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Zusammenfassung

1. Zusammenfassung

Die vorliegende Arbeit beschéftigt sich mit der Charakterisierung von Transient Rezeptor
Potential (TRP)-lonenkanalen in priméren Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus mit Hilfe
von immunzytochemischen Farbungen, Migrations- und Proliferationsassays, sowie
fluorometrische Messungen der cytosolischen Ca?*-Konzentration (Calcium-Imaging). Die
zahlenmallig am starksten vertretenen Zellpopulationen in Ruckenmarkskulturen aus der
Maus stellen Astrozyten, Mikroglia-Zellen und Oligodendrozyten. In RT-PCR-Experimenten
mit mMRNA aus durchflusszytometrisch sortierten GLAST-positiven Rickenmarks-Astrozyten
lassen sich Transkripte fir TRPC1, TRPC2, TRPC3, TRPC4, und TRPC6 nachweisen.

Der TRPC2/3/6/7-Agonist 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol fihrt in Wildtyp-, und in TRPCS3-
defizienten Astrozyten zu cytosolischen Ca?*-Signalen, die sich nicht signifikant unterscheiden.
Dennoch war sowohl die Migrations-, als auch die Proliferationsrate von Astrozyten aus
TRPC3-defizienten Mausen signifikant reduziert.

Neben 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol fuhrte auch der TRPC4/5-Agonist EnglerinA zu einem
cytosolischen Ca?*-Anstieg in den Astrozyten. Das EnglerinA-induzierte Ca?*-Signal war in
TRPC4-defizienten Astrozyten signifikant reduziert, was auf eine funktionelle Expression von
TRPC4 in den Astrozyten des Rlckenmarks der Maus hinweist. Die TRPC4-defizienten
Astrozyten zeigten im Vergleich zu Astrozyten aus dem Rickenmark von Wildtyp-Méausen eine
verminderte Proliferationsfahigkeit, wohingegen die Migrationsfahigkeit unverandert war.
Astrozyten aus TRPC1-defizienten Mausen zeigten im Vergleich zu Wildtyp-Zellen eine
erhohte basale cytosolische Ca?*-Konzentration, sowie einen signifikant erhthten Ca?*-
Anstieg nach Applikation von EnglerinA. Da heteromere TRPC1/TRPC4-Kandle eine
geringere Ca?*-Permeabilitat als homomere TRPC4-Kanale aufweisen, deutet dieses
Ergebnis darauf hin, dass TRPC1 in Astrozyten des Rickenmarks heteromere Kanale mit
TRPC4 bildet.

Zusammenfassend zeigt die vorliegende Arbeit, dass Astrozyten aus dem Rickenmark der
Maus funktionelle 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol- (TRPC2/3/6/7) und EnglerinA-aktivierte
(TRPC1/4) Ca?*-permeable Kationenkanale exprimieren, die an der Ca?*-Homdostase sowie
an der Migration (TRPC3) und Proliferation (TRPC3 und TRPC4) der Zellen beteiligt sind.
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Zusammenfassung

Summary

The role of TRPC-channels in spinal cord astrocytes

The present work deals with the characterization of transient receptor potential (TRP) ion
channels in primary astrocytes from the mouse spinal cord using immunocytochemical
staining, migration and proliferation assays, as well as fluorometric measurements of the
cytosolic Ca?*-concentration (calcium imaging). The most numerous cell populations in mouse
spinal cord cultures are astrocytes, microglial cells and oligodendrocytes. Transcripts for
TRPC1, TRPC2, TRPC3, TRPC4, and TRPC6 can be detected in RT-PCR experiments with
MRNA from flow cytometrically sorted GLAST-positive spinal cord astrocytes.

The TRPC2/3/6/7 agonist 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol leads to cytosolic Ca?*-signals in wild-
type and TRPC3-deficient astrocytes that do not differ significantly. Nevertheless, both the
migration and proliferation rates of astrocytes from TRPC3-deficient mice were significantly
reduced.

In addition to 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol, the TRPC4/5 agonist EnglerinA also led to a
cytosolic Ca?*-increase in astrocytes. EnglerinA-induced Ca?*-signal was significantly reduced
in TRPC4-deficient astrocytes, indicating functional expression of TRPC4 in mouse spinal cord
astrocytes. The TRPC4-deficient astrocytes showed reduced proliferation ability compared to
astrocytes from the spinal cord of wild-type mice, whereas migration ability was unchanged.
Compared to wild-type cells, astrocytes from TRPC1-deficient mice showed an increased
basal cytosolic Ca?*-concentration, as well as a significantly increased Ca?*-increase after
application of EnglerinA. Since heteromeric TRPC1/TRPC4 channels have lower Ca?*-
permeability than homomeric TRPC4 channels, this result suggests that TRPC1 forms
heteromeric channels with TRPC4 in spinal cord astrocytes.

In summary, the present work shows that astrocytes from the mouse spinal cord express
functional 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (TRPC2/3/6/7) and englerinA-activated (TRPC1/4)
Ca?*-permeable cation channels, which are involved in Ca?-homeostasis as well as in cell
migration (TRPC3) and proliferation (TRPC3 and TRPC4).
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Einleitung

2. Einleitung

2.1  Astrozyten im zentralen Nervensystem (ZNS)

Der Begriff ,zentrales Nervensystem* fasst bei Wirbeltieren die Gesamtheit aller Zellen des
Gehirns und des Ruckenmarks zusammen. Etwa 10 % der Zellen werden von Neuronen
reprasentiert, wohingegen die restlichen 90 % von verschiedenen Gliazellen gestellt werden
(KIMELBERG, NEDERGAARD, 2010). Die Gruppe der Gliazellen besteht aus mehreren
verschiedenen Zelltypen, wobei Astrozyten, Mikroglia-Zellen und Oligodendrozyten die
zahlenstéarksten Fraktionen darstellen. Besonders wichtige Funktionen werden dabei von
Astrozyten erfullt. Das Wort Astrozyt, eine aus dem Griechischen stammende
Wortzusammensetzung von ,astron®, was Stern bedeutet und ,kytos®, was Zelle bedeutet,
weist auf das sternformige Aussehen der Zellen hin, welches durch die Zahl ihrer vielen
Zellfortsatze entsteht. Astrozyten haben viele Aufgaben und spielen im ZNS eine wichtige
Rolle. Sie regulieren beispielsweise den pH-Wert, die lonen-Zusammensetzung und den
Flussigkeitshaushalt im ZNS. Uber gap junctions sind sie untereinander verbunden und
konnen mithilfe kleiner Molekile wie IP3, ATP, Ca?" und anderer second messenger
miteinander kommunizieren. Uber ihre Zellfortsatze nehmen sie Einfluss auf eine Vielzahl
anderer Zellen und bilden eine Stutzfunktion fir den komplexen Aufbau des ZNS. Sie spielen
eine grol3e Rolle bei der Wiederaufnahme von Neurotransmittern aus dem synaptischen Spalt
zwischen Neuronen und kénnen dadurch und durch eigene Transmitter die synaptische
Signal-Ubertragung beeinflussen. Zudem interagieren Astrozyten mit Zellen des
Gefalisystems, wo sie nicht nur Transmitter und wichtige Nahrstoffe fir den Stoffwechsel des
ZNS aufnehmen und abgeben, sondern auch eine Barrierefunktion fir schadliche Stoffe
erfillen. lhnen wird damit eine wichtige Komponente an der Funktion der Blut-Hirn-Schranke
zugeschrieben (CABEZAS et al., 2014). Astrozyten dienen dadurch sowohl dem Schutz, als
auch der Versorgung von Neuronen. Darlber hinaus férdern sie mit promoting-Faktoren schon
frih die Entwicklung von Neuronen und bilden durch ihren grof3en Einfluss auf die
Angiogenese den Grundstein der Gefallversorgung im ZNS (MARAGAKIS, ROTHSTEIN,
2006; MONTGOMERY, 1994). Astrozyten stellen sich unter dem Mikroskop als relativ grof3e,
sternférmige Gliazellen dar. Eine bessere ldentifizierung gelingt durch das Anfarben von
Proteinen, die vorwiegend in Astrozyten gebildet werden. Prominente Marker-Proteine sind
dabei unter anderem das glial fibrillary acidic protein (GFAP) (BIGNAMI, DAHL, 1974), der
glutamate aspartate transporter (GLAST) (SHIBATA et al., 1997) und das S100 Ca?*-binding
protein (S100B) (TATEISHI et al., 2006).

2.2  Calcium und Ca?"-Signale
Calcium ist ein chemisches Element, welches in chemisch gebundener oder in ionisierter Form

in Lebewesen vorkommt. In Verbindung mit Phosphat bildet Calcium als Hydroxylapatit einen
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wichtigen Bestandteil von Knochen und Zahnen und ist in dieser festen Form maf3geblich fir
deren Stabilitat verantwortlich. In freier Form besitzt Ca?" eine groRe Bedeutung fir die
Aufrechterhaltung des elektrochemischen Membranpotentials und dient als pH-Puffer oder
Enzymaktivator. An der Synapse reguliert Ca?* die Freisetzung von Neurotransmittern und
stellt so die neuronale Erregungsweiterleitung sicher. Als second messenger ist es wichtiger
Faktor zu Erregung der Muskulatur. Des Weiteren spielt Ca?* eine wichtige Rolle sowohl bei
der Transkription von Genen als auch bei der Migration und der Proliferation von Zellen. Die
cytoplasmatische Basiskonzentration von Ca?* in nicht stimulierten Zellen liegt zwischen 50
und 150 nM, wobei lokal die Ca?*-Konzentration nach Zell-Stimulation mit bis zu 100 uM etwa
1000-fach hoher liegen kann (PATEL, DOCAMPO, 2010). Die Erhoéhung der
zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration kommt dabei durch die Entleerung intrazellularer Ca*-
Speicher oder durch Ca?*-Einstrom aus dem extrazellularen Raum zustande. Eine besondere
Funktion hat das endoplasmatische Retikulum (ER) als intrazellularer Ca?*-Speicher. Eine
Ca?*-Ausschittung aus dem ER kann dabei durch eine Aktivierung von Inositol-1,4,5-
triphosphat(IP3)-Rezeptoren oder Ryanodin-Rezeptoren vermittelt werden. IP3 entsteht durch
vorangegangene Gg-Protein-gekoppelte oder Rezeptortyrosinkinase-gekoppelte Aktivierung
der Phospholipase C (PLC), die Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat in IPs und Diacylglycerol
(DAG) hydrolysiert. Eine Aktivierung von Ryanodin-Rezeptoren erfolgt tber steigende Ca?*-
Spiegel, was zu einer zusatzlichen Ca?*-Freisetzung aus dem ER fuihrt. Dabei wird von Ca?*-
induzierter Ca?*-Freisetzung gesprochen. Ein weiterer Weg zur Erhohung der cytosolischen
Ca?*-Konzentration geschieht Uber die Registrierung einer niedrigen ER-Ca?*-Konzentration
durch stromal interaction molecules (STIMs), die daraufhin ORAI-Proteine in der Zellmembran
aktivieren, die als Ca?*-sensitive lonenkanale fiir einen Anstieg der cytosolischen Ca?*-
Konzentration sorgen. Der Ca?*-Einstrom, der auf diese Weise zustande kommt wird als store
operated calcium entry (SOCE) bezeichnet. Auch von zellmembranstandigen TRPC-Kanalen
wird angenommen, dass sie fiir einen Anteil des SOCE verantwortlich und somit ebenfalls in
die Ca?*-Homoostase von Zellen involviert sind (VENKATACHALAM et al., 2002). Um die
intrazellularen Ca?*-Speicher wieder zu fiillen, verfligt das ER Uber Ca?*-ATPasen (SERCA),
die zytoplasmatisches Ca?* ins ER transportieren. Die Aufnahme von Ca?* aus dem
Extrazellularraum, in dem unter physiologischen Bedingungen eine Ca?*-Konzentration von
etwa 2 mM herrscht, geschieht Uber verschiedene Ca®*-selektive oder nicht-selektive
Kationen-Kanale (REUTER, 1986). In Astrozyten des ZNS konnten viele verschiedene Ca?*-
Kanéle detektiert werden. Neben N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-Rezeptoren (CONTI et al.,
1996), a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid (AMPA)-Rezeptoren (FAN et
al., 1999) und durch intrazellulare Ca?*-Freisetzung aktivierten Ca?*-Kanalen (ORAI)
(MORENO et al., 2012), wurden auch TRP-Kanale nachgewiesen (SCIMEMI, 2013), die in

dieser Arbeit im Fokus stehen.
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2.3 Transient Receptor Potential (TRP)-Kandle

Der Begriff TRP-Kanédle beschreibt eine groRe Gruppe von lonenkanédlen, die alle fast
denselben Grundaufbau besitzen und permeabel fir Kationen sind. Der Ausdruck ,Transient
Receptor Potential* beschreibt eine Entdeckung, die 1969 bei der Untersuchung von mutierten
Photorezeptor-Zellen der Taufliege (Drosophila) gemacht wurde. Bei den mutierten Zellen
wurde bei andauerndem Lichtstimulus nur eine transiente, also eine schnell voriibergehende
Depolarisation (Potential) der Photorezeptoren gemessen, wéahrend Wildtyp-Zellen eine
kontinuierliche Depolarisation zeigten (COSENS, MANNING, 1969). Verantwortlich fur diesen
Phanotyp sind TRP-Proteine, die im Facettenauge der Fliege als lichtempfindliche Kationen-
Kanale fungieren (MONTELL, RUBIN, 1989).

In S&ugetieren lielRen sich bisher insgesamt 28 verschiedene TRP-Kandle in unterschiedlichen
Geweben und Zelltypen nachweisen. Diese kénnen anhand ihrer Struktur in 6 Unterfamilien
eingeteilt werden (Abb. 1 a): Die Klassische (TRPC1-7), die Vanilloide (TRPV1-6), die
Melastatin- (TRPM1-8), die Ankyrin- (TRPAL), die Mukolipin- (TRPML1-3) und die Polycystin-
Unterfamilie (TRPP2, 3 und 5) (WU et al., 2010).

Schon 1989 wurde vermutet, dass TRP-Proteine aus einer geraden Zahl transmembraner
Segmente mit cytosolischem N- und C-Terminus bestehen (MONTELL, RUBIN, 1989).
Mittlerweile konnte gezeigt werden, dass TRP-Proteine sechs transmembran-Doméanen
besitzen, wobei sich zwischen der finften und der sechsten Doméne ein porenbildender
Bereich befindet (Abb. 1 b) (VANNIER et al., 1998). Ein TRP-Kanal besteht aus 4 solcher
Untereinheiten (Tetramer), die entweder aus gleichen (Homotetramer) oder unterschiedlichen
TRP-Proteinen (Heterotetramer) zusammengesetzt sind (Abb. 1c) (STRUBING et al., 2001).
In den letzten Jahren konnte durch Kristallstrukturanalysen und Kryo-Elektronenmikroskopie
die Membranstruktur vieler TRP-Kanale aufgeklart werden, zum Beispiel TRPV1 (CAO et al.,
2013), TRPV2 (ZUBCEVIC et al., 2016), TRPV6 (SAOTOME et al., 2016), TRPAL1 (PAULSEN
et al., 2015), oder TRPC4 (VINAYAGAM et al., 2018). TRP-Kandle kénnen durch geeignete
Stimuli, wie pH- oder Temperaturveranderungen oder intrazellulare Liganden (FREICHEL et
al., 2012) aktiviert werden. In vivo erflllen sie viele Funktionen. Unter anderem sind sie an der
Temperaturregistrierung, der Wahrnehmung von Schmerz, der Proliferation von glatten
Muskelzellen oder der Ausprdgung von geschlechterspezifischem Verhalten beteiligt
(FLOCKERZI, 2007). David Julius und Ardem Patapoutian wurde 2021 der Nobelpreis fir
Physiologie/Medizin fur die Entdeckung des TRPV1-Kanals als wichtiger Ansatzpunkt zur
Entwicklung neuer Analgetika zugesprochen (CATERINA et al., 1997). Bis auf TRPV5 und
TRPV6, die nahezu ausschlieRlich fir Ca?" permeabel sind und TRPM4 und TRPM5, die
umgekehrt nur fur monovalente Kationen permeabel sind, sind TRP-Kanéle in aktiviertem
Zustand nicht-selektive Kationenkanéle und erlauben unter physiologischen Bedingungen den

Einstrom von Ca? und Na* (WU et al., 2010). Um die genauen Aufgaben einzelner TRP-Kanéle
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zu untersuchen, stehen verschiedene Agonisten und Antagonisten von TRP-Kandlen zur
Verfligung, wobei die Selektivitat vieler Liganden nicht durchgéngig gewéhrleistet ist. Einen
anderen Ansatz zur Untersuchung der Funktion dieser Kandle bietet die genetische
Modifikation von Mausen zur Inaktivierung, oder Uberexpression einzelner oder mehrerer
TRP-Gene.

So konnte beispielsweise nach Inaktivierung eines TRP-Gens von TRPM5-Kanalen eine
Beteiligung an der Insulinfreisetzung (BRIXEL et al., 2010; COLSOUL et al., 2010) und von
TRPV6-Kanalen an der Fertilitat mannlicher Mause gezeigt werden (WEISSGERBER et al.,
2012).

b
TRPP3TRPP2 Extrazellular
a TRPA1
RRYLRRKS
TRPC1 g;ggg }
TRPML3 TRPC4 Intrazellular

TRPV1 TRPM7 TRPM2
TRPM6

TRPV4
TREVS TRPM1 TRPM3

Abb. 1: Darstellung von TRP-Kandlen. a: Stammbaum der TRP-Familie, der die Einteilung
der TRPs in 6 Unterfamilien widerspiegelt: TRPC, TRPV, TRPM, TRPA, TRPML und TRPP.
b: Schematische Darstellung eines TRP-Proteins bestehend aus 6 Transmembrandoméanen
mit N- und C-Terminus. Die porenbildende Region befindet sich zwischen der funften und
sechsten Domane. c: Schematische Abbildung eines tetrameren TRP-Kanals bestehend aus
TRP-Proteinen. Abbildung modifiziert (CLAPHAM et al., 2001).

2.4 Die Unterfamilie der TRPC-Kanale

Die Unterfamilie der TRPC-Kanéle besitzt 7 Mitglieder (TRPC1-7), die alle die Funktion eines
nicht selektiven Kationenkanals erfullen. Das ,C* steht dabei fur den englischen Begriff
,canonical, zu Deutsch ,urspriinglich“, und spielt auf die Ahnlichkeit der TRPC-Kanale zu den
urspringlich in Drosophila entdeckten TRP-Kanalen an. Auch TRPC-Kanéle besitzen eine
tetramere Struktur, die aus identischen oder aus verschiedenen TRPC-Protein-Untereinheiten
aufgebaut ist (NILIUS et al., 2007). Die Peptidketten der einzelnen Untereinheiten weisen
Ahnlichkeiten auf. So zeigt der C-Terminus aller TRPC-Proteine ein spezielles ,TRP box“
Motiv, das die Aminosauresequenz ,EWKFAR*® enthalt. Im N-Terminus dagegen sind ,ankyrin
repeats” zu finden (CLAPHAM, 2003). Die Aktivierung von TRPC-Kanalen geschieht PLC-

vermittelt, wobei die Aktivierung der PLC durch G4-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder durch
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Rezeptor-Tyrosinkinasen erfolgt (FREICHEL et al., 2012). Daneben sind verschiedene direkte

Agonisten von TRPC-Kanalen bekannt.

2.4.1 TRPC1

Der TRPC1-Kanal war der erste TRP-Kanal, der in Sdugetieren entdeckt und kloniert wurde
(WES et al., 1995; ZHU et al., 1995). Im Zuge dieser Entdeckung wurden weitere ahnliche
TRP-Kanale in Saugetieren gefunden, die eine Einteilung der Kandle in die Unterfamilie der
TRPC-Kanale ermoglichte. TRPC1 findet sich sowohl in der Zellmembran, als auch im
endoplasmatischen Retikulum von Zellen, intrazellularen Vesikeln oder priméaren Zilien
(CHENG et al.,, 2008; NESIN, TSIOKAS, 2014). Bei Menschen und Nagetieren ist die
Expression von TRPCL1 in fast jedem Gewebe beschrieben, wobei vermutet wird, dass TRPC1
an vielen molekularen Vorgéngen im Korper beteiligt ist (NESIN, TSIOKAS, 2014). Nach
heterologer Uberexpression von TRPC1 und TRPC4 oder TRPC1 und TRPCS5 in HEK293-
Zellen wurden Unterschiede in der Strom-Spannungs-Kurve im Vergleich zu HEK-Zellen, die
TRPC4 oder TRPCS alleine exprimieren, sichtbar (STRUBING et al., 2001). Dies legte den
Schluss nahe, dass TRPC1 in der Lage ist, mit TRPC4 oder TRPC5 funktionstiichtige
heteromere Kationenkanale zu bilden. Zudem konnte gezeigte werden, dass TRPC1 auch mit
TRPC3, TRPC6 und TRPC7 (DAG-sensitive TRPCs) heteromere Kandle bildet, wobei die
Strom-Spannungs-Kurve im Vergleich zu den homomeren Kanalen zwar unverandert ist, diese
Kanale jedoch eine geringere Permeabilitat fir Ca?*-lonen aufweisen (STORCH et al., 2012).
Bislang ist unklar, ob TRPC1-Proteine auch funktionstiichtige homomere lonenkanale bilden
kénnen (DIETRICH et al., 2014). 2008 konnten Interaktionen zwischen TRPC1-Molekiilen,
stromal interaction molecules (STIMS) und ORAI-Molekiilen dargestellt werden (ZENG et al.,
2008). Nach Inaktivierung des TRPC1 Gens zeigten azindre Zellen der Glandula
submandibularis eine Verringerung der Ca?'-Freisetzung aus dem endoplasmatischen
Retikuum (AMBUDKAR, 2014). 2017 wurden in TRPC1-defizienten Gefal3zellen aus
menschlichen Nabelschnurvenen (human umbilical vein endothelial cells, HUVEC) ein
verminderter SOCE, sowie eine verminderte NO-Produktion gezeigt (QU et al., 2017). Dies
Ioste Kontroversen aus, da TRPC1-defizienten Erythrozyten einen unveranderten SOCE
zeigten (VARGA-SZABO et al., 2008).

2.4.2 TRPC2

TRPC2 ist im menschlichen Genom nur als Pseudogen vorhanden, ein humanes TRPC2-
Protein ist nicht bekannt. Dagegen lie3 sich das TRPC2-Protein bei Nagetieren sehr wohl
nachweisen, wo es besonders im vomeronasalen Organ, Erythroblasten, Spermien und
Gehirnzellen gefunden werden konnte (MILLER, 2014). Es konnte gezeigt werden, dass

TRPC2 mit dem strukturell sehr &hnlichen TRPC6 interagiert und auf diese Weise der durch
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Erythropoetin ausgeldste Ca?*-Einstrom in primaren, erythroiden Zellen reguliert wird (CHU et
al., 2004). Zusatzlich konnten Interaktionen von TRPC2 mit IP3-Rezeptoren festgestellt werden
(TONG et al., 2004). Weitere Forschungen zeigten zudem, dass mannliche, TRPC2-defiziente
Mause die Fahigkeit zur Geschlechtsunterscheidung verlieren und ein geringeres
Aggressionspotential gegeniber anderen Mannchen aufweisen (LEYPOLD et al., 2002). Die
genaue molekulare Signalkaskade zur Aktivierung von TRPC2 ist bislang noch nicht

verstanden.

2.4.3 TRPC3

Die erste Klonierung der TRPC3-cDNA gelang im Jahr 1996 (ZHU et al., 1996). Zusammen
mit TRPC6 und TRPC7 gehdrt TRPC3 zu den TRPC-Kanalen, die direkt durch Diacylglycerol
(DAG) aktiviert werden. Die Aminosaurensequenz von TRPC6 und TRPC7 ist mit der von
TRPC3 zu 69 % identisch (HOFMANN et al., 1999). TRPC3 spielt eine wichtige Rolle bei der
Regulierung des Gefalitonus, des Zellwachstums, der Zellproliferation und der pathologischen
Hypertrophie von Zellen (XU et al., 2013). Uber den Muskeltonus peripherer GefaRe
beeinflusst TRPC3 den GefalRwiderstand und damit den arteriellen Blutdruck (ADEBIYI et al.,
2010). Eine besonders hohe TRPC3-Expression findet sich in Zellen des Gehirns und des
Herzens (LICHTENEGGER, GROSCHNER, 2014). Vor allem in den cerebellaren
Purkinjezellen sind sie wichtiger Bestandteil von metabotropen Glutamatrezeptor-abhéngigen
Signalen (HARTMANN et al., 2008). Aber auch in kortikalen Astrozyten konnte eine
Beteiligung von TRPC3 an zellularen Ca?'-Signalen nachgewiesen werden, wobei eine
Defizienz von TRPC3 mit einer geringeren Astrogliose und verbesserter Wundheilung nach
einer Hirnverletzung einhergeht (BELKACEMI et al., 2017). TRPC3-Proteine interagieren mit
TRPC6 und TRPC7 (LICHTENEGGER, GROSCHNER, 2014), jedoch fanden sich auch
Hinweise auf Interaktionen mit ORAI-Proteinen zur Bildung heteromerer Ca?*-Kanale (LIAO et
al., 2007). Interessanterweise scheint eine schwache Expression von TRPC6 in glatten
Muskelzellen durch eine verstarkte Expression von TRPC3 kompensiert zu werden
(DIETRICH et al., 2005). Auch TRPC1 wurde als Interaktionspartner von TRPC3 beschrieben,
wobei die Ca?*-Sensitivitat des Kationenkanals vermindert ist, wenn TRPC1 eine Untereinheit
des Kanals stellt (STORCH et al., 2012). Ein besonderes Phanomen stellt eine Mutation im
TRPC3-Gen bei Mausen dar. Hierbei ist an Position 635 der Polypeptidkette Threonin durch
Alanin ersetzt. Homozygote Trager dieses Gens sind nicht Gberlebensfahig. Individuen, die
heterozygote Trager des mutierten Gens sind, haben Koordinationsschwierigkeiten bei
Bewegungen und eine verminderte Zahl an Purkinjezellen im Kleinhirn. Hieraus resultiert eine
sehr unsichere Art der Fortbewegung der Mause, was Anlass war, diese als sogenannte
moonwalker-Mause zu bezeichnen (BECKER et al., 2009). Die Rolle von TRPC3 im Ca?*-

Haushalt macht einen pharmakologischen Ansatzpunkt zur Beeinflussung bestimmter
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neuronaler Erkrankungen denkbar (KANEKO, SZALLASI, 2013). Mithilfe von TRPC3-
Uberexprimierenden HEK293-Zellen konnte gezeigt werden, dass Pyrazolium 3 (Pyr3) als
Inhibitor von TRPC3 fungiert (KIYONAKA et al., 2009). Da Pyr3 auch ORAI-Kanale blockiert,
wird empfohlen, Pyrl0, ein weiteres Pyrazoliumderivat, zu verwenden, welches eine hdhere
Selektivitat fur TRPC3, als fir ORAI aufweist (SCHLEIFER et al., 2012). Stimulierende Effekte
auf TRPC3-Kanale mit nachfolgender Ca?*-Freisetzung konnten durch DAG ausgeltst werden
(2.2). Ein synthetisches DAG-Analogon steht mit 1l-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) zur
Verfligung und kann zur Stimulation von TRPC3-Kanalen genutzt werden. Neben TRPC3
zeigten sich TRPC2, 6 und 7 als DAG/OAG-sensibel (HOFMANN et al., 2000). Da DAG/OAG
auch uber die Aktivierung der Phospholipase C eine Ca?*-Freisetzung aus intrazellularen Ca?*-
Speichern induziert, sollten zur Detektion TRPC3/6/7-abhangiger Ca?*-Signale (Ca?'-
Einstrom) vor Applikation von DAG/OAG die Speicher des ERs beispielsweise durch
Verwendung des SERCA-Inhibitors Cyclopiazonic acid (CPA) entleert werden (Abb. 2).

Abb. 2: OAG/DAG-induzierter
Ca?*-Einstrom. Eine Erhchung der
cytosolischen  Ca?*-Konzentration

TRPC-Kanal  kann durch Stimulation von G-
Protein gekoppelten Rezeptoren
%%%%%%%%%%%%%%%% (Gq), Uber DAG, uber Aktivierung
von TRPC-Kandlen durch Ca?-

Einstrom und durch IP3 vermittelte

Leerung der Ca?*-Speicher des ERs

zustande kommen. Auch
synthetisches OAG, ein Analogon

von DAG, hat Uber eine PLC-
Aktivierung, oder durch direkte
TRPC-Kanal-Aktivierung  Einfluss

2 auf die Ca?-Homoostase. Zur
(_‘,aZ+< 2 Ca Leerung der intrazellularen Ca?*-
SERCA Ca Speicher kann der SERCA-
Antagonist CPA verwendet werden.
! CPA Grafik modifiziert (PUTNEY, 1999).

ER

24.4 TRPC4

Die erste erfolgreiche Klonierung der TRPC4-cDNA wurde im Labor von Prof. Flockerzi
durchgefiihrt (PHILIPP et al., 1996). Die hichste Ahnlichkeit mit TRPC4 besitzt TRPC5 mit
einer Ubereinstimmung von 65 % der Sequenz der Polypeptidketten (PHILIPP et al., 1998).
Mithilfe von resolution-mass-Spektrometrie konnte gezeigt werden, dass TRPC1, TRPC4 und
TRPC5 in Zellen des Hippocampus miteinander heteromere Kationenkanéle bilden (BROKER-
LAl et al., 2017). Durch Kryoelektronenmikroskopie konnte 2018 die genaue molekulare
Struktur von TRPC4-Kanélen erfolgreich untersucht werden (DUAN et al., 2018; VINAYAGAM

et al., 2018). TRPC4 ist in vielen verschiedenen Gewebetypen exprimiert und konnte in Herz,
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Skelettmuskel, Lunge, verschiedenen Neuronen, in Mastzellen und weiteren Organen
nachgewiesen werden, wo TRPC4-Kanale unterschiedliche Aufgaben erfillen (FREICHEL et
al., 2014). Weitere Studien zeigten, dass das Ausschalten des TRPC1- und des TRPC4-Gens
einen praventiven Effekt gegenlber dem kardialen remodeling von Kardiomyozyten bewirkt
(CAMACHO LONDONO et al., 2015). In Verhaltensexperimenten mit TRPC4-defizienten
Mausen konnte ein abgeschwéachtes Angstverhalten festgestellt werden. Dabei wurden
verminderte Potentiale in neuronalen Zellen der Amygdala gemessen, wobei hier eine
verminderte Aktivitat von Gqq11-gekoppelten Proteinen als Ausloser vermutet wird (RICCIO et
al., 2014). Das Membran-Phospholipid Phosphatinositol-4,5-bisphosphat (PIP;) zeigte eine
hemmende Wirkung auf TRPC4-Kanale (OTSUGURO et al., 2008). Mit Englerin A (EgA)
wurde ein hocheffizienter, selektiver und direkter Agonist sowohl fir TRPC4- und TRPC5-
Kanéle, als auch fir heterogene TRPC1/TRPC4- und TRPC1/TRPC5-Kanale entdeckt (Abb.
3), der sich durch eine Toxizitat gegeniber verschiedener Krebszellen auszeichnet, die
TRPC4 und TRPCS5 exprimieren (CHEUNG et al., 2018). Ein sehr potenter selektiver Blocker
der TRPC1/4/5-Familie wurde mit Pico145 beschrieben (RUBAIY et al., 2017).

Na+ Caz+

TRPC1/TRPC4-Kanéle
TRPC1/TRPC5-Kanale

Extrazellular

RERRERRERREY
BRBRERBERRES

Intrazellular

R RRERRZRLLRLRRERRE
B BEBRBRERRBRERERRY

+

Abb. 3: Wirkung von Englerin A an TRPC4-
und TRPC5 Kanéalen. Englerin A (EgA) als
potenter Aktivator von homomeren TRPC4-
und TRPC5-, sowie heteromeren
TRPC1/TRPC4- und TRPC1/TRPC5-

Na o4 Kanalen mit resultierendem Ca2+- und Na+-
Caz+ Ca Einstrom in die Zelle. Grafik modifiziert
ca Na (AKBULUT et al., 2015).
245 TRPC5

Zwei Jahre nach der Klonierung der TRPC4-cDNA gelang die erfolgreiche Klonierung von
TRPC5 (PHILIPP et al., 1998). TRPCS5 ist weniger in peripheren Organen, daflir umso mehr
im zentralen Nervensystem exprimiert. Sowohl im Hippocampus, als auch im Cerebellum, der
Amygdala, oder der Retina konnte es nachgewiesen werden (ZHOLOS, 2014). TRPC5 spielt
eine Rolle bei der Regulation zentraler Prozesse, wie dem Essverhalten, dem
Glukosemetabolismus und dem Energiehaushalt (GAO et al., 2017). Auch fir das Monitoring
und die Regulierung des arteriellen Blutdrucks Uber Barorezeptoren wurde TRPC5 eine grol3e
Bedeutung zugesprochen (LAU et al., 2016). Sowohl beim Alterungsprozess von Gefal-
Endothelzellen, als auch bei oxidativem Stress der GefalRe wird TRPC5 ebenfalls eine Rolle
zugeschrieben (LI et al., 2017; NAYLOR et al., 2011). Es wird vermutet, dass die Gibermalige
Aktivitdt von TRPC5 in der Niere zu einem Verlust von Podozyten im Glomerulum der Niere

fuhrt, und somit die Filterfunktion der Niere negativ beeinflusst, was zu Proteinurie und im
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weiteren Verlauf zu einem porgredienten Nierenversagen fiihren kann (ZHOU et al., 2017).
Eine Uberexpression oder Uberaktivitat von TRPCS5 fiihrt jedoch nicht zu einer Zunahme von
Nierenerkrankungen (WANG et al., 2018). Neben EgA (2.4.4) stehen mit Riluzol und N-[3-
(adamantan-2-yloxy)propyl]-3-(6-methyl-1,1-dioxo-2H-1A®,2,4-benzothiadiazin-3-
yl)propanamide (BTD) zwei weitere Substanzen zur Verfligung, die als TRPC5-Agonisten fir
Experimente verfugbar sind (BECKMANN et al., 2017; RICHTER et al., 2014).

2.4.6 TRPC6

TRPC6 wurde zum ersten Mal im Labor von Professor Birnbaumer aus Zellen des Gehirns
von Mausen kloniert (BOULAY et al., 1997) und besitzt eine groBe Ahnlichkeit in der
Aminosauresequenz zu TRPC3 (WU et al., 2010). TRPC6 kann direkt durch DAG aktiviert
werden und wird beispielsweise in Zellen von glatten Muskeln, im pulmonalen Epithel oder von
Podozyten der Niere exprimiert (DIETRICH, GUDERMANN, 2014). Es konnte gezeigt werden,
dass eine Uberexpression von TRPC6 in den Nieren eine diabetische Nephropathie durch
Uberschiel3ende Proliferations- und Entziindungsreaktionen begunstigt (FU et al., 2018). Mit
Hilfe des TRPC6-Inhibitors Laryxil-N-methylcarbamate (SH045) gelang es aul3erdem die
Odembildung in der Lunge bei einem ischamischen Lungenreperfusionsschaden gunstig zu
beeinflussen (HAFNER et al., 2018). Schon 2016 konnte gezeigt werden, dass Laryxilacetat
als selektiver Inhibitor fir TRPC6 eingesetzt werden kann (URBAN et al., 2016). Dies stellt bei
autosomal dominanten Formen der fokal-segmentalen Glomerulosklerose, die durch TRPC6-
gain-of-funktion-Mutation (CHILUIZA et al., 2013) verursacht werden, einen mdglichen

Ansatzpunkt zur Therapie dar.

247 TRPC7

TRPCY7 ist das letzte Mitglied der TRPC-Familie, das kloniert werden konnte (OKADA et al.,
1999). Auch TRPCY7 ist, wie TRPC3 und TRPC6, DAG-sensitiv und teilt mit beiden Kanalen
eine hohe strukturelle Ahnlichkeit (WU et al., 2010). Eine Expression von TRPC7 konnte in
Lungengewebe, Myokard, Gehirn, Milz und Hoden nachgewiesen werden (ZHANG, TREBAK,
2014). Eine verringerte TRPC7-Expression mit daraus folgenden Stérungen im Ca?*-Haushalt
wurde in der Vergangenheit als mdgliche Komponente bipolarer Stérungen gesehen (YOON
et al., 2001). TRPC7-defiziente Mause zeigen eine héhere Krampfschwelle und eine geringere
Haufigkeit von Krampfanféllen (PHELAN et al., 2014).

25 Bedeutung und Funktion von TRPC-Kanalen in Astrozyten
Verletzungen des zentralen Nervensystems (ZNS) sind schwerwiegende Erkrankungen mit
hoher Inzidenz, die oft mit schweren neurologischen Komplikationen einhergehen. Die

zahlreichen chirurgischen und pharmakologischen Einflussmdglichkeiten sind unzureichend
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und es missen in Zukunft verbesserte Therapieansatze zur Behandlung verfiigbar werden.
Astrozyten spielen in der Heilung des ZNS auf zellularer Ebene eine zentrale Rolle. Im
Rahmen der Heilung kann es jedoch auch zu einer Uberschiel3enden Proliferations- und
Migrationsreaktion von Astrozyten kommen, was zu Vernarbungen der beschadigten Areale,
und den Untergang von Neuronen in diesen Bereichen, kurz zur Astrogliose fuhrt. Im Fokus
der Forschung standen in den letzten Jahren vor allem die Astrozyten des Cortex. Dabei
konnte beispielsweise fir TRPC1 und TRPCS3 ein Effekt auf traumatische Hirnverletzungen
gezeigt werden, wobei eine Hemmung oder eine Defizienz von TRPC3-Kandlen in einer
geringeren Proliferations- und Migrationsrate sowie in geringerer Astrogliose resultierte
(BELKACEMI et al., 2017). Durch Hemmung oder Defizienz von TRPC3-Kanalen konnte eine
verminderte Hochregulation des Astriogliose-Markers S100B gezeigt werden (MUNAKATA et
al., 2013; SHIRAKAWA, 2012). Dagegen konnte nach Applikation von Thrombin zur
Simulation einer Hirnverletzungen eine Hochregulation von S100B beobachtet werden, wobei
als Ursache eine Thrombin-induzierte Hochregulation von TRPC3-Kanélen in Astrozyten
vermutet wurde (SHIRAKAWA et al., 2010). Die Defizienz von TRPC1 dagegen fuhrte zu einer
erhéhten Migrationsrate von Astrozyten im Cortex (BELKACEMI et al., 2017). Auch in
Mullerzellen konnte nach Elimination von TRPC1 eine vermehrte Astriogliose beobachtet
werden (MOLNAR et al., 2016). Nach Hyperforin-induzierter Aktivierung von TRPC6-Kanalen
lieBen sich neben verminderter Astrogliose auch neuroprotektive Effekte bei Alzheimer-
Erkrankten zeigen (GRIFFITH et al., 2010).

Fur die TRPC-Unterfamilie gelang es bisher, die Expression von TRPC1, TRPC2, TRPC3,
TRPC4 und TRPCS®, nicht aber fir TRPC5 und auch TRPC7 in Astrozyten des Rickenmarks
nachzuweisen (MIYANO et al., 2010). Die Teilhabe der TRPs, insbesondere der TRPCs am
Ca?*-Haushalt der Astrozyten mit der Vielzahl an verschiedenen Wirkmechanismen stellt
weiterhin ein interessantes Forschungsfeld dar. Dabei sollten auch weiterhin insbesondere
nicht-invasive Mdoglichkeiten zur pharmakologischen Beeinflussung neurologischer Traumata
oder neurodegenerativer Erkrankungen untersucht werden, da bisherige chirurgische oder
bereits vorhandene pharmakologische Therapieansatze haufig keine zufriedenstellenden

Erfolge liefern.
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2.6 Ziele der Arbeit
Daraus ergeben sich fur die vorliegende Dissertation die folgenden Ziele:
1. Etablierung einer Praparationstechnik und Charakterisierung von Zellkulturen aus dem
Riuckenmark der Maus.
2. Analyse der Expression von TRPC-Kandlen in isolierten Astrozyten aus dem
Riuckenmark der Maus.
3. Funktionelle Untersuchungen der exprimierten TRPC-Kanéale durch Messungen der
cytosolischen Ca?*-Konzentration.
4. Untersuchungen zur Bedeutung der exprimierten TRPC-Kandle in Astrozyten des

Ruckenmarks bezlglich Zell-Migration und -Proliferation.
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3. Material und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Geréate
Geratebezeichnung Hersteller
Inkubator Binder

Zentrifuge Heraeus® Megafuge® 1.0 R

ThermoScientific

Ependorf-Zentrifuge 1-14 Sigma
PCR-Gerat T100™Thermal Cycler Bio-Rad
Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M ZEISS
Lichtquelle fir Fluoreszenzmikroskop LQ-HXP 120 LEJ
Lichtmikroskop Axiovert 40C ZEISS
Mikroskop Kamera AxioCam ZEISS
Mikroskop Axiovert 40C (Migrationsversuche) ZEISS
Photometer (96-well-plate-reader) Infinite M200 Tecan

Zell-zadhlkammer

Neubauer Zahlkammer

Gel-Elektrophorese-Kammer Consort EV 261 Sigma-Aldrich
Transluminator UVT-28 ME-HC HeroLab
Transluminator-Kamera B1228-U5 HeroLab
Mikroskop Axiovert S100 (Ca?*-Imaging) ZEISS

Mikroskop-Kamera Imago

TILL-Photonics

Monochromator Polychrome V (Ca?*-Imaging)

TILL-Photonics

Spektrophotometer NanoDrop 1000

peglLab

Praparierbesteck

Fine Science Tools

3.1.2 Chemikalien und Enzyme

3.1.2.1 Chemikalien

Name Abkirzung Hersteller/
Bezugsquelle

Agarose standard Agarose Roth

Roti®Garose gentechnologische | Agarose GTQ Roth

Qualitat

Borséaure Roth

Bovines Serum Albumin BSA AppliChem

Universitat des Saarlandes
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3',3",5',5"-Tetrabromophenol-

sulfonephthalein

Bromphenol Blue

Sigma

N-[3-(adamantan-2-yloxy)propyl]- | BTD Labor Prof. Dr. Michael
3-(6-methyl-1,1-dioxo-2H-1A8,2,4- Schafer, Pharmakologie
benzothiadiazin-3- und Toxikologie, Leipzig
yl)propanamide

Calciumchlorid-Dihydrat CaCl; + 2 H,O AppliChem
Cyclopiazonsaure CPA Alomone Labs
4‘,6-Diamidin-2-phenyolindol DAPI Sigma
Ethylendiamintetraessigsaure EDTA AppliChem

EnglerinA EgA Roth
Ethidiumbromidlésung 1 % Roth

Vectashield Mounting Medium

Fixierungsmedium

Vector laboratories

Fura-2-acetoxymethylester Fura-2AM Invitrogen

D-(+)-Glucose wasserfrei Glucose Roth

Glycerin 99 % wasserfrei AppliChem

Harnstoff Zentrales
Chemikalienlager —
Universitat des
Saarlandes

2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1- HEPES Roth

piperazinyl)-ethansulfonsaure

Kaliumchlorid KCI Zentrales
Chemikalienlager —
Universitat des
Saarlandes

Kaliumhydrogenphosphat KH2PO4 AppliChem

Magnesiumchlorid-Hexahydrat MgClz + 6 H20 Roth

3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3- | MTS Promega

carboxymethoxyphenyl)-2-(4-

sulfophenyl)-2H-tetrazolium)

Natriumchlorid NacCl VWR Chemicals

di-Natriumhydrogenphosphat
Dihydrat

Na:HPO4+ 2 H,O

Roth

1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol OAG Biomol GmbH
Riluzol Sigma
Tris(hydroxymethyl)aminomethan | TRIS-Puffer Roth
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Xylen-Cyanol

Sigma

3.1.2.2 Enzyme

Alle Enzyme stammen aus dem Kit SuperScript® Il One-Step RT-PCR System

with Platimum™ TagDNA-Polymerase von Invitrogen:

- Reverse Transkriptase: SuperScript™ Il

- Platinum® Taq DNA Polymerase

3.1.3 LOsungen, Puffer und Medien

PBS-LOsung:

Zellkulturmedium
ohne FCS:

Zellkulturmedium mit FCS:

P-L-L LOsung:

Trypsinlésung:

Paraformaldehyd-L6sung:

Substanz Konzentration (mM)
NacCl 137
KCI 2,7
KH2PO4 1,5
Na;HPO4+ 2 H.O 8,1

Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM 41966-029
(Gibco)

1 % GlutaMAX (Invitrogen)

100 U/ml Penicillin (Sigma)

100 pg/ml Streptomycin (Sigma)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium DMEM 41966-029
(Gibco)

1 % GlutaMAX (Invitrogen)

100 U/ml Penicillin (Sigma)

100 pg/ml Streptomycin (Sigma)

10 % FCS (fetal calf serum, Gibco)

0,1 mg poly-L-Lysin (Sigma) /ml PBS

0,1 ml Trypsin (Sigma) in 1 ml PBS aufgeltst

4 % Paraformaldehyd (PFA; Sigma) in PBS-L&sung
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TritonX-Eselserum-Lésung:

Primare AK-L6sung

fur Immunzytochemie:

Sekundare AK-LAsung

fur Immunzytochemie:

BSA-PBS-L0dsung:

TBE-Puffer:

2 % Agarose-Gel:

Loading Dye:

5 uM Fura-2AM-L8sung:

PBS-Losung

0,3 % TritonX-100 (Roth)

5 % Eselserum (Jackson ImmunoResearch)

PBS-Losung

0,3 % TritonX-100 (Roth)

5 % Eselserum (Jackson ImmunoResearch)

primérer Antikdrper (1:1000; 1:500 und 1:300)

PBS-Losung

Fluoreszierende Esel-Anti-Kaninchen-Antikorper, Alexa Fluor
555, Invitrogen (1:1000 und 1:500)

1 ug/ml DAPI (4’,6-Diamidin-2-phenylindol; Sigma)

PBS-Losung

0,5 % BSA

TRIS (90 mM)

Borsaure (90 mM)

EDTA (2 mM)

TBE-Puffer

Agarose (2 g/100 ml)

0,5 pg/ml Ethidiumbromidlésung 1 %

20 g Harnstoff

20 g Glycerin 99 %

5 ml EDTA (1 mM)

0,5 ml TRIS-Puffer (100 pM, pH 8,0)

1 Spatelspitze Bromphenolblau

1 Spatelspitze Xylen-Cyanol

add 50 ml H20

995 pl ml Zellkulturmedium mit FCS

5 pl Fura-2AM (1 mM in DMSO, Invitogen)
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Ca?*-Badlosung (2mM,
pH 7,21, 297 mosm/kg):

Substanz Konzentration (uM)
NaCl 140

KCI 4

MgCl, 1

HEPES 10

Glucose 10

CaCl 2

Losungen fur Fluoreszenzmessungen

2 uM-EnglerinA-L6sung

Badlosung + 2 uM EnglerinA

BTD-Losung

Badlosung + 20 uM BTD

BTD-EgA-Lésung

Badlosung + 10 uM BTD + 2 pM EnglerinA

Riluzol-Lésung

Badlésung + 100 uM Riluzol

Riluzol-EgA-Lésung

Badlésung + 50 uM Riluzol + 2 uM EnglerinA

CPA-LGsung

Badlésung + 10 uM CPA

OAG-CPA-LOsung

Badlésung + 100 uM OAG + 10 uM CPA

3.1.4 Antikorper (AK)

Primare AK: Antikorper Hersteller
Anti-GFAP-Antikdrper aus Kaninchen Dianova
Anti-GLAST-PE-Antikdrper aus Maus Miltenyi Biotec
Anti-CD11b-FITC-Antikbrper aus Ratte Miltenyi Biotec
Anti-O4-APC-Antikdrper aus Maus Miltenyi Biotec

Sekundare AK: Antikorper Hersteller
Anti-Kaninchen-Antikérper (Alexa Fluor 555 | Invitrogen
nm) vom Esel

3.1.5 Oligonukleotid-Primer

Die in der Arbeit verwendeten Oligonukleotid-Primer wurden im Labor der experimentellen und

klinischen Pharmakologie und Toxikologie der Universitat des Saarlandes entworfen und von
Eurofins Genomics (Ebersberg) oder von der Firma QIAGEN® bezogen (Tab. 1 und Tab. 2).
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Tab. 1: In PCRs verwendete Eurofins-Oligonukleotid-Primer.

Gen Vorwirts (5°—3’) Riickwarts (5'—3’) Gréle
TRPC1 TAAAGATTTGCTCGCACAAGCCC TTTGACTGGGAGACAAACTCCTTCTGG |71 bp
TRPC2 TCTGCCAGCTCACGAATCGC TTTCGTTGAAATTGCCTAGCTTCTCG 73 bp
TRPC3 CAGCATTCTCAATCAGCCAACACG AAGATGGCTAATTCCTCCGTCGC 98 bp
TRPC4 TGAGAAGGAAGCCAGAAAGCTTCG CCTTAACATTCTCCTCCGTCAAGCC 68 bp
TRPC5 GTGGGCGATGCATTACTCTACGC GTGGGCTGCCAACATAATGGG 68 bp
TRPCG6 TCCAGGAAATTGAGGATGATGCG TTGGAAGCCTTGCTTTTGACCC 97 bp
TRPC7 AGGCCAAACGCTGTGAAAACG CCGCTTCATGATCTTCTGGTATCTGG 52 bp
HPRT GTCAACGGGGGACATAAAAGTTATTGG | GCTTGCAACCTTAACCATTTTGGG 60 bp

Tab. 2: In PCRs verwendete Qiagen®-Oligonukleotid-Primer.

Gen Produkt-Nr. Grole
Trpcl QT00134988 92 bp
Trpc2 QT01049839 115 bp
Trpc3 QT00124194 98 bp
Trpc4 QT00115444 113 bp
Trpc5S QT00169757 100 bp
Trpc6 QT00170905 114 bp
Trpc7 QT00124145 98 bp
HPRT QT00166768 168 bp

3.1.6 Software

Excel 2016 Microsoft Corporation
Word 2016 Microsoft Corporation
Image J Wayne Rasband

TILL-Vision

TILL Photonics

AxioVision Rel. 4.7

Zeiss

Igor Pro 5.1

Wave Metrics

Corel Draw

Corel Corporation

3.2 Methoden

3.2.1 Mauslinien

Das Toten der Mause und Organentnahmen wurden unter Einhaltung der Tierschutz-
Versuchstierverordnung des Bundesministeriums der Justiz und fur Verbraucherschutz der
Bundesrepublik Deutschland und den geltenden Richtlinien der Universitat des Saarlandes

durchgefuhrt. Die murinen Astrozyten des Rickenmarks wurden aus neugeborenen Mausen

Universitat des Saarlandes 19



Material und Methoden

(p3 — p5) préapariert. Die genutzten WT-Mause entstammten den Linien C57BL6/N und
129SvJ/C57BI6/N. Fur die Experimente wurden auf3erdem Zellen von TRPC1-defizienten
Mausen (DIETRICH et al., 2007), TRPC3-defizienten Mausen (HARTMANN et al., 2008) und
TRPC4-defizienten Mausen verwendet (FREICHEL et al., 2001), wobei in Experimenten mit
Mausen der KO-Genotypen TRPC3-KO und TRPC4-KO die Linie C57BL6/N als Wildtyp-
Kontrolle und in den Experimenten mit TRPC1-KO-Mausen Tiere der Linie 129SvJ/C57BI6/N

verwendet wurden.

3.2.2 Praparation von Zellen aus dem Ruckenmark der Maus

Zu Beginn der Praparation wurde die dorsale Haut mit Ethanol gereinigt und desinfiziert.
AnschlieRend wurde die Maus mit Hilfe einer grolRen Schere dekapitiert. Im nachsten
Arbeitsschritt wurde der Korper der Maus an allen vier GliedmafRen mit Nadeln auf eine
Styroporflache fixiert (Abb. 4 a, b). Nacheinander wurden vorsichtig die dorsale Haut, die
dorsalen Muskelgruppen samt Fettgewebe und schlief3lich die dorsalen Anteile der Wirbel, die
den Wirbelkanal mitformen, entfernt (Abb. 4 c-g). Unter Benutzung einer sehr feinen Pinzette
wurde daraufhin das nun offenliegende Rickenmark mobilisiert, ohne es zu verletzen und in
eine sterile Petrischale (3,5 cm Durchmesser) mit auf Eis gekuhltem PBS Uberfuhrt (Abb. 4 h,
i).

E

s £
P de.

Abb. 4: Makroskopische Praparation des Rickenmarks. a: Mausejungtier (p 3-5); b:
Mausekorper nach Dekapitation an allen Extremitaten auf Styropor aufgespannt; ¢ und d:
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Einschneiden und Entfernen sowohl der dorsalen Hautanteile, als auch des subkutanen
Fettgewebes; e: beidseitiges Einschneiden der Rickenmuskulatur lAngs der Wirbelsaule; f und
g: seitliches Einschneiden der Wirbelkérper und Entfernen der dorsalen Anteile der
Wirbelkdrper; h und i: vorsichtiges Ldsen des Rickenmarks aus dem offenen Wirbelkanal und
Transfer in ein kleines Schalchen mit kaltem PBS.

Nach Entfernung der Rickenmarkshdute und der in ihnen enthaltenen Gefal3e unter
Zuhilfenahme eines Stereomikroskops (Abb. 5) wurde das nun geséuberte Riickenmark in ein

steriles 50 ml R6hrchen mit 10 ml auf Eis gekihltem Zellmedium ohne FCS (3.1.3) gegeben.

- NS e
TP

Abb. 5: Mikroskopische Praparation des Rickenmarks. a: Ruckenmark in PBS, Gefalie,
die in den Rickenmarkshauten verlaufen sind sichtbar; b: die Riickenmarkshaute sind etwa
zur Halfte entfernt und stellen sich als weil3es, bindegewebiges Gewebe mit kleinen GefalRen
dar; c: Rickenmark und Rickenmarkshaute vollstéandig getrennt voneinander.

Nach Abschluss der Praparation wurde zuerst das Medium abgesaugt, 5 ml Trypsin-Losung
(3.1.3) zu dem Ruckenmark in das Réhrchen hinzugegeben und das Rohrchen anschliel3end
bei 37 °C fur 15 Minuten inkubiert. Nach Inaktivierung des Trypsins durch Zugeben von 10 ml
Zellmedium mit FCS wurde das Rohrchen 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Anschlieend
wurde der Uberstand abgesaugt und durch 10 ml Zellmedium ohne FCS ersetzt. Um die Zellen
aus ihren Verbanden zu losen, wurde daraufhin der Inhalt des Rohrchens mit einer 10 ml
Spritze (B. Braun) durch eine 20 G Kandle (0,90 x 40 mm; B. Braun) zehn Mal aufgesogen
und wieder in das Réhrchen zuriickgespritzt. Die dadurch erhaltene Zellsuspension wurde
durch ein 40 pm Zellsieb (BD Falcon) in ein neues steriles 50 ml Réhrchen gefiltert und fir 5
Minuten bei 200 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde abgesaugt, durch 10 ml Zellmedium mit
FCS ersetzt und die Zellen durch zehn Mal Auf- und Abpipettieren resuspendiert. Je 5 ml der
Suspension wurden in eine mit poly-L-Lysin (P-L-L) beschichtete 25 cm2 Zellkultur-Flasche
(BD Falcon) gegeben und bei 37 °C und 5 % CO, in einem luftbefeuchtenden Inkubator in
Kultur gehalten. Dabei wurden Zellen von 3 - 4 Mausen in eine Kulturflasche vereinigt. Der
erste Medium-Wechsel fand nach 2 - 3 Tagen statt. Folgende Medium-Wechsel wurden einmal
pro Woche durchgefihrt, bis ein konfluenter Zellrasen entstanden war. Um Mikrogliazellen zu
entfernen, wurde die Kulturflasche leicht geschiittelt, um mdéglichst viele dieser Zellen zu
mobilisieren und mit dem Zellmedium anschliel3end abzusaugen. Astrozyten wurden durch
dieses Mandver nicht mobilisiert. Zur Zellernte wurden die verbliebenen Astrozyten mit 5 ml
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PBS-LOsung gewaschen und nach Absaugen des PBS mit 3 ml Trypsin-Losung (3.1.3) fur 3
bis 5 Minuten bei 37 °C inkubiert. Durch Schlagen der Kultur-Flasche wurden die adharenten
Astrozyten mobilisiert und durch Zugabe von 7 ml Zellmedium mit FCS inkubiert. Die so

entstandene Zell-Suspension war im Folgenden Grundlage der durchgefuhrten Experimente.

3.2.3 Immunzytochemie

Fur die Immunfarbeversuche wurde je 1 ml der Zell-Suspension (3.2.2) in eine kleine
Petrischale pipettiert, in welcher sich je vier mit P-L-L beschichtete kleine, runde Deckglaser
(212 mm; Thermo) befanden. AnschlieBend wurden 2 ml des Zellmediums mit FCS (3.1.3) in
die Petrischalen pipettiert und diese fir flnf bis sieben Tage inkubiert, bis die Deckglaser fast
durchgehend mit Zellen bewachsen waren. Die Deckgldser wurden mit einer Pinzette
entnommen und in die Mulden einer 24-Mulden-Platte (Falcon) verteilt. Die Zellen wurden auf
jedem Deckglas mit je 400 pl Paraformaldehyd-Losung (3.1.3) fur 15 Minuten bei
Raumtemperatur fixiert, je funfmal mit PBS-Losung gewaschen und mit je 100 pl TritonX-
Eselserum-LOsung fur eine Stunde bei Raumtemperatur inkubiert, um die fixierten Zellen zu
permeabilisieren und unspezifische Bindungsstellen fir Antikorper zu blockieren. Nach
Absaugen der Flussigkeit wurden je 100 ml priméare Antikérperldsung in jede Mulde gegeben
und bei 4 °C Uber Nacht inkubiert. Die priméren Antikorper (anti-GFAP, 3.1.4) wurden zum
Markieren von Astrozyten-Strukturen verwendet, wobei verschiedene Konzentrationen
(1:1000, 1:500) der Antikdrper fur die Immunfarbungen getestet wurden. Am darauffolgenden
Tag wurden die Zellen finfmal mit PBS-Ldsung gewaschen und mit 100 pl einer sekundaren
Antikorperlosung, sowie 1 pg/ml 4‘,6-Diamidin-2-phenyolindol (DAPI, Sigma) zum Anfarben
der Zellkerne fUr eine Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. Der sekundare
Antikorper tragt einen Fluoreszenzfarbstoff und bindet an den primaren Antikérper. Auch hier
wurden verschiedene Antikbrperkonzentrationen getestet (1:1000, 1:500). Eine Stunde spater
wurden die Zellen auf den Deckglasern funfmal mit PBS-Losung gewaschen, kurz
luftgetrocknet und anschliel3end mit Fixierungsmedium (Vectashield Vector) auf Objekttrager
fixiert. Von den so hergestellten Praparaten wurden mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops
(Axiovert 200M, ZEISS) unter Verwendung einer Lichtquelle (HXP 120) und der Software
AxioVision Rel. 4.7 mit einer Kamera (AxioCam, ZEISS; verwendete Objektive: Neofluar 40 x
0,75, ZEISS; Fluar 20 x 0,75, ZEISS; Plan-Apochromat 64 x 1,40, ZEISS) Bilder zur weiteren

Analyse aufgenommen.

3.2.4 Fluorescence activated cell sorting (FACS)
Eine Zellsuspension (3.2.2) wurden in ein 50 ml Réhrchen pipettiert und fir 5 Minuten bei 200
g zentrifugiert. Anschlie3end wurde das gesamte Zellmedium abgesaugt und durch 5 ml BSA-

PBS-Ldsung ersetzt. Der Rohrchen-Inhalt wurde daraufhin zwei bis drei Mal auf- und
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abpipettiert und anschlieBend nochmal fiir 5 Minuten bei 200 g zentrifugiert. Der Uberstand
wurde wieder abgesaugt und zu dem nun verbliebenen Zellsediment 600 pl der BSA-PBS-
Lésung pipettiert. Der Réhrchen-Inhalt wurde anschlieend auf- und abpipettiert, bis das
Zellpellet gelést war und in ein 1,5 ml-Eppendorf-Gefal? tberfihrt. 100 ul dieser Losung
wurden als ungeféarbte Kontrollprobe in ein eigenes Eppendorf-Gefal3 pipettiert und auf Eis
gelegt. Zu den restlichen 500 ul wurden fluoreszierende Antikorper in verschiedenen
Kombinationen und Konzentrationen gegeben, vermischt und fir etwa 10 Minuten bei 4 °C
inkubiert. In dieser Arbeit wurden die Zellproben gleichzeitig entweder mit zwei oder drei
verschiedenen Antikoérpern gefarbt, wobei die zweifach gefarbten Proben mit jeweils 30 ul anti-
GLAST-PE-Antikorper und 20 pl anti-CD11b-FITC-Antikdrper und zu den dreifach gefarbten
Proben 30 pl anti-GLAST-PE-Antikdrper, 20 pl anti-CD11b-FITC-Antikdrper und 30 pl anti-O4-
APC-Antikérper gegeben wurden. Zur Anregung des antikdrpergekoppelten PE wurde eine
Wellenlange von 565 nm verwendet, fir FITC 490 nm und fir APC 650 nm. Die zur Detektion
der Zellen gemessenen Emissionen wurden fur PE bei 578 nm, bei FITC bei 525 nm und bei
APC bei 660 nm gemessen.

Nach Inkubation der Antikérper wurde das Eppendorf-Gefal? erneut fir 5 Minuten bei 200 g
zentrifugiert, der Uberstand verworfen, 1,5 ml BSA-PBS-L6sung addiert, erneut fir 10 Minuten
bei 200 g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Das Sediment wurde in 400 pul BSA-PBS-
Lésung resuspendiert und durch einen 30 um-Filter (BD Biosciences) filtriert bis zur FACS-
Analyse auf Eis gelagert.

GLAST-positive, grol3e Zellen wurden als Astrozyten betrachtet, von GLAST-negativen, klei-
neren, CD11b-positiven Mikrogliazellen getrennt und nachfolgend fiir PCR-Versuche verwen-
det, jeweils 100 GLAST-positive Zellen wurden dabei in PCR-Reaktionsréhrchen sortiert (Abb.
6).

Verwendung dieser Antikdrper lassen sich
in  Zell-Kulturen typischerweise eine
GLAST-positive Astrozyten-Subpopulation
und eine CD11b-positive Mikroglia-
Subpopulation darstellen.
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3.2.5 Polymerase-Kettenreaktion (PCR)
In der vorliegenden Arbeit wurden Primer wie in Tab. 1 und Tab. 2 (3.1.5) dargestellt
verwendet, um die Expression von TRPC-Kanélen in Astrozyten aus dem Rickenmark der

Maus zu untersuchen.

3.2.5.1 RNA-Extraktion

Die untersuchte RNA stammte aus je 100 FACS-sortierten Astrozyten. Die Astrozyten wurden
bis zur Verwendung in flissigem Stickstoff tiefgefroren und bis zur Fortsetzung der
Experimente bei -80 °C in sterilen Réhrchen gelagert. Die RNA wurde mit Hilfe des RNeasy®
Micro Kits (Qiagen) extrahiert und in 10 pl RNAse-freiem Wasser geldst. Die Qualitat und die
Menge der erhaltenen RNA wurde mithilfe eines Spektralphotometers (NanoDrop 1000,
pegLab) tberprift.

3.2.5.2 Reverse Transkriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-PCR)

0,5 pl der Astrozyten-RNA-LOsung (3.2.5.1) wurden in ein weiteres PCR-Reaktions-Rohrchen
Uberfuhrt und mit Hilfe des SuperScript® Ill One-Step RT-PCR Systems mit Platimum™
TagDNA-Polymerase (Invitrogen) mit TRPC-spezifischen Oligonukleotidprimern (Tab. 1 und
Tab. 2) transkribiert und amplifiziert.

Folgender Reaktionsansatz wurde hergestellt:
- 0,5 pl RNA-L6sung
- 12,5 pl 2X Reaction Mix (0,4 mM dNTP, 24 mM MgSOQ.)
- 0,5 pl RT/Platinum Taq DNA-Polymerase
- 0,75 pl Vorwartsprimer (10 pmol/ul)
- 0,75 pl Ruckwartsprimer (10 pmol/ul)
- 10 pl RNase-freies Wasser
> 25 pl/Probe

Die RNA wurde mit Hilfe des nachfolgenden Protokolls zun&chst transkribiert (DNA-
Erststrangs-Synthese) und die cDNA nachfolgend amplifiziert:

Temperatur in ° C Dauer Zyklus
DNA-Erststrang-Synthese 50 30 min
aus RNA
PCR 94 2 min
94 15s 1-15
62 15s 1-15
70 20s 1-15

Universitat des Saarlandes 24



Material und Methoden

94 15s 16 - 45
62 15s 16 - 45
70 20 s + 2 s/Zyklus 16 - 45
72 5 min

4 o0

3.2.6 Agarose-Gel-Elektrophorese

In dieser Arbeit wurde die in 3.2.5.2 amplifizierte DNA fur die Gel-Elektrophorese verwendet,
um zu prifen, ob gewisse DNA-Abschnitte in den Zellen vorhanden sind. Hierzu wurde 2 %
Agarose-Gel angefertigt, da die erwartete Grol3e der DNA-Fragmente bei etwa 150 — 200 bp
lag. Zur Herstellung dieses Gels wurde 2 g Agarose und 1 g Agarose GTQ in 100 ml TBE-
Puffer unter Warmezufuhr aufgeldst. Nachdem die Mischung abgekunhlt war, wurde 0,5 pg/ml
Ethidiumbromid 1 % hinzugefligt und in einen geeigneten Geltrager gegossen, sodass es nach
Aushéarten die gewlnschte Form besal3. Ethidiumbromid interkaliert in DNA-Strange,
fluoresziert nach Anregung mit UV-Licht und macht auf diese Weise markierte DNA-
Fragmente im Gel sichtbar (SHARP et al., 1973).

Das feste Agarose-Gel wurde in eine Gel-Elektrophorese-Kammer gelegt und mit TBE -Puffer
Ubergossen, bis es vollstandig bedeckt war. AnschlieRend wurde zu jeder Probe LoadingDye
(3.1.3) hinzugefiigt und die Proben in die Geltaschen des Agarose-Gels pipettiert. Anhand des
LoadingDye konnte die Wanderung der DNA-Fragmente durch das Gel optisch nachvollzogen
werden. In eine der Geltaschen wurde eine Probe mit definierten DNA-Strangen als
Molekulargewichtsstandard (Low Molecular Weight DNA Ladder) pipettiert, um eine spatere
Grol3en-Einordnung der amplifizierten DNA-Strange zu ermdoglichen. Durch Anlegen einer
Spannung von 120 V wurden DNA-Stréange elektrophoretisch getrennt, durch Auflegen des
Gels auf einen Transluminator mit UV-Licht (312 nm Wellenlange) sichtbar gemacht und

fotografiert.

3.2.7 Ratiometrische Messungen der cytosolischen Ca?-Konzentrationséanderung
mittels Fura-2
In dieser Arbeit wurde Fura-2 zur Messung der Anderung der cytosolischen Ca?*-
Konzentration verwendet. Fura-2 ist ein polarer, Ca?*-bindender, fluoreszierender Farbstoff
(GRYNKIEWICZ et al., 1985). Da er in dieser Form die Zellmembran nicht passieren kann,
wird er als membranpermeabler Acetoxymethylester verwendet (Fura-2AM). In der Zelle wird
die Esterbindung von unspezifischen Esterasen gespalten, wodurch das Fura-2-Molekdl
freigesetzt wird und die Zelle nicht mehr verlassen kann. Es handelt sich um einen
ratiometrischen Fluoreszenzfarbstoff, dessen Anregungsmaximum in Gegenwart von Ca?* bei

335 nm und in Abwesenheit von Ca?* bei 362 nm liegt. Durch Messung der Fluoreszenzmuster
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nach Anregung bei 340 wund 380 nm (F340/F380) konnen relative Ca?'-
Konzentrationsanderungen unabhéngig von der Farbstoffmenge bestimmt werden.

Zu 10 ml Zellsuspension (3.2.2) wurden 35 ml Zellmedium mit FCS gegeben und a 3 ml auf
15 kleine Schalchen (g 3,5, Falcon) verteilt, in welchem jeweils ein mit P-L-L beschichtetes
Deckglas (g 25 mm; OrsaTec) lag. Nach 5 - 7 Tagen wurde das Medium abgesaugt und durch
1 ml 5 uM-Fura-2AM-Ldsung (3.1.3) ersetzt. Nach 30 Minuten Inkubation bei 37 °C und 5 %
CO; im Dunkeln wurden die Zellen dreimal mit je 300 pl Badlésung gewaschen, bevor das
Deckglas in eine Messkammer gelegt wurde. Es wurde entweder ein offene oder eine
geschlossene Messkammer genutzt. Bei der offenen Messkammer ist es mdglich, Lésungen
mit einer Pipette hinzuzuflgen. Ein Lésungswechsel ist nicht mdglich. Um einen
Losungswechsel zu ermdglichen wurde eine geschlossene Messkammer verwendet, in
welcher die Zellen standig mit Lésung perfundiert wurden. Bei den Messungen wurden Zellen
aus ausgewahlten Bereichen der Deckglaser alle 2 Sekunden nacheinander fiir je 30 ms mit
Licht einer Wellenlange von 340 nm und 380 nm beleuchtet (Polychrome V, TILL-Photonics)
und die Emissionen mit einer Kamera (Imago, TILL-Photonics) aufgezeichnet. Zellen, deren
Ca?*-Signal gemessen werden sollte, wurden als ,regions of interest* (ROI) markiert. Aus den
beiden Emissionswerten (bei 340 nm und 380 nm) der ROIs wurde nach Abzug der
Hintergrundfluoreszenz der beiden Wellenlangen, die an einer zellfreien Zone gemessen
wurde, mit dem Programm TILL-Vision der Quotient F340/F380 gebildet, um die Veranderung
der cytosolischen Ca?*-Konzentration im zeitlichen Verlauf darzustellen. Im Rahmen der
Auswertung lieR sich fur jede gemessene Zelle die Entwicklung der cytosolischen Ca?*-
Konzentration Uber einen vorgegebenen Zeitraum abbilden. In den Abbildungen des
Ergebnisteils sind entweder wenige, reprasentative Messungen oder Mittelwerte +/-SEM
dargestellt.

Zusatzlich wurden in einzelnen Versuchsreihen die jeweils maximal gemessenen
cytosolischen Ca?*-Konzentrationen verschiedener Genotypen (peak amplitude) und die
gesamte Ca?'-Menge, die in einem bestimmten Zeitraum ins Cytosol abgegeben oder
aufgenommen wurde gemessen und verglichen. Zur Bestimmung der Menge dieses
cytosolischen Gesamtcalciums wurden die Graphen jeder gemessenen Zelle auf inren basalen
Ca?*-Wert genullt und anschlieBend die Flache zwischen Graph und zur x-Achse parallel-
verlaufenden Linie der basalen Ca?-Konzentration, also das Integral des Graphen, fur einen

bestimmten Zeitraum berechnet (area under the curve, AUC).

3.2.8 Migrationsversuche
Das scratch-assay ist eine Methode anhand derer die Migrationsfahigkeit von Zellen
untersucht werden kann und dient zur Untersuchung der Wundheilung in vitro. Hierbei wird in

einem durchgehend bewachsenen Zellrasen eine zellfreie Flache durch einen Kratzer
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geschaffen. Im Anschluss wird beobachtet, um wie viel in welchem Tempo diese zellfreie
Flache wiederbesiedelt wird.

2 ml Zellsuspension (3.2.2) wurden in mit P-L-L beschichteten Untereinheiten einer 6-Mulden-
Platte (Falcon) pipettiert und 1 ml Zellmedium mit FCS hinzugefuigt. In die 6-Mulden-Platte
wurden zuvor mit einer Nadel (0,90 x 40 mm, B. Braun) an der Unterseite Markierungslinien
eingeritzt, um das Wiederauffinden der zu untersuchenden Regionen im Zellrasen zu
erleichtern (Abb. 7). Anschlie3end wurden die Zellen fiir 5 bis 7 Tage bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert, um einen durchgehend bewachsenen Zellrasen zu erhalten. Flr das Erzeugen einer
zellfreien Flache wurde der Zellrasen nach Absaugen des Mediums zweimal mit einer sterilen
Pipetten-Spitze (200 pul Pipetten-Spitze, Sarstedt) senkrecht zu den auf3eren Markierungslinien
entfernt (Abb. 7) und mit 3 ml PBS gewaschen, um etwaige geldste Zellen und Ruckstande
des FCS im Zellmedium und somit verbliebene Wachstumsfaktoren zu entfernen. Nach
Zugabe von 3 ml Zellmedium ohne FCS wurden die Zellen wieder bei 37 °C und 5 % CO2
inkubiert. Durch Entzug der Wachstumsfaktoren, die im FCS enthalten sind, wird die
Proliferation und das Wachstum der Zellen stark reduziert und deren Einfluss auf das
Schrumpfen der zellfreien Flache (scratch) minimiert.

Im Folgenden wurden 0, 4, 8 und 24 Stunden nach Erstellen der zellfreien Flache Bilder von
der Schnittstelle des &ufReren und inneren Kratzers mit einer Kamera (Axiocam, Zeiss) unter
einem Lichtmikroskop (Axiovert 40C, Zeiss) gemacht (4 Bilder pro Mulde; Abb. 7). Mithilfe der
Software Image J wurde auf jedem Bild die zellfreie Flache bestimmt. Durch Vergleichen der
zu den unterschiedlichen Zeiten gemessenen Flachen konnte die Migrationsfahigkeit der

Zellen ermittelt werden. Dabei wurde die zellfreie Flache zum Zeitpunkt 0 als 100 % definiert.
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Abb. 7: Schematische Darstellung einer 6-Mulden-Platte bei den Migrationsversuchen.
Bei jedem Versuchsdurchlauf wurden gleichzeitig je drei TRPC-KO-Astrozyten-Kulturen und
drei korrespondierende Wildtyp-Kulturen angelegt. Die Anordnung der &uf3eren horizontalen
Markierungslinien wurden vorab auf der Rickseite der Platte mit einer Spritzennadel
angefertigt, der vertikale scratch (rot) im Zellrasen wurde durch eine 200 pl Pipettenspitze
gemacht. In jeder der Mulden gibt es insgesamt 4 Schnittstellen zwischen horizontaler

~S~———
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Markierungslinie und scratch (blaue Kastchen), an denen direkt nach Durchfihrung des
scratch, sowie 4, 8 und 24 h spater Fotos gemacht wurden, um die Veranderung der zellfreien
Flache und damit die Migrationsféahigkeit der Zellen zu analysieren.

3.2.9 Proliferationsversuche

Der CellTiter 96®AQueousOne Solution Cell Proliferation Assay ist eine kalorimetrische
Untersuchungsmethode, bei der die Anzahl lebender Zellen bestimmt wird. Intakte, nicht aber
tote Zellen nehmen den Stoff MTS (3.1.2.1) auf und reduzieren diesen durch Dehydrogenasen
zu léslichem Formazan (Abb. 8). Der Formazan-Gehalt der Zellen kann anhand seiner
Extinktion bei einer Wellenlange von 490 nm ermittelt werden, wodurch sich Riickschliisse auf

die Anzahl der zu Stoffwechsel fahigen und somit lebenden Zellen machen lassen.

OCH,COOH _
2 S0, OCH,COOH s0;
WSO

\ @\/N\N Oy
N‘N\@(S CH, N-CH S o,

L X
CH, N CH,

MTS = Formazan

Abb. 8: Reduktion von MTS zu Formazan. Farbloses MTS wird durch Dehydrogenasen von
stoffwechselaktiven lebenden Zellen zu farbigen Formazan reduziert, dessen
Extinktionsmaximum bei 490 nm liegt. (Quelle: Promega: TECHNICAL BULLETIN CellTiter
96®AQueousOne Solution Cell Proliferation Assay; Instructions for Use of Products; 2012: S.
2)

Eine Zellsuspension (3.2.2) wurde mithilfe einer Neubauer-Zellzahlkammer auf eine
Zellkonzentration von 5x10* Zellen pro ml eingestellt und je 100 pl Suspension (5x10° Zellen)
wurden in eine Mulde einer 96-Mulden-Platte gegeben. Die Zellen wurden fir 7 Tage bei einer
Temperatur von 37 °C und 5 % CO: inkubiert und ihre Zahl an den Tagen 0, 3, 5, 6 und 7 nach
Plattierung mit einem Photometer (Infinite M200, Tecan) anhand des CellTiter 96® AQueous
One Solution Cell Proliferation Assay bestimmt. Dabei wurden je 20 pl MTS in die fur diesen
Tag vorhergesehenen Mulden pipettiert und nach einer Stunde Inkubation die Extinktion bei
A=490 nm gemessen. Mit Zellmedium geflillte Mulden ohne Zellen dienten als Kontrollproben

der Hintergrund-Extinktion.

3.2.10 Statistische Auswertung und Darstellung der Ergebnisse
Die statistische Auswertung erfolgte durch die Programme Excel 2016 und Igor Pro 5.1.

Ergebnisse der einzelnen Versuche werden in der vorliegenden Dissertation als Mittelwerte
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(+/-SEM) mit (y/xx) dargestellt, wobei (xx) die Anzahl der untersuchten Zellen (Ca?*-Imaging),
Mulden (Proliferationsmessung) und scratch-Regionen (Migrationsmessung) und (y) die
Anzahl der unabhdngigen durchgefiihrten Experimente wiedergegeben. Zur Prifung der
Signifikanz von Unterschieden wurden ungepaarte zweiseitige t-Tests durchgefihrt. Die
Signifikanzniveaus wurden dabei mit Sternchen dargestellt: p< 0,05 = *, p< 0,01 =**, p< 0,001
= **_ Graphische Bearbeitungen von Diagrammen und Bildern wurden mit der Software
CorelDRAW X5 umgesetzt.
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4. Ergebnisse

4.1 Immunzytochemische Charakterisierung von Zellkulturen aus dem Ruckenmark
der Maus

Die in 3.2.2 beschriebenen Zellkultur aus dem Riickenmark war nach zwei bis drei Wochen in

einer 25 cm? Kulturflasche konfluent. Gewaschen und unter dem Mikroskop zeigte sich eine

heterogene Zusammensetzung der Zelltypen (Abb. 9).

Abb.  9:  Durchlichtmikroskopi-
sches Bild einer etwa 3 Wochen al-
ten konfluent wachsenden Zellkul-
tur aus dem Ruckenmark der Maus
ohne Farbung. Zu sehen sind ver-
schiedene Zelltypen: mdgliche Zellty-
pen des zentralen Nervensystems
vl sind Astrozyten, Mikrogliazellen,
' Neurone und Oligodendrozyten, auch

/i eine Kontamination mit Fibroblasten

s ~—0gsmm_, aus den Riuckenmarkshéauten konnte

nicht ausgeschlossen werden.

Um den Anteil der Astrozyten in der Kultur zu identifizieren wurden die Zellen auf Deckgléasern
inkubiert und mit Antikérpern gegen Astrozyten-spezifische Proteine, wie das glial fibrillary acid
protein (GFAP) und den glutamate aspartate transporter (GLAST) sowie mit
fluoreszenzgekoppelten sekundaren Antikérpern angefarbt (3.2.3). Zum Anfarben der
Zellkerne wurde der Fluoreszenzstoff 4,6-Diamidin-2-phenyolindol (DAPI) verwendet. DAPI
ist in der Lage, auch intakte Zellmembranen zu tberwinden und lagert sich vor allem in AT-
reichen Abschnitten doppelstrangiger DNA ein (TANIOUS et al., 1992). Zunachst wurden
Zellkulturen verwendet, bei deren Praparation die Rickenmarkshaute nicht entfernt wurden
(Abb. 5). Dadurch wurden die Kulturen mdglicherweise durch Fibroblasten verunreinigt, die
daraufhin durch starkes Wachstum andere Zellarten in der Kultur verdrangten (Abb. 10). Als
Folge konnten anfangs in den Farbeversuchen nur sehr wenige Zellen als GFAP-positiv
identifiziert werden. In allen Folgeversuchen wurden daraufhin die Rickenmarkshaute

entfernt, um reinere Astrozyten-Kulturen zu erhalten.
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Abb. 10: GFAP-Farbung einer Astrozy-
tenkultur ohne vorangegangene Entfer-
nung der Riuckenmarkshdute. Die
GFAP-Farbung tritt rot hervor, die DAPI-
Farbung blau. Es sind kaum GFAP-positive
Astrozyten zu erkennen, obwohl sehr viele
Zellen anhand ihrer Zellkerne im Bild zu se-
hen sind. Antikérper: primér rabbit-anit-
GFAP (1:1000), sekundar anti-rabbit Alexa
Fluor 555 nm (1:1000).

Durch das sorgfaltige Entfernen der Rickenmarkshaute wahrend der Praparation (Abb. 5)
lieBen sich mit der GFAP-Farbung 65 +/-1,99 %, (insgesamt 938 ausgewertete Zellen aus 2
Experimenten) der Zellen anfarben (Abb. 11). Die Verwendung des anti-GLAST-Antikorpers,
der ebenfalls spezifisch Astrozyten markiert, ergab mit 70 +/-1,27 %, (insgesamt 874

ausgewertete Zellen aus 2 Experimenten) positiver Zellen ein &hnliches Bild. (Abb. 12).

Abb. 11: Farbung von Zellkulturen des
Ruckenmarks nach Entfernung der
Ruckenmarkshaute und 3 Wochen
Kulturdauer. Die GFAP-Farbung tritt rot
hervor, die DAPI-Farbung blau. Antikorper:
primar rabbit-anit-mouse-GFAP (1:500),
sekundar anti-rabbit Alexa Fluor 555 nm
(1:500).

Abb. 12: GLAST-Farbung von Zellkultu-
ren des Ruckenmarks. Die GLAST-Far-
bung tritt rot hervor, die DAPI-Farbung
blau. Antikorper: anti-GLAST-PE (1:30).
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4.2 Durchflusszytometrische Charakterisierung von Zellkulturen aus dem
Ruckenmark der Maus
Im Folgenden wurde die Zusammensetzung von Riuckenmarkskulturen nach Entfernung der

Ruckenmarkshaute mit Hilfe von Fluorescence-Activated Cell Sorting (FACS) analysiert.

4.2.1 Charakterisierung von doppelt gefarbten Zellkulturen aus dem Ruckenmark der
Maus

Anders als bei den Immunfarbeversuchen wurden anti-GFAP-Antikbrper in diesen
Experimenten nicht verwendet, da diese Antikdrper zytoplasmatische Strukturen farben, woflr
die Zellmembran vor der Farbung permeabilisiert werden misste. GLAST hingegen ist ein
zellmembransténdiges Protein von Astrozyten und konnte auch ohne Permeabilisierung mit
anti-GLAST-Antikorpern markiert werden (JUNGBLUT et al.,, 2012). Das CD11b-Molekil
diente als spezifischer Oberflachenmarker von Mikrogliazellen.

Abb. 13 zeigt die FACS-Analyse zu einer Rickenmarkskultur der Maus nach circa drei Wochen
Kulturzeit vor (a) und nach (b) Doppelfarbung mit anti-GLAST-PE- und anti-CD11b-FITC-
Antikorpern. Die Analyse der ungefarbten Kontrollprobe zeigt keine Fluoreszenzemissionen
(Abb. 13 a). Nach Inkubation der Kultur mit anti-GLAST-PE-Antikdrpern liel3 sich dagegen eine
Farbung von 56,8 % der Zellen feststellen (Abb. 13 b). Diese wurden als Astrozyten betrachtet.
11,6 % der Zellen zeigten eine FITC-Fluoreszenz und wurden als Mikrogliazellen betrachtet
(Abb. 13 b). Ein Anteil von 31,6 % aller untersuchten Zellen blieb ungefarbt. Dabei handelt es
sich vermutlich im Wesentlichen um Oligodendrozyten oder um schnell wachsende
Fibroblasten. Daher wurden im Folgenden Dreifachfarbungen mit APC-gekoppelten anti-O4-

Antikérpern zur Markierung von Oligodendrozyten durchgefiihrt.

A A

b

a
Astrozyten Astrozyten

PE channel
PE channel

Mikroglia

4
v

FITC channel FITC channel

Abb. 13: Durchflusszytometrische Analyse einer Zellkultur des Riickenmarks der Maus.
a: ungefarbte Probe. b: Farbung mit anti-GLAST-PE- und anti-CD11b-FITC-Antikdrpern.
GLAST-positive Zellen (Astrozyten) und CD11b-positive Zellen (Mikroglia) sind gekennzeich-
net.
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4.2.2 Charakterisierung von dreifach gefarbten Zellkulturen aus dem Ruckenmark der
Maus

Zusatzlich zu den bereits verwendeten anti-GLAST-PE-Antikdrpern und den anti-CD11b-FITC
Antikdrpern wurden anti-O4-APC-Antikdrper verwendet und damit eine Dreifachfarbung
durchgefuhrt. 04 ist als Oberflachenprotein von Oligodendrozyten ein valider
Oligodendrozyten-Marker (SOMMER, SCHACHNER, 1981).

Auch nach Dreifachfarbung zeigte sich ein @hnliches Bild bei Betrachtung der PE- und FITC-
Fluoreszenz (Abb. 14 a). 59,1 % der Zellen zeigten PE-Fluoreszenz und konnten als GLAST-
positive Astrozyten betrachtet wurden. 18,8 % der Zelle waren CD11b-positive Mikrogliazellen.
Bei Betrachtung der APC-Fluoreszenz zeigte sich insbesondere bei Gegenulberstellung mit
der PE-Fluoreszenz der Astrozyten (Abb. 14 b) eine deutlich abgegrenzte Population APC-
positiver Zellen, die als Oligodendrozyten mit einem Anteil von 9,9 % der gesamten
Zellpopulation betrachtet werden konnten. Diese Zellen sind in Darstellungen blau
gekennzeichnet und lieRen sich bei Gegenlberstellung von APC- und FITC-Fluoreszenz (Abb.
14 c) nur unvollstandig von den PE-gefarbten Astrozyten abgrenzen, da sich die Emissionen
von APC (Maximum bei circa 660 nm) und PE (Maximum bei circa 580 nm) starker tiberlagern,
als von APC und FITC (Maximum bei circa 519 nm).

A . A
sortierte Astrozyten

a Astrozyten aus diesem Bereich c
fir nachfolgende
5 PCR-Versuche
verwendet

Oligodendrozyten

PE channel
APC channel

Mikroglia

\4

FITC channel

Abb. 14: Durchflusszytometrische Ana-
lyse einer mit anti-GLAST-PE, anti-
CD11b-FITC und anti-O4-APC-Antikor-
pern gefarbten Zellkultur des Ricken-
marks nach circa drei Wochen Kulturzeit.
Gegenuberstellung von a: PE- und FITC-Flu-
oreszenz, b: APC- und PE-Fluoreszenz und
c: APC und FITC-Fluoreszenz. Zellen der
vermuteten Oligodendrozyten-Population
sind in allen Darstellungen blau hervorgeho-
ben. Zellen mit Signalen der in a) definierten
lila hervorgehobenen Region wurden isoliert
und fur nachfolgende Analysen (4.3) verwen-

PE channel det.

APC channel
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4.3 Expression von TRPC-Transkripten in FACS-sortierten Astrozyten aus dem
Ruckenmark der Maus

Jeweils 100 durchflusszytometrisch sortierte GLAST-positive Astrozyten (4.2) wurden auf die
Expression von TRPC-Transkripten mit Hilfe von RT-PCR (3.2.5.1 und 3.2.5.2) untersucht.
Das HPRT-Transkript diente als Positiv-Kontrolle. Amplifikationsprodukte wurden
gelelektrophoretisch getrennt (3.2.6) und sichtbar gemacht (Abb. 15).

Abb. 15 zeigt in zwei unabhangigen Experimenten die Gegenwart von Transkripten fir TRPCL1,
TRPC2, TRPC3, TRPC4 und TRPC6 in GLAST-positiven Astrozyten aus dem Rickenmark
der Maus. TRPC5- und TRPC7-Transskripte konnten hingegen nicht reproduzierbar
nachgewiesen werden, wobei TRPC5 in 4 unabhangigen Experimenten nur einmal

nachgewiesen werden konnte und TRPC7 gar nicht.
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Abb. 15: Nachweis von TRPC-Transkripten in Astrozyten des Rickenmarks mit Hilfe von
RT-PCR. Verwendung von zwei unabhéngigen Oligonukleotid-Primer-Satzen a) Qiagen
Primer und b) Eurofins Primer und jeweils unabhangige RNA-Proben. RNA aus Maus-Hirn
diente als Positiv-Kontrolle, Wasser als Negativ-Kontrolle.

4.4 TRPC3-Kanale in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus
PCR-Analysen (4.3) zeigten, dass TRPC3-Transkripte in Astrozyten aus dem Rickenmark
exprimiert werden. Deshalb sollte nun Uberprift werden ob sich TRPC3-lonenkanale auch

funktionell in diesen Zellen nachweisen lassen.

4.4.1 OAG-induzierte Ca?*-Signale in Astrozyten aus dem Riickenmark der Maus

Mit Hilfe von Ca?*-Imaging-Experimenten (3.2.7) wurde untersucht ob TRPC3-Kanile
funktionell in Astrozyten des Rickenmarks vorhanden sind. Durch Phospholipase C
synthetisiertes DAG aktiviert als second messenger (2.2) TRPC2-, 3-, 6- und 7-Kanale
(HOFMANN et al., 2000; LUCAS et al., 2003). Mit 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) steht
ein synthetisches Analogon fur DAG zur Verfiigung, das bereits zur Stimulation von TRPC3-

Kanalen in Astrozyten des Cortex der Maus verwendet wurde (BELKACEMI et al., 2017).
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Vor Applikation von OAG wurden die Ca?*-Speicher des ER zunachst mit Hilfe des SERCA-
Inhibitors cyclopiazonic acid (CPA) entleert (Abb. 16 und Abb. 2), um den Ca?*-Einstrom von
auf3en in die Zelle sichtbar zu machen. Die Experimente wurden in einer geschlossenen
Messkammer mit Perfusionssystem durchgefiihrt. Nach Entleeren der Speicher und Erreichen
einer stabilen cytosolischen Ca?*-Konzentration wurde 100 uM OAG perfundiert.

88,4 +/- 2,6% der WT-Astrozyten reagierten auf die Applikation von OAG mit wiederkehrenden
transienten cytosolischen Ca?*-Signalen (Ca?*-Oszillationen) in einer Frequenz von 3,04 +/-
0,34 peaks in 1100 s (Abb. 16). Um zu untersuchen, ob die Ca?*-Signale abhéngig von TRPC3
sind, wurden dieselben Experimente mit Astrozyten aus dem Riuckenmark TRPC3-defizienter
Mause durchgefuhrt. 84,8 +/- 7,85% der TRPC3-defizienten Astrozyten wiesen ebenfalls
cytosolische OAG-induzierte Ca?*-Oszillationen in einer Frequenz von 3,02 +/- 0,31 peaks in
1100 s auf (Abb. 16).

Weder der Anteil der auf OAG reagierenden Astrozyten, noch die Anzahl der Oszillationen in
1100 s waren somit signifikant gegentiber den WT-Astrozyten verandert, was darauf hinweist,
dass TRPC3 an diesen transienten Ca?*-Signalen nicht beteiligt ist, oder ein anderer OAG-
sensitiver TRPC-Kanal bei TRPC3-Defizienz kompensatorisch hochreguliert wird.
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Abb. 16: OAG-induzierte Ca?"-Oszillationen in Astrozyten des Rickenmarks von WT-
und TRPC3KO-Mausen. a: Exemplarische Darstellung der zeitlichen Veranderung der
cytosolischen Ca?*-Konzentration in einzelnen WT- und TRPC3-defizienten Astrozyten. b:
Prozentualer Anteil der oszillierenden Zellen beider Genotypen. ¢: Anzahl der Oszillationen
definiert als Zahl der Amplituden in Gegenwart von OAG in 1100 s pro aktiver Zelle beider
Genotypen. In b) und c) sind Mittelwerte +/-SEM dargestellt (= Anzahl der untersuchten Zel-
len in x unabhéngigen Experimenten n(x)).

4.4.2 Die Rolle von TRPC3 bei der Migration von Astrozyten aus dem Riickenmark der
Maus
Bei einer Verletzung des Riuckenmarks wandern Astrozyten in den Wundbereich ein und
unterstitzen die Wundheilung durch Bildung einer Glia-Narbe (SAADOUN et al., 2005;
SILVER, MILLER, 2004). Zur Untersuchung der Migration von Astrozyten wurde in dieser
Arbeit die Methode des scratch assays (3.2.8) verwendet. In einer konfluenten Astrozyten-
Kultur wurde mit Hilfe einer 200 ul Pipetten-Spitze eine zellfreie Zone (kinstliche Wunde)
erzeugt und anschlieRend nach 0, 4, 8 und 24 Stunden Bilder der Region angefertigt (Abb. 17
a). Das Nahrmedium fir die Zellen enthielt kein FCS, um die Proliferation der Zellen zu
unterdricken. Anhand der gemachten Bilder lieRen sich die jeweils verbliebenen zellfreien
Flachen nach 4, 8 und 24 h und der Anteil der durch Migration wieder besiedelten Flachen im

Vergleich zur zellfreien Flache nach scratch (Stunde 0) bestimmen.
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Abb. 17: In vitro Migration von WT- und TRPC3KO-Astrozyten. a: Exemplarische Darstel-
lung eines scratch-assays von WT- (links) und TRPC3KO-Zellen (rechts) nach Oh, 4h, 8h und
24 h. b: Prozentuale Reduktion der zellfreien Flache nach 4, 8 und 24 Stunden bezogen auf
den Ausgangswert (Stunde 0). Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 5 Experimen-
ten, wobei 60 scratch-Regionen flir WT (schwarz) und 59 scratch-Regionen fir TRPC3KO (rot)
analysiert wurden. Die Sternchen reprasentieren das Signifikanzniveau: *** = p<0,001.

Vier Stunden nach dem scratch waren 6,2 +/- 0,4% der zellfreien Flache in der Zellkultur aus
WT-Mausen wieder bedeckt, wohingegen lediglich 3,1 +/- 0,3% der zellfreien Flache bei
TRPC3KO-Zellen wieder mit Zellen besetzt war (Abb. 17 b). Nach acht Stunden bedeckten
WT-Zellen 10,4 +/- 0,5% der zellfreien Flache und TRPC3KO-Zellen 6,6 +/- 0,4%. Nach 24
Stunden waren es bei WT-Zellen 27,9 +/- 1,0% im Unterschied zu 18,7 +/-0,8% bei TRPC3KO-
Zellen. Zu allen Zeitpunkten war in der WT-Zellkultur die Reduktion der zellfreien Flache
(Wunde) signifikant grof3er.

Dies zeigt, dass die Migrationsfahigkeit von TRPC3-defizienten Astrozyten vermindert ist.

4.4.3 Die Rolle von TRPC3 bei der Proliferation von Astrozyten aus dem Rickenmark
der Maus

Zur Untersuchung des Proliferationsverhalten von Astrozyten des Ruckenmarks wurde ein

CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay durchgefuhrt (3.2.9). Dabei

wurden zu Beginn des Experiments je 5000 Zellen ausgeséat. Messungen fanden an Tag 0O, 3,

5, 6 und 7 statt. Die Werte der Messungen an Tag 0 bestatigten, dass die Ausgangsmengen
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von WT- und TRPC3KO-Zellen identisch waren (Abb. 18). Sowohl WT, als auch TRPC3-
defiziente Zellen zeigten im Weiteren eine Erhéhung der Zellzahl bis Tag 5, wobei die
Proliferationsrate der WT-Zellen etwas hoher lag (Abb. 18). Wahrend die Zellzahl von WT-
Mausen von Tag 5 bis Tag 7 stabil blieb, nahm die Zahl der TRPC3KO-Zellen von Tag 5 bis
Tag 7 wieder ab.

Die Experimente deuten darauf hin, dass TRPC3 bei der Proliferation von Astrozyten eine

Rolle spielt.
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Abb. 18: Proliferation von Wildtyp- und TRPC3KO-Astrozyten. Absorption (490 nm) durch
Formazan als MaR fir die Anzahl der WT (schwarz) und TRPC3-defizienten Astrozyten (rot)
direkt nach Aussaen von 5x10° Zellen (DO) und 3, 5, 6, und 7 Tage (D3-D7) danach. Darge-
stellt sind Mittelwerte +/-SEM von jeweils 5 unabhangigen Experimenten, bei denen fir beide
Genotypen fir jeden Mess-Tag insgesamt 15 Messwerte erhoben wurden. Die Sternchen re-
prasentieren das Signifikanzniveau: * = p<0,05, ** = p<0,01.

4.5 TRPC4-Kanéle in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus

4.5.1 TRPC4-abhangige Ca?"Signale in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus

Auch TRPC4 ist in Astrozyten des Riuckenmarks exprimiert (siehe 4.3). Um herauszufinden,
ob TRPC4 bei der Ca?*-Homdoostase von Astrozyten eine Rolle spielt, wurde zu vorbereiteten
Zellen (3.2.7) der TRPC4-Aktivator Englerin A (EgA) appliziert und anschlieRend die Anderung
der cytosolischen Ca?-Konzentration mit Hilfe von Fura-2 gemessen. Englerin A ist ein
pflanzlicher Stoff, der als potenter Aktivator von TRPC4 und TRPC5 beschrieben wurde
(AKBULUT et al., 2015). Die Messungen wurden in einer offenen Messkammer durchgefihrt,
in welche Losungen durch Pipettieren direkt appliziert werden konnten. 1 uM EgA fihrte in
71,01 +/- 5,63% der Zellen aus dem Ruickenmark zu einem transienten Ca?*-Anstieg (Abb. 19
a). Da EgA mit einer Eppendorf-Pipette ins Bad appliziert wurde, wurde Uberprift, ob der
Applikationsdruck das Ca?*-Signal auslost. Wie in Abb. 19 b gezeigt, fuhrte die Applikation von
Badlésung ohne EgA zu keinem Anstieg der cytosolischen Ca?*-Konzentration in den

Astrozyten, wohingegen die darauffolgende Applikation von EgA wieder ein transientes Ca?*-
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Signal ausloste, wobei dieses deutlich schwacher ausfiel. Ursache hierfur kbénnte eine nach
Applikation unzureichende Durchmischung der Lésungen in der Messkammer und damit
einhergehende niedrigere EgA-Konzentration an den gemessenen Zellen sein.

Um zu untersuchen, ob der EgA-induzierte Ca?*-Anstieg abhangig von TRPC4 ist, wurden
auch Astrozyten aus dem Rickenmark TRPC4-defizienter Mause analysiert (Abb. 19 ¢). In
TRPC4-defizienten Zellen war die EgA-induzierte Ca?*-Antwort deutlich reduziert. Dies zeigt,
dass TRPC4-Kanale in Astrozyten des Rickenmarks der Maus aktiv sind. Dennoch zeigten
auch 17,14 +/- 6,22% der aus TRPC4KO-Mausen isolierten Zellen einen Ca?*-Anstieg, der
allerdings deutlich geringer als in WT-Zellen war (Abb. 19 c).
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EgA aktiviert nicht nur TRPC4, sondern auch TRPC5 (Akbulut et al.,, 2015). Zwar konnte
TRPCS5 in den Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus nicht reproduzierbar nachgewiesen
werden (4.3), jedoch kénnte TRPC5 in einer Subpopulation der Astrozyten oder niedrig
exprimiert vorliegen. Daher wurden im Folgenden weitere TRPC5-Agonisten, N-[3-
(adamantan-2-yloxy)propyl]-3-(6-methyl-1,1-dioxo-2H- 1A¢, 2,4-benzothiadiazin-3-

yl)propanamide (BTD) (BECKMANN et al., 2017) und Riluzol (RICHTER et al., 2014) neben
EgA appliziert. 50 uM Riluzol und 10 pM BTD fiihrten beide zu kleinen transienten Ca?*-
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Signalen in den Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus (Abb. 20 a und b). Dabei
reagierten 15,70 +/- 7,16% der WT-Zellen auf BTD und 15,94 +/- 8,45% auf Riluzol. Dies weist
darauf hin, dass etwa 15% der kultivierten Zellen funktionelle TRPC5-Kanéle exprimieren. Da
in den Praparaten auch Reste von Zellen anderer Herkunft vorlagen (4.2.2.) bleibt unklar, ob
es sich bei den gemessenen Zellen tatsachlich um Astrozyten handelt. Als Kontrolle wurde
nach Applikation von Riluzol und BTD wieder EgA appliziert, woraufhin sich jeweils ein
deutlicher, TRPC4-vermittelter Ca?*-Anstieg messen lieR. Die Ergebnisse deuten darauf hin,
dass der EgA-induzierte kleine Ca?*-Anstieg in TRPC4-defizienten Zellen (Abb. 19 c¢) durch

die Aktivierung von TRPC5 zustande kommt.
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Abb. 20: BTD- und Riluzol-induzierte Ca?'-Signale in Astrozyten aus dem
Ruckenmark der Maus (WT). Die horizontalen Balken in den Diagrammen zeigen jeweils
die Applikationen von BTD (a), Riluzol (Ril, b) und Englerin A (EgA, a und b) an. Dargestellt
sind Mittelwerte +/-SEM von x Experimenten mit insgesamt y gemessenen Zellen (x/y).

4.5.2 TRPC1l-abhangige Ca?"Signale in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus

Wie in 4.3 gezeigt, lieBen sich auch RNA-Fragmente in Astrozyten des Ruckenmarks
nachweisen, die fir TRPC1 kodieren. Da die TRPC1-Untereinheit, wie in 2.4.1 beschrieben,
mit TRPC4-Untereinheiten heterotetramere TRPC-Kanéle bilden kann, stellte sich die Frage,
ob und zu welchem Teil dies in Zellen des Rickenmarks geschieht. Heterotetramere
TRPC1/TRPC4-Kanéale sind weniger durchlassig fiir Ca?* als homotetramere TRPC4-Kanale
(STORCH et al.,, 2012). Um zu untersuchen, ob TRPC1 an der Kanalbildung mit TRPC4
beteiligt ist, wurden im Folgenden EgA-induzierte Ca?'-Signale in Astrozyten aus dem
Riuckenmark TRPC1-defizienter Mause und dem entsprechenden Wildtyp verglichen. 73,71
+/- 8,19% der TRPC1KO- und 71,01 +/- 5,63% der WT-Astrozyten wiesen einen EgA-
induzierten Ca?*Anstieg auf (Abb. 21 a und b). Dabei war zwar die Amplitude als Maf3 der
maximal gemessenen cytosolischen Ca?*-Konzentration des Ca?*-Signals signifikant héher in
TRPC1-defizienten Astrozyten, die area under the curve (AUC) als Mal3 fur die Gesamtheit

des Ca?*-Einstroms im Rahmen der Experimente war jedoch nicht signifikant unterschiedlich

Universitat des Saarlandes 40



Ergebnisse

(Abb. 21 c und d). Auffallig zeigte sich jedoch bereits zu Beginn der Experimente eine hohere
basale cytosolische Ca?*-Konzentration in TRPC1-defizienten Astrozyten im Vergleich zu WT-
Astrozyten (Abb. 21 b). Dies stltzt die Hypothese, dass in Abwesenheit von TRPC1 vermehrt
TRPC4-homomere Kanalkomplexe gebildet werden, welche sowohl eine héhere basale

Aktivitat aufweisen, als auch einen verbesserten EgA-induzierten Ca2*-Einstrom zulassen.
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Abb. 21: EgA-induzierte Ca?*-Signale in Astrozyten-Praparaten aus dem Rickenmark
von WT und TRPC1-defizienten Mausen. a und b: Intrazellulare Ca?*-Signale in kultivierten
Zellen aus dem Ruckenmark von WT- (a) und TRPC1-defizienten M&usen (b) induziert durch
1 uM Englerin A (EgA). Der horizontale Balken in den Diagrammen zeigt die Applikation von
EgA an. Dargestellt sind Mittelwerte +/-SEM von x Experimenten mit insgesamt y gemessenen
Zellen (xly). a zeigt dasselbe Experiment wie in Abb. 18 a. c: Darstellung der Amplitude der
Ca?*-Signale (peak amplitude) als MaR fur die maximale cytosolische Ca?*-Konzentration nach
Stimulation mit 1 pM Englerin A. d: Darstellung des gesamten Englerin A-vermittelten cytoso-
lischen Ca?*-Signals nach Stimulation mit 1 uM Englerin A von WT und TRPC1-defizienten
Zellen des Rickenmarks. ¢ und d: Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus jeweils x
Experimenten mit insgesamt y gemessenen Zellen y(x). Sternchen reprasentieren das Signi-
fikanzniveau: *** = p<0,001, ns = nicht signifikant unterschiedlich.
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45.3 Die Rolle von TRPC4 bei der Migration von Astrozyten aus dem Riickenmark der
Maus

Zur Untersuchung eines mdglichen Einflusses von TRPC4 auf die Migrationsfahigkeit von
Astrozyten des Ruckenmarks wurden wie bereits fir TRPC3 beschrieben (4.4.2) scratch
assays (3.2.8) mit TRPC4-defizienten Astrozyten-Kulturen und dem korrespondierenden
Wildtyp durchgefihrt.

Dabei zeigten sich keine signifikanten Unterschiede zwischen WT und TRPC4-defizienten
Zellen. Die zellfreie Flache 4 h nach scratch in den Kulturen der WT-Astrozyten war um 5,6 +/-
0,37% verkleinert, wahrend es bei den TRPC4KO-Zellen 6,1 +/- 0,45% waren. Nach 8 h waren
es 10,3 +/- 0,53% respektive 10,9 +/- 0,78% und nach 24 h 25,5 +/- 0,95% beziehungsweise
26,2 +/- 1,52%.

Offensichtlich haben TRPC4-Kandle im Unterschied zu TRPC3-Kanalen (4.4.2) keinen
Einfluss auf die Migrationsféahigkeit von Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus (Abb. 22).
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Abb. 22: In vitro Migration von WT- und TRPC4KO-Astrozyten. a: Exemplarische Darstel-
lung eines scratch-assays von WT- (links) und TRPC4KO-Astrozyten (rechts) nach Oh, 4h, 8h
und 24 h. b: Prozentuale Reduktion der zellfreien Flache nach 4, 8 und 24 Stunden bezogen
auf den Ausgangswert (Stunde 0). Dargestellt sind Mittelwerte +/- SEM aus jeweils 4 Experi-
menten, wobei 48 scratch-Regionen fir WT (schwarz) und 45 scratch-Regionen fir TRPC4KO
(rot) analysiert wurden.

4.5.4 Die Rolle von TRPC4 bei der Proliferation von Astrozyten aus dem Rickenmark
der Maus
Um einen moglichen Einfluss von TRPC4 auf das Proliferationsverhalten von Astrozyten des

Ruckenmarks zu untersuchen, wurde in analoger Wiese zu den Untersuchungen von TRPC3
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(4.4.3) ein CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation Assay mit TRPCA4-
defizienten Astrozyten und WT-Astrozyten durchgefihrt.
Die gemessenen Werte fur Tag 0 zeigen, dass die Ausgangskonzentrationen von WT-
Astrozyten und TRPC4KO-Astrozyten fast identisch waren (Abb. 23). Bis Tag 5 stiegen die
Zellzahlen der Astrozyten-Proben beider Genotypen, wobei die Anzahl der stoffwechselaktiven
WT-Astrozyten ab Tag 5 signifikant héher lag, als die der TRPC4KO-Astrozyten (Abb. 23). Im
Weiteren blieb die Astrozyten-Zahl der WT-Proben von Tag 5 bis Tag 7 stabil, wahrend die
Anzahl der TRPC4KO-Zellen von Tag 5 bis Tag 7 leicht abnahm. Das weist darauf hin, dass -
ebenso wie TRPC3 - TRPC4 einen Einfluss auf das Proliferationsverhalten von Astrozyten des
Riuckenmarks der Maus hat.
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Abb. 23: Proliferation von Wildtyp- und TRPC4KO-Astrozyten. a: Absorption (490 nm)
durch Formazan als Maf3 fir die Anzahl der WT (schwarz) und TRPCA4-defizienten Astrozyten
(rot) direkt nach Aussaen von 5x102 Zellen (DO) und 3, 5, 6, und 7 Tage (D3-D7) danach.
Dargestellt sind Mittelwerte +/-SEM von jeweils 5 unabhangigen Experimenten, bei denen fir
beide Genotypen fir jeden Mess-Tag insgesamt 15 Messwerte erhoben wurden. Die Stern-
chen reprasentieren das Signifikanzniveau: ** = p<0,01, *** = p<0,001.

Die Experimente zeigen, dass TRPC4 in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus
funktionell exprimiert ist. Des Weiteren weisen die Ca?*-Imaging Experimente mit TRPC1KO-
Astrozyten darauf hin, dass heteromere TRPC1/TRPC4-Kanale vorhanden sind. Wahrend die
Migration in TRPC4-defizienten Astrozyten im Vergleich zu Wildtypzellen nicht veréndert war,

scheint TRPC4 jedoch eine Rolle bei der Proliferation von Riickenmarksastrozyten zu spielen.
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5. Diskussion

51 Etablierung der Praparationstechnik und Charakterisierung von Zellkulturen aus
dem Ruckenmark der Maus

Die Basis fur Zellkulturen des Rickenmarks stellten fur alle in dieser Arbeit durchgefihrten
Experimente neugeborene Mause (p3 — 5) dar. Unter moglichst aseptischen und sterilen
Bedingungen gelang es mit der beschriebenen Praparationstechnik Zellkulturen aus dem
Ruckenmark maoglichst ohne Kontaminationen durch Bakterien oder Fibroblasten aus den
Ruckenmarkshauten herzustellen. Unter dem Mikroskop zeigten sich die hergestellten
Astrozyten-Kulturen sehr heterogen zusammengesetzt, sodass zur Identifikation der
Astrozyten Immunfarbungen mit Astrozyten-spezifischen Antikdrpern (anti-GFAP und anti-
GLAST) erfolgten (Abb. 11 und Abb. 12). Sowohl GFAP (ENG, GHIRNIKAR, 1994), als auch
GLAST gelten als guter Astrozyten-Marker (SCHMITT et al., 1997). Die Auswertung ergab,
dass 65 % - 70 % der kultivierten Zellen aus dem Rickenmark der Maus als Astrozyten
identifiziert werden konnten.

Fur eine genauere Charakterisierung von Astrozyten-Kulturen des Rickenmarks wurden
durchflusszytometrische Experimente durchgefiihrt. Hierbei wurden anfangs anti-GLAST-PE-
Antikorper zur Erkennung von Astrozyten und anti-CD11b-FITC-Antikdrper zur Erkennung von
Mikroglia-Zellen verwendet, in der Erwartung, dass diese beiden Zelltypen die grofl3ten
Subpopulationen stellten. Anti-GFAP-Antikérpern und anti-GLAST-Antikérpern wird dieselbe
Sensitivitdt bei der Erkennung von Astrozyten zugeschrieben (JUNGBLUT et al., 2012).
Allerdings ist der anti-GLAST Antikorper gerade in der Durchflusszytometrie dem anti-GFAP-
Antikorper Uberlegen, da er vor allem Proteine der Zellmembran und nicht des Cytosols anfarbt
(SCHMITT et al., 1997). Dies hat den Vorteil, dass die Zellen vorab nicht permeabilisiert
werden missen und in vitalem Zustand sortiert werden kdnnen. Der anti-O4 Antikdrper stellt
einen validen Marker zur Erkennung von Oligodendrozyten dar (SOMMER, SCHACHNER,
1981). Grolkere Oligodendrozyten-Subpopulationen innerhalb Zellkulturen des ZNS wurden
bereits beschrieben (CHEN et al., 2007). Die Analysen von dreifach gefarbten (anti-GLAST-
PE, anti-CD11b-FITC, anti-O4-APC) Astrozyten-Kulturen des Rickenmarks ergaben einen
Astrozyten-Anteil von 57-59%, einen Mikroglia-Anteil von 12-19% und einen
Oligodendrozyten-Anteil von 9% (Abb. 14). Es wird angenommen, dass im Gehirn adulter
Mé&use Oligodendrozyten etwa 20% aller Zellen ausmachen (VALERIO-GOMES et al., 2018).
Die prozentuale Abweichung konnte durch das Vorliegen unterschiedlicher untersuchter
Gewebe (Ruckenmark vs. Cortex), oder durch den im Rahmen der Kultivierung entstehenden
Selektionsvorteil fur Astrozyten und damit einhergehender Verschiebung der prozentualen
Anteile der Sub-Populationen in Astrozyten-Kulturen des Rickenmarks zustande kommen
(SCHILDGE et al., 2013). Mogliche weitere Zell-Subpopulationen in Astrozyten-Zellkulturen

aus dem Riuckenmark konnten Neuronen, Endothelzellen aus kleinen GefalRen oder
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Ependym-Zellen bilden, zudem ist das Vorliegen von Fibroblasten-Subpopulationen aufgrund
des Verbleibs von Resten mikroskopisch nicht sichtbarer Riickenmarkshaute im Rahmen der
Praparation denkbar.

Andere Studien, die sich ebenfalls mit der Charakterisierung von Zellkulturen des
Ruckenmarks beschéftigten, berichten von einem Astrozyten-Gehalt in den Kulturen von bis
Zu 85 - 90 % (KERSTETTER, MILLER, 2012). Dies kann in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden. In dieser Arbeit wurden die Erwartungsbereiche fir Astrozyten in FACS-Analysen
sehr restriktiv gesetzt, um die Homogenitat sortierter Populationen fur Folgeversuche zu
verbessern. Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit findet sich in der weiteren Verarbeitung der
isolierten Zellen aus dem Ruckenmark. Wéahrend sich die Praparation des Gewebes in
anderen Arbeiten sehr &hnlich gestaltete, wurden die Kulturflaschen bereits 24 Stunden nach
der Praparation der Zellen fiir mehrere Stunden geschdttelt, um weniger adharente Zellen, wie
Mikrogliazellen und Oligodendrozyten zu lésen und diese anschliel3end aus den Kulturen zu
entfernen (KAWAMATA et al.,, 2014; KERSTETTER, MILLER, 2012). In darauffolgenden
durchflusszytometrischen Analysen lie3en sich so prozentual mehr Astrozyten darstellen.
Diese Technik wurde in der vorliegenden Arbeit nicht verwendet, um den kultivierten Zellen
eine Zellproliferation unter mdglichst natirlichen Bedingungen zu ermdéglichen. Erst
unmittelbar vor den Experimenten (Messungen der Ca?*-Konzentration,
Migrationsexperimente, Proliferationsexperimente) wurden die Zellkulturen geschuttelt, um

weniger adharente Zellen zu I6sen und zu entfernen.

5.2 TRPC-Expression in isolierten Astrozyten aus dem Ruckenmark der Maus
Miyano et al. konnten in Astrozyten des Rickenmarks von Ratten TRPC-Transkripte fir
TRPC1, TRPC2, TRPC3, TRPC4 und TRPC6 nachweisen (MIYANO et al., 2010). Das
entspricht den Ergebnissen dieser Arbeit, in der ebenfalls TRPC1, TRPC2, TRPC3, TRPC4
und TRPC6 reproduzierbar in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus nachgewiesen
wurden. Dieses Expressionsmuster deckt sich weitgehend auch mit dem von Astrozyten-
Kulturen aus anderen Geweben. In Astrozyten des Cortex von Mausen lie3en sich Transkripte
von TRPC1 und 3 (AKITA, OKADA, 2011), und zuséatzlich TRPC2 und 4 (BELKACEMI et al.,
2017) nachweisen. In menschlichen fetalen Astrozyten des Gehirns wurden Transkripte fir
TRPC1, 3, 4 und 6 detektiert (SONG et al., 2005) und in Astrozytom-Zellen gelang der
Nachweis von Transkripten fir TRPC1, 4 und 6 (BARAJAS et al., 2008) und TRPC1, 3, 4 und
5 (NAKAO et al., 2008).

Universitat des Saarlandes 45



Diskussion

53 Die Rolle von TRPC1, TRPC3 und TRPC4 bei der Ca?*-Homoostase in Astrozyten
des Ruckenmarks der Maus
TRPC2, 3, 6 und 7 werden durch G4-gekoppelte Rezeptoren und nachfolgend gebildetes DAG
aktiviert (ROHACS, 2013). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass Astrozyten
aus dem Ruckenmark der Maus auf Applikation von OAG - einem DAG-Analogon - mit
cytosolischen Ca?*-Oszillationen antworten, wobei es sich dabei um Ca?*-Einstrom handelt,
da eine intrazellulare Speicher-Ca?*-Freisetzung zuvor durch CPA-vermittelte Entleerung
ausgeschlossen wurde. Ca?*-Oszillationen in Astrozyten des Cortex nach Applikation von
OAG wurden bereits beschrieben (BELKACEMI et al., 2017; GRIMALDI et al., 2003). Dabei
konnte fur TRPC3-gendefiziente Astrozyten des Cortex im Vergleich zu Wildtyp-Astrozyten
des Cortex eine niedrigere Zahl von Oszillationen nach OAG-Applikation festgestellt werden
(BELKACEMI et al., 2017), was darauf hindeutet, dass OAG-induzierte Ca?*-Oszillationen
teilweise TRPC3-vermittelt sein konnten. Zwischen TRPC3-gendefizienten und Wildtyp-
Astrozyten des Rickenmarks lasst sich demgegeniiber im Rahmen der vorliegenden Arbeit
kein signifikanter Unterschied hinsichtlich der Zahl oszillierender Zellen oder Anzahl an
Oszillationen/Zelle feststellen. Eine Erklarungsmaoglichkeit dafiir konnte der Blick auf die
TRPC-Expression von Astrozyten des Riickenmarks bieten: Neben TRPC3 sind auch TRPC2
und TRPC6 als DAG/OAG-sensitive TRPC-Kanéle exprimiert. Es ist denkbar, dass sich diese
Kanéle in ausreichender Menge in Astrozyten des Ruckenmarks finden lassen, um eine
fehlende TRPC3-Aktivitdt zu kompensieren. SchlieBlich konnten auch bei TRPC3-
gendefizienten Astrozyten des Cortex Ca?*-Oszillationen nach OAG-Applikation gesehen
werden, auch wenn deren Zahl geringer war, als bei den Wildtyp-Zellen (BELKACEMI et al.,
2017). Dies deutet darauf hin, dass ein gewisser Anteil des DAG/OAG-induzierten Ca?*-
Einstroms TRPC3-unabhangig Uber eine Aktivitait anderer OAG-sensibler Ca?'-Kanale
zustande kommt. Ahnliche Experimente an partiell TRPC6-gendefizienten GefalBmuskelzellen
von Ratten zeigten, dass TRPC6 eine Rolle in OAG-vermittelten Ca?*-Oszillationen spielt (LI
et al., 2008). Dietrich et al. beschrieben auferdem eine kompensatorisch erhéhte Expression
von TRPC3 in TRPC6-gendefizienten Zellen (DIETRICH et al., 2005), was im Umkehrschluss
eine kompensatorisch erhohte TRPC6-Expression in TRPC3-gendefizienten denkbar macht.

Transkripte fir TRPC4 konnten in dieser Arbeit reproduzierbar in Astrozyten des Riickenmarks
nachgewiesen werden. Um die Funktionalitdt vorhandener TRPC4-Kanéle zu uberprufen,
wurden Experimente mit Englerin A als selektivem und direktem TRPC4-Agonisten
durchgefiihrt (AKBULUT et al.,, 2015). Anhand der Anderung der cytosolischen Ca?*-
Konzentration nach Applikation von Englerin A und dem Ergebnis, dass in TRPC4-defizienten
Astrozyten das EgA-induzierte Ca?*-Signal deutlich reduziert war, konnte ich zeigen, dass in

den Astrozyten des Riuckenmarks funktionelle TRPC4-Kanale vorhanden sind. Da in TRPC4-
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defizienten Astrozyten immer noch ein kleines EgA-induziertes Ca?*-Signal zu detektieren war
und in einer der vier durchgefiihrten RT-PCRs auch TRPC5 nachgewiesen wurde, kdnnte
TRPC5 am EgA-induzierten Ca?*-Signal in Astrozyten des Rickenmarks beteiligt sein, da EgA
auch als TRPC5-Aktivator beschrieben wurde (AKBULUT et al., 2015). Tatséachlich fuhrten
auch andere TRPC5-Aktivatoren, wie BTD (BECKMANN et al., 2017) und Riluzol (RICHTER
et al., 2014) zu einem kleinen Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration in einigen Zellen
(Abb. 20 a und b).

Die Expression von TRPC4 und TRPC5 in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus ist
bisher kaum erforscht, jedoch konnten TRPC4-Transkripte in Astrozyten des visuellen Cortex
von Ratten (MALARKEY et al.,, 2008), und in Astrozyten aus dem Cortex der Maus
nachgewiesen werden (BELKACEMI et al., 2017). Interessanterweise liel3 sich sowohl fir das
Rett-Syndrom, als auch fir die Alzheimer-Krankheit in Astrozyten eine erhohte intrazelluléare
Ca?*-Konzentration nachweisen, wobei vermutet wurde, dass dies zumindest anteilig durch
eine ebenfalls nachgewiesene TRPC4-Uberexpression vermittelt wird (DONG et al., 2018;
RONCO et al., 2014). Diese Entdeckung macht TRPC4 zu einem mdglichen Zielmolekil far
die Therapie neurodegenerativer Erkrankungen, die das Riickenmark betreffen.

Zwar war TRPC5 im Rahmen von RT-PCRs in Astrozyten aus dem Cortex der Maus nicht
nachweisbar (BELKACEMI et al., 2017), jedoch konnte in Astrozyten des visuellen Cortex von
Ratten die Expression von TRPC5 nachgewiesen werden (MALARKEY et al., 2008), wobei 24
Stunden alte Astrozyten bereits zu 70%, 8 Tage alte Astrozyten 97% und 55 Tage alte
Astrozyten zu 100% TRPC5 exprimierten. In gemischten Astrozyten-Neuronen-Kulturen der
Maus konnte mittels RT-PCR in Astrozyten des Mausecortex TRPC5 nicht nachgewiesen
werden, interessanterweise jedoch in Neuronen, wobei festgestellt werden konnte, dass
TRPCS5 bei oxidativem Stress (in Form von H;O;) aktiviert werden kann und Uber eine Zink-
vermittelte Erhéhung des cytosolischen Ca?*-Gehalts (Ca?*-Einstrom) eine wichtige Rolle in
der Signalkaskade zur neuronalen Apoptose spielt. Durch Verwendung des TRPC5-
Antagonisten NU6027 konnte dabei der negative Einfluss von oxidativem Stress nicht nur
reduziert, sondern sogar der Zelltod verhindert werden (PARK et al., 2019), was interessante
Ansatzpunkte fur weitere Forschungen bietet.

In TRPC4-KO-Zellen lieRen sich nach Applikation von EgA geringe Veradnderungen der
cytosolischen Ca?*-Konzentration messen (4.5.1), was auf eine EgA-induzierte TRPC5-
Aktivitat in Zellen des Riuckenmarks hinweist. Da in FACS-sortierten Astrozyten aus dem
Ruckenmark TRPC5 nicht reproduzierbar nachgewiesen werden konnte, ist auch eine Zell-zu-
Zell-Aktivierung von Astrozyten Uber TRPC5-exprimierende Mikroglia-Zellen, oder
Oligodendrozyten nach Applikation von EgA denkbar. Eine weitere Erklarungsmaoglichkeit
konnte sich darin finden, dass TRPCS5 in einer Astrozyten-Subpopulation oder sehr niedrig

exprimiert vorliegen koénnte, wobei letztlich auch eine Kontamination der PCR-Probe das
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Ergebnis erklaren kdnnte. Bisher lielRen sich Transkripte fir TRPC5 in Mikroglia-Zellen nicht
nachweisen (BELKACEMI et al., 2017), jedoch konnten in Oligodendrozyten mit Hilfe von RT-
PCRs neben Transkripten fir TRPC4 auch Transkripte fir TRPC5 nachgewiesen werden
(PAEZ et al.,, 2011). Damit ist eine zumindest anteilige Zell-zu-Zell-Aktivierung TRPC4-
defizienter Astrozyten im Rickenmark Uber TRPC5-exprimierende Oligodendrozyten nach

Applikation von EgA, BTD oder Riluzol denkbar.

TRPC1 konnte bereits in Astrozyten des Mausecortex nachgewiesen werden (AKITA, OKADA,
2011; BELKACEMI et al., 2017; MALARKEY et al., 2008; REYES et al., 2013). In RT-PCR-
Experimenten konnte gezeigt werden, dass auch in Astrozyten des Rickenmarks TRPC1
exprimiert ist. Strubing et al. stellten fest, dass TRPC1 mit anderen TRPCs, beispielsweise
TRPC4 oder TRPC5, funktionelle heterotetramere Kandle bildet (STRUBING et al., 2001),
wobei sich die Kanal-Eigenschaften je nach Zusammensetzung unterscheiden. So konnten
Storch et al. zeigen, dass Kationenkanéle, die sich heterotetramer aus TRPC1- und TRPC4-
Untereinheiten zusammensetzen, bei Aktivierung weniger permeabel gegeniiber Ca?* sind,
als homotetramere TRPC4-Kanale (KO et al., 2017; STORCH et al., 2012). Korrelierend lief3
sich in Zellen mit tUberwiegend heterotetrameren TRPC1/TRPC4-Kandlen aufgrund des
reduzierten Ca?'-Einstroms eine niedrigere basale cytosolische Ca?"-Konzentration
feststellen, als in Zellen mit Uberwiegend homotetrameren TRPC4-Kanélen. Diese
Beobachtung lasst sich anhand der durchgeflihrten Experimente mit TRPC1-defizienten
Astrozyten des Rickenmarks bestédtigen. Dabei wiesen TRPC1-defiziente Astrozyten im
Vergleich zu WT-Astrozyten zu Beginn der durchgeflihrten Experimente eine héhere basale
cytosolische Ca?*-Konzentration auf (Abb. 21 b). Bei fehlender Expression von TRPC1 kdnnen
sich nur homotetramere TRPC4-Kanale formieren, was einen starkeren Ca?*-Einstrom
beglnstigt. In Skelettmuskelzellen wurden &hnliche Interaktionen zwischen TRPC1 und
TRPC3 beschrieben, wobei gezeigt werden konnte, dass TRPC1 heterotetramere lonen-
Kanale mit TRPC3 bildet (CHEUNG et al., 2011). In TRPC1-gendefizienten Astrozyten des
Cortex lieRen sich, verglichen zu korrelierenden WT-Astrozyten, durch OAG signifikant mehr
Zellen stimulieren, wobei sich in aktiven Zellen signifikant mehr OAG-vermittelte Oszillationen
feststellen lieRen (BELKACEMI et al., 2017). Hinsichtlich dieser Ergebnisse ist es denkbar,
dass TRPC1 negative Einflisse auf die Aktivitdit von TRPC3 und/oder TRPC4 hat, wenn
heterotetramere lonen-Kanéle gebildet werden. TRPC1 wurde bereits als negativer Regulator
fur TRPC4 und TRPC5 beschrieben (KIM et al., 2019).

Passend zu diesen Ergebnissen war in Astrozyten aus dem Rickenmark der Maus die peak
amplitude des EgA-vermittelten Ca?"-Anstiegs bei TRPC1-gendefizienten Astrozyten im

Vergleich zu Wildtyp-Astrozyten signifikant erhdht (Abb. 21 c).
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Andererseits konnte nach Reizung menschlicher Bronchialepithelzellen durch mechanische
Dehnung eine erhohte TRPC1-Expression, verbunden mit einer hoheren cytosolischen Ca?*-
Konzentration gemessen werden (YU, LI, 2017). Umgekehrt liel3 sich nach Vorbehandlung der
Epithelzellen mit dem TRPC1-Antagonist SKF96365, oder unter Verwendung von TRPC1-
spezifischer siRNA im Vergleich zu unbehandelten Zellen eine signifikant geringere
cytosolische Ca?*-Konzentration feststellen. Ahnliche Beobachtungen lieRen sich auch bei
Neuronen aus dem Hippocampus-Bereich von adulten Mausen machen, in welchen nach
Stimulation durch elektromagnetische Felder im extrem niedrigen Frequenzbereich ebenfalls
eine signifikante Hochregulation der TRPC1-Expression mit korrelierend hoherer cytosolischer
Ca?*-Konzentration gemessen wurde (MA et al., 2016). Diese Ergebnisse weisen darauf hin,
dass TRPC1 auch an Ca?"-Kanal-aktivierenden Prozessen beteiligt ist. So wurde
beispielsweise vermutet, dass TRPC1 auch im endoplasmatischen Retikulum lokalisiert ist und
am store-operated-Ca®*-entry (SOCE) beteiligt ist (CHEN et al., 2015; LIU et al., 2000; RAO
et al., 2006). Andererseits hielten es einige Forschergruppen fur moglich, dass TRPC1-Kanéle
nicht funktionell sind und TRPC1 nicht in Plasmamembranen exprimiert wird (DIETRICH et al.,
2014; KIM et al., 2014). Erst kurzlich wurde beispielweise in Experimenten an Astrozyten des
Méausecortex beschrieben, dass TRPC1 keine Beteiligung am SOCE hat (BELKACEMI et al.,
2017). Die unterschiedlichen, teilweise auch widerspriichlichen Ergebnisse vieler
Forschergruppen TRPCL1 betreffend deuten darauf hin, dass der genaue Funktions- und

Aktivierungsmechanismus von TRPC1 noch nicht eindeutig verstanden ist.

5.4 Die Rolle von TRPC3 und TRPC4 in der Proliferation von Astrozyten aus dem
Ruckenmark der Maus
In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sowohl TRPC3, als auch TRPC4 in Astrozyten aus dem
Ruckenmark der Maus exprimiert sind. Bei beiden gelang eine Aktivierung mit Agonisten. Die
Daten legen nahe, dass sowohl TRPC3 als auch TRPC4 Einfluss auf den Ca?*-Haushalt der
Astrozyten haben. Da TRPC-Kanale und ihr Beitrag zum Ca?*-Haushalt fur Zell-Proliferation
(ARIANO et al., 2011) und neuronales Uberleben (JIA et al., 2007) von groRer Bedeutung sind,
wurden Experimente zum Proliferationsverhalten von Astrozyten des Rickenmarks
durchgefuhrt. Eine verringerte Zellzahl in Proben kann entweder auf eine verringerte
Proliferationsrate, oder auf eine kiirzere Uberlebenszeit von Zellen hinweisen. Sowohl fiir
TRPC3- als auch fir TRPC4-gendefiziente Astrozyten des Rickenmarks liel3en sich in den
Experimenten dieser Arbeit verringerte Zellzahlen im Vergleich zu Wildtyp-Proben beobachten
(Abb. 18 und Abb. 23). Ahnliche Erkenntnisse wurden auch von anderen Forschergruppen
beschrieben: TRPC3-gendefiziente Astrozyten des Cortex zeigten eine verringerte
Proliferationsrate (BELKACEMI et al., 2017) ebenso wie Melanom-Zellen nach Hemmung von

TRPC3 (ODA et al., 2017). Zeng et al. zeigten, dass die Proliferationsrate von Zellen durch
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TRPC4-Inhibierung gesenkt und durch Uber-Exprimierung von TRPC4 erhéht werden kann
(ZENG et al.,, 2013). In Tumorzellen wird TRPC4 eine proliferationssteigernde Wirkung
zugeschrieben (GAUNT et al., 2016), wobei nach direkter Stimulation von TRPC4- und
TRPC5-Kanalen mit Englerin A ein schnelles und selektives Absterben von Nierenkrebszellen
detektiert werden konnte (AKBULUT et al., 2015). Diese Beobachtungen kénnen durch die
Ergebnisse dieser Arbeit bestéatigt werden, wobei sowohl TRPC3, als auch TRPC4 einen
positiven Effekt auf das Proliferationsverhalten von Astrozyten aus dem Riickenmark der Maus
zu haben scheint. Dabei kénnte Ca?* ein Mediator wichtiger Stoffwechselprozesse sein und
beispielsweise als Aktivator bestimmter Kinasen fungieren, die protektiv auf Zellen wirken,
intrazellulare Proliferationsvorgange fordern und so deren Uberlebenszeit verlangern (JIA et
al., 2007; PINTO et al.,, 2015). Alle Beobachtungen weisen darauf hin, dass sowohl
Aktivierung, als auch Inhibierung Ca?-permeabler TRPC-Kandle einen interessanten
maoglichen Ansatzpunkt fur spezifische Krebstherapien bieten kénnten.

5.5 Die Rolle von TRPC3 und TRPC4 in der Migration von Astrozyten aus dem
Ruckenmark der Maus
Fur die Migration von Zellen spielen TRPC-Kanale mit ihrem Einfluss auf den Ca?*-Haushalt
eine bedeutende Rolle (ARIANO et al., 2011). Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass
TRPC3-gendefiziente Astrozyten des Ruckenmarks verglichen zu WT-Astrozyten eine
signifikant verminderte Migrationsfahigkeit aufweisen (Abb. 17). Gleiches konnte bereits 2017
von Belkacemi et al. fiir Astrozyten des Cortex beschrieben werden (BELKACEMI et al., 2017).
Es wird angenommen, dass eine geringere TRPC3-Aktivitat einen erniedrigten Ca?*-Einstrom
in Zellen erzeugt, was scheinbar in einer verringerten, beziehungsweise verlangsamten Zell-
Migration resultiert (WEI et al., 2012). Fir TRPC4-gendifiziente Astrozyten des Riickenmarks
konnte in dieser Arbeit hingegen kein signifikanter Unterschied im Migrationsverhalten
festgestellt werden (Abb. 22). Im Unterschied dazu konnte bei Untersuchungen an TRPC4-
exprimierenden Medulloblastom-Zellen gezeigt werden, dass eine EgA-vermittelte TRPCA4-
Aktivierung nicht nur eine Erhohung der cytosolischen Ca?*-Konzentration, sondern auch eine
Steigerung der Migrationsfahigkeit bewirken kann (WEI et al., 2017). Offensichtlich haben
TRPC-vermittelte Signale in verschiedenen Zelltypen unterschiedlichen Einfluss auf deren

Migrationsverhalten.
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7. Anhang

7.1 AbklUrzungsverzeichnis

Alle Chemikalien, die fur Lésungen, Puffer und Medien verwendet wurden, sind im Material

und Methoden Teil zu finden.

AK Antikorper

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid

AUC Area Under Curve

APC Allophycocyanin

ATP Adenosintriphosphat

bp base pair

Ca? Calcium-lonen

CPA Cyclopiazonic acid

D Tag

DAG Diacylglycerol

DNA Desoxyribonukleotidsaure

EgA Englerin A

ER Endoplasmatisches Retikulum

FACS Fluoresence-activated cell sorting

FITC Fluorescein isothiocyanate

GFAP Glial Fibrillary Acidic Protein

GLAST Glutamate Aspartate Transporter

h Stunde

HPRT Hypoxanthin-Guanin-Phosphoribosyltransferase

IP3 Inositol-1,4,5-triphosphat

KO gendefizient

mGIuR metabotroper Glutamatrezeptor

min Minute

mM Millimolar

MRNA messenger-RNA

ms Millisekunde

MTS [3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sulfophenyl)-
2H-tetrazolium

Na* Natrium

nM Nanomolar

NMDA N-Methyl-D-Aspartat
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NO
OAG

PBS
PE
PIP,
PLC
P-L-L
Pyr3

Ril

ROI
RNA
RT-PCR

SERCA
SiRNA
SOCE
STIM
TRPC
UM

WT
ZNS

Stickstoffmonoxid
1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol
post partum
Phosphate-Buffered Saline
Phycoerythrin
Phosphatinositol-4,5-bisphosphat
Phospholipase C
Poly-L-lysine

Pyrazolium 3

Rezeptor

Riluzol

region of interest

Ribonukleinsaure

Reverse-Transkriptase-Polymerase-Kettenreaktion

Sekunde

sarcoplasmatic/endoplasmatic reticulum calcium ATPase

small interfering RNA
store-operated-Ca?*-entry

stromal interaction molecule

Transient Receptor Potential Canonical

Mikromolar
Wildtyp

Zentrales Nervensystem
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