falle der oben beschriebenen inaktivierendetationen in den Krp-Untereinheiten
Kir6.2 und SUR1, die zum Verlust dent%-Aktivitat fihren, konnte auch eine Uberaktivitat
des TRPMb5-Kanals unregulierte bzw. kontinuierlichdembrandepolarisationen in
pankreatischen Betazellen auslosen, die eine exHdktlinsekretion zur Folge hatten — ein
Zustand, der als Hyperinsulindmie oder Hyperingsitinus bezeichnet wird. Hierzu passt die
Beobachtung, dass die Betazellen von Patientenanig&ongenitalem Hyperinsulinismus
leiden, ein verdndertes Ruhepotential aufweisen aindpontanen Depolarisationen neigen,

die unabhangig von Glukose die Exozytose von Insauislosen (Kanet al, 1996).

Der kongenitale Hyperinsulinismus (CHI, congenital hyperinsulinismist die haufigste
Ursache von persistierenden und rezidivierendenoblyramien im Sauglingsalter. Die
neonatale Form der Erkrankung — in der Regel al$ilPgbersistent hyperinsulinaemic
hypoglycaemia of infangyezeichnet — hat eine geschéatzte Inzidenz vob @0 (Pescovitz
und Eugster, 2004). Dem heterogenen Krankheitsddd CHI liegen unterschiedliche
molekulare Defekte zugrunde. Nur bei der HalfterafPatienten, die an einem angeborenen
Hyperinsulinismus leiden, konnten bisher die gesobin Ursachen identifiziert werden
(Glaseret al, 2000). Die schwere, neonatale Form des Hypeirimisaius wird in den meisten
Fallen durch rezessive MutationenKir6.2 oderSUR1verursacht, die zur Inaktivierung des
Karp-Kanals fihren (Thomast al, 1995; Thomast al, 1996; Nestorowicet al, 1998). Ein
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milderer klinischer Verlauf ist meist mit einer dom@ant vererbten Mutation im
GlukokinasegenGCK; Glaseret al, 1998) oder im GlutamatdehydrogenasegeéhUD-1;
Weinzimeret al, 1997; Zammarchet al, 1996) assoziiert. CHI wird histologisch in zwei
Haupttypen, die diffuse und fokale Form, eingetediénen trotz des ahnlichen klinischen
Erscheinungbildes unterschiedliche molekulare Ra#uhansimen zugrunde liegen (Rahier
et al, 2000). Bei der diffusen Form sind hypertropheaetien mit gro3en Zellkernen und
reichlich Zytoplasma Uber das gesamte Pankreasiltemwohingegen sich die fokale Form
auf einen bis mehrere adenomartige Bereiche ddg&@nbeschrankt — aus diesem Grund ist
die fokale Form oft durch eine partielle Pankretiske behandelbar. Wahrend Mutationen
in Kir6.2 oder SUR1 die diffuse Form verursachen, entsteht die fokedem durch das
gleichzeitige Auftreten einer paternal&JRZXMutation und — in den fokalen Lasionen —
einer somatischen Deletion in der maternalen Chsamenregion 11p15, die zum Verlust
des maternaleBURZAllels fuhrt (Verkarreet al, 1998).

In der Chromosomenregion 11p15 liegen zuséatzlicBUR1(ABCCS, Kir6.2 (KCNJ1]) und
TRPMb5weitere Gene des Insulinhaushaltes, I8 (Insulin), wachstumsférdernde Gene wie
IGF2 (insulin-like growth factor und Tumorsuppressorgene wié9 und CDKN1C(cyclin-
dependent kinase inhibitor JMa viele Gene dieser Chromosomenregion genongisphagt
sind und sehr komplexe Regulationsmechanismen @dwdgEnklaaret al, 2006), ist es
schwer vorauszusagen, welchen Anteil jedes einzEleie bei einer Erkrankung wie dem
fokalen CHI ausmacht, in der groRere Bereiche daro@osomenregion 11pl5 von
Aberrationen betroffen sind. Bisherige Untersuclamg@eziiglich des Expressionsstatus des
humanenTRPM5Gens, die mit somatischen Zellhybriden durchgefivurden, deuten auf
eine monoallelische (paternale) Expression des GenéPrawittet al, 2000). FallSTRPM5
beim Menschen also tatsé&chlich dem genomischenintimg unterliegt und nur paternal
exprimiert wird, so wirde sich der Wegfall der nmatden Genkopie im Rahmen einer CHI-
Erkrankung nur dann auTRPM5Transkription auswirken, weni@RPM5regulierende
Elemente betroffen wéren. Die mdglichen Folgen reireduzierten TRPM5EXxpression
wurden bereits im oberen Abschnitt diskutiert; eeteOhteTRPM5Expression kénnte die
Interaktion von TRPM5 mit anderen Proteinen beasgen — ob sie mit der nativen Funktion
des TRPM5-Kanals oder mit der Funktion andererdfmetinterferieren wirde, ist schwer

vorauszusagen.

Hyperinsulinismus, verbunden mit einer Hypoglykéankemmt bei Neugeborenen auch mit

anderen Syndromen assoziiert vor — zum BeispiedemiBeckwith-Wiedemann-Syndrom
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(BWS; siehe hierzu auch Kapitel 1.2.1), welchest emer Inzidenz von 1:13 000 auftritt
(Enklaar et al, 2006). Ungefahr 50 % der BWS-Patienten sind duaitnorme
Blutzuckerwerte gekennzeichnet (Munns und Batci®120AIs Ursache hierfir wurde eine
Dysregulation der Betazellen beschrieben, die m#reVergrof3erung der Betazellen und der
Langerhans’schen Inseln (Hypertrophie bzw. Hypeaiplaeinhergeht (Combst al, 1966;
Lee et al, 1995; Lteif und Schwenk, 1999; Raet al, 1973). Die Auspragung der
Hypoglykédmie ist bei BWS-Patienten — ahnlich wie dibrigen BWS-Merkmale — sehr
variabel, und kann in milderen Féllen durch Dex@¢rbghandelt werden (Ellioét al, 1994;
Stanley 1997), wohingegen in schweren Fallen earéigle Pankreatektomie durchgefiihrt
werden muss (Aynsley-Green al, 2000; Roeet al, 1973).

Auch an dem BWS-Phanotyp sind mehrere Gene dem@isomenregion 11p15.5 beteiligt,
in BWS-Patienten wurden neben Mutationen in dentizgldusgenCDKN1C (Hatadaet al,
1996) epigenetische Veradnderungen wie Hypomethwiggrund Hypermethylierung von
Genen KCNQ1OT1und H19; Bliek et al, 2001; DeBauret al, 2002) sowie Verlust der
genomischen Pragung (ilbF2-Gen; Sullivanet al, 1999) nachgewiesen. Dariber hinaus
kommt bei einigen BWS-Patienten uniparentale Disom{UPD) der 11p15.5-
Chromosomenregion vor (Heney al, 1991; Rainieet al, 1993). Interessanterweise wurden
auch ,gemischte® Phanotypen mit teilweise diabégsc und teilweise BWS-typischen
Merkmalen beschrieben, so wurde bei einem diesdierfRen, der durch die BWS-
Eigenschaften hohes Geburtsgewicht und Hemihypgerieogekennzeichnet war, statt einem
Hyperinsulinismus (und Hypoglykdmie) Neugeborenahdtes diagnostiziert. Diese war auf
eine rezessive, aktivierendJRXIMutation zuriickzufihren, die aufgrund einer moakgh
paternalen UPD in 11pter-11p14 demaskiert wurde. B\VS-Merkmale konnten durch die
Fehlregulation der in 11p15.5 liegenden Gene dritérden (Shielet al, 2008).

Da Diabetes und CHI gewissermal3en durch gegens&tignotypen gekennzeichnet sind —
Diabetes durch Hypoinsulinismus mit Hyperglykdmi@l durch Hyperinsulinismus mit
Hypoglykdmie — werden sie in manchen Fallen sogachd exakt gegenteilige Mutationen
hervorgerufen. Zum Beispiel flihren aktivierende a8iginen in den Untereinheiten degrk
Kanals zur permanenten oder transienten neondbaddretes (Babenket al, 2006; Flanagan
et al, 2007; Gloynet al, 2004; Gloynet al, 2005; Masieet al, 2007; Prokset al, 2006),
wahrend inaktiviernde Mutationen derselben Gene ZikFolge haben (Thomasal, 1995;
Thomaset al, 1996). Im Glukokinasegen fuhren Funktionsverlugationen zu MODY 2
(Froguel et al, 1993), wohingegen Funktionsgewinnmutationen Hwsefinismus
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verursachen (Glaset al, 1998). Aufgrund der hier postulierten Folgen eimerminderten
oder erhohten Aktivitat des TRPM5-Kanals kdonnen afionen, welche da3RPM5Gen
direkt oder indirekt betreffen, gut mit den bisigen Kenntnissen lUber die genetischen und
molekularen Ursachen des Diabetes und des konfmmnitdyperinsulinismus verknupft

werden.

4.8 Ausblick

Diabetes und kongenitaler Hyperinsulinismus (CHRdsErkrankungen des Insulin- bzw.
Glukosehaushaltes, die beide eine enorme klinisgheablitat aufweisen. Ziel einer
Diabetes- oder CHI-Therapie ist die Einstellung ddsatzuckers auf Werte, die akute
Beschwerden und Spatkomplikationen verhindern. Sdieute kann die Therapie auf den
einzelnen Diabetes- oder CHI-Patienten zugescihnitterden, sofern die genetischen bzw.
molekularen Ursachen der Erkrankung bekannt sindkddnen beispielsweise Patienten, die
an der dominant vererbten Form von CHI leiden, Bidzoxid, einem Krp-Kanal6ffner,
behandelt werden, wéhrend Patienten mit der remssdrorm von CHI, welche auf der
Inaktivierung des Krp-Kanals beruht, resistent gegentber Diazoxid sthdden Ublichen
Antidiabetika gehdren nebenmie-Blockern (Sulfonylharnstoffe und Glinide) Medikante,
welche die Glukoseaufnahme im Darm verzdgern urat/déé Glukoneogenese in der Leber
hemmen ¢-Glukosidasehemmer und Biguanide) sowie InsBlamsitizer welche die
Empfindlichkeit der Zellen fur Insulin erh6éhen undie Glukoneogenese hemmen.
Inkretinmimetika und Amylinanaloga regulieren didutglukosekonzentration wie die
entsprechenden kdrpereigenen Hormone, die aus endolDarmzellen bzw. pankreatischen

Betazellen freigesetzt werden.

Die genetischen Ursachen des Diabetes und des i@#lisehr heterogen und bisher nicht
vollstandig  entschlisselt. Demzufolge besteht dieukiinftige Arbeit dieses

Forschungszweiges  hauptsachlich  darin, weitere IR&gnsmechanismen  der
Insulinsekretion zu identifizieren und zusatzlicheankheitsverursachende Faktoren
aufzudecken, um neue therapeutische Ansatze fuBemandlung dieser Erkrankungen zu
entwickeln. Zwar konnten in der letzten Zeit bettpiveise fur Diabetes Typ Il mehrere
pradisponierende Polymorphismen identifiziert weardeloch kdonnen diese die enorme

genetische Varianz der Erkrankung nicht vollstaretidaren (Stolerman und Florez, 2009).

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit weisen deRPNM5-Kanal in pankreatischen
Betazellen wichtige Aufgaben bei der Kontrolle dirsulinsekretion zu. Zukinftige

Mutations- und Expressionsanalysen dd8PM5Gens bei Diabetes- und CHI-Patienten
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konnen helfen, den Zusammenhang zwischen TRPM5 d@ad im Rahmen dieser
Erkrankungen auftretenden Insulinsekretionsdefekteiter zu entschlisseln. Sollten sich
Korrelationen zwischen dem genetischen Profil debgoressionsprofil voARPM5und den
Krankheitsbildern ergeben, so konMBPMS5in Zukunft als diagnostischer Marker genutzt
werden, um entsprechende Therapien zu optimieraruld@r hinaus wirde in diesem Fall der

TRPMb5-Kanal selbst ein mdgliches molekulares Zie¢esolchen Therapie darstellen.

Um das Wissen uUber die Funktion des TRPM5-Kanalsvewvollstdndigen, kénnen die

Auswirkungen einer TRPM5-Deletion auf die Kineti&rdnsulinsekretion genauer untersucht
werden, hierzu bieten sich weitere Insulinsekretgoalysen mit isolierten Langerhans’schen
Inseln der Trpm5knock outMaus an. Idealerweise sollten diese mit Hilfe sine
Perifusionssystems durchgefuhrt werden; alterri@nnen, wie in dieser Arbeit beschrieben,
immortalisierte Betazelllinien hergestellt und usteht werden. Interessant wéren auch
weiterfihrende Insulinsekretionsanalysen mipm5-Trpm4Doppelknock outMausen, um

die gemeinsame Signalkaskade dieser Kanale aufenkla

Die Auswirkungen einer TRPM5-Uberexpression aufld&ilinsekretion kdnnen zunachst in
einer Betazellkultur untersucht werden — falls silds im vorigen Kapitel postulierte Bild
bewahrheitet, konnen parallel TRPM5-inhibierendebstanzen entwickelt und getestet
werden, um eine ubermafige Insulinsekretion, waebsim kongenitalen Hyperinsulinismus
vorkommt, zu hemmen. Mdglicherweise konnte sogalPNRB-short als therapeutisches
Werkzeug genutzt werden, um TRPM5-Kanéle zu blaekielm Gegensatz hierzu kénnen in
einem geeigneten Zellsystem TRPMb5-aktivierende tamzen entwickelt werden, um die
Insulinsekretion im umgekehrten Fall, beispielswdisi Diabetespatienten, zu steigern.

Da TRPMS5 nicht nur bei der Insulinsekretion, somderauch bei der
Geschmackswahrnehmnug von siR-, bitter- wmdamiReizen eine Rolle spielt, kann
untersucht  werden, ob Diabetes- und CHI-Patientenine e veranderte
Geschmackswahrnehmung aufweisen. Gerade bei Dsglagienten misste die
Geschmackswahrnehmung beeintrachtigt sein, wennwie in Kapitel 4.7.4.2 angenommen
— einen Verlust der TRPM5-Aktivitat aufweisen. Iniesem Falle wirden mit
Diabetespatienten durchgefiihrte Geschmackstestsitzinke diagnostisch relevante
Informationen Uber die molekularen Pathomechanishedarn. Auch fur die Lebensmittel-
und Pharmaindustrie stellt TRPM5 aufgrund der Fonkin der Geschmackswahrnehmung
ein attraktives Ziel dar (Talaverat al, 2008), denn TRPM5-modulierende Substanzen

konnten dazu genutzt werden, gewilnschte Geschnmapksdungen zu erzeugen, wahrend
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TRPM5-Hemmer dazu verwendet werden konnten, dererbit Geschmack von
Medikamenten zu unterdrticken (Liman, 2007) — hiesb#te jedoch darauf geachtet werden,

dass diese Stoffe nicht in anderen Organen, wia demn Pankreas, mit der TRPM5-Funktion
interferieren.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

In der vorliegenden Dissertation wurde der zur T@RBnsient receptor potentigFamilie
gehdrende TRPM5-Kanal funktionell charakterisi€@bwohl die meisten Mitglieder dieser
lonenkanalfamilie erst in den letzten zehn Jahdemtifiziert wurden, kann schon heute
davon ausgegangen werden, dass nahezu jeder Zelitygner ganzen Reihe verschiedener
TRP-Kandle ausgestattet ist, die bei der Aufnahmd Weiterleitung von vielfaltigen

chemischen und physikalischen Signalen eine weskatRolle spielen.

Zu Beginn dieser Arbeit stellte daBRPM5Gen in erster Linie ein Kandidatengen fur
11p15.5-gekoppelte Erkrankungen wie das Beckwited&mann-Syndrom (BWS) dar, die
mit einem erhéhten Tumorrisiko einhergehen. Da djenetischen Ursachen der
Tumorentstehung noch nicht vollstandig entschliissad, wurde mit Hilfe einefRPM5
Uberexprimierenden HEK 293-Zelllinie zunachst dasndrigene Potential vomTRPM5
untersucht, doch es konnte kein Zusammenhang zeviseimerTRPM5Uberexpression und
der Tumorentstehung nachgewiesen werden. Elektsiplbgische Analysen dieser Zelllinie
zeigten, dass TRPM5 einen ‘Gaktivierbaren, nicht-selektiven Kationenkanal (CADE -
activated non-selectiyedarstellt, der monovalente lonen leitet. Fir diktivierung des
TRPM5-Kanals ist nicht die absolute intrazellul&ef*-Konzentration ([C&];), sondern
vielmehr die Geschwindigkeit des [Eh-Anstiegs von Bedeutung — so konnte gezeigt
werden, dass TRPM5 eine Komponente der zellulargmafransduktionskaskaden darstellt:
Nach Rezeptoraktivierung induziert TRPM5 einen hasg transienten Kationeneinstrom, der
zur Depolarisation der Zellmembran fuhrt, dieserkdaraufhin weitere zellulare Signalwege

initiieren, indem sie beispielsweise spannungsadpigérnionenkanéle aktiviert.

Dass die TRPM5-Proteine hauptsachlich in der Zetilmaan lokalisiert sind, wurde durch
Expression der beiden humanen TRPM5-SpleiRformed RPM5/EGFP-Fusionsproteine in
HEK 293-Zellen nachgewiesen. In elektrophysiologest Analysen konnte gezeigt werden,
dass die kurze Splei3form TRPM5-short als TRPM5&ftalnocker funktioniert.

Da dasTRPM5Expressionsmuster kontrovers diskutiert wird, veumrdExpressionsanalysen
mit verschiedenen Zelllinien und murinen Geweberchigefihrt. Dabei konnte diERPM5
Expression lediglich auf RNA-Ebene untersucht weyrdia sich keiner der sechs getesteten
Antikorper als TRPMb5-spezifisch erwies. Transkripdes TRPM5Gens wurden in den

meisten untersuchten Zelllinien und Geweben gefund®ft zusammen miTRPM4 dem
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nachsten Verwandten voFrRPM5 In Coimmunprazipitationsversuchen konnte jedoeimdk

direkte Interaktion von TRPM5 und TRPM4 nachgewneserden.

Fur die funktionelle Charakterisierung des TRPM35i#lain vivo wurde ein auf RNAIRNA
interferencg basierendes, transgen&ésom5knock dowrAVlausmodell hergestellt, welches
eine Trpm5spezifische siRNA konstitutiv exprimiert. In dreier vier etablierterKnock
downMauslinien konnte eine Herunterregulation de&gm5Transkriptes in der Leber
und/oder in der Zunge nachgewiesen werden; Gesdstests deuteten jedoch darauf hin,
dass die beobachtete Herunterregulation die norfai&tion des Kanals nicht beeintrachtigt,
so dass didrpm5knock dowrMaus phanotypisch nicht mit dérpm5knock outMaus, die
wahrend der Anfertigung der vorliegenden Arbeit |pxt wurde, vergleichbar ist. Aus
diesem Grunde wurden fur die weiteren funktionellemalysen Trpm5knock outMéause
verwendet, fur die bisher lediglich eine beeinttiggth Wahrnehmung der
Geschmacksrichtungen suf3, bitter wmdamipubliziert wurde (Zhang, Yet al, 2003). Im
Rahmen dieser Untersuchungen konnte erstmals gezerden, dass di€rpm5knock owt
Maus eine gestorte Glukosetoleranz aufweist, dieh sijedoch nicht auf den
Langzeitblutzuckerwert ~ auswirkt. In Insulinsekresanalysen mit  isolierten
Langerhans’schen Inseln konnte gezeigt werden, dladseeintréchtigte Glukosetoleranz der
Trpm5knock outMause héchstwahrscheinlich auf eine gestoérte iimsekretionskinetik in
den pankreatischen Betazellen zurickzufuhren istgiind der hier beschriebenen Funktion
als Regulator des Membranpotentials in pankreais®@etazellen stellt TRPMS5 einen neuen
Kandidaten fur Erkrankungen wie Diabetes und kortgesm Hyperinsulinismus dar, die

durch eine Fehlregulation der Insulinsekretion gezeichnet sind.
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