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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

In dieser Arbeit soll die molekulare Zusammensetzung eines Kationenkanals,
gebildet aus dem Protein Transient Receptor Potential Canonical 4 (TRPC4),
untersucht werden. Es wurde mit dem Protein aus Maus gearbeitet. Uber den
Kanal ist bekannt, dass er ein nicht selektiver Kationenkanal ist und in der
Plasmamembran  lokalisiert ist. Das TRPC4-Protein hat sechs
Transmembrandomé&nen. Der Amino-Terminus und der Carboxy-Terminus des
Proteins sind im Zytosol lokalisiert. Von TRPC4 gibt es zwei Varianten,
TRPC4a von Maus umfasst 974 Aminosaurereste; TRPCA4p fehlen im Vergleich
dazu die Aminoséaurereste 781 bis 864, das heil3t es ist um 84 Aminosaurereste
verkirzt. Das TRPC4 Gen wird im ZNS und in Endothelzellen und glatten
Muskelzellen exprimiert. Um die molekulare Zusammensetzung des TRPC4-
Kanalkomplexes aufzuklaren wurde nach Interaktionspartnern des TRPC4
Proteins gesucht. Diese Interaktionspartner kénnten einen Einfluss auf die
Funktion des Kanals haben oder als Hilfsuntereinheiten fur die Funktionalitat
des Kanals benétigt werden.

Zur ldentifizierung moglicher Interaktionspartner des TRPC4-Proteins, wurde
ein Hefe-zwei-Hybrid System verwendet, wobei die Protein-Protein-Interaktion
im Zytosol der Hefe detektiert wurde. Mit Hilfe des Carboxy-Terminus von
TRPC4 wurde eine exprimierte cDNS Bibliothek (hergestellt aus mRNS von
ZNS) auf Bindungspartner durchmustert. Es wurden funfzehn putative
Interaktionspartner gefunden. Um die Interaktion unabhéngig zu bestétigen,
wurden Koimmunprazipitationen durchgefihrt. Hierzu mussten die Volllangen
cDNS der gefunden Kandidaten kloniert, mit der cDNS des sogenannten Flag-
Tags fusioniert und anschlieRend zusammen mit der cDNS von mTRPC4 in
HEK Zellen transfiziert werden. Anschlie3end wurden die Proteine mit den anti-

TRPC4- und anti-Flag-Antikdrpern koimmunprazipitiert.

Im né&chsten Schritt wurden die verbliebenen Kandidaten mit Hilfe von Fura-2
Messungen daraufhin untersucht ob sie die TRPC4-Kanalaktivitdt beeinflussen.
Ein Protein, Tarbp2, beeinflusste den durch TRPC4 vermittelten

Kalziumeinstrom.
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In einem weiteren Schritt wurde daraufhin diejenige Region von TRPC4
eingegrenzt, die Tarpb2 bindet. Um diese Bindungsstelle einzugrenzen wurden
GST-TRPC4-Fusionsproteine  verwendet, um das Tarbp2 Protein in
sogenannten Pulldown-Versuchen zu binden. Es zeigte sich, dass Tarbp2 an
zwei Stellen des TRPC4 Carboxy-Terminus bindet, wobei Tarbp2 mit

Calmodulin um eine der beiden Bindestellen von TRPC4 konkurriert.

Ein bekannter Interaktionspartner von Tarbp2 ist die Endoribonuklease Dicer.
Dicer ist fur die Biogenese von miRNS von Bedeutung, und seine Aktivitat wird
durch Tarbp2 gesteigert. Es konnte gezeigt werden, dass Dicer,
kalziumabhangig gespalten wird und dass das Protein durch diese Spaltung
aktiver ist. In dem Tarbp2 an TRPC4 bindet, erhoht es den TRPC4 vermittelten
Kalziumeinstrom wodurch mehr Dicer Ca/Calpain-abhangig gepalten wird,

sodass vermehrt miRNS gebildet wird.

1.1 Summary

Interaction partners of the cation channel TRPC4

This work is concerned with the molecular make-up of a cation channel
comprised of the protein Transient Receptor Potential Canonical 4 (TRPC4)
from mouse. It is known, that TRPC4 is a non-selective cation channel which is
residing in the plasma membrane. The TRPC4 protein comprises six trans
membrane domains, the pore region is located between the fifth and the sixth
trans membrane domain. The amino- and the carboxyl-termini are cytosolic.
There are two major variants of TRPC4, TRPC4a, which comprises 974 amino
acid residues, and TRPC4p which in comparison misses amino acid residues
from position 781 to 864. TRPC4 is expressed mainly in the brain, but also in
other tissues like endothelial cells and smooth muscle cells. To investigate the
molecular make-up of the TRPC4 channel complex, proteins which interact with
TRPC4 were screened for. The interaction partners of TRPC4 could have an

impact on the channel function or might act as auxiliary subunits.

To identify putative interaction partners of TRPC4, a yeast-two-hybrid system
was used, where the interaction takes place in the cytosol. During the screening

of a mouse brain cDNA library with the C-terminus of TRPC4, fifteen putative

2
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positive candidates were identified, none of which were known to interact with
TRPCA4. To verify the interaction co-immunoprecipitation were carried out. The
TRPC4 cDNA and each of the Flag-tagged candidate constructs were co-
transfected into HEK293 cells and co-immunoprecipitation experiments were
performed using the anti-Flag and the anti-TRPC4 antibody, respectively. In
most cases co-immunoprecipitation of both proteins, was obtained.

The functional effect of the positive candidates on TRPC4 activity was tested.
The cDNA of the proteins were transfected into a stably TRPC4 expressing
HEK cell line in order to monitor changes of TRPC4 channel function upon
expression of the putative interacting partner. Almost all putative interaction
partners showed no effect on the channel activity of TRPC4. Only the protein
Tarbp2 potentiated the activity of TRPC4a and TRPC4p upon Carbachol

stimulation.

The binding domain of TRPC4 for Tarbp2 was characterized by studies with
GST-TRPC4 fusion proteins. Two different binding sites of TRPC4 bind Tarbp2.
Further analysis showed that Calmodulin and Tarbp2 compete for one of the

two binding sites.

Tarbp2 is a known interaction partner of the endoribonuclease Dicer. Dicer is
known to be a key protein in the miRNA biogenesis. Further experiments
showed that Dicer is activated by proteolysis through Calpain in a calcium
dependent manner. As a consequence of Tarbp2 binding TRPC4, the calcium
influx through TRPC4 is enhanced, so more Dicer is cleaved in a Calpain-

calcium dependent manner, leading to an increase in miRNA.



Einleitung

2 Einleitung

Die vorgelegte Arbeit befasst sich mit dem TRPC4-Kationenkanal sowie der
Suche nach Proteinen, die mit den Untereinheiten dieses Kanals wechselwirken
und die Uber diese Wechselwirkung moglicherweise die Kanalaktivitat
beeinflussen. lonenkanale sind dynamische Strukturen; sie sind in den
verschiedenen Lipidmembranen einer Zelle lokalisiert und koénnen im
geoffneten und geschlossenen Zustand vorliegen. Der Ubergang zwischen
beiden Zustanden wird bei sogenannten spannungsabhangigen lonenkanalen
von Anderungen des Membranpotentials bestimmt, bei Liganden-abhangigen
lonenkanélen durch Bindung eines Liganden an seinen Rezeptor, der wiederum
Teil des lonenkanals ist. Typische spannungsabhangige lonenkanale sind
spannungsabhangige Natrium- und Kalziumkanale (Na,, Ca,); ein typischer
Liganden-abhangiger Kanal ist der nikotinische Acetylcholinrezeptor der
neuromuskularen Endplatte. Dieser Kanal ist in der Plasmamembran von Zellen
der Skelettmuskulatur lokalisiert und 6ffnet nach Bindung von Acetylcholin.
Acetylcholin  wiederum wird an der Prasynapse aus den synaptischen
Endigungen von Motorneuronen freigesetzt. Nicht ganz so ubersichtlich ist der
Aktivierungsmechanismus von TRPC4-Kanalen beziehungsweise von TRPC-
Kanalen Uberhaupt. Sie werden Uberwiegend Uber Signalkaskaden aktiviert, die
wiederum dber Stimulierung von Rezeptoren aktiviert werden, die Uber die
Aktivierung von Guaninnukleotid-bindenden (G-) Proteinen zu Veranderung der
Konzentrationen von intrazellularen Botenstoffen wie Phosphatidylinositol-4,5-
bisphosphat (PIP,), Inositol 1,4,5-trisphosphat (IP3), Diacylglycerol (DAG),
Kalziumionen. Auf welche Weise diese Botenstoffe die Kandle dann jeweils
aktivieren, ist im Detail nach wie vor offen. Es ist jedoch wohl so, dass nicht ein
Botenstoff allein fiir die Aktivierung, das heiRt den Ubergang des Kanals aus
dem geschlossenen in den gedffneten Zustand verantwortlich ist; vielmehr
scheint es so zu sein, dass verschiedene Botenstoffe zusammenwirken
missen, um den Kanal zu aktivieren. Zusatzlich kdnnten einzelne Proteine Uber
die Wechselwirkung mit den Kanaluntereinheiten diese Ubergéange von
geschlossenen in den gedffneten Zustand (und wieder zurick in den
geschlossenen Zustand) beeinflussen. Unabhangig von dieser physiologischen

Regulation der Aktivitat von TRP-Kanélen existieren kdrperfremde Substanzen,
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die in der Lage sind einzelne TRP-lonenkanéle direkt zu aktivieren, darunter
Capsaicin, ein Inhaltstoff der Chilischoten, oder Menthol, ein Inhaltsstoff der
Pfefferminze. Einige TRP-Kanale werden durch Anderung der Temperatur,
durch Hitze oder Kalte, aktiviert. Fir den TRPC4-lonenkanal sind allerdings
bisher keine korperfremden Substanzen, die den Kanal aktivieren bekannt.
Auch ist der TRPC4-Kanal nicht hitze-oder kéltesensitiv.

2.1 Transient Receptor Potential (TRP) Proteinfamilie

Der erste Vertreter dieser Proteinfamilie wurde in Drosophila melanogaster
entdeckt. Ein Phanotyp, der durch eine Mutation in dem damals noch
unbekannten Gen ausgelost und zuerst 1969 beschrieben wurde, bestand
darin, dass die betroffenen Fliegen sich in hellem Licht verhielten als seien sie
blind; und das Elektroretinogramm zeigte deutliche Abweichungen von dem des
Wildtyps (Cosens and Manning 1969). Anstelle eines lang-anhaltenden
Rezeptorpotenzials der Photorezeptoren von Wildtyp-Fliegen, reagieren die
Mutanten mit einem sehr kurzen Potenzial, einem ,transienten“ Potential auf
einen Lichtreiz (Minke et al. 1975). Der Name Transient Receptor Potential oder
Lrp“ wurde diesen Drosophila melanogaster Mutanten im Jahr 1975 gegeben.
Das Gen, welches die Mutation tragt wurde 1989 identifiziert (Montell and Rubin
1989; Phillips et al. 1992) und Minke und Hardie postulierten, dass es sich bei
diesem TRP-Protein um einen lonenkanal in der Membran von Photorezeptoren
handelt (Hardie and Minke 1992).

In Fliegen, die kein Mutation aufweisen, kodiert dieses trp-Gen fir den ,Wildtyp®
TRP-Kanal, das heil3t als Name fir das nicht mutierte Gen und dessen
Genprodukt wurde der Phanotyp der urspringlichen Mutation - ,transient

receptor potential“ oder ,trp* - gewahlt.

Ausgehend von der Nukleotidsequenz dieses Gens von Drosophila wurden —
zunachst in Fliegen — dann in weiteren Organismen TRP-verwandte Gene
identifiziert. Mittlerweile sind in Saugergeweben insgesamt 28 Gene
indentifiziert die fir TRP-Kanale kodieren. Sie werden historisch bedingt in
TRPC-Kanale, TRPV-Kanadle, TRPM-Kanale, TRPP-Kanadle, TRPML-Kanale

und TRPA-Kanale eingeteilt. Die TRPA-Gruppe umfasst im Saugerorganismus
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das Mitglied TRPA1; der Name kommt von den mehr als 20 sogenannten
LAnkyrin-like repeats, Proteinsequenzmodulen im Amino-Terminus des
Kanalproteins. Die TRPML-Gruppe umfasst drei Mitglieder und hat ihre
Bezeichnung von dem ersten identifizierten Mitglied der Gruppe, Mucolipin;
Mutationen des Mucolipin-Gens fuhren zu einer Lipidspeicherkrankheit beim
Menschen (Bargal et al. 2000; Sun et al. 2000; Altarescu et al. 2002). Die
TRPP-Gruppe umfasst ebenfalls drei Mitglieder, wobei das erste Mitglied
TRPP2 bereits lange vor allen anderen TRP-Genen identifiziert worden war. Es
wurde ursprunglich als PKD2 bezeichnet, eines der Gene, die fur die Krankheit
polyzystische Nierenerkrankung beim Menschen verantwortlich sind (Elles et al.
1990). Die TRPM-Gruppe umfasst acht Mitglieder. Das erste Gen dieser
Gruppe wurde als Tumorsuppressor-Gen bei Patienten mit Melanom identifiziert
und Melastatin genannt. Die TRPV-Familie umfasst sechs Mitglieder. Das ,V*
leitet sich vom ersten Gen dieser Kanalfamilie ab, das als ,Vanilloid-Rezeptor®
identifiziert wurde. Die TRPC-Familie umfasst sieben Mitglieder. Dies waren die
ersten TRP-Gene, die in Saugerorganismen identifiziert wurden, und die auch
die gréf3te Sequenzidentitat mit dem TRP-Gen von Drosophila melanogaster
aufweisen (ca. 40%). Entsprechend werden sie als die ,klassischen® (engl.
,classical®) oder  ,kanonischen® (,canonical®) TRPs bezeichnet.
Interessanterweise ist ein Mitglied dieser Familie, TRPC2, beim Menschen ein
sogenanntes ,Pseudogen®. Das Gen ist zwar vorhanden, doch kann aufgrund
zahlreicher Stopp-Kodons kein TRPC2-Protein gebildet werden, im Gegensatz
zu den meisten Saugern (Wes et al. 1995). Abbildung 2-1 zeigt den

Stammbaum der TRP-Gene von Saugern.
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Abbildung 2-1 Stammbaum der TRP-Gene
Die sechs Unterfamilien der TRP-Gene aus Mammalia sind farbig unterlegt.

In Abbildung 2-2 sind die einzelnen Protein-Mitglieder der TRP Unterfamilien
schematisch dargestellt. Bisher existieren keine Kristallstrukturen und man geht
aufgrund von Hydrophatieblots davon aus, dass alle Mitglieder sechs
Transmembrandoméanen aufweisen und die Schleife zwischen der fiinften und
der sechsten Transmembrandomé&ne einen Teil der Pore darstellt (Abbildung
2-2). Die zytosolischen Amino- und Carboxy-Termini der verschiedenen TRP-
Proteine sind in ihrer Sequenz sehr heterogen, unterscheiden sich stark von
Unterfamilie zu Unterfamilie und sind im Zytosol lokalisiert. Man geht davon
aus, dass jeweils vier TRP-Proteine einen tetrameren Kanal bilden. Dabei
bilden in der Regel vier identische Proteine einen bestimmten lonenkanal also
zum Beispiel vier TRPC4-Proteine den TRPC4-Kanal. Inwieweit heteroteramere
Kanale, das heil3t Kanale die aus verschiedenen TRP-Proteinen bestehen, in

Vvivo existieren, ist bisher unbekannt.
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Abbildung 2-2 Die sechs TRP Unterfamilien in Mammalia

Die schematische Darstellung der TRPs zeigt die Struktur der TRP Proteine,
exemplarisch von jeweils einem Vertreter der TRP Unterfamilie in den Klammern ist
das jeweilige Protein angegeben, nach (Flockerzi 2007).

So konnte bisher nur in vivo nach Uberexpression der cDNS, gezeigt werden,
dass Vertreter der Unterfamilien TRPC (Stribing et al. 2003), TRPV (Kedei et
al. 2001; Hoenderop et al. 2003) und TRPM nicht nur Homotetramere sondern

auch Heterotetramere bilden kénnen.

TRP Proteine bilden eine heterogene Gruppe von lonenkanalen
unterschiedlicher Funktionen und Eigenschaften. So ist zum Beispiel der Kanal,
welcher von TRPVG6-Proteinen gebildet wird hoch selektiv fir Kalzium lonen
(Wissenbach et al. 2001). Der verwandte TRPV1 Kanal ist jedoch ein
Kationenkanal der nichtselektiv fiir Kationen permeierbar ist (Caterina et al.
2000).

Einige TRP-Kandle sind fur das sensorisches Empfinden von grol3er
Bedeutung. Schon die Mutter aller TRP-Kanale, der TRP-Kanal von Fliege,
TRP, ist fur die Lichtempfindung verantwortlich. Das Empfinden von Hitze und
Kalte ist ebenfalls ein Vorgang, an dem TRP Kanale wesentlich beteiligt sind.

So ist der TRPM8 Kanal ein Kaltesensor der bei Temperaturen unter 24°C
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offnet, aber auch nach Applikation von Menthol (McKemy et al. 2002; Peier et
al. 2002; Nealen et al. 2003). Der TRPV1 Kanal lasst sich nicht nur durch
Capsaicin sondern auch durch Temperaturen tber 43°C stimulieren (Caterina,
Leffler et al. 2000). Auch TRPV3 kann durch Warme (33°-39°C) aktiviert werden
(Peier et al. 2002), TRPC5 dagegen durch schmerzhafte Kalte (Zimmermann et
al. 2011). TRPM3 wiederum spielt eine Rolle in der Schmerzwahrnehmung
(Vriens et al. 2011), und in Zusammenhang mit TRPAl-Kanalen halt die
Diskussion an, inwieweit Hitze oder Kalte neben bestimmten chemischen
Substanzen zur Aktivierung fihren (Macpherson et al. 2006; Andersson et al.
2008).

Im folgenden Abschnitt wird die TRPC-Unterfamilie besprochen.

2.2 Die TRPC Unterfamilie

Die TRPC-Proteine lassen sich aufgrund von Unterschieden in ihrer Nukleotid-
und Proteinsequenz in drei Untergruppen zusammenfassen. Insgesamt betragt
die Sequenzidentitat aller sieben Proteine ungeféahr 15% (die identischen
Aminosaurereste geteilt durch den Mittelwert der Sequenzlange), die
Sequenzen von TRPC1, TRPC4 und TRPC5 sind zu 35% identisch, die
Sequenzen von TRPC3, TRPC6 und TRPC7 sind zu 60% identisch. Wie bereits
erwdhnt existiert ein Volllangen-TRPC2-Protein zum Beispiel in Maus und
Ratte, nicht aber im Menschen.

»
PDZ

Abbildung 2-3 Die wahrscheinliche Transmembranarchitektur von TRPC-
Proteinen

Die TRPC Proteine besitzen sechs Transmembrandomanen und zytosolische Amino-
und Carboxy-Termini. Im Amino-Terminus finden sich Ankyrinrepeats, ein Protein-
Protein-Interaktionsmotiv. Die TRP Box ist in TRPC, TRPV und TRPM Proteinen
konserviert. CIRB ist eine Calmodulin/IP;R Bindedomane und die PDZ Domane ist ein
Protein-Interaktionsmotiv, dass nur TRPC4 und TRPC5 besitzen.
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Alle sieben Proteine weisen zytosolische Amino-Termini und zytosolische
Carboxy-Termini auf, mit Doméanen, die fur die Interaktion der TRPC-Proteine
selbst oder fur deren Interaktion mit anderen Proteinen von Bedeutung sein
konnten (Abbildung 2-3). So kénnten die Ankyrinrepeats und die Coiled-coil
Doméanen fur die Zusammenlagerung der Amino-Termini der TRPC4
Untereinheiten verantwortlich sein (Lepage et al. 2009). Bei den sogenannten
Ankyrinrepeats handelt es sich um 33 Aminosaurereste lange Motive, welche
Protein-Protein-Interaktionen vermitteltn und in vielen verschiedenen Proteinen
vorkommen (Li et al. 2006). Die sogenannte Coiled-coil Doméne ist eine Region
von jeweils sieben Aminosaureresten die eine a-Helix ausbilden, die Domane
bestent aus mehreren dieser Helices (Lupas 1996). Ein hochkonservierter
Sequenzabschnitt, der in TRPC-, TRPV- und TRPM-Proteinen zu finden ist,
wird als ,TRP-Box® bezeichnet. Mdglicherweise ist dieser Sequenzabschnitt in
TRPC5, TRPM5 und TRPMS8 fir die Bindung von PIP, und die dadurch
erfolgende Regulation der Kandale wichtig (Rohacs et al. 2005). Die sogenannte
CIRB Domane (Calmodulin/IP3 Rezeptor Bindestelle) ist in vitro eine
Bindestelle fur Calmodulin und den IP3Rezeptor und diese Domane ist in der
TRPC-Proteinfamilie konserviert (Tang et al. 2001). Das Protein Calmodulin soll
nach Bindung von Kalziumionen mit dem IP3-Rezeptor um die Bindung an
diesen Sequenzabschnitt konkurrieren und damit die Kanalaktivitat hemmen.
Inwieweit dies in vivo zutrifft ist unklar. Entfernt man Uber zielgerichtete
Mutagenese diesen Sequenzabschnitt werden keine funktionellen Kanale mehr
gebildet (Wedel et al. 2003).

Die TRPC1-, TRPC4- und TRPC5-Gene werden vor allem im Gehirn aber auch
im Herzen, und in glatten Muskelzellen exprimiert (Venkatachalam and Montell
2007). Das erste TRPC Protein in Saugern, von dem ausgegangen wurde, dass
es einen lonenkanal bildet, war TRPC1 (Wes, Chevesich et al. 1995; Zhu et al.
1995). Es wird jedoch nach wie vor kontrovers diskutiert, ob das Protein TRPC1
einen funktionellen Kanal bildet und in wieweit dieser Kanal in der
Plasmamembran, oder in der Membran des Endoplasmatischen Retikulums
lokalisiert ist. Im Uberexpressionssystem kann TRPC1 mit TRPC4 oder TRPC5
zusammen einen funktionellen heterotetrameren Kanal bilden (Strubing et al.
2001). Maus-Tiermodelle, bei denen das TRPC1-Gen ausgeschaltet ist haben
einen Defekt in der Adaption des Herzens auf mechanischen Stress (Seth et al.
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2009). Allerdings gibt es bisher wenig Uberzeugende Hinweise, dass das
TRPC1-Gen tatsachlich im Herzen exprimiert ist, so dass diese Effekte
mdglicherweise indirekt erfolgen. Ahnliches gilt fur Hinweise darauf, dass ein
Kalziumeinstrom durch TRPCL1 fir die Ausdauer von Muskelzellen wichtig sei,
(Zanou et al. 2010) und dass TRPC1 einen Einfluss auf den Kalziumeinstrom in
Endothelzellen und die Relaxierung der Aorta hat (Kochukov et al. 2013).
TRPC5 wird hauptsachlich im Gehirn exprimiert, vor allem in Amygdala und
Hippocampus (Riccio et al. 2009). Der Kanal wird durch G-Protein gekoppelte
Rezeptoren (Schaefer et al. 2000) oder durch eine hohe zytosolische
Kalziumkonzentration aktiviert (Gross et al. 2009). Eine Besonderheit von
TRPC4- und TRPC5-Kandlen ist, dass Lanthan- oder Gadolinium-lonen in
mikromolekularen Konzentrationen, einen bereits aktivierten Kanal noch
zusatzliche aktivieren. Dies geschieht dber die Bindung an einen
Aminosaurerest, der im extrazellularen gelegenen Teil der beiden Proteine
lokalisiert ist (Schaefer, Plant et al. 2000; Strubing, Krapivinsky et al. 2001).
TRPC5-Gen defiziente Mause zeigen Defekte in der Motorik und dem Gang
(Puram et al. 2011), weniger angstliches Verhalten (Riccio, Li et al. 2009) und
einen verminderte Empfindung von schmerzhafter Kalte (Zimmermann, Lennerz
et al. 2011).

Die TRPC3-, TRPC6-, TRPC7-Proteine weisen sehr &hnliche Sequenzen auf
ungefahr 60%. Diese lonenkanale werden durch Diacylglycerol (DAG) oder
dessen Analoga aktiviert (Hofmann et al. 1999; Okada et al. 1999). Allerdings
ist bisher nicht geklart, ob DAG dabei direkt an die Kanalproteine bindet.
TRPC3 wird in erster Linie im Kleinhirn exprimiert. In primdren pontinen
Neuronen von Ratte wird TRPC3 nach Stimulation des TrkB Rezeptors mit
BDNF aktiviert (Li et al. 1999). TRPC3-Gen defiziente Tiere weisen eine Ataxie
auf, die auf das Fehlen von TRPC3 in Pyramidenzellen des Kleinhirns
zurUckzufiahren ist (Hartmann et al. 2008). TRPC6 wird in glatten Muskelzellen
der Gefal’e und in der Lunge exprimiert. Es wurde gezeigt, dass TRPC6 den
al-Adrenozeptor-aktivierten Kanal in Pfortadermyozyten von Kaninchen
darstellt (Inoue et al. 2001). In Maus-Tiermodellen, welche das TRPC6-Gen als
Transgen im Herzen Uberexprimieren wurde eine schwere Kardiomyopathie
festgestellt (Kuwahara et al. 2006). Allerdings ist bisher nicht gezeigt, in

welchen Zellen des Herzens das TRPC6-Gen normalerweise exprimiert wird
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und inwieweit die Uberexpression des Transgens selbst fiir die beobachtete
Myopathie verantwortlich ist. Mutationen im TRPC6-Gen sind mit einer
Nierenerkrankung, der familiaren fokal segmentalen Glomerulosklerose, im
Menschen assoziiert (Reiser et al. 2005; Winn et al. 2005). Dabei wurden
Mutationen identifiziert, die keinen Einfluss auf die Kanalaktivitdt haben und
Mutationen die die Kanalaktivitat steigern (Reiser, Polu et al. 2005; Winn,
Conlon et al. 2005). TRPC6 defiziente Mause weisen eine erhthte durch
Agonisten induzierte Kontraktilitit von Arterien auf; dies wurde mit der
kompensatorisch erhoéhten Aktivitat der TRPC3-Kanéle erklart (Dietrich et al.
2005). Als Folge der erhdhten Kontraktilitat weisen diese Mause einen erhdhten
Blutdruck auf (Dietrich, Mederos et al. 2005).

Das TRPC2-Gen wird in Maus und Ratte vor allem im Geruchsepithel und in
dem Vomeronasalen Organ exprimiert und spielt fir die Geruchswahrnehmung
eine Rolle. TRPC2-Gen defiziente Tiere zeigten eine Reduktion der
elektrophysiolgischen Antworten auf Geruchsstoffe (Leypold et al. 2002) und
konnen dementsprechend nicht weibliche von ménnlichen Tieren unterscheiden
(Stowers et al. 2002).

Die vorliegende Arbeit setzt sich vor allem mit dem TRPC4 Protein und seinen
mdglichen Interaktionspartnern auseinander. Im néchsten Abschnitt wird das
TRPC4 Protein und der TRPC4 Kanal kurz beschrieben.

2.3 Transient Receptor Potential Canonical 4

Das TRPC4 Protein in Maus umfasst 974 Aminoséaurereste. Wie beim
Menschen auch existieren zwei Proteinvarianten des TRPCA4-Proteins, die
Volllangenvariante a (974 Aminosaurereste) und die um 84 Aminosaurereste
verklrzte B-Variante. Die B-Variante entsteht in vivo, in dem die mRNS
gespleildt wird, ihr fehelne die Aminosaurereste G781 bis S864 im Carboxy-
Terminus (Mori et al. 1998; Mery et al. 2001; Schaefer et al. 2002). Der von
TRPC4-Proteinen gebildete Kanal ist Kalziumionen permeable, gleichzeitig aber
auch permeierbar fur weitere Kationen. Wie alle TRP Proteine besitzt TRPC4
sechs Doménen die als a-Helices wahrscheinlich die Plasmamembran

durchqueren, und zytosolische Amino- und Carboxy-Termini. Ursprunglich
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wurde die TRPC4-cDNS auf Grund der Ahnlichkeit zum Drosophila TRP und
TRPL-cDNS identifiziert, und aus der mRNS von Retina und Nebenniere
kloniert (Philipp et al. 1996). Zu Beginn wurde das Protein CCE1 genannt, da es
Hinweise gab, dass es mit dem Kapazitativem Kalziumeinstrom (capacitive
Ca?" entry) zusammenhing (Philipp, Cavalie et al. 1996). So konnte TRPC4 in
Zellen der Nebennierenrinde von Rind, als Teil eines Kalziumeinstrom-Kanals
der durch die Freisetzung von Kalziumionen aus intrazellularen Speichern
aktiviert wird, nachgewiesen werden (Philipp et al. 2000). In spéateren
Untersuchungen wurde jedoch deutlich, dass TRPC4 weniger Uber diesen
Mechanismus als Uber Signalkaskaden aktiver wird, die nach Stimulation von
G-Protein gekoppelten Rezeptoren ablaufen (Schaefer, Plant et al. 2000) und in
deren Gefolge es ebenfalls zur Freisetzung von Kalziumionen aus

intrazellularen Speichern kommt (Tsvilovskyy et al. 2009).

Das TRPC4-Gen wird in verschiedenen Geweben und Zellen exprimiert, zum
Beispiel im Gehirn, Retina, Nebenniere, Placenta, Uterus, Hoden,
Endothelzellen und glatten Muskelzellen (Philipp, Cavalie et al. 1996; Garcia
and Schilling 1997; Mori, Takada et al. 1998; Mizuno et al. 1999; McKay et al.
2000).

Der TRPC4-Kationenkanal wird durch Aktivierung der G-Protein gekoppelten
muskarinergen Rezeptoren vom Typ 2 und Typ 3 aktiviert. Beide Rezeptoren
werden durch Acetylcholin und in vitro durch dessen Analoga, zum Beispiel
durch Carbachol, stimuliert. Die Ergebnisse an glatten Muskelzellen des
Dunndarms zeigen, dass fur die Aktivierung von TRPC4-Kanalen beide
Rezeptortypen gleichzeitig stimuliert werden mussen. So kann der Kanal in
Tieren die Gen-defizient fir Typ 2 des muskarinergen Rezeptors sind genauso
wenig aktiviert werden wie in Tieren bei denen das Gen fur Typ 3 ausgeschaltet
ist. Beide Rezeptoren sind G-Protein gekoppelt, aktiveren jedoch
unterschiedliche G-Proteine, Typ 2 insbesondere die verschiedenen Gg- und
Goo-Varianten, Typ 3 Gqaq, Ga11 Und mdglicherweise Ggi2 und Ggqiz. Wahrend
Gqi- oder die Ggy-Untereinheit des trimaren G-Proteins moglicherweise direkt mit
den TRPC4-Proteinen wechselwirken (Jeon et al. 2008; Jeon et al. 2012), fuhrt
die Aktivierung von Ggq zur Verminderung von PIP, und gleichzeitig zum

Anstieg von DAG und IP3, was wiederum zur Freisetzung von Kalziumionen aus
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intrazellularen Speichern fihrt. Es gibt Hinweise, dass PIP, den Kanal
geschlossen halt (Otsuguro et al. 2008); nach Absinken der PIP,-Konzentration
nimmt diese Hemmung ab und durch Bindung von Gg (oder Gg,) und
gleichzeitiger Erhdéhung der zytosolischen Kalziumkonzentration durch 1P3 wird
der Kanal aktiviert (Ambudkar 2009; Tsvilovskyy, Zholos et al. 2009). Abbildung
2-4 fasst diesen Aktivierungsmechanismus zusammen, der im Folgenden auch
fur die in dieser Arbeit beschriebenen funktionellen Ergebnissen eine Rolle
spielt. So verfuigen HEK293 Zellen zwar Uber endogene muskarinerge
Rezeptoren, die durch Carbachol (oder Acetylcholin) aktiviert werden kdnnen
und an Gq oder Gg11 und Gqi2 oder Gq13 koppeln, nicht aber tber muskarinerge
Rezeptoren, die an G4 und Gqo gekoppelt sind. Entsprechend lasst sich in
HEK293 Zellen nach Transfektion mit TRPC4-cDNS keine Kanalaktivitat
nachweisen. Erst wenn gleichzeitig die cDNS eines muskarinergen Rezeptors
transfiziert wird, der an in HEK Zellen vorhandene G/ Gqo-Proteine koppelt,
zum Beispiel die cDNS des Typ M2-Rezeptors ist nach Applikation von
Carbachol TRPC4-Kanalaktivitdt messbar.

Na, Ca

Abbildung 2-4 Aktivierung von TRPC4

Aktivierung von TRPC4 durch die Aktivierung der Muskarinergen Rezeptoren 2 (M2R)
und 3 (M3R) durch ihren Agonisten. Als Protein X werden mogliche Interaktionspartner
bezeichnet.

Es sind keine spezifischen Blocker fir TRPC4-Kanéle bekannt und um trotzdem
die Funktion von TRPC4 in Priméarzellen zu untersuchen, wurde eine TRPC4-
Gen defiziente Maus hergestellt. Dazu wurde der DNS-Abschnitt, welcher fir
die Transmembrandomanen 4 und 5 und Teile der Schleife zwischen

Transmembrandomanen 5 und 6, welche die Pore kodiert, mittels Gentargeting
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deletiert. Die TRPC4-Gen defizienten Mause sind lebensfahig, fertil und zeigten
keine Auffalligkeiten. Die GefalRendothelzellen dieser Tiere weisen jedoch einen
stark reduzierten Kalziumeinstrom auf und die Acetylcholin- induzierte

Relaxation der Aorta ist vermindert (Freichel et al. 2001).

Weiter konnte gezeigt werden, dass der TRPC4 Strom zu mehr als 80% flr den
mukarinergen Kalziumeinstrom (mlca), der schon in den siebziger Jahren des
letzten Jahrhunderts in glatten Muskelzellen des Dunndarms nachgewiesen
wurde, verantwortlich ist (Tsvilovskyy, Zholos et al. 2009). Der restliche Anteil
von micy wird Uber Aktivierung von TRPC6 Kanalen erreicht (Tsvilovskyy,
Zholos et al. 2009). Fehlt TRPC4 ist die Kontraktilitdt der Dunndarmmuskulatur
herabgesetzt und die Darmmotilitat vermindert. Ist zusatzlich das TRPC6-Gen
ausgeschaltet sind diese Effekte noch etwas ausgepragter (Tsvilovskyy, Zholos
et al. 2009).

Die bisherigen Ausfihrungen zeigen, dass es Hinweise gibt, dass einzelne
TRPC4-Proteine mit sich selbst wechselwirken um homotetramere Kanéle zu
bilden, und dass TRPC4-Protein méglicherweise mit Ca®*Calmodulin (Trost et
al. 2001), dem IP3-Rezeptor (Mery, Magnino et al. 2001; Tang, Lin et al. 2001)
und Gq (Jeon, Hong et al. 2012) oder Gg, wechselwirkt. Ebenso gibt es
Hinweise, dass TRPC4-Proteine in vitro mit TRPC1 und/oder TRPC5
interagieren, um heterotetramere TRPC1/TRPC4-, TRPC1/TRPC4/TRPC5-
oder TRPC4/TRPC5-Kanale zu bilden. Auch gibt es Befunde, die fur eine
direkte Interaktion von TRPC4 mit Mxa (Lussier et al. 2005), mit einer E3
Ubiquitinligase (Wegierski et al. 2006) und mit NHERF (Tang et al. 2000)
sprechen. Ein Teil dieser Befunde stammt aus Hefe-zwei-Hybrid
Untersuchungen, mit denen gezielt nach Interaktionspartnern von TRPC4
gesucht wurde, zum Teil aus Untersuchungen, die gezielt mittels sogenannten

,Pull-down“-Experimenten und Koimmunprazipitationen durchgefihrt wurden.

So stellte sich zum Beispiel heraus, dass eine HEK-Zelllinie, welche die
TRPC3-cDNS Uberexprimiert, das Gen des IP3-Rezeptors im Vergleich zu
HEK-Zellen, die nicht mit der TRPC3-cDNS transfiziert wurden, um mehr als
das zweihundertfache exprimiert (Kiselyov et al. 1998). In Folge wurde dann
gezeigt, dass der IP3-Rezeptor mit einem Sequenzabschnitt von TRPC3

wechselwirkt, der in allen TRPC-Proteinen — auch TRPC4 — konserviert ist.
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Parallel wurde getestet inwieweit Ca®’-Calmodulin von TRPC-Proteinen
gebunden wird und in vitro konnte eine solche Bindung nachgewiesen werden
(Tang, Lin et al. 2001; Trost, Bergs et al. 2001) und zwar vom gleichen
Sequenzbereich der auch den IP3-Rezeptor bindet und der mittlerweile als
CIRB Doméne bezeichnet wird. Inwieweit diese genannten Wechselwirkungen
auch in vivo fur die TRPC4-Kanalaktivitat von Bedeutung sind, ist bisher nicht
gezeigt. Erschwerend fir eine detaillierte experimentelle Uberprufung ist, dass
nach zielgerichteten Mutationen der sogenannten ,CIRB“-Sequenz die TRPC-

Kanéle nicht mehr aktiv sind.

Nachdem, wie ausgefuhrt, beziglich der Interaktionspartner von TRPC4 zwar
Daten existieren, deren funktionelle Einordnung jedoch bisher nicht ohne
weiteres mdoglich ist, sollte unter Verwendung eines alternativen Hefe-zwei-
Hybrid Systems nach Proteinen gesucht werden, die mit den zytosolisch

gelegenen Abschnitten von TRPC4 wechselwirken.

2.4 Hefe-zwei-Hybrid Systeme

Um generell die Interaktion von Proteinen zu identifizieren, gibt es verschiedene
biochemische Methoden. Zum Beispiel kann das Zielprotein — hier TRPC4 —
zusammen mit moéglichen Interaktionspartner mit Hilfe eines Antikorpers, der
gegen TRPC4 gerichtet ist, angereichert und die angereicherten Proteine
anschlieBend mit Massenspektrometrie identifiziert werden. Man kann
versuchen das Zielprotein mit Proteinen, die wechselwirken, Uber relativ kleine
Molekile, sogenannte Crosslinker, zu vernetzen und die Aufreinigung des
Zielproteins den gebundenen Proteinpartner mittels Massenspektrometrie zu
identifizieren. Man koénnte auch direkt das Zielprotein immunprézipitieren und
hoffen, dass interagierende Proteine zusammen mit dem Zielprotein prazipitiert
werden. Auch hier ware im nachsten Schritt die Massenspektrometrie zur
Identifizierung notwendig. Insbesondere wenn keine Antikorper fir das
Zielprotein zur Verfugung stehen, mussen andere Verfahren in Erwagung
gezogen werden, um Proteininteraktionspartner zu finden. Ein solches
genetisches System, um die Interaktionspartner eines Proteins zu finden und zu
untersuchen, ist das Hefe-zwei-Hybrid System. Mit ihm ist es moéglich nach

unbekannten Interaktionspartnern eines bekannten Proteins in einer cDNS
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Bibliothek zu suchen. Ende der 1980er Jahre wurde das ,klassische“ Hefe-
zwei-Hybrid System von Stanley Fields und Ok-kyu Song entwickelt (Fields and
Song 1989). Es handelt sich dabei um ein genetisches Screening Verfahren.
Die Backerhefe Saccharomyces cerevisiae dient dabei als Wirtsorganismus, in
dem nicht nur nach Hefeproteinen gesucht werden kann sondern auch nach
Proteinen aus jedem Organismus, aus dessen MRNS sich eine cDNS
Bibliothek erstellen lasst. Das urspriingliche Hefe-zwei-Hybrid System beruhte
auf den Eigenschaften des Galdp Proteins der Hefe. Dieses Gal4p Protein ist
ein starker Expressionsaktivator der Gene fur die Verstoffwechselung von
Galaktose, GAL1, GAL7 und GAL10 kontrolliert (Hopper and Rowe 1978).
Diese Gene werden nur in Anwesenheit von Galaktose und in gleichzeitiger
Abwesenheit von Glukose exprimiert (Adams 1972). Gal4p bindet spezifisch mit
seinem Amino-Terminus UASg, die sogenannte ,upstream activation
sequence®; diese DNS Sequenz liegt zwischen den Genen von GAL1 und
GAL10. Zwar bindet der Amino-Terminus von Gal4p an die UASg, ist aber allein
nicht in der Lage, die Expression der Gene zu aktivieren (Keegan et al. 1986).
Fir die Aktivierung der Expression ist der Carboxy-Terminus von Galdp
essentiell (Ma and Ptashne 1987). Die zwei funktionellen Domanen, Amino-
Terminus und Carboxy-Terminus von Gal4p, wurden nun fur das zwei-Hybrid
System verwendet. Der Name Hefe-zwei-Hybrid System ergab sich dadurch,
dass das Ergebnis der Fusion des bekannten Zielproteins mit der DNS-
bindenden Domane von Gal4p als Hybrid 1 benannt wurde; das zweite
Fusionsprotein, bestehend aus einer Proteinsequenz codiert von einer cDNS-
Bibliothek und der Aktivator Domane von Gal4p, wurde als Hybrid 2 benannt
(Chien et al. 1991). Dies ist schematisch in Abbildung 2-5 dargestellt. Die
beiden Hybride wurden von zwei Plasmiden kodiert. Um die Methode fir das
Durchmustern einer cDNS-Bibliothek zu nutzen und um positive Klone zu
selektieren mussten noch ein Reportergen vor die UASg kloniert werden, hier
die cDNS von GAL1-lacZ.
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DNS-Bindedomane Hybrid

al4 (1-147)
[ |
UAS, GAL1-lacZ

Aktivierungsdomane Hybrid kodiert durch cDNS-Bibliothek

Gal4 (768-881)

UAS, GAL1-lacZ

Interaktion zwischen DNS-Bindedomane Hybrid und
Aktivierungsdomane Hybrid flhrt zu Reportergen Expression

Gal4 (768-881)
ald (1-147) —— P

[ ]
UAS, GAL1-lacZ

Abbildung 2-5 Hefe-zwei-Hybrid System

Das klassischen Hefe-zwei-Hybrid Systems besteht aus zwei Fusionsproteinen, auch
Hybride genannt. Als erstes ist das bekannte Zielprotein (X) fusioniert an die DNS-
bindende Doméne von Gal4p dargestellt. Dieses Fusionsprotein bindet an die UASg.
Das zweite Hybrid ist ein unbekanntes Protein (Y), welches von einer cDNS-Bibliothek
kodiert wird es ist an die Aktivierungsdoméane von Galdp fusioniert. Interagieren die
Proteine X und Y miteinander wird, durch die Bindung der DNS-bindende Doméane und
die Aktivierung der Aktivierungsdomane von Gal4p, das Reportergen abgelesen,
dargestellt als schwarzer Pfeil (Chien, Bartel et al. 1991).

Fields und Song konnten 1989 zeigen, dass die Interaktion der zwei Hybride
ausreicht, um Gall-lacZ in einem Ausmal zu produzieren, dass eine
Blaufarbung der Hefekolonie auf X-Gal-haltigem Medium erreicht wird. Die
Blaufarbung ist daher der Nachweis, dass eine Interaktion von zwei Hybriden
besteht. Dieses klassische Hefe-zwei-Hybrid System hat den Vorteil, dass
systematisch cDNS-Bibliotheken auf eine Interaktion mit dem Zielprotein
durchmustert werden kdnnen. Ein Nachteil dieser Methode ist jedoch, dass die
Interaktion der beiden Proteine, des Zielproteins und des potentiell
wechselwirkenden Proteins, im Nukleus der Zelle geschieht. Beide
Fusionsproteine missen also zellkerngangig sein. Fir Proteine, die in der
Plasmamembran lokalisiert sind und deren Interaktionspartner schien diese
Methode eher ungeeignet und deshalb wurde in dieser Arbeit ein alternatives

Hefe-zwei-Hybrid System verwendet.
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2.5 CytoTrap
Das in der Arbeit verwendete Hefe-zwei-Hybrid System (CytoTrap, Stratagene),

beruht auf dem Sos recruitment System (Aronheim et al. 1997). Auch dieses
System ist ein genetisches Screening Verfahren. Anders als bei dem
klassischen Hefe-zwei-Hybrid System wird nicht nach der Transkription eines
Reportergens gesucht sondern die Aufhebung eines hitzesensitiven Phanotyps
wird als Marker fir eine Interaktion verwendet. Die fir das Screening,
verwendete temperatursensitive Saccharomyces cerevisiae Mutante, cdc25H
besitzt eine Punktmutation im CDC25 Gen. Die Punktmutation fiihrt zu einem
instabilen Cdc25p Protein, welches bei 37°C nicht mehr funktionsfahig ist; durch
den Ausfall des Cdc25p Proteins ist die Hefezelle nicht mehr lebensféahig. Das
Protein Cdc25p ist ein Guaninnukleotid Austauschfaktor fir Ras Proteine;
Cdc25p tauscht GDP zu GTP an Ras Proteinen aus und aktiviert diese somit
(Jones et al. 1991). Das humane Ortholog zu Cdc25, hSos, ist in der Lage, den
temperatursensitiven Phanotyp des cdc25H Stammes zu heilen. Dazu muss
das hSos Protein jedoch an die Plasmamembran der Hefezellen gelangen, zum
Beispiel durch ein Myristylierungsmotiv oder eine Prenylierung des Proteins
(Aronheim et al. 1994). In der Hefe ist das Cdc25p Protein auch an der
Membran zu finden (Garreau et al. 1990). Des Weiteren war schon bekannt,
dass das Hefe Cdc25p mit dem Ras Protein von S&ugetieren interagieren kann
(Segal et al. 1992) und es konnte gezeigt werden, dass das hSos Protein den
hitzesensitiven Phanotyp des cdc25H Hefestamms aufhebt, wenn es an die

Plasmamembran gebracht wird. (Aronheim, Engelberg et al. 1994).

Auf der Grundlage, dass das humane hSos die Funktion des Hefeproteins

Cdc25p bei dessen Ausfall, kompensieren kann, beruht das CytoTrap System.
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Abbildung 2-6 Schematische Ubersicht tiber das Screening System CytoTrap

Das Beute-Protein wird durch ein Myristylierungssignal an die Plasmamembran
gebracht. Die cDNS des Beute-Proteins wird von der cDNS-Bibliothek codiert. Das
Kdder-Protein ist ein Fusionsprotein aus TRPC4-C-Terminus und hSos. Durch die
Interaktion von Beute-Protein und Koder-Protein wird hSos an die Plasmamembran
gebracht und kann dort an dem Ras Protein Guanosin-5'-diphosphat zu Guanosin-5'-
triphosphat austauschen. Dies fihrt zu einer Aktivierung des Ras Signalweges und zu
Wachstum der Zelle.

Urspriinglich war es als System gedacht, mit dem man Interaktionspartner von
Transkriptionsfaktoren suchen wollte, da dies in dem klassischen Hefe-zwei-
Hybrid Systems nicht mdglich war (Allen et al. 1995). Fur das CytoTrap System
wird das Koéder-Protein, beziehungsweise seine cDNS, an das hSos Protein,
bzw. dessen cDNS, fusioniert. Das Beute-Protein wird durch Myristoylierung an
die Zellmembran gebracht. Durch die Interaktion von Beute-Protein und Kdéder-
Protein wird das hSos-Fusionsprotein an die Zellmembran rekrutiert und kann
dort seine Funktion als Guaninnukleotid Austauschfaktor wahrnehmen
(Abbildung 2-6). Das Beute-Protein wird durch eine cDNS der cDNS-Bibliothek
codiert und steht unter der Regulation des Galaktose- induzierbaren Promotors.
Es wird also nur exprimiert wenn dem Wachstumsmedium Galaktose zugesetzt
wird (Johnston and Davis 1984).
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2.6 Zielsetzung

Das TRPC4-Protein ist Uberwiegend in der Plasmamembran lokalisiert und
dementsprechend war das Ziel, mithilfe des CytoTrap Hefe-zwei-Hybrid
Systems Interaktionspartner von TRPC4 zu finden. Zu Beginn der Arbeit waren
keine Daten publiziert, die mit dieser Vorgehensweise erzielt wurden. Als Koder
sollten zytosolische Abschnitte von TRPC4 von Maus verwendet werden;
maogliche Interaktionspartner sollten mithilfe einer cDNS-Bibliothek, die von
MRNS von Hirn von Maus hergestellt worden war, gefunden werden.
Identifizierte cDNS sollten dann kloniert werden und in Hinblick auf

Interaktionsuntersuchungen mit der cDNS von TRPC4 ko-exprimiert werden.
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3 Material und Methoden

3.1 Chemikalien

Die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien wurden von den Firmen
Applichem (Darmstadt), Merck (Darmstadt), Roth (Karlsruhe), Invitrogen
(Karlsruhe), GE Healthcare (Minchen), Sigma (Munchen) und New England
Biolabs (Schwalbach) bezogen. Chemikalien von anderen Anbietern wurden als

solche gekennzeichnet.

3.2 Puffer und Medien

Wenn nicht anders angegeben, wurden die Puffer und Medien bei 121°C, 1 bar
und 20 min autoklaviert. Die Puffer und Medien wurden mit deionisiertem
Wasser angesetzt. Alle Puffer fur die Dicer Experimente wurden mit
Diethyldicarbonat (DEPC) behandeltem und anschlieRend autoklaviertem H,O
angesetzt.

3.2.1 Puffer fir molekularbiologische Methoden
STET-L-Puffer: 8% (w/v) Saccharose

5 % (v/v) Triton-X-100
50 mM Tris
50 mM EDTA
pH 8,0
vor Gebrauch Zugabe von Lysozym (100 pg/ml)

1xTBE-Puffer: 89 mM Tris
89 mM Borsaure
1 mM EDTA
pH 8,0
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10x DNS-Auftragspuffer: 40 % (w/v) Harnstoff
40 % (w/v) Glycerin, wasserfrei
50 mM EDTA, pH 8,0
10 mM Tris HCI, pH 7,0
0,25% (w/v) Bromphenolblau
0,25% (w/v) Xylencyanol FF

TSS-Puffer: 10 % (w/v) PEG 3350
5 % (v/v) DMSO
1 % (w/v) Caseinhydrolysat
1 % (w/v) Natriumchlorid
0,5 % (w/v) Hefeextrakt

0,05 M Magnesiumchlorid

TE-Puffer: 10 mM Tris, pH 7,5
1 mM EDTA, pH 8,0

3.2.2 Puffer fur proteinbiochemische Methoden
Trenngelpuffer: 1,5 M Tris HCI

0,4 % SDS

pH 8,8

Sammelgelpuffer: 0,5 M Tris HCI

0,4 % SDS

pH 6,8

23



Material und Methoden

2 x SDS-Probenpuffer:

120 mM Tris

20 % (v/v) Glycerin

10 % (v/v) B-Mercaptoethanol
8 % (w/v) SDS

0,01 % (w/v) Bromphenolblau

pH 6,8

10 x SDS Elektrophorese Puffer: 250 mM Tris HCI

10 x TBS-Puffer:

Blotting Puffer:

Coomassie:

1,92 M Glycin

1% SDS

0,5 M Tris HCI
1,5 M NacCl

pH 7,5

20 % Methanol

1 x Elektrophorese Puffer

0,125 % (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250
45 % Ethanol (v/v)

10 % Essigsaure (v/v)
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Entfarbepuffer:

SDS-Page

9 % Ethanol (v/v)

Tabelle 3-1 Pipettierschema fiir SDS-PAGE

6 % Essigsaure (v/v)

Trenngel Trenngelpuffer 40%Aa 29:1* H,0 10% APS TEMED
6,50% 2,5 mil 1,63ml 5,78ml 75l 15pl
7% 2,5mil 1,75ml 5,66ml 75ul 15pl
8% 2,5 mil 2ml 5,41ml 75l 15pl
8,50% 2,5mil 2,13ml 5,28ml 75ul 15pl
10% 2,5 mil 2,5ml 4,91ml 75ul 15ul
12% 2,5 ml 3ml 4,41ml 75ul 15ul
12,50% 2,5ml 3,13ml 4,28ml 75ul 15ul
15% 2,5mil 3,75ml 3,66ml 75l 15pl
15,50% 2,5 mil 3,88ml 3,53ml 75ul 15pl
17% 2,5mil 4,25ml 3,16ml 75ul 15ul
Sammelgel Sammelgelpuffer 40%Aa29:1 H,O 10% APS TEMED
4% 1,25ml 0,5ml 3,21ml 37,5ul 7,5ul

*Wassrige 40 % Acrylamid-, Bisacrylamid-Stammldsung im Verhaltnis 29:1

Puffer fiir die Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus E. coli

Lysis Puffer:

300 mM NacCl
1 mM EDTA
50 mM Tris/HCI

pH 8,0
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Puffer fir Koimmunprazipitationen

Proteaseinhibitoren:

RIPA-Puffer:

5x Basispuffer:

lodacetamid, Phenanthrolin, PMSF, Leupeptin,
Pepstatin, Benzamidin und Aprotinin

150 mM NacCl

50 mM Tris HCI pH 8
5 mM EDTA

1% Nonident P40
0,1% SDS

0,5% Na-Deoxycholat

Protease Inhibitoren

250 mM HEPES, pH7,5
750 mM NacCl
5 mM CacCl,

10% (w/v) n-Dodecyl-3-maltosid-Stocklésung in H,O, bei 4°C lagern

Extraktionspuffer:

Waschpuffer:

1x Basispuffer
1,25% DDM

Protease Inhibitoren

1x Basispuffer

0,5% DDM

Puffer fir Dicer Aktivitatstest (RNase frei)

Lyse Puffer:

10 mM HEPES pH7,0
2 mM MgCl,

6 mM B-Mercaptoethanol
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10x Reaktionspuffer:

200 mM Hepes pH 7
20 mM MgCl,
20 mM Dithiothreitol

RNase inhibitor

Lade-Puffer: 95% Formamid

18mM EDTA
0,025% SDS (w/v)
0,1% Xylene Cyanol (w/v)

0,1% Bromphenolblau (w/v)

Puffer fir kalziumabh&ngigen Dicer Aktivitatstest

Lysepuffer:

50 mM HEPES, pH7,5
150 mM NaCl

10 mM BAPTA

10% (w/v) n-Dodecyl-R-maltosid-Stocklésung in H,O, bei 4°C lagern

10X Reaktionspuffer:

200 mM Tris (pH 6.5)
250 mM NacCl
10% Glycerin

15 mM MgCl,
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Verdunnungspuffer:

20 mM Hepes pH 7
2 mM MgCl,

2 mM Dithiothreitol

Puffer fur Hefe-zwei-Hybrid System

TE-Puffer:

PEG/LiOAc Puffer:

LISORB:

10 mM Tris-HCI (pH 7.5)
1 mM EDTA

10 mM Tris-HCI (pH 8.0)

1 mM EDTA (pH 8.0)

100 mM Lithiumacetat (pH 7.5)
40% (w/v) PEG 3350

100 mM Lithiumacetat
10 mM Tris-HCI (pH 8.0)
1 mM EDTA

1 M Sorbitol

3.2.3 Medien fur Bakterien

LB-Medium pro Liter:

I—BChIoramphenicoI:

10 g NaCl
10 g Trypton
5 g Hefeextrakt

LB-Medium

30 pg/ml Chloramphenicol
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I—BAmpiciIin: LB-Medium

50 pg/ml Ampicilin

Fir Plattenmedium wurde pro Liter 20 g Agar zugegeben.

3.2.4 Medien fur das Hefe-zwei-Hybrid System Cytotrap

Alle Medien wurden bei 121°C 20 min autoklaviert.

Selektives Dropout minimal Medium

SD/Glukose (—UL)/ Liter: 1,7 g Yeast Nitrogen Base without Amino Acids
5 g Ammoniumsulfat
20 g Glukose
17 g Agar

2 g Aminosaure-Mix ohne Uracil und Leucin

SD/Galaktose (—UL)/Liter: 1,7 g Yeast Nitrogen Base without Amino Acids

5 g Ammoniumsulfat

20 g Galaktose
10 g Raffinose

2 g Aminosauren-Mix ohne Uracil und Leucin

17 g Agar

YPAD/Liter: 1% Hefeextrakt
2% Pepton
2% Glukose
2% Agar

40 mg Adeninsulfat
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3.3 Organismen

3.3.1 Bakterienstamme

Escherichia coli Stamme, die in dieser Arbeit verwendet wurden:

e E. coli XL1-Blue von Stratagene, La Jolla, USA

recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F~ proAB
laclqZAM15 Tn10 (Tetr)]

e E. coli BL21(DE3) von Stratagene, La Jolla, USA

B F— dcm ompT hsdS (rB— mB-) gal A (DE3)

3.3.2 Hefestamm

Der fir

Paarungstyp a wurde von Stratagene bezogen.

e Saccharomyces cerevisiae cdc25H:

das Screening verwendete Saccharomyces cerevisiae cdc25H

MATa ura3-52 his3-200 ade2-101 lys2-801 trp1-901lleu2-3 112 cdc25-2

Gal+

3.3.3 Zelllinien

Tabelle 3-2 Liste der verwendeten Zelllinien

Zelllinie Beschreibung Referenz Bezugsquelle
HEK293 Menschliche embryonale (Graham et al. ATTC* CRL-1573
Fibroblasten aus der Niere 1977)
HEK?293 Menschliche embryonale (Tang, Tang et Dr. Michael X. Zhu
TRPC4a M2R Fibroblasten aus der Niere, al. 2000)
welche TRPC4a und den
Muskarinergen Rezeptor 2
stabil exprimieren
HEK293 Menschliche embryonale (Tang, Tang et Dr. Michael X. Zhu
TRPC48 M2R Fibroblasten aus der Niere, al. 2000)
welche TRPC4 und den
Muskarinergen Rezeptor 2
stabil exprimieren
HEK293 M2R Menschliche embryonale Dr. Michael X. Zhu

Fibroblasten aus der Niere,
welche den Muskarinergen
Rezeptor 2 stabil exprimieren
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3.4 Oligonukleotide

Alle  Oligonukleotide wurden bei Eurofins MWG Operon bestellt.
Sequenzierprimer wurden auf eine Konzentration von 10 pmol verdunnt, PCR
Primer auf eine Konzentration von 50 pmol. Die Primer wurden bei -20°C

gelagert.

Tabelle 3-3: Oligonukleotide mit Nukleotidsequenz und Verwendungszweck

Name Nukleotidsequenz 5>3° Verwendung

JZ1 GTAGGATCCACCAGGAAATTGAGGATGATG TRPC6 C-
Terminus 1
BamHl in
pSos

JZ72 TTGGATCCCCTATCTGCGGCTTTCCTC TRPC6 C-
Terminus 2
BamHl in
pSos

JZ3 TAGGATCCAAATGAGCCAGAGCCCGAG TRPC6 N-
Terminusl
BamHIl in
pSos

JZ4 TTGGATCCCTATAAACCAGAGAGGTTCTCATAC TRPC6 N-
Terminus 2
BamHl in
pSos

JZ5 GTAGGATCCAAATGGCTCAGTTCTATTACAAA* TRPC4 N-
Terminus 1
BamHIl in
pSos

JZ6 TTGGATCCCTACTTCACCGCCCAGTGTCT TRPC4 N-
Terminus 2
BamHIl in
pSos

JZ7 TAGGATCCATAATTCTTACCAACTAATTGCC TRPC4 C-
Terminus 1
BamHIl in
pSos

JZ8 TTGGATCCTCACAATCTTGTGGTCACATAA TRPC4 C-
Terminus 2
BamHIl in
pSos

JZ9 TAGGATCCAGAACAACTCCTACCAGCTC TRPCS5 C-
Terminus 1
BamHI in
pSos

JZ10 TTGGATCCTTAGAGCCGAGTTGTAACTTG TRPCS5 C-
Terminus 2
BamHI in
pSos

JZ11 AAGCGGCCGCAATGGCCCAGCTGTACTACAA TRPC5 N-
Terminus 1
Notl in pSos

JZ12 TTGCGGCCGCTACTTGACTACCCAGTGTTTTC TRPC5 N-
Terminus 2
Notl in pSos

JZ13 CCGCCGCCACCATGTCGTCCTCGTACGGC mb4b NM_0
01037099

JZ14 TCAAAGCCTATGTCGGGAG mb4 NM 00
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Name

Nukleotidsequenz 5°>3°

Verwendung

JZ15

JZ16

JZ17

JZ18

JZ19

JZ20

JZ21

JZ22

JZ23

JZ24

JZ25

JZ26

JZ27

JZ28

JZ29

JZ30

JZ31

JZ32

CCAAGACCAGGTACCATG

GCCAGGGTTTTCCCAGT

ACTACTAGCAGCTGTAATAC

CGTGAATGTAAGCGTGACAT

ACGTGAGCTACTGTGGTGC

AACAGACATGATGCAGAAAGCC

GGCCCAGTGCCCGCCT

GTCTTCCTATCCACCAATCAT

TAGGATTGTTGAGGACAGATCT

GCTACTGCTCGTGTGGGTG

GCAGCAGGAGCCAAGGAAAATTAGTTATAGTAGATGGCTCAGT
TCTATTACAAAAGAAAT
CGCGGTTAATTAATTAATTAACCGCGGCGGCCGCGAGCTCAC
GCGTGCGCGCGTCGACGTCG
CCAAGGAAAATTAGTTATAGTAAGTAAGTTCTTACCAACTAATT
GCCGA
GCGCGTCGACGTCGCCCGGGCCATGGGGATCTCACAATCTTG
TGGTCACATAA

GGAAGAACGCTTTCTAGATGC

CAGCCAGTCTGAACTTCAGC

ATGTCTATGTAGGCGATGCGC

GGTCCAGGCTCAACATCTAC

1037099
Sequenzier-
primer pSos
5
Sequenzier-
primer pSos
3
Sequenzier-
primer pMyr
5
Sequenzier-
primer r pMyr
3
Sequenzier-
primer b4
300bp up
Sequenzier-
primer b4
700 bp up
Sequenzier-
primer b4
1100 bp up
Sequenzier-
primer b4
400 bp down
Sequenzier-
primer b4
800 bp down
Sequenzier-
primer b4
1200 bp
down

Gap repair
TRPC4-N
Gap repair
TRPC4-N
Gap repair
TRPC4-c
Gap repair
Trpc4-c
Sequenzier-
primer
TRPC6 N-
Terminus
300bp up
Sequenzier-
primer
TRPC6 N-
Terminus
600bp up
Sequenzier-
primer
TRPC4 N-
Terminus
300bp
Sequenzier-
primer
TRPC4 N-
Terminus
600bp
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Name Nukleotidsequenz 5>3¢ Verwendung

JZ34 ATTGAGGGAATGACACTCTTC Sequenzier-
primer
TRPC6 N-
Terminus 350
bp rev

JZ36 GGTCCAAGAGACCAACAACG Sequenzier-
primer
TRPC6 N-
Terminus

920bp rev

JZ38 GCCTGGGAACTCATCGTAC Sequenzier-
primer
TRPC4 N-
Terminus 920

rev

JZ40 GGCTCCAACCACCTCTTTTC Sequenzier-
primer
TRPC4 N-
Terminus 340
rev

JZ42 TCGCCCGGGACATGGCTGACCAACTGACTG rat
Calmodulin
(Smal) in
pMyr

Jz44 CCACTCTGATCCACCCGC Sequenzier-
primer
TRPC4-C
525 bp u

JZ46 CGCCATCGAGAAGTGGGTG Rasgrfl Mus
3300bp up

3
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Name Nukleotidsequenz 5°>3° Verwendung
JZ47 GTGGGGAGTTTTGGTTCG Rasgrfl Mus
3770bp rev
JZ48 TCGCCCGGGTCATGGCTCAGTTCTATTACAAAAG mMTRPC4 N-
Terminus
(Smal) in
pMyr
JZ49 GTCGACCTTCTTCTCCTCCAGCCTGGGAAC mMTRPC4 N-
Terminus
(Sall) in pMyr
JZ50 ACTTGTCGACTTCTTCTCCTCCAGCCTGG MTRPC4 N-
Terminus
(Sall) in
pSos-n 3'
JZ51 CAAGTCGACTTAAACCAGAGAGGTTCTCATACC MTRPC6 N-
Terminus
(Sall) in
pSos-n
JZ52 GACCTGCAATTATTAATCTTTTG Sequenzier-
primer pSosn
JZ53 CCCGCCACTTGGGCGCG Sequenzier-
primer pSosn
rev
JZ54 GGCCAGAACCCCACCAAAG Sequenzier-
primer TNXL
JZ55 AGCTTCAGAAGGCGGATCCCCATGGTCGACGGAGCTCTAGAC pSos umbau
CCGGGGGCACC 5 mit neuer
multiple
cloning site
JZ56 AGCTCCGTCGACCATGGGGATCCGCCTTCTGAAGCTTGGAGT  pSos Umbau
TGATTGTATGCTTGGT 3 mit neuer
multiple
cloning site
JZ57 ATTAACAAGGCCATTACGGCCATGGCTCAGTTCTATTACAAAA  TRPC4in
GAAATG pBT3-N 5'
JZ58 AACTGATTGGCCGAGGCGGCCTCACAATCTTGTGGTCACATAA TRPC4in
TC pBT3-N 3'
JZ59 AACTGATTGGCCGAGGCGGCCCCCAATCTTGTGGTCACATAA  TRPC4in
TCTTC pBT3-STE 3'
JZ60 ATTAACAAGGCCATTACGGCCaATGGCTCAGTTCTATTACAAAA TRPC4in
GAAATG pBT3-STE 5'
JZ61 GATGGTGCCGCTGCCATCC Sequenzier-
primer TNXL
850 rev
JZ62 CGTGACCACCTTCGGCTAC Sequenzier-
primer TNXL
1540
JZ63 CCTAAGTGGGTGTCTCCAG Hspa8 rev
840
JZ64 TGGCATGCATGTGCTCTG Sequenzier-
primer pBT3-
STE 5'
JZ65 GTAAGGTGGACTCCTTCT Sequenzier-
primer PBT3-
STE 3'
JZ66 CAGAAGGAGTCCACCTTAC Sequenzier-
primer pBT3-
N 5'
JZ67 AAGCGTGACATAACTAATTAC Sequenzier-
primer pBT3-
N 3'
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Name

Nukleotidsequenz 5°>3°

Verwendung

JZ68

JZ69

JZ70

JZ71

JZ72

JZ73

JZ74

JZ75

JZ76

JZ77

JZ78

JZ79

JZ80

JZ81

JZ82

JZ83

JZ84

JZ85

JZ86

JZ87

JZ88
JZ89

JZ90

JZ91

JZ92

ATTCAGGATCCAATGTATGACGACTCCTACGTGC

ACTTAGTCGACCTAGTAGCTGTCCTTGGGC

ATAACGAATTCACATGTATGACGACTCCTACGTG

AATAGAATTCATAATTCTTACCAACTAATTGCC

AATGAAGCTTATGGCTCAGTTCTATTACAAAAG

ACATTAAGCTTTCTTCTCCTCCAGCCTGGG

CCGCCGCCACCATGAACCATCTTCCAGAACAC

TAGTTCCAAAAGCGGTTTCTC

CATGAACCATCTTCCAGAACAC

CTCATAGTTCCAAAAGCGGTTTCTCAC

CCGCCGCCACCATGTCTAAGGGACCTGCAG

ATCCACCTCTTCAATGGTGGG

CATGTCTAAGGGACCTGCAG

TTAATCCACCTCTTCAATGGTG

CCGCCGCCACCATGAGTGAAGAGGATCAGGG

CTTGCTACCCGCCATGATC

CATGAGTGAAGAGGATCAGGG

CTACTTGCTACCCGCCATG

CATGGGAGATTGGATGACTG

TTAAGGTAAGTCATCTCGGTCC

CATGCCCTTCTCCAACAGCC
TCACTTCTGGGCCGGCATG

CATGGCGGCGCCCAGGATG

TCAAGGCGGGGGGATGTCA

CATGCCGTTCCCATTTGGCAAG

Beta 3b in
pSos BamHI
Beta 3b in
pSos Sall
Beta3b in
pMyr (EcoRl)
TRPC4 C-
Terminus in
pMyr (EcoRl)
TRPC4 N-
Terminus in
pSos (Hindlll)
TRPC4 N-
Terminus in
pSos (HindlIl)
rev

Stard 3 nlin
pcAGGS-R-
Phluorin mit
kozak

Stard 3 nlin
pcAGGS-R-
Phluorin
Stard 3n-l in
3xFlag

Stard 3n-l in
3xFlag rev
Hspa8 in
pcAGGS-R-
Phluorin
Hspa8 in
pcAGGS-R-
Phluorin rev
Hspa8 in
3xFlag
Hspa8 in
3xFlag rev
Tarbp2 in
pPcAGGS-R-
Phluorin
Tarbp2 in
pcAGGS-R-
Phluorin rev
Tarbp2 in
3xFlag
Tarbp2 in
3xFlag rev
Adip in
3XFlag

Adip in
3XFlag rev
ckb in 3xFlag
ckb in 3xFlag
rev

Ataxinl10 in
3xFlag
Ataxin10 in
3xFlag rev
Cab39in
3xFlag
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Name

Nukleotidsequenz 5°>3°

Verwendung

JZ93

JZ94

JZ95

JZ96

JZ97

JZ98

JZ99

JZ100

JZ101

JZ102

JZ103

JZ104

JZ105

JZ106

JZ107

JZ108

JZ109

JZ110

JZ111

JZ112

JZ113

JZ114

JZ115

CTAGGCTTCCTGCTGGGC

CATGGGACTCTTTGGAAAAACC

CTAGCTTCTGAGTGTGGCC

CATGGGGGATCGAGAGCAGC

TCAGTTGCCTTCTCCTGCTTC

CATGACCATGGATAAGAGTGAG

TTAGTTCTCTCCCTCTCCAGC

AAGCTTATGGCGGCGCCCAGGATG

GTCGACTCAAGGCGGGGGGATGTC

GAATTCAATGCCCTTCTCCAACAGCC

GTCGACTCACTTCTGGGCCGGCATG

GCGAATTCAATGACCATGACTGCCAACAAG

CGTGTCGACTTAATTCTTCTTGTGGAGGAACTTC

CCCGCCGCCACCATGGCTCAGTTCTATTACAAAAG

CAATCTTGTGGTCACATAATC

CGAATTCAATGGACCATTCTAATAGGGAAAAGG

GAGTCGACTCACTTGTGTCGCTGGGC

GAGTTGAATGCTGACCTG

CCAGCTTGGCATCTCGAAGG

CCGCCGCCACCATGACCATGGATAAGAGTGAG

CCGCCGCCACCATGCCGTTCCCATTTGGCAAG

CCGCCGCCACCATGAGTGAAGAGGATCAGGG

CCGCCGCCACCATGGGACTCTTTGGAAAAACCC

Cab39in
3xFlag rev
Vps24 in
3xFlag
Vps24 in
3xFlag rev
14-3-3 eta in
3xFlag
14-3-3 eta in
3xFlag rev
14-3-3 beta
in 3XFLAG
14-3-3 beta
in 3XFLAG
rev
Ataxin10
(Hindlll) in
3XFlag
Ataxin10
(Sall) in
3XFlag

ckb (EcoRl)
in 3XFlag
ckb (Sall) in
3XFlag

st5 (EcoRl) in
p3XFlag

st5 (Sall) in
p3XFlag
MTRPC4 mit
Kozak fur
pcDNA3mMCh
erry
mTRPC4 rev
far
pcDNA3mMCh
erry

Casein
Kinase 1g1
(EcoRl) in
p3XFlag
Casein
Kinase 1g1
(Sall) in
p3XFlag
Hspa8 seq
Hspa8 seq
rev
14-3-3beta
pPcAGGS
IRES GFP
Cab39
pcAGGS
IRES GFP
Tarbp2
pcAGGS
IRES GFP
Vps24
pPcAGGS
IRES GFP
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Name

Nukleotidsequenz 5°>3°

Verwendung

JZ116

JZ117

JZ118

JZ119

JZ120

JZ121

JZ122

JZ123

JZ124

JZ125

JZ126

JZ127

JZ128

JZ129

JZ130

JZ131

JZ132

JZ133

JZ134

CCGCCGCCACCATGGCGGCGCCCAGGATGCCAC

CCGCCGCCACCATGTCTGACAAACGGCAGTC

TCAGTGATTAGAACCCATGATGCC

CTGCAAGTGTAAGCCCCAGC

GCTGAAGCGAGCGCCCAGC

CTGTCCAGCTGCTCTCACGC

CTTCTCATGAAGGGGTAGAC

CTCCTTGGGAAGCCCTCCC

CACTCGCTCCCAGGGCCCTC

CCGCCGCCACCATGTCTAAGGGACCTGCAGTTG

ATGCTCGACTCGAGAATGAGTGAAGAGGATCAGGG

GCAGCCGGGATCCCTACTTGCTACCCGCCATG

CGGAGCCCTGATCCTCTTCACTCATTGGATCC

AATTCTTACCAACTAATTGCCGAC

CAATCTTGTGGTCACATAATCTTC

TTTCATAGACGGTCAAAACAAAATG

CAATCTTGTGGTCACATAATCTTCG

GGATCCAATGAGTGAAGAGGATCAGGGCTCCG

CCGCCGCCACCATGGACCATTCTAATAGGGAAAAG

Ataxin 10
pcAGGS
IRES GFP
Stomatin
pcAGGS
IRES GFP
Stomatin rev
pcAGGS
IRES GFP
Sequenzier-
primer st5
Sequenzier-
primer st5
Sequenzier-
primer st5
Sequenzier-
primer st5
Sequenzier-
primer st5
Sequenzier-
primer st5
Hspa8 in
pcAGGS
IRES GFP
Tarbp2 in
pET19b
(Xhol)
Tarbp2 in
pET19b
(BamHI) rev
Tarbp2 in
pET 19b
(BamHl)
falsch
TRPC4 C-
Terminus in
PGEX 4T-2
(Smal) PHO
TRPC4 C-
Terminus in
pGEX 4T-2
(Smal) rev
PHO
TRPC4 C-
Terminus
(2530-
2922bp) in
PGEX 4T-2
(Smal)
TRPC4 C-
Terminus
(2530-
2922bp) in
pGEX 4T-2
(Smal) rev
Tarbp2 in
pET 19b
(BamHlI)
Casein
Kinase 1g1 in
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Name

Nukleotidsequenz 5°>3°

Verwendung

JZ135

JZ136

JZ137

JZ138

JZ139

JZ140

JZ141

JZ142
JZ143

JZ7144

JZ145

JZ146

JZ147

JZ148

JZ149

JZ150

JZ151

JZ152

JZ153

JZ154
JZ155

TCACTTGTGTCGCTGGGCTGTC

AAGCTTATGGTGTCTAAGGGCGAAGAG
GGATCCCTTGTACAGCTCGTCCATG

TACAAGGGATCCGGTGGTAGTGGTGGTAGTGGTGGTGCTCAG
TTCTATTACAAAAGAAATG

ACTAGTGGATCCTCACAATCTTGTGGTCACATAATC

GGATCCAATAATTCTTACCAACTAATTGC

GTCGACTCACAATCTTGTGGTCACAT

CAAGGAGGCCGACAAAGAGAC
GTGCTGGGCTTTGACATTGG

CGCGTTTGTAAAGTACAGTG

GGATCCATGGCTCAGTTCTATTACAAAAG
GGATCCTTCACCACCACTACCACCACTACCACCCAATCTTGTG
GTCACATAATC

GGTGGTAGTGGTGGTAGTGGTGGTATGGCTCAGTTCTATTACA
AAAG

TCACAATCTTGTGGTCACATAATC
ATGGCTCAGTTCTATTACAAAAG
ACCACCACTACCACCACTACCACCCAATCTTGTGGTCACATAA
TC

CAGTCCGCCCTGAGCAAAG

GTTAACTTGTTTATTGCAGC

GGAAGTGCCACTGCCAATCTCAATG

AATGAGGCAGAGCCTGATGACGATC
tacgaAAGCTTATGAGTGAAGAGGATCAGGGCTCC

pcAGGS
IRES GFP
Casein
Kinase 1g1
revin
PcAGGS
IRES GFP
Tag RFPt
Hindlll

Tag RFPt
BamHI
Linker
TRPC4
(BamHlI)
TRPC4
(BamHlI) rev
TRPC4 C
Terminus
(BamHl) in
pGEX 4T2)
TRPC4 C-
terminus Sall
rev in pGEX
4-T2

PJZ53 for
Sequenzier-
primer
TRPC4 1750
rev
Sequenzier-
primer
TRPC4 1360
TRPC4
(BamHIl)
TRPC4 mit
Linker
(BamHlI) rev
ohne Stopp
TRPC4 mit
Linker
TRPCA4
Stopp
TRPC4 Start
TRPC4 mit
linker ohne
Stopp
Sequenzier-
primer
Amaxa
Sequenzier-
primer
Amaxa rev
Tarbp2 rev
Deletion von
AA 209-
aa234
Tarbp?2 for
Tarbp2 in
pcDNA3
tagRFPt tsien
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Name Nukleotidsequenz 5°>3° Verwendung
(HindlIl)
JZ156 ACCATCGGATCCTTCTTGCTACCCGCCATGATC Tarbp2 in
pcDNA3
tagRFPt tsien
(BamHlI)
JZ157 CCTCGTAGGGCTTGCCTTCGC Sequenzier-
primer
pcDNAS3
tagRFPt tsien
rev
JZ158 CCGCCGCCACCATGTACCCTTATGACGTGCCCG kozak-atg-HA
fur Dicer in
IRES GFP
JZ159 CTACTTCCACAGTGACTCTG Dicer rev
Tabelle 3-4 RNS Oligonukleotide
Name Nukleotidsequenz 5>3¢ Verwendung
37a UGAGGUAGUAGGUUGUAUAGUUUGAAAGUUCACGAUU Dicer Substrat
37b UCGUGAACUUUCAAACUAUACAACCUACUACCUCAUU  Dicer Substrat
15a UGA GGU AGU AGG UUG GroRenstandard
22a UGA GGU AGU AGG UUG UAU AGU U GroRenstandard
3.5 Vektoren
Tabelle 3-5: Ausgangsvektoren und deren Quelle
Name Beschreibung Quelle
pSos Hefeexpressionsvektor mit Stratagene
hSos
pMyr Hefeexpressionsvektor mit Stratagene
Myristylierungssignal
pBT3-N
pcAGGS-R-Phluorin Eukaryotischer U. Wissenbach, Homburg
Expressionsvektor mit
ratiometrischem pH sensitivem
Luorin
pcAGGS IRES GFP Eukaryotischer U. Wissenbach, Homburg
Expressionsvektor mit eGFP
pcAGGS IRES RFP Eukaryotischer U. Wissenbach, Homburg
Expressionsvektor mit mRFP
pGEX-4T-2 Prokaryotischer GE Healthcare, Minchen
Expressionsvektor mit N-
terminalem GST-Fusions-Tag
p3xFlag Eukaryotischer Sigma Aldrich, St Louis
Expressionsvektor mit N-
terminalem dreifachen Flag-
Tag
pcDNA3 Eukaryotischer Invitrogen, Karlsruhe
Expressionsvektor
pcDNA3 TagRFPt Eukaryotischer Roger Tsien, La Jolla

Expressionsvektor mit
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Name Beschreibung Quelle
TagRFPt (Shaner et al. 2008)

pBluescript Il SK- Klonierungsvektor mit der Fermentas, St. Leon-Rot
Méoglichkeit fur ein Blau-Weil3-
Screening

Tabelle 3-6: In dieser Arbeit hergestellte Plasmide

Name Beschreibung

pJZ1 pSos mit mMTRPC6-N-C BamHI

pJz2 pSos mit mTRPC6-C-Terminus BamHI

pJZ3 pSos mit mMTRPC4-N-Terminus BamH]I

pJzZ4 pSos mit mTRPC4-C-Terminus BamHI

pJZ5 pSos mit mTRPC5-N-Terminus Notl

pJZ6 pSos mit mTRPC5-C-Terminus BamHI

pJZ7 pSos mit YVC1-c(PCR von pEG-YVC1-c 425bp) BamHI/Sall
pJZ8 pSos mit YVC1-n(PCR von pGS1751 686bp) Ncol/Sall
pJZ9 pMyr mitYVC1-n von (PGS1751) EcoRI/Xhol
pJZ10 pMyr mit NFI1 von (pGS1781) EcoRI/Xhol
pJz11l pMyr mit UBC9 von (pGS1897) EcoRI/Xhol
pJz12 pMyr mit YVC1-c PCR von pGS1753 Xmal/Sall
pJZ13 pMyr mit Calmodulin (yeast) aus pGS1749
pJz1i4 pMyr mit Calmodulin (Ratte) Smal/Sall
pJz15 pGS236+YC3.60 (BamHI/Hindlll)

pJZ16 pMyr mit TRPC4-N-Terminus (Smal/Sall)
pJzi7 PGS237+TNXL (BamHI/Xhol)

pJZ18 pSosn+TRPC4 N-Terminus

pJZ19 pSosn+TRPC6 N-Terminus

pJZ20 pBT3-N +TRPC4 (Sfil)

pJz21 pBT3-STE +TRPC4 (Sfil)

pJz22 pSos +Beta 3b (BamHI/Sall)

pJz23 pMyr+Beta 3b (EcoRlI/Sall)

pJZ24 pMyr+TRPC4 C-Terminus (EcoRI/Sall)
pJZ25 pcAGGS-R-Lurin(EcoRV)+Stard3n-I

pJZ26 p3xFlag (EcoRV)+Stard3n-I

pJz27 pcAGGS-R-Phluorin(EcoRV)+Hspa8

pJz28 p3xFlag (EcoRV)+Hspa8

pJZ29 pcAGGSr-Phluorin (EcoRV)+Tarbp2

pJZ30 p3XFlag (EcoRV) +Tarbp2

pJz31 pSos(Hindlll)+TRPC4-N (HindllIl)

pJz32 p3xFlag (EcoRV)+ckb

pJz33 p3xFlag (EcoRV)+Vps24

pJz34 p3xFlag (EcoRV)+Ataxin 10

pJZ35 p3XFlag (EcoRI/Sall) +St5 (EcoRI/Sall)
pJZ36 p3XFlag (EcoRV)+14-3-3beta

pJZ37 p3XFlag (EcoRV)+14-3-3 eta

pJZ38 p3XFlag (EcoRV)+Cab39

pJZ39 p3XFlag (EcoRV)+Adip

pJZ40 pcDNA3 +mTRPC4-mCherry-HAT-SBP
pJz4al p3XFlag (EcoRI/Sall)+Casein Kinas2 1(EcoRlI/Sall)
pJz42 14-3-3 beta+pCAGGS IRES GFP (EcoRV)
pJz43 Ataxin 10+ pCAGGS IRES GFP (EcoRV)
pJz44 Cab39+ pCAGGS IRES GFP (EcoRV)
pJZz45 Tarbp2+ pCAGGS IRES GFP (EcoRV)
pJZ46 Vps24+ pCAGGS IRES GFP (EcoRV)
pJz4a7 Stomatin+ pCAGGS IRES GFP (EcoRV)
pJz48 Hspa8+pCAGGS IRES GFP m(EcoRV)
pJZ49 Tarbp2+ pET19b (BamHI/BamH]I)

pJZ50 TRPC4 C-Term+ pGEX-4T-2 (Smal)

pJZ51 TRPC4 C-Term (844-981AA)+ pGEX-4T-2 (Smal)
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Name Beschreibung

pJZz52 Caseinkinase 1g1 +pCAGGS IRES GFP (EcoRV)

pJZ53 TRPC4+linker in pcDNA3 TagRFt (BamHI)

pJz54 TRPC4 C-Term+ pGEX-4T-2(BamHI/Sall)

pJZ55 TRPC4+linker in pPCDNA3-TagRFPt (BamHI) TagRFPt c-
termial fusioniert

pJZ56 TRPCA4+linker im pAMAXA-eGFP-N-term fus (EcoRV)

pJz57 TRPC4+linker im pAMAXA-eGFP-C-term fus (EcoRV)

pJZ58 p3XFlag+Tarbp2-209 234

pJZ59 pcDNAS tagRFPt-Tsein +Tarbp2 (Hindlll/BamH]I)

pJZ60 pcAGGS IRES GFP + Tarbp2-209_234 (EcoRYV)

pJZ61 pcAGGS IRES GFP+ HA-Dicer (EcoRV)

pJz62 Tarbp2+pcAGGS IRES RFP (EcoRV)

Der Vektor pIRES-neo2-Dicer wurde uns von Prof. Dr. Gunter Meister aus

Regensburg zur Verfigung gestellt und diente als Template fur pJZ61.

3.6 Polymerase- Kettenreaktion (Polymerase Chain Reaction
PCR)

Die Polymerase Kettenreaktion wurde nach der Methode von K.B. Mullis (Saiki
et al. 1988) durchgefiihrt. Die verwendete DNS Polymerase war die Phusion™
High-Fidelity DNS Polymerase (New England Biolabs, Schwalbach). In Tabelle
3-7 ist das Zeitschema fur die Standard PCR zu sehen.

Tabelle 3-7 Protokoll fir die Standard PCR

1x

98°C Denaturierung 2 Minuten

30-60x

98 °C Denaturierung 10 Sekunden

55°C-60°C Annealing 10 Sekunden

72 °C Elongation 20 Sekunden pro 1000 Basen
1x

72 °C Elongation 7 Minuten

3.7 Nukleinsduren-Analytik

3.7.1 Volllangen Klone
Einige, der in dieser Arbeit verwendeten Klone wurden von imaGenes bezogen,
die cDNS stammte aus verschiedenen Geweben aus der Maus. Die Sequenz

der Volllangen Klone war korrekt und vollstandig.
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Tabelle 3-8 Liste der kduflich erworbenen Volllangen Klone

Klone Name Gen Name Accession Nummer
IRCLp5011H0613D 14-3-3B BC132121
IRAVP968G0593D Vps24 BC049964
IRAVp968G0830D Creatin Kinase Brain BC015271
IRAVp968F0421D Ataxin 10 BC016410
IRAVp968E024D Tarbp2 BC002028

3.7.2 Gelelektrophorese von Nukleinsauren

Nukleinsauren wurden Uber ein Agarosegel aufgetrennt. Agarose wurde in
1XTBE Puffer aufgekocht und es wurde 5 pl Ethidiumbromid pro 100 mi
Agarose dazugegeben. Der Prozentsatz der Agarose war von der Grof3e der

Nukleinsauren Fragmenten abhangig.

3.7.3 Gelelektrophorese von kleinen Nukleinséauren
Fur die Auftrennung von kleinen RNSs Uber 15% denaturierendes
Polyacrylamide Gel mit 7 M Harnstoff:

4,2 g Harnstoff

0,5ml 10 x TBE

3,75 ml 40% (w/v) 29:1 Acrylamide: bis- Acrylamide
2,5 ml H,O

70 ul 10% (w/v) Ammoniumpersulfat (APS) und 3,5 pul TEMED

0,5xTBE als Laufpuffer verwendet.

3.7.4 lIsolierung von Plasmid-DNS aus Escherichia coli
Die Aufreinigung von Plasmiden fur analytische Zwecke erfolgte mit der
Methode nach (Holmes and Quigley 1981). Dazu wurden E. coli Zellen mit

STET-L-Puffer aufgekocht und die DNS mit Isopropanol gefallt.
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Die Isolierung im kleinen Maf3stab (Minipraparation) von Plasmiden fur die
Sequenzierung wurde mit einem Kit von Invitrogen durchgefihrt. Das Prinzip

der Aufreinigung beruht auf der alkalischen Lyse (Bimboim and Doly 1979).

Fur die Aufreinigung von Plasmiden im grol3en Malistab (,Maxipréaparation®)
wurden die Plasmide aus 200 ml einer Ubernachtkultur isoliert. Dazu wurde das
Kit Pure Link™ HiPure Plasmid Maxiprap Kit von Invitrogen verwendet. Auch

diese Kit benutzt die alkalische Lyse (Bimboim and Doly 1979).

3.7.5 Isolierung von Plasmid-DNS aus Saccharomyces cerevisiae
Die Isolierung von Plasmid DNS aus Hefe erfolgte nach der Methode von
Robzyk und Kassir (Robzyk and Kassir 1992).

3.7.6 Restriktion und Ligation von Nukleinsduren Molekilen
Die Restriktion und Ligation von DNA Molekulen wurde durchgefuhrt wie bei
(Sambrook 1989) beschrieben. Alle in dieser Arbeit verwendeten Enzyme

wurden von New England Biolabs bezogen.

3.7.7 DNS Transformationen in Escherichia coli
Die Transformation von E. coli wurde nach der Methode von Chung et al. von
1989 durchgefihrt (Chung et al. 1989).

3.7.8 DNS Transformationen in Saccharomyces cerevisiae

Die Transformation von DNS in Saccharomyces cerevisiae wurde mit der
Lithiumacetat-Methode durchgefuhrt (Schiestt and Gietz 1989). Eine
ausfuhrliche Beschreibung ist in Absatz 3.11.4 gegeben. Die Herstellung von

kompetenten Hefezellen wird in Absatz 3.11.3 beschrieben.
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3.7.9 Transfektion von HEK293 Zellen
Bei hoheren eukaryotischen Zellen wird das Einbringen von fremder DNS als

Transfektion bezeichnet.

In dieser Arbeit wurden die Zellen mit einer Methode transfiziert, die sich an die
Lipofektion (Felgner et al. 1987) anlehnt. Dazu wurden die Zellen 24 h vor
Transfektion in frischen Kulturgefal3en, fir spatere Fura-2 Messungen wurden
die Zellen auf Poly-L-Lysin (berzogene Glasplattchen, ausgesat. Die
Transfektionsansatz setzt sich aus Optimem-Medium (Invitrogen, Karlsruhe),
der gewinschten DNS und Fugene HD (Roche, Mannheim) zusammen. Der
Ansatz wurde gemischt und bei Raumtemperatur fur 15 Minuten inkubiert. Vor
der der Zugabe des Transfektionsansatzes wurde das Medium der Zellen
gewechselt, so dass kein Antibiotikum mehr im Medium war. Der komplette
Ansatz wurde zu den Zellen gegeben. Die Zellen wurden 24 h bis 48 h nach der

Transfektion kultiviert und dann wurde mit ihnen weitergearbeitet.
Ansatz fur ein Zellkulturschalchen 3,1 cm Durchmesser

100 pl Optimem

2 ug DNS

5 ul Fugen HD
Ansatz fur eine Zellkulturflasche 75 cm3

800 pl Optimem

12,6 pg DNS

30 ul Fugene HD

3.7.10 Sequenzierung von DNS
Die  Sequenzierung  von DNS  Molekilen wurde nach  der
Kettenabbruchmethode durchgefiihrt (Sanger et al. 1992). Die Sequenzierung

wurde von der Firma SEQ-IT GmbH & Co. KG vorgenommen.
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3.8 Antikorper

3.8.1 Erstantikorper

Die folgenden Antikorper wurden in dieser Arbeit fir Western Blots verwendet.

e Anti-Flag
M2 (Sigma), monoklonaler Antikorper von Maus, eingesetzte
Verdinnung 1:500
e Anti-TRPC4 (eigene Herstellung)
PK2D2-A2 von Ratte, eingesetzte Verdinnung 1:500
e Anti-GST (GE Healthcare Biosciences)
Polyklonaler Antikdrper von Ziege, eingesetzte Verdinnung 1:1000
e Anti-Tarbp2 (Abnova)
Polyklonaler Antikdrper von Maus, eingesetzte Verdinnung 1:500.
¢ Anti-Calmodulin (Zymed)
Antikdrper von Kaninchen, eingesetzte Verdiinnung 1:1000
¢ Anti-HA (Roche)
Klon 3F10 monoklonaler Antikdrper von Ratte, eingesetzte Verdinnung
1:1000.
¢ Anti-Dicer (D38E7) (Cell Signalling)
Polyklonaler Antikérper von Kaninchen, eingesetzte Verdinnung 1:1000
e Anti-Dicer (H-212): sc-30226 (Santa Cruz)

Polyklonaler Antikoérper von Kaninchen, eingesetzte Verdinnung 1:500
Die folgenden Antikorper wurden fir Koimmunprazipitationen verwendet.

e Anti-Flag
M2 (Sigma), monoklonaler Antikdrper von Maus, eingesetzt 4 ug
¢ Anti-TRPC4 (eigene Herstellung)
ab869 und abl1056 polyklonale Antikérper von Kaninchen, 10 pg
eingesetzt.
e Anti-Tarbp2 (Abnova)
Polyklonaler Antikdrper von Maus, 10 pg
e Anti-HA (12CA5) (Abcam)
Monoklonaler Antikérper von Maus; 1,25 ug
e Anti-Dicer (H-212): sc-30226 (Santa Cruz)
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Polyklonaler Antikérper von Kaninchen, 2 ug

3.8.2 Zweitantikorper
Alle verwendeten Antikorper sind mit Meerrettichperoxidase konjugiert.

e Zur Detektion von Immunglobulinen von Maus:
Anti-Maus IgG von Ziege (Sigma, Saint Louis): Verdinnung: 1:10.000
e Zur Detektion von Immunglobulinen von Ratte:
Anti-Ratte 1gG von Kaninchen (Sigma, Saint Louis): Verdinnung
1:80.000
e Zur Detektion von Immunglobulinen von Ziege:
Anti Ziege IgG von Esel (Santa Cruz Biotechnology): Verdinnung 1:5000
e Zur Detektion von Immunglobulinen von Kaninchen:
ECLTM Anti-Kaninchen IgG von Esel (GE Healthcare, Minchen):
Verdinnung: 1:30 000

3.9 Proteinbiochemische Methoden

3.9.1 Aufreinigung von rekombinanten Proteinen aus E. coli

Der Zellaufschluss erfolgte aus 200 ml Flussigkultur. Um die Zellen
aufzuschlie3en, wurden die geernteten Zellen 15 min bei 6000 rpm zentrifugiert,
das Sediment in 10 ml Lysis-Puffer resuspendiert und bei -20°C gelagert. Zu
den gefrorenen Zellen wurde 1 ml 10% Triton X-100 gegeben und das Ganze
wurde dreimal hintereinander schnell aufgetaut (Wasserbad 37°C) und wieder
eingefroren (flussiger Stickstoff). Dann wurden 110 ul Lysozym (100 mg/ml) und
110 pyl PMSF (100 mM) zugefugt und fur 30 min bei RT inkubiert. Anschliel3end
wurden 10 ug/ml RNaseA, 5 ug/ml DNasel und 10 mM MgCl, zugegeben und
5 min bei RT inkubiert. Das Lysat wurde bei 4°C fur 30 min mit 15.000 g

zentrifugiert und der Uberstand weiterverwendet.

Fur die Aufreinigung wurden 2 ml Affinitats-Gelmatrix (GSH Sepharose) in ein
15 ml Reaktionsgefald gegeben. Die Gelmatrix wurde dreimal mit 15 ml TBS
4 min bei 3000 rpm gewaschen und der Uberstand abgenommen. Das Zelllysat
wurde auf die Sepharose gegeben und 2 h bei 4°C rotierend inkubiert. Die
Suspension wurde danach 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert, der Uberstand

verworfen. Die sedimentierte Sepharose wurde fiunfmal mit 15 ml Waschpuffer
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(TBS) gewaschen, 10 min bei 3000 rpm zentrifugiert und der Uberstand

verworfen. Die Elution der Proteine erfolgte zweimal mit je 2 ml Elutionspuffer.

3.9.2 Proteinbestimmung mittels Bicinchoninsaure (BCA)-Methode
Die Proteinkonzentration von Zelllysaten wurde mit der Bicinchoninséaure
(BCA)-Methode bestimmt (Smith et al. 1985). Die Reagenzien wurden von der

Firma Pierce bezogen.

3.9.3 Gelelektrophorese von Proteinen mittels SDS-PAGE (SDS-
Polyacrylamid-Gelelektrophorese)

Zur Trennung von komplexen Proteingemischen oder zur Analyse von

Proteinaufreinigungen wurde die  SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

(Laemmli 1970) genutzt. Aus Tabelle 3-1 lasst sich die Zusammensetzung der

Gele entnehmen. Die Gele wurden, falls nicht fir einen Western Blot

vorgesehen, mit Coomassie Brillant Blau gefarbt (Chrambach et al. 1967).

3.9.4 Western Blot

Alle Western Blots wurden wie in (Wightman et al. 1993) beschrieben
durchgefiihrt. Verwendete Puffer sind in Abschnitt 3.2.2 aufgefihrt. Die
Membran wurde mit Luminol und Oxidationsreagenz (Western Lightning
Chemilumineszenz Plus, Perkin Elmer, Boston, USA) behandelt. Die durch die
Meerrettichperoxidase  entstandene  Lumineszenz  wurde mit dem
Dokumentationssystem Lumineszenz Image Analyzer LAS3000 (Fuji) Uber

einen Zeitraum von maximal 1 h detektiert.

3.9.5 Koimmunprazipitation

Hierzu wurden Zelllysate von HEK293 Zellen hergestellt, die die cDNS von
TRPC4 und von einem Kandidaten-Protein koexprimierten. FiUr die
Koimmunprézipitationen wurden zwei verschiedene Protokolle verwendet, die

sich vor allem durch die verwendeten Detergenzien unterschieden.
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3.9.6 Protokoll mit RIPA Lysat in Anwesenheit von Natriumdodecylsulfat

Hierzu wurde das Zellpellet aus einer 75 cm? Kulturflasche in 1 ml RIPA-Puffer
aufgenommen und mit einer Spritze und einer dinnen Kandule (0,4 mm/0,5 mm)
mindestens 10-mal geschert. Die gescherte Suspension wurde in der

Tischzentrifuge 15 min bei 14000 rpm und 4°C abzentrifugieren.

Praabsorption:

80 ul ProteinG-Sepharose wurden mit RIPA-Puffer aquilibriert. Das Lysat wurde
zu dem Saulenmaterial pipettiert und 2 h bei 4°C schittelnd inkubiert. Danach

wurde die Suspension mit 800 g fur 3 min bei 4°C zentrifugiert.
Immunprazipitation:

Es wurden jeweils 500 pl des Uberstands nach der Praabsorption mit den
entsprechenden Antikérpern versetzt. Fur die Immunprézipitation von TRPC4
wurden die Antikérper 869 oder 1056 von Kaninchen verwendet. Es wurden pro
Ansatz 10 pg Antikorper eingesetzt. FiUr die Immunprazipitation der Flag-
Fusionsproteine wurden 4 pl des anti-Flag Antikorpers (ANTI-FLAG®
monoklonal von Maus) verwendet. Das Zelllysat-Antikdrper Gemisch wurde bei

4°C fur mindestens 2 h schiittelnd inkubiert.

Pro Ansatz wurden 80 pul der ProteinG-Sepharose verwendet. Die Sepharose
wurde mit 1 ml des RIPA-Puffers aquilibriert. Zu der Sepharose wurde dann das
Zelllysat-Antikorper Gemisch pipettiert und die Suspension fur mindestens 2 h
bei 4°C schittelnd inkubiert.

Die Sepharose wurde sedimentiert (800 g, 3 min bei 4°C), der Uberstand
verworfen, und die Sepharose 4-mal mit RIPA-Puffer gewaschen (800 g, 3 min
bei 4°C). Anschliel3end wurden die Proteine mit 60 pl 2x SDS-Probenpuffer bei

95°C fur 5 min denaturiert und eluiert.
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3.9.7 Protokoll mit DDM-Puffer

Hierzu wurde das Zellpellet aus einer 75 cm? Kulturflasche in 1 ml
Extraktionspuffer aufgenommen und mit einer Spritze und einer diinnen Kantle
(0,4 mm/0,5 mm) mindestens 10-mal geschert. Die gescherte Suspension
wurde dann fur 45 min bei 100.000 g (Ultrazentrifuge Optima MAX-E von
Beckman, Rotor TLA55) zentrifugiert. Der Uberstand wurde fir die

Koimmunprézipitationen eingesetzt.

Immunprazipitation:

Jeweils 200 pl des Uberstands wurden mit den entsprechenden Antikdrpern
versetzt. Fir die Immunpréazipitation von TRPC4 wurden die Antikérper 869
oder 1056 von Kaninchen verwendet. Es wurden pro Ansatz 10 pg Antikdrper
eingesetzt. Fur die Immunprazipitation der Flag-Fusionsproteine wurden 4 pl
des anti-Flag Antikérpers (monoklonal von Maus) verwendet. Fiur die Kontrolle
wurden 10 pg unspezifische Antikérper von Maus oder von Kaninchen
verwendet. Das Zelllysat-Antikorper Gemisch wurde bei 4°C fir mindestens 2 h

schuttelnd inkubiert.

Pro Ansatz wurden 30 ul der ProteinG-Sepharose verwendet. Die Sepharose
wurde mit 1 ml des Extraktionspuffers aquilibriert. Zu der Sepharose wurde
dann die Zelllysat-Antikbrper LOsung pipettiert und die Suspension fir

mindestens 2 h bei 4°C schittelnd inkubiert.

Die Sepharose wurde sedimentiert (800 g, 3 min bei 4°C), der Uberstand
verworfen, und die Sepharose 4-mal mit Waschpuffer gewaschen (800 g, 3 min
bei 4°C). Anschlie3end wurden die Proteine mit 60 pl 2x SDS-Probenpuffer bei
65°C fur 20 min denaturiert und eluiert.

3.9.8 Pull down Experimente mit GST-Fusionsproteinen

GST-Fusionsproteine wurden in E. coli exprimiert und aufgereinigt (Abschnitt
3.9.1) (Tuschl 2001). Der TRPC4 Carboxy-Terminus wurde in sechs Fragmente
aufgeteilt. Die GST-TRPC4 Fragmente mCCEKO, LB3/4a, LB3/4b, LB5/6a, und

LB5/6b wurden von Dr. Claudia Fecher-Trost bereitgestellt (Trost, Bergs et al.
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2001), das Fragment JZ51 wurde in dieser Arbeit hergestellt. Je 12 ug GST-
Fusionsprotein gebunden an GSH-Sepharose wurden mit HEK293 Lysat, in
Extraktionspuffer mit DDM, fur 2 h bei 4°C inkubiert. Dann wurde die Sepharose
gewaschen und mit Lammli-Puffer eluiert. Die Eluate wurden auf ein SDS
PAGE Gel aufgetragen, die Proteine geblottet und mit einem Western Blot

untersucht.

3.9.9 Verdrangungsexperiment mit Tarbp2 und Calmodulin

12 pg der GST-Sepharose LB5/6b wurde mit einer steigenden Menge
Calmodulin (0,595 pg, 2,97 pg, 5,95 pg, 11,9 ug) und gleichbleibendem
Volumen an HEK293-Tarbp2 Lysat fur 2 h bei 4°C rollend inkubiert.

Dazu wurden 1 ml Lysat von 1 Kulturflasche 75 cm? HEK293 Zellen, die mit der
Flag-Tarbp2 cDNS transfiziert waren, hergestellt. Mit den Proben wurde
verfahren wie in Abschnitt 3.9.8 dargestellt.

3.10Dicer Aktivitatsexperiment
RNS Praparation

Um das 37a RNS Fragment (Ma et al. 2008) radioaktiv zu markieren wurde es
mit T4 Polynukleotid Kinase und (y-**P)ATP in Kinase Puffer bei 37°C fiir

30 min inkubiert.

50 pmol RNS

1x T4 Kinase Puffer
50 pmol (y->?P) ATP
20 U T4 Kinase

ad 50 pl mit H,O

Das radioaktive markierte RNS Fragment wurde auf eine illustra MicroSpin G-
25 Saule (GE Healthcare) gegeben; um nicht eingebautes *P-ATP
abzutrennen. Die Elution der phosphorylierten RNS erfolgte durch
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Zentrifugation bei 700 g und 2 min. 1 pl des Eluates wurde im Liquid
Scintillation Counter (Wallace 1409) gemessen. Dabei ergaben sich ungefahr
200.000 cpm bis 350.000 cpm.

Das markierte 37a Fragment wurde mit dem nicht markierten 37b Fragment
zusammengebeben, die Mischung auf 80°C erhitzt und fir 10 min bei
Raumtemperatur abgekuhlt. AnschlieBend wude die RNS auf 600 cpm/ul

verdinnt.

Lysat

Transfizierte und untransfizierte Hek Zellen (ein Schalchen zu jeweils 10°
Zellen) wurden in 100 pl Lysepuffer aufgenommen und lysiert. Das Lysat wurde
30 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert, mit dem Uberstand wurde

weitergearbeitet.

Ansatz
1X Reaktion: 10 pug HEK Zelllysat
1 pl 10X Reaktionspuffer
1 pl RNase Inhibitor
ad mit H,0 10 pl
+5 ul dsRNS 37ab
Zeitverlauf bei 37°C: 30 sec; 1 min, 5 min; 10 min;30 min und 60 min.

Die Reaktion wurde mit 1,2 Volumen Lade-Puffer (Abschnitt 3.2.2) gestoppt,
10 min bei 75°C erhitzt und die Proben lber ein 15% Polyacrylamid-7M
Harnstoff-Gel aufgetrennt. Das Gel wurde anschliel3end bei 40°C unter Vakuum
getrocknet. Eine Fujifilm Imaging Plate wurde tber Nacht auf das getrocknete
Gel gelegt. Am nachsten Tag wurde die Imaging Plate im Fujifim BAS 2500
Phosphoimage Scanner ausgewertet. Parallel wurde die **P-Strahlung mit
Rontgenfilmen sichtbar gemacht.
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3.10.1 Dicer Aktivitats- Protokoll mit rekombinantem Dicer
Das Protokoll wurde wie vom Hersteller empfohlen verwendet (Recombinant
Dicer Enzyme Kit, Genlantis). Als Substrat diente das 37ab dsRNS Oligo.

3.10.2 Kalziumabhé&ngiger Dicer Aktivitatstest
1X Reaktion: 1 pl HEK Zelllysat

1 pl 10X Reaktionspuffer
0,8 ul Verduinnungspuffer
+-1 pl 30 mM CacCl,

1 pl RNase inhibitor

Ad mit H,0 5l

+5 ul dsRNS 37ab

Transfizierte oder untransfizierte HEK293 Zellen (zwei Schalchen ungefahr
2x10° Zellen) wurden in 100 pl Lysepuffer (+10pM BAPTA) aufgenommen und
mit einer Spritze und einer dinnen Kantle (0,4 mm/0,5 mm) mindestens 10-mal
geschert. Das Lysat wurde 30 min bei 14.000 rpm und 4°C zentrifugiert und je
1 pl des Uberstandes wurde mit einer Losung mit oder ohne Kalzium versetzt
und bei bei Raumtemperatur fur 30 min inkubiert. Die RNS wurde wie in
Abschnitt 3.10 beschrieben vorbereitet, und anschlielend zu dem Ansatz
gegeben; nach bestimmten Zeitintervallen wurden Proben genommen, mit

denen wie in Abschnitt 3.10 weiterverfahren wurde.

3.11Hefe-zwei-Hybrid System

In dieser Arbeit wurde das Hefe-zwei-Hybrid System, CytoTrap, von Stratagene
verwendet. Bei diesem Hefe-zwei-Hybrid System findet die Interaktion der

Kdder- und Beute-Proteine im Zytosol statt. Anstatt eines Reportergens wurde
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hier nach der Aufhebung eines temperatursensitiven Phéanotyps gescreent. Der
Hintergrund des Screening Verfahrens ist in Abschnitt 2.5 beschrieben.

Das Screening wurde der Anleitung (Stratagene) folgend durchgefuhrt.

3.11.1 Aufreinigung der ,,Premade-cDNS-Bibliothek® von ZNS von Maus
Hier die Angaben des Herstellers Stratagene zu der cDNS Bibliothek: Gehirn
von 200 BALBI/c, 8 - 12 Wochen alten ménnlichen Tieren, primare Grof3e der
cDNS-Bibliothek: 5,9*10° cfu, Primer: UdT, durchschnittliche Insert-GroRe:
1,9 kb.

Zuerst wurde der Titer der cDNS-Bibliothek bestimmt, indem Verdiinnungen
1:10°, 1:10% und 1:10° auf LB-chioramphenicol Platten ausgestrichen wurden. Die
Platten wurden Uber Nacht bei 37°C inkubiert. Am nachsten Tag wurden die
chloramphenicolresistenten Kolonien ausgezahlt. Es ergab sich ein Titer von
5,65*10° cfu/ml.

Fur die Aufreinigung der Plasmid-DNS wurden ungefahr 20.000 bis 30.000
Kolonien auf eine 15 cm LBchioramphenicol Platte ausplattiert. Dazu wurden 25 pl
der cDNS Bibliothek Stammkultur in 25 ml LB-Medium verdinnt; diese
Verdinnung wurde nochmal finffach in LB-Medium verdinnt. Es wurden
jeweils 500 ul Zellsuspension auf eine Platte ausplattiert und Gber Nacht bei

37°C inkubiert. Insgesamt wurden 200 Platten ausplattiert.

Um die Bakterienkolonien von den Platten zu I6sen wurde zu jeder Platte 6 ml
LB-Medium pipettiert und vorsichtig mit einem Glasspatel die Kolonien
abgekratzt. Die Suspension wurde aufgefangen. Jede Platte wurde noch einmal
mit 2 ml LB-Medium gespilt um noch zuriickgebliebene Bakterien

aufzunehmen.

Die Zellsuspension wurde bei 6000 rpm 15 min zentrifugiert (Beckman). Jeweils
1,5 g Bakterien, Nassgewicht, wurden fur eine Plasmid-Préparation mit dem
QIAGEN Plasmid Mega Kit verwendet. Es wurden achtzehn Mega-
Praparationen gemacht. Insgesamt wurde die Plasmid-DNS von 1,13*10’

Klonen prapariert, damit ergab sich eine DNS Menge von fast 48 mg. Die
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Plasmid- DNS wurde fur das Screening verwendet, jeweils 40 pg Plasmid-DNS

wurden fUr ein Screening eingesetzt.

3.11.2 Klonierung der Kdderkonstrukte

Als Kdder fur das Hefe-zwei-Hybrid System wurden die zytosolischen Carboxy-
und Amino-Termini von mMTRPC4, mTPRC5 und mTRPC6 in den pSos Vektor
(Abbildung 3-1) kloniert.

pSos Vector
P ADH1 ~,

pSos

1| N/
2-micron on'r"- 4 11.3kb .
\ ~MCS
N .K‘\J / TADH]

LEUQ\’ S A
’ 7\"--1 ""-:,"”‘pUC orni

“ampicillin

Abbildung 3-1 Screening Vektor pSos

Der Vektor besitzt einen ADH1 Promotor, ein Ampicilinresistens Gen (B-Lactamase),
das LEU2 Gen fir die Selektionierung in Hefe und die Klonierungsstelle (mulitple
cloning site MCS).

Die cDNS Bibliothek befand sich in dem pMyr Vektor (Abbildung 3-2).

pMyr Vector myr
rMCS
P GALI, [| Teyar
fl on ¥ *R "
/ 7“) W \“)\JC on
[ pMyr ‘
| | 6.0 kb '

N ' [*chloramphenicol

~ TURra3

2-micron on

o

Abbildung 3-2 Vektor pMyr

Die cDNS-Bibliothek von Hirn von Maus befand sich in dem pMyr Vektor. Die DNS, die
in die Multiple Cloning Site kloniert wurde, befindet sich unter Kontrolle des GAL1
Promoters. Das exprimierte Protein wurde durch Myristoylierung (myr)
posttranskripitonal modifiziert. Das Plasmid verfugt tber eine
Chloramphenicolresistenz und das URA3 Gen fir die Selektion in Hefe.
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3.11.3 Herstellung kompetenter Hefezellen

Fur das Screening mit den Koéderkonstrukten gegen die cDNS Bibliothek
mussten zuerst kompetente Hefezellen des Stammes cdc25H hergestellt
werden. Fur jede Transformation wurden frische kompetente Zellen verwendet.
Die Zellen wurden von einer YPAD-Platte in 50 ml flissiges YPAD-Medium
angeimpft und bei 22°C-25°C fur 16 bis 19 Stunden inkubiert. Die optische
Dichte bei 600nm (ODeqo) sollte tber 1 sein. Nun wurde die Zellsuspension auf
eine Enddichte von 0,2 ODgg und auf ein Endvolumen von 300 ml mit frischem
YPAD-Medium verduinnt. Unter Schitteln wurden die Zellen weitere 3 Stunden
bei 25°C inkubiert. Die Kultur musste eine ODgoo von >0,7 aufweisen. Fur eine
Kontrolle der Revertanten wurden nun 75 pl der Kultur abgenommen (entspricht
ungefahr 1*10° Zellen) und auf eine YPAD Platte ausgestrichen. Die Platte
wurde fir 6 Tage bei 37°C inkubiert, wenn sich auf der Platte nach 6 Tagen
mehr als 30 Kolonien zeigten, waren alle Transformanten die aus dieser
Praparation hervorgingen als unzuverlassig anzusehen und das Screening
wurde abgebrochen. Die restliche Hefekultur wurde durch Zentrifugation
pelletiert, 5 min bei 1000 g. Danach wurde das Pellet in 50 ml Wasser
resuspendiert und ein weiteres Mal zentrifugiert, 10 min bei 1000 g. Das
Sediment wurde in 50 ml LISORB resuspendiert und die Zellsuspension fur
30 min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden die Zellen noch einmal
fur 10 min bei 1000 g zentrifugiert. Das Sediment wurde in 300 ul LISORB
resuspendiert und mit 600 pl DNS von Spermien von Lachs vermischt. Zu der
Zellsuspension wurden 5,4 ml PEG/LIOAc Puffer und 530 ul DMSO gegeben
und nach griandlicher Mischung konnte die Zellsuspension fir Transformationen

genutzt werden.

3.11.4 Screening der Kéderkonstrukte gegen die cDNS Bibliothek

Ko-Transformation

Fur das Screening mit den Koderkonstrukten und der cDNS Bibliothek wurden
Ko-Transformationen durchgefuhrt. Dafir wurden jeweils 40 pg des
Kdderkonstrukts (zum Beispiel pJZ3 und pJZ4 siehe Tabelle 3-6) und 40 pg der
cDNS Bibliothek (pMyr XR cDNA plasmid library) zu 10 ml frischen

kompetenten Hefezellen pipettiert. Die Suspension wurde nun auf 20 separate
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ReaktionsgefalRe pipettiert. Als Negativkontrolle wurden 500 pl kompetente
Hefezellen mit 2 pg pSos Plasmid und 2 pg cDNS Bibliothek verwendet. Die
Transformationsansatze wurden 30 min bei 25°C rotierend inkubiert. Danach
erfolgte der Hitzeschock bei 42°C fur 5 min. Die Transformationsansatze
wurden auf Eis fur 3 min gekuhlt und dann in der Zentrifuge fur 30 sec bei
12.000 rpm abzentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und die Zellpellets
wurden mit 500 pl 0,5 M Sorbitol resuspendiert. Die Zellen wurden auf 15 cm
Platten SD/Glukose(-UL) ausplattiert und bei 25°C inkubiert

Screening

Nach einer Inkubationszeit von 48 h bei 25°C wurden die Platten auf
SD/Galaktose(-UL) Platten als ,Replica“ plattiert. Die SD/Galaktose(—UL)
Platten wurden dann bei 37°C fur 10 Tage inkubiert. Die Kolonien wurden auf
SD/Glukose Platten ausgestrichen und fir 48 Stunden bei 25°C inkubiert.
Danach wurden die Platten auf zwei frischen Platten SD/Galaktose(-UL) und
zwei SD/Glukose(—UL) Platten als ,Replica“ plattiert. Jeweils eine der Platten
wurde bei 37°C inkubiert die anderen beiden bei 25°C. Dies diente als erster
Test fur eine mogliche Interaktion.

Die Klone, die bei 37°C auf Galaktose wuchsen, wurden weiter getestet; hierzu
wurden die entsprechenden Klone von der 25°C Glukose Platte gepickt und in
200 pl Wasser in eine Mikrotiterplatte Gberfiihrt. Die Klone wurden dann wieder
auf Platten mit Glukose- und Galaktose-haltigem Medium uberimpft und bei
25°C oder 37°C inkubiert. Die Klone, die auch bei diesem Test ein Wachstum
bei 37°C auf Galaktose aber nicht Glukose zeigten, wurden als putativ positive

Kandidaten eingestuft.

Plasmidpraparation

Die positiven Kandidaten wurden in 5 ml SD-Glukose (-L) Medium angeimpft
und Uber Nacht bei 25°C unter Schutteln inkubiert. Am nachsten Tag wurden
die Plasmide aus der Hefekultur prapariert wie in Abschnitt 3.7.5 beschrieben.
Aus Hefe lassen sich Plasmide in geringen Mengen und auch nicht rein
isolieren, so dass diese Plasmide nur zum Transformieren von E. coli genutzt
wurden, nicht aber zur direkten Sequenzierung. Deshalb wurden mit den

Plasmiden anschlieBend E. coli transformiert, wie in Abschnitt 3.7.7
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beschrieben. Nach Isolierung wurde die Plasmide DNS mit dem Primer JZ17

sequenziert.
Retransformation

Die Plasmide der putativ positiven Klone wurden weiterhin mit dem
Koderkonstrukt oder pSos in den Hefestamm cdc25H transformiert, siehe
Tabelle 3-9. Von den Klonen wurden jeweils sechs gepickt und auf SD/Glukose
oder Galaktose Platten aufgeimpft und bei 25°C und 37°C inkubiert.

Tabelle 3-9 Beispiel fur die Retransformation des Screenings D

Transformation Kandidat Vektor

1 D1 pJz4
2 D1 pSos
3 D2 pJz4
4 D2 pSos
5 D13 pJz4
6 D13 pSos
7 D15 pJz4
8 D15 pSos
9 D21 pJz4
10 D21 pSos
11 D51 pJz4
12 D51 pSos
13 D57 pJz4
14 D57 pSos
15 D58 pJz4
16 D58 pSos
17 D71 pJz4
18 D71 pSos
19 D79 pJz4
20 D79 pSos
21 D83 pJz4
22 D83 pSos
23 D89 pJz4
24 D89 pSos
25 D90 pJz4
26 D90 pSos
27 D94 pJz4
28 D94 pSos
29 D95 pJz4
30 D95 pSos

Zeigten die Kandidaten bei 37°C auf Galaktose auch bei der Retransformation
Wachstum mit dem Koder, nicht aber mit pSos, wurden sie als positive

Kandidaten eingestuft. Mit diesen positiven Kandidaten wurde weitergearbeitet.
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3.12Messung der Anderung der intrazelluléare

Kalziumkonzentration
Um die Anderung der intrazellularen Kalziumkonzentration zu messen wurde
Fura-2-AM verwendet, ein ratiometrischer kalziumbindender Farbstoff
(Grynkiewicz et al. 1985). Der Farbstoff Fura-2 &ndert sein
Absorptionsverhalten wenn er Kalziumionen bindet: das Absorptionsmaximum
verschiebt sich in Richtung kurzere Anregungswellenlange, 335 nm;
kalziumfreies Fura hat dagegen eine Absorptionsmaximum von 362 nm
(Abbildung 3-3). Das Emissionsmaximum bleibt bei 510 nm gleich. Fura-2 wird
mit zwei Wellenlangen angeregt, 340 nm und 380 nm, und mit dem Verhaltnis
von F340/F380 kann die freie Kalziumkonzentration bestimmt werden. Wird
mehr Kalzium gebunden steigt die Fluoreszenzintensitat bei 340 nm an und
nimmt gleichzeitig bei 380 nm ab. In Form des Acetoxymethylester (AM) ist
Fura-2 lipophil und kann die Plasmamembran passieren; der
Acetoxymethylester wird von zytosolischen Esterasen abgespalten, dadurch ist

Fura-2 hydrophil und kann die Zellen nicht mehr verlassen.

Em =510 nm

43.5 uM free Ca>*
~

Excitation intensity

T T T
250 300 350 400 450

Wavelength [nm]

Abbildung 3-3 Eigenschaften des Kalzium-bindenden Farbstoffes Fura-2

Das Absorptionsmaxium des kalziumfreien FURA-2 Farbstoffes liegt bei 362 nm. Ist
Fura-2 kalziumgesattigt verschiebt sich das Absorptionsmaximums auf 335 nm. Fr die
Messung der Kalziumkonzentration wird das Verhaltnis der Fluoreszenzintensitaten bei
340 nm und 380 nm bei einem Emissionsmaximum von 510 nm gemessen.

Die HEK293 Zellen, transfiziert oder untransfiziert, wurden auf Poly-L-Lysin
beschichteten Deckglaschen kultiviert. Die Zellen wurden mit 5 uM Fura-2-AM
in ihrem Medium bei 37°C fur 30 min im Inkubator inkubiert. Vor der Messung
wurden die Zellen zweimal mit der Badlosung, welche fur die Experimente
verwendet wurde, gewaschen um nicht aufgenommenen Farbstoff zu entfernen.
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Die Messung erfolgte in einer offenen Messkammer, die Losungen wurden

dazu pipettiert.

Die Messungen wurden mit folgenden Geréaten durchgefuhrt: Mikroskop von
Zeiss Axiovert 200M, Kamera von Andor iXon, Polychrome V einer 150 W

Xenon Lampe und dem Programm Tillvision von Till Photonics.

3.12.1 Verwendete Lésungen fur die Fura-2AM Messung
Protokoll 1

Badl6ésung: 140 mM NaCl
2,8 mM KCI
2 mM MgCl,
1 mM Hepes pH 7,2
1 mM CacCl,
10 mM Glukose

Fur die Messung wurden die Zellen in dem kalziumhaltigen Puffer fir 100 sec
inkubiert, dann wurde 100 uM Carbachol dazugegeben.

Protokoll 2
Badl6ésung: 115 mM NaCl
2 mM MgCl,
5 mM KCI
10 mM HEPES pH 7,4
3 UM Thapsigargin in Badlésung
4 mM CacCl,, 1 uM Thapsigargin in Badldsung
300 uM Carbachol, 1 uM Thapsigargin, 2 mM CacCl, in Badlésung

Die Messung erfolgte zunachst in einer kalziumfreien Badlosung. 1,6 Min nach
Beginn der Messung wurde 1uM Thapsigargin zu den Zellen gegeben. 10 Min
nach Beginn der Messung wurde 2 mM CaCl, zu den Zellen pipettiert. Nach
21,6 Min wurde 100 uM Carbachol zu den Zellen gegeben.
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3.12.2 Protokoll fur die Messung mit der TRPC4gs503s Mutante
Badl6ésung: 115 mM NaCl

2 mM MgCl,

5 mM KCI

10 mM HEPES pH 7,4
4 mM CacCl, in Badlésung

Um die Aktivitat des konstitutiv offenen TRPC4gs03s Kanals zu messen, wurden
die Zellen in kalziumfreier Badl6sung inkubiert. Nach 100 sec wurden 2 mM
CaCl, zu den Zellen gegeben.

3.13 Verwendete Software
Accelrys Gene 2.5 fur Klonierungsarbeiten; WEBMAXC STANDARD 12/31/03

[CMC1203.TCM] fur die Berechnung von freien lonenkonzentrationen; und
Microsoft Excel 2010 fir die Auswertung und Statistik.
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4 Ergebnisse

4.1 Screening mit dem Hefe-zwei-Hybrid System CytoTrap

Zunachst wurden Kontrollversuche mit der cDNS Bibliothek von Hirn von Maus
durchgefuhrt. Laut Herstellerangaben sollte die InsertgroRe 1,9 kb betragen.
Die Restriktionsanalyse von 22 zuféllig ausgewahlten Klonen mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol ergab im Durchschnitt eine ungefahre
InsertgréRe von 1,8 kb. In Abbildung 4-1 ist das Agarosegel mit den
Fragmenten von 22 Klonen zu sehen. Damit entsprachen die Insertgréf3en der
cDNS der Bibliothek den Herstellerangaben; die Bibliothek wurde fiir ein

Screening eingesetzt.

Abbildung 4-1 Restriktionsanalyse der cDNS Bibliothek

Von 22 Klonen der cDNS Bibliothek wurden die Plasmide isoliert und mit den
Restriktionsenzymen EcoRI und Xhol hydrolysiert. Die DNS wurde Uber ein 0,7%iges
Argarosegel elektrophoretisch aufgetrennt. Auf der Hohe von 6100 bp lauft der
linearisierte Vektor pMyr die anderen Banden sind die Fragmente der cDNS-Bibliothek.

Im nachsten Schritt wurde die Expression des Fusionsproteins hSos-TRPC4-C-
Terminus Uberprft. Von S. cerevisiae Zellen welche hSos oder hSos-TRPC4-
C-Terminus exprimierten, wurde ein Western Blot angefertigt. In Abbildung 4-2
ist zu sehen, dass hSos und auch das Fusionsprotein hSos-TRPC4-C-Terminus
gebildet wurden. Nachdem die Expression des Fusionsproteins hSos-TRPC4-
C-Terminus in dem Hefestamm cdc25H sichergestellt war, wurde nun der Effekt
des Fusionsproteins auf die Temperatursensitivitdt des cdc25H Stammes
getestet. Denn nur wenn hSos-TRPC4-C-Terminus keinen Einfluss auf die
Temperatursensitivitdt des cdc25H Hefestammes hat, kann das Konstrukt in
einem Screening eingesetzt werden. Der Hefestamm cdc25H wurde mit dem

Konstrukt transformiert und das Wachstum bei der restriktiven Temperatur 37°C
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beobachtet. Das Konstrukt hatte keinen Effekt auf das Wachstum bei 37°C.
Dieses Ergebnis zeigt, dass das Konstrukt nicht von alleine an der
Plasmamembran lokalisiert ist. Nur durch die Interaktion mit einem Beuteprotein
kann das Fusionsprotein hSos-TRPC4-C-Terminus an die Plasmamembran
rekrutiert werden. Das Fusionsprotein hSos-TRPC4-C-Terminus konnte nun als
Kdder in dem Hefe-zwei-Hybrid System eingesetzt werden.

4
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Abbildung 4-2 Expression von hSos und dem Fusionsprotein hSos-TRPC4-C-
Terminus

cdc25H Hefezellen die hSos oder das Fusionsprotein hSos-TRPC4-C-Terminus
exprimieren, wurden geerntet und in Lammli-Puffer aufgekocht und Uber ein 7% SDS
Gel elektrophoretisch aufgetrennt und ein Western Blot angefertigt. Die Proteine
wurden mit dem anti-hSos- Antikérper nachgewiesen. Die Proteine hSos und hSos-
TRPCA4-C-Terminus wurden von den Hefen exprimiert.

Nachdem die Expression des Fusionsproteins hSos-TRPC4-C-Terminus
bestétigt war, und gezeigt werden konnte, dass das Fusionsprotein alleine
keinen Effekt auf die Temperatursensitivitat von cdc25H hatte, wurde nun mit
den Durchmusterungs-Experimenten begonnen. Es wurden insgesamt drei
Versuche mit dem TRPC4-C-Terminus und der cDNS-Bibliothek von Hirn
durchgefiihrt. Die Vorgehensweise ist in Abschnitt 3.10.1 beschrieben. Eine
Interaktion zwischen dem Beute-Protein, codiert von der cDNS Bibliothek, und
dem Koder-Protein, hSos-TRPC4-C-Terminus, fuhrt zu einer Kompensation der
Temperatursensitivitdat von cdc25H; cdc25H ist im Falle einer Interaktion der
beiden Proteine in der Lage bei der restriktiven Temperatur zu wachsen. Eine
weitere Kontrolle ist Uber den Galaktose Promotor gewdahrleistet: Das Beute-
Protein kann nur auf Galaktose-haltigem Medium exprimiert werden, auf
Glukose-haltigem Medium ist es reprimiert. Eine Kompensation der

Temperatursensitivitdt durch die Interaktion des Beute-Proteins und hSos-
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TRPC4-C-Terminus konnte also nur bei 37°C auf Galaktose-Medium
beobachtet werden. Um eine Interaktion zwischen den Proteinen
sicherzustellen, wurden solche Klone von den Screening-Platten, welche den
temperatursensitiven Phanotypen des Hefestamms aufhoben, weiter getestet.
Dies geschah dadurch, dass diese Klone noch einmal auf Selektionsmedium
ausgestrichen und auf ihre Fahigkeit, auf Glukose oder Galaktose bei
restriktiver Temperatur zu wachsen, untersucht wurden. Die Klone die ein
Wachstum bei 37°C auf Galaktose, nicht aber auf Glukose zeigten, wurden als
putativ positive Klone eingestuft. Von diesen Klonen wurde die Plasmid DNS
isoliert und E. coli damit transformiert, da die aus dem Hefeklonen isolierte DNS
an Menge und Reinheit nicht fir eine Sequenzierung ausreichte. Die Plasmide
wurden ansequenziert und die erhaltenen Sequenzen mit den Datenbanken des
National Center for Biotechnology Information (NCBI) abgeglichen. Nur
diejenigen Klone, bei denen das Myristylierungssignal in einem Leseraster mit
der Sequenz des Beute-Proteins war, wurden untersucht. In Abbildung 4-3 ist
eine Teil-Sequenz des Klons D7 gezeigt, das rot markierte Myristylierungssignal
ist in demselben Leseraster wie die (blau markierte) Sequenz des Hspa8

Proteins, das von diesem Klon kodiert wird.

G 6 N * L L E L T S
* * * 20 * * * a0 * * * &0 * *

CTGGGGGCAATTAGCTTCTAGAGCTTACTAGTATGGGGAGTAGCAAGAGCAAGCCTAAGGACCCCAGCCA

R R § R E F G TR S5 CURAUPF VW S5 R R Q R 8§ W
* 80 * * * 100 * * * 120 * * * 140
GCGCCGGTCTAGAGAATT CGGCACGAGGAGCTGCCGGGCATTCGTGTGGTCTCGTCGTCAGCGCAGCTGG

A Yy T ¢ A T M S K 6 P A V G I D L 66 T T Y S5 C
* * * 160 * * * 180 * * * 200 * *
GCCTACACACAAGCAACCATGTCTAAGGGACCTGCAGTTGGCATTGATCTCGGCACCACCTACTCCTGTG
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* 220 * * * 240 * * * 260 * * * 280
TGGGTGTCTTCCAGCATGGAAAGGTGGAAAT TATT GCCAATGACCAGGGTAACCGCACCACACCAAGCTA

vV A F T D T EZRUL I G DA A KNGOV A MNP T
* * * 300 * * * 320 * * * 340 * *
TGTTGCTTTCACGGACACAGAGAGATTAATT GGGGATGCGGCCAAGAATCAGGTTGCAATGAACCCCACC

N T v F b A K R L I G R R F DDAV V Q S D M
* 360 * * * 380 * * * 400 * * * 420
AACACAGTTTTTGATGCCARACGTCTGATCGGGCGTAGGTTTGATGATGCTGTTGTTCAGTCTGATATGA

Abbildung 4-3 Teil- Sequenz des Klons D7

Teil-Sequenz des Klons D7 Hspa8. In rot ist das Sequenzmotiv hinterleget, das
myristyliert wird und in blau der Beginn des Hspa8 Proteins; die nicht farbig unterlegten
Aminosaurereste werden von Vektorensequenzen kodiert. Das Myristylierungssignal
und Hspa8 sind im selben Leseraster.
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Klone, bei denen das Leseraster von Myristylierungssignal und Beute-Protein
nicht Ubereinstimmten, wurden verworfen. Um die Interaktion der putativ-
positiven Kandidaten mit dem hSos-TRPC4-C-Terminus noch einmal
unabhangig zu testen, wurden Retransformationen durchgefiihrt. Dazu wurde
der S.cerevisiae Stamm cdc25H mit den putativ-positiven Kandidaten
Plasmiden und hSos-TRPC4-C-Terminus transformiert. In den Abbildung 4-4
und Abbildung 4-5 sind exemplarisch Retransformationsplatten solcher

Kontrollen gezeigt.

Galaktose

Hspa8 x TRPC4 C-Terminus

Hspa8 x hSos

Adip x TRPC4 C-Terminus

Adip x hSos

Creatin kinase b x TRPC4 C-Terminus
Creatin kinase b x hSos

Creatin kinase b x TRPC4 C-Terminus

Y R g Creatin kinase b x hSos

Hspa8 x TRPC4 C-Terminus

Hspa8 x hSos

Adip x TRPC4 C-Terminus

Adip x hSos

Creatin kinase b x TRPC4 C-Terminus
Creatin kinase b x hSos

2 Creatin kinase b x TRPC4 C-Terminus
A Creatin kinase b x hSos

25°C

[
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Abbildung 4-4 Retransformationsplatten des Screening D

Retransformationsplatten des Screenings mit TRPC4-C-Terminus. Der Hefestamm
cdc25H wurde jeweils mit dem Kandidaten- Plasmid und dem Plasmid hSos-TRPC4-C-
Terminus (pJZ4) oder zur Kontrolle mit pSos transformiert. Es wurden von jeder
Transformation sechs Klone auf Glukose oder Galaktose haltiges Medium angeimpft
und bei 25°C oder restriktiven 37°C inkubiert. Alle Klone konnten bei 25°C auf beiden
Zuckerarten wachsen. Bei 37°C zeigte sich nur bei den Klonen, die die Proteine hSos-
TRPC4-C-Terminus und das Kandidaten Protein exprimierten, Wachstum. Das Gleiche
konnte auf Galaktose beobachtet werden. Die Transformanten, welche das
Kandidaten-Protein und hSos exprimierten, konnten dagegen nicht bei 37°C wachsen.

Als positive Kandidaten galten solche Proteine, die zusammen mit hSos-
TRPC4-C-Terminus fir Wachstum auf Galaktose bei 37°C sorgten. In
Abbildung 4-4 sind alle Beute-Proteine positiv. Die Expression der Proteine
oder Proteinfragmente Hspa8, Adip und Creatin Kinase b mit hSos-TRPC4-C-

Terminus ermdglichen ein Wachstum auf Galaktose bei 37°C.
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Galaktose

Glukose

L4 Tarbp2 x TRPC4 C-Terminus
Tarbp2 x hSos

Apc x TRPC4 C-Terminus
Apc x hSos

Cox1 x TRPC4 C-Terminus
Cox1 x hSos

25°C

©o0000

Tarbp2 x TRPC4 C-Terminus
Tarbp2 x hSos

Apc x TRPC4 C-Terminus
Apc x hSos

Cox1 x TRPC4 C-Terminus
Cox1 x hSos

37°C

Abbildung 4-5 Screening D mit Tarbp2

Retransformationsplatten des Screenings mit TRPC4-C-Terminus. Der Hefestamm
cdc25H wurde jeweils mit dem Kandidaten- Plasmid und dem Plasmid hSos-TRPC4-
C-Terminus (pJZ4) oder zur Kontrolle mit pSos transformiert. Es wurden von jeder
Transformation sechs Klone auf Glukose oder Galaktose haltiges Medium angeimpft
und bei 25°C oder restriktiven 37°C inkubiert. Alle Klone konnten bei 25°C auf den
beiden Zuckerarten wachsen. Bei 37°C zeigte sich, bei den Klonen die die Proteine
hSos-TRPC4-C-Terminus und das Kandidaten Protein exprimierten, Wachstum. Die
Transformanten, welche das Kandidaten-Protein und hSos exprimierten konnten nicht
bei 37°C wachsen. Nur Tarbp2 war in der Lage den temperatursensitiven Phanotypen
zu kompensieren.

Ein Grof3teil der positiven Klone war falsch-positiv. Der Retransformationstest
zeigte, dass die Klone mit dem TRPC4-C-Terminus nicht auf Galaktose bei
37°C wachsen konnten. In Abbildung 4-5 ist dies zu sehen; die Klone Apc und
Cox1 interagieren nicht mit TRPC4-C-Terminus. Die hohe Rate an falsch
positiven Klonen liegt an der Punktmutation in dem cdc25 Gen. Die lange
Wachstumszeit und der Umstand, dass es sich um eine Punktmutation handelt,
sorgten fur vermehrte Revertanten. In diesen Zellen mutiert das cdc25 wieder in
seine Wildtyp Form. Dadurch sind die Hefen in der Lage auch bei restriktiver
Temperatur zu wachsen. Wenn nun das Plasmid der putativ-positiven
Kandidaten neu transformiert wurde, ist die Hefe noch nicht revertiert und zeigt
so ihren temperatursensitiven Phanotypen. Deshalb war der Test durch die
Retransformation ein wichtiger Schritt, um falsch positive Kandidaten

auszusortieren.

Die Kandidaten Proteine aus allen drei Screening Durchgéngen, welche im
selben Leseraster wie das Myristilierungssignals und in der Retransformation
positiv getestet worden waren, sind in Tabelle 4-1 aufgefuhrt. Bei den meisten

Proteinen handelt es sich um zytosolische Proteine; es wurden aber auch
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Membranproteine oder mit der Membran assoziierte Proteine gefunden wie
Vps24, Stard 3 N-terminal like und GDP dissociation inhibitor 2. Die putativen
Interaktionspartner von TRPC4 haben ganz unterschiedliche Funktionen in der
Zelle; unter den Proteinen waren Chaperone, Kinasen, Phosphoproteine und
RNS bindende Proteine. Die Funktionen der Proteine waren demnach sehr
heterogen. Alle gefundenen Kandidaten waren als mdgliche Interaktionspartner
von TRPC4 bisher nicht bekannt. Es wurde keines derjenigen Proteine
gefunden, von TRPC4 bereits
beschrieben sind, z.B. TRPC1, TRPCS5, der IP3-Rezeptor oder Calmodulin.

die als potenzielle Interaktionspartner

Tabelle 4-1 Liste der putativen Interaktionspartner von TRPC4

Protein Enthalt Wahrscheinliche Accession Wahrscheinliche
Transmembran- Lokalisation Number Funktion
domaéanen

Hspa8 Nein Zytosol AAH66191.1 Chaperon

Tarbp2 Nein Zytosol, Nukleus ~ AAB38885.1 RNS bindendes

Protein

Adip Nein Zell-zell EDL11977.1 Zelladhasion

Kontakten
Creatin Kinase b Nein Zytosol BAE28690.1 Kinase,
Transferase

Ataxin 10 Nein Zytosol NP_058539.2

Stard 3 N- Ja spate BAE31167.1 Steroidgenese

terminal like endosomale (moglich)

Membran

Vps24 vielleicht (Lipid- Zytosol; NP_080059.2 Transport,

Anker) Membran; Zellteilung
Endosom

14-3-3 beta Nein Zytosol NP_061223.2 Phosphoprotein

14-3-3 eta Nein Zytosol BAA13422.1 Phosphoprotein

Cab 39 Nein Zytosol EDL40255.1 Protein bindendes

Calcium binding Protein

protein 39

elF-4G 3 XP_001477672.1  Protein

Biosynthese

Suppression of Nein Zytosol NP_001001326.1

tumorigenicity 5

Exportin-T Nein Zytosol, Nukleus NP_001074525.1  t-RNS Transport

GDP Ja Zytosol, Membran EDL32223.1 Protein Transport

dissociation

inhibitor 2

Casein Kinase Nein Zytosol EDL26109.1 Kinase
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Abschliel3end zu dem Ergebnis der Screenings ist zu bemerken, dass von 207
gefundenen Klonen 45 (22 %) falsch-positiv Klone waren und 126 Klone (61 %)
kodierten Hspa8. Acht Klone (3,8%) lieRen sich nicht sequenzieren; 28 Klone

kodierten fur die in Tabelle 4-1 gezeigten Proteine.

Die meisten gefundenen cDNS Klone deckten nur einen Teil der Proteine ab,
fur die sie kodieren. In Abbildung 4-6 sind die Fragmente der Proteine gezeigt,
welche in dem Screening mit dem C-Terminus von TRPC4 interagiert haben.
Fir die meisten putativen Interaktionspartner wurde ein einzelner Kilon
gefunden. Die Stard-3-N-terminal like- und Hspa8-Proteine wurden als
Volllangen cDNS gefunden. Die Haufigkeit mit der die einzelnen cDNS-Klone
gefunden, wurden war unterschiedlich, so wurden fir Hspa8 126 Klone
gefunden, fur Adip ein einzelner Klon, fur Tarbp2, Vps24 und 14-3-3 eta jeweils

zwei unabhéangige Klone.
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Abbildung 4-6 Fragmente der Interaktionspartner von TRPC4

Die dicken Balken zeigen das Volllangen Protein, die Ziffern bezeichnen die
Aminosaurereste. Die blauen Striche zeigen die gefunden Fragmente an.
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4.1.1 Amplifikation der Volllangen Klone

Fur die weiteren Untersuchungen mussten die Volllangen cDNS kloniert
werden. Hierzu wurden von den Referenzsequenzen der NCBI Datenbank
Primer abgeleitet, ein cDNS-Einzelstrang mithilfe von mRNS von Hirn von Maus
hergestellt und unter Verwendung der genannten Primer die entsprechende
Volllangen cDNS amplifiziert; vier cDNS wurden von imaGenes bezogen
(Tabelle 3-8). Alle cDNS wurden anschlieBend sequenziert. Im nachsten Schritt
wurden die cDNS in den p3xFlag Vektor kloniert, so dass nach Expression die
jeweiligen Proteine mit der Flag Sequenz (Asp-Tyr-Lys-Asp-His-Asp-Gly-Asp-
Tyr-Lys-Asp-His-Asp-lle-Asp-Tyr-Lys-Asp-Asp-Asp-Asp-Lys) markiert waren.
Mit Hilfe eines anti-Flag-Antikdrpers konnte das Protein dann im Western Blot
identifiziert werden, ohne dass spezifische Antikdrper fur jedes Kandidaten

Protein nétig gewesen waren.

Drei der 15 identifizierten Kandidaten cDNS, Exportin-T, GDP dissociation
inhibitor 2 und elF-4G 3 wurden bisher nicht weiter untersucht.

4.2 Bestatigung der Interaktion

Im nachsten Schritt sollten die Interaktionen der Proteine mit TRPC4 weiter
untersucht werden. Hierzu wurden die cDNS von TRPC4 und vom jeweiligen
Kadidaten-Protein in HEK293-Zellen koexprimiert und mittels Antikorper fur
TRPC4 und Flag die exprimierten Proteine aus Zelllysat angereichert. Fur den
Fall, das ein Protein das TRPC4-Protein bindet, sollte es in einer
Immunprazipitation zusammen mit dem TRPC4-Protein prazipitiert werden.
Nach Auftrennung der prazipitierten Proteine mittels SDS-PAGE und folgendem
Transfer auf Nitrozellulose sollten sich beide Protein mit Antikdrpern im Western
Blot nachweisen lassen. Fir die Koimmunprézipitationen wurden die
Volllangen-cDNS der Kandidaten-Proteine mit der Volllangen-cDNS von
TRPC4a in HEK293 Zellen exprimiert. AnschlieBend wurden Zelllysate
hergestellt und im Western Blot Uberprift, inwieweit die Proteine gebildet
wurden. Daran anschlieRend wurde eine  Koimmunpréazipitationen
angeschlossen. Als weitere Schritte war geplant, die Bindungsstelle — bei
positiver Koimmunprazipitation - einzugrenzen, und die funktionellen

Auswirkungen der Wechselwirkung zu untersuchen.
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4.2.1 Koimmunprazipitation

Fur die Koimmunprazipitationen wurden HEK293 Zellen mit der cDNS eines
Kandidaten-Proteins und der cDNS von TRPC4a oder B ko-transfiziert. TRPC4
ist ein Membranprotein und dementsprechend ist es vor der Immunprézipitation
notwendig, das Protein mittels Detergenzien aus der Lipidmembran zu
solubilisieren. Hierzu wurden zwei Detergenzien getestet, das ionische SDS
(Natriumdodecylsulfat) und das nicht-ionische DDM (Dodecylmaltosid). Es
zeigte sich, dass die Wahl des Detergenz einen Einfluss auf das Ergebnis der
Koimmunprézipitation hatte. So war im Fall der Koimmunprézipitation von
Ataxin10 und TRPC4a zu beobachten (Abbildung 4-7A), dass in Gegenwart von
SDS eine Koimmunprazipitation zwischen den Proteinen sichtbar war, nicht
aber in Gegenwart von DDM (Abbildung 4-7B).
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Abbildung 4-7 Western Blot nach Koimmunprazipitation von TRPC4 und Ataxin
in Gegenwart von SDS (A) und DDM (B)

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Kontrolle, Proteine, die mit
dem Antikorper fur TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit dem Antikorper far
Ataxin (hier anti-Flag) préazipitiert wurden. Nach dem Transfer der Proteine auf
Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit dem Antikdrper fir TRPC4 (links) und
Ataxin (rechts). Kontrolle, (A) ProteinG-Sepharose wurde mit Zelllysat inkubiert,
abzentrifugiert und gebundene Proteine mit denaturierendem Probenpuffer wie in den
prazipitierten Fraktionen eluiert, oder (B) die Proteine wurden mit unspezifische
Antikorper prazipitiert.
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TRPC4 kann in dem Lysat der HEK293 Zellen nachgewiesen werden
(Abbildung 4-7, Lysat). In der Kontrolle ist kein TRPC4 nachzuweisen, das heifl3t
das TRPC4-Protein bindet nicht unspezifisch an die ProteinG-Sepharose;
TRPC4 wird aber mit dem Antikdrper 869 angereichert (Abbildung 4-7, anti
TRPC4). In derjenigen Fraktion in der Proteine mit dem Antikérper anti-Flag
angereichert wurden, ist TRPC4 ebenso enthalten. Das Gleiche gilt far
Ataxinl0; es kann im Lysat nachgewiesen werden, und es eluiert aus der
Fraktion von Proteinen, die mit dem anti-Flag Antikdrper oder mit dem anti-
TRPC4 Antikdrper angereichert wurden (Abbildung 4-7A). Das entsprechende
Experiment, das in Gegenwart von DDM durchgefthrt wurde (Abbildung 4-7B)
zeigt, dass unter diesen Bedingungen TRPC4 nicht in der Fraktion nachweisbar
ist, die mit dem Antikorper fir Ataxin angereichert wurde, Ataxin lasst sich in der
Fraktion, die mit dem Antikdrper gegen TRPC4 angereichert wurde, nicht

nachweisen.

Alle Koimmunprazipitationen wurden in Gegenwart von SDS oder DDM
durchgefuhrt. In den Abbildung 4-8 und Abbildung 4-9 sind die Ergebnisse, die
in Gegenwart von DDM erzielt wurden, zu sehen. Bis auf die Ergebnisse zu

Ataxin10 waren die Ergebnisse mit beiden Detergenzien ahnlich.

70



Ergebnisse

™ ™
@) O
¢ & & e & &
y & & s & & 8
DN N w € TR
100— 4 TRPC4 5() — - - <« Ataxin10
75— 37—
— ik TRPC4 o ,
. e e S e

. 4 TRPC4 T eme - « 14-3-3p

100 -
1oo~.

> -
-
- «TrRrc2 T o @
- - - <« Cab 39

75—
100 — w— ~ 4TRPC4 ) wea W =  Tati2
75— 37—

100 — = <4 TRPC4 20— — < Vps24
75— 37— am— o B

Abbildung 4-8 Western Blot: Koimmunprazipitationen von TRPC4a mit
Kandidatenproteinen

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Kontrolle, Proteine, die mit
dem Antikdrper fir TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit dem Antikorper fir die
Kandidaten-Proteine (hier anti-Flag) prazipitiert wurden. Nach dem Transfer der
Proteine auf Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit den Antikérpern fur TRPC4
(links) und Flag (rechts). Kontrolle, die Proteine wurden mit unspezifischen Antikérpern
prazipitiert.

Alle Koimmunprazipitationen wurden mit TRPC4a durchgefiuhrt. Das Zelllysat
der transfizierten HEK293 Zellen wurde mit den spezifischen Antikérpern, den
Antikdrpern fur TRPC4 oder Flag, inkubiert und an ProteinG-Sepharose
gebunden. Anders als in den Experimenten in Gegenwart von SDS, wurden in
Gegenwart von DDM unspezifische Antikorper als Kontrolle verwendet. TRPC4
konnte in den Lysaten nachgewiesen werden. Auch liel3 es sich immer mit dem
Antikdrper gegen TRPC4 anreichern. Die Koimmunprazipitation, das heil3t die
Anreicherung Uber das Kandidatenprotein, mit dem Antikérper gegen Flag war
nicht immer mdoglich. Auch die Flag-fusionierten Proteine liel3en sich
ausnahmslos im Zelllysat nachweisen und sie konnten erfolgreich mit dem
Antikorper gegen Flag angereichert werden. Doch die Koimmunprazipitation mit
dem anti-TRPC4 Antikorper funktionierte nicht immer. So findet sich Adip in
derjenigen Fraktion, in der TRPC4 angereichert wurde, TRPC4 findet sich aber
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nicht in der Fraktion, die mit dem Antikérper fur Adip (Flag) angereichert wurde
(Abbildung 4-8). Das gleiche gilt fur das Protein Stard3 (Abbildung 4-9).
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Abbildung 4-9 Western Blot: Koimmunprazipitationen von TRPC4a mit weiteren
Kandidatenproteinen

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Kontrolle, Proteine, die mit
dem Antikdrper fir TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit dem Antikorper fiir die
Kandidaten-Proteine (hier anti-Flag) prazipitiert wurden. Nach dem Transfer der
Proteine auf Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit den Antikdrpern fir TRPC4
(links) und Flag (rechts). Kontrolle, die Proteine wurden mit unspezifischen Antikdrpern
prazipitiert.

Die Koimmunprazipitation von TRPC4 und 14-3-3eta zeigt ein anderes Bild. Sie
wurde nicht weiter in Betracht gezogen, weil 14-3-3eta sich bereits sehr effektiv
mit den unspezifischen Antikdrpern (Kontrolle) prazipitieren lasst (Abbildung
4-9).

Abbildung 4-10 zeigt noch einmal eine unabhangiges Experiment zur

Koimmunpréazipitation von TRPC4B und Tarbp2.
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Abbildung 4-10 Western Blot: Koimmunprazipitation Tarbp2 mit TRPC48

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Kontrolle, Proteine, die mit
dem Antikorper fur TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit dem Antikorper fur
Tarbp2 (hier anti-Flag) préazipitiert wurden. Nach dem Transfer der Proteine auf
Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit dem Antikérper fur TRPC4 (links) und Flag
(rechts). Kontrolle, die Proteine wurden mit unspezifischen Antikdrpern prazipitiert.

In Tabelle 4-2 sind diejenigen Proteine aufgelistet, die mit TRPC4a und mit
TRPC43 koimmunprézipitieren.

Tabelle 4-2 Proteine, die mit dem TRPC4-Protein koimmunprazipitieren

Protein mit TRPC4a mit TRPC4B
Ataxin10 W nicht getestet
Cab39 + +
14-3-3B 4 4
Hspa8 + -

Adip 4 nicht getestet
Vps24 + +
Tarbp?2 4 +
Casein Kinase b + nicht getestet

Im Folgenden wurden diejenigen Proteine, welche mit TRPC4
koimmunprazipitieren daraufhin getestet, ob sie einen Effekt auf die Funktion
von TRPC4 haben.

4.3 Einfluss der identifizierten Interaktionspartner auf die
Funktion von TRPC4

Nachdem Interaktionen von Kandidaten-Proteinen mit TRPC4 durch

Koimmunpréazipitationen verifiziert worden waren, sollte nun deren Einfluss auf
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TRPC4 Funktionen untersucht werden. Durch die Messung der Anderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration sollte eine mdgliche Modulation des
TRPC4 vermittelten Kalziumeinstroms experimentell nachgewiesen werden.
Dazu wurden HEK293 Zellen verwendet, die stabil mit der cDNS des
muskarinergen Rezeptors Typ 2 (,M2R*) und jeweils der cDNS von der a- oder

B-Variante von TRPC4 transfiziert waren (Tabelle 3-2).

Zunachst musste ein Protokoll fur die Fura-Messungen etabliert werden, mit
dem der TRPC4 vermittelte Kalziumeinstrom deutlich sichtbar war. Beim ersten
Protokoll wurden die Zellen in kalziumhaltigem Puffer inkubiert und TRPC4-
Aktivitat durch Zugabe von Carbachol stimuliert. Es wurden hierzu zwei
Zelllinien verwendet: Einmal die Zelllinie, die stabil mit der cODNS von TRPC4f3
und dem muskarinergen Rezeptors Typ 2 (,HEK M2R TRPC4[“) transfiziert war
und zur Kontrolle die korrespondierende Zelllinie, die lediglich mit der cDNS des
muskarinergen Rezeptors Typ 2, nicht aber mit der cDNS von TRPCA4p3
transfiziert war (,HEK M2R"). Abbildung 4-11 zeigt ein solches Experiment.
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Abbildung 4-11 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK
M2R Zellen mit und ohne TRPC4p

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R Zellen (grin) und
HEK M2R TRPCA4B Zellen (schwarz) nach Zugabe von Carbachol; die extrazellulare
Kalziumkonzentration betragt 1 mM wéhrend des gesamten Experiments. Es wurden
jeweils (n=) 65 Zellen untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte + S.E.M. Insgesamt
wurde das Experiment zweimal wiederholt, mit sehr &hnlichen Ergebnissen.

Nach Zugabe von 100 uM Carbachol steigt die Kalziumkonzentration in Zellen,
welche TRPC4[ exprimierten deutlich héher und langer an als in Zellen ohne
TRPC4p (Abbildung 4-11). Der Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration
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in Zellen, die TRPC4 nicht exprimieren (Abbildung 4-11, griine Spur) kommt
durch zwei Effekte zustande, einmal durch die Freisetzung von Kalzium aus
intrazellularen  Speicher, zum  anderen durch  Aktivierung eines
Kalziumeinstroms Uber Kandle in der Plasmamembran, die nach
Speicherentleerung aktiviert werden. Beide Vorgange werden durch Carbachol
aktiviert. Wird nun zusatzlich die cDNS von TRPC4 exprimiert kommt es zu
einer weiteren Zunahme der zytosolischen Kalziumkonzentration (Abbildung
4-11, schwarze Spur). Dieses Ergebnis zeigt, dass es nach Zugabe von
Carbachol in diesen Zellen zu einem zusatzlichen TRPC4 vermittelten

Kalziumeinstrom kommt.
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Abbildung 4-12 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R TRPC4B Zellen
(schwarz) und HEK M2R TRPCA4p Zellen mit einem Kandidatenprotein (rot) nach
Zugabe von Carbachol; die extrazellulare Kalziumkonzentration betragt 1 mM wahrend
des gesamten Experiments. Gezeigt sind die Mittelwerte £+ S.E.M. A. Messung mit
Cab39 n=166 Zellen, Kontrolle n=187 Zellen; B. Messung mit Vps24 n=92 Zellen,
Kontrolle n=79 Zellen und C. Messung mit Stomatin n=280 Zellen, Kontrolle n=226
Zellen und D. Messung mit Tarbp2 n=121 Zellen, Kontrolle n=109 Zellen.

Dieses Protokoll wurde nun angewandt um den Einfluss der identifizierten
Proteine auf die TRPC4-Aktiviat zu untersuchen. Hierzu wurden jeweils die
Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in Zellen die TRPC4 und
den muskariniergen Rezeptor exprimieren (Abbildung 4-12, schwarze Spur) und
in Zellen, die zuséatzlich die cDNS eines der identifizierten Interaktionspartner
exprimieren (Abbildung 4-12, rote Spur), verglichen. Abbildung 4-12 zeigt
Ergebnisse bei denen Cab39 (Abbildung 4-12A), Vps24 (Abbildung 4-12B),
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Stomatin (Abbildung 4-12C) und Tarbp2 (Abbildung 4-12D) koexprimiert

wurden.

Wie in Abbildung 4-11 gezeigt uUberlagert die Zunahme des Carbachol-
induzierten TRPC4 vermittelten Kalziumeinstroms die Carbachol-vermittelte
Erh6éhung der zytosolischen Kalziumkonzentration, die in Abwesenheit von
TRPC4 gemessen wurde. Um die verschiedenen Einflisse auf die zytosolische
Kalziumkonzentration besser voneinander zu trennen und insbesondere den
Beitrag von TRPC4 zu isolieren, wurde im n&chsten Schritt das Protokoll wie

folgt modifiziert.

Die Messungen wurden in kalziumfreier Badlésung durchgefuhrt. Durch die
Zugabe von Thapsigargin  wird zundchst die Ca-ATPase des
Endoplasmatischen Retikulums irreversibel gehemmt, Kalzium-lonen die tber
ein bisher wenig charakterisiertes Leck entlang des Konzentrationsgradienten
aus dem Endoplasmatischen Retikulum ins Zytosol stromen, kdnnen nicht mehr
durch die ATPase ins Endoplasmatische Retikulum zurtickgepumpt werden und
die zytosolische Kalziumkonzentration steigt an (Abbildung 4-13). Nach einiger
Zeit geht die zytosolische Kalziumkonzentration wieder auf das
Ausgangsniveau zurlick, da Pumpen und Austauscher der Plasmamembran
und der Mitochondrien die Kalzium-lonen aus dem Zytosol entfernen. Das
Endoplasmatische Retikulum ist allerdings aufgrund der Thapsigargin Wirkung
und des fortlaufenden Lecks an Kalzium-lonen verarmt. Sobald jetzt Kalzium-
lonen zur extrazellularen Badlosung gegeben werden, werden aufgrund der
entleerten ER-Speicher sogenannten Speicher-aktivierte Kandle in der
Plasmamembran aktiviert, und als Folge kommt es zum Kalziumeinstrom und
Anstieg der zytosolischen Kalziumkonzentration (Abbildung 4-13a, zweiter
Anstieg). Mit der Zeit inaktivieren diese Kalzium-Einstromkanale und die
zytosolische Kalzium-Konzentration wird Uber die oben genannten Pumpen und
Austauscher wieder normalisiert. Der Endoplasmatische Retikulum Kalzium-
Speicher ist aufgrund der irreversiblen Hemmung der ATPasen immer noch
geleert. Wird jetzt Carbachol zugegeben sollte allein der Effekt auf TRPC4 zu
beobachten sein. Abbildung 4-13A fasst die Ergebnisse dieses Protokolls mit
zwei Zelllinien zusammen, die schwarze Spur reprasentiert die Ergebnisse von

Zellen die den muskarinergen Rezeptor und TRPC4[3 exprimieren, die grine
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Spur die Ergebnisse von Zellen, die nur den muskarinergen Rezeptor
exprimieren. Beide Zelltypen reagierten sowohl auf Thapsigargin als auch auf
die Zugabe von Kalzium mit einer Erhéhung der intrazellularen
Kalziumkonzentration. Die Zugabe von Carbachol fuhrt dagegen nur zu einer
Erhdéhung der Kalziumkonzentration in HEK M2R TRPC4 Zellen (Abbildung
4-13A). Dasselbe Protokoll fuhrt mit TRPC4a zu &hnlichen Ergebnissen
(Abbildung 4-13B).

A 100uM Carbachol B - 100uM Carbachol
224 2mMCaCl, ' 2mM CaCl,

1pM Thapsigargin 2,04 1uM Thapsigargin

1,8
1,6
1.4

1,2

Ratio F340/F380
]

1,04

Ratio F340/F380

0,8+

0,6

J
i
0,4 /\l 0,44

0,2+ 0,24

0 400 800 1200 1600 2000 0 400 800 1200 1600 2000
Zeit [s] Zeit [s]

— HEK283M2R n=62 Zellen — HEK 293 TRPC4u+M2R n=111 Zellen

— HEK 293 TRPC4p+M2R n=69 Zellen

Abbildung 4-13 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration

A. Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R Zellen (griin) und
HEK M2R TRPC4B Zellen (schwarz) nach suksessiver extrazellularer Zugabe von
Thapsigargin, Kalzium und Carbachol; die extrazellulare Kalzium Konzentration betragt
zu Beginn 0 mM nach Zugabe von Kalzium 2 mM wahrend des restlichen
Experiments. Es wurden fir HEK M2R 62 Zellen und fir HEK M2R TRPC4p 69 Zellen
untersucht. B. Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R
TRPC4a Zellen (griin) nach Zugabe von Thapsigargin, Kalzium und Carbachol; die
extrazellulare Kalziumkonzentration betragt zu Beginn 0 mM nach Zugabe von Kalzium
2 mM wahrend des restlichen Experiments. Es wurden fir HEK M2R TRPC4a n= 111
Zellen untersucht. Gezeigt sind die Mittelwerte £ S.E.M. Insgesamt wurde das
Experiment zweimal wiederholt, mit sehr ahnlichen Ergebnissen.

Im Folgenden wurde dieses zweite Protokoll dafiir genutzt um mdgliche Effekte
der identifizierten Proteine auf den TRPC4-vermittelten Kalziumeinstrom zu
messen. Abbildung 4-14 zeigt die entsprechenden Experimente fur die
identifizierten Proteine Vps24, Stomatin, 14-3-3beta und Cab39.
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Abbildung 4-14 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration

Verédnderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R TRPC4 Zellen
(schwarz) und HEK M2R TRPC4 Zellen mit einem Kandidatenprotein (rot) nach
Zugabe von Thapsigargin, Kalzium und Carbachol; die extrazellulare
Kalziumkonzentration betragt zu Beginn 0 mM nach Zugabe von Kalzium 2 mM
wahrend des restlichen Experiments. Aa) Es wurden fur HEK M2R TRPC4p n=276
Zellen und fur HEK M2R TRPC4f mit 14-3-38 n=148 Zellen untersucht. Ab) Die
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Auswertung der Veradnderung der Kalziumkonzentration nach Carbachol Zugabe
(Amplitude sowie sogenannte ,Area under the curve®). Ba) Es wurden fir HEK M2R
TRPC4B n=161 Zellen und fir HEK M2R TRPC4f mit Stomatin n=321 Zellen
untersucht. Ca) Es wurden fur HEK M2R TRPC43 n= 257 Zellen und fur HEK M2R
TRPCA4B mit Vps24 n=175 Zellen untersucht. Da) Es wurden fir HEK M2R TRPC4a
n=77 Zellen und fir HEK M2R TRPC4a mit Cab39 n=66 Zellen untersucht. Die
Auswertung der Veranderung der Kalziumkonzentration nach Carbachol Zugabe
(Amplitude sowie sogenannte ,Area under the curve®) ergab Uberwiegend keine
signifikanten Unterschiede.

Wie Abbildung 4-14 zeigt, gibt es keine signifikanten Unterschiede im
Carbachol-vermittelten TRPC4-induzierten Kalziumeinstrom bei Koexpression

der identifizieren Proteine.

4.4 Tarbp2 und TRPC4

Ein weiteres Protein, das getestet wurde, ist Tarbp2. Das Protein Tarbp2 wurde
mit der TRPC4a- und TRPCA43- Variante koimmunprazipitiert (Abbildung 4-8
und Abbildung 4-10).

Zunachst wurden die cDNS von Tarbp2 mit TRPC4p koexprimiert und die
Anderung der intrazellularen Kalziumkonzentration mit dem zweiten Protokoll
gemessen. Es zeigte sich, dass die Koexpression von Tarbp2 und TRPC48 zu
einer deutlichen Erhdhung der zytosolischen Kalziumkonzentration nach
Carbachol Stimulation flhrte (Abbildung 4-15 A), wohingegen die Anstiege der
zytosolischen Kalziumkonzentration nach Zugabe von Thapsigargin oder
extrazellularem Kalzium in den Kontrollzellen, HEK M2R TRPC4f3, und den
Zellen die zusatzlich Tarbp2 exprimierten, gleich waren. Die Auswertung von
drei Experimenten zeigte, dass die Expression der Tarbp2 cDNS den Einstrom
von Kalzium-lonen nach Carbachol Stimulation in HEK M2R TRPCA4 signifikant
im Vergleich zu den Kontrollzellen erhdht (Abbildung 4-15B), etwa um 30%.
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Abbildung 4-15 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration

Veréanderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R TRPC4B Zellen
(schwarz) und HEK M2R TRPC4f Zellen mit Tarbp2 (rot) nach Zugabe von
Thapsigargin, Kalzium und Carbachol; die extrazellulare Kalziumkonzentration betragt
zu Beginn 0 mM nach Zugabe von Kalzium 2 mM wéhrend des restlichen
Experiments. A. Es wurden fir HEK M2R TRPC4B n= 266 Zellen und fur HEK M2R
TRPCA4B mit Tarbp2 n=355 Zellen untersucht. B. Die Auswertung der Veranderung der
Kalziumkonzentration nach Carbachol Zugabe (Amplitude sowie sogenannte ,Area
under the curve®) von drei unabhangigen Experimenten ergab einen signifikanten
Unterschied.

Die Messung mit Tarbp2 wurde ebenso mit den HEK M2R TRPC4a Zellen
durchgefiuhrt. In diesen Messungen zeigte sich, dass auch die Koexpression
von TRPC4a und Tarbp2 zu einer Erh6hung des Carbachol-induzierten Kalzium
Einstroms fuhrt (Abbildung 4-16). Dagegen waren die Anstiege der
intrazellularen Kalziumkonzentration, in den Zellen die TRPC4a oder TRPC4a
und Tarbp2 exprimierten, nach Zugabe von Thapsigargin oder Kalzium in die
extrazellulare Badlosung gleich. Die Auswertung der Einzelexperimente mit
jeweils 243 und 214 Zellen (Abbildung 4-16A) und die Auswertung von drei
unabhangigen Experimenten (Abbildung 4-16B) zeigt, dass der Anstieg der
intrazellularen Kalziumkonzentration nach Gabe von Carbachol signifikant in

TRPC4a und Tarbp2 koexprimierenden Zellen erhéht war.
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Abbildung 4-16 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R TRPC4aZellen
(schwarz) und HEK M2R TRPC4a Zellen mit Tarbp2 (rot) nach Zugabe von
Thapsigargin, Kalzium und Carbachol; die extrazellulare Kalziumkonzentration betragt
zu Beginn 0 mM nach Zugabe von Kalzium 2 mM wahrend des restlichen
Experiments. A. Es wurden fir HEK M2R TRPC4a n= 243 Zellen und fur HEK M2R
TRPC4a mit Tarbp2 n= 214 Zellen untersucht. B. Die Auswertung der Veranderung der
Kalziumkonzentration nach Carbachol Zugabe (Amplitude sowie sogenannte ,Area
under the curve®) von drei unabhangigen Experimenten ergab einen signifikanten
Unterschied.

Um die Madglichkeit auszuschlieBen, dass Tarbp2 selbst einen eigenen
funktionsfahigen kalziumpermeablen Kanal beziehungsweise eine Pore in der
Zellmembran bildet, wurden HEK M2R Zellen mit der cDNS von Tarbp2 oder
von GFP als Kontrolle transfiziert. Diese Zellen wurden mit dem gleichen
Protokoll untersucht wie zuvor die TRPC4-exprimierenden Zellen. Wie
Abbildung 4-17 zeigt, reagieren HEK M2R Zellen, die Tarbp2 transient
exprimieren nicht mit einem Kalziumeinstrom auf die Stimulation mit Carbachol.

Sie verhalten sich in der Messung wie die Kontroll-Zellen (Abbildung 4-17).
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Abbildung 4-17 Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R Zellen (schwarz)
und HEK M2R Zellen mit Tarbp2 (rot) nach Zugabe von Thapsigargin, Kalzium und
Carbachol; die extrazellulare Kalziumkonzentration betrdgt zu Beginn O mM nach
Zugabe von Kalzium 2 mM wahrend des restlichen Experiments. Es wurden fur
HEK M2R n= 232 Zellen und fur HEK M2R mit Tarbp2 n= 185 Zellen untersucht.

Zusammenfassend zeigen diese Experimente (Abbildung 4-15 und Abbildung
4-16), dass die Koexpression von Tarbp2 und einer der beiden TRPCA4
Varianten, TRPC4a oder TRPCA4B, signifikant den durch TRPC4

hervorgerufenen Kalziumeinstrom in die Zelle erhohte.

4.4.1 Eingrenzung der Bindedomanen durch Versuche mit TRPC4-
Fragmenten und Tarbp?2
Die bisherigen Experimente zeigen, dass Tarbp2 nicht nur mit TRPC4-
Proteinen wechselwirkt, sondern auch TRPC4-Funktionen beeinflusst. In den
nachsten Untersuchungen sollte die Bindungsdoméne des TRPC4-Proteins fur
das Protein Tarbp2 weiter eingegrenzt und charakterisiert werden. Der gesamte
Carboxy-Terminus von TRPC4, die Aminosdurereste 622 bis 974, wurde
fragmentiert und als rekombinante GST-Fusionsproteine exprimiert (Abbildung
4-18). Zum Teil konnte dabei auf cDNS-Konstrukte zuriickgegriffen werden, die
in der Arbeitsgruppe von Dr. Claudia Fecher-Trost bereitgestellt worden sind
(Trost, Bergs et al. 2001). Das Fragment mCCEKO liegt im Bereich der
extrazellularen Bereichs zwischen den Transmembrandoménen 5 und 6 und

wurde als weitere Kontrolle verwendet.

83



Ergebnisse

pJz51
LB5/6b

['[B5/6a |
LB3/4b
mCCEKO [ LB3M4a
] C-Terminus
| I TRPCAp

e e B A R R

500 600 700 800 900

Abbildung 4-18 Fragmente des TRPC4 C-Terminus

Schematische Darstellung des C-Terminus von TRPC4a und TRPCA4p, in blau. Die
weilden Kastchen stellen die GST-TRPC4-Fusionskonstrukte dar.

Die einzelnen GST-TRPC4-Fusionsproteine wurden rekombinant in E. coli
hergestellt und Uber GSH Sepharose aufgereinigt. Das Ergebnis ist in
Abbildung 4-19 zu sehen. Um die Menge, der an die Sepharose gebundenen
Fusionsprotein zu bestimmen, wurde BSA in definierten Mengen auf das Gel
aufgetragen. Alle GST-TRPC4 Fragmente lieRen sich gut in E. coli exprimieren
und aufreinigen, einzig Fragment LB3/4a war zunéchst nur mit geringer
Ausbeute vorhanden. Es wurde nochmals neu aufgereinigt und fir die
folgenden  Pull-down  Experimente  verwendet. Alle  GST-TRPC4-

Fusionsproteine wurden in der Form verwendet, die in Abbildung 4-19 gezeigt

ist.
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Abbildung 4-19 Aufreinigung und Konzentrationsbestimmung der rekombinanten
GST-TRPC4 Fusionsproteinen

Coomassie gefarbtes 12% SDS Gel. BSA wurde als Mengenstandard aufgetragen. Es
wurde jeweils 10 pl GST-Sepharose auf das Gel aufgetragen. Erneute Aufreinigung
von LB3/4a.
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Mit den rekombinanten GST-TRPC4 Proteinen wurde — wie in Abschnitt 3.9.8
beschrieben — versucht, das in HEK-Zelllysat enthaltene Tarbp2-Protein zu
binden. Hierzu wurde die Tarbp2 cDNS in HEK293 Zellen exprimiert und das
HEK-Zelllysat anschlieBend mit dem an GSH-Sepharose gebunden GST-
TRPC4-Fusionsproteinen inkubiert. AnschlieBend wurden die an die GST-
TRPC4-Fusionsproteine gebundenen Proteine eluiert und Uber ein SDS-PAGE
Gel aufgetrennt. Anschlie3end wurde das Gel geblotted und die Membran mit
dem Antikorper fur Tarbp2 inkubiert. In Abbildung 4-20 ist das Ergebnis des
Experimentes zu sehen. Es wurden gleiche Mengen an HEK-Zelllysat mit 12 ug
GST-TRPC4-Fusionsprotein inkubiert. Der obere Western Blot in Abbildung
4-20 zeigt, dass Tarbp2 von zwei GST-TRPC4 Fusionsproteinen gebunden
wird, von LB3/4a und LB5/6b. Das rekombinante GST-Protein wurde als
Kontrolle verwendet; es bindet kein Tarbp2 (Abbildung 4-20, Spur ganz rechts).
Der Western Blot wurde anschlieBend gestrippt und mit einem anti-GST
Antikorper inkubiert. Dies diente als Kontrolle um zu untersuchen, ob gleiche
Mengen GST-Fusionsproteinen eingesetzt worden waren. Man erkennt auf dem
Western Blot (Abbildung 4-20, unten) mehrere Banden; das heil3t neben den
intakten GST-TRPC4 Fusionsprotein (mit * in Abbildung 4-20 markiert) wurden
auch unvollstandige Proteine gebildet, die jedoch den intakten GST-Anteil

besitzen.
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Abbildung 4-20 Western Blot des Pull down Experiments

Auf 10 % SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Proteine, die an die TRPC4-
GST-Fusionsproteine gebunden haben; Kontrolle, Proteine die an GST alleine binden.
Nach dem Transfer der Proteine auf Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit dem
Antikorper fur Flag (Tarbp2 oben) und GST (unten).

Die Ergebnisse aus den Pull-down Experimenten zeigen, dass es mindestens
zwei Abschnitte des TRPC4-Proteins gibt, die Tarbp2 binden, LB3/4a
(Aminosaurereste 625 bis 697) und LB5/6b (Aminosaurereste 786 bis 847). Die
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erste Bindestelle ist in TRPC4a und in TRPC4B identisch. Die zweite
Bindestelle liegt genau in dem Sequenzabschnitt von TRPC4aq, der in TRPCA4f3

fehlt. Abbildung 4-21 zeigt die Sequenzen des Carboxy-Terminus von TRPC4a
und TRPC4pB sowie die identifizierten Bindestellen.

TRPC4B
TRPC4oL

TRPC4PB
TRPC4oL

TRPCA4B
TRPC40,

TRPC4P
TRPC40.

TRPC4f
TRPC4oL

FGTYNVISLVVLLNMLIAMMNNSY]

FGTYNVISLVVLLNMLIAMMNNSY]
DNLRRHHQYQEVMRNLVKRYVAA
DNLRRHHQYQEVMRNLVKRYVAA

MIREAKTEEGLTEENVKELKQDISSFRFEVLGLLRGSKLSTIQSANAASSADSDEKSQSE
MIREAKTEEGLTEENVKELKQDISSFRFEVLGLLRGSKLSTIQSANAASSADSDEKSQSE

———————————————————————— EEITRQQAAGALERNIELESKGLASRGDRSIPGLNE
SRR s <02 AEONANQI FSVSEE ITRQOAAGALERN IELESKGLASRGDRST PGLNE

Abbildung 4-21 Bindungsstellen von TRPC4a und TRPCA4p fur Tarbp?2

Teilsequenz des C-Terminus von TRPC4a bzw. TRPCA48; die Bindungsstellen fir
Tarbp2 sind pink unterlegt.

660
660

720
720

780

780

840

816
900

Die Aminoséuresequenz (625 bis 697) welche die erste Bindestelle in TRPC4

umfasst, ist sehr ahnlich zu den entsprechenden Aminosauresequenzen in den

anderen sechs TRPC-Proteinen (Abbildung 4-22). Insbesondere besteht eine

groRe Ahnlichkeit mit der Sequenz von TRPC5.
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mTRPC4 VVLLNMLIAMMNNSY] 669
mTRPCS5 VVLLNMLIAMMNNSY] 673
mTRPC1 IVLTKLLVAMLHKSF] 710
mTRPC3 VVLLNMLIAMINSSYQE 781
mTRPC7 VVLLNMLIAMINNSYQE 721
mTRPC6 IVLLNMLIAMINSSFQE 775
mTRPC2 IVLLNMLIAMITNSF@K 969
mTRPC4 695
mTRPC5 702
mTRPC1 736
mTRPC3 IMR TN----FSKCR LQKDLELGMGN ——————————————————— SKSRLNLFTQSN 818
mTRPC7 KMC IELCQSK CENDLEMGMLN-=-=————————————————— SKFRKTRY-QAG 761
mTRPC6 LLKFKKWM ELIQGQKQGFQEDAEMNKRNEEKKFGISGSHEDLSKFSLDKNQLAHNKQSS 835
mTRPC2 IRRIFRF CGSSCCKAKKSDYPPIGTFTN-------—-—-—-—-——————————————————— 999
mTRPC4 = == DNLRRHHQYQEVMRNLVKRYVAAMIREAKTEEGLTEEN-VKELKQDISSFE 746
mTRPCS - HADSLIQNQHYQEVIRNLVKRYVAAMIRNSKTNEGLTEEN-FKELKQDISSE 753
mTRPC1I - RNLKQKRDENYQKVMCCLVHRYLTSMRQKMQSTDQATVEN-LNELRQDLSKE 787
mTRPC3 SRVFESHSFNSILNQPTRYQQIMKRLIKRYVLKAQVD-KENDEVNEGE-LKEIKQDISSL 876
mTRPC7 MRNSENLTANSTFSKPTRYQKIMKRLIKRYVLKAQVD-RENDEVNEGE-LKEIKQDISSL 819
mTRPC6 TRSSEDYHLNSEFSNPPRQYQKIMKRLIKRYVLQAQID-KESDEVNEGE-LKEIKQDISSL 893
mTRPC2 ——PGARAGSIGEGERVSYRLRVIKALVQRYIETARREFEETRRKDLGNRLTELTKTVSRL 1057
mTRPC4 RFEVLGLLRGSKLSTIQSANAASSADSDEKSQSEGNGKD 806
mTRPCS5 RYEVLDLLGNRKHP--RRSLSTSSADFSQRDDTNDGSGG. KSKSVSFNVGCKKKACHG 811
mTRPC1 RNEIRDLLGFRTS—-—-——————————————————————— - —————————————————— 800
mTRPC3 RYELLEDKSQATE-----—-——-——————-—-—-————————————— - ——m—————————————— 889
mTRPC7 RYELLEEKSQATG-————————————— - — - ——mmmm - 832
mTRPC6 RYELLEEKSQNTE-———————————— = 906
mTRPC2 QSEVASVOKNLAAG-——=——————————————————— - ———————————— 1071
mTRPC4 SKONAAEQNANQIFSVSEE 866
mTRPCS5 PLIRTVP GAQGKPKSESSSKRSFMGPSFEKL FSKFNGQTSEPTSEPMYTISDG 871
mTRPC1I ~  —mmmmm oo KYAMFYPRN----=-—-—-——————————— 809
mTRPC3 = ——mmmmmmmmm o ELAILIHKLSEK----LNPSVLRCE-- 910
mTRPC7 = mmmmmmm e ELADLIQQLSEKFGKNLNKDHLRVNQG 859
mTRPC6 = —mmmmmm oo DLAELIRKLGERLS--LEPKLEESRR- 930
mTRPC2 = —ommmmmmmmm—mm—m——— GAPRPPDGASILSRYITRVRNSFQONLGPPTSDTPAEL 1108

Abbildung 4-22 Alignement der C-Termini aller TRPCs

In dem Alignement ist nur der Ausschnitt der C-Termini zu sehen, die von den LB3/4a
und LB5/6b Fragmenten abgedeckt werden, in pink unterlegt. Die LB3/4a
korrespondierende Domane ist in allen TRPCs konserviert, die Sequenzidentitat von
TRPCS ist am groRten.

Aufgrund  dieser Beobachtung sollte Tarbp2 auch mit TRPC5
koimmunprazipitieren. Die darauf durchgefiihrte Koimmunprézipitation mit
Tarbp2 und TRPC5 war dann auch positiv (Abbildung 4-23).
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Abbildung 4-23 Western Blot: Koimmunprazipitation von Tarbp2 und TRPC5

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Kontrolle, Proteine, die mit
Antikorper fur TRPC5S prézipitiert wurden, Proteine, die mit dem Antikorper fur Tarbp2
(hier anti-Flag) prazipitiert wurden. Nach dem Transfer der Proteine auf
Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit dem Antikorper fur TRPC5 (links) und Flag
(rechts). Kontrolle, die Proteine wurden mit unspezifischen Antikdrpern prazipitiert.

Die zweite Bindestelle von Tarbp2 im TRPC4 C-Terminus, das LB5/6b
Fragment ist eine bekannte in vitro Bindungsdomane fir Ca/Calmodulin (Trost,
Bergs et al. 2001). Die Frage, ob Tarbp2 mit Calmodulin um die gemeinsame
Bindestell in TRPC4 konkurriert, wurde mit einem Verdrdngungsversuch
untersucht. Hierzu wurden konstante Mengen von rekombinantem LB5/6b GST-
TRPC4 und Zelllysat von HEK293 Zellen, welche die cDNS von Tarpb2
exprimierten, mit steigenden Konzentrationen von rekombinantem Calmodulin
inkubiert. Die Mengen an eingesetztem GST-TRPC4 Protein und Calmodulin
sowie die Menge von Tarbp2 wurden im Western Blot Uberpruft (Abbildung
4-24)
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Abbildung 4-24 Bindungs-Experiment mit Tarbp2, Calmodulin und dem GST-
TRPC4 Fusionsprotein LB5/6b

In Gegenwart von steigender Menge von Calmodulin (0,595 ug, 2,97 ug, 5,95 ug,
11,9 pg) nimmt die Bindung von Tarbp2 ab. Western Blot; derselbe Blot wurde zweimal
gestrippt und mit einem anderen Antikdrper inkubiert wurde. Oberster Blot mit anti-Flag
inkubiert, mittlerer Blot mit anti-Calmodulin inkubiert und der untere Blot wurde mit anti-
GST inkubiert. Kasten: Calmodulin und GST-TRPC4-Fusionsprotein liegen in
aguimolaren Mengen vor.

Die Ergebnisse in Abbildung 4-24 zeigen, dass Tarbp2 und Calmodulin in vitro
um die gemeinsame TRPC4-Bindestelle konkurrieren. Das Ausmald der
Bindung von Tarbp2 an LB5/6b nimmt ab je mehr Calmodulin vorhanden ist;
gleichzeitig nimmt die Menge an gebundenen Calmodulin zu. Lagen Calmodulin
und LB5/6b in etwa aquimolaren Mengen vor, war die Bindung von Tarbp2

deutlich schwéacher ausgepragt als die von Calmodulin (Abbildung 4-24).

Zusammenfassend zeigen die bisherigen Ergebnisse, dass TRPC4 in seinem
Carboxy-Terminus Uber zwei Bindedomanen fur Tarbp2 verfligt. Die in der
Sequenz erste Bindungsstelle kommt in ahnlicher Form in allen Mitgliedern der
TRPC Familie vor; sie ist besonders ahnlich zur Sequenz von TRPC5. Die
zweite Bindedomane ist dagegen TRPC4a eigen. Die zweite Bindestelle bindet
Ca/Calmodulin und es konnte gezeigt werden, dass Ca/Calmodulin in vitro mit
Tarbp2 um die Bindung in TRPC4 konkurriert.

Die funktionale Konsequenz dieser Kompetition wurde im folgenden Experiment

untersucht.
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4.4.2 TRPC4a, Tarbp2 und Calmodulin

Um die Auswirkungen der Bindung von Calmodulin und Tarbp2 auf die Funktion
von TRPC4 zu untersuchen, wurden die cDNS von Calmodulin und Tarbp2 in
HEK M2R TRPC4a Zellen ko-transfiziert.

Carbachol

A 14 100 pM Carbachol B CaCl2
7 Thapsigargin
2 mM CaCl2 10, 0o s

1,24 1 uM Thapsigargin
o :E 0,8
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HEK293 M2R TRPC4au+CaM+Tarbp2-RFP n=75 Zellen

Abbildung 4-25 Veranderung der zytosolische Kalziumkonzentration von
TRPC4a Zellen mit Tarpb2 und Calmodulin

A. Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK M2R TRPC4 Zellen
mit Calmodulin (schwarz) und HEK M2R TRPC4 Zellen mit Tarbp2 (rot) und HEK M2R
TRPC4 Zellen mit Calmodulin und Tarbp2 (grau) nach Zugabe von Thapsigargin,
Kalzium und Carbachol; die extrazellulare Kalziumkonzentration betragt zu Beginn
0 mM; nach Zugabe von Kalzium 2 mM wahrend des restlichen Experiments. B. Die
Auswertung der Veranderung der Kalziumkonzentration, die Amplitude, nach Zugabe
von Thapsigargin, Kalzium und Carbachol ergab signifikante Unterschiede nach der
Zugabe von Thapsigargin und Carbachol. Das Experiment wurde einmal durchgeftihrt.

Die HEK M2R TRPC4a Zellen, welche Calmodulin transient exprimierten,
zeigten eine deutliche Reduktion des zytosolischen Kalziumanstiegs nach
Carbachol Stimulation. Dies stimmt mit bereits publizierten Ergebnissen
Uberein, die zeigen, dass Calmodulin einen hemmenden Effekt auf TRPC4-
Funktionen hat (Tang, Lin et al. 2001). Zellen die nur Tarbp2 exprimieren,
zeigen eine grol3ere durch Carbachol induzierte Kalziumzunahme. Wenn nun
Tarbp2 und Calmodulin zusammen in einer Zelle exprimiert wurden, zeigte sich,
dass Tarbp2 den inhibitorischen Effekt von Calmodulin auf TRPC4a teilweise
aufheben konnte (Abbildung 4-25). Das Ergebnis des in Abbildung 4-25
gezeigten Experiments spricht daftir, dass Tarbp2 die hemmende Wirkung von
Calmodulin auf den Carbachol aktivierten und TRPC4 vermittelten

Kalziumeinstrom zum Teil aufheben kann. Allerdings wird auch die durch
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Thapsigargin  ausgeldste  Freisetzung von Kalziumionen aus dem

Endoplasmatischen Retikulum unterschiedlich beeinflusst.

4.4.3 Tarbp2 und eine konstitutiv offene TRPC4 Mutante

Die Charakterisierung der Bindedoméanen von TRPC4 fur Tarbp2 hatten zwei
Bindestellen ergeben. Die erste Bindestelle des C-Terminus von TRPC4 ist
maoglicherweise an der konstitutiven Aktivitat einer TRPC4-Variante beteiligt, die
in der Arbeitsgruppe identifiziert wurde. So fihrt eine gezielte Punktmutation im
Bereich der zytosolischen Schleife zwischen den Transmembrandomanen S4
und S5 zu einem konstitutiv offenen Kanal. Das heil3t dieser Kanal ist auch in
Abwesenheit von aktivierenden Stimuli getffnet; er ermdéglicht den
permanenten Einstrom von Kalzium- und Natriumionen in die Zelle, die dann
rasch aufgrund der Kalziumtberladung und der Depolarisation stirbt. Um diese
TRPC4-Mutante untersuchen zu kénnen wurde eine Zelllinie hergestellt, welche
die cDNS der TRPC4 Mutante induzierbar exprimiert. Auf diese Weise entsteht
eine Zeitfenster von zirka 24 h, indem die Funktion dieser Mutante gemessen
werden kann. Die Mutante entsteht durch den Austausch des Aminosaurerests
Glycin an Position 503 mit einem Serin. Moglicherweise interagiert dann dieses
Serin mit einem Aminoséaurerest im Bereich des C-Terminus und héalt dadurch
den TRPC4-Kanal offen. Aminosaurereste, die mit dem Serinrest der Mutante
wechselwirken konnten sind in dem TRPC4-Sequenzabschnitt lokalisiert, der
Tarbp2 bindet. Deshalb sollte getestet werden, ob die Bindung von Tarbp2 an
den C-Terminus dieser Mutante einen Effekt auf den Kalziumeinstrom hat.
Tarbp2 wurde in die HEK TRPC4gso3s-Zellen transfiziert und 24 h oder 48 h
nach Transfektion wurde die Expression von TRPC4gs03s induziert. Messungen
wurden nach zwei Induktionszeiten durchgefiihrt, nach 18 Stunden und nach 5
Stunden. Die erste Messung wurde 24 h nach Transfektion mit Tarbp2-IRES-
GFP oder GFP (als Kontrolle) und 18 h nach Induktion von TRPC4gs0ss
durchgefuhrt (Abbildung 4-26).
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Abbildung 4-26 Verdnderung der zytosolische Kalziumkonzentration von HEK
TRPC4gs03s Zellen mit Tarbp2

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK TRPC4gsp3s Zellen mit
Tarbp2 (rot) und HEK TRPC4gs03s Mit GFP (schwarz) nach Zugabe von 2 mM Kalzium,
24h nach Transfektion und 18h nach Induktion. Es wurden jeweils 36 Zellen
untersucht. B. Auswertung des Kalziumsignals, Amplitude von zwei unabh&angigen
Messungen. HEK TRPC4gs03s (schwarz) und HEK TRPC4gspss transfiziert mit Tarbp2
(rot), die Expression von Tarbp2 reduziert den Kalziumeinstrom durch TRPC4gsoss
signifikant.

Die Expression von TRPC4gs03s bewirkt, dass die Zellen deutliche
morphologische Veranderungen zeigten. Sie waren abgerundet und es fanden
sich nicht mehr viele lebende Zellen. Deshalb wurde bei den nachsten
Messungen die Induktionszeit auf funf Stunden verringert. Die Zellen
exprimierten das Protein, waren aber noch nicht so geschadigt. Aufgrund des
permanent gedffneten Kanals werden die Zellen zunachst in kalziumfreier
Losung gehalten (Abbildung 4-26). Nach Zugabe von Kalzium in die
extrazellulare Badlosung stromt Kalzium entlang eines
Konzentrationsgradienten in die Zelle und die zytosolische
Kalziumkonzentration steigt an. (schwarze Kurve in Abbildung 4-26). Das
gleiche Experiment in Gegenwart von Tarbp2 fuhrt zu einem deutlich

geringeren zytosolischen Kalziumanstieg.

Die statistische Auswertung von 72 Zellen (Tarbp2) und 68 Zellen (Kontrolle)
aus drei unabhéngigen Experimenten ergab eine 50%ige Reduktion der
Amplitude des Kalziumeinstroms nach Ko-Expression der Tarbp2 cDNS in den
TRPC4ss03s exprimierenden Zellen (Abbildung 4-26B). Dies bedeutet, dass die
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Bindung von Tarbp2 durch die Mutante TRPC4gs03s zu einer deutlichen

Reduktion des Kalziumeinstroms fihrt.

Da Tarbp2 auch von TRPC5 gebunden wird (Abbildung 4-23), wurde ein
ahnliches Experiment mit der konstitutiv offenen TRPC5 Mutanten durchgefihrt
(Abbildung 4-27).
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Abbildung 4-27 Veranderung der zytosolische Kalziumkonzentration von
TRPCb¢s04s Zellen mit Tarbp2

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK TRPCbgspss Zellen mit
Tarbp2 (rot) und HEK TRPC5gs504s Mit GFP (schwarz) nach Zugabe von 2 mM Kalzium,
24h nach Transfektion und 14 h nach Induktion. Es wurden jeweils fir HEK
TRPCb5gs04s 256 Zellen gemessen und fur HEK TRPCbgs4s mit Tarbp2 383 Zellen. B.
Auswertung des Kalziumsignals Amplitude von zwei unabhangigen Messungen. HEK
TRPCb5gs04s (schwarz) und HEK TRPCbgsess transfiziert mit Tarbp2 (rot), die
Expression von Tarbp2 reduziert den Kalziumeinstrom durch TRPC5¢s04s Signifikant.

Auch hier zeigte sich, dass die Expression von Tarbp2 den Kalziumeinstrom
durch die TRPC5 Mutante deutlich verringert.

4.4.4 TRPC4 und die ATarbp2 Mutante

Die bisherigen Untersuchungen zeigen eine Wechselwirkung von TRPC4 und
TRPC5 mit Tarbp2; diese Wechselwirkung hat Auswirkungen auf die durch
TRPC4 und TRPC5 vermittelten Stréme. Im Folgenden sollte die Bindung von
Tarbp2 durch TRPC4 weiter charakterisiert werden. Im Tarbp2-Protein sind die
Bindestellen fir doppelstrangige RNS (dsRNS) wichtige Domanen. Um
festzustellen, ob die Bindung von Tarbp2 und TRPC4 RNS abhangig ist, wurde

eine Mutante von Tarbp2 hergestellt, welcher eine Bindestelle fir dsRNS fehlt
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(Aminosaurereste 209-223). Dieser Sequenzbereich ist in beiden cDNS Klonen
vorhanden, welche in dem Screening mit dem Hefe-zwei-Hybrid System
identifiziert worden waren (Abbildung 4-28A).

KKLAKRNAAAKMLL
o 100 — -

1 365aa 28 N WB TRPC4
‘ 209 223
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I Tarbp2 | 75-

50— b
37— WB Tarbp2

Abbildung 4-28 Lokalisaton der Deletion in Tarbp2 sowie Koimmunprazipitation
von TRPC4 und Tarbp24209-2232

A Lokalisation der deletierten Aminosaurereste 209-223 in dem Tarbp2 Protein. B Auf
7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 ul), Proteine, die mit dem Antikdrper
fir TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit dem Antikorper fir Tarbp2 (hier anti-
Flag) préazipitiert wurden und die Kontrolle unspezifische Kaninchen Antikérper. Nach
dem Transfer der Proteine auf Blotmembranen erfolgte die Inkubation mit den
Antikérpern fir TRPC4 (oben) und Flag (unten).

TRPC4a und Flag-Tarpb222°9?2% wurden in HEK293 Zellen ko-exprimiert und
anschlieBend wurde eine Koimmunprézipitation durchgefuhrt. TRPC4 liel3 sich
in dem Lysat nachweisen und mit dem anti-TRPC4 Antikérper wurde TRPC4 in
der Immunprazipitation angereichert (Abbildung 4-28B, oberer Western Blot)
nicht aber Tarbp2. Tarpb222992% konnte mit dem Flag Antikérper im Lysat
nachgewiesen werden und mit dem anti-Flag Antikdrper konnte das Protein
angereichert werden (Abbildung 4-28B, unterer Western Blot) nicht aber mit
TRPC4. Es zeigte sich, dass die Deletion der funfzehn Aminosauren die
Bindung von TRPC4 durch Tarbp2 deutlich einschrankt.

4.5 Mdogliche Wechselwirkungen von Tarbp2, Dicer und TRPC4
Es ist bekannt, dass die Interaktion von Dicer und Tarbp2 fir die Biogenese von
microRNS (miRNS) wichtig ist (Chendrimada et al. 2005; Gregory et al. 2005;

Lee and Doudna 2012). Im nachsten Schritt sollte deshalb untersucht werden,
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ob die Interaktion von TRPC4 und Tarbp2 einen Einfluss auf die Aktivitdt von

Dicer hat.

Dazu wurden HEK M2R TRPC4a Zellen mit der cDNS von Tarbp2 und Dicer
ko-transfiziert, die cDNS von Tarbp2 war mit der cDNS der Flag-Sequenz
fusioniert, die cDNS von Dicer war mit der cDNS fir den HA-Tag fusioniert. Auf
diese Weise konnten die resulitierenden Proteine mit dem anti-Flag oder einem

anti-HA Antikdrper immunprazipitiert und im Western Blot detektiert werden. Mit

dem Lysat der Zellen wurde eine Koimmunprazipitation durchgefihrt (Abbildung
4-29).

| « TRPC4
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WB HA %38 <« Dicer

100

Abbildung 4-29 Koimmunprazipitation mit TRPC4a, Tarbp2 und Dicer und
Kontrollexperiment mit anti-HA Antikérpern

A Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 ul), Proteine, die mit Antikorper
fir TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit Antikorper fir Dicer (hier anti-HA)
prazipitiert wurden und Proteine, die mit Antikorper fir Tarbp2 (hier anti-Flag)
prazipitiert wurden. Als Kontrolle wurden die Proteine mit unspezifischen Antikdrpern
von Maus prazipitiert. Nach dem Transfer der Proteine auf Blotmembran erfolgte die
Inkubation mit dem Antikdrper fir TRPC4 (oben), Tarbp2 (Mitte) und Dicer (unten).
B Kontrollexperiment auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Proteine,
die mit Antikérper fur TRPC4 prazipitiert wurden und Proteine, die mit Antikorper anti-
HA prazipitiert wurden. Die Blotmembran wurde mit dem Antikoérper fir TRPC4
inkubiert.

Der Western Blot zeigt (Abbildung 4-29A), dass alle drei Proteine im Lysat zu
identifizieren sind und dass in Gegenwart von Dicer TRPC4 und Tarbp2 nicht
mehr koimmunprézipitieren. Dagegen sieht es so aus als wirde TRPC4 mit
Dicer koimmunprazipitieren. Ein Kontrollversuch allerdings zeigt, dass bereits
der anti-HA Antikdrper TRPC4 préazipitierte, obwohl es nicht mit dem HA-Epitop
fusioniert ist (Abbildung 4-29B).

Um den HA-Antikdrper zu umgehen wurde die Koimmunpréazipitation mit dem

anti-Dicer Antikdrper durchgefuhrt. Der Western Blot zeigt, dass alle Protein im
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Lysat zu identifizieren sind (Abbildung 4-30). TRPC4 und Tarpb2 lassen sich in
der mit anti-Dicer prézipitierten Proteinfraktion nachweisen, auch lassen sich
die Proteine Dicer und TRPC4 mit Tarbp2 prazipitieren (Abbildung 4-30).
Allerdings prazipitiert Tarbp2 nicht mehr mit TRPC4 (Abbildung 4-30, unterer
Blot).
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Abbildung 4-30 Western Blot: Koimmunprazipitation mit TRPC4, Tarbp2 und
Dicer

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl), Proteine, die mit Antikdrper fur
TRPC4 prazipitiert wurden, Proteine, die mit Antikérper flr Dicer prazipitiert wurden
und Proteine, die mit Antikorper fir Tarbp2 (hier anti-Flag) prazipitiert wurden. Als
Kontrolle wurden die Proteine mit unspezifischen Antikérpern aus Maus und Kaninchen
prazipitiert. Nach dem Transfer der Proteine auf Blotmembran erfolgte die Inkubation
mit dem Antikorper fir TRPC4 (oben), Dicer (Mitte) und Tarbp2 (unten).

Um eine mdgliche Wechselwirkung von TRPC4 und Dicer unabhangig von dem
HA-Tag zu Uberprifen wurde eine Koimmunprazipitation von TRPC4 einmal mit
Dicer, nach Transfektion der Zellen mit der Dicer cDNS, und einmal mit dem
endogenen Dicer, der in HEK Zellen vorhanden ist, durchgefuhrt (Abbildung
4-31).
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Abbildung 4-31 Koimmunprazipitation von TRPC4 mit Dicer

Links: Uberexprimierter Dicer. Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen Zelllysat (20 pl),
Proteine, die mit Antikérper fur TRPC4 prazipitiert wurden, als Kontrolle wurden die
Proteine mit unspezifischen Antikbrpern aus Kaninchen préazipitiert. Rechts:
Immunprézipitation mit dem endogenen Dicer. Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen
Zelllysat (20 pl), Proteine, die mit Antikdrper fir TRPC4 prazipitiert wurden, als
Kontrolle wurden die Proteine mit unspezifischen Antikbrpern aus Kaninchen
prazipitiert.

TRPC4 liel3 sich Uber Prazipitation mit den anti-TRPC4 Antikdrpern anreichern
(Abbildung 4-31, jeweils obere Blots). Unter den Proteinen die mit TRPC4
prazipitiert werden ist das Uberexprimierte Dicer Protein (Abbildung 4-31,
unterer Blot links), nicht aber das endogen vorhandene Dicer Protein
(Abbildung 4-31, unterer Blot rechts). Allerdings wird das Dicer Protein auch
von den nicht-spezifischen Antikérpern prazipitiert (Abbildung 4-31, unterer Blot
links, rechte Spur), was gegen einen spezifische TRPCA4-Dicer-Interaktion

spricht.

Allerdings konnte Dicer Uber, die Bindung an Tarbp2 die Funktion von TRPC4
TRPC4gs03s

Anwesenheit von Tarbp2, Tarpb2 plus Dicer oder Dicer im Hinblick auf

beeinflussen. Dazu wurde die Funktion der Mutante in

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration untersucht (Abbildung
4-32).
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Abbildung 4-32 Veranderung der zytosolische Kalziumkonzentration von
TRPC4¢s03s Zellen mit Tarbp2 und Dicer

Veranderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in HEK TRPC4gsp3s Zellen mit
Tarbp2 n=63 Zellen (rot), HEK TRPC4¢s03s Zellen mit Dicer n=53 Zellen (griin), HEK
TRPC4gs03s Zellen mit Dicer und Tarbp2 n= 32 Zellen (tirkis) und HEK TRPC4gsss
n=56 Zellen (schwarz) nach Zugabe von 2 mM Kalzium, 48 h nach Transfektion und 5
h nach Induktion. B. Auswertung des Kalziumsignals Amplitude von zwei
unabhangigen Messungen. Allein die Expression von Tarbp2 reduziert den
Kalziumeinstrom durch TRPC4gs03s signifikant. Kontrolle HEK TRPC4gse3s Zellen die
nur die cDNS von GFP und RFP exprimieren.

Wie in Abbildung 4-26 gezeigt fuhrt Tarbp2 zu einer Verminderung des
Kalziumeinstroms durch die TRPC4 Mutante. Dagegen hat die Expression der
Dicer cDNS keinen Effekt auf den Kalziumeinstrom und ebenso wenig die Ko-
Expression der cDNS von Tarbp2 und Dicer. Dieses Ergebnis spricht dafir,
dass Dicer Tarbp2 bindet und Tarbp2 somit nicht mehr zur Wechselwirkung mit
TRPC4 zur Verfigung steht.

4.5.1 Dicer Aktivitat und Kalzium

Um einen moglichen Zusammenhang von Dicer, Tarbp2 und TRPC4 zu
untersuchen, wurden  Dicer-Aktivitats-Experimente  durchgefuihrt.  Die
Endoribonuklease Dicer spaltet langere dsRNS Sticke in ~22nt lange
Fragmente. Als Rate fiur die Dicer Aktivitat wurde der Abbau einer
doppelstrangingen RNS verwendet. Dicer wurde ein Substrat angeboten und
der Abbau des Substrats unter verschiedenen Bedingungen beobachtet. Als
Substrat wurde eine 37 Nukleotide lange doppelstrangige RNS, 37ab,
verwendet. Die dsRNS 37ab weist einen Uberhang am 3‘ Ende auf (Abbildung
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4-33); dieses Substrat wurde schon fur ahnliche Experimente verwendet
(MacRae et al. 2007; Ma, MacRae et al. 2008). Es ist bekannt, dass Dicer und
auch Tarbp2 bevorzugt an doppelstrangige RNS mit einem freien 3° Ende
binden (Kok et al. 2007; Parker et al. 2008; Gredell et al. 2010). Die dsRNS
37ab sollte von Dicer in ein 22 nt und ein 15 nt langes Fragment gespalten
werden. Die Experimente zur Bestimmung der Aktivitat von Dicer wurden
jeweils mit radioaktivem Substrat in Gegenwart von rekombinatem Dicer
beziehungsweise in Gegenwart von Proteinen aus HEK Zelllysaten

durchgeflhrt. Dicer wird in HEK Zellen endogen exprimiert.

Fcor00CcrOCcCrPEOOCCROCPCPOCCCO® > > 0CCN>n0%CC W

22nt

22nt

ccrmCcCMAMABPCARPCAOARPPORCBECAR>>nCCCOABEEOCOAC O

u

Abbildung 4-33 Doppelstrdngige RNS 37ab und die durch die Dicer-Aktivitat
entstehenden Fragmente

Die doppelstrangige RNS besteht aus den Einzelstrangen a und b. Der Einzelstrang
37a wird am 5° Ende mit **P (rot *) markiert und mit dem unmarkierten 37b Strang,
welcher komplementar ist, hybridisiert. Dicer schneidet 22 nt lange Fragmente von der
dsRNS ab. Die Pfeile zeigen die erwartete Lange der Produkte an. Es kénne zwei **P
markierte Fragmente von 22 nt und 15 nt entstehen.

Zunachst wurde der rekombinante Dicer mit der radioaktiv markierten dsRNS
37ab inkubiert. Es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben enthommen
und tber ein Harnstoff-PAGE Gel aufgetrennt (Abbildung 4-34).
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Abbildung 4-34 Zeitabhangigkeit der Spaltung der dsRNS 37ab durch
rekombinanten Dicer

Autoradiogramm: Die Proben wurden Uber ein 15% PAGE 7M Harnstoff Gel
aufgetrennt. Die radioaktiv markierte RNS 37ab wurde mit rekombinantem Dicer bei
37°C inkubiert. Zu den Zeitpunkten O min, 5 min, 10 min, 30 min und 60 min wurden
die Proben entnommen und auf das Gel aufgetragen.

Der rekombinante Dicer spaltet die 37 nt lange dsRNS 37ab zu einem 22 nt
langen Fragment und zu einem 15 nt langen Fragment (Abbildung 4-34). Das

Substrat 37ab wird von Dicer zeitabhangig gespalten.

Nachdem gezeigt worden war, dass Dicer das Substrat 37ab in die erwarteten
Fragmente spaltet, wurde im néchsten Schritt das Dicer Aktivitats-Experiment in
HEK293 Zelllysaten durchgefiihrt. Fur das erste Experiment wurden HEK M2R
TRPC4a Zellen verwendet. Das Zelllysat wurde mit radioaktiv markierter dsSRNS
37ab inkubiert und es wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Proben
entnommen (Abbildung 4-35A).
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Abbildung 4-35 Zeitabhéangigkeit der Spaltung der dsRNS 37ab durch endogenen
Dicer

A. Autoradiogramm: Lysat von HEK M2R TRPC4a wurde mit radioaktiver dsRNS 37ab
bei 37°C fir 0 min, 1 min, 5 min, 10 min, 30 min und 60 min inkubiert. Die Proben
wurden Uber ein 15% PAGE 7M Harnstoff Gel aufgetrennt. B. Densitometrische
Auswertung der Intensitat der 37 nt Bande angegeben in sogenannten Arbitrary Units
(A.U)

Es konnte eine Abnahme der Intensitat der 37 nt Bande beobachtet werden
(Abbildung 4-35A). Die erwarteten zwei Produkte mit der Gro3e 22 nt und 15 nt
konnten jedoch nicht eindeutig identifiziert werden (Abbildung 4-35A). Es
schien, als wirden diese Fragmente in dem HEK Zelllysat einem weiteren
Abbau unterworfen sein. Die densitometrische Auswertung der oberen 37 nt
Bande zeigte eine stetige Abnahme der Intensitat Gber die Zeit, dass bedeutet,
dass die 37ab dsRNS gespalten wird (Abbildung 4-35B). Ob es sich dabei um
einen Dicer spezifischen Abbau handelt, sollte nun untersucht werden. Hierzu
wurden HEK M2R TRPC4a Zellen mit der cDNS von Dicer und/oder Tarbp2
transfiziert. Die Zelllysate dieser Zellen wurden fir das folgende Dicer Aktivitats-
Experiment verwendet. Gleichzeitig wurde das Zelllysat von untransfizierten
Zellen in den Versuch eingesetzt. Bei dem Versuch wurde die Reaktion nach
5 Minuten abgestoppt (Abbildung 4-36A).
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Abbildung 4-36 Vergleich der Aktivitat von endogenem Dicer in HEK M2R
TRPC4a Lysat mit Zelllysaten, welche die cDNS von Dicer, Tarbp2 oder von
Tarbp2 und Dicer Uberexprimieren

A Autoradiogramm: Lysate von HEK M2R TRPC4a und Zellen die mit der cDNS von
Dicer, Tarbp2 oder Dicer und Tarbp2 transfiziert worden waren, wurden mit 32p
markierter dsRNS 37ab bei 37°C fir 5 min, inkubiert. Die Proben wurden Uber ein 15%
PAGE 7M Harnstoff Gel aufgetrennt. B Densitometrische Auswertung der Intensitat der
37 nt Bande zum Zeitpunkt 0, normalisiert auf den Wert, der mit endogenem Dicer
erhalten wurde (A.U.). C Densitometrische Auswertung der 37 nt Bande nach
5 Minuten; die Werte sind auf den korrespondierenden Wert zum Zeitpunkt O
normalisiert. D Ausmafd der Abnahme der 37 nt Bande unter den vier Bedingungen.
Die Ergebnisse stammen von drei Experimenten.

Die Proben wurden uber ein Harnstoff-PAGE Gel aufgetrennt, das Gel
getrocknet und ein Rontgenfilm exponiert. Es war zu beobachten, dass auch bei
diesem Versuch die 22 nt und 15 nt langen Fragmente nicht eindeutig
identifiziert werden konnten (Abbildung 4-36A). Zur Auswertung wurde jeweils

die 37 nt Banden zum Zeitpunkt O densitometrisch ausgewertet. Die Werte
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wurden auf den Wert des endogenen Dicers normalisiert (Abbildung 4-36B). In
einem weiteren Auswertungsschritt wurde die 37 nt Bande nach 5 Minuten
densitometrisch ausgewertet und auf den korrespondierenden 0 Wert
normalisiert (Abbildung 4-36C). Es zeigte sich, dass die Intensitaten der 37nt
Banden unterschiedlich stark abnahmen. So verringerte sich die Intensitat der
37 nt Bande in dem HEK M2R TRPC4a Zelllysat in 5 Minuten nur um 15%
(Abbildung 4-36C, schwarzer Balken). Das heil3t, dass der endogen exprimierte
Dicer in dem HEK M2R TRPC4a Zelllysat nach funf Minuten ungefahr 15%
Prozent der dsRNS abgebaut hatte (Abbildung 4-36D, schwarzer Balken).
Dieser Wert ist dem Wert aus dem vorangegangen Experiment &hnlich
(Abbildung 4-35B, 5 min) Es war zu beobachten, dass die Intensitat der 37nt
Bande in Zelllysaten mit Uberexprimiertem Dicer in 5 Minuten schneller abnahm
als in Zelllysaten mit endogenem Dicer (Abbildung 4-36C, hellgraue Balken).
Wurde die Dicer-cDNS in den Zellen tberexprimiert, wurde mehr als 40% der
dsRNS 37ab gespalten (Abbildung 4-36D, hellgrauer Balken). In Zelllysaten mit
Uberexprimierter Tarbp2-cDNS, nahm die Intensitat der 37 nt Bande in funf
Minuten ebenfalls Uber 40% ab (Abbildung 4-36D, rote Balken). Insgesamt
zeigte die Auswertung der Intensitat der 37 nt Bande, dass signifikant mehr
dsRNS abgebaut wurde wenn die Zellen Dicer-cDNS Uberexprimierten
(Abbildung 4-36D). Das Gleiche war nach Uberexpression der Tarbp2-cDNS zu
beobachten (Abbildung 4-36D). Dieses Ergebnis zeigt, dass die Spaltung des
37 nt Fragments durch Dicer geschieht, da die Uberexpression der cDNS von
Dicer und die der cDNS von Tarbp2, welches die Aktivitat von Dicer erhéht, zu

einer signifikanten Erhéhung der Spaltung von 37ab fihrt (Abbildung 4-36D).

Nachdem die Aktivitdt von Dicer in HEK293 M2R TRPC4a Zelllysaten
nachgewiesen werden konnte, wurde nun untersucht ob ein Zusammenhang
zwischen der Dicer Aktivitdt und der Aktivitdt von TRPC4 besteht. Es ist
bekannt, dass die Aktivitat von Dicer Kalzium und Calpain abhéngig ist (Lugli et
al. 2005). Im nachsten Schritt wurde deshalb die Auswirkung von Kalzium auf
die Aktivitat von Dicer untersucht. Hierzu wurden Zelllysate von HEK293 M2R
TRPC4a Zellen in Gegenwart des Kalziumchelators BAPTA hergestellt. Fur die
daran anschlieRenden Experimente wurde ein Reaktionspuffer verwendet, der
kein Ca?* enthielt (Abschnitt 3.2.2). Die Lysate wurden in Gegenwart von
2 mM CaCl, oder 1 mM BAPTA 30 Minuten prainkubiert; darauffolgend wurde
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die Aktivitat von Dicer untersucht. Es wurden zu bestimmten Zeitpunkten
Proben entnommen und Uber ein Harnstoff-PAGE Gel aufgetrennt (Abbildung
4-37A und B). Unter diesen Bedingungen waren die erwarteten Abbau-Produkte
(22 nt und 15 nt RNS Fragmente) zu beobachten (Abbildung 4-37A und B). Fur
die Auswertung wurde die Intensitdt aller drei Banden densitometrisch
bestimmt. In dem ersten Schritt der Auswertung wurden die Experimente
einzeln ausgewertet. Die Ab- oder Zunahme der Intensitat der Banden wurden
auf die Werte, welche mit dem rekombinanten Dicer erzielten worden sind auf
100%, normalisiert. In Abbildung 4-37C ist die Auswertung exemplarisch fir ein
Experiment mit 1 mM BAPTA gezeigt, die Intensitat der 22 nt Bande (grau)
nimmt Uber die Zeit deutlich zu, wahrend die Intensitat der 37 nt Bande
(schwarz) und der 15 nt Bande (weif3) abnimmt. Auch unter der Kalzium
Bedingung nimmt die Intensitat der 22 nt Bande (Abbildung 4-37 D, grau)
deutlich zu. Dagegen nimmt die Intensitat der 37 nt Bande (Abbildung 4-37 D,

schwarz) nur minimal ab.
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Abbildung 4-37 Kalziumabhangigkeit von Dicer

A Autoradiogramm: Lysate von HEK M2R TRPC4a Zellen die mit der cDNS von Dicer
transfiziert worden waren, wurden mit radioaktiver dsRNS 37ab bei 37°C mit 1 mM
BAPTA inkubiert. Proben wurden zu den Zeitpunkten O min, 1 min, 5 min, 10 min, 30
min und 60 min genommen. Als Kontrolle diente Lysat mit rekombinantem Dicer. Die
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Proben wurden Uber ein 15% PAGE 7M Harnstoff Gel aufgetrennt. B Lysate von HEK
M2R TRPC4a Zellen die mit der cDNS von Dicer transfiziert worden waren, wurden mit
radioaktiver dsRNS 37ab bei 37°C mit 2 mM Kalzium inkubiert. Proben wurden zu den
Zeitpunkten 0 min, 1 min, 5 min, 10 min, 30 min und 60 min genommen. Als Kontrolle
diente Lysat mit rekombinantem Dicer. Die Proben wurden Uber ein 15% PAGE 7M
Harnstoff Gel aufgetrennt. C Densitometrische Auswertung der Intensitat der Bande
37 nt (schwarz), 22 nt (grau) und 15 nt (weil3) eines Experiments mit 1 mM BAPTA,
normalisiert auf die Werte, welche von dem rekombinanten Dicer erhalten worden sind,
(A.U.). D Densitometrische Auswertung der Intensitat der Bande 37 nt (schwarz), 22 nt
(grau) und 15 nt (weil3) eines Experiments mit 2 mM CaCl,, normalisiert auf die Werte,
welche von dem rekombinanten Dicer erhalten worden sind, (A.U.).
E Zusammenfassung der densitometrische Auswertung der Intensitat der 37 nt Bande,
von vier unabhangigen Versuchen mit 1 mM BAPTA (grau) und mit 2 mM Kalzium
(schwarz), normalisiert auf die Werte, welche von dem rekombinanten Dicer erhalten
worden sind (A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte und die +S.E.M. F Zusammenfassung
der densitometrische Auswertung der Intensitat der 22 nt Bande, von vier
unabhangigen Versuchen mit 1 mM BAPTA (grau) und mit 2 mM Kalzium (schwarz),
normalisiert auf die Werte, welche von dem rekombinanten Dicer erhalten worden sind
(A.U.). Gezeigt sind die Mittelwerte und die *S.E.M. G Zusammenfassung der
densitometrische Auswertung der Intensitat der 15 nt Bande, von vier unabhangigen
Versuchen mit 1 mM BAPTA (grau) und mit 2 mM Kalzium (schwarz), normalisiert auf
die Werte, welche von dem rekombinanten Dicer erhalten worden sind (A.U.). Gezeigt
sind die Mittelwerte und die +S.E.M. H Berechnung der gespaltenen RNS mit
2 mM Kalzium (schwarz) und mit 1 mM BAPTA (grau). Gezeigt sind die Mittelwerte und
+S.E.M. aus vier Experimenten. Die Auswertung ergab eine signifikant erhéhte Dicer-
Aktivitat in Gegenwart von Kalzium.

In dem nachsten Schritt der Auswertung wurden die Werte der Intensitéat der
einzelnen Banden von vier unabhéngigen Experimenten zusammengefasst und
auf die jeweilige Kontrolle normalisiert (Abbildung 4-37 E-F). Die Intensitat der
37 nt Bande nahm Uber die Zeit nicht sehr viel ab (Abbildung 4-37E). Die
Intensitat der 22 nt Bande nahm unter beiden Bedingungen zu, es war zu
beobachten, dass die Intensitat der 22 nt Bande in der Gegenwart von
Kalziumchlorid tendenziell starker zunahm als mit BAPTA (Abbildung 4-37F).
Die densitometrische Auswertung der Intensitat der 15 nt Bande ist dagegen
nicht eindeutig (Abbildung 4-37G). Der Wert fir die gespaltenen RNS
(Abbildung 4-37H) wurde nach folgender Gleichung berechnet:

((Wert 22 nt + Wert 15nt) * 100)
(Wert 37nt + Wert 22nt + Wert 15 nt)

= Anteil der gespaltenen RNS %

Die Auswertung der vier unabhangigen Experimente ergab, dass die RNS in
Zelllysaten mit Kalzium schneller von Dicer gespalten wird als in Zelllysaten
ohne Kalzium (Abbildung 4-37H). Das Ergebnis zeigt, dass die Dicer-Aktivitat
durch Kalzium signifikant erhdht wird.
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Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Dicer-Aktivitat auch in unserem
Zellsystem kalziumabhangig ist, sollte im nachsten Schritt untersucht werden,
ob dies durch die Abspaltung der autoinhibitorischen Helikasedoméane durch die
kalziumabhangige Protease Calpain verursacht wurde. Hierzu wurden Lysate
von HEK293 M2R TRPC4 Zellen mit BAPTA hergestellt. Die Lysate wurden
unter denselben Bedingungen hergestellt wie fir den Dicer Aktivitats-Test. Die
Lysate wurden mit 2 mM Kalziumchlorid oder 1 mM BAPTA 60 Minuten bei
37°C inkubiert. Die Ansatze wurden Uber ein PAGE Gel aufgetrennt, die
Proteine wurden auf eine Blotmembran tberfihrt und die Membran wurde mit
dem anti-Dicer Antikdrper inkubiert. Das Dicer-Protein konnte in allen Lysaten
nachgewiesen werden (Abbildung 4-38). Es war zu beobachten, dass in den
Lysaten, die mit Kalzium inkubiert worden waren, Dicer gespalten wird
(Abbildung 4-38) Es konnte gezeigt werden, dass Dicer in vitro in HEK

Zelllysaten kalziumabhéngig gespalten wird.
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Abbildung 4-38 Western Blot: Kalziumabhangige Spaltung von Dicer

Auf 7% SDS-PAGE wurde aufgetragen 20 ul Zelllysat von HEK M2R TRPC4a Zellen,
zweimal Zelllysat das 60 min mit 1 mM BAPTA inkubiert wurde und zweimal Zelllysat
das 60 min mit 2 mM Kalzium inkubiert wurde. Die Proteine wurden auf eine
Blotmembran transferiert, die Blotmembran wurde danach mit dem Antikorper fur Dicer
inkubiert.

Die Dicer Aktivitat lasst sich durch die Interaktion mit Tarbp2 und durch die
Inkubation mit Kalzium steigern. Ob die Steigerung der Dicer Aktivitdt auch

durch die Aktivitat von TRPC4 erreicht werden kann, bleibt allerdings offen.
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5 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es Proteine zu finden, die mit dem TRPCA4-Protein
wechselwirken. Die mdglichen Interaktionspartner wurden mit dem Hefe-zwei-
Hybrid System CytoTrap gesucht. Mit einem Hefe-zwei-Hybrid System wurde
bereits ein Interaktionspartner von TRPC4 identifiziert, der I|P3;-Rezeptor,
allerdings wurde keine Durchmusterung einer cDNS Bibliothek durchgefihrt,
sondern die cDNS von TRPC4 und dem IPs-Rezeptors gezielt in die Hefen
eingebracht (Mery, Magnino et al. 2001). Mit der Durchmusterung einer ganzen
cDNS Bibliothek konnten in dieser Arbeit mehrere Interaktionspartner von
TRPC4 identifiziert werden. Im Folgenden wurde dann der Effekt der
Wechselwirkung der Proteine auf die Funktion von TRPC4 untersucht.

5.1 Screening und Interaktion

Fur das Screening nach Interaktionspartnern von TRPC4 wurde das Hefe-zwei-
Hybrid System CytoTrap verwendet, da bei diesem System die Interaktion der
Kdder- und Beute-Proteine im Zytosol stattfindet. Anstatt der Expression eines
Reportergens dient bei diesem System die Aufhebung eines
temperatursensitiven Phanotyps als Zeichen einer Wechselwirkung zwischen
dem Koder- und Beute-Protein. Das CytoTrap System schien deshalb fur die
Suche nach neuen Interaktionspartnern eines Membranproteins geeignet. Vor
den Screening-Experimenten wurden Kontrollversuche durchgefihrt. Die
Uberprifung der cDNS Bibliothek von Hirn von Maus ergab eine
durchschnittliche Insertgro3e von 1,8 kb (Abbildung 4-1), was einem
Proteinfragment von ungefahr 60 kD entspricht. Im nachsten Schritt wurde die
Expression des Fusionsproteins hSos-TRPC4-C-Terminus in Hefezellen
untersucht. Das Ergebnis zeigt, dass das Fusionsprotein gebildet wurde
(Abbildung 4-2). Ein weiteres Kontrollexperiment ergab, dass das
Fusionsprotein hSos-TRPC4-C-Terminus fur die Durchmusterungsexperimente
geeignet war, da es alleine nicht in der Lage war den temperatursensitiven
Phanotyp des cdc25H Stammes zu kompensieren. Das bedeutet, dass der
zytosolische Terminus von TRPC4 in dem System nicht von alleine an die

Membran der Hefezellen assoziierte. Somit konnten die Durchmusterungs-
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Experimente  durchgefihrt werden. Damit ein Klon als putativer
Interaktionspartner von TRPC4 angesehen werden konnte musste er drei
Kriterien erfillen: Erstens musste der Klon Wachstum auf Galaktose bei 37°C
zeigen auch bei dem zweiten Ausplattieren; zweitens musste die
Sequenzierung des Klons ergeben, dass die Sequenz des
Myristylierungssignals und die Sequenz des Klons im gleichen Leseraster sind
(Abbildung 4-3); drittens muss der Klon nach Retransformation, in den cdc25H
Stamm, Wachstum bei der restriktiven Temperatur (37°C) auf Galaktose zeigen
(Abbildung 4-4). Auf den Retransformationsplatten zeigten sich bei 37°C auch
auf Glukose Wachstum von Klonen (Abbildung 4-4 und Abbildung 4-5). Das
Wachstum auf Glukose kann auf eine leichte Hintergrund-Aktivitat des nicht-
induzierten Gall Promoters zurlickzufiihren sein; diese ,undichte Expression
wurde schon von anderen Gruppen beobachtet (Kristoffersen et al. 2000;
Camblong et al. 2009). Wichtig war jedoch, dass die Klone alleine nicht auf
Glukose bei 37°C wuchsen (Abbildung 4-4). Die Klone, die diese Kriterien

erfullten, wurden weiter untersucht.

Das Screening mit dem Hefe-zwei-Hybrid System CytoTrap ergab flnfzehn
putative Interaktionspartner von TRPC4. Die meisten der gefunden Proteine
waren zytosolische Proteine; es konnten jedoch auch Membranproteine
identifiziert werden. Im Folgenden wurden die gefundenen Proteine (Tabelle
4-1) grob charakterisiert und ihre mogliche Verbindung zu TRPC4 diskutiert.

Bei dem Screening wurde das Hspa8-Protein (Heat shock protein 8) am
haufigsten gefundenen, es wird auch Hsc70 genannt. Es ist ein ubiquitar
exprimiertes Chaperon, das zu der Familie der Hitzeschock Proteine 70 gehort.
Hspa8 kommt unter anderem im Gehirn vor und konnte dort in den Synapsen
nachgewiesen werden (Bechtold et al. 2000). Hspa8 scheint eine wichtige
Funktion in dem Schutz vor Parkinson zu haben, in dem es die Aggregation von
alpha-Synuclein verhindert (Pemberton et al. 2011). Es ist bereits bekannt, dass
Hspa8 mit einem Natriumkanal interagiert und bei dessen Transport vom
Endoplasmatischen Retikulum in die Zellmembran eine wichtige Rolle spielt
(Vila-Carriles et al. 2007; Grifoni et al. 2008). Eine &ahnliche Funktion der

Interaktion kdnnte man sich fur Hspa8 und TRPC4 vorstellen.
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Das Tarbp2-Protein wurde mit zwei unabhangigen Klonen in dem Screening
gefunden (Abbildung 4-6). Das humane Tarbp2 Protein wurde in
Zusammenhang mit dem Hi-Virus entdeckt; es wurde als Protein charakterisiert,
das an die Trans- activation responsive RNS des HIV-1 bindet (Gatignol et al.
1991). Das Tarbp2 Protein ist ein RNS bindendes Protein, das ausschlie3lich
doppelstrangige RNS bindet. Fiur die Bindung von dsRNS besitzt das Tarbp2-
Protein zwei Bindestellen, eine dritte Bindestelle hat jedoch keine dsRNS
bindende Funktion (Yamashita et al. 2011). Frihere Untersuchungen zeigten,
dass die zweite Bindestelle dsSRNS mit hoher Affinitat binden kann als die erste
dsRNS-Bindedomane, beide Bindestellen zusammen haben die hodchste
Affinitat fir dsRNS (Gatignol et al. 1993). In Abbildung 5-1 sind die bekannten
Bindedomanen von Tarbp2 eingezeichnet, es ist zu erkennen, dass der
Carboxy-Terminus fur die Interaktion mit verschiedenen Proteinen wichtig ist.
Als Medipal Doméne wird der Bereich von Tarbp2 bezeichnet, an den die
Proteine Merlin, Dicer und PACT binden (Lee et al. 2004; Haase et al. 2005;
Laraki et al. 2008)

31 96 160 226 298 366

TRBP2 NH,[_] = [ -\ =] coon
KR-helix motif Merlin binding
dsRNA binding Dicer binding
D EEm— D — +——>
PKR and PACT binding PKR and PACT binding PACT binding
L J | J

dimerization dimerization protein-protein interactions

Abbildung 5-1 Humanes Tarbp2

Humanes Tarbp2 eingezeichnet sind die dsRNS Bindestellen (rot) und die Domé&nen,
welche fir die Interaktion mit anderen Proteinen wie PACT, Dicer und PKR bekannt
sind (Daniels and Gatignol 2012).

Das murine Tarbp2 wurde zuerst in Spermatozoen identifiziert und Prbp
(Protamine RNA binding protein) genannt (Zhong et al. 1998). Die Deletion des
murine Tarbp2 hat einen starken Phanotyp. So sterben fast alle tarbp2” Tiere
kurz nach der Entwohnung. Die Uberlebenden Tarbp2-defizienten Tiere sind
kleiner als ihre Wildtyp-Geschwister und die Mannchen haben einen Defekt in

der Spermatogenese (Zhong et al. 1999).

Ein bekannter Interaktionspartner des humanen Tarbp2 ist die RNS abhangige
Proteinkinase R (PKR); die beiden Proteine interagieren jedoch RNS

unabhangig. Durch die Interaktion mit Tarbp2 wird die Aktivitdt der PKR inhibiert
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und die Inhibierung von der PKR fihrt dazu, dass Tarbp2 ein gewisses
onkogenes Potential besitzt (Benkirane et al. 1997). Ein weiterer
Interaktionspartner von Tarbp2 ist das Protein PACT; es handelt sich um ein
dsRNS bindendes Protein welches Tarbp2 sehr ahnlich ist. PACT interagiert
auch mit der PKR, jedoch wird die PKR durch diese Interaktion aktiviert (Gupta
et al. 2003). Der Tumorsuppressor Merlin bindet an Tarbp2 und sorgt fiur die
Ubiquitinierung und Degradation von Tarbp2 (Lee et al. 2006). Tarbp2 scheint
verschiedene Funktionen in der Zelle zu besitzen; so spielt es eine Rolle bei
Virusinfektionen, dem Zellwachstum und es hat onkogene Eigenschaften. Eine
weitere wichtige Funktion von Tarbp2 ist die mikroRNS Biogenese. Seit 2005 ist
bekannt, dass Tarbp2 mit dem Protein Dicer interagiert und fir die mikroRNS
Biogenese entscheidend ist (Chendrimada et al. 2005; Gregory et al. 2005). Es
wurde gezeigt, das Tarpb2 zusammen mit Dicer, der miRNS und Ago2 den
RISC loading complex (RLC) bildet. Dieser Komplex ist der Vorganger des RNA
induced silencing complex (RISC). Die moéglichen funktionenllen Konsequenzen
der Interaktion von Tarbp2 mit TRPC4 wurden in der vorgelegten Arbeit

untersucht.

Ein weiterer putativer Interaktionspartner von TRPC4 ist das Adip-Protein
(Afadin dilute domain-interacting protein), welches auch unter dem Namen
Ssx2ip synovial sarcoma, X breakpoint 2 interacting protein bekannt ist. Adip ist
als Afadin bindendes Protein beschrieben worden, welches an den Zell-Zell
Adhasions-Verbindungen lokalisiert ist; es wird Uber eine mdgliche Rolle des
Proteins als Verbindung zwischen dem Nectin-Afadin und dem Cadherin-
Catenin-Systems spekuliert, und dass Adip auch fur die Organisation des
Aktinzytoskelets wichtig ist (Asada et al. 2003). Des Weiteren scheint Adip eine
wichtige Funktion in der Zellbewegung zu haben (Fukumoto et al. 2011). Die
Lokalisation von TRPC4 an Zell-Zell Kontakten und der Interaktion mit (-
Catenin ist bekannt (Graziani et al. 2010). Eine Interaktion von Adip und TRPC4
an Zell- Zell Adhasions-Verbindungen wéare demnach vorstellbar.

Es konnten zwei Kinasen als Interaktionspartner von TRPC4 identifiziert
werden. Eine davon ist die Creatine Kinase b, ein Gehirn spezifisches
zytosolisches Enzym, das fur die Energieversorgung im Gehirn von Bedeutung

ist (Wallimann et al. 1992). Es ist bekannt das die Creatine Kinase b mit den
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Kalium-Chlorid Ko-Transportern KCC2 und KCC3 interagiert (Inoue et al. 2004;
Salin-Cantegrel et al. 2008). Vielleicht konnte die Kinase auch mit

Kationenkanalen wie TRPC4 interagieren.

Als weiteren Interaktionspartner von TRPC4 wurde das Ataxinl0O-Protein
gefunden. Uber die Funktion des Proteins ist jedoch noch wenig bekannt. Es
konnte im Gehirn von Ratte, Maus und Mensch nachgewiesen werden und
scheint dort in den Zellen im Zytoplasma lokalisiert zu sein (Marz et al. 2004;
Waragai et al. 2006). Eine Mutation des Proteins wird mit der Krankheit
Spinozerebellarer Ataxie Typ 10 (SCA10) in Verbindung gebracht (Matsuura et
al. 2000; Wakamiya et al. 2006). Ataxinl0 hat mehrere bekannte
Interaktionspartner dazu gehdren die Proteine Polo-like Kinase 1 (Li et al.
2011), die G- Protein B2 Untereinheit 11; diese Interaktion wurde Uber ein Hefe-
zwei-Hybrid System gefunden (Waragai, Nagamitsu et al. 2006) und das
Protein O-GIcNAc Transferase in pankreatischen B Zellen; diese Interaktion

wurde mit dem CytoTrap System gefunden (Andrali et al. 2005).

Das Protein Stard3-nl wird auch MENTHO, MLN64 N-terminal homologue,
genannt. Bei dem Protein handelt es sich um ein Membranprotein, welches in
der Membran von spaten Endosomen vorkommt, und in dem Zusammenhang
mit dem Transport von Cholesterin gefunden wurde. MENTHO ist ein
Phosphoprotein. Untersuchungen haben ergeben, dass der Amino- und der
Carboxy-Terminus in das Zytoplasma ragen (Alpy et al. 2002). Ob und wie eine
mogliche Interaktion von Stard3-nl und TRPC4 aussehen kdnnte und welche

Funktion diese haben kodnnte ist offen.

Das Screening nach Interaktionspartnern von TRPC4 ergab ein weiteres
endosomales Protein, Vps24, auch Chmp3 (Charged multivesicular body
protein) genannt. Das Protein Vps24 ist Uber basische Aminosaurereste an die
Plasmamembran assoziiert. Das Protein hat eine Funktion bei der Abspaltung
von Endosomen (Muziol et al. 2006). Ob die Interaktion von Vps24 mit TRPC4
eine Rolle fur den Transport von TRPC4 aus der Zellmembran hat, muss

untersucht werden.

Von der Familie der 14-3-3 Proteine wurden zwei Isoformen in dem Screening

gefunden. Die Proteine 14-3-3 beta und 14-3-3 eta konnten als mogliche
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Interaktionspartner von TRPC4 identifiziert werden. Die 14-3-3 Proteinen
kommen in allen Zellen und Geweben von Eukaryoten vor (van Heusden 2005)
und bilden dort Homo- oder Heterodimere aus (Jones et al. 1995). Die
Interaktion von 14-3-3 Proteinen mit den Kaliumkanéalen, TASK-1, TASK-3 und
TASK-5 ist wichtig fir deren zellulare Lokalisation und Funktion (Rajan et al.
2002). Eine ahnliche Funktion der Interaktion von den 14-3-3 Proteinen flr
TRPC4 ware denkbar.

Das Protein Cab39 (Calcium binding protein 39) ist auch unter dem Namen
MO25 bekannt, da es 1993 aus Maus Morula kloniert wurde. Aufgrund von
Sequenzahnlichkeiten zu kalziumbindenden Proteinen wurde angenommen,
dass es sich um ein kalziumbindendes Protein handelt (Miyamoto et al. 1993).
Uber die Funktion des Proteins war aber lange nichts bekannt. In neuerer Zeit
ist ein wenig mehr tber die Funktion des Cab39 Proteins bekannt geworden. So
konnte gezeigt werden, dass Cab39 mit einer Pseudokinase STRADa/
interagiert und zusammen mit der Kinase LKB1 einen Komplex bildet. Die
Interaktion mit Cab39 erhoht die Aktivitat der Kinase LKB1 (Boudeau et al.
2003). Des Weiteren scheint Cab39 die Aktivitat anderer Kinasen zu regulieren,
dazu gehotren die Proteinkinasen SPAK/OSR1 und MST3/ MST4/ YSKI.
SPAK/OSRL1 sind fir die Regulation der lonen Homdéostase und den Blutdruck
verantwortlich und MST3/ MST4/ YSK1 spielen eine Rolle bei der Entwicklung
und Morphogenese. Die Interaktion mit Cab39 hat die Kinaseaktivitdt von
SPAK/OSR1 stark erhoht (Filippi et al. 2011). Es ist denkbar, dass eine
Interaktion von Cab39 mit TRPC4 eine Phosphorylierung von TRPC4 zur Folge

haben kdnnte.

In dem Screening wurde eine weitere Kinase gefunden, die Casein Kinase
gamma. Die Casein Kinasen sind eine Familie von Serin/ Threonin Kinasen, die
verschiedene regulatorische Funktionen erflillen. Wichtig sind die Casein
Kinasen zum Beispiel fur den circadianen Rhythmus, Membrantransport oder
das Zytoskelett (Cheong and Virshup 2011). Die Casein Kinase Gamma ist in
der Familie der Casien Kinasen einzigartig, da sie Uber einen palmitoylierten
Carboxy-Terminus verfiigt Uber den sie in der Plasmamembran verankert ist,
sie verbindet die Aktivierung des Wnt Rezeptors mit dem zytoplasmatischen

Signalweg (Davidson et al. 2005). Die Membranlokalisation der Casein Kinase
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1 gamma macht sie zu einem interessanten putativen Interaktionspartner von
TRPCA.

Das Screening Verfahren war demnach erfolgreich. Es wurden 15 putative
Interaktionspartner von TRPC4 gefunden. Keines der gefundenen Proteine war
bis dahin als Interaktionspartner von TRPC4 oder andern TRPC Kanélen
bekannt gewesen. Einige der Proteine sind jedoch mit anderen lonenkanalen
oder der Plasmamembran assoziiert. Das CytoTrap System erwies sich als
geeignet fiur das Auffinden neuer Interaktionspartner von TRPC4. Auffallig war
jedoch die hohe Quote an falsch-positiven Ergebnissen, diese waren auf die
Ruckmutation des cdc25 Gens zurickzufiihren. Die Hitzesensitivitat des
cdc25H Stammes ist allein von einer Punktmutation in dem cdc25 Gen
abhangig. Durch die langen Inkubationszeiten kommt es zu Revertanten. Die
Moglichkeit der Rickmutation wurde vom Hersteller erwahnt. Durch die
Retransformation konnten die falsch-positiven Klone einfach erkannt und
aussortiert werden (Abbildung 4-5). Die Ergebnisse des Screenings waren ein
erster Hinweis auf eine mogliche Interaktion der gefundenen Proteine mit
TRPC4; in den folgenden Versuchen wurde versucht, diese Interaktion
unabhangig zu bestéatigen und einen moglichen Effekt auf die TRPC4-Aktivitat

zu identifizieren.

5.2 Bestatigung der Wechselwirkung der Proteine mit TRPC4

Die in dem Hefe-zwei-Hybrid Systems identifizierten Interaktionspartner von
TRPC4 sollten unabhéngig auf ihre Interaktion mit TRPC4 untersucht werden.
Um die Interaktion der Proteine mit TRPC4 zu verifizieren wurden
Koimmunpréazipitationen durchgefuhrt. Im ersten Schritt wurden die Volllangen
cDNS der Protein aus cDNS von Hirn von Maus amplifiziert, oder k&auflich
erworben und in den p3xFlag Vektor kloniert. Die cDNS wurden mit dem 3xFlag
Epitop als Fusionsproteine exprimiert. In der Arbeitsgruppe ist ein guter
Antikdrper fur TRPC4 und auch ein guter Antikbrper gegen das Flag Epitop
vorhanden. Die cDNS der Proteine wurden in der menschlichen Zelllinie
HEK293 exprimiert. TRPC4 ist ein Membranprotein; um flr eine
Koimmunpréazipitation zuganglich zu sein, muss es mit einer Detergenz aus der

Membran gel6ést werden. Die Wahl der Detergenz ist dabei entscheidend. Fur
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die Koimmunprazipitationen wurden in dieser Arbeit das ionische Detergenz
SDS und das nicht-ionische Detergenz DDM verwendet. Es konnte beobachtet
werden, dass das Ergebnis der Koimmunprazipitation abhangig von der
verwendeten Detergenz war; so konnte eine Wechselwirkung zwischen
Ataxin10 und TRPC4 nur in Gegenwart von SDS nachgewiesen werden nicht
aber in Gegenwart von DDM (Abbildung 4-7A und B). Alle anderen
Koimmunpréazipitationen ergaben mit SDS und DDM das gleiche Ergebnis. Von
den flinfzehn Interaktionspartnern, aus dem Hefe-zwei-Hybrid, prazipitierten
acht Proteine mit TRPC4; darunter waren die Proteine Ataxinl0, 14-3-38,
Cab39, Hspa8, Adip, Vps24, Tarbp2 und Casein Kinase b (Tabelle 4-2).

Wie an dem Beispiel von Ataxinl0 und TRPC4 gezeigt, kann das Ergebnis
einer Koimmunprézipitation von der Verwendung von Detergenzien abh&ngig
sein. In dieser Arbeit wurden nur die Proteine weiter auf inren Effekt auf TRPC4
getestet, die in der Koimmunprazipitation positiv waren. Die positive
Koimmunprézipitation zusammen mit dem vorangegangenen positiven Ergebnis
in dem Hefe-zwei-Hybrid System wurden als Beweis fur eine Interaktion der

Proteine mit TRPC4 angesehen.

5.3 Effekt der Interaktionen auf die TRPC4 Aktivitat

Nachdem die Interaktion der Proteine durch die  positiven
Koimmunprézipitationen verifiziert worden war; sollte nun der Effekt der
Interaktion auf den durch TRPC4 vermittelten Kalziumeinstrom untersucht
werden. Hierzu wurde die Anderung der zytosolischen Kalziumkonzentration in
HEK Zellen gemessen. Im ersten Schritt wurden HEK M2R TRPC4 Zellen
untersucht, die in kalziumhaltiger Badldsung gehalten und dann mit Carbachol
stimuliert wurden. Carbachol ist ein Agonist der muskarinergen Rezeptoren;
nach Bindung von Carbachol an einen muskarinergen Rezeptoren werden die
jeweilligen G-Proteine aktiviert und dissoziieren. Die G-Proteine vom Gg11 Typ
aktivieren wiederum die Phospholipase C welche PIP, zu DAG und IP3
hydrolysiert. IP3 interagiert mit dem IPs;Rezeptor; dies fuhrt zur
Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum und einem Anstieg
der intrazellularen Kalziumkonzentration. Die Entleerung des

Endoplasmatischen  Retikulums  fuhrt zu einer  Aktivierung von
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speicheraktivierten Kalziumkanalen, z.B. von Orai-Kanalen. Carbachol aktiviert
in den HEK M2R Zellen allerdings gleichzeitig G-Proteine vom Gg;,-Typ und die
Gqi- oder der Ggy-Untereinheit des trimaren G-Proteins aktivieren direkt oder
indirkekt TRPC4 (Jeon, Lee et al. 2008; Jeon, Hong et al. 2012); die
gleichzeitige Aktivierung von Ggq flhrt zur Verminderung von PIP, und
gleichzeitig zum Anstieg von DAG und IP3, was wiederum zur Freisetzung von
Kalziumionen aus intrazellularen Speichern fihrt. Wie in der Einleitung
ausgefuhrt ist die Verminderung der PIP,-Konzentration und eine Erhéhung der
zytosolischen Kalziumkonzentration — neben der Ggjo-Aktivierung — notwendig

um den TRPC4-Kanal zu 6ffnen.

Die zunachst durchgefuhrte Stimulation mit Carbachol bewirkt also eine
Kalziumfreisetzung aus dem Endoplasmatischen Retikulum und gleichzeitig
einen Kalziumeinstrom tber Orai-Kandle aus dem extrazellularen Raum. Zuerst
wurde das Protokoll an HEK Zellen getestet, die die cDNS des muskarinergen
Rezeptors Typ 2 stabil exprimieren und Zellen die zusatzlich die cDNS von
TRPC4 exprimieren. Das Ergebniss des Versuchs zeigte, dass in beiden
Zelltypen ein Kalziumeinstrom nach Stimulation mit Carbachol erfolgte
(Abbildung 4-11). Die Zellen ohne TRPC4 zeigten eine Anderung der
Kalziumkonzentration; dies ist auf die beschriebenen Vorgange,
Kalziumausstrom aus dem Endoplasmatischen Retikulum und Kalziumeinstrom
aus dem extrazellularen Raum, zurickzufihren. Der beobachtete
Kalziueinstrom war jedoch wesentlich geringer, als der in Zellen die die cDNS
von TRPC4 exprimierten. Die HEK M2R TRPC4 Zellen zeigten im Vergleich zu
HEK M2R Zellen eine groRere Anderung der  zytosolischen
Kalziumkonzentration, die Amplitude des Kalziumeinstroms war hoher. Auf die
Erhdhung der  Kalziumkonzentration durch  Ausstrom aus dem
Endoplasmatischen Retikulum und Kalziumeinstrom aus dem extrazellularen
Raum durch Orai-Kanale, kam noch der Kalziumeinstrom aus dem

extrazellularen Raum durch TRPCA4.

Der Vergleich der Anderung der intrazellularen Kalziumkonzentration,
hervorgerufen durch Carbachol Stimulation, von Zellen, die die cDNS von
TRPC4 und Zellen, die die cDNS von TRPC4 und einem Interaktionspartner
exprimieren, sollte Aufschluss Uber einen Effekt der Proteine auf die Funktion

116



Diskussion

von TRPC4 geben. In den ersten Versuchen wurden HEK M2R TRPC4p Zellen
mit Zellen verglichen, die zusatzlich die cDNS eines Interaktionspartners
exprimierten. Die Ergebnisse zeigten keinen signifikanten Unterschied der
Anderung des zytosolischen Kalziums (Abbildung 4-12). Der Effekt, den ein
Kandidaten-Protein auf TRPC4 haben konnte, war vielleicht zu gering um ihn
unter diesen Bedingungen zu sehen. Die Potenzierung oder die Inhibierung der
TRPCA4-Aktivitat missten schon sehr ausgepragt sein, um sie unter diesen
Bedingungen zu sehen. Dies war aber nicht der Fall, und es konnte bei keinem
der Kandidaten-Proteinen ein Effekt auf die TRPC4-Aktivitdit nachgewiesen

werden.

Um die Aktivitat von TRPC4 von anderen Kalziumkanalen in den Zellen zu
isolieren, wurde ein zweites Messprotokoll verwendet (Abschnitt 3.12.1 und
4.3). In diesem Protokoll wurden die Kalziumstrome differenziell aktiviert. Zuerst
wurdein Abwesenheit von extrazellularem Kalzium die Ca-ATPase des
Endoplasmatischen Retikulums mit Thapsigargin inhibiert; dies fuhrt zu einer
passiven Entleerung der Kalziumspeicher des Endoplasmatischen Retikulums.
Dann wurde der Speicher-aktivierte Kalziumeinstrom durch die Zugabe von
extrazellularem Kalzium ermdéglicht; dieser Kalziumeinstrom wird tber die Zeit
durch Kalzium inhibiert. Erst dann wurde TRPC4 durch Carbachol stimuliert. Es
konnte gezeigt werden, dass es sich bei der Anderung der zytosolischen
Kalziumkonzentration nach Carbachol Stimulation um einen TRPC4
vermittelten Kalziumeinstrom handelt, da die Anderung der zytosolischen
Kalziumkonzentration nur in HEK Zellen, die TRPC4 exprimierten, zu
beobachten war (Abbildung 4-13). Um die Messung auszuwerten, wurden die
Amplitude und die Flache unter der Kurve des Carbachol induzierten
Kalziumeinstroms berechnet. Der Vergleich der Amplitude und der Flache unter
der Kurve zeigten, dass es keinen signifikanten Unterschied zwischen den
Kontrollzellen und Zellen, die zusatzlich ein Interaktionspartner von TRPC4
besalRen, gab (Abbildung 4-14A-D). So hatte die Koexpression der
Interaktionspartner Vps24, 14-3-33 und Cab39 mit TRPC4 keinen messbaren
Effekt auf die Funktion von TRPC4a oder TRPC4[3. Der Kalziumeinstrom durch
TRPC4 war nicht signifikant verdndert unabhangig davon, ob die cDNS des

interagierenden Proteins koexprimiert war.
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5.4 Tarbp2 und seine Interaktion mit TRPC4

Das Tarbp2-Protein wurde in dieser Arbeit als Interaktionspartner von TRPC4
identifiziert, der einen Einfluss auf die TRPC4-Funktion hat. Beide TRPC4
Varianten, TRPC4a und TRPC4 binden Tarbp2 (Abbildung 4-8 und Abbildung
4-10). Der Effekt, den Tarbp2 auf die Aktivitdt von TRPC4 haben kénnte, wurde
nun untersucht. Die Messung der Anderung der intrazellularen
Kalziumkonzentration, mit dem ersten Protokoll ergab keinen signifikanten
Effekt von Tarpb2 auf die Funktion von TRPC4 (Abbildung 4-12D). Dagegen
zeigten die Messungen mit dem zweiten Protokoll, dass Tarbp2 einen
signifikanten Effekt auf den Kalziumeinstrom durch TRPC4p nach Stimulation
der Zellen mit Carbachol hatte (Abbildung 4-15A). Der Vergleich der Amplitude
und der Flache unter der Kurve zeigte eine signifikante Steigerung bei
Koexpression von TRPC4f und Tarbp2 (Abbildung 4-15B). Auch die Messung
mit Zellen, die die TRPC4a cDNS exprimierte zeigte eine signifikante
Steigerung des Kalziumeinstroms nach Carbachol Stimulation nach
Koexpression der cDNS von Tarbp2 (Abbildung 4-16A). Die Koexpression von
Tarbp2 und TRPC4a oder B fuhrte zu einer 30%igen Erhohung des
Kalziumeinstroms nach Carbachol Stimulation. Um auszuschlieen, dass
Tarbp2 selbst eine Pore oder einen Kationenkanal bildet, wurde ein
Kontrollexperiment durchgefuhrt. Tarbp2 wurde in HEK M2R Zellen exprimiert
und die Messung wurde mit dem zweiten Protokoll durchgefiihrt. Es zeigte sich,
dass die Zellen die Tarbp2-cDNS exprimierten, sich genauso verhielten wie die
Kontrollzellen, die nur GFP exprimierten, beide reagierten nicht auf die
Carbachol Stimulation (Abbildung 4-17). Tarbp2 alleine war demnach nicht in
der Lage einen kalziumpermeablen Kanal oder eine Pore zu formen, durch die
Kalzium in die Zelle gelangen konnte. Die Erh6hung des Kalziumeinstroms
durch TRPC4 in Gegenwart von Tarbp2 war also auf Interaktion der beiden

Proteine zurtickzuftihren.

Es konnte gezeigt werden, dass Tarbp2 nicht nur mit dem TRPC4-Protein
wechselwirkt sondern auch einen Einfluss auf die Funktion des TRPC4-Kanals
hat. Um die Interaktion von Tarbp2 und TRPC4 naher zu untersuchen wurde
die Bindedoméne von Tarbp2 im C-Terminus von TRPC4 genauer
charakterisiert. Hierzu wurde ein Pull-down Experiment benutzt. Es wurden

GST-Fusionsproteine von dem TRPC4 Carboxy-Terminus hergestellt und mit
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diesen Fusionproteinen wurde Tarbp2 gebunden. Die Ergebnisse des
Experiments zeigen, dass zwei Abschnitte in der TRPC4 Sequenz, aa 625-697
und aa 786-847, Tarbp2 binden (Abbildung 4-20). Die erste Bindestelle fur
Tarbp2 im TRPC4 C-Terminus ist eine hochkonservierte Region, die in allen
TRPCs vorkommt (Abbildung 4-22). Die hdchste Sequenzidentitat zu der
gefundenen Bindestelle in TRPC4 unter den TRPC Proteinen weist TRPC5 auf.
Daraufhin wurde getestet, ob Tarbp2 auch mit TRPCS interagiert. Es zeigte
sich, das TRPC5 Tarbp2 bindet (Abbildung 4-23). Die zweite Bindestelle ist nur
in TRPC4a vorhanden; sie liegt genau in der Region, in der sich TRPC4a von
TRPC4B unterscheidet (Abbildung 4-21). Diese Domaéane ist als in vitro
Bindestelle von Calmodulin bekannt (Trost, Bergs et al. 2001). Calmodulin ist
als ein Inhibitor von TRPC4 beschrieben worden (Tang, Lin et al. 2001). In
einem Verdrangungsexperiment wurde untersucht, ob Tarbp2 mit Calmodulin
um diese Bindestelle konkurriert. Dazu wurde des TRPC4 C-terminale
Fusionsprotein LB5/6b (aa 786-847) mit Tarbp2 und steigenden Mengen an
Calmodulin inkubiert. Das Ergebnis des Experiments zeigt, dass in vitro
Calmodulin Tarbp2 von der Bindestelle im C-Terminus von TRPC4 verdrangt
(Abbildung 4-24). Ob sich eine funktionale Konsequenz aus der Kompetition der
Proteine Tarbp2 und Calmodulin um die Bindestelle in TRPC4 ergibt, wurde im
nachsten Schritt untersucht. Hierzu wurde die c¢cDNS von Tarbp2 und
Calmodulin in HEK M2R TRPC4a Zellen exprimiert. Zellen die zusatzlich die
cDNS von Calmodulin exprimierten zeigten eine signifikante Reduktion des
TRPC4 vermittelten Kalziumeinstroms nach Carbachol Stimulation (Abbildung
4-25, schwarze Spur). Wurde die cDNS von Calmodulin und Tarbp2 in HEK
M2R TRPC4a Zellen koexprimiert konnte der inhibitorische Effekt von
Calmodulin teilweise aufgehoben werden (Abbildung 4-25, hellgraue Spur). Die
teilweise Aufhebung des inhibitorischen Effekts von Calmodulin auf TRPC4, bei
der Koexpression der cDNS von Calmodulin und Tarbp2, kénnte auf die

Kompetition von Tarbp2 mit Calmodulin zurtickzufiihren sein.

Nachdem die Bindung von TRPC4 an Tarbp2 naher charakterisiert worden war
sollte nun die Bindung von Tarbp2 an TRPC4 untersucht werden. Dazu wurde
eine Tarbp2 Mutante hergestellt, welcher die zweite dSRNS Bindestelle fehlte.
Die Deletion der Aminosaurereste aa 209-223 in Tarbp2 fuhrte zu der Mutante

Tarbp222°922  (Abbildung 4-28A). Die Aminosaurereste liegen in einem
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Uberlappenden Sequenzabschnitt der beiden Tarbp2 Klone, die in dem Hefe-
zwei-Hybrid System gefunden worden waren (Abbildung 4-28A). Die cDNS
dieser Tarpb2 Mutante und die cDNS von TRPC4 wurden nun in HEK Zellen
koexprimiert; mit den Lysaten wurden Koimmunprézipitationen durchgefuhrt. Es
zeigte sich, dass Tarbp22°°??®* TRPC4 nicht mehr bindet (Abbildung 4-28B).
Ob die Aminosaurereste 209-223 die Bindedomé&ne von Tarbp2 fur TRPC4
bilden ist damit aber nicht sicher. Die deletierten Aminosaurereste konnten zu
einer Konformationsédnderung des mutierten Tarbp2 Proteins gefuhrt haben,
dies wiederum konnte Einfluss auf die Interaktion mit TRPC4 haben. Auch kann
keine endgultige Aussage daruber getroffen werden, ob die Bindung von
Tarbp2 an TRPC4 RNS vermittelt ist. Um dies zu Uberprufen konnten die

Zelllysate vor einer Koimmunprazipitation mit RNAse behandelt werden.

In der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass Tarbp2 TRPC4 bindet,
und dass diese Wechselwirkung einen potenzierenden Effekt auf die TRPC4
Aktivitat hat.

5.5 Die Bindung von Tarbp2 an eine konstitutiv offene TRPC4

Mutante
Die Untersuchung der Bindedom&anen von TRPC4 fur Tarbp2 ergab zwei
Sequenzabschnitte in dem Carboxy- Terminus von TRPC4 (Abbildung 4-20 und
Abbildung 4-21). In der Arbeitsgruppe wurde eine konstitutiv offen TRPC4-
Mutante identifiziert. Die konstitutive Offnung des Kanals wird durch eine
gezielte Punktmutation erreicht. An der Position 503 wird ein Glycinrest durch
einen Serinrest ausgetauscht. Dieses Serin kdnnte mit Aminosaureresten in
dem TRPC4 Carboxy-Terminus interagieren und die dadurch hervorgerufene
Konformationsanderung des Proteins filhrt zu einer Offnung der Pore. Die
Aminosaurereste die mit dem Serin wechselwirken konnten, liegen in einem
Sequenzabschnitt an den auch Tarbp2 bindet. Der Effekt der Bindung von
Tarbp2 an die TRPC4gs03s Mutante wurde mittels Messung der Anderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration untersucht. FUr die Untersuchungen
wurden die Zellen in kalziumfreiem Puffer gehalten, nach Zugabe von Kalzium
steigt die Kalziumkonzentration in den Zellen an (Abbildung 4-26). Die cDNS

von Tarbp2 wurde in HEK Zellen exprimiert die induzierbar die cDNS von
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TRPC4gs03s exprimierten. Die Untersuchung der Zellen zeigte, dass die
Koexpression von Tarpb2 mit der TRPC4gs03s Mutante eine Reduktion des
Kalziumeinstroms um 50% bewirkte (Abbildung 4-26). Dabei handelt es sich
nicht um eine Modulation des Kanals sondern um den Einfluss der Bindung von
Tarbp2 an TRPC4 und wahrscheinlich um eine damit einhergehende

Konformationséanderung (Abbildung 5-2).

*CaCI2

N C

Abbildung 5-2 Bindung von TRPC4¢g03s und Tarbp2

Durch eine Punktmutation ist der C-Terminus der Kkonstitutiv offene Mutante
TRPC4¢s03s in seiner Konformation geandert und die Mutante lasst Kalzium in die Zelle
einstromen. Durch die Bindung von Tarbp2 an den C-Terminus wird der
Kalziumeinstrom in die Zelle gemindert.

Den gleichen Effekt konnte bei der TRPCb5gs04s Mutante beobachtet werden,
wenn die cDNS von Tarbp2 koexprimiert wurde (Abbildung 4-27).

5.6 Dicer, Tarbp2 und TRPC4

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die Interaktion von Tarbp2 funktionelle
Konsequenzen auf die Aktivitat von TRPC4 hat, sollte nun untersuchet werden,
ob TRPC4 Uber Tarbp2 mit dem Dicer-Protein einen Komplex bildet. Das
Enzym Dicer ist ein Hauptinteraktionspartner von Tarbp2 und ein
Schlusselprotein des RISC Loading Complex (RLC) (Chendrimada, Gregory et
al. 2005; Gregory, Chendrimada et al. 2005; Haase et al. 2005). Dicer ist eine
Endoribonuklease Typ Ill, welche spezifisch doppelstrdngige RNS schneidet
(Nicholson 1999). Das Enzym Dicer ist ein zytoplasmatisches Protein, jedoch
konnte auch eine membranassoziierte Lokalisation von Dicer nachgewiesen
werden (Tahbaz et al. 2004). Die Endoribonuklease Dicer wurde aufgrund
seiner Fahigkeit langere dsRNS in kleiner 22nt lange Fragmente zu schneiden,
Dicer, nach einem Kuichengerat, benannt (Bernstein et al. 2001). Die

Endonuklease Aktivitdt von Dicer von Vertebraten ist ATP-unabhangig (Zhang
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et al. 2002), anders als das Dicer-2 Protein von Drosophila, welches ATP fur
seine Aktivitat benotigt (Cenik et al. 2011).

Die Struktur von Dicer weist verschieden Domanen auf, welche fir die Funktion
des Enzyms von entscheidender Bedeutung sind (Abbildung 5-3). Die Funktion
der Helikase Doméne ist noch nicht eindeutig charakterisiert; sie hat einen
autoinhibitorischen Effekt auf Dicer. Wenn sie fehlt oder mutiert ist, weist das
Enzym eine wesentlich hohere Aktivitdt auf (Ma, MacRae et al. 2008). Des
Weiteren ist die Helikase Domane als Bindestelle von Tarbp2 an Dicer bekannt
(Daniels et al. 2009). Es gibt Hinweise, dass die Helikase Doméne fur die
Selektion des Substrates von Dicer zustdndig ist, da sie mit der
einzelstrangigen Schleife der pre-miRNS interagiert (Ma et al. 2012). Die PAZ
(Piwi/ Argonaute/ Zwille) Domane ist eine RNS bindende Domane, konserviert
in Dicer und Ago Proteinen; in die PAZ Bindetasche passt ein 7 nt langes RNS
Fragment (Yan et al. 2003). Um 22 nt lange Fragmente aus den langeren
dsRNS Substraten zu generieren, ist das Zusammenwirken der PAZ Doméane
und der dsRNase Doméanen nétig (Ma, Zhou et al. 2012).

H. sapiens Dicer

i = EoEm | [ [N

B Helicase
& DUF283
W PAZ

E Rllla, Rlllb
B dsRBD

Abbildung 5-3 Struktur von Dicer

Struktur des humanen Dicers nach (Meister and Tuschl 2004). Im Amino-Terminus
befindet sich eine Helikasedomane (rot). Die PAZ Domane ist fur die korrekte RNS
Fragmentlange wichtig (blau). Im Carboxy-Terminus befinden sich die beiden
dsRNase llla und b Doméanen (griin); am Ende des Carboxy-Terminus befindet sich die
dsRNS Bindestellen (braun).

Die RNase Il Domanen sind fir die katalytische Aktivitat von Dicer
verantwortlich. Durch die interne Dimerisierung, die Bildung eines
intramolekularen Pseudodimers, der beiden RNase Domé&nen RNase llla und
RNase lllIb, wird die doppelstrangige RNS geschnitten (Du et al. 2008). Die
doppelstrangige RNS Bindedoméne (dsRBD) hat eine wichtige Funktion bei der
Bindung des Substrates durch Dicer (Ma, Zhou et al. 2012).

Das Enzym Dicer ist essentiell fur die Entwicklung; so sind Dicer-defiziente

Tiere nicht lebensfahig und sterben in den ersten Tagen der
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Embryonalentwicklung ab (Bernstein et al. 2003). Es konnte gezeigt werden,
dass eine Veradnderung der Expression von Dicer einen Einfluss auf die Bildung
von Tumoren im Menschen hat (Pellegrino et al. 2012). Die Depletion von Dicer
in Nestin-exprimierenden, sich in der Entwicklung befindende, Vorlauferzellen
fuhrte dazu, dass sich das Gehirn in der embryonalen Entwicklung nicht richtig
entwickelte. Die miRNS Regulation ist fur verschiedene Stadien der neuronalen
Differenzierung und Migration zustandig (McLoughlin et al. 2012). Dicer ist nicht
nur fir die Entwicklung des Gehirns essentiell sondern auch fir die Entwicklung
des Herzens. Mause bei denen das Dicer-Gen im Herzen deletiert ist, weisen
eine dilatative Kardiomyopathie auf und sterben kurz nach der Geburt (Chen et
al. 2008).

Die Regulation der Dicer Aktivitat geschieht auf verschiedenen Ebenen. So wird
Dicer durch einen Feedback Loop seines eigenen Produkts let-7 (miRNS)
reguliert, indem let-7 die mRNS von Dicer angreift (Forman et al. 2008). Es gibt
Hinweise, dass Dicer auf eine Kalzium/Calpain abhangige Weise aktiviert wird.
So soll das native Dicer Enzym in einer inaktiven Form vorliegen und durch die
kalziumabhangige Protease Calpain zu einer aktiven Form gespalten werden
(Lugli, Larson et al. 2005).

Um nun zu untersuchen, ob es einen TRPC4-Tarbp2-Dicer Komplex gibt, oder
die Aktivitat von TRPC4 und Tarbp2 einen Effekt auf die Aktivitat von Dicer hat,
wurden Koimmunprazipitationen und funktionelle Experimente durchgefuhrt.
Hierzu wurde im ersten Schritt die cDNS von Tarbp2, fusioniert an die cDNS
des Flag-Tags, und Dicer, fusioniert an die cDNS des HA-Tags, in HEK M2R
TRPC4a Zellen koexprimiert. Mit den Lysaten dieser Zellen wurden
Koimmunpréazipitationen durchgefiihrt. Das Ergebnis dieses Experiments war
nicht eindeutig (Abbildung 4-29A). Auffallig war, dass in der Fraktion die mit
dem Antikérper fir TRPC4 prazipitiert worden war Tarbp2 nicht mehr
detektierbar war (Abbildung 4-29A, mittlerer Blot). Die Interaktion zwischen
Tarbp2 und Dicer ist bekannt und konnte in dem Experiment bestatigt werden.
Die Koimmunprézipitation zeigt jedoch, dass die Koexpression von Dicer die
Bindung von Tarbp2 an TRPC4 unterbindet (Abbildung 4-29). Dicer scheint mit
TRPC4 um die Bindung an Tarbp2 zu konkurrieren. Scheinbar prazipitierte
TRPC4 mit Dicer (Abbildung 4-29A, oberer Blot). Ein Kontrollexperiment bei
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dem TRPC4 in Abwesenheit von HA-Dicer, mit dem Antikorper fir den HA-Tag
prazipitiert wurde, zeigte, dass TRPC4, auch ohne an ein HA-Tag fusioniert zu
sein, sehr gut mit dem HA-AntikGrper préazipitiert werden kann (Abbildung
4-29B). Um den HA- Antikorper zu umgehen, wurde die Koimmunpréazipitation
mit dem anti-Dicer Antikdrper wiederholt. Auch dieser Versuch hatte vor allem
ein konsistentes Ergebnis, namlich das in der Gegenwart von Dicer Tarbp2
nicht mehr mit dem Antikorper fur TRPC4 prazipitiert werden kann (Abbildung
4-30, unterer Blot). Weitere Immunpréazipitationen mit TRPC4 und endogenem
oder Uberexprimiertem Dicer zeigten, dass TRPC4 nicht mit Dicer interagiert
(Abbildung 4-31). Die Ergebnisse der Koimmunprazipitationen lassen den
Schluss zu, dass Trapb2, Dicer und TRPC4 nicht in einem Komplex vorliegen.
Eher scheint es so, dass Dicer um die Bindung von Tarbp2 mit TRPC4
konkurriert. Um einen mdglichen Effekt von Dicer auf die Funktion von TRPC4,
durch die Bindung an Tarbp2, zu untersuchen, wurde die Anderung der
intrazellularen Kalziumkonzentration von Zellen, die die cDNS der TRPC4gs03s
Mutante exprimieren, genutzt. In vorangegangenen Untersuchungen konnte
gezeigt werden, dass - wenn die cDNS von Tarbp2 mit der von TRPC4gs03s
Mutante koexprimiert wird - sich der Kalziumeinstrom in die Zellen um 50%
nach Zugabe von Kalzium verringert (Abbildung 4-26). Dies geschieht allein
durch die Bindung von Tarbp2 an den C-Terminus der Mutante. Fir die
Untersuchung, ob Dicer einen Einfluss auf die TRPC4 Aktivitat hat, wurde die
Funktion von TRPC4gs03s in Gegenwart von Dicer, Dicer und Tarbp2 und
Tarbp2 miteinander verglichen. Das Ergebnis zeigte, dass Dicer keinen Einfluss
auf den Kalziumeinstrom durch TRPC4gso3s hatte (Abbildung 4-32A, griine
Spur). Die Koexpression der cDNS von Tarbp2 und Dicer fuhrte zu keiner
Anderung des TRPC4gsoss vermittelten Kalziumeinstroms verglichen mit der
Kontrolle (Abbildung 4-32A, vergleiche turkise Spur mit schwarzer Spur). Das
bedeutet, dass Dicer um die Bindung von Tarbp2 mit TRPC4 konkurriert. Nur in
Gegenwart von Tarbp2 wurde der Kalziumeinstrom durch TRPC4gsoss
signifikant reduziert (Abbildung 4-32A, rote Spur). Auch die Auswertung der
Amplitude des Kalziumeinstroms zeigte, dass einzig Tarbp2 einen Einfluss auf
die Funktion von TRPC4gsoss hat (Abbildung 4-32, B). Es konnte gezeigt

werden, dass Dicer nicht in einem trimaren Komplex mit Tarbp2 und TRPC4 in
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der Zelle vorliegt. Des Weiteren deuten die Ergebnisse darauf hin, dass Dicer

mit TRPC4 um die Bindung von Tarbp2 konkurriert.

5.6.1 Die Dicer Aktivitat

Nachdem gezeigt worden war, dass Dicer keinen Einfluss auf die Funktion von
TRPC4 hat, sollte nun untersucht werden, ob TRPC4 vielleicht einen Einfluss
auf die Funktion von Dicer hat. Hierzu wurden Dicer-Aktivitats-Experimente
durchgefihrt. Im ersten Schritt wurde rekombinanter humaner Dicer mit einer
kurzen doppelstrangigen mit 3P markierten RNS inkubiert und die Spaltung der
dsRNS uber die Zeit beobachtet (Abbildung 4-34). Die Abbauprodukte des
rekombinanten Dicers entsprachen den Erwartungen; es entstanden ein 22 nt
Fragment und ein 15 nt Fragment (Abbildung 4-34). Im nachsten Schritt wurde
die dsRNS mit HEK Zelllysat inkubiert. HEK Zellen exprimieren endogen Dicer.
Der Abbau der dsRNS lie3 sich auch unter diesen Bedingungen beobachten; es
konnten jedoch nicht die erwarteten Abbauprodukte identifiziert werden
(Abbildung 4-35). Um zu untersuchen, ob der Abbau der dsRNS in dem
Zelllysat von Dicer vermittelt war, wurden HEK M2R TRPC4a Zellen mit der
cDNS von Dicer und Tarbp2 transfiziert. Mit den Zelllysaten wurde ein weiteres
Dicer-Aktivitats-Experiment durchgefihrt. Auch in diesem Ansatz waren die
Abbauprodukte 22 nt und 15 nt nicht zu identifizieren. Es zeigte sich aber, dass
wenn die cDNS von Dicer oder Tarbp2 Uberexprimiert war, es zu einem
schnelleren Abbaus der dsRNS kam (Abbildung 4-36D). Die Uberexpression
der cDNS von Tarbp2 fihrt zu einem schnelleren Abbau der dsRNS, weil
Tarbp2 die Aktivitdit des endogenen Dicers steigert. Somit konnte gezeigt
werden, dass auch wenn die erwarteten Abbauprodukte nicht eindeutig
identifiziert werden konnten, die Spaltung der dsRNS von Dicer vermittelt war.
Um einen mdglichen Zusammenhang zwischen der Aktivitat von TRPC4 mit der
Aktivitdt von Dicer zu finden, wurde eine Kalzium-Abh&ngigkeit der Dicer
Aktivitat untersucht. Dies konnte ein Hinweis auf das Zusammenspiel von
TRPC4 und der Biogenese von mikroRNS sein. Um die Kalzium-Abh&ngigkeit
von Dicer zu testen, wurden Lysate von HEK293 M2R TRPC4a Zellen in
Abwesenheit von Kalziumionen hergestellt, welche mit der cDNS von Dicer

transfizierten worden waren. Die Lysate wurden anschlieRend in Abwesenheit
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oder in Gegenwart von Kalziumionen prainkubiert; danach wurde das Dicer-
Aktivitats-Experiment durchgefuhrt. Unter diesen Bedingungen waren die
Abbauprodukte in Form eines 22 nt Fragments und eines 15 nt Fragments zu
identifizieren (Abbildung 4-37A und B). Die densitometrische Auswertung der
Banden 37nt, 22 nt und 15 nt, welche auf die Werte, die mit dem
rekombinanten Dicer erhalten worden sind, normalisiert wurden zeigen, dass
vor allem die 22 nt Bande Uber die Zeit an Intensitat zunimmt (Abbildung 4-37C
und D). Vergleicht man die Zunahme der Intensitat der 22 nt Bande unter
beiden Bedingungen, das heif3t in Anwesenheit und in Abwesenheit von
Kalziumionen, so ist eine Tendenz zu beobachten, dass die Intensitat der
Bande in den Lysaten mit Kalzium schneller zunimmt (Abbildung 4-37F). Wurde
nun der Quotient der Banden 37 nt, 22 nt und 15 nt berechnet und miteinander
verglichen zeigte sich, dass der Abbau der dsRNS durch Dicer in den Lysaten
mit Kalzium signifikant schneller war als in den Lysaten ohne Kalzium
(Abbildung 4-37 H). Eine kalziumabhangige Steigerung der Dicer Aktivitat
wurde in Neuronen gezeigt, sie wurde auf die Proteolyse von Dicer durch
Calpain  zuruckgefuihrt (Lugli, Larson et al. 2005). Calpaine sind
kalziumabhangige Cystein-Proteasen, wobei das Besondere an der Spaltung
durch Calpain ist, dass das Substrat nicht abgebaut sondern proteolytisch
prozessiert wird (Ono and Sorimachi 2012). Dies kann dazu fuihren, dass ein
Calpain Produkt aktiver ist, als das Ausgangssubstrat. Es zeigte sich, dass die
Aktivitat von Dicer auch in HEK Zellen durch Kalzium signifikant gesteigert
werden konnte. Nun sollte untersucht werden, ob Dicer in HEK293 Zellen auch
kalziumabhangig gespalten wird. Dazu wurden Lysate aus HEK M2R TRPC4a
Zellen unter denselben Bedingungen wie fir die Dicer-Aktivitats- Experimente
hergestellt. Die Lysate wurden fiir 1 h in Anwesenheit und in Abwesenheit von
Kalziumionen inkubiert. Das Ergebnis des Versuchs zeigt, dass der endogene
Dicer kalziumabhangig gespalten wird (Abbildung 4-38). Dicer besitzt eine
autoinhibitorische Helikase-Doméane (Ma, MacRae et al. 2008), diese scheint

kalziumabhangig abgespalten werden zu kdénnen.

Mit den Untersuchungen konnte kein direkter Einfluss von TRPC4 auf die Dicer-
Aktivitat nachgewiesen werden. Jedoch konnte die Kalziumabhangigkeit von
Dicer ein erster Hinweis auf das Zusammenspiel von dem Kationenkanal

TRPC4 und der Regulation der miRNS Biogenese auf Dicer Ebene, tber die

126



Diskussion

Interaktion von TRPC4 mit Tarbp2 sein. So ware denkbar, dass wenn wenig
Dicer vorhanden ist, das Uberschissige Tarbp2 an TRPC4 bindet und dadurch
die TRPC4-Aktivitat erhoht (Abbildung 4-15 und Abbildung 4-16). Wenn die
TRPC4-Aktivitat, durch die Wechselwirkung mit Tarbp2 erhdht ist, stromt mehr
Kalzium in die Zelle ein. Die erhthte Kalziumkonzentration fuhrt zu der
kalziumabhangigen Spaltung von Dicer durch Calpain. Das dadurch aktivere
Dicer prozessiert mehr pre-miRNS und es kommt zu einer Erhdhung der

MIiRNS. Die schematische Darstellung dieser Hypothese ist in Abbildung 5-4 zu

l Na, Ca

sehen.
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T Dicer
\‘ miRNA$

Abbildung 5-4 TRPC4, Tarbp2 und Dicer

Schematische Darstellung des Effekts der Aktivitat von TRPC4 auf Tarbp2 und Dicer.
Durch die Interaktion von Tarbp2 und TRPC4 stromt Kalzium in die Zelle ein, Calpain
spaltet Dicer in seine aktivere Form und es wird mehr miRNS gebildet.

Die Ergebnisse dieser Arbeit bieten erste Anhaltspunkte fur eine neue Funktion
von TRPC4 und der Regulation der miRNS Biogenese. Fir einen andern TRPC
Kanal, Xenopus TRPC1, konnte Kkurzlich gezeigt werden, dass der
Kalziumeinstrom durch TRPC1 ausreicht um Calpain zu aktivieren (Kerstein et
al. 2013).
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5.7 Ausblick

Die vorgelegte Arbeit bietet Ansatzpunkte fur weitere Untersuchungen. Als
erstes konnten die Proteine, welche eine negative Koimmunprazipitation mit
TRPC4 gezeigt haben noch einmal mit anderen Detergenzien getestete
werden; in der vorgelegten Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Wahl der
Detergenz auf das Ergebnis der Koimmunprazipitation einen Einfluss haben

kann.

Es konnte interessant sein, die Interaktionspartner zu untersuchen, die in den
Koimmunprazipitationen TRPC4 gebunden haben, aber keinen Effekt auf die
TRPC4 Aktivitat zeigten. Fur diese Proteine misste ein geeignetes Protokoll zur
Untersuchung ihrer Wirkung auf die Aktivitat von TRPC4 gefunden werden.
Vielleicht ist die Anderung der Kalziumkonzentration nicht der geeignete
Indikator um die funktionelle Interaktion der Proteine zu untersuchen.
Womoglich wéaren Studien zur Lokalisation von TRPCA4 fur die Interaktion mit
den endosomalen Proteinen angebracht. Eine  Analyse des
Phosphorylierungsstatus von TRPC4 scheint fur die Untersuchung der Kinasen

geeignet.

In dieser Arbeit konnten 15 neue Interaktionspartner von TRPC4 identifiziert
werden. Acht der Proteine zeigten auch in den Koimmunprazipitationen
Wechselwirkungen mit TRPC4. Vier von diesen Proteinen wurden auf ihren
Effekt auf die TRPC4-Aktivitat getestet und ein Protein, Tarbp2, hatte einen
positiven Effekt auf die TRPC4-Aktivitat.

Auffallig war, dass mit dem CytoTrap System kein Protein gefunden wurde,
dass bereits als potenzieller Interaktionspartner von TRPC4 beschrieben wurde,
z.B. TRPC1, TRPCS5, der IP3-Rezeptor, Calmodulin, die By-Untereinheit der G-
Proteine oder NHERF. Es konnte in einem Kontrollversuch mit dem CytoTrap
System, bei dem gezielt die cDNS des Hefe TRPs Yvcl und seines bekannten
Interaktionspartners Calmodulin (Dissertation Yiming Chang, Medizinische
Fakultat 2010) in die Beute- und Kéder-Vektoren kloniert wurden, die Interaktion
nicht festgestellt werden. Warum die Interaktion nicht gezeigt werden konnte, ist
unklar. Ob mehrere Screens wiederholt druchgefiihrt werden muissen, oder ob

die Bedingungen des CytoTrap Systems eventuell nicht optimal sind, um die
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oben genannten Proteine zu finden, ist unklar. Inwieweit andere Methoden

angesichts der Komplexitat des Proteoms zielfiihrend sind, muss sich zeigen.
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