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Zusammenfassung

Die transienten Rezeptorpotential (TRP)-Kanadle TRPM8 und TRPV1 werden durch diverse Stimuli
aktiviert. Dazu gehdren kalte sowie heilRe Temperaturen und spezielle chemische Verbindungen wie
Menthol oder Capsaicin. Die Kanalproteine sind an der Pathogenese verschiedener Erkrankungen
beteiligt und daher von besonderer klinischer Relevanz. Die weitere Erforschung der Kanalproteine ist
daher notwendig, um mithilfe geeigneter Antagonisten zukiinftig auch konkrete Behandlungsansétze an
TRP-Kandlen zu realisieren zu kdnnen. Um die biologische Wirksamkeit der in Frage kommenden
Antagonisten zu 0Oberprifen, wurde hier die Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-1 gemessen,
nachdem bereits gezeigt werden konnte, dass dieser nach Gabe von bekannten Agonisten der jeweiligen
Kanéle, wie etwa Icilin flir TRPMS8 oder Capsaicin fiir TRPV1, hochreguliert wurde. Die Ergebnisse
zeigen, dass die Verbindungen BCTC, Clotrimazol, RQ-00203078, Progesteron, Pregnenolon und TC-
| 2014 die TRPM8-induzierte intrazelluldre Signalkaskade hemmen. Spezifisch fir den TRPM8-Kanal
war dabei nur die Verbindung RQ-00203078. Fir den TRPV1-Kanal wurde in der vorliegenden Arbeit
gezeigt, dass die Verbindungen BCTC, Clotrimazol, Progesteron und Pregnenolon in unterschiedlichem

AusmaR die TRPV1-induzierte intrazelluldre Signalkaskade hemmten.



Summary

The transient receptor potential (TRP) channels TRPM8 and TRPV1 are activated by various stimuli
including cold or hot temperatures, chemical compounds such as menthol or capsaicin and other
compounds. The channel proteins are involved in the development of various diseases and are therefore
of particular clinical relevance. Further research into the channel proteins is therefore necessary in order
to be able to discover specific treatment approaches on TRP channels in the future with the help of
suitable antagonists. To test the biological efficacy of the antagonists in question, the activity of the
transcription factor AP-1 was measured, after it had already been shown that it is upregulated after
administration of icilin or capsaicin, known agonists of the TRPM8 and TRPV1 channels, respectively.
The results show that the compounds BCTC, clotrimazole, RQ-00203078, progesterone and TC-1 2014
inhibit the TRPM8-induced intracellular signalling cascade. Specific for the TRPM8-channel was only
the compound RQ-00203078. For the TRPV1 channel | could show that the compounds BCTC and
clotrimazole inhibited the TRPV1-induced intracellular signalling cascade. Further insights were gained
for the effect of progesterone and pregnenolone. Progesterone blocked the TRPV1-induced signalling
cascade. Pregnenolone showed an inhibitory effect on the signalling cascades triggered by the
stimulation of TRPM8 and TRPV1 channels in the cells.



1 Einleitung

1.1 Ubersicht der TRP-Kanale

Die TRP-Kandle sind nicht-selektive Kationenkandle, die in vielen Zellen von S&ugetieren exprimiert
werden. Zu der Familie der TRP-Kanéle zdhlen 28 Isoformen, die in 6 Untergruppen aufgeteilt werden.
Diese sind die TRPV (Vanilloid), TRPC (Canonical), TRPM (Melastatin), TRPML (Mucolipin), TRPA
(Ankyrin) und TRPP (Polycystin) (Gonzalez-Mufiiz et al., 2019).
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Abbildung 1: Ubersicht der TRP Kandile.

Dargestellt ist ein Uberblick {iber die transmembranére Topologie der jeweiligen Kanale, dabei wurden jeweils nur die
wichtigsten und héufigsten Doménen abgebildet. Die Ankyrin-Domane erfillt die Funktion eines intrazellularen
Molekiladapters. Weiterhin ist sie erforderlich fiir die notwendigen Elastizitat sowie die Faltung der Kanéle. Die TRP-
Domaéne ermdglicht dem Kanal die Selektivitat. Die Coiled-Coil Domain ist eine Mehrfachhelix, die vermutlich eine
Funktion als Abstandhalter erfiillt. Das EF-Hand ist ein Protein, welches Calcium-lonen binden kann und hierdurch eine
Konformitatsanderung vollzieht. Calmodulin ist ein Calcium-bindendes Protein mit regulatorischen Funktionen und
gehort ebenfalls zu der Gruppe der EF-Hand Proteine (modifiziert nach Li M et. Al., 2011).

Hier soll sich auf den TRPV1- und TRPM8-Kanal konzentriert werden, da ihre Funktion in der
Nozizeption liegt und diese dadurch im Speziellen bei verschiedenen Erkrankungen wie

neuropathischen Schmerzsyndromen, Atemwegserkrankungen und Herzinsuffizienz relevant sind.



1.2 Aufbau der TRP-Kanéle

1.2.1 Aufbau des TRPM8-Kanals

Der TRPM8-Kanal folgt in seinem Aufbau dem allgemeinen Aufbau aller TRP-Kanéle. Er ist ein
Tetramer, dessen Untereinheiten vierfach symmetrisch zueinander sind. Die Protomere besitzen sechs
Transmembransegmente, die groRen Amino- und Carboxy-Termini befinden sich intrazelluldr.

Die Segmente eins bis vier bilden den Spannungssensor und beinhalten die Bindungsstellen fir Menthol
und Icilin. Die Segmente fiinf und sechs formen die Pore. Diese beiden Bestandteile ermdglichen dem
lonenkanal die Selektivitdt. Werden sie neutralisiert, erlischt die Funktionsfahigkeit des Kanals
(Gonzalez-Mufiz et al., 2019).

Das TRPM8-Gen codiert fir ein 1104 Aminoséuren grof3es Protein mit dem wie vorangestellten Aufbau.
Die TRP-Box, ein kurzer hydrophober Abschnitt am C-terminalen Ende der S6-Helix, ist zusatzlich mit
dem Spannungssensor (VSLD) am Aufbau der Bindungsstelle der Antagonisten und Agonisten beteiligt.
Diese beiden Domanen bilden einen Hohlraum, in der Literatur VSLD cavity (Yin and Lee, 2020)
genannt. Durch diesen werden die lokalen Strukturdnderungen durch Ligandenbindung in eine
Kanaloffnung Ubersetzt. Hier befinden sich aul’erdem die Bindungsstellen fur die Aktivierung durch
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,). Die Oligomerisierung, Translokation und spatere Funktion
des Kanals wird mutmallich von einer coiled-coil Doméne am C-Terminus gesteuert (Tsuruda et al.,
2006). Der N-Terminus ist 700 Aminosauren lang und enthalt vier major homology regions, diese
werden in der Literatur als wichtig fur die Faltung und die intrazellulare Verbringung des Kanals
angesehen, weitere Funktionen sind allerdings nicht bekannt. Die vier Untereinheiten winden sich
umeinander und bilden dadurch eine zentrale Pore. Diese besteht aus den Transmembransegmenten S5

und S6 sowie der dufReren Porenschleife und der Porenhelix (Diver et al., 2019).
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Abbildung 2: Struktur des TRPMS8 im gedffneten und geschlossenen Zustand

(A): Seitenansicht (B): Sicht von oben (C): Monomer im desensibilisiertem Status (D): Geschlossener Zustand, Hervorhebung
einer Untereinheit in rot (E): Desensibilisierter, offener Zustand, Hervorhebung einer Untereinheit in blau. (F): AuRerer Teil
der Pore dargestellt als Alpha-Helix (modifiziert nach Diver MM, Cheng Y, Julius D, 2019).



1.2.2 Aufbau des TRPV1-Kanals
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Abbildung 3: Struktur des TRPV1 Kanals

Darstellung der sechs Transmembrandoménen. Die Pore ist griin gekennzeichnet und von den Doménen 5 und 6 umfasst.
Die Bindungsstelle fiir Capsaicin befindet sich intrazellullar, an der Bindung sind die Aminoséuren Y511 und S512 beteiligt.
An der Aminoséaure E600 findet die Kanalaktivierung durch Protonen statt. Calmodulin sowie Phospholipide modulieren die
Funktion des Kanals tiber Bindung an die TRP-Box oder die Ankyrin-Repeats. Exemplarisch ist Bindung des Toxins DKTx
an die Pore gekennzeichnet mit nachfolgender irreversibler Inhibition des Kanals. (Modifiziert nach Thiel G, Backes TM,
Rdssler OG, 2020).

Auch der TRPV1-Kanal besteht aus vier symmetrischen Untereinheiten, die eine zentrale, fiir lonen
durchldssige Pore umschlieBen. Jede Untereinheit besteht aus 6 transmembrandsen a-Helixes, deren N-
und C-Termini intrazellulér liegen. Die S1-4 Domanen bilden den Spannungssensor, wahrend die
Domaéanen S5-6 die Pore bilden. Das helikale S4-S5 Verbindungsstiick stellt die entscheidende
Verbindung dar, um die Konformationsanderung des Spannungssensors in eine Offnung des

lonenkanals zu tibersetzen (Liao et al., 2013).
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1.3 Funktion der Kanale

1.3.1 Funktion des TRPM8-Kanals

Der TRPM8-Kanal ist ein polymodaler Nozizeptor und ist sensibel fiir Spannungsénderungen, PIP,,
Menthol und Kélte. Die Anwesenheit von PIP, ist immer erforderlich fur die Funktionsfahigkeit des
Kanals (Rohacs et al., 2005). Der TRPM8-Kanal ist in erster Linie ein Thermorezeptor, welcher an die
peripheren Ad- und C-Nervenfasern angebunden ist. Er ist ein Kalterezeptor und sensibel fur
Temperaturen unter 30°C, aber auch zellschadigende Temperaturen unter 15°C fihren zu einer
Kanal6ffnung (Gonzalez-Mufiiz et al., 2019). Durch die natlrlich vorkommenden Substanzen wie
Menthol und 1,8-Cineol kann die Reizschwelle herabgesetzt werden. Zudem existiert ein synthetischer
TRPM8 Superagonist namens Icilin.

Weiterhin ist er an der Nozizeption beteiligt, bei schwacher Aktivierung ddmpft er mechanische sowie
hitzebedingte Schmerzen. AufRerdem kann er bei neuropathischen Schmerzen analgetisch wirken
(Andersen et al.,, 2016). Wird er jedoch stark stimuliert, kann er zu Kalte-Allodynie und
Hypersensitivitat gegenuber Kalte flihren. Der TRPM8-Kanal wirkt dabei auf spinaler Ebene durch
Interaktion seiner Afferenzen mit den Afferenzen der jeweiligen Nozizeptoren (Proudfoot et al., 2006).
Je nach gewinschtem Effekt kdnnen so Agonisten zur Therapie bei mechanischer Hyperalgesie
eingesetzt werden und Antagonisten bei Kalte-Allodynie oder Kélte-Hyperalgesie (Weyer and Lehto,
2017).

1.3.2 Funktion des TRPV1-Kanals

Der TRPV1-Kanal kann durch zahlreiche physikalische, wie chemische Stimuli aktiviert werden. Dazu
gehoren unter anderem elektrische Spannung, Temperaturen Uber 43°C (O’Neill et al., 2012),
mechanische Krafte, Entziindungsmediatoren, ein extrazelluldrer pH-Wert unter 5,2, divalente Kationen
wie Mg?* oder Ba?" sowie tierische Toxine (Yang and Zheng, 2017). Weiterhin ist Capsaicin ein
wichtiger Aktivator des Kanals. Die Bindungsstelle fur Capsaicin liegt oberhalb des S4/S5-
Verbindungssticks und wird von S3 und S4 derselben Untereinheit sowie der S6 Helix der
Nachbaruntereinheit umschlossen (Yin and Lee, 2020).

Dabei fuhren Liganden an unterschiedlichen Bindungsstellen zu einer Aktivierung, Capsaicin etwa
bindet an die transmembrandse Doméne, wohingegen Toxine wie das Toxin der Vogelspinne, DkTX, an
die extrazellulare Poren-Doméne binden. Nach Aktivierung wird der Fluss von Calciumionen und in
verminderten Umfang auch von Natriumionen durch den Kanal ins Zellinnere erméglicht. Dies flhrt zu
einer Depolarisierung der Zelle. In nozizeptiven Neuronen werden daraufhin Aktionspotentiale gebildet
und abh&ngig vom Stimulus verschiedene Empfindungen (bermittelt, bei Capsaicin ist es ein

Scharfegefiihl, bei anderen kann es zu einer Schmerzwahrnehmung fiihren.
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Durch die Vielzahl der mdglichen Aktivierungswege ergeben sich viele potenzielle medizinische
Einsatzzwecke. Der naheliegendste Zweck liegt in der Schmerztherapie bei neuropathischen
Schmerzen. Ein gutes Beispiel hierfir ist das Arzneimittel Qutenza (Grinenthal GmbH, Germany), ein
kutanes Pflaster, welches den Wirkstoff Capsaicin in einer Konzentration von 8% enthélt. In den Studien
wurde es bei postherpetischer Neuralgie oder HIV-assoziierter Neuropathie angewendet, die Schmerzen
konnten in der Interventionsgruppe mit Qutenza-Pflaster signifikant besser als in der Kontrollgruppe
gesenkt werden. Die Wirksamkeit beruht auf einer Uberstimulation der kutanen TRPV1-Kanile. Die
darauffolgende Desensibilisierung fuhrt zu einer bis zu 3 Monate anhaltenden Schmerzreduktion
(European Medicines Agency, 2018). Weitere mogliche Anwendungsgebiete werden derzeit in der
Literatur diskutiert, aufgefuhrt wird die Behandlung von entziindlichen Atemwegserkrankungen mit
TRPV1-Antagonisten (Brito et al., 2014). AuRerdem kdénnten Antagonisten eine positive Wirkung auf
Diabetes mellitus Typ 1, Insulinresistenz und Adipositas haben (Brito et al., 2014). Auch in der
Pravention der Ototoxizitdt des Chemotherapeutikums Cisplatin kénnten TRPV1-Antagonisten
Wirkung zeigen (Mukherjea et al., 2008).

1.4 Vorstellung moglicher Messverfahren

Zur Uberpriifung der Kanalaktivitait nach Gabe der Stimulanzien und Inhibitoren gibt es einige
Methoden der Aktivitatsmessung. Messbare GréRen sind die intrazellulare Ca?* Konzentration, der
transmembrandre Stromfluss, die Aktivitdt der Transkription mittels Reportergene wie dem
Transkriptionsfaktor ,,Activator Protein“ 1 (AP-1) oder die Phosphorylierung der ,,Extracellular-signal
regulated Kinases“ (ERK) 1 oder 2 (Thiel et al., 2019a). Zur Messung intrazelluldrer
Elektrolytkonzentrationen und des transmembrandsen Stromflusses ist das ,,patch clamp® Verfahren
notwendig.

Um sicherzustellen, dass die Stimulation des Kanals zu einer Informationstibertragung fiihrt, ist es
sinnvoll, die letztmdgliche Ebene der Signalkaskade zu messen. Dies ist in diesem Falle die

Aktivitdtsmessung der Transkription mittels des Transkriptionsfaktor AP-1.

12



1.5 Fragestellung der Arbeit

Das Ziel der Arbeit war es, verschiedene chemische Verbindungen auf eine hemmende Wirkung auf die
Signalkaskade, die durch Stimulation des TRPM8-Kanals oder TRPV1-Kanals induziert wird, zu
untersuchen. Untersucht wurden dabei die Verbindungen BCTC, TC-1 2014, RQ-00203078,

Clotrimazol und die Steroide Pregnenolon und Progesteron.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Nachfolgend befindet sich eine Ubersicht tiber die verwendeten Chemikalien.

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Verbindung

Hersteller

BCA Protein Kit

Pierce, Rockford, USA

Calciumchlorid (CaCly)

Roth, Karlsruhe

Capsaicin Sigma-Aldrich, Minchen
Chloroquin Sigma-Aldrich, Minchen
Dimethylsulfoxid (DMSO) Roth, Karlsruhe
DMEM PAA, Marburg

Ethylendiamintetraacetat
(EDTA)

Roth, Karlsruhe

Ethanol (EtOH)

Chemikalienlager UdS

Fetales Kalberserum (FCS)

Biochrom AG, Berlin

Glukose

Merck, Darmstadt

Penicillin/Streptomycin

PAA, Marburg

Polybrene (steriles H,O)

Sigma-Aldrich, Miinchen

Hexadimethrin-Bromid

Sigma-Aldrich, Minchen

(Polybren)
Reporterlyspuffer (5x) Promega, Mannheim
Trypsin/EDTA (10x) PAA, Marburg

Losungsmittel in Klammern angegeben.
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Tabelle 2: Verwendete Stimulatoren und Inhibitoren

Verbindung Hersteller PubChem | Konzen- | Lésungs
CID tration | -mittel

(4-(3-Chloro-2-pyridinyl)-N-[4-(1,1- Santa Cruz| 9929425 |10 uM DMSO

dimethylethyl)phenyl]-1-piperazine carboxamide | Biotechnology,

(BCTC) Heidelberg,

Germany
8-Methyl-N-vanillyl-trans-6-nonenamide Sigma-Aldrich |1548943 |10 uM Ethanol
(Capsaicin) GmbH,

Taufkirchen,

Germany
(1-[(2-Chlorophenyl)diphenylmethyl]-1H- Santa Cruz | 2812 2 uM DMSO
imidazole (Clotrimazol) Biotechnology,

Heidelberg,

Germany
AG 3-5; 3,6-Dihydro-1-(2-hydroxyphenyl)-4-(3- | Santa Cruz| 161930 1uM DMSO
nitrophenyl)-2(1H)-pyrimidinone Biotechnology,

(Icilin) Heidelberg,

Germany
5-Pregnen-3beta-ol-20-one sulfate Sigma-Aldrich | 105074 16,5uM | DMSO
(3beta)-3-(sulfooxy)pregn-5-en-20-one GmbH,

(Pregnenolon) Taufkirchen,

Germany
Pregn-4-en-3,20-dion (Progesteron) Sigma-Aldrich |5994 16,5 uM | DMSO

GmbH,

Taufkirchen,

Germany
4-[[[3-Chloro-5-(trifluoromethyl)-2- Alomone labs, | 49783953 |1 uM DMSO
pyridinyl][[4- Jerusalem,
(trifluoromethoxy)phenyllmethyl]lamino]sulfonyl | Israel
]benzoic acid (RQ-00203078)
3-[7-(Trifluoromethyl)-5-[2- Alomone labs, | 10040286 |1 uM DMSO
(trifluoromethyl)phenyl]-1H-benzimidazol-2-yl]- | Jerusalem,
1-oxa-2-azaspiro[4.5]dec-2-ene (TC-1 2014) Israel
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2.1.2 Gerate

In folgender Tabelle sind alle verwendeten Gerdte aufgefuhrt.

Tabelle 3: Verwendete Gerate

Hersteller
Sartorius, Gottingen
Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Geréte
Analysewage
Auflichtmikroskop

Autoklav Schitt, Géttingen

Brutschrank Thermo Fisher Scientific Inc.,
Berlin

Eismaschine verschiedene Hersteller

Feinwaage Sartorious, Gottingen

Luminometer Berthold  Detection  Systems,
Alabama USA

KA Labortechnik, Staufen
Bio-Rad, Miinchen
Milli Q Millipore, Milford USA

Magnetrihrer
Microplate Reader 550
Milliporewasser-Anlage

Neubauer Zahlkammer (improved)

pH-Meter (inoLab pH 720)
Photometer
Pipetus®Akku

Roth, Karlsruhe

WTW, Wellheim
Eppendorf, Hamburg
Hirschmann
Heilbronn

Heraeus, Hanau
Heraeus, Hanau

Laborgerdte,

Sterilbank
Tischzentrifuge (Biofuge®pico)

Vortex-Mixer
Wasserbdder, temperierbar

IKA Labortechnik, Staufen
verschiedene Hersteller

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Die verwendeten Verbrauchsmaterialien sind in nachfolgender Tabelle aufgelistet.

Tabelle 4: Verbrauchsmaterial

Verbrauchsmaterial Hersteller

1,5 ml ReaktionsgefaRe

96-Loch-Platte,
(Greiner)
96-Loch-Platte, weil (Nunc)

Kivetten (1,5 ml Halbmikro)
Pipetten (10 pl, 20 pl, 200 pl bzw.

Eppendorf, Hamburg

transparent | bio-one, Frickenhausen

Rosklide, Danemark
Brand, Wertheim
Eppendorf, Hamburg;

Gilson,

1000 pl)

Middleton USA

Sterilfilter (0,22um bzw. 0,45 um)

Sarstedt, NUrnbrecht

Zellkulturflaschen
Greiner

(175 cm2)

Bio-one, Frickenhausen

Zellkulturschale (@35 mm bzw.
@60 mm)

Bio-one, Frickenhausen
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2.1.4 Losungen

Die folgenden Tabellen beschreiben die verwendeten Lésungen mit der jeweiligen Zusammensetzung.

Tabelle 5: Zusatze zu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)

Zusatz Dosierung
FCS 10 %
Glukose 25 mM
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Tabelle 6: Zusatze fir DMEM serumreduziert

Zusatz Dosierung
FCS 0,05 %
Glukose 25 mM
L-Glutamin 2 mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml

Tabelle 7: 2x HBSS (Hank's Balanced Salt Solution)

Zusatz Dosierung
NaCl 274 mM
KCI 25 mM
Na2HPOA4 3,75 mM
Glukose 27,75 mM
HEPES 105 mM
pH 7,05-7,12

Tabelle 8: Luziferase Assay Reagent

Zusatz Dosierung
Tricin 22 mM
(MgCO3)4Mg(OH)2 | 1,177 mM
x5 H20

MgSO4 x 7 H20 2,94 mM
EDTA 0,11 mM
DTT 36,3 mM
Coenzym A 297 uM
ATP 583 uM
pH 7,8
Luziferin 47 mM
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Tabelle 9: 1x PBS (Phosphate-Buffered Saline)

Zusatz Dosierung
NaCl 170 mM
KCI 3,35 mM
Na2HPO4 x 2 | 4 mM
H20

KH2PO4 1,84 mM
pH 7,24

Tabelle 10: Transfektionslésung 1

Zusatz Dosierung
2x HBSS 275 pl

Tabelle 11: Transfektionslésung 2

Zusatz Dosierung
H20 Millipore 250 pl
CaCl2 2,5M 27,5 ul
Verpackungsplasmid | 5 ug
A8.91

Reporterplasmid 6,6 1g
Coll.luc

Expressionsplasmid | 2,3ug
pCMVG

Tabelle 12: Trypsin/EDTA

Zusatz Dosierung

Trypsin 0,25% (wiv)

EDTA 0,1% (w/v)
2.2 Zelllinien

2.21 Zellkultur

Die Zellkultur aller verwendeten Zelllinien fand in 10%-igem DMEM Nahrmedium statt. Diesem

wurden noch 100 u/ml Penicillin, 100 mg/ml Streptomycin und fotales Kalberserum hinzugeftigt.
2.2.2 HEK293/T17 Zellen
Die HEK293/T17 Zellen entstammen einer embryonalen Nierenzelllinie. Sie eignen sich zur lentiviralen

Transfektion, weil sich mit ihnen hohen Titern an rekombinanten Lentiviren erzeugen lassen (Pear et
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al., 1993). Sie wurden von D. Baltimore, Rockefeller Universitat, New York, USA freundlicherweise

zur Verfugung gestellt.

2.2.3 HEK293-M8

Bei diesen Zellen handelt es sich um HEK293-Zellen, die den TRPM8-Kanal exprimieren (Bddding et
al., 2007). Sie wurden von Ulrich Wissenbach vom Pharmakologischen Institut der Universitat des

Saarlandes freundlicherweise zur Verfligung gestellt.

224 H2C1

H2C1 Zellen sind ebenfalls HEK293-Zellen, welche den humanen TRPV1-Kanal exprimieren (Mergler
et al., 2012). Die TRPV1-Expression in genannten Zellen wurde bereits hachgewiesen (Backes et al.,
2018).

2.3 Plasmide

2.3.1 Ubersicht der verwendeten Plasmide

A Verpackungsplasmid: AR8.91

q I/rev\ - SV40 pA

RRE
B Transfer Vektor (FUW oder FW-basiert)
5'LTR 3'LTR
Au3 FLAP Au3
| L 'lp | E—
CMV-IE R U5 RU5

RRE Promoter WPRE

C VSV-G Expressions-Vektor (CMV-G)

SV40 pA

CMV VSV-G H ]
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Abbildung 4: Schematische Darstellung der verwendeten Plasmide.

Zur Steigerung der Expressionsrate ist allen Plasmiden jeweils der CMV-IE-Promotor/Enhancer-Komplex vorgeschaltet.
Zur Terminierung der Transkription und Anheftung eines Poly(A)-Schwanzes enden alle Plasmide mit einer ,,Similian
Virus 40 PolyA*“-Sequenz (SV40 pA). In (A) ist das Verpackungsplasmid A8.91 dargestellt. Dem Promotor sind die
viralen Gene gag, pol und rev nachgeschaltet. Das ,,Rev Response Element* (RRE) dient als Bindungsstelle fiir das rev-
Protein. Dieses ist fiir den Export der viralen mRNA aus dem Zellkern verantwortlich. (B) zeigt den Transfervektor, der
fur das Genom des rekombinanten Virus kodiert. Nach dem RRE folgt die FLAP, ein Abschnitt der wichtig ist fur den
DNA-Import in den Zellkern, sowie der Kollagenasepromotor (Nicht abgebildet). Dem Transgen, in diesem Fall das
Luciferase-Gen, ist das posttranskriptionelle regulatorische Element des ,,woodchuck hepatitis virus“ (WPRE)
nachgeschaltet. Dieses dient der Verbesserten Expression der viralen Gene. (C) Der VSV-G Expressions-Vektor codiert
fur das VSV-Glykoprotein, ein Andockprotein des VSV-Virus mit weitem Tropismus. Modifiziert nach Réssler O, Thiel
G (2015) Designer Receptors Exclusively Activated by Designer Drugs. Humana Press.

2.3.2 A8.91

Das Verpackungsplasmid A8.91 (Abbildung 4A) dient zur Expression der viralen Gene gag, pol und rev.
gag als retrovirales Gen kodiert flr Proteine der Virusmatrix, des Nucleocapsids und des Capsids. pol
ist verantwortlich fiir die Kodierung der viralen Enzyme Integrase, reverse Transkriptase und Protease.
Rev kodiert das rev-Protein, welches wéahrend der Virusreplikation den Export der viralen RNA aus dem

Kern in das Zytoplasma unterstlitzt.

2.3.3 Coll.luc

LTR [[Hiv-1 m [
ALI2 £l ALlI2
v L gep
luciferase >

L

--TGAGTCA--

Abbildung 5: VergroRRerung des Transfervektors Coll.luc auf Ebene des Provirus.

Vor der TATA-Box befindet sich die Bindungstelle fiir den Transkriptionsfaktor AP-1, diese wird TPA-response-element
(TRE) genannt. Diesem nachgeschaltetet befindet sich das Gen, welches fir coll.luc kodiert. Abbildung freundlicherweise
zur Verfigung gestellt von Dr. Oliver R6Rler, Universitit des Saarlandes.

Als Reportergen wurde ein Luciferasegen unter der Kontrolle des Kollagenasepromotors (Coll.luc)
verwendet. Zur Produktion Coll.luc-kodierender Viren wurde das lentivirale Transferplasmid pFW-
Coll.luc verwendet. Im Bereich des Collagenase-Promotors befindet sich eine Bindungsstelle fuir den
Transkriptionsfaktor AP-1, TRE genannt, sodass das Coll.luc Reportergen als Sensor fir die AP-1-
Aktivitat verwendet werden kann (Thiel and Réssler, 2011).
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234 pCMV-G

Das Expressionsplasmid pCMV-G wird zur Pseudotypisierung genutzt, um den Tropismus gegentber
den Wirtzellen zu erhéhen. Es codiert fir das Hullprotein des Vesicular-Stomatitis-Virus (VSV),
welches einen hoheren Tropismus gegeniiber den HEK293-Zellen besitzt als die lentiviralen

Hullproteine.

2.4 Zellkultur

Die Arbeit an den Zellkulturen fand ausschlieBlich unter der Sterilbank statt. Die Kultivierung erfolgte
unter standardisierten Bedingungen bei feuchter Atmosphére, einer Temperatur von 37°C und einem
CO,-Gehalt von 5% im Inkubator. Es wurden die vorbeschriebenen Medien DMEM und DMEM

serumreduziert verwendet.

2.5 Zellpassage

Die kultivierten Zellen wurden jeden dritten Tag nach Erreichung der Konfluenz passagiert. Nach
Entfernung des erschépften Mediums wurden sie mit 1x PBS abgewaschen und anschliefend mit 1x
Trypsin/ETDA versetzt. Nach etwa 90 bis 120 Sekunden kam es zum Abldsen der adharenten Zellen.
Es erfolgte die Verdinnung der in Suspension befindlichen Zellen um den Faktor 10 und die Hinzugabe
von 40 ml Zellmedium. Um einen gleichméaRigen Zellrasen zu erhalten, wurde die Suspension zur
Trennung etwaiger Zellkonglomerate mit der Pipette einige Male aspiriert und wieder unter geringem

Druck unter den verbleibenden Rest gemischt.

2.6 Transfer der lentiviralen Gene

Transiente Transfektion: Isolierung des viralen

+ Verpackungsplasmid Uberstandes

+ Transfer Vektor Infektion der Zielzellen und
+ VSV-G plasmid (CMV-G) funktionelle Analyse

=
_>
293T-Zellen Virus-produzierende
293T-Zellen

Abbildung 6: Ubersicht (iber die Schritte der Transfektion sowie Infektion.
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Die Plasmide und Transfervektor werden im koprazipierten Zustand zusammen mit den Calciumphosphatprézipitaten zu den
HEK?293-Zellen gegeben. Diese nehmen die virale DNA auf und produzieren nach Aufnahme in den Zellkern Viren. Nach
Abschniirung der Viren in das Medium wird dieses isoliert und dann zur Infektion der Zellen mit einer Expression des
relevanten Kanalproteins verwendet. Diese Zellen werden im Anschluss geerntet, aufgeschlossen und analysiert (modifiziert
nach RoRler).

2.6.1 Erzeugung der rekombinanten Lentiviren mit Calciumphosphat-Transfektion

24 Stunden vor der Transfektion erfolgte die Aussaat von 2x10° HEK293/T17 Zellen in 60mm
Zellkulturschalen mit 4 ml DMEM. Die Zellen wurden hierfiir bei der Passage entnommen und in einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezéhit.

Bei vitalem Zellzustand wurde am Folgetag die Calciumphosphat-Transfektion begonnen. Es erfolgte
zundchst ein Mediumwechsel der 60 mm Zellkulturschalen mit DMEM unter Hinzugabe von 25 uM
Chloroquin. Im Anschluss wurden zwei Losungen hergestellt. Die angegebenen Mengenangaben
beziehen sich auf den fir eine Zellkulturschale benétigten Ansatz.

Unter Verwendung zweier Pipetus wurde nun Lésung 1 (Tabelle 10) mit Luft durchmischt und Lésung
2 (Tabelle 11) tropfenweise hinzugegeben. Eine suffiziente Durchmischung und ein gelungener Ansatz
zeigte sich durch das Ausféllen der weil’en Calciumprazipitate. 500ul dieser Losung wurden nun zu den
HEK?293/T17 Zellen gegeben und diese fir 24 Stunden inkubiert. Diese Zeitspanne stellt eine
ausreichende Aufnahme der Plasmide in die Zellen sicher. Im Anschluss erfolgte unter Bedingungen
der Sicherheitsstufe 2 ein Mediumwechsel mit DMEM mit gleichzeitiger Wasche der transfizierten
Zellen mit PBS. Unter S2 Bedingungen anfallende Abfélle wurden jederzeit separat entsorgt. Wahrend

der anschlieRenden 72-stiindigen Inkubationszeit erfolgte die Abschnirung des Virus in das Medium.

2.6.2 Lentivirale Infektion

Das mit Virus angereicherte Medium wurde anschlielend unter S2-Bedingungen aus den
Zellkulturschalen entnommen und durch einen 0,45 pM Filter steril filtriert. Um fehlendes Volumen
auszugleichen, wurde die Viruslosung mit Medium aufgefillt. Zur Verbesserung der
Infektionsbedingungen erfolgte die Hinzugabe von 1 pl Polybrene in einer Konzentration von 8ug/ml
auf einen Milliliter Viruslésung.

Die zu infizierenden Zellen wurden im Anschluss auf 35 mm Zellkulturschalen ausgesét. Es erfolgte die

Aussaat von 200.000 Zellen pro Schale, diese wurden jeweils mit 2 ml Viruslésung versetzt.
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2.7 Stimulation

2.7.1 Serumreduktion

24 Stunden nach Infektion wurde unter S2-Bedingungen zunédchst ein Mediumwechsel mit Nahrmedium
durchgefuhrt. Nach einer Zeitspanne von 6 Stunden wurde ein erneuter Mediumwechsel mit

serumreduziertem DMEM durchgefuhrt.

2.7.2 Stimulation

Die Stimulation der Zellen erfolgte am Folgetag. Als erster Schritt erfolgte die Vorinkubation der Zellen
far drei Stunden mit den jeweiligen Inhibitoren in serumreduziertem Medium, um eine ausreichende
Aufnahme der Substanzen vor der Stimulation zu erreichen. Es wurden die Inhibitoren BCTC,
Clotrimazol, Pregnenolon, Progesteron, RQ-00203078 und TC-1 2014 verwendet. Nachfolgend erfolgte
die Stimulation der Zellen unter Zugabe des jeweiligen Inhibitors iber 24 Stunden im Inkubator, die
Zellen mit Expression des TRPV1-Kanals wurden dabei mit Capsaicin stimuliert, die Zellen mit

Expression des TRPM8-Kanals mit Icilin. Die eingesetzten Mengen sind der Tabelle 2 zu entnehmen.

2.8 Reportergenanalyse

2.8.1 Zellernte

Die Ernte der Zellen erfolgte 24 Stunden nach Stimulation. Der gesamte Ernteprozess erfolgte unter
stdndiger Kihlung. Alle verwendeten Materialien sowie alle in direktem Kontakt zu den Zellen
stehenden Gerate waren auf etwa 4°C gekdihlt. Als erster Schritt erfolgte die Entfernung des Mediums
mit einer anschlieBenden zweifachen Wasche mit 1x PBS. Nach dem letzten Waschgang wurden zu
jeder Zellkulturschale 500 ml 1x PBS hinzugegeben und der Zellrasen mit einem Zellschaber gel6st. Es
erfolgte die Uberfilhrung der Zellen in Reaktionsgefale und eine Zentrifugation mit 13.000 rpm fiir 10
Minuten. Der dabei entstehende Uberstand wurde im Anschluss entfernt und die Zellpellets verblieben
zur weiteren Analyse in den ReaktionsgefaBen. AbschlieBend wurden die Zellen mit 1x

Reporterlysepuffer versetzt und mechanisch aufgeschlossen.
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2.8.2 Luziferase-Assay

Die Aktivitat des Reportergens wurde mit einem Luziferase-Assay gemessen. Die Lysepuffer-Protein-
Losung wurde hierfir auf eine weille 96-Lochplatte pipettiert, es wurden jeweils 5 pl einer Probe
aufgetragen. Folgend wurden pro Loch 50 pl der Luziferase-Assay Reagenz zugegeben und ohne

Zeitverzug die Messung in einem Luminometer durchgefihrt.

2.8.3  Bicinchinoninsaure-Assay

Der Bicinchinoninsaure-Assay (BCA-Assay) dient zur Bestimmung des Proteingehalts der jeweiligen
Proben. Es wurden 12,5 ul der Lysepuffer-Protein-Losung auf eine durchsichtige 96-Lochplatte
aufgetragen. Weiterhin wurde eine Standardreihe (Tabelle 13) zur Erstellung einer Eichgraden
aufgetragen, hier wurden ebenfalls jeweils 12,5 pl verwendet. Die BCA-Ldsung wurde anschlieRend
unter Verwendung der Losung A und Losung B im Verhdltnis 1:50 angefertigt und 100 pl davon in
jedes Loch gegeben. In dieser Ldsung enthalten sind zweiwertige Kupferionen, die bei Kontakt mit
Proteinen zu einwertigen Kupferionen reduziert werden. Diese reagierten zusammen mit jeweils zwei
Molekilen Bicinchoninsiure zu einem Komplex. Diese Reaktion fand wahrend der 30-minitigen
Inkubationszeit im Inkubator statt und zeigte sich in einem violetten Farbumschlag. Im Anschluss wurde
die Absorption photometrisch bei 562 nm bestimmt, die Absorption ist dabei proportional zur

Proteinmenge der Probe.

Tabelle 13: Standardreihe der Proteinkonzentrationen, in pg/ml

|0 125 [250 [500 [750 | 1000 | 1500 | 2000 |

2.8.4 Relative Luziferase-Aktivitat

Die relative Luziferase-Aktivitat wurde bestimmt, um die Messungenauigkeiten des Luziferaseessays
aufgrund unterschiedlicher Proteingehalte der jeweiligen Proben zu bereinigen. Dabei wurde der

Quotient aus den gemessenen Lichteinheiten und der Proteinkonzentration gebildet.

Lichteinheiten (lu)
Proteinkonzentration (ug)

relative Luziferaseaktivitit =
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2.8.,5 Statistik

Um eine ausreichende statistische Signifikanz zu gewahrleisten, wurde jeder Versuch in mindestens
dreifacher Ausfiihrung vorgenommen und mit jeweils vier Zellplatten desselben Ansatzes durchgefiihrt.
Die Auswertung und Berechnung der Statistik wurde mit Microsoft Excel unter Verwendung des Add-
Ins WIinSTAT (R. Fitch Software) durchgefiihrt. Mit einem Zweistichproben-T-Test fur unabhangige
Stichproben wurde die Signifikanz (Tabelle 14) der erhobenen Daten beurteilt und in den Abbildungen

dokumentiert. Ein Wert von p < 0,05 (Signifikanzlevel > 95%) wurde als signifikant definiert.

Tabelle 14: Signifikanzniveau

Signifikanzniveau | p-Wert

n.s. nicht signifikant
* p <0,05

foled p<0,01

faleled p < 0,001
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3 Ergebnisse

3.1 Messung der TRPMS8- und TRPV1- induzierten intrazellularen
Signalkaskade

In dieser Arbeit wurde der Effekt von TRP-Inhibitoren auf die durch die Kanalproteine TRPM8 und
TRPV1 initiierte Stimulation der Gentranskription untersucht.

Zur Stimulation wurden Capsaicin und Icilin verwendet. Capsaicin kommt in Arten der Gattung
Capsicum aus der Familie der Nachtschattengewachse natiirlich vor und wird zum Wirzen und Scharfen
von Speisen verwendet. Es aktiviert den TRPV1-Kanal sehr potent mit einem ECso von 0,9 uM und ist
dabei hoch selektiv fur diesen (Weyer et al., 2016).

Icilin ist ein Superagonist und besitzt eine zweieinhalbfache Wirkung und eine fast 200-fache Potenz
von Menthol (McKemy et al., 2002), ist aber strukturell anders aufgebaut. Icilin benétigt im Gegensatz
zu Menthol intrazellulédres Calcium zur Aktivierung des Kanals (McKemy et al., 2002). Menthol und
Icilin sind Agonisten flir den TRPV3-, TRPAL1- und TRPM8-Kanal (Sherkheli et al., 2010).

Bereits bekannt ist, dass eine Aktivierung genannter Kanéle zu einem Einstrom von Calciumionen in
die Zelle fihrt, mit einem darauffolgenden Anstieg der intrazellularen Calcium-Konzentration. Weitere
Untersuchungen zeigten, das zahlreiche TRP-Kanale eine Signalkaskade aktivieren, die schlussendlich
zu einer Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1 fuhrt (Backes et al., 2018; Thiel et al., 2019b).
Zudem konnte dokumentiert werden, dass ein Zusammenhang zwischen der Stimulation von
spannungsgesteuerten Calciumionenkandlen und der nachfolgenden Aktivierung von AP-1 besteht
(Thiel et al., 2012).

Zusammenfassend prasentiert sich daher folgender Mechanismus. Durch Aktivierung von TRP-Kanélen
oder spannungsgesteuerten Ca?*-Kanalen kommt es zu einem Ca?*-Einstrom in die Zelle. Dieser
aktiviert eine Signalkaskade bis in den Zellkern hinein, wo schlussendlich eine Veranderung der
Gentranskription bewirkt wird. Zur Quantifizierung der AP-1 Aktivierung wurde ein Reportergen, das
fiir das Luciferasegen unter Kontrolle des Collagenasepromotors kodiert, verwendet. Dieser Promotor
besitzt eine Bindungsstelle fur AP-1, das TRE (Abbildung 5). Durch einen lentiviralen Gentransfer

wurde das Reportergen in das Genom der Zelle integriert.
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3.2 BCTC inhibiert die TRPMS8- und TRPV1-gesteuerte Transkription
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Abbildung 7: BCTC blockiert die Aktivierung des Transkriptionsfaktors AP-1, der durch Stimulierung von TRPM8

und TRPV1 induziert wird.

(A) Chemische Struktur von BCTC. (B) HEK293-M8 Zellen, HEK293-Zellen, die den TRPM8-Kanal exprimieren, wurden
infiziert mit einem rekombinanten Lentivirus, der das Reportergen Coll.luc enthielt. Im Anschluss wurden die Zellen fiir 24
Stunden in serum-reduzierten Medium inkubiert. Die Zellen wurden fir 3 Stunden mit der Substanz BCTC (10uM)
vorinkubiert und dann fur 24 Stunden mit Icilin (1uM) in Anwesenheit von BCTC stimuliert. Die Zellextrakte wurden folgend
auf ihre Luziferaseaktivitit hin analysiert. Die Luziferaseaktivitat wurde in Relation zur Proteinkonzentration gesetzt. (C)
H2C1-Zellen, HEK293-Zellen, die den TRPV1-Kanal exprimierten, wurden ebenfalls mit einem rekombinanten Lentivirus
infiziert, der den Reportergen Coll.luc enthielt. Die Zellen wurden fiir 24 Stunden in serumreduziertem Medium inkubiert,
dann fir 3 Stunden mit BCTC (10uM) vorinkubiert und im Anschluss (iber einen Zeitraum von 24 Stunden mit Capsaicin
(10uM) in Anwesenheit von BCTC stimuliert.

Die Daten zeigen die mittlere Standardabweichung von jeweils 3 unabhé&ngigen Experimenten in vierfacher Ausfiihrung (***P
<0,001).

Die Verbindung BCTC wurde urspringlich in der Literatur als ein potenter und fiir TRPV1-selektiver
Antagonist beschrieben. Abbildung 7 C zeigt die chemische Struktur von BCTC. Es wurde gezeigt, dass
auch der Calcium-Einstrom durch mit Menthol oder Icilin stimulierte TRPM8-Kanéle gehemmt wird
(Behrendt et al., 2004, p. 1; Weil et al., 2005, p. 8). BCTC ist also auch ein potenter TRPM8-Antagonist.
Um zu untersuchen, ob die Verbindung BCTC die Signaltransduktion der TRPM8 und TRPV1-Kanéle
hemmt, wurden H2C1-Zellen und HEK293-M8-Zellen mit einem Lentivirus infiziert, der das
Reportergen Coll.luc enthielt. Die infizierten Zellen wurden fur 24 Stunden in serum-reduziertem
Medium inkubiert und fir 3 Stunden mit der Verbindung BCTC vorinkubiert. Danach erfolgte die
Stimulation der Zellen mit Capsaicin (H2C1-Zellen) oder Icilin (HEK293-M8-Zellen) in serum-
reduzierten Medium in Anwesenheit von BCTC. Nach 24 Stunden wurden die Zellen geerntet und die

Luziferaseaktivitat und die Proteinkonzentration bestimmt. Die Ergebnisse zeigen, dass BCTC sowohl
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die Icilin-induzierte Aktivierung des TRPM8-Kanals hemmt (Abbildung 7 A) als auch die Aktivierung
des TRPV1-Kanals hemmt. (Abbildung 7 B). Die Signaltransduktion iber den TRPM8-Kanal wird dabei
um 88,25% reduziert. Die Signaltransduktion tiber den der TRPV1-Kanal wird um 44,71% reduziert.

3.3 Clotrimazol inhibiert die TRPM8- und TRPV1-gesteuerte

Transkription
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Abbildung 8: Cotrimazol hemmt die durch TRPM8 und TRV1 aktivierte Transkription.

(A) Chemische Struktur von Clotrimazol. (B) HEK293-M8 und (C) H2C1-Zellen, die das Coll.luc Reportergen enthielten,
wurden in serum-reduziertem Medium flir 24 Stunden inkubiert, fir 3 Stunden mit Clotrimazol (2uM) vorinkubiert und
dann mit Icilin (1uM) (B) oder Capsaicin (10uM) (C) fir 24 Stunden in Anwesenheit von Clotrimazol inkubiert. Die
Zellextrakte wurden aufgebrochen und dann auf ihre Luziferaseaktivitat hin analysiert. Diese wurde anschlieRend mit der
Proteinkonzentration ins Verhéltnis gesetzt. Die Daten zeigen die mittlere Standardabweichung von jeweils 3 unabhangigen
Experimenten in vierfacher Ausfiihruna (***P < 0.001. *P < 0.05).

Das Antimykotikum Clotrimazol, welches als Breitspektrum-Antimykotikum zur topischen Therapie
von Pilzinfektionen von Haut, Mund und Vagina verwendet wird, wurde bereits als Inhibitor der durch
Kélte- oder Menthol-induzierten TRPM8-Kandle beschrieben (Meseguer et al., 2008).

Um zu untersuchen, ob die Verbindung Clotrimazol die Signaltransduktion der TRPM8 und TRPV1-
Kanéle beeinflusst, wurden H2C1-Zellen und HEK293-M8-Zellen, die das Reportergen Coll.luc
enthielten, analysiert. Die Zellen wurden flr 24 Stunden in serum-reduzierten Medium inkubiert und
fiir 3 Stunden mit der Verbindung Clotrimazol vorinkubiert. Danach wurden die Zellen mit Capsaicin
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(H2C1-Zellen) beziehungsweise Icilin (HEK293-M8-Zellen) in serum-reduziertem Medium in
Anwesenheit von Clotrimazol stimuliert. Capsaicin wurde in einer Konzentration von 2 uM verwendet,
hohere Konzentrationen waren mit erhéhter Zelltoxizitat assoziiert. Die Zellernte fand nach 24 Stunden
statt, im Anschluss wurde die Luziferaseaktivitat sowie die Proteinkonzentration bestimmt. Abbildung
8 B zeigt, das Clotrimazol in den HEK293-M8-Zellen die AP-1 Aktivitat fast vollstandig blockierte. Die
Signaltransduktion, die durch die Stimulation des TRPM8-Kanals induziert wurde, war um 92,34%
reduziert. Abbildung 8 C zeigt, dass die Verbindung Clotrimazol die intrazellulare Signalkaskade, die
durch die Stimulation des TRPV1-Kanals induziert wurde, um 32,6% reduziert. Diese Ergebnisse
zeigen, dass Clotrimazol in einem deutlich htheren MaRe die Icilin-induzierte Aktivierung des TRPM8-

Kanals hemmt als die Capsaicin-induzierte die Aktivierung des TRPV1-Kanals.
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3.4 Progesteron reduziert die TRPMS8- und TRPV1-gesteuerte
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Abbildung 9: Progesteron reduziert die Aktivierung der Transkription durch den TRPM8-Kanal und den TRPV1-
Kanal.

(A) Chemische Struktur von Progesteron. (B) HEK293-M8 und (C) H2C1-Zellen, die das Reportergen Coll.luc enthielten,
wurden in serumreduziertem Medium fiir 24 Stunden inkubiert. Danach wurden sie fir 3 Stunden mit Progesteron (20puM)
vorinkubiert und dann mit Icilin (1uM) (B) oder Capsaicin (10uM) (C) fiir 24 Stunden in Anwesenheit vonProgesteron
inkubiert. Die Luziferaseaktivitat wurde nun bestimmt und mit der Proteinkonzentration ins Verhaltnis gesetzt. Die Daten
zeigen die mittlere Standardabweichung von jeweils 3 unabhdngigen Experimenten in vierfacher Ausfihrung (***P <
0,001); **P < 0,01).

Progesteron ist ein Sexualhormon aus der Gruppe der Gestagene. Vorbeschrieben ist eine Inhibition der
TRPM3- und TRPC6-gesteuerten Transkription durch Progesteron (Lesch et al., 2014; Thiel and
Rossler, 2017). Daten tber den Effekt auf die Gentranskription nach Aktivierung des TRPM8- und
TRPV1-Kanals lagen nicht vor. Daher wurde Uberpriift, ob Progesteron die Signaltransduktion des
TRPMS8- und TRPV1-Kanals beeintrachtig. Die Strukturformel von Progesteron ist Abbildung 9 C zu
entnehmen. Die Zellen wurden fir 24 Stunden in serum-reduziertem Medium inkubiert und fiir 3
Stunden mit dem Hormon Progesteron vorinkubiert. Danach wurden die Zellen mit Capsaicin (H2C1-
Zellen) oder Icilin (HEK293-M8-Zellen) in serum-reduziertem Medium in Anwesenheit von
Progesteron stimuliert. 24 Stunden spater wurden die Zellen geerntet, die Luziferaseaktivitit und die
Proteinkonzentration bestimmt und anschlieBend verrechnet. Hier konnte in beiden Zelllinien eine

verringerte Luziferaseaktivitdt gemessen werden. Die Signaltransduktion Uber den TRPMS8-Kanal
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wurde um 79,22% reduziert. Die Signaltransduktion, die durch Stimulation des TRPV1-Kanals induziert
worden war, war um 41,65% reduziert.
Das bedeutet, dass die Signalkaskade sowohl des TRPM8- als auch des TRPV1-Kanals durch Hinzugabe

von Progesteron gehemmt wird.

3.5 Pregnenolon inhibiert TRPMS8- und TRPV 1-gesteuerte Transkription
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Abbildung 10: Pregnenolon reduziert die durch TRPM8 und TRPV1 induzierte Transkriptionsaktivtat.

(A): Chemische Struktur von Pregnenolon. (B) HEK293-M8 und (C) H2C1-Zellen wurden mit einem rekombinanten
Lentivirus infiziert, der das Reportergen Coll.luc enthélt. Sie wurden in serum-reduziertem Medium fiir 24 Stunden inkubiert
und anschlieRend flr 3 Stunden mit Pregnenolon (20pM) vorinkubiert. Dann erfolgte die Stimulation mit Icilin (1uM) (B)
oder Capsaicin (10uM) (C) fiir 24 Stunden in Anwesenheit von Pregnenolon. Die Zellextrakte wurden vorbereitet, die
Luziferaseaktivitat bestimmt und mit der Proteinkonzentration ins Verhéltnis gesetzt. Die Daten zeigen die mittlere
Standardabweichung von jeweils 3 unabhéngigen Experimenten in vierfacher Ausfliihrung (***P < 0,001), ***P < 0,01).
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Bei Pregnenolon handelt es sich um ein Prohormon der Steroidhormone. Die Strukturformel von
Pregnenolon ist Abbildung 10 A zu entnehmen. In dieser Arbeit wurde daher untersucht, ob Pregnenolon
einen Einfluss auf die TRPM8 und TRPV1-induzierte Signalkaskade hat. Hierfiir wurde ebenfalls die
AP-1-Aktivitat zur Quantifizierung des inhibitorischen Effekts herangezogen. Dazu wurden die H2C1-
Zellen und HEK293-M8-Zellen mit dem Reportergen Coll.luc mittels lentiviraler Transfektion
modifiziert und dann fir 24 Stunden in serum-reduziertem Medium in Anwesenheit von Pregnenolon
inkubiert. Dann erfolgte die Stimulation der Zellen mit Capsaicin (H2C1-Zellen) und Icilin (HEK293-
M8-Zellen) in serum-reduziertem Medium in Anwesenheit von Pregnenolon. Die Zellernte fand nach
24 Stunden statt, im Anschluss wurde die Luziferaseaktivitit und die Proteinkonzentration bestimmt.
Abbildung 10 B zeigt, das Pregnenolon in den HEK293-Zellen mit TRPM8 Expression die durch Icilin
induzierte Signaltransduktion um 76,92% reduziert. Abbildung 10 C zeigt, dass die Signaltransduktion,
die durch Stimulation des TRPV-Kanals induziert wurde, um 49,22% reduziert wurde.

Diese Daten zeigen, dass Pregnenolon die Signaltransduktion nicht nur den bereits beschriebenen
TRPM3-Kanal, sondern auch die Signalkaskade des TRPM8- und den TRPV1-Kanals reduziert.
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3.6 Die Verbindung RQ-00203078 inhibiert die TRPMS8-gesteuerte

Transkription
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Abbildung 11: RQ-00203078 blockiert die durch TRPM8 vermittelte Transkriptionsaktivitat.

(A): Chemische Struktur von RQ-00203078. (B) HEK293-M8 Zellen und (C) H2C1-Zellen wurden wie in Abbildung 7
beschrieben vorbereitet. Im Anschluss wurden sie fiir 3 Stunden mit RQ-00203078 vorinkubiert und in Anwesenheit von
RQ-00203078 (iber 24 Stunden stimuliert. Die Zellextrakte wurden dann vorbereitet, die Luziferaseaktivitat bestimmt und
abschliefend mit der Proteinkonzentration ins VVerhdltnis gesetzt. Die Daten zeigen die mittlere Standardabweichung von
jeweils 3 unabhdngig durchgefiihrten Experimenten in jeweils vierfacher Ausfuhrung (***P < 0,001, n.s., nicht signifikant).

Die Verbindung RQ-00203078 wurde bereits als Inhibitor des Menthol-gesteuerten Calciumeinstroms
Uber den TRPM8-Kanal beschrieben (Ohmi et al., 2014). In Abbildung 11 A ist die Strukturformel von
RQ-00203078 dargestellt.

Um zu untersuchen, ob RQ-00203078 auch die TRPM8- und TRPV1-induzierte Signaltransduktion
beeintrachtigt, wurden H2C1-Zellen und HEK293-M8-Zellen mit einem Lentivirus infiziert, welcher
das Reportergen Coll.luc enthielt. Die Zellen wurden flr 24 Stunden in serum-reduziertem Medium
kultiviert und flr 3 Stunden mit der Verbindung RQ-00203078 vorinkubiert. Danach wurden die Zellen
mit Capsaicin (H2C1-Zellen) oder Icilin (HEK293-M8-Zellen) in serum-reduzierten Medium in
Anwesenheit von RQ-00203078 stimuliert. Weitere 24 Stunden spater wurden die Zellen geerntet und

die Luziferaseaktivitat sowie die Proteinkonzentration bestimmt. Die Messergebnisse zeigen, dass in
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Anwesenheit von RQ-00203078 in den HEK293-M8 Zellen die AP-1 Aktivitat um 89,58% reduziert
war (Abbildung 11 B). Dabei reichte eine Konzentration von 1M, um die Signalkaskade signifikant zu
inhibieren. Fir die H2C1 Zellen konnte keinen Unterschied dokumentiert werden. Die Signalkaskade
des TRPV1-Kanals wurde also nicht durch die Anwesenheit von RQ-00203078 unterbrochen.

3.7 TC-1 2014 inhibiert die TRPMS8- und TRPV1-gesteuerte Transkription
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Abbildung 12: TC-1 2014 inhibiert die TRPM8-abhé&ngige Transkription.

(A) Chemische Struktur von TC-1 2014. (B) HEK293-M8 Zellen und (C) H2C1 Zellen, die das Coll.luc Reportergen
enthielten, wurden mit TC-1 2014 (1uM) tber 3 Stunden vorinkubiert und danach in Présenz von TC-I 2014 stimuliert. Die
Daten zeigen die mittlere Standardabweichung von jeweils 3 unabhéngigen Experimenten in vierfacher Ausfiihrung (***P
< 0,001, n.s., nicht signifikant).

Fur die synthetische Verbindung TC-1 2014 (Abbildung 12 A) konnte bereits gezeigt werden, dass es in
einer Konzentration von 1uM die TRPMB8-gesteuerte Transkription in durch Icilin stimulierten
HEK?293-M8 Zellen fast vollstdndig inhibieren kann (“Alomone Labs TC-I 2014,” n.d.). Um zu
uberprifen, ob die Verbindung TC-1 2014 einen Einfluss auf die Signaltransduktion des TRPM8- und
des TRPV1-Kanals hat, wurden folgende Experimente durchgefihrt.

H2C1-Zellen und HEK293-M8-Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der das Reportergen

Coll.luc enthielt. Die Zellen wurden dann fiir 24 Stunden in serum-reduziertem Medium inkubiert.
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Danach wurden die Zellen fiir 3 Stunden mit der Verbindung TC-1 2014 vorinkubiert. Die Zellen wurden
mit Capsaicin (H2C1-Zellen) und Icilin (HEK293-M8-Zellen) in serum-reduziertem Medium in
Anwesenheit von TC-1 2014 stimuliert. Die Zellernte wurde dann nach 24 Stunden durchgefiihrt und im
Anschluss die Luziferaseaktivitat wie die Proteinkonzentration bestimmit.

Die Experimente zeigen einen deutlichen Unterschied in der Wirkungsweise von TC-1 2014. Die
Verbindung hemmte fast vollstandig die Signaltransduktion des TRPM8-Kanals, eine Reduktion der
AP-1 Aktivitat um 88,64% konnte gemessen werden. Die Verbindung hatte hingegen keine Wirkung
auf die Signalkaskade, die durch die Stimulation des TRPV1-Kanals ausgelost wurde.
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methoden

Zur Messung der Aktivitat der Kanéle wurde der Transkriptionsfaktor AP-1 hinzugezogen. Ein Anstieg
der Aktivitdt des Transkriptionsfaktors AP-1 nach entsprechender Stimulation der Kandle konnte bereits
zuvor nachgewiesen werden. So wiesen HEK293er Zellen mit Expression des TRPM8-Kanals nach
Gabe von Icilin eine erhdhte AP-1 Aktivitat auf (Thiel et al., 2019a). Auch fir H2C1-Zellen mit
Expression des TRPV1 Kanals konnte nach Stimulation mit Capsaicin eine erhdhte Aktivitat von AP-1
nachgewiesen werden (Backes et al., 2018).

Es existieren jedoch weitere Methoden zur Aktivitdtsmessung der TRP-Kanédle. Diese sind unter
anderem die Calcium-Bildgebung mit einem Fluoreszenzmikroskop oder die Patch-Clamp Methode.
Hierbei sind jedoch deutlich hohere Stoffkonzentrationen notwendig und die Messungen stellen
aufgrund der hohen Fehleranfélligkeit groRere Anforderungen an den Untersucher (Williams and
Wozny, 2011). Ein weiter Nachteil der Messung der Calciumkonzentration ist, dass die Erhéhung der
intrazelluldren Calciumkonzentration nicht zwangslaufig die Aktivierung einer Signalkaskade auslésen
muss (Lesch, 2018).

Der Vorteil der Messung der Signalfunktion der TRP-Kanale mithilfe des Transkriptionsfaktors AP-1
ist, dass hiermit die intrazellulare Signalkaskade von der Plasmamembran bis zum Nukleus verfolgt
werden kann und diese Messungen unter weitgehend physiologischen Umsténden durchgefuihrt werden

konnen. Alternativ wére die Messung der Phosphorylierung von ERK1 und ERK2 mdglich.

4.2  Diskussion der Ergebnisse

Ziel dieser Arbeit war die Uberprifung der in der Literatur beschriebenen pharmakologischen
Inhibitoren und Stimulatoren von TRP-Kanélen auf ihre Spezifitat und Aktivitdt am TRPMS8- und
TRPV1-Kanal. Untersucht wurden dabei die Inhibitoren BCTC, TC-I 2014, RQ-00203078, Clotrimazol,
Pregnenolon und Progesteron. Fir Pregnenolon lagen bislang keine Daten zu den TRPM8- und TRPV1-

Kanélen vor, fir Progesteron sowie TC-1 2014 standen Untersuchungen am TRPV1-Kanal noch aus.

BCTC wurde lange als spezifischer TRPV1-Antagonist beschrieben (Valenzano et al., 2003). Im
Verlauf wurde jedoch auch ein Effekt auf den L-Typ-Calcium-Kanal in TRPM8-Kanélen entdeckt, auch
hier erfolgte eine Inhibition. Weitere Erkenntnisse zeigten, dass jedoch auch Calcium-Kanéle vom T-
Typ inhibiert werden (McArthur et al., 2019). Somit ist BCTC nicht als spezifischer TRPV1-Antagonist
einsetzbar, es ist vielmehr als ein unspezifischer Antagonist verschiedener Calcium-Kandle anzusehen.
In Versuchen an Maéusen konnte ein positiver Effekt von BCTC bei Herzinsuffizienz und

Myokardhypertrophie nachgewiesen werden (Horton et al., 2013).
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TC-1 2014 zeigte auf dem TRPMS8- und den TRPM3-Kanal (Thiel et al., 2019a) eine hemmende
Wirkung, die Signalkaskade von Rezeptorstimulation bis hin zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors
AP-1 wurde blockiert. Die Signalkaskade von TRPV1 zeigte sich jedoch nicht in ihrer Funktion gestort.
RQ-00203078 ist von den untersuchten Verbindungen die einzige Verbindung, die nur die AP-1-
Aktivierung durch TRPM8 inhibierte. Hier bestatigte sich die fehlende inhibitorische Wirkung auf
TRPV1, in der Literatur sind keine Effekte auf TRPM3, TRPA1, TRPV4 und TRPV1 beschrieben
worden (Ohmi et al., 2014). Durch die hohe Selektivitat ist RQ-00203078 seit langerer Zeit bereits
Gegenstand der Forschung am TRPM8-Kanal. So konnte gezeigt werden, dass durch die Blockade der
TRPMB8-Kanédle durch RQ-00203078 das Potential zum invasiven Wachstum von oralen
Plattenepithelkarzinomen reduziert wurde (Okamoto et al., 2012). Weiterhin sind bereits in vivo
Experimente durchgefiihrt worden. Hier konnte ein Effekt von TRPM8 auf die Blasenkapazitat und
Restharnmenge in Ratten dargestellt werden. Aktivierung von TRPMS8 fiihrte zu einer abnehmenden
Blasenkapazitit und Restharnmenge, die Gabe von RQ-00203078 flihrte zu einer Verbesserung dieser
Werte (Ito et al., 2016).

Clotrimazol ist ein bekannter Inhibitor von TRPM2, TRPM3, TRPC6, TRPV4 und TRPM8. Dies konnte
in zuvor erfolgten Patch-Clamp Untersuchungen und der Calciumbildgebung dargestellt werden
(Harteneck etal., 2011; Hill et al., 2004; Meseguer et al., 2008). Fir den TRPM8-Kanal konnte ebenfalls
eine inhibitorische Wirkung nachgewiesen werden, die Ergebnisse hier zeigen eine starke Suppression
der AP-1-Aktivitadt nach Stimulation des TRPM8-Kanals mit Icilin. Fiir den TRPV1-Kanal ist eine
erhohte intrazelluldre Calciumkonzentration nach Gabe von Clotrimazol gezeigt worden (Meseguer et
al., 2008). Die hier erhobenen Daten zeigen jedoch keine stimulierende Wirkung auf die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors AP-1. Dies ist ein Hinweis, dass die Erhéhung des intrazelluldaren Calciums nicht
zwangslaufig eine bis zur Transkription nachverfolgbare Signalkaskade auslost.

Fir Pregnenolon wurde in der Literatur eine stimulierende Wirkung auf den TRPM1- und TRPM3-
Kanal beschrieben (Harteneck, 2013). In dem TRPV1- und TRPM8-Kanal zeigte sich hier jedoch
erstmalig eine inhibitorische Wirkung.

Progesteron wurde ebenfalls als Inhibitor verschiedener TRP-Kanéle beschrieben. So wurde eine
Hemmung des TRPC6-Kanals sowie des TRPM3-Kanals anhand eines gestdrten Calciumeinstroms in
die Zelle dokumentiert (Majeed et al., 2012; Miehe et al., 2012). Hier konnte gezeigt werden, dass auch
fur den TRPMS8 und den TRPV1 eine inhibitorische Wirkung auf die Signalkaskade vorliegt. Eine so
breite Wirkung auf die TRP-Kanéle widerspricht jedoch einer Existenz spezifischer Domanen, an denen
die Interaktion des Hormones mit dem Kanal stattfindet. Wahrscheinlicher ist eine Interaktion des
Hormones mit der Zellmembran mit einhergehender Beeinflussung des TRP-Kanals (Atkovska et al.,
2018). Die Experimente bestatigen zum groRen Teil die in der Literatur vorbeschriebene Wirksamkeit
der ausgewéhlten Stimulatoren und Inhibitoren des TRPM8- und TRPV1-Kanals. Die Zellen mit
hinzugefugten Stimulantien wiesen eine erhohte Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-1 auf, die

Zellen, welche zur Kontrolle nur das Losungsmittel des jeweiligen Stimulators erhielten, prasentierten
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eine geringere AP-1 Aktivitdt. Bei den Inhibitoren zeigten sich BCTC, Clotrimazol, Progesteron,
Pregnenolon, RQ-00203078 und TC-I 2014 selektiv fur den TRPM8-Kanal mit einer guten
Supprimierung der AP-1-Aktivitat. Spezifisch fur den TRPM8-Kanal war dabei nur RQ-00203078, die
anderen Substanzen présentierten sich als Calciumkanalblocker mit einem breiten Wirkspektrum. Fur
den TRPV1-Kanal zeigten sich die Inhibitoren BCTC, Clotrimazol, Progesteron und Pregnenolon
selektiv.

Die neuen Erkenntnisse Uber die Wirkung von Progesteron und TC-l1 am TRPV1-Kanal kénnen
zukinftig weitere Untersuchungen ermdglichen und bieten im Falle des Inhibitors Progesteron auch
moglichen medizinischen Nutzen. Mit Pregnenolon als neuen Antagonisten beider untersuchten Kanéle

bieten sich ebenfalls neue Mdglichkeiten in der Erforschung der TRP-Kanéle.

5 Abkilrzungsverzeichnis

AP-1 Activator Protein 1

BCA Bicinchinoninsdure-Assay

ERK Extracellular-signal Regulated Kinases

PIP, Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

RRE Rev Response Element

SV40 pA Similian Virus 40 PolyA

TRE TPA-response-element

TRP-Kanédle  Transienten Rezeptor Potential Kanéle

VSDL Voltage Sensor like domain; Spannungssensor

WPRE Woodchuck Hepatitis Virus Postranscriptional Regulatory Element
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