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Vorbemerkung

Bei der vorliegenden Arbeit handelt es sich um eine monografische Dissertation mit dem
Thema ,Physiologische Funktion und Modulation des TRPV2-lonenkanals in Zellen des
angeborenen Immunsystems*. Die wissenschaftliche Vorarbeit resultierte in einer Publikation
mit Ko-Autorenschaft. Zusatzlich sind zwei weitere Publikationen auf Basis der
experimentellen Daten, der Ergebnisse und der Diskussion dieser Dissertation bereits

eingereicht bzw. in Vorbereitung.
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1. Einfuhrung

Ein wichtiger Stutzpfeiler der modernen Medizin sind die niedermolekularen Wirkstoffe, welche
oft auch als small molecules bezeichnet werden. Grundsatzlich fallen die meisten Wirkstoffe
der heutzutage zugelassenen Arzneimittel in diese Gruppe. Entscheidende Kenngréf3en zur
Beurteilung der Eignung eines solchen Wirkstoffes sind neben der Wasserldslichkeit sowie der
Anzahl an Donatoren und Akzeptoren von Wasserstoffbriickenbindungen vor allem Masse und
Grolke eines Molekils [1]. Demnach Uberschreiten klassische niedermolekulare Wirkstoffe
eine Molekllmasse von 500 Dalton typischerweise nicht. So grenzt sich diese Wirkstoffgruppe
klar von den grof3en und komplexen Protein-Biologika ab. Auf Grund ihrer geringen
molekularen GrofRe zeichnen sich small molecule Wirkstoffe dadurch aus, dass sie in Zellen
eindringen oder Zellbarrieren durchdringen koénnen. Deshalb koénnen sie bestimmte
Zielstrukturen wie z.B. Enzyme, lonenkanale oder G-Protein-gekoppelte Rezeptoren in Zellen

modulieren aber auch diverse andere Reaktionen verursachen.
1.1 Moderne Entwicklung neuer Wirkstoffe

Um solche Wirkstoffe zu entwickeln, gibt es abhangig von der Zielstruktur des Wirkstoffes
verschiedene Wege. Eine Mdglichkeit besteht darin, bioaktive Substanzen in der Natur zu
suchen und neue Strukturen daraus abzuleiten. Bei der Entwicklung von neuen Antibiotika war
diese Methode bisher von besonderer Bedeutung [2]. Uber Jahrmillionen entwickelten
insbesondere Pilze und Bakterien antibiotisch wirksame Substanzen, um so einen
evolutionaren Vorteil gegentiber Wettbewerbern und Fressfeinden zu gewinnen [3]. Obwohl
zwischen 1981 und 2002 noch etwa zwei Drittel der entwickelten Wirkstoffe von naturlichen
Leitstrukturen abgeleitet wurden [4], sind heutzutage 99 Prozent aller bekannter organischen
Verbindungen synthetischen Ursprungs [5]. Dementsprechend hat sich die Routine zur
Identifizierung neuer Wirkstoffe verandert. Seit der Entwicklung von
Kryoelektronenmikroskopie oder Roéntgenkristallographie wurden diese Methoden stetig
weiterentwickelt, um schlieBlich genaue Informationen zur dreidimensionalen Struktur von
Proteinen wie Enzyme oder lonenkanale zu erlangen [6,7]. Mit Hilfe natirlicher Liganden
kénnen so Bindungstaschen von Enzymen oder lonenkanalen identifiziert und visualisiert
werden. Diese Daten ermdglichen im nachsten Schritt ein rationales Wirkstoffdesign und in
silico Docking-Studien [8]. Wurde eine wirksame Leitstruktur gefunden, kann diese mit Blick
auf Selektivitat, Potenz und chemische Eigenschaften weiter angepasst und optimiert werden.
Wahrend diese Methode elegant und effizient erscheint, wird sie durch die Verfiigbarkeit
hochauflésender Kristallstrukturen oder den Mangel an (natirlichen) Liganden begrenzt.
Existiert keine aktive Leitstruktur bzw. ist kein naturlicher Ligand bekannt, kdnnen Millionen
bekannte Leitstrukturen auf die Initierung von pharmakologischer Aktivitat der Zielstruktur

untersucht werden. Fortschritte in der Automatisierungstechnik sowie den Fluoreszenz-



basierten bildgebenden Methoden ermdglichen solche Untersuchungen in vitro im
Hochdurchsatz-Verfahren und ermdglichen das Identifizieren neuer Leitstrukturen zur
Modulation von z.B. Enzymen oder lonenkanalen [9,10]. In abgewandelter Form kénnen so
auch neue Antikérper mittels Phagen-Display entwickelt oder diverse aufgereinigte
Proteinstrukturen mittels DNA-kodierten Bibliotheken auf mégliche Liganden untersucht
werden [11,12]. Allerdings gibt es groRe Unterschiede bei der Auswahl der
Substanzbibliotheken. Wahrend manche Plattformen eine moglichst groRe chemische Vielfalt
an potentiell aktiven Substanzen abdecken, gibt es auch fokussierte Bibliotheken z.B. auf
Basis von Naturstoffen. Beim drug repurposing hingegen werden ausschlieBlich bereits
zugelassene Wirkstoffe oder bekannte bioaktive Substanzen genutzt [13], um diese auf
weitere neue Zielstrukturen anzuwenden und zu optimieren. Auf Grundlage dieser Methoden
wurden zuletzt enorme pharmakologische Fortschritte bei der Erforschung von lonenkanalen

und der Calcium-abhangigen Signaltransduktion erreicht.
1.2 Ca?-lonen in der Signaltransduktion

Die Kommunikation auf zellularer Ebene wird groRtenteils durch chemische aber auch
physikalische Reize und Signale gesteuert, welche die intrazellulare Signaltransduktion
initieren  kénnen. Innerhalb dieser Signaltransduktion haben neben cyclischem
Adenosinmonophosphat oder Inositol-1,4,5-trisphosphat vor allem Ca?*-lonen (Ca?*) eine

enorme Bedeutung als sekundarer Botenstoff [14].
1.2.1 Der sekundiare Botenstoff Ca?*

Bei der Funktionsweise von Ca?* als sekundarer Botenstoff unterscheidet man zwischen einer
direkten und einer indirekten Wirkung auf zellulare Prozesse. Auf direktem Weg kann der
Einstrom von Ca?" in die Zelle z.B. die Muskelkontraktion beeinflussen, die Freisetzung von
Neurotransmittern steuern oder die Apoptose einleiten [15]. Indirekt kénnen Ca?*-lonen bspw.
die Zellproliferation beeinflussen oder immunologische Prozesse steuern, indem sie an
spezifischen Bindungsstellen von Zielmolekiilen wie Proteinkinase C oder Calmodulin binden
[14]. Grundvoraussetzung dafir ist eine sensible Steuerung der intrazellularen
Ca?"-Konzentration. Dies ermdglicht der enorme Unterschied der intrazellularen Ca?'-
Konzentration mit etwa 100 nM im Vergleich zur extrazellularen Konzentration, welche etwa
um das 20.000-fache groRer ist [16]. Unter groRem Energieaufwand halten Zellen diesen
Gradienten durch aktiven Transport von Ca?* aus der Zelle oder aktive Speicherung von Ca?
im Endoplasmatischen Retikulum (ER) aufrecht [17]. Zudem kdénnen diverse Proteinstrukturen
Ca?* binden und damit als Ca?*-Puffer agieren [16]. Dem starken Konzentrationsgradienten
folgend konnen daher Ca?-permeable Kanidle wie z.B. Ryanodin-Rezeptoren,
spannungsabhangige Ca?*-Kanale, Ca**-release aktivierte Ca?*-Kanale (CRAC) oder transient

receptor potential Kanale (TRP) flir zeitlich und raumlich koordinierte Ca?*-Signale sorgen [18].



In Abhangigkeit von der Lokalisierung und der Expressionshohe kdnnen einzelne oder wenige
lonenkanale statt globaler auch lokal beschrankte Ca?*-Signale in der unmittelbaren Nahe zur
Membran erzeugen [19]. Solche kurzlebigen, 6rtlich limitierten und hohen Fluktuationen der
Ca?*-Konzentration werden als Ca?*-Mikrodomanen bezeichnet [19,20]. Diese konnen
Ca?*-abhangige Prozesse wie z.B. Ausschittung von Vesikeln in raumlicher Nahe zum
lonenkanal initileren und steuern [21]. Unabhangig davon kénnen lokal beschrankte Signale
auch durch flussigkristalline Lipid-Mikrodomanen induziert werden [22—24], welche floRartige
Bereiche der Zellmembran sind, in denen sich neben Cholesterol und Sphingolipiden vor allem
funktionale Proteine wie z.B. TRP-Kanale, Ca?*-Pumpen oder Calmodulin anreichern kénnen
[25,26]. Da in Abhangigkeit von zellularen Stimuli die Zusammensetzung der Proteine variieren
kann, bieten Lipid-Mikrodomanen &hnlich wie Ca?*-Mikrodomanen eine Ortlich limitierte
Plattform flr die Signaltransduktion [27,28]. Somit kdnnten zielgerichtete Prozesse wie
Phagozytose, Exozytose oder Migration direkt durch Lipid- oder insbesondere

Ca?*-Mikrodomanen beeinflusst werden [29,30].
1.2.2 Ca*-Signale in Zellen des Inmunsystems

Das Immunsystem stellt die Fahigkeit zur Abwehr von krankheitserregenden Mikroorganismen
wie Viren, Bakterien, Pilzen und Parasiten sowie korperfremder Substanzen dar. Die dafiir
zustandigen Immunzellen werden nach der Spezifitdt ihrer Immunantwort in Zellen der
adaptiven oder angeborenen Immunabwehr eingeteilt [31]. Den Hauptbestandteil der
adaptiven Immunzellen machen Lymphozyten aus, in denen Ca?" neben klassischen
Funktionen auch spezifische Mechanismen steuern kann [14,32]. Die T-Lymphozyten
(T-Zellen) besitzen spezielle T-Zell-Rezeptoren (TCR), mit denen sie kérperfremde Strukturen
erkennen kdnnen, sofern diese von antigenprasentierenden Zellen prasentiert werden [33].
AnschlieRend konnen naive T-Zellen zu CD4*-T-Helferzellen differenzieren und Zytokine
ausschittend die Immunantwort regulieren oder als CD8*-T-Killerzellen infizierte Zellen
abtéten [34]. B-Lymphozyten (B-Zellen) besitzen ihrerseits ebenfalls spezielle B-Zell-
Rezeptoren (BCR), welche direkt kdrperfremde Antigene binden kénnen [35]. Nach Bindung
eines Antigens und Aktivierung durch T-Helferzellen kénnen B-Zellen proliferieren und
differenzieren, um anschlieRend spezifische Antikérper ausbilden zu kénnen [36]. Allein
innerhalb dieser komplexen TCR- und BCR-Signalkaskaden zur spezifischen Immunabwehr

hat Ca?* eine vielseitig regulierende Funktion [32].

Wahrend die Immunantwort von adaptiven Immunzellen ein Leben lang trainiert werden kann,
liegt die angeborene Immunabwehr fest im Genom verschllisselt. Eine Grundlage der
angeborenen Immunantwort bilden zum einen die frei im Blut vorkommenden Plasmaproteine
des Komplementsystems als auch im weitesten Sinne die Interleukine [37,38]. Zum anderen
zahlen auf zellularer Ebene die Naturlichen Killerzellen (NK-Zellen), die Granulozyten, die

Makrophagen, die dendritischen Zellen und die Mastzellen zum angeborenen Immunsystem
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[39,40]. Wenn NK-Zellen kérpereigene MHC-Strukturen mit speziellen Rezeptoren erkennen,
bleiben sie im inaktiven Zustand [41]. Erst die Interaktion mit kérperfremden MHC-Komplexen
oder gar das Fehlen solcher bei Tumorzellen oder nach einer Virusinfektion fihrt zur
Aktivierung der NK-Zellen, welche dann die Zielzellen lysieren kénnen [42]. Sowohl dieser
Vorgang der Lysierung von Zielzellen als auch die Freisetzung von Zytokinen werden Ca?*-
abhangig gesteuert [43]. Eine weitere Untergruppe innerhalb der angeborenen Immunabwehr
stellen die sogenannten Fresszellen dar, welche durch Makrophagen, dendritische Zellen und
Granulozyten definiert werden. Grob betrachtet sind diese Zellpopulationen fir Ca?'-
abhangige Prozesse wie das Aufspuren von Zytokinen oder kérperfremden Strukturen wie
bakterielle Lipopolysaccharide, das aktive Migrieren entlang dieses Gradienten zum Zielort
sowie die Phagozytose und das Verdauen von Erregern verantwortlich [44—47]. Die Mastzellen
generieren hingegen die Immunantwort fir eine ganz andere Art von Erregern. Mit Hilfe des
Antikoérpers Immunglobulin E (IgE) kénnen Mastzellen z.B. Parasiten und Allergene erkennen,
in Abhangigkeit von Ca?*-Signalen immunologische Mediatoren wie Zytokine oder Histamin
ausschutten und folglich durch allergische und inflammatorische Reaktionen komplexe
immunologische Antworten initiieren [48,49]. Zusammenfassend lasst sich ableiten, dass der
sekundare Botenstoff Ca?* in all diesen Prozessen und vielen mehr auf direktem oder
indirektem Wege eine entscheidende Rolle spielt. Genauso vielseitig wie die beeinflussten
Funktionen sind auch die involvierten Transmembranproteine, welche die intrazellularen Ca?*-
Signale Uberhaupt erst ermoéglichen. Obwohl viele Mechanismen in diesem Zusammenhang
noch nicht vollstandig verstanden wurden, scheinen insbesondere TRP-Kanale wichtige

Funktionen der Immunantwort zu beeinflussen.
1.3 Die Familie der TRP-lonenkanale

Die Familie der TRP-lonenkanale steuert eine Vielzahl wichtiger physiologischer Prozesse,
was dadurch verdeutlicht wird, dass es keine eukaryotische Zelle tierischen Ursprungs ohne
einen TRP-Kanal gibt [50,51]. Damit ist die Erforschung der TRP-lonenkanale nicht nur ein
Schlissel zum besseren Verstandnis der menschlichen Physiologie, sondern bietet auch eine
Médoglichkeit, vielversprechende Zielstrukturen zur Behandlung von Krankheiten zu
identifizieren. Die Familie der TRP-lonenkanadle umfasst im Sauger insgesamt 28
verschiedene Vertreter [52], wobei der erste TRP-lonenkanal, welcher in Saugetieren und
insbesondere Menschen nachgewiesen werden konnte, TRPC1 war [53]. Dabei lasst sich die
erstmalige Beschreibung der TRP-lonenkanale auf einen spontan mutierten Stamm der
Fruchtfliege Drosophila melanogaster zurtckfuhren. Die Photorezeptoren im Komplexauge
von Wildtypfruchtfliegen reagierten normalerweise auf dauerhafte Lichtreize mit einem
anhaltenden Rezeptorpotential, wohingegen der mutierte Stamm eine schnelle Adaption nach
einem ftransienten Signal im Elektroretinogramm aufwies (Abb. 1.1) [54]. Von dieser

Beobachtung leitet sich auch der heutige Name der transient receptor potential Kanale ab [55].
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In den folgenden Jahren konnte das entsprechende Gen des mutierten TRP-Kanals ermittelt
und sequenziert werden [56], bevor dieser als Ca?*-selektiver lonenkanal charakterisiert wurde
[57]. Interessanterweise stimmt der Aufbau dieses urspriinglichen TRP-Proteins zu 40 Prozent
mit der Struktur von humanen TRPC1 Uberein [53].

Wildtyp trp

Drosophila melanogaster Drosophila melanogaster
Wildtyp trp

Abb. 1.1: Elektroretinogramme von Drosophila melanogaster Wildtyp und trp-Mutante.

Reaktion der Photorezeptoren von Drosophila melanogaster Wildtyp (links) und frp-Mutante (rechts) auf einen 1 s
orangen Lichtreiz. Nachdem beide mit einem initialen Einwartsstrom reagierten, bildete sich beim Wildtypen ein
Plateau aus, welches bei den trp-Mutanten nicht vorhanden war. Abb. verandert nach Minke & Selinger 1996 [58].

Aufgrund ihrer Sequenzhomologie lassen sich die bisher 28 im Saugetier identifizierten TRP-
lonenkanale nach heutiger Systematik in sechs Unterfamilien gliedern (Abb. 1.2) [59]. Die
sieben Vertreter der TRP canonical Unterfamilie (TRPC) TRPC1-7 zeichnen sich durch eine
Carboxy-terminale Bindestelle fir bspw. Calmodulin oder Diacylglycerol aus und weisen die
starkste Sequenzahnlichkeit mit dem urspringlichen TRP-Protein aus der Drosophila auf
[52,53,60]. Neben der Regulierung der Kontraktilitat bestimmter Abschnitte des Darms oder
der Steuerung der hypoxischen pulmonalen Vasokonstriktion kénnen TRPC-lonenkanale u.a.
auch den Fettstoffwechsel beeinflussen [61-63]. Zu der TRP ankyrin Unterfamilie (TRPA) zahlt
mit TRPA1 lediglich ein in Saugetieren exprimierter lonenkanal, der z.B. in Neuronen der
Schmerzbahn vorkommt und nicht nur durch Temperaturreize moduliert wird [64], sondern vor
allem als physiologischer Sensor fir Irritantien und reizende Substanzen fungiert [65]. Die TRP
melastatin Unterfamilie (TRPM) ist mit den acht lonenkanalen TRPM1-8 vertreten. Wahrend
der zuerst entdeckte TRPM1 am Sehvorgang beteiligt ist und bei Funktionsverlust zur
Nachtblindheit flihren kann [66,67], sind die anderen Kanale der TRPM-Familie in
verschiedene Prozesse wie z.B. Wahrnehmung von Geschmack oder Kalteempfinden
involviert [68,69]. Die TRP mucolipin Unterfamilie (TRPML) umfasst insgesamt drei
lonenkandle, die hauptsachlich in Endosomen und Lysosomen vorkommen und diese
physiologisch regulieren [70,71]. Aus diesem Grund kénnen Mutationen in TRPML1 zu einer
neurodegenerativen Erkrankung (Mucolipidose Typ V) fihren [72]. Ebenfalls aus drei
Vertretern bestehend sind lonenkanale der TRP polycystin Unterfamilie (TRPP) malfgeblich
an der Entwicklung der Niere beteiligt und bei entsprechender Mutation der Kanale fur die
autosomal-dominante polyzystische Nierenerkrankung verantwortlich [73,74]. Der am besten
erforschte TRP-lonenkanal zahlt zu der vanilloid Unterfamilie (TRPV) und ist TRPV1, welcher
in sensorischen Nervenzellen exprimiert wird und die Temperatur- sowie Schmerzempfindung

steuert [75]. Weiterhin spielen lonenkanale der TRPV-Unterfamilie eine wichtige Rolle in der
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Immunantwort oder kénnen die Barriere-Funktion der Haut beeinflussen [76,77]. Zusatzlich
gibt es eine siebte TRP NOMPC Unterfamilie (TRPN), die aber nicht in Sdugetieren vorkommt.
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Abb. 1.2: Stammbaum der TRP-lonenkanile gegliedert nach Sequenzhomologie

Darstellung der einzelnen TRP-lonenkanale untergliedert nach Sequenzhomologie in die sieben Unterfamilien als
Stammbaum. Malstabsbalken entspricht 20 Prozent Unterschied in der Aminosduresequenz der Proteine.
Abbildung verandert nach Nilius & Owsianik 2011 [52].

Auch wenn die TRP-lonenkanale in unterschiedlichste physiologische Prozesse involviert sind,
sind sie im Allgemeinen durch einen ahnlichen strukturellen Aufbau charakterisiert (Abb. 1.3).
Betrachtet man zunéachst die oligomere Struktur dieser transmembranen Proteine, weisen
TRP-lonenkanale einen tetrameren Aufbau aus vier Untereinheiten auf. Dabei kénnen sich
Kanalkomplexe auch in Form von Heterotetrameren ausbilden. Im Regelfall lagern sich aber
vier identische Monomere zu einem Homotetramer zusammen [78]. Diese Untereinheiten
werden wiederum durch die intrazellulare Lokalisierung der in ihrer Lange sehr
unterschiedlichen Amino- (N-) und Carboxyl- (C-) Termini als auch die Zusammensetzung aus
jeweils sechs Transmembransegmenten (TM) gekennzeichnet [79,80]. Hierbei bilden TM1-4
einen nicht-klassischen Spannungssensor und der kurze hydrophobe Abschnitt einer in die
Membran eingelassenen Schleife zwischen TM5 und TM6 den Selektivitatsfilter, welcher nach
Zusammenlagerung der vier Untereinheiten die Pore des lonenkanals konstituiert [52,79].
Wahrend alle TRP-lonenkanale Kationen leiten, unterscheiden sie sich teilweise sehr in ihrer
Selektivitat fiir einwertige Kationen wie Na* und K* sowie zweiwertige Kationen wie Ca?* und
Mg?* [81]. Eine strukturelle Gemeinsamkeit aller TRP-lonenkanale ist die auf TM6 folgende
a-Helix der TRP-Domane, auch als TRP-Box bezeichnet [82]. Ein weiteres oft auftretendes
Charakteristikum innerhalb der Familie der TRP-lonenkanéle ist die Ankyrindomane (ARD) im

N-Terminus, die sich aus mehr oder weniger haufig wiederholenden einzelnen



Ankyrin-Einheiten zusammensetzt [52,83]. Diese sollen nicht nur im Zusammenhang mit der
Ausbildung des oligomeren Tetramers stehen, sondern auch fiir die intrazellulare Interaktion
mit Liganden und Proteinen sorgen [83,84]. Somit kdnnten diese ARD eine wichtige
Schnittstelle im Rahmen der physiologischen Signaltransduktion darstellen und eine
potentielle Zielstruktur fir eine pharmakologische Modulation sein. Interessanterweise wurden
die ersten ARD-Strukturen innerhalb der TRPV-Unterfamilie aufgeklart [85-88].
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Abb. 1.3: Beispielhafte Darstellung der Struktur von TRPV1

(A, B) Abbildung der Zellmembran mit eingebettetem Modell der TRPV1-Proteinstruktur (PDB: 3J5P) in seitlicher
Ansicht (A) und in 90° gedrehter Aufsicht (B). (C) Darstellung des TRPV1-Monomers mit den einzelnen
Bestandteilen des Spannungssensors (TM1-4), der Pore (TM5-6), der TRP-Domane und der ARD. Abbildung
verandert nach Ladrén-de-Guevara et al. 2020 [82].

1.4 Die TRPV-Unterfamilie

Die TRPV-Unterfamilie besteht aus insgesamt sechs Vertretern. Wahrend uber die
physiologische Funktion einiger TRPV-lonenkanale wenig bekannt ist, zahlt auch der am
besten erforschte lonenkanal TRPV1 in diese Gruppe [75]. Nach TRPC1 war TRPV1 einer der
ersten identifizierten lonenkanale [89], dessen Entdeckung und Erforschung kurzlich mit dem
Nobelpreis ausgezeichnet wurde [90]. Neben einer wichtigen Beteiligung innerhalb der
Nozizeption kann der nicht-selektive Ca?-permeable TRPV1-Kanal vor allem die
Thermoregulation beeinflussen oder u.a. auch eine Rolle bei der Uberaktivitat der
Harnblasenfunktion spielen [75,91,92]. Dementsprechend kann eine starke Expression von
TRPV1 in sensorischen Nervenzellen verschiedener Ganglien aber durchaus auch in
GefalRmuskelzellen lokalisiert werden [89,93]. TRPV1 wird nicht nur von zahlreichen
pharmakologischen Liganden oder dem Scharfstoff Capsaicin moduliert [75], sondern auch

durch Hitze, einen sauren pH-Wert bzw. Protonen oder verschiedene Toxine aktiviert [89,94].

Derzeit scheinen innerhalb der TRP-Familie elf lonenkanale durch Temperatur moduliert zu
werden, welche daher als Thermo-TRPs bezeichnet werden [95]. Neben prominenten
Vertretern wie TRPV1 oder TRPM8 kann auch TRPV3 thermosensorisch aktiviert werden [96].
Wahrend andere lonenkanale wie z.B. TRPV1 durch wiederholte Stimulation desensitiviert
werden [97], zeichnet den TRPV3 eine Ca?-abhangige Sensitivierung nach repetitiver

Stimulation durch Warme oder pharmakologische Modulatoren aus [98,99]. Obwohl TRPV3 in
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verschiedenen Geweben wie z.B. dem Darm, der Haut oder der Placenta exprimiert wird [100],
scheint dieser lonenkanal besonders im Zusammenhang mit der Barriere-Funktion der Haut
und der Freisetzung von entziindlichen Mediatoren durch Keratinozyten von Interesse zu sein
[101,102].

Auch TRPV4 kann durch Hitze stimuliert werden und zahlt damit ebenso zu den Thermo-TRPs
[103]. Zusatzlich modulieren mechanische Reize oder auch endogene Substanzen wie z.B.
Arachidonsdure oder Anandamid die Kanalaktivitat des nicht-selektiven aber Ca?'- und
Mg?*-permeablen TRPV4-Kanals [104]. Seit der Entwicklung von selektiven
pharmakologischen Liganden konnte der TRPV4-Kanal besser verstanden werden, welcher
breitim humanen Gewebe exprimiert wird, u.a. in der Lunge, der Harnblase, den Arterien aber
auch in der Haut, dem Herzen oder der Niere [104,105]. So konnte ein Zusammenhang
zwischen erhdhter TRPV4-Aktivitat und einer Uberaktivitdt der Harnblase durch verstarkte
Kontraktion der Blasenmuskulatur oder ein TRPV4-vermittelter distributiver Schock durch

erhohte Gefallpermeabilitdt nachgewiesen werden [106,107].

Als einer von lediglich zwei lonenkanalen innerhalb der TRPV-Unterfamilie weist TRPV5 eine
hohe Selektivitat fiir Ca?* auf [108]. Diese strukturelle Eigenschaft der Kanalpore ist eine
Grundvoraussetzung fir die physiologische Rolle von TRPV5 innerhalb der Niere. Wahrend
bisherige Vertreter der TRP-lonenkanale oft in diversen Geweben exprimiert wurden, konnte
TRPV5 hauptsachlich in der apikalen Membran der Zellen des distalen Tubulus der Niere
nachgewiesen werden [109]. Dort reguliert TRPV5 maRgeblich die Rickresorption von Ca?*
und kann bei Mutation zu einer Hypercalciurie fiihren [108,110]. Dabei wird die Kanalaktivitat
oder Expression von TRPV5 in der Niere und damit verbunden die Ca?*-Riickresorption durch
Botenstoffe der Calciumhomoostase wie z.B. Vitamin D, Parathyroidhormon oder durch

Sexualhormone gesteuert [111-113].

Der zweite TRP-lonenkanal mit einer hohen Selektivitat fur Ca?* ist TRPV6, dessen
Kanalaktivitat u.a. durch Calmodulin und Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP.) reguliert
wird [114,115]. TRPV6 wird vor allem in der Prostata, in der Plazenta, im Pankreas, im Hoden
aber auch im Darm exprimiert, wo er bspw. den transzellularen Ca?*-Transport beeinflussen
kénnte [116]. Wahrend als pathophysiologischer Befund eine Uberexpression von TRPV6 in
Prostata- und Mammatumorzellen nachgewiesen werden konnte [117], haben Versuche an
TRPV6-defizienten Mausen gezeigt, dass TRPV6 eine wichtige physiologische Rolle bei der

mannlichen Fertilitdt zu spielen scheint [118].
1.5 Der TRPV2-lonenkanal

Auch wenn in den letzten Jahren die Anzahl an Publikationen im Zusammenhang mit TRPV2
stetig gestiegen ist, gibt es nur eine relativ Uberschaubare Menge an klaren Fakten zu dessen

moglicher physiologischer Funktion. Das TRPV2-kodierende Gen befindet sich etwa 10



Megabasenpaare vom TRPV1-kodierenden Gen entfernt auf dem elften Chromosom des
menschlichen Genoms [119]. Der 1999 erstmalig beschriebene TRPV2-Kanal wird nahezu
ubiquitar in zahlreichen Geweben mehr oder weniger stark exprimiert [120,121]. Zunachst
konnte eine hohe Expression von TRPV2 innerhalb von Zellen des Gehirns, der Lunge, der
Milz oder in sensorischen Nervenzellen der Spinal- und Trigeminalganglien identifiziert werden
[120,122]. AnschlieBend konnte TRPV2 u.a. auch in Purkinje-Zellen des Kleinhirns, in
Pigmentepithelzellen der Netzhaut und in endokrinen Zellen nachgewiesen werden [123-125].
Zudem scheint TRPV2 aufgrund der breiten Expression in Zellen des Immunsystems dort eine

besonders wichtige Rolle einzunehmen [77].
1.5.1 Struktur und Eigenschaften von TRPV2
1.5.1.1 Struktureller Aufbau des TRPV2-Proteins

Die Untereinheiten des nicht-selektiven, Ca?*-permeablen TRPV2-lonenkanals umfassen 756
(Maus), 761 (Ratte) bzw. 764 (Mensch) Aminosauren (AS). Dabei sind der Ratten TRPV2
(rTRPV2) und der humane TRPV2 (huTRPV2) zu 86,2 Prozent dhnlich aufgebaut [120]. Beide
besitzen eine Sequenzahnlichkeit von 66 Prozent mit Ratten TRPV1 [120], wohingegen der
Maus TRPV2 (mTRPV2) lediglich zu 44 Prozent mit diesem Ubereinstimmt [121]. Wie zuvor
anhand des allgemeinen Aufbaus von TRP-lonenkanalen beschrieben, besteht das TRPV2-
Protein aus einem intrazellularen N-Terminus, sechs Transmembransegmenten und einem
intrazellularen C-Terminus [80,87]. So formt der als Homotetramer vorkommende TRPV2-

Kanal einen nicht-selektiven, fiir Ca?*-permeablen Kationenkanal (Abb. 1.4).
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Abb. 1.4: Kryoelektronenmikroskopie-Struktur von TRPV2

Durch Kryoelektronenmikroskopie ermittelte Proteinstruktur von TRPV2, dargestellt als Homotetramer mit
unterschiedlich gefarbten Monomeren (A) bzw. als Atommodel mit unterschiedlich eingefarbten Bestandteilen des
lonenkanals (B). (C) Darstellung des grundsatzlichen Aufbaus von TRPV2 mit den einzelnen Bestandteilen.
Abbildung verandert nach Zubcevic et al. 2016 [126].

Der TM4-TM5-Linker scheint aufgrund seiner strukturellen Beschaffenheit und Mdglichkeiten
der Konformation ein weites Offnen der Kanalpore zu ermdglichen, bei dem nicht nur Ca?,
sondern auch grof3e organische Kationen die Pore passieren kénnen [127]. Diese Eigenschaft
konnte im Rahmen einer Akkumulation von kationischen Zytostatika in TRPV2-exprimierenden

Tumorzellen einen interessanten Therapieansatz darstellen [128,129]. Eine weitere
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Besonderheit stellt der lange intrazelluldre N-Terminus des Proteins dar, welcher etwa 390 AS
umfasst und im mittleren Abschnitt (AS 70-320) eine ARD aus sechs Ankyrin-Einheiten
aufweist [87]. Diese ARD scheint bei TRPV2 weniger den homotetrameren Aufbau des
lonenkanals zu stabilisieren, als vielmehr Zielstruktur fir Modulatoren oder Protein-Protein-
Interaktionen zu sein [85,87]. So werden Bindungstaschen flir potentielle Liganden bspw.
zwischen den Ankyrin-Einheiten 4 und 5 sowie innerhalb der 3-Schleife der 3. Einheit vermutet
[87]. Im Gegensatz dazu weist der intrazellulare C-Terminus die typische etwa 20 AS
umfassende TRP-Domane und Bindungsstellen fiir Calmodulin sowie PIP, auf [121,130,131].
Wie bei anderen lonenkanalen dieser Unterfamilie auch, scheint die TRP-Doméane eine Rolle
bei der Bildung des Homotetramers zu spielen und lUberschneidet sich hier sequenziell mit

der Bindungsstelle von Calmodulin [121,132].
1.5.1.2 Funktionelle Eigenschaften von TRPV2

Die Aktivitat des Thermo-TRPs TRPV2 kann erst mit Temperaturen tUber 52 °C induziert
werden [120]. Diese Aktivierbarkeit von TRPV2 durch hohe Temperaturen kénnte mafdgeblich
von dem 65 AS umfassenden und konservierten Abschnitt des N-Terminus zwischen ARD und
TM beeinflusst werden [121,133]. Allerdings konnten Experimente mit TRPV2-defizienten
Mausen keine Veranderung in der Wahrnehmung von Temperatur aufzeigen [134]. Ein
Zusammenhang zwischen TRPV2, solch hohen Temperaturen und der Nozizeption wird
aufgrund der umfangreichen Expression innerhalb von z.B. Trigeminalganglien jedoch
weiterhin diskutiert [120,135]. Zusatzlich konnte gezeigt werden, dass TRPV2 zu den
mechanosensitiven lonenkanalen zahlt und durch Dehnung der Membran aktiviert werden
kann [136]. Demnach scheinen in Myozyten der Aorta sowie in Erythrozyten hypotonische
Verhaltnisse bzw. das Anschwellen der Zellen eine TRPV2-Aktivitat zu induzieren, welche eine
Depolarisation der Membran verursachen kann [136,137]. Grundsatzlich konnte in nicht-
stimulierten Zellen zahlreicher Gewebe nachgewiesen werden, dass TRPV2 vermehrt im ER
statt der Plasmamembran vorkommt [122,138]. Ob TRPV2 im ER oder in frihen Endosomen
auch als Ca?*-permeabler lonenkanal eine Funktion hat, blieb bisher ungeklart [139]. Auf eine
Stimulation mit Wachstumsfaktoren wie insulin-like growth factor-1, platelet-derived growth
factor oder fotales Kalberserum (FKS) als Mischung verschiedener Wachstumsfaktoren wurde
eine Translokation von TRPV2 hin zur Zellmembran beobachtet, was eine zusatzliche
Moglichkeit zur Regulierung der TRPV2-Aktivitat darstellen konnte [122]. Zudem konnte
gezeigt werden, dass die Oxidation von Methionin 528 und 607 des Transmembranproteins
durch Wasserstoffperoxid, UVA-Licht oder sogar intrazellulare reaktive Sauerstoff Spezies
(ROS) TRPV2 aktivieren oder fir andere Stimuli sensitivieren kann [140]. Wahrend eine
Oxidation die Sensitivitdt von TRPV2 gegenuber Hitze und pharmakologischen Modulatoren
erhdhte, scheint dieser Prozess die Schwelle zur Aktivierung durch mechanische Stimuli nicht

zu beeinflussen [141]. Insbesondere die Oxidation von TRPV2 durch intrazellulare ROS
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konnte im Zusammenhang mit der Erkennung von Erregern wie Bakterien oder Pilzen durch
den Toll-like Rezeptor (TLR) 4 in Makrophagen einen endogenen Aktivierungsmechanismus
darstellen [140]. So kdnnte innerhalb der angeborenen Immunabwehr die NADPH-Oxidase als
Bestandteil der TLR4-Signalkaskade aktiviert werden und vermehrt ROS produzieren [142],

welche dann TRPV2 oxidieren und folglich aktivieren oder zumindest sensitivieren kénnten.
1.5.2 Pharmakologische Modulatoren der TRPV2-Kanalaktivitat

Wahrend bereits einiges Uber die TRPV2 Aktivierung bzw. Sensitivierung durch physikalische
Reize wie mechanischer Druck oder Hitze berichtet wurde, sind endogene Liganden zur
direkten Modulation der TRPV2-Aktivitat bislang unbekannt. Wenngleich Bindestellen flr
Calmodulin und PIP; identifiziert werden konnten, scheint bisher lediglich Evidenz fir die
Funktion von PIP, zur Ca?*-abhangigen Desensitivierung zu existieren [130,131]. Zur
Aktivierung oder Inhibition von TRPV2 konnten im Rahmen pharmakologischer Studien bisher

wenige unspezifische Modulatoren identifiziert und in Zellkulturmodellen angewendet werden.
1.5.21 TRPV2-Aktivatoren
2-Aminoethoxydiphenylborat

Einer der ersten bekannten Modulatoren von TRPV2 war die Substanz
2-Aminoethoxydiphenylborat (2-APB). 2-APB wurde erstmals 1997 als Inhibitor des
Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptors identifiziert und fiel erst spater als Modulator von
verschiedenen lonenkanalen der TRP-Familie auf [143]. Da 2-APB u.a. die Kanalaktivitat von
diversen lonenkanalen der TRPC- und TRPM-Unterfamilie inhibiert [144], wurde die Substanz
urspriinglich als universaler und unspezifischer TRP-Blocker bezeichnet [145]. Allerdings
konnte zusatzlich nachgewiesen werden, dass 2-APB die Kanalaktivitdt der drei Vertreter
TRPV1 (ECso = 114 uM), TRPV2 (ECso = 129 pM) und TRPV3 (ECso = 34 uM) aktiviert [146].
Obwohl weitere unspezifische Wirkungen von 2-APB auf speichervermittelte Ca?*-Kanale oder
gap junctions bekannt sind [147—149], wurden relativ hohe Konzentrationen von 2-APB zur
Aktivierung von TRPV2 genutzt [129,150]. Weiterhin scheint es innerhalb der Bindungstasche
von TRPV2 fiir 2-APB speziesabhangige Unterschiede zu geben, da 2-APB keine Wirkung auf
huTRPV2 zu haben scheint [151].

Probenecid

Ein weiterer Modulator von TRPV2 ist der Wirkstoff Probenecid (PRO), welcher organische
Anionentransporter blockiert und zur Therapie der Gicht eingesetzt wird. Bei der Erforschung
von TRPV2 im Rahmen der Schmerzentstehung in Trigeminalneuronen konnten Bang et al.
Probenecid als einen TRPV2-Aktivator identifizieren (ECso = 31,9 uM) [152]. Der niedrige
ECso-Wert konnte bisher jedoch nicht bestéatigt werden und kdénnte auch durch Protonen der

Carbonsaure-Funktion von Probenecid bei ungenigender Pufferung beeinflusst worden sein.
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Allerdings scheint Probenecid weder TRPV1, TRPV3 noch TRPV4 zu aktivieren und damit
zumindest innerhalb der TRPV-Unterfamilie spezifisch zu wirken. Au3erdem konnte innerhalb
unserer Arbeitsgruppe eine potenzierende Wirkung von Probenecid auf 2-APB nachgewiesen

werden [153], welche zur Minimierung verwendeter Konzentrationen genutzt werden konnte.
Cannabinoide

Zusatzlich zeigen auch verschiedene Cannabinoide der Pflanze Cannabis sativa eine
aktivierende Wirkung auf TRPV2. (-)-A°-trans-Tetrahydrocannabinol (THC) aktiviert sowonhl
rTRPV2 (ECso = 16 uM) als auch huTRPV2 (ECso = 43 uM) [151]. Da die Substanz zusatzlich
auch TRPA1 moduliert [154], wurden 20 weitere Cannabinoid-Derivate durch Qin et al.
hinsichtlich ihrer TRPV2-Aktivitat Uberprift [155]. So konnten zuséatzlich die beiden nicht-
psychoaktiven Cannabinoid-Derivate Cannabinol (CBN) (ECso = 77,7 uM) und Cannabidiol
(CBD) (ECso = 3,7 uM) als TRPV2-Aktivatoren identifiziert werden. Wahrend CBN ebenfalls
TRPA1 aktivieren kann, ist CBD auch ein TRPV1- aber kein TRPA1-Aktivator [155]. Allerdings
sind alle drei Cannabinoide zusatzlich potente Modulatoren der Cannabinoid-Rezeptoren und
mussen zur Aktivierung von TRPV2 in relativ hohen Konzentrationen genutzt werden, was die

Wahrscheinlichkeit fur unspezifische und zytotoxische Effekte erhéhen kann.

2-APB PRO THC CBN CBD
EC,, = 129 uM EC, = 31,9 uM EC, =16 uM EC, =777 uM EC, =37 yM

Abb. 1.5: Schema der bekannten TRPV2-Aktivatoren
Das Schema bildet die fiinf bekannten TRPV2-Aktivatoren mit Namen, chemischer Struktur und ECso-Wert ab

1.5.2.2 TRPV2-Inhibitoren
Ruthenium-Rot

Die erste bekannte Substanz, welche die Aktivitat von TRPV2 blockieren konnte, war
Ruthenium-Rot. Dabei stellt Ruthenium-Rot grundsatzlich einen unspezifischen Blocker der
TRPV-Unterfamilie dar [146], welcher auch die Kanalpore von TRPV2 in nicht-kompetitiver
Weise potent inhibiert (ICso = 0,62 uM) [120]. So konnte sich Ruthenium-Rot trotz mangelnder

Selektivitat als haufig genutzter spannungsabhangiger Blocker von TRPV2 durchsetzen.
Tranilast

Ursprunglich wurde Tranilast 1982 als Antiallergikum etabliert und zur Behandlung von
entzindlichen Erkrankungen wie Asthma bronchiale eingesetzt. Obwohl die Substanz bei
guter Vertraglichkeit jahrelang verwendet und getestet wurde, scheint Tranilast diverse
Zielstrukturen zu beeinflussen [156]. So konnte Tranilast auch als unspezifischer
TRPV2-Inhibitor etabliert werden (ICso = 10 uM) [125,157].
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SKF96365

Ein weiterer unspezifischer TRPV2-Blocker ist die 1990 entdeckte Substanze SKF96365 [158].
Wahrend die Substanz erst im Zusammenhang mit u.a. speichervermittelten Ca?*-Kanélen
genutzt wurde, stellte sich heraus, dass SKF96365 auch lonenkanale der TRPC-Unterfamilie
und TRPV2 blockiert [159,160]. Dabei konnte SKF96365 TRPV2 lediglich dann blockieren,
wenn die Kanalaktivitat mit héchstens 100 uM 2-APB induziert wurde (ICso = 21 uM) [160].

Valdecoxib

Kurzlich konnte innerhalb unserer Arbeitsgruppe der Inhibitor der Cyclooxigenase-2 (COX-2)
Valdecoxib als ein TRPV2 Blocker etabliert werden [153]. Wahrend Valdecoxib die TRPV2-
Akitivitat inhibieren kann (ICso = 9 uM), zeigt der COX-2-Inhibitor keine Wirkung auf TRPV1,
TRPV3 sowie TRPV4 und scheint damit innerhalb der TRPV-Unterfamilie spezifisch zu wirken.

Dennoch werden weitere potente und vor allem TRPV2-selektive Blocker dringend bendtigt.
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Abb. 1.6: Schema der bekannten TRPV2-Inhibitoren
Darstellung der bisher identifizierten Inhibitoren von TRPV2 mit Namen, chemischer Strukturen und ICso-Werten.

1.5.3 Expression von TRPV2 in Zellen des Inmunsystems

Innerhalb des adaptiven Immunsystems konnte zunachst TRPV2-mRNA in B-Zellen sowie
besonders in CD4* und CD8" T-Zellen nachgewiesen werden [161]. Auch in der
immortalisierten Jurkat-Zelllinie wurde die Expression von TRPV2 mRNA bestétigt, wobei ein
siRNA-vermittelter knockdown von TRPV2 dort die Ca?*-Mobilisation innerhalb der TCR-
Signalkaskade beeintrachtigt [162]. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass der
mechanosensitive TRPV2-Kanal in T-Zellen mittels Dehnung aktiviert werden kann, was einen
madglichen Aktivierungsmechanismus der TCR-Signalkaskade bspw. im Rahmen der Zell-Zell
Interaktion darstellen kénnte und die physiologische Relevanz von TRPV2 in T-Zellen
verdeutlicht [163,164]. In B-Zellen wird der TRPV2-vermittelte Ca?*-Einstrom im Kontext der
Zellentwicklung und Regulierung der Zellproliferation diskutiert [77,165], wobei weitere Studien

zum besseren Verstandnis ausstehen.

Im besonderen Umfang kommt TRPV2 jedoch in Zellen des angeborenen Immunsystems vor
(Abb. 1.7). Dabei exprimieren bspw. humane CD56" NK-Zellen 10- bis 30-fach mehr TRPV2
als alle anderen Immunzellen [166]. Dennoch konnte die physiologische Funktion von TRPV2

in NK-Zellen bislang nicht aufgeklart werden [77]. Auch in dendritischen Zellen sowie
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neutrophilen und basophilen Granulozyten wird TRPV2 exprimiert. Hier konnte bisher ebenso
keine TRPV2-Beteiligung an entsprechenden Funktionen nachgewiesen werden [77,166—
168]. In Monozyten sowie differenzierten Makrophagen des Blutes und verschiedener Gewebe
konnte ebenfalls TRPV2-mRNA nachgewiesen werden [169,170]. So konnte in Makrophagen
gezeigt werden, dass die Translokation von TRPV2 zur Zellmembran mit dem
chemotaktischen Peptid fMet-Leu-Phe induziert und damit die Migration beeinflusst werden
kann [138]. Zusatzlich konnten Link et al. demonstrieren, dass TRPV2 eine wichtige Rolle bei
der Bindung von Partikeln wie z.B. Zymosan spielt und die Phagozytose durch Rekrutierung
zu frihen Phagosomen und anschlieBender Depolarisation der Membran beeinflusst [45].
Aulerdem wiesen TRPV2-defiziente Mause eine schlechtere Zellmotilitdt der Makrophagen
sowie eine hohere Sterblichkeit auf Grund einer geringeren Eliminierung von Bakterien nach
Infektion auf [45]. Aber auch ein Einfluss von TRPV2 auf die Zelldifferenzierung wird diskutiert
[171]. Obwohl die genaueren Mechanismen einer TRPV2-Beteiligung noch ungeklart sind,
scheint der Kanal eine enorm wichtige Rolle bei der Immunabwehr durch Makrophagen
einzunehmen. Als wichtiger sezernierender Bestandteil des angeborenen Immunsystems
exprimieren auch Mastzellen hohe Mengen an TRPV2 [168,172]. Ein mdglicher Mechanismus,
der durch einen TRPV2-vermittelten Ca?*-Einstrom beeinflusst werden kann, stellt die
Degranulation von Mastzellen dar. So konnte gezeigt werden, dass in Abhangigkeit von
TRPV2 Hitze und mechanischer Druck die Degranulation von Mastzellen induzieren kdnnen
[173]. Im Gegensatz dazu konnte in peritonealen Mastzellen von Mausen weder ein Anstieg
der intrazelluldren Ca?*-Konzentration noch eine Freisetzung von Mediatoren nach TRPV2-
Aktivierung beobachtet werden [174]. Dementsprechend sollte ein mdglicher Einfluss von

TRPV2 auf die Degranulation von Mastzellen weiter untersucht werden.
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Abb. 1.7: Ubersicht der TRPV2 exprimierenden Zellen des angeborenen Inmunsystems.
Schematische Darstellung der Zellen des angeborenen Immunsystems, welche TRPV2 exprimieren.

Zusammenfassend lasst sich sagen, dass TRPV2 in nahezu allen Zellen des Immunsystems
exprimiert wird [77], wobei bisher relativ wenig Uber die physiologische Funktion verstanden
worden ist. Allerdings kénnte TRPV2 gerade in Makrophagen und Mastzellen eine
vielversprechende Zielstruktur fir die Behandlung von infektiésen, entzindlichen und
allergischen Erkrankungen darstellen, wobei eine weitere Erforschung insbesondere mit

spezifischen pharmakologischen Modulatoren zwingend erforderlich ist.
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2. Aufgabenstellung

Zur pharmakologischen Aktivierung des TRPV2-lonenkanals konnten bis dato lediglich hohe
Konzentrationen an unspezifischen Aktivatoren wie 2-APB, THC oder Probenecid genutzt
werden [144], welche neben off-target-Effekten auch eine konzentrationsabhangige
zytotoxische Wirkung verursachen koénnen. Zur Inhibition von TRPV2-Aktivitat standen
ebenfalls nur unspezifische Inhibitoren wie Ruthenium-Rot, Tranilast oder SKF96365 zur
Verflgung. Innerhalb unserer Arbeitsgruppe konnte ich bei der Entdeckung des
potenzierenden Effektes von Probenecid auf 2-APB sowie der Identifizierung einer
hemmenden Wirkung des COX-2-Inhibitors Valdecoxib auf TRPV2 mitwirken [153]. Dennoch
ist die weitere Erforschung von potenten TRPV2-selektiven Modulatoren notwendig, um zum
einen die physiologische Funktion von TRPV2 innerhalb des angeborenen Immunsystems
besser zu verstehen und zum anderen TRPV2 als mogliche Zielstruktur zu therapeutischen
Zwecken gezielt regulieren zu kénnen. Unter diesen Aspekten entwickelten wir folgende

Zielstellungen fir meine Promotion:

1. Durchfihrung eines Mediumdurchsatz-Screenings der Substanzbibliothek des
Molekularchivs (erhalten vom Karlsruher Institut fur Technologie) mit dem TRPV2-
lonenkanal zur Identifizierung und Validierung von neuartigen Modulatoren.

2. Quantitativer Nachweis der Expression von TRPV2-mRNA, Bestatigung der
funktionellen TRPV2-Expression sowie Etablierung des siRNA-vermittelten
Knockdowns von TRPV2 in primaren Makrophagen.

3. Untersuchung des Einflusses von TRPV2 auf Phagozytose und Migration von primaren
Makrophagen.

4. Nachweis der Bildung von Ca?*-Mikrodom&nen durch einzelne TRPV2-lonenkanale in
primaren Makrophagen.

5. Evaluierung des potenzierenden Effekts von Probenecid auf andere Aktivatoren von
TRPV2 zur Identifizierung weiterer Méglichkeiten der TRPV2-Aktivierung.

6. Quantitativer Nachweis der Expression von TRPV2-mRNA sowie Bestatigung der
funktionellen TRPV2-Expression in primaren Mastzellen.

7. Untersuchung eines Effektes von TRPV2 auf die Ausschittung von Mediatoren wie

Histamin bei der Degranulation primarer Mastzellen.

15



3. Materialien und Methoden

3.1 Materialien

3.1.1 Verbrauchsmaterialien

Name Hersteller
Zellkulturflaschen, 75 mm? Greiner
Zellkulturflaschen, 25 mm? Greiner
Suspensionskulturflasche, 250 ml Greiner
Suspensionskulturflasche, 50 ml Greiner
serologische Pipetten, 2 ml Sarstedt
serologische Pipetten, 5 ml Sarstedt
serologische Pipetten, 10 ml Sarstedt
serologische Pipetten, 25 ml Sarstedt
384 Well-Mikrotiterplatten, non-binding, Greiner
MClear, schwarz, F-Boden

96 Well-Mikrotiterplatten, CELLSTAR Greiner
uClear, schwarz, F-Boden

96 Well-Mikrotiterplatten, CELLSTAR Greiner
96 Well-Mikrotiterplatten, F-Boden Greiner
runde Deckglaschen, 25 mm Th. Geyer
35-mm-Kulturschale Corning
Zellkultur 24 Well-Multiwellpatten Greiner
Zellkultur Einsatz fir 24 Well-Platten, Greiner
transluzente Membran, 8 uM Porengréfe

Sterican Insulin-Kantle 27 G Braun
10-ml-Spritze Luer-Lock BD
Zellsieb, 70 uym, Nylon Greiner

3.1.2 Medien und Lésungen
Name Hersteller

Minimum Essential Medium Eagle (MEM) Merck
Iscove’s Modified Dulbecco’s Medium (IMDM) Merck

Opti-MEM | Thermo Fisher
fotales Kalberserum Thermo Fisher
L-Glutamin (L-Glut) Merck
Phosphat-gepufferte Salzlésung (PBS) Merck
Trypanblau Merck
Trypsin/EDTA Merck
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Artikelnummer

658175
690175
658195
690195
86.1252
86.1253
86.1254
86.1685
781906

655090

655189
655101
6080195
430165
662160
662638

4665406
300912
542070

Artikelnummer

M-2279
1-3390
11524456
8933D
G7513
D-8537
T8154
T4174



Penicillin-Streptomycin
Geneticin (G418)
2-Mercaptoethanol
rekombinantes Maus M-CSF (M-CSF)
rekombinantes Maus IL-3 (IL-3)
poly-L-Lysin

ElA-Grade Ultrapure Water
Chloroform

Ethanol

Isopropanol

Aqua ad iniectabilia

Methanol

3.1.3 Chemikalien und Substanzen

Name

4-Nitrophenyl-N-acetyl-3-D-glucosaminid

(PNAG)

Lipofectamine 2000

mTRPV2 Primer (siehe Tab. 3.3)
Cell Proliferation Reagent WST-1
TRI Reagent

TRPV2 siRNA (MSS212426)
siRNA-Negativkontrolle (Med GC)

Merck
Capricorn
Merck
PeproTech
PeproTech
Merck
Biomol
Merck

Th. Geyer
Merck
Braun
Merck

Hersteller

Carl Roth

Thermo Fisher
Merck
Merck
Merck
Thermo Fisher
Thermo Fisher

Zymosan A (Sacch. cerevisiae) Merck
Lipopolysaccharide von E. coli O111:B4 Merck
humanes Albumin, dinitrophenyl (DNP-HSA) Merck
monoklonaler anti-Dinitrophenyl Antikérper  Merck
Isotyp Maus-IgE (anti-DNP-IgE)

3-(4,5-Dimethyl-2-thiazolyl)-2,5- Merck

diphenyl-2H-tetrazoliumbromid

Fluo-4/AM Thermo Fisher
Fura-2/AM biomol
Cal-520FF/AM biomol
bovines Serumalbumin (BSA) Merck
2-Aminoethyldiphenylborat Merck
(-)-Cannabidiol Tocris
Probenecid Hycultec
Valdecoxib Merck
Cytochalasin D Merck
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P-0781
G-418-Q
M3148
315-02
213-13
P-9155
BR-A07001.1
496189
8025.2500PE
34863
8001988
34860-2.5L-R

Artikelnummer

4062.3

11668019
11644807001
T9424
1320001
12935300
Z4250
L-2630
A-6661
D-8406

M5655

F14202
ABD-21021
ABD-21142
A 2153
8.41636
1570
HY-B0545
PZ0179
C-8273



RevertAid H- First Strand cDNA Synthesis Kit Thermo Fisher K1632
DyNAmo ColorFlash SYBR Green gPCR Kit Thermo Fisher F416L

pHrodo Green Zymosan Bioparticles Thermo Fisher P35365

pHrodo Green S. aureus Bioparticles Thermo Fisher P35367

Histamine EIA Kit Biomol (bertin) BR-A05890.96
3.1.4 Puffer

HBS-Puffer

Zusammensetzung: 132 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgCl., 1mM CaClz, 5,5 mM Glukose,
10 mM HEPES, NaOH bis pH 7,4

HBS-Puffer (0,1 % BSA)
Zusammensetzung: 132 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgClz, 1mM CaCl, 5,5 mM Glukose, 10
mM HEPES, 0,1 % BSA, NaOH bis pH 7,4

HBS (1,8 mM Ca?*)
Zusammensetzung: 132 mM NaCl, 6 mM KCI, 1 mM MgCl, 1,8 mM CaCl,, 5,5 mM Glukose,
10 mM HEPES, NaOH bis pH 7,4

Intrazellularer Puffer (Patch-Clamp)
Zusammensetzung: 120 mM Cs-Aspartat, 10 mM CsCl, 1 mM MgCl,, 5 mM EGTA,
10 mM HEPES, CsOH bis pH 7,4

Extrazellularer Puffer (Patch-Clamp)
Zusammensetzung: 140 mM NaCl, 5 mM CsCl, 2 mM MgCl;, 1 mM CaCl;, 10 mM HEPES,
NaOH bis pH 7,4

Extrazellularer Puffer (0,1 % BSA) (Patch-Clamp)
Zusammensetzung: 140 mM NaCl, 5 mM CsCl, 2 mM MgCl;, 1 mM CaCl;, 10 mM HEPES,
0,1 % BSA, NaOH bis pH 7,4

3.2 Zellkultur

Die Kultivierung aller verwendeten Zelllinien und primaren Zellen erfolgte in abgedunkelten
Brutschranken (Hera Cell 150, Heraeus Instruments, Hanau, Deutschland) bei 37 °C und 5 %
CO2 Gehalt. Allgemeine sterile Arbeiten mit den Zellkulturen wie z.B. Transfizieren,
Passagieren oder Aussetzen wurden unter einer Sterilbank (Hera Safe, Haereus Instruments,

Hanau, Deutschland) durchgefihrt.
3.2.1 Stabile Zelllinien

Um bestimmte Zielstrukturen wie z.B. TRPV2 in stabilen Zelllinien zu exprimieren und
gleichzeitig zu visualisieren, kodieren die Plasmide in der Regel die Zielstruktur gekoppelt mit
fluoreszierenden Proteinen wie bspw. cyan (CFP), grin (GFP) oder gelb (YFP)
fluoreszierendes Protein. Innerhalb dieser Arbeit wurden menschliche embryonale
Nierenzellen (HEK293) als Grundlage verwendet. Parentale HEK293-Zellen dienten dabei
stets als untransfizierte Kontrollzellen, wahrend verschiedene HEK293-Zelllinien hergestellt
wurden, die stabil mit Plasmiden transfiziert wurden, welche CFP-markierten Ratten-TRPV1,
CFP-markierten rTRPV2 (HEKirpv2), GFP-markierten huTRPV2 (HEKhitrev2), CFP-
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markierten Maus-TRPV3 oder YFP-markierten Maus-TRPV4 kodieren (Tab. 3.1). Die
Generierung dieser stabilen Linien erfolgte wie von Urban et al. publiziert [175]. Zusatzlich
wurde im Rahmen einer Kooperation mit Frihwald et al. eine HEK293-Zelllinie bereitgestellt,
die stabil mit einem myc-TRPM3a2-kodierenden Plasmid transfiziert war [176]. Weiterhin
wurden RBL-2H3-Zellen als endogen TRPV2-exprimierendes Modell sowie als alternatives
Zellmodell fur Mastzellen verwendet. Die Zelllinien wurden mit MEM Medium in T25- oder
T75-Zellkulturflaschen kultiviert (Tab. 3.1) und alle zwei bis drei Tage passagiert. Daflir wurde
das Medium der adharenten Zellen abgezogen und diese vorsichtig mit PBS gewaschen.
AnschlieBend wurden die Zellen mit 0,5 ml (T25) bzw. 1,0 ml (T75) 0,05 % Trypsin/EDTA-
Lésung versetzt und geschwenkt, bis sie sich begannen abzulésen. Dann wurden die Zellen
mit 5.5 ml (T25) bzw. 11 ml (T75) entsprechenden Mediums vom Boden der Flasche
gewaschen, durch vorsichtiges Mischen vereinzelt, im entsprechenden Verhaltnis
weitergefuihrt und der Rest verworfen bzw. flir Experimente genutzt. Die weiterzuflihrenden
Zellen wurden auf 7,0 ml (T25) bzw. 20 ml (T75) Gesamtvolumen mit Medium aufgefillt und

weiterverwendet. Die Kulturflaschen wurden alle drei bis vier Passagen ausgetauscht.

Tab. 3.1: Ubersichtstabelle der verwendeten stabilen Zelllinien mit entsprechenden Kulturmedien
Die Tabelle listet die verwendeten stabilen Zelllinien mit exprimierten Kanalprotein und dessen Spezies sowie die
Zusammensetzung des erforderlichen Kulturmediums auf.

Zelllinie Medium
Stamm Kanalprotein Spezies Medium | FKS | L-Glut | Penicillin | Streptomycin G418
HEK293 TRPV1-CFP | R. norvegicus| MEM 10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/mi 0,5 mg/ml
HEK293 TRPV2-CFP | R. norvegicus| MEM 10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/mi 0,8 mg/ml
HEK293 TRPV2-GFP H. sapiens MEM 10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/mi 0,6 mg/ml
HEK293 TRPV3-CFP M. musculus MEM 10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/ml 0,6 mg/mi
HEK293 TRPV4-YFP M. musculus MEM 10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/ml 0,6 mg/mi
HEK293 | myc-TRPM3a2 | M. musculus MEM 10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/ml 0,5 mg/ml
RBL-2H3 (-) ) MEM [10% | 2mM | 100 U/ml 0,1 mg/ml )

Damit die stabilen Zelllinien nicht standig kultiviert werden mussten, konnten sie zur Lagerung
in flissigem Stickstoff weggefroren und zur erneuten Nutzung wieder aufgetaut werden. Dafr
wurden die Zellen wie beschrieben mit mindestens 80 Prozent Konfluenz von einer
T75-Kulturflasche abgeldst, bei 200 g fur 5 Minuten zentrifugiert (Labofuge 400 R, Heraeus
Instruments, Hanau, Deutschland) und das Pellet in 3 ml Einfriermedium (50 % FKS, 40 %
Medium, 10 % DMSO) resuspendiert. Daraus konnten dreimal 1 ml Aliquote in Kryoréhrchen
fur 24 Stunden bei -20 °C und 24 Stunden bei -80 °C eingefroren werden, bevor sie im
Stickstofftank gelagert wurden. Zum Auftauen wurde ein Kryoréhrchen mit Zellen bei 37 °C im
Wasserbad aufgetaut und anschlieRend in 13 ml Medium pipettiert. Die Zellen wurden bei
100 g fur 5 Minuten zentrifugiert, das Pellet in 7 ml frischem Medium resuspendiert und die
Zellen in eine T25-Kulturflasche ausgesat. Nach 24 Stunden erfolgte ein Wechsel des

Mediums. Sobald die Zellen eine Konfluenz von mindestens 80 Prozent erreicht hatten,
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konnten sie passagiert und weiter genutzt werden. Wenn Zellen fur bestimmte Experimente
auf 25-mm-Deckglaschen ausgesetzt wurden, mussten diese Glaschen zuvor mit poly-L-Lysin
(PLL) beschichtet werden. Dafir wurden die Deckglaschen innerhalb von 35-mm-
Kulturschalen liegend fur 30 Minuten mit jeweils 1,0 ml einer 0,001 % PLL-Lésung inkubiert

und anschlieend mit PBS gewaschen sowie unter der Sterilbank getrocknet.
3.2.2 Immunzellen aus dem Knochenmark von Mausen

Da primare Immunzellen wie bspw. Makrophagen und Mastzellen von Mausen TRPV2
(mTRPV2) exprimieren, sollten entsprechende primare Zellen von C57BL/6-Mausen isoliert
und in entsprechendem Medium (Tab. 3.2) differenziert werden. Die Experimente mit Mausen
bzw. Zellen von Mausen wurden unter strenger Einhaltung europaischer (2010/63/EU) und
deutscher Richtlinien zum Schutz der fir wissenschaftliche Zwecke verwendeten Tiere
durchgefuhrt. Zusatzlich wurden die Versuche von der zustéandigen Behdrde (Landesdirektion
Leipzig, Sachsen — DD24-5131/347/7)) genehmigt, nachdem alle méglichen Alternativen zum

Ersatz, zur Reduktion oder zur Verbesserung der Versuche gepruft wurden.

Knochenmark-differenzierte C57BL/6-Maus: Knochenmark-differenzierte
Makrophagen (BMDM) - Isolierung von Knochenmark Mastzellen (BMMC)

Differenzierung:
- 20 ng/ml M-CSF
- 5-7 Tage

Differenzierung:
- 20 ng/ml IL-3
- 4-6 Wochen

Abb. 3.1: Differenzierung von Makrophagen bzw. Mastzellen aus dem Knochenmark von Mausen.
Schematische Darstellung der Differenzierung von primaren Makrophagen bzw. Mastzellen nach der Isolierung von
Knochenmark aus den unteren Extremitaten von C57BL/6-Mausen.

Differenzierung von Makrophagen aus dem Knochenmark von Mausen

Die Isolierung und Differenzierung von primaren Makrophagen aus dem Knochenmark von
Mausen (BMDM) wurde in abgewandelter Form nach Zhang et al. durchgeftihrt [177]. Dafur
wurden etwa drei Monate alte C57BL/6-Mause mittels Isofluran narkotisiert und durch
zervikale Dislokation euthanasiert. Als nachstes wurden die unteren Extremitaten entfernt und
die Schienbein- (Tibia) sowie die Oberschenkelknochen (Femur) vorsichtig separiert. Sobald
die Knochen von jeglichem anderen Gewebe befreit waren, wurden die oberen und unteren
Enden mit einer Rasierklinge abgetrennt. Im Anschluss wurde das Knochenmark mit Hilfe
einer 10-ml-Spritze, einer 27 G-Kanile und PBS aus den Knochen gesplilt und durch ein
Zellsieb (70 um) gefiltert. Die erhaltene Zellsuspension wurde bei 200 g fir 10 Minuten
zentrifugiert und das Zellpellet in entsprechendem Medium resuspendiert. Die Zellen wurden
fur 8-24 Stunden in einer T25- oder T75-Zellkulturflasche kultiviert und anschlieRend die
adharenten  Zellen verworfen. Die restlichen Suspensionszellen wurden in
35-mm-Kulturschalen (mit oder ohne Deckglaschen) oder T25-Zellkulturflaschen tberfihrt und

in entsprechendem Medium unter Zusatz von 20 ng/ml M-CSF differenziert. Alle zwei bis drei
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Tage wurde das Medium gewechselt. Die adharenten BMDM konnten nach etwa sieben Tagen

fur Experimente verwendet werden.
Isolierung von peritonealen Makrophagen aus Méausen

Primare peritoneale Makrophagen von Mausen (PM) konnten mittels peritonealer Lavage nach
Zhang et al. isoliert werden [177]. Dafur wurden C57BL/6-Mause wie zuvor beschrieben
narkotisiert, euthanasiert und vorsichtig das Peritoneum mit Hilfe einer 10-mI-Spritze, einer
27 G-Kantle und 5 ml PBS gesplilt. Die Spillésung wurde dann bei 200 g fir 10 Minuten
zentrifugiert und das Zellpellet in entsprechendem Medium resuspendiert. Die Zellen konnten
in 35-mm-Zellkulturschalen anwachsen und wurden nach 1-2 Stunden von nicht-adharenten
Zellen durch dreimaliges Waschen mit PBS befreit. Die adharenten Zellen sollten zu tGber 90

Prozent PM sein und konnten nun verwendet oder weiter kultiviert werden [177].
Differenzierung von Mastzellen aus dem Knochenmark von Mausen

Zur Isolierung und Differenzierung von primaren Mastzellen aus dem Knochenmark von
Mausen (BMMC) wurden C57BL/6-Mause wie zuvor beschrieben unter Narkose gesetzt,
euthanasiert und das Knochenmark aus den unteren Extremitaten prapariert. Anschlielend
wurden die BMMC aus dem Knochenmark nach Meurer et al. differenziert [178]. Dabei wurden
die Zellen des Knochenmarks mit entsprechendem Medium unter Zusatz von 20 ng/ml IL-3 in
T25- oder T75-Suspensionskulturflaschen kultiviert. Nach zwei bis drei Tagen wurden die
Suspensionszellen abgenommen, bei 200 g fir 10 Minuten zentrifugiert, das Pellet mit
frischem Medium resuspendiert und in neue Suspensionskulturflaschen Uberfihrt. Nach vier
bis sechs Wochen der Kultivierung konnten die fertig differenzierten BMMC flir Experimente

verwendet werden.

Tab. 3.2: Zusammensetzung der Medien fiir die primaren Zellkulturen

Die folgende Tabelle listet die Zusammensetzung der Medien fiir die entsprechenden primaren Zellkulturen auf.
Dabei wurde das Makrophagen-Medium sowohl flr peritoneale als auch aus dem Knochenmark differenzierte
Makrophagen verwendet.

priméare Medium
Zellkultur | pedium | FKS | L-Glut | Penicillin | Streptomycin | 2-Mercaptoethanol Zytokine
Makrophagen| IMDM |10 % | 2 mM J?rgl 0,1 mg/mi 50 uM 20 ng/ml M-CSF
Mastzellen IMDM | 10% | 2 mM L]?rgl 0,1 mg/mi 50 uM 20 ng/ml IL-3

3.3 Fluoreszenz-basiertes Imaging

Mit Hilfe von Fluoreszenz-basierten [Imaging-Methoden koénnen am Mikroskop
Fluoreszenz-markierte Strukturen innerhalb einer Zelle visualisiert und je nach Auflésung
sogar lokalisiert werden. Mit der Entwicklung von chemischen Fluoreszenzindikatoren konnen
zudem Veranderungen in der Konzentration von bestimmten lonen bestimmt werden. Solche

Indikatoren sind oftmals selbst (negativ) geladene Molekile, die nur als geschitzte Vorstufe
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eines Acetoxymethylesters (AM) zellgangig sind. Einmal in die Zelle aufgenommen, spalten
Esterasen den AM und der nun anionische Indikator bleibt in der Zelle ,gefangen®. Lediglich
Strukturen wie z.B. organische Anionentransporter kdnnten den Indikator wieder aus der Zelle
transportieren, sind aber relativ einfach mit 0,5-2,5 mM Probenecid zu blockieren [179]. Fir
drei unterschiedliche Methoden des Fluoreszenz-basierten Imaging wurden innerhalb dieser

Arbeit auch drei verschiedene Fluoreszenzindikatoren verwendet (Abb. 3.2).
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Abb. 3.2: Ubersicht der verwendeten Fluoreszenzindikatoren

Dargestellt sind die drei verschiedenen Indikatoren Fluo-4/AM, Cal-520FF/AM und Fura-2/AM mit den chemischen
Strukturen (Cal-520FF/AM nicht publiziert), Kp-Werten fiir deren Ca2*-Bindungsaffinitit sowie maximale
Anregungs- (Ex) und Emissionswellenlangen (Em) der Fluoreszenz-Signale.

3.3.1 Automatisiertes Screening

Seit der Entwicklung der Fluorescence Imaging Plate Reader (FLIPR) kdnnen
Fluoreszenz-Signale einzelner Wells von bspw. 96 oder 384 Well-Mikrotiterplatten mit hoher
Sensitivitdt und Wiederholungsrate ausgelesen werden. Mit Hilfe von Fluoreszenzindikator-
beladenen Zellsuspensionen kdnnen so Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von aktiven
Substanzen bestimmt oder etwa 384 Substanzen parallel auf Bioaktivitat in lebenden Zellen
untersucht werden. Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein selbst gebauter automatisierter FLIPR
fur Echtzeitmessungen verwendet, um eine mehrere Tausend Verbindungen umfassende
Substanzbibliothek auf Modulatoren von TRPV2 zu untersuchen oder die Potenz aktiver
Substanzen mit Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen zu charakterisieren. Wie bereits durch
Urban et al. publiziert, wurde daflr in einen Pipettierroboter (Freedom Evo 150, Tecan,
Mannedorf, Schweiz) mit einem 96 Well-Pipettierkopf (MCA96, Tecan, Mannedorf, Schweiz)
ein FLIPR bestehend aus einem blauen 4x4 LED Array (470 nm Wellenlange), einer
Sammellinse, einem Farbteiler, einem dichroiden Spiegel und einem Gehause zur Befestigung
der Mikrotiterplatte eingebaut [180]. Die Fluoreszenz-Signale wurden mit der LED angeregt
und durch einen 515 nm Wellenldnge Langpassfilter mittels einer Kamera (Zyla 5.5, Andor,
Belfast, UK) aufgezeichnet, wobei Kamera und LED durch den Output-Trigger der Kamera
synchronisiert wurden. Der Pipettierroboter wurde mit der dazugehérigen Software gesteuert
(Freedom EVOware 2 Standard v2.3 SP4) und die Bilder mit der uManager Software

(http://micro-manager.org) aufgenommen [181].
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Wahrend Suspensionszellen wie BMMC direkt in entsprechender Zellzahl genutzt werden
konnten, mussten adharente Zellen wie HEK:rrpv2-, HEKhuTrRPV2- 0der RBL-2H3-Zellen dafir
als erstes wie zuvor beschrieben mit Hilfe von Trypsin/EDTA-LOsung abgeldst werden.
Anschliel3end wurde die Zellsuspension einer halben T75-Flasche mit mindestens 80 Prozent
Konfluenz im Kulturmedium mit 4 uM des Fluoreszenzindikators Fluo-4/AM flr 30 Minuten bei
37 °C im abgedunkelten Warmeschrank beladen, bevor diese bei 100 g fur 3 Minuten
zentrifugiert wurden. Der Uberstand wurde verworfen, die Zellpellets vorsichtig in 5,5 ml HBS
resuspendiert und jeweils 10 pl Zellsuspension in die Wells einer schwarzen 384 Well-
Mikrotiterplatte pipettiert, in die bereits 26 yl HBS Puffer je Well vorgelegt wurde. Die Zellen
wurden fir 60 Sekunden bei 100 g auf den Boden der Wells zentrifugiert und im Anschluss mit
Hilfe des FLIPRs vermessen. Dabei wurde fir 60 s die Basalfluoreszenz gemessen, bevor im
ersten Schritt die in HBS geldsten Verdiinnungsreihen oder Substanzen und im zweiten Schritt
entsprechende Aktivatoren zur Identifizierung von potentiellen Blockern in Doppelbestimmung
durch den Pipettierroboter akut hinzugefuigt wurden. Zur Analyse der Fluoreszenz-Signale
eines jeden Wells wurde die Software ImagedJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD,
USA) verwendet [182], die Hintergrundfluoreszenz abgezogen und die korrigierten Signale in

Bezug zur Basalfluoreszenz normalisiert (F/Fo).
3.3.2 Einzelzell-Ca**-Analysen

Bei Fluoreszenz-basierten kalibrierten Einzelzell-Ca?*-Messungen kann die modulierende
Wirksamkeit von Substanzen auf der Ebene einzelner Zellen und deren intrazellularer
Ca?*-Konzentrationen ([Ca?*])) mit Hilfe von ratiometrischen Fluoreszenzindikatoren wie Fura-2
nachvollzogen werden. Fir diese Einzelzell-Ca?*-Messungen wurden die entsprechenden
Zellen 24-48 Stunden vorher auf PLL-beschichtete Deckglaschen ausgesetzt oder BMDM
direkt auf Deckglaschen differenziert. Als nachstes wurde das Medium abgezogen und die
Zellen in einem abgedunkelten Brutschrank fiir 30 Minuten bei 37 °C in HBS mit 0,2 % BSA
und 5 pM des Fluoreszenzindikators Fura-2/AM inkubiert. AnschlieRend wurde das
Deckglaschen vorsichtig mit HBS gewaschen, in eine Messkammer eingespannt und mit HBS
Uberschichtet. So wurden die Zellen mit einer entsprechenden Haltevorrichtung auf einem
invertierten Mikroskop (Fluar 10x/0.5 und Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena, Deutschland)
befestigt. Die Fluoreszenz-Signale der Fura-2-beladenen Zellen wurden mit einem
Monochromator (Polychrome V, TILL-Photonics, Grafelfing, Deutschland) sequentiell bei 340
nm, 358 nm und 380 nm Wellenlange angeregt und die Fluoreszenz-Emission durch einen
515 nm Wellenldnge Langpassfilter mit einer 12-bit CCD Kamera (IMAGO, TILL-Photonics,
Grafelfing, Deutschland) und der TILLvisION Software im 1-sekindigen Intervall
aufgezeichnet. Nach 60-sekiindiger Messung der Basalfluoreszenz wurden die in HBS
geldsten Substanzen bzw. Wirkstoffe in entsprechender Konzentration hinzugefligt und das

Kammervolumen durch mehrmaliges vorsichtiges Aufziehen und Pipettieren manuell
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durchmischt. Die Kalibrierung und Auswertung der [Ca?*); erfolgte wie bereits durch Lenz et al.
publiziert mittels der FRETsolver Software [183]. Je Experiment wurden etwa 50 — 80 einzelne

Zellen vermessen und der Mittelwert aus diesen gebildet.
3.3.3 Interne Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie

Mit der internen Totalreflexionsfluoreszenzmikroskopie (TIRFM) kénnen Fluoreszenz-Signale
in unmittelbarer Nahe zur Zellmembran gemessen werden. Dabei werden keine Signale der
Epifluoreszenz nach Anregung der gesamten Zelle gemessen, sondern durch Totalreflexion
der Lichtquelle ein evaneszentes Feld erzeugt, das lediglich ca. hundert Nanometer tief in die
Zelle eindringt und damit nur Fluoreszenz-Signale direkt unterhalb der Zellmembran anregt.
Die Verwendung eines niederaffinen Ca?'-Indikators ermdglichte zusatzlich die
ausschlieRliche Detektion von ortlich-begrenzten Signalen sehr hoher Ca?*-Konzentration, wie
sie z.B. durch Ca?*-Mikrodomanen verursacht werden kénnen. Die zu untersuchenden Zellen
wurden 24-48 Stunden vorher auf PLL-beschichtete Deckglaschen ausgesetzt oder BMDM
direkt auf Deckglaschen differenziert. Vor der Messung wurde das Medium abgezogen und
die Zellen in einem abgedunkelten Brutschrank fir 30 Minuten bei 37 °C in HBS mit 0,2 %
BSA, 500 uM Probenecid und 10 uM des Fluoreszenzindikators Cal-520FF/AM inkubiert. Im
Anschluss wurde das Deckglaschen mit den beladenen Zellen vorsichtig mit HBS gespdlt, in
eine Messkammer eingespannt und mit HBS uUberschichtet. Danach wurden die Zellen mit
einem Mikroskop (a Plan-Fluar 100x 1.45 NA und Axiovert 135, Carl Zeiss, Jena,
Deutschland), wie kirzlich publiziert, unter Zugabe von in HBS gelésten Modulatoren
vermessen [184]. Daflir wurden die Fluoreszenz-Signale mittels einer high Power-LED mit
einer zentralen Wellenlange von 470 nm (Luxeon CZ Color, Lumileds, Aachen, Deutschland)
angeregt und mit einer Kamera (Zyla 5.5, Andor, Belfast, UK) und der uyManager Software alle
10-20 Millisekunden aufgezeichnet [181]. Zur Auswertung wurde eine Varianzanalyse der
Basalfluoreszenz sowie der Aktivierung oder Inhibition des Kanals durchgefihrt und mittels
ImageJ visualisiert [182]. Dabei wurden die Fluoreszenzsignale der Mikrodomanen mit der
Eigenschaft einer Zirkularitat von 0,15-1,0 und einer Grée von 10-unendlich mittels 8 Bit Auto-
Threshold (minimal) lokalisiert. Weiterhin konnten die Fluoreszenz-Signale der Mikrodomanen
Uber die Zeit aufgeldst werden. Zur statistischen Analyse konnte das Verhaltnis der Anzahl an

Mikrodomanen zur Anzahl der Zellen ermittelt werden.
3.4 Elektrophysiologische Methoden

Mit Hilfe einer intrazellularen und einer extrazellularen Elektrode konnte mit dem voltage-clamp
Verfahren der Patch-Clamp-Methode eine Spannung angelegt und gleichzeitig Uber die
Membran bzw. durch lonenkanale fliekender Ausgleichsstrom aufgezeichnet werden [185].

Dafur wurden in dieser Arbeit TRPV2 Einwarts- und Auswartsstrome von HEK:trpv2-,
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HEKhutrev2- und  RBL-2H3-Zellen in der Ganzzellableitung (whole-cell configuration)

gemessen.

Die entsprechenden Zellen wurden 4-24 Stunden vor dem Experiment auf Deckglaschen
innerhalb einer 35-mm-Kulturschale mit einer Konfluenz von etwa 20 Prozent ausgesat. Zur
Messung wurden die Deckglaschen in eine Messkammer mit 500 ul Volumen (20KZ, Warner
Instruments, Hamden, CT, USA) eingespannt und diese mit extrazellularen Puffer beflillt.
Diese wurde wiederum in eine Haltevorrichtung eines Mikroskops (AxioVert 100, Carl-Zeiss,
Jena, Deutschland) gelegt, das auf einem gegen Schwingungen gedampften Tisch (TMC,
Peabody, MA, USA) stand. Die Wirkstoffe und Substanzen wurden in finaler Konzentration in
extrazellularen Puffer geldést und mittels eines gravitationsgetriebenen Achtkanal-
Perfusionssystems (VC-8, Warner Instruments, Hamden, CT, USA) den Zellen bei
Raumtemperatur hinzugefligt sowie Uberschussiger Puffer mit einer Vakuumpumpe
abgesaugt. Mit Hilfe eines vertikalen Pipettenpullers (PIP6, HEKA Products, Lambrecht/Pfalz,
Deutschland) wurden aus Borosilikatglas-Kapillaren (GB150F-8P, Science Products, Kamenz,
Deutschland) Patch-Pipetten mit einem Widerstand von 3-10 MQ gezogen und mit einem
Filamentdraht (Micro Forge MF-830, Narishige Group, Japan) durch Hitze poliert.
AnschlieRend konnten die Pipetten etwa zur Halfte mit intrazellularem Puffer ohne Luftblasen
beflillt, auf die Elektrode gesteckt und an der Headstage (CV-203BU, Molecular Devices, San
Jose, CA, USA) des Verstarkers (Multiclamp 700 B, Molecular Devices. San Jose, CA, USA)
befestigt werden. Als Elektroden wurden chlorierte Silberdrahte zur Messung verwendet und
die Signale durch einen Analog-Digital-Wandler (Digidata 1440A, Molecular Devices, San
Jose, CA, USA) mit PClamp v.10.7 Software (Molecular Devices, San Jose, CA, USA)
aufgezeichnet sowie ausgewertet. Zur Herstellung des Zellkontaktes wurde Uberdruck auf die
Pipette angelegt, diese mit Hilfe eines Mikromanipulators an die Zelle gefiihrt und dann ein
leichter Unterdruck erzeugt, wodurch die Offnung der Pipette so dicht mit der Zellmembran
verschlossen wird, dass ein Widerstand im GQ-Bereich (gigaseal) entstand. Durch weiteren
Unterdruck konnte die Membran aufgerissen und der fir die Ganzzellkonfiguration bendtigte
Zugang zur Zelle geschaffen werden. In allen Messungen war der Serienwiderstand geringer
als 15 MQ. Die zu ermittelnden Daten wurden mit einem 2 kHz Bessel-Filter 4. Ordnung
gefiltert, bevor sie mit einer Frequenz von 5 kHz aufgezeichnet wurden. Als Messprotokoll
wurde eine linear ansteigende Spannungsrampe von -100 mV bis 100 mV uUber 500 ms
angelegt, wobei sowohl zu Beginn bei -100 mV als auch am Ende bei 100 mV die Spannung
fur je 100 ms konstant gehalten wurde. Diese Rampe dauerte insgesamt 700 ms und wurde
mit einem Intervall von 1 s wiederholt durchgefihrt. Da die gemessenen Zellen
unterschiedliche GréRen aufwiesen, wurden zur Normierung der Ergebnisse die Stromdichten
(pA/pF) berechnet. Zur Auswertung konnten die Stromspannungskennlinien aus den

Spannungsrampen extrahiert werden oder die Mittelwerte der Plateaus bei -100 mV sowie
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100 mV gegen die Zeit bzw. Anzahl der Intervalle aufgetragen werden. Zur statistischen
Analyse wurden die Inax-Werte verwendet. Fir hemmende Konzentrations-Wirkungs-
Beziehungen wurde die inhibitorische Wirkung in Bezug zur Aktivierung wie folgt berechnet:

Ilnhibitor - IPuffer

inhibitorische Wirkung (%) = 100 X
IAktivator - IPuffer

3.5 Molekularbiologische Methoden
3.5.1 Quantitative Polymerase-Kettenreaktion

Mit Hilfe der quantitativen Echtzeit-Polymerase-Kettenreaktion (RT-gPCR) wurde
stellvertretend zur Expression des Kanalproteins die Menge an mRNA von TRPV2

nachgewiesen und in Bezug zu ribosomaler 18S-RNA als Referenz gesetzt.

Die entsprechenden Zellen wurden in 35-mm-Zellkulturschalen adharent wachsend oder als
Pellet nach der Zentrifugation fir finf Minuten bei 200 g mit PBS gewaschen. Anschliel3end
wurde PBS abgezogen, die Zellen wurden in 1 ml TRI-Reagent griindlich resuspendiert und in
2-ml-Tubes Uberfihrt. Nach 5-minitiger Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden 0,2 ml
Chloroform hinzupipettiert und die Proben kraftig geschiittelt. Danach wurden die Tubes flr
15 Minuten bei 4 °C und 12.000 g zentrifugiert, um eine Phasentrennung zu erzielen. Zur
Extraktion der RNA wurde die obere wassrige Phase vorsichtig in neue 2-ml-Tubes pipettiert
und mit 0,5 ml Isopropanol prazipitiert. Die Proben wurden griindlich gemischt, 10 Minuten bei
4 °C inkubiert und im Anschluss bei 4 °C und 12.000 g fur 10 Minuten zentrifugiert. Der
Uberstand wurde vorsichtig abgezogen, die RNA-Pellets mit jeweils 1 ml 75 % Ethanol
gewaschen und bei 4 °C und 12.000 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Nach dem Verwerfen des
Uberstandes wurden die Pellets fiir 5 bis 10 Minuten an der Luft getrocknet, in 10-20 ul RNAse-
freiem Wasser gelost und fir 5 Minuten auf 55 °C (Thermomixer comfort, Eppendorf, Hamburg,
Deutschland) erhitzt. Abschliefend wurde die RNA-Konzentration spektrophotometrisch

ermittelt (Nanodrop 2000c, peqglab, Erlangen, Deutschland).

Tab. 3.3: Ubersicht der genutzten Primer fiir die RT-gPCR
Die verwendeten Sets der Primer bestanden aus Vorwartsprimer sowie Rickwartsprimer. Die 18S-RNA-Primer
lagen dem Institut bereits vor, wahrend die mTRPV2-Primer nach Sawatani et al. genutzt wurden [186].

Primer Sequenz
mTRPV2 Vorwartsprimer 5-TGATGAAGGCTGTGCTGAAC-3
mTRPV2 Ruckwartsprimer 5-CACCACAGGCTCCTCTTCTC-3
18S-RNA Vorwartsprimer 5-TAGAGGGACAAGTGGCGTTC-3’
18S-RNA Ruckwartsprimer 5-TGTACAAAGGGCAGGGACTT-3’

Zum Umschreiben der RNA in komplementare DNA (cDNA) wurde das RevertAid H Minus
First Strand cDNA Synthesis Kit verwendet. Dabei wurden je RNA-Probe zunachst 1 ul random
hexamer primer, 1-4 yl RNA-Probe und 7-10 pl Aqua ad iniectabilia so gemischt, dass ein

finales Volumen von 12 pl je Probe erreicht wurde. Die Proben wurden fur zwei Minuten auf
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65 °C erhitzt, auf 25 °C temperiert und anschlielend jeweils 4 ul 5x first strand buffer, 1 pl
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/ul), 2 ul dANTP Mix (10 mM) und 1 ul RevertAid H Minus
Reverse Transkriptase (200 U/pl) hinzugefigt. AbschlieRend wurden die RNA-Proben bei
25 °C fir 5 Minuten, 42 °C fir 60 Minuten und 70 °C fir 5 Minuten mit Hilfe eines Thermo
Cycler (PTC 200, MJ Research Inc, St. Bruno, Kanada) umgeschrieben.

Die RT-gPCR wurde mit Hilfe des DyNAmo Flash SYBR Green qPCR Kit durchgefihrt. Daflr
wurden je Probe 7,4 ul Aqua ad iniectabilia, 10 ul 2x Master Mix, 1 ul cDNA Probe sowie jeweils
0,8 ul der entsprechenden Vorwarts- und RUckwartsprimer (10 pM) (Tab. 3.3) in
24 Well-gPCR-Platten verwendet und mit klarer Schutzfolie dicht verschlossen. Die Proben
wurden fur 7 Minuten auf 95 °C erhitzt, Gber 30 — 50 Zyklen bei 95 °C fir 15 Sekunden, bei
59 °C flr 20 Sekunden und bei 72 °C fur 30 Sekunden mit einem PCR-System (PikoReal 24,
Thermo Fisher, Waltham, MA, USA) inkubiert sowie abschlieBend fir 2 Minuten auf 72 °C
erhitzt, wobei je Probe nach jedem Zyklus die Fluoreszenz von SYBR-Green ausgelesen
wurde. Am Ende wurde noch eine Schmelzkurve von 65 °C bis 95 °C bestimmt. Die
Berechnung der Expression von TRPV2 mRNA erfolgte nach Ct-Methode in Bezug zur
Referenz (ribosomale 18S-RNA):

TRPV2-Expression = 2~ (Ctmrrpv —Ctiss rna)

3.5.2 siRNA-vermittelter knockdown

Tab. 3.4: Ubersichtstabelle der verwendeten Substanzen fiir den knockdown

Zuerst wurden siRNA und Lipofectamine 2000 in Opti-MEM I in 2-ml-Tubes pipettiert und gemischt. AnschlieRend
wurde das Medium mit Lipofectamine 2000 in das Medium mit siRNA pipettiert und gemischt. Nach 20 Minuten
Inkubation konnte das Gemisch auf die BMDM mit antibiotikafreiem Medium gegeben werden.

KulturgefaR Lipofectamine 2000 SiRNA antibiotikafreies | finales
Lipofectamine | Opti-MEM | | siRNA | Opti-MEM | Medium | Volumen
96 Well-Mikrotiterplatte
(je Well) 0,25 pl 25l 5 pmol 25l 100 pl 150 pl
35-mm-Kulturschale 5,0 ul 250 pl 50 pmol 250 pl 1500 pl 2000 pl
T25-Kulturflasche 15 ul 750 pl 150 pmol 750 pl 4500 ul 6000 pl

Zur Durchfihrung des siRNA-vermittelten knockdown von mTRPV2 wurden BMDM in
schwarze 96 Well-Mikrotiterplatten, 35-mm-Kulturschalen oder T25-Zellkulturflaschen
ausgesat und nach 24 Stunden Ruhe in einem angedunkelten Brutschrank bei 37 °C und 5 %
CO, Gehalt mit einer Konfluenz von 60 — 90 % verwendet. Als nachstes wurden entsprechende
Mengen Stealth siRNA gegen Maus TRPV2 (siRNAntrev2) (ID: MSS212426) oder siRNA
Negativkontrolle (siRNAneg) (med GC) mit Lipofectamine 2000 in Opti-MEM | gemischt
(Tab. 3.4) und fir 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Wahrenddessen wurde das
Medium der BMDM durch entsprechende Mengen von antibiotikafreiem Medium ersetzt (Tab.
3.4). Im Anschluss wurde das entsprechende Gemisch aus siRNA und Lipofectamine 2000 zu

den jeweiligen Proben pipettiert und flr 6 — 8 Stunden inkubiert, bevor das Medium durch
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frisches Zellkulturmedium ersetzt wurde. Die Experimente mit den Zellen konnte nach 24 — 48

Stunden durchgeflihrt werden.
3.6 Bestimmung zytotoxischer Effekte

Um zytotoxische Effekte der Substanzen auf die verwendeten Zellen ausschlielden zu kénnen,
wurde stellvertretend fir die Zellviabilitit deren metabolische Aktivitit nach

Substanzexposition ermittelt und mit jener unbehandelter Kontrollzellen verglichen.
3.6.1 MTT-Assay

Die metabolische Aktivitat von adharenten HEK293-Zellen, RBL-2H3-Zellen oder BMDM
wurde mit Hilfe von MTT-Tests analysiert. Daflr wurden als erstes entsprechende Zellen mit
Trypsin von den Zellkulturflaschen abgeldst, mit Medium resuspendiert und mit einer Zelldichte
von 25.000 Zellen pro Well in durchsichtige 96 Well-Mikrotiterplatten ausgesat. Dann konnten
die Zellen fur 24 bis 48 Stunden im Brutschrank adharieren und anschlieRend wurden die
entsprechenden Substanzen oder Lésungsmittelkontrollen hinzupipettiert. Nach 24 Stunden
Inkubationszeit wurde das Medium vorsichtig abgezogen und durch frisches Medium mit 0,5
mg/ml gelésten MTT ersetzt. Im nachsten Schritt reduziert z.B. NADH lebendiger Zellen das
wasserlosliche MTT zu einem unléslichen Formazan (Abb. 3.3). Nach weiteren drei Stunden
Inkubation wurde das Medium vorsichtig abgezogen, das ausgefallene Formazan grindlich in
DMSO gel6st und die Absorption als optische Dichte (OD) bei 560 nm und 670 nm Wellenlange
mit einem Plattenlesegerat (Polarstar Omega, BMG Labtech, Germany) ausgelesen. Die
optische Dichte der Referenzwellenlange 670 nm wurde jeweils subtrahiert und die
Zellviabilitat im Anschluss wie folgt berechnet:

behandelte Zellen (ODgg)

Zellviabilitat (%) = 100 x
ellviabilitat (%) unbehandelte Zellen (OD5¢()

Formazan
violett

Abb. 3.3: Schema der Farbreaktion bei Reduktion von MTT
Schema der Reduktion von wasserloslichem hellgelbem MTT zum wasserunldslichen violetten Formazan durch
z.B. NADH als Produkt der Glykolyse in Abhangigkeit vom ER bzw. von intakten Mitochondrien.

3.6.2 WST-1-Assay

Da BMMC nicht adharent, sondern in Suspension wachsen, wurde fur dieses Projekt WST-1

gegenuber MTT zur Ermittlung der metabolischen Aktivitdt vorgezogen, da die Absorption

direkt im Medium ausgelesen werden konnte. Daflir wurden RBL-2H3-Zellen oder BMMC mit

einer Zelldichte von 20.000 Zellen pro Well in eine durchsichtige 96 Well-Mikrotiterplatte

ausgesat und nach 24 Stunden im Brutschrank weiterverwendet. Anschliellend wurden die
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Zellen fir weitere 24 Stunden mit den entsprechenden Substanzen oder
Lésungsmittelkontrollen inkubiert. Danach wurde die WST-1-Lésung 1:10 hinzupipettiert und
nach 4 Stunden Inkubation die OD der Proben bei 440 nm und 670 nm Wellenlange mit einem
Plattenlesegerat ausgelesen. Zum Schluss wurde jeweils die optische Dichte der

Referenzwellenlange 670 nm subtrahiert und die Zellviabilitat folgendermalien berechnet:

behandelte Zellen (OD4,4q) — Blank (OD,40)

Zellviabilitit (%) —
ellviabilitat (%) unbehandelte Zellen (OD,40) — Blank (0D 44)
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Abb. 3.4: Schema der intrazelluliren Reduktion von WST-1 zum dunkelroten Formazan
Schema der Reduktion von hellroten WST-1 zum dunkelroten Formazan durch bspw. NADH als Produkt der
Glykolyse in Abhangigkeit vom ER bzw. von intakten Mitochondrien.

3.7 Funktionale Untersuchungen

Um den Einfluss von TRPV2 auf verschiedene Mechanismen von Makrophagen und
Mastzellen zu untersuchen, in denen Ca?'-Signale eine wichtige Rolle spielen, wurden

verschiedene funktionale Tests mit den primaren Zellen durchgefuhrt.
3.7.1 Untersuchung der Phagozytose von Makrophagen

Fir die Untersuchung des Effekts von TRPV2 auf die Phagozytose von Makrophagen wurden
30,000 bis 50,000 BMDM je Well in schwarze 96 Well-Mikrotiterplatten pipettiert und fir 24
Stunden im Brutschrank inkubiert. Anschliefiend wurden diese BMDM weiterverwendet oder
zuvor mit siRNAmtrev2 bzw. SiRNAneg transfiziert. Unabhangig davon wurden die BMDM als
nachstes Uber 24 Stunden mit Lipopolysacchariden (LPS) und Interferon y polarisiert. Im
Anschluss wurde das Medium vorsichtig abgezogen und durch HBS ersetzt. Nach
30-minlitigem Ruhen bei 37 °C wurden die entsprechenden Substanzen bzw. Kontrollen und
pHrodo Green-markierte Zymosan- oder S. aureus-Biopartikel hinzugefligt. Zusatzlich wurden
die entsprechenden Biopartikel in Wells ohne Zellen pipettiert, um diese Blanks bei der
Auswertung fur die Subtraktion des Hintergrunds nutzen zu kénnen. Anschliel’end konnten die
BMDM fur 60 Minuten bei 37 °C in einem abgedunkelten Warmeschrank die Biopartikel per
Phagozytose aufnehmen. Da aufgrund des niedrigeren pH-Wertes ausschliellich
phagozytierte Biopartikel zu fluoreszieren begannen, musste nicht zuséatzlich gewaschen und
fixiert werden. Die Fluoreszenz der aufgenommenen Partikel konnte mit Hilfe des
Plattenlesegerates ausgelesen werden. Dazu wurden zur Anregung ein 505/10 nm
Bandpassfilter und zur Messung der Emission ein 540/10 nm Bandpassfilter verwendet. Die
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Experimente wurden als Doppelbestimmungen durchgefiihrt, daraus Mittelwerte ermittelt und

abschlielRend die Phagozytoseaktivitat anhand der Fluoreszenz-Signale wie folgt berechnet:

behandelte BMDM — Blank
unbehandelte BMDM — Blank

Phagozytoseaktivitat (%) = 100 X

3.7.2 Messung der Migration von Makrophagen
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Abb. 3.5: Schema des zweidimensionalen Transwell-Migrationsassays
Bei den zweidimensionalen Transwell-Migrationsassays migrierten die BMDM Uuber 14 Stunden durch eine
Filtermembran (Porengréfie = 8 ym) in Richtung eines 100 ng/ml LPS-Gradienten.

Zur Messung des Einflusses von TRPV2-Aktivitat auf die Migration von Makrophagen wurden
BMDM verwendet oder diese zuvor wie beschrieben mit SiRNAmTtrrv2 bzw. SiRNAneg
transfiziert, bevor sie unabhangig davon tber 24 Stunden mit LPS und Interferon y polarisiert
wurden. Etwa zwei Stunden vor Beginn der Messung wurden die BMDM an Medium mit
reduziertem FKS Gehalt von 1 % gewohnt. AnschlieRend wurden sie abgeldst und 40.000 bis
50.000 BMDM in Transwell-Einsatze pipettiert, welche bereits Medium mit 1 % FKS und
entsprechenden Substanzen oder Kontrollen enthielten. Daraufthin  wurden alle
Transwell-Einsatze gleichzeitig in Wells einer durchsichtigen 24 Well Mikrotiterplatte Gberfiihrt,
welche Medium mit 1 % FKS, entsprechende Substanzen oder Kontrollen und zusatzlich
100 ng/ml LPS enthielten. In einem Brutschrank migrierten diese BMDM fur 14 Stunden durch
die Transwell-Membran in Richtung des LPS-Gradienten (Abb. 3.5). Im Anschluss wurden die
Transwell-Einsatze dreimalig mit HBS-Puffer gewaschen, mit -20 °C kaltem Methanol fixiert
und mit einer 0,2 % Kristallviolett-Losung gefarbt. Nach erneutem Waschen wurden die Zellen
auf der Oberseite der Transwell-Einsatze vorsichtig mit einem Wattestédbchen entfernt und die
Einsatze getrocknet. Die migrierten BMDM auf der Unterseite der Einsatze wurden in drei
zuféalligen Bereichen mit Hilfe eines invertierten Axiovert 100 Mikroskops (LD Achroplan
40x/0.6, Carl Zeiss, Jena, Germany) gezahlt und der Mittelwert ermittelt. Fur die statistische
Auswertung wurden die Mittelwerte der unabhangigen Messungen wie folgt verwendet:

Anzahl behandelter BMDM

Py : ol oy —
LPS-induzierte Migration (%) = 100 X Anzahl unbehandelte BMDM

3.7.3 Analyse der Freisetzung von B-Hexosaminidase

Die Untersuchungen zur Freisetzung des Mediators [-Hexosaminidase wurden in
abgewandelter Form nach Kuehn et al. mit RBL-2H3-Zellen und BMMC durchgefiihrt [187]. Es
wurden immer Doppelbestimmungen durchgefihrt und am Ende jeweils die Mittelwerte zur

statistischen Analyse verwendet.
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Zunachst wurden 20.000 RBL-2H3-Zellen pro Well in durchsichtige fir die Zellkultur geeignete
Mikrotiterplatten ausgesat. Im Brutschrank wurden diese fir 16 Stunden mit 200 ng/ml
anti-DNP-IgE inkubiert. AnschlieRend wurde zur Beseitigung von ungebundenem IgE das
Medium vorsichtig abgezogen und die RBL-2H3-Zellen dreimalig mit HBS (0,1 % BSA)
gewaschen. Nun wurden 25 pl HBS (0,1 % BSA) je Well hinzuflgt und die Zellen fir 5 Minuten
bei 37 °C inkubiert. Im Anschluss wurden DNP-HSA mit einer finalen Konzentration von 400
ng/ml, CBD, Probenecid, IV2-1, Valdecoxib in entsprechenden Konzentrationen oder Puffer
als Kontrolle so hinzugefiigt, dass ein finales Volumen von 100 ul pro Well erreicht wurde.
Nach 30-minutiger Inkubation bei 37 °C in einem abgedunkelten Warmeschrank zur Initiierung
der Immunreaktion wurden die Zellen bei 100 g fir 5 Minuten zentrifugiert. Nun konnten 50 ul
des zellfreien Uberstandes oder HBS (0,1 % BSA) als Blank in leere Wells einer neuen
durchsichtigen 96 Well-Mikrotiterplatte pipettiert werden. Zusatzlich wurden die verbleibenden
50 pl mit den Zellen mit 150 pl einer 0,1 % Triton X-100-Lésung gemischt und so die Zellen
lysiert. Von diesem Lysat wurden wiederum 50 pl in leere Wells der neuen Mikrotiterplatte
Uberfiihrt. SchlieRlich wurden zu den 50 pl Uberstand bzw. Lysat und Puffer-Blank jeweils 100
Ml PNAG-L6sung (3,5 mg/ml PNAG in Citrat-Puffer pH 4,5) pipettiert und diese Mikrotiterplatte
fur 90 Minuten bei 37 °C in einem abgedunkelten Warmeschrank inkubiert. Nachdem in jedes
Well jeweils 50 ul Glycin-Puffer (0,4 M; pH 10,7) hinzugefiigt wurden, konnte eine gelbe
Farbung beobachtet werden, deren Absorption als OD bei 405 nm und 620 nm Wellenlange
mit Hilfe des Plattenlesegerats gemessen wurde. Nach Subtraktion von der jeweiligen
optischen Dichte der Referenzwellenlange 620 nm wurde die Degranulation in prozentualer

Ausschittung des Mediators nach Kuehn et al. berechnet [187]:

Ausschittung (%) = 100 x 2 x (Uberstand(OD,5) — Blank(OD,s))
HUSSCAUEHNE A7) = (Uberstand (0D 495) — Blank(0D 45)) + (4 X (Lysat(OD 4o5) — Blank(OD 05))

Auch die nicht-adharenten BMMC wurden im Brutschrank fur 16 Stunden mit 200 ng/ml
anti-DNP-IgE inkubiert. Anschlief’end wurden diese bei 200 g fir 5 Minuten zentrifugiert und
das Medium vorsichtig abgezogen. Nach dreimaligem Waschen mit HBS (0,1 % BSA) gefolgt
von Zentrifugieren bei 200 g fir 5 Minuten wurden die BMMC so in HBS (0,1 % BSA)
resuspendiert, dass eine Zellzahl von zwei Millionen Zellen pro ml erreicht wurde, bevor jeweils
50.000 BMMC (25 pl) pro Well in durchsichtige 96 Well-Mikrotiterplatten ausgesat wurden.
Nun konnten die BMMC fur 5 Minuten bei 37 °C ruhen, bevor DNP-HSA mit einer finalen
Konzentration von 100 ng/ml, CBD, Probenecid, IV2-1, Valdecoxib in entsprechenden
Konzentrationen oder Puffer zur Kontrolle hinzugefligt wurden. Das finale Volumen pro Well
betrug auch hier 100 ul. Die BMMC wurden fur 30 Minuten bei 37 °C in einem abgedunkelten
Warmeschrank inkubiert und anschlielend bei 100 g fur 5 Minuten zentrifugiert. Als nachstes
konnten vorsichtig 50 pl des zellfreien Uberstandes oder HBS (0,1 % BSA) als Blank in leere
Wells einer neuen durchsichtigen 96 Well-Mikrotiterplatte pipettiert werden, bevor die
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verbleibenden 50 pl mit 150 pl einer 0,1 % Triton X-100-Lésung zur Lysierung der Zellen
gemischt wurden. Von diesem Lysat wurden ebenfalls 50 ul in leere Wells der neuen
Mikrotiterplatte Uberfiihrt und jeweils 100 pl PNAG-L6ésung (3,5 mg/ml PNAG in Citrat-Puffer)
zu den 50 pl Uberstand bzw. Lysat und Puffer-Blank pipettiert. Auch diese Mikrotiterplatte
wurde flir 90 Minuten bei 37 °C in einem abgedunkelten Warmeschrank inkubiert und
schlieBlich in jedes Well 50 ul Glycin-Puffer (0,4 M) hinzugefligt. Die Messung der OD sowie
die Berechnung der prozentualen Ausschiittung wurde ebenfalls wie zuvor beschrieben nach
Kuehn et al. durchgefiihrt [187].

3.7.4 ELISA zur Ermittlung der Histamin-Freisetzung

Zunachst wurden die BMMC fir 16 Stunden Im Brutschrank mit 200 ng/ml anti-DNP-IgE in
Medium inkubiert. Um ungebundenes IgE zu beseitigen, wurden die BMMC anschlie3end bei
200 g fur 5 Minuten zentrifugiert, das Medium abgezogen und die Zellen dreimalig mit HBS
(0,1 % BSA) gewaschen, gefolgt von Zentrifugieren bei 200 g fir 5 Minuten. Nun wurden die
BMMC mit einer Zellzahl von zwei Millionen Zellen pro ml in HBS (0,1 % BSA) resuspendiert
und jeweils 50.000 BMMC (25 ul) pro Well in durchsichtige 96 Well-Mikrotiterplatten ausgesat.
Nach 5-minutigem Ruhen bei 37 °C wurden DNP-HSA mit einer finalen Konzentration von 100
ng/ml, CBD, Probenecid, IV2-1 in entsprechenden Konzentrationen oder Puffer zur Kontrolle
hinzugeflgt. Das finale Volumen pro Well betrug stets 100 uyl. Die BMMC wurden nun 30
Minuten bei 37 °C in einem abgedunkelten Warmeschrank inkubiert und anschlieRend bei
100 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Aus jedem Well konnten vorsichtig 50 pl zellfreier Uberstand
abgenommen und in 0.5-ml-Tubes pipettiert werden. Uber mehrere Wochen wurden von

verschiedenen Kulturen Proben gesammelt und bei -20 °C gelagert.

Zur Quantifizierung der Histamin-Freisetzung aus den BMMC wurde ein ELISA mittels
Histamin EIA-Kit (A05890.98) nach Vorschrift verwendet. Die Proben, die Histamin-Standards
fur die Kalibriergerade und die Qualitatskontrollen wurden dafur als Doppelbestimmungen in
HBS (0,1 % BSA) geldst bzw. die Proben zuséatzlich verdinnt. Anschlielend wurden 200 pl
davon sowie separat Puffer als Kontrolle in 0,5-ml-Tubes vorgelegt, jeweils 50 ul
Derivatisierungspuffer hinzugefligt und die Tubes gemischt. Nun wurden jeweils 20 pl
Derivatisierungsreagenz hinzugefligt und die Tubes ohne Verzdgerung grindlich gemischt.
Parallel wurden die entsprechenden Wells der mitgelieferten beschichteten 96 Well-Platte
funfmal mit je 300 yl Waschpuffer gewaschen und im Anschluss samtliche Flissigkeit entfernt,
bevor in Doppelbestimmung jeweils 100 pl der Kontrollen, Histamin-Standards,
Qualitatskontrollen sowie Proben in die Wells pipettiert wurden. Danach wurden zuséatzlich
100 pl des Histamin AChE-Tracers in jedes Well hinzugefugt, die Platte mit der mitgelieferten
Klebefolie verschlossen und bei 4 °C inkubiert. Nach 24 Stunden Inkubation wurden die Wells

geleert, funfmal mit Waschpuffer gewaschen und samtliche Flissigkeit griindlich entfernt, um
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im letzten Schritt in alle entsprechenden sowie in zwei leere Wells als Blank jeweils 200 pl
frisch hergestellte Ellman’s-Reagenz zu pipettieren. Die Platte wurde sofort mit Alufolie
bedeckt und auf einem Orbitalschiittler inkubiert. Die OD der Gelbfarbung von den Blanks,
Proben/Standards/Qualitatskontrollen (B) und der Kontrolle (Bo) wurde halbstindlich bei
409 nm Wellenlange mit einem Plattenlesegerat verfolgt und final nach etwa vier Stunden
ausgelesen. Zur Auswertung wurden die Mittelwerte der Doppelbestimmung ermittelt und wie

folgt in Bezug zur Maximalabsorption By gesetzt:
B — Blank

B/By (%) = 100 X ———
/Bo (%) ><BO—Blank

Aus den Histamin-Standards konnten die Kalibrierkurven abgebildet werden, mit denen die

Konzentrationen der Proben sowie der Qualitatskontrolle ermittelt werden konnten (Abb. 3.6).

04 1 10 100 04 ] 10 100 04 1 10 100
[Histamin] (nM) [Histamin] (nM) [Histamin] (nM)

Abb. 3.6: Kalibrierkurven der Histamin-Standards.
Dargestellt sind die Kalibrierkurven der Histamin-Standards aus den durchgefiihrten Experimenten. Diese wurden
mittels vier Parameter logistic fit durch OriginPro 2019 (OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA) ermittelt.

3.8 Statistische Analyse

Die Ergebnisse der Experimente werden als Mittelwerte (MW) von mindestens drei
unabhangigen Versuchswiederholungen (n) prasentiert. Da die Messungen unabhangig
voneinander durchgefihrt wurden, entsprechen die dargestellten Fehlerbalken der
Standardabweichung (SD). Zur statistischen Auswertung der gesammelten Daten wurde
OriginPro 2019 (OriginLab Corporation, Northhampton, MA, USA) verwendet und die
Mittelwerte von mehr als zwei normalverteilten Datensatzen durch einfaktorielle
Varianzanalyse (ANOVA) verglichen, gefolgt von einem post-hoc-Test nach Bonferroni. Die
Zufallswahrscheinlichkeit (p) von p < 0.05 wurde als Grenze zur Bestimmung auf Signifikanz
festgelegt und wie folgt dargestellt: p < 0.05 (*), p < 0.01 (**), p < 0.001 (***), p > 0,05 (n. s.).
Sowohl die Kurven der Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen als auch die mittleren
inhibitorischen (ICso) und effektiven Konzentrationen (ECso) wurden mittels der Hill-Gleichung

ermittelt.
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4. Ergebnisse

4.1 ldentifizierung des neuen TRPV2-Inhibitors IV2-1

Im Rahmen dieser Arbeit sollte die physiologische Funktion von TRPV2 in Zellen des
angeborenen Immunsystems untersucht werden. Mit Hilfe von selektiven pharmakologischen
Modulatoren koénnten die TRPV2-Aktivitat akut gesteuert und folglich TRPV2-regulierte
Mechanismen identifiziert werden. Bisher genutzte Modulatoren wie 2-APB, Ruthenium Rot
oder Tranilast wirken allerdings unspezifisch [145,146,156]. Obwohl Valdecoxib innerhalb der
TRPV-Unterfamilie eine TRPV2-Selektivitat aufweist [153], kbnnen COX-2-Inhibitoren oftmals
auch unspezifische Effekte an diversen anderen lonenkanalen induzieren [188,189]. Daher
wurde zur mdoglichen Identifizierung von neuen TRPV2-selektiven Modulatoren ein

Wirkstoffscreening durchgeflhrt.
4.1.1 Wirkstoffscreening mittels Mediumdurchsatz-Verfahren

Als TRPV2-exprimierendes Zellmodell wurden fir die Suche nach neuen Modulatoren
HEK:trev2-Zellen verwendet, die zuvor mit dem Fluoreszenzindikator Fluo-4/AM beladen
wurden. Mittels Fluoreszenz-basiertem Mediumdurchsatz-Screening der etwa 5.500
Verbindungen umfassenden Substanzbibliothek des Karlsruher Instituts fur Technologie
(Auszug aus dem Molekularchiv) konnten 198 auffallige Substanzen ermittelt werden, welche
mit einer Konzentration von 20 yM entweder die [Ca?*]; nach akuter Zugabe erhéhten oder im
zweiten Schritt die Aktivierung durch 300 uM 2-APB inhibierten. Ein direkter Abgleich mit den
Ergebnissen anderer Zielstrukturen wie TRPV3 oder TRPC6 ermdglichte das Aussortieren von
174 Substanzen, welche unspezifisch die [Ca?*]i modulierten, selbst fluoreszierten oder
zytotoxisch wirkten. Bei Analyse der Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der Ubrigen 24
Substanzen in Fluo-4-beladenen HEK:trpv2- 0der parentalen HEK293-Zellen bestatigten sich
schlieBlich drei Inhibitoren mit direkter chemischer Verwandtschaft (Abb. 4.1 A). Alle drei
Inhibitoren weisen eine Dithiolan-Struktur sowie eine Hydroxyl- bzw. Ketongruppe auf und

konnten den TRPV2-vermittelten Ca?*-Einstrom durch 2-APB komplett inhibieren.
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Abb. 4.1: Identifizierung von drei neuen TRPV2-Inhibitoren.
(A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der drei neuen TRPV2-Inhibitoren IV2-1, IV2-2 und 1V2-3, ermittelt in
Fluo-4-beladenen HEKrpv2-Zellsuspensionen nach Stimulation mit 300 uM 2-APB. Die Basalfluoreszenz wurde
subtrahiert und die Daten auf eine Kontrolle ohne Inhibitor normiert (0 entspricht der Basalfluoreszenz). Abgebildet
sind MW £ SD von n = 5 unabhangigen Messungen in Doppelbestimmung (B) Darstellung der Dithiolan-Struktur
und der drei TRPV2-Inhibitoren mit Namen, chemischer Struktur und fluorometrisch ermittelter |Cso-Werte.
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Abb. 4.2: Chemisch verwandte Substanzen des Wirkstoffscreenings.

Darstellung der chemischen Strukturen von den drei neuen TRPV2-Inhibitoren 1V2-1, IV2-2 und 1V2-3 sowie von
allen ebenfalls untersuchten Derivaten und chemisch verwandten Substanzen des Wirkstoffscreenings, die keine
TRPV2-Aktivitat aufzeigten.

Die ICso-Werte befanden sich im einstelligen Mikromolar-Bereich, wobei 1V2-1 TRPV2 mit
einem ICso-Wert von 6,3 uM am potentesten inhibierte (Abb. 4.1 B). Unter den etwa 5.500
untersuchten Substanzen befanden sich auch zahlreiche weitere Derivate und chemisch
verwandte Substanzen der drei neuen TRPV2-Inhibitoren, welche die TRPV2-Aktivitat nicht
modulierten. Dieser Verlust der Bioaktivitat gab in Kombination mit der jeweiligen chemischen
Struktur erste Hinweise zur moglichen Bindungstasche (Abb. 4.2). So schien die Methylgruppe
an Position 4 (1, 3) durch eine etwas gréRRere Isopropylgruppe (2) ausgetauscht werden zu
kénnen ohne einen groflen Wirkverlust zu generieren. Das Weglassen der Methylgruppe (4,
5) oder Ersetzen durch eine langere Butylgruppe (6) erzeugte jedoch einen Verlust der
Bioaktivitat. Demnach koénnte diese Position wichtig flir hydrophobe Wechselwirkungen
innerhalb der Bindungstasche sein, aber keine allzu grofsen Gruppen tolerieren. Auch dem
Wirkverlust bei einer Verlangerung der aliphatischen Kette in Position 1 (8) kbnnte eine
ahnliche Erklarung zu Grunde liegen. Dass drastisches Verkleinern (11, 13-16) oder
Hinzufligen von sterisch anspruchsvolleren Resten (9, 10, 26, 28) ebenfalls zu einem Verlust
der inhibierenden Eigenschaften fihrten, ist dabei weniger verwunderlich. Der Verlust von
raumlicher Flexibilitat des Molekiils (19) schien ebenfalls die Wahrscheinlichkeit der Bindung
deutlich zu verringern. Weiterhin wurden einige Dithian-Derivate (29 — 45) mit ahnlichem
Aufbau zu den drei aktiven Substanzen untersucht, die auch keine TRPV2-Aktivitat aufwiesen.
Daher kénnte auch die Dithiolan-Struktur ein wichtiges Motiv fur die Bindung sein. Als nachstes

sollte die Selektivitat der drei Inhibitoren innerhalb der TRPV-Unterfamilie untersucht werden.
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Als reprasentatives Mitglied der TRPM-Unterfamilie wurde zusatzlich TRPM3 geprift. Daflr
wurden Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen auf Basis von Verdinnungsreihen der drei
Inhibitoren mit Fluo-4-beladenen HEK293-Zelllinien, welche stabil Ratten-TRPV1 (rTRPV1),
rTRPV2, Maus-TRPV3 (mTRPV3), Maus-TRPV4 (mTRPV4) oder TRPM3a2 (TRPM3)
exprimieren, und deren entsprechenden Aktivatoren Capsaicin (TRPV1), 2-APB (TRPV2,
TRPV3), GSK1016790A (TRPV4) oder Pregnenolonsulfat (TRPM3) ermittelt (Abb. 4.3 A).
Wahrend die Inhibitoren bei einer Konzentration von 25 yM rTRPV2 signifikant inhibierten,
zeigten sie keine Wirkung auf die anderen TRP Kanale (Abb. 4.3 B).
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Abb. 4.3: Untersuchungen zur Selektivitat der drei neuen Inhibitoren.

(A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung der drei TRPV2-Inhibitoren 1V2-1, IV2-2 und IV2-3 in Fluo-4-beladenen
HEK293-Zellen, welche stabil rTRPV1, rTRPV3, mTRPV4 oder TRPM3 exprimieren, nach Stimulation mit den
entsprechenden Aktivatoren 2 uM Capsaicin (TRPV1), 300 uM 2-APB (rTRPV2), 100 uM 2-APB (TRPV3), 1 uM
GSK1016790A (TRPV4) oder 40 uM Pregnenolonsulfat (TRPM3). Die Daten sind als MW + SD von n=5
unabhéngigen Messungen in Doppelbestimmung abgebildet (1 entspricht der Basalfluoreszenz). (B) Statistische
Auswertung der Selektivitdtsuntersuchung von (A) bei 25 yM Konzentration der drei Inhibitoren.

4.1.2 Funktionale Charakterisierung des neuen TRPV2-Inhibitors 1IV2-1

Zur weiteren funktionalen Charakterisierung konzentrierten sich die Arbeiten auf IV2-1 als
potentesten der drei Inhibitoren. In kalibrierten Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener
HEKrpv2-Zellen sollte bestatigt werden, dass 1V2-1 den TRPV2-induzierten Anstieg von
[Ca?*]i inhibiert. Zur Kontrolle eines TRPV2-vermittelten Effekts und zum Ausschluss
unspezifischer Effekte wurden zusatzlich parentale HEK293-Zellen auf die gleiche Weise
untersucht. So konnten 300 uM 2-APB einen deutlichen Anstieg der [Ca?*]; in HEK rrpv2-Zellen
induzieren, welcher durch Zugabe von 20 uM IV2-1 signifikant inhibiert wurde (Abb. 4.4 A, B).
In parentalen HEK293-Zellen wurde nach Zugabe von 300 uM 2-APB ein geringes
unspezifisches Signal beobachtet, welches durch 1V2-1 nicht beeinflusst werden konnte (Abb.
4.4 C, D). Wie kirzlich von unserer Arbeitsgruppe publiziert, hat die Kombination von 2-APB
und Probenecid (PRO) einen superadditiven Effekt auf die TRPV2-Aktivierung [153]. Deshalb
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wurden 30 uM 2-APB zusammen mit 500 uM Probenecid verwendet, was jeweils bei alleiniger
Anwendung nicht zur Aktivierung von TRPV2 fiihrt. Diese Kombination von 2-APB/Probenecid
induzierte einen robusten Anstieg der [Ca?*];, welcher durch Zugabe von 20 uM 1V2-1 komplett
inhibiert wurde (Abb. 4.4 E, F). In parentalen HEK293-Zellen konnte zudem kein
unspezifischer Effekt durch die Agonisten-Kombination beobachtet werden (Abb. 4.4 G, H).
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Abb. 4.4: Inhibition des TRPV2-vermittelten Einstroms von Ca?* durch IV2-1 in HEK trpv2-Zellen.

(A, B, E, F) Analyse der [Ca?*]i in einzelnen Fura-2-beladenen HEK:trpv2-Zellen vor und nach Zugabe von 300 yM
2-APB (A, B) bzw. 30 uM 2-APB/500 uM PRO (E, F) und 20 pM IV2-1. Dargestellt sind Beispielmessungen der
[Ca?*]i im Zeitverlauf (A, E) sowie die statistische Auswertung der MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen
(B, F). (C, D, G, H) Einzelzell-Ca?*-Analysen in Fura-2-beladenen parentalen HEK293-Zellen bei Gabe von 300 yM
2-APB (C, D) bzw. 30 uM 2-APB/500 uM PRO (G, H) und 20 uM IV2-1. Abgebildet sind beispielhafte Messungen
der [Ca®]i (C, G) sowie die statistische Auswertung der MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (D, H).

Weiterhin wurde die Funktionalitat von [V2-1 mit Hilfe von elektrophysiologischen
Untersuchungen bestatigt. Dafir wurden Patch-Clamp-Messungen von HEK:trpv2-Zellen in
der Ganzzellableitung durchgefiihrt. Nach Zugabe von 300 uM 2-APB konnte eine signifikante
Zunahme des Ein- und Auswartsstroms gemessen werden, welche durch 20 uM [V2-1
komplett blockiert wurde (Abb. 4.5 A, C). Als typische Eigenschaften von TRPV2 konnten
zusatzlich das Umkehrpotential nahe 0 mV bei Aktivierung durch 2-APB sowie ein auswarts
gleichrichtender Strom beobachtet werden (Abb. 4.5 B). Zudem sollte der ICso-Wert der
fluorometrisch ermittelten Konzentrations-Wirkungs-Beziehung elektrophysiologisch bestatigt
werden. Daflr wurden TRPV2-vermittelte Stréme in HEK:trpv2-Zellen mit 300 uM 2-APB
induziert und die inhibierende Wirkung von 1V2-1 in Verdinnungsreihen ermittelt (Abb. 4.5 D).
Die I1Cso-Werte des Blocks von Ein- (0,8 £ 0,1 yM) und Auswartsstrémen (0,8 + 0,1 uM) lagen
hierbei im nanomolaren Bereich (Abb. 4.5 D). Somit konnte bestatigt werden, dass 1V2-1

TRPV2-induzierte Stréme in HEKtrpv2-Zellen konzentrationsabhangig inhibiert.
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Abb. 4.5: IV2-1 inhibiert 2-APB-induzierte TRPV2-Strome in Ganzzellableitungen von HEK:trpv2-Zellen.

(A) Zeitverlauf der aus den Spannungsrampen extrahierten Stromdichten bei +100 mV (obere Kurve) und -100 mV
(untere Kurve) vor und nach Zugabe von 300 uM 2-APB und 20 pM 1V2-1 gemessen in der Ganzzellableitung von
HEK:rpv2-Zellen. (B) I/V-Kurven von -100 bis +100 mV vor [1] und nach der Zugabe von 300 uM 2-APB [2] sowie
bei simultaner Applikation von 300 uM 2-APB und 20 uM IV2-1 [3]. Die Zeitpunkte der dargestellten Einzelrampen
[1], [2] und [3] lassen sich anhand der Pfeile in (A) erkennen. (C) Statistische Auswertung der ermittelten
Stromdichten bei -100 bzw. +100 mV Haltespannung von n =6 unabhangigen Messungen wie in (A). (D)
Elektrophysiologisch ermittelte Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von 1V2-1 in HEK:rpv2-Zellen nach
Stimulation mit 300 uM 2-APB extrahiert aus Spannungsrampen wie in (B). Dargestellt sind MW + SD von n =5
unabhéngigen Messungen nach Subtraktion des basalen Stroms und Normierung auf einen Zeitpunkt der
maximalen Aktivierung (0 entspricht dem basalen Strom) sowie die ICso-Werte von 1V2-1 fir Ein- (0,8 + 0,1 uM)
und Auswartsstréme (0,8 + 0,1 uM).

Da HEKtrev2-Zellen Uberexpressionsartefakte wie z.B. Abweichungen in der Quartarstruktur
des TRPV2-lonenkanals aufweisen kénnten [190], sollte die Wirkung von IV2-1 als nachstes
im physiologischeren Kontext untersucht werden. Ein daflir geeignetes Modell stellen
RBL-2H3-Zellen dar, die als immortalisierte Zelllinie basophiler Granulozyten TRPV2 endogen
exprimieren [168]. Daher wurden kalibrierte Einzelzell-Ca?*-Analysen von Fura-2-beladenen
RBL-2H3-Zellen durchgefihrt. Die Zugabe von 30 uM 2-APB/500 uM Probenecid induzierte
einen signifikanten Anstieg der [Ca?'];, welcher durch 20 uM 1V2-1 komplett inhibiert werden
konnte (Abb. 4.6 A, B). Dies bestatigt sowohl die endogene TRPV2-Expression als auch die
biologische Aktivitat von 1V2-1. Als nachstes wurden Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen
der drei neuen Inhibitoren mit Fluo-4-beladenen RBL-2H3-Zellen ermittelt. Nach Aktivierung
von TRPV2 durch 30 uM 2-APB/500 uM Probenecid lagen die ICso-Werte der drei Inhibitoren

in einem ahnlichen Bereich wie zuvor in HEK trpv2-Zellen (Abb. 4.6 C).
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Abb. 4.6: Inhibition des 2-APB/PRO-induzierten Einstroms von Ca?* durch IV2-1 in RBL-2H3-Zellen.
(A, B). Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener RBL-2H3-Zellen bei Zugabe von 30 uM 2-APB/500 uM PRO
und 20 pM IV2-1. Dargestellt sind Beispielmessungen der [Ca?*]i in Abhangigkeit von der Zeit (A) sowie die
statistische Auswertung der MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (B). (C) Konzentrations-Wirkungs-
Beziehung der drei TRPV2-Inhibitoren 1V2-1, 1V2-2 und IV2-3 in Fluo-4-beladenen RBL-2H3-Zellsuspensionen
nach Stimulation mit 30 yM 2-APB/500 uM PRO. Die Basalfluoreszenz wurde subtrahiert und die Daten auf eine
Kontrolle ohne Inhibitor normiert (0 entspricht der Basalfluoreszenz). Abgebildet sind MW + SD von n = 5
unabhangigen Messungen in Doppelbestimmung. In der Tabelle sind die ermittelten ICso-Werte dargestellt.
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Analog zu dem vorherigen Vorgehen wurde die inhibierende Wirkung von IV2-1 auf endogen
exprimierte rTRPV2-Kanale zusatzlich in elektrophysiologischen Messungen von RBL-2H3-
Zellen untersucht. In der Ganzzellableitung konnte dabei nach repetitiver Zugabe von 300 uM
2-APB ein signifikanter Anstieg an TRPV2-Stromen ermittelt werden, welcher nach Applikation
von 20 uM IV2-1 reversibel blockiert wurde (Abb. 4.7 A, C). Ebenfalls konnte nach Aktivierung
durch 2-APB ein Umkehrpotential nahe 0 mV sowie auswarts gleichrichtender Strom
beobachtet werden (Abb. 4.7 B). Somit konnte die TRPV2-inhibierende Wirkung von 1V2-1 in
einem physiologischeren Modell bestatigt werden. Als nachstes sollten mégliche zytotoxische
Effekte von IV2-1 ermittelt werden. Dafur wurde der Einfluss von 1V2-1 auf die metabolische
Aktivitat und Proliferation von HEK293-, HEK:rpv2- oder RBL-2H3-Zellen in MTT-Tests
untersucht. Es konnten keine zytotoxischen Effekte von IV2-1 auf die entsprechenden Zellen
bis zu einer Konzentration von 50 uM beobachtet werden (Abb. 4.8). Dementsprechend konnte
gezeigt werden, dass IV2-1 eine inhibierende Wirkung auf TRPV2 hat und dabei keine
zytotoxischen Effekte verursacht. Folglich kann der neue TRPV2-Inhibitor als
pharmakologischer Modulator zur Erforschung der physiologischen Funktion von TRPV2 in

Immunzellen eingesetzt werden.
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Abb. 4.7: IV2-1 inhibiert endogene TRPV2-Strome in basophilen RBL-2H3-Zellen und verursacht keine
zytotoxischen Effekte bei Konzentrationen bis 50 uM.

(A) Zeitverlauf der Stromdichten bei +100 (obere Kurve) und -100 mV (untere Kurve) bei Zugabe von 300 uM 2-APB
und 20 uM 1V2-1 extrahiert aus den Spannungsrampen der Ganzzellableitung von RBL-2H3-Zellen. (B) I/V-Kurven
von -100 bis +100 mV vor [1] und nach Zugabe von 300 uM 2-APB [2] sowie bei gleichzeitiger Applikation von
300 pM 2-APB und 20 puM 1V2-1 [3]. Die Zeitpunkte der Einzelrampen [1], [2] und [3] sind in (A) markiert. (C)
Statistische Auswertung der Stromdichten bei -100 bzw. +100 mV Haltespannung von n =6 unabhéngige
Messungen wie in (A). (D) Einfluss von IV2-1 auf die metabolische Aktivitdt und Proliferation von HEK293-,
HEKTrpv2- oder RBL-2H3-Zellen nach 24 Stunden, ermittelt als Zellviabilitat mit MTT-Tests. Abgebildet sind die
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen normiert auf entsprechende unbehandelte Zellen als MW + SD von n = 5
unabhangigen Messungen.

4.2 Physiologische Funktion von TRPV2 in primaren Makrophagen

In mehreren Studien konnte bereits gezeigt werden, dass Makrophagen grof3e Mengen an
TRPV2 exprimieren [45,169,191]. Da neben Valdecoxib mit der Etablierung von IV2-1 ein
weiterer strukturell unterschiedlicher TRPV2-Inhibitor zur Verfligung steht, sollte dieses Set an
Modulatoren genutzt werden, um die TRPV2-Kanalaktivitat in primaren Makrophagen zu

regulieren und folglich TRPV2-gesteuerte Mechanismen zu identifizieren.
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Abb. 4.8: Inhibition des TRPV2-vermittelten Einstroms von Ca?* durch IV2-1 in Makrophagen.
(A-C) Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener BMDM bei Zugabe von 300 uM 2-APB ohne (A) oder mit (B)
vorheriger Inkubation von 20 uM IV2-1. Dargestellt sind beispielhafte Messungen der [Ca?*]i im Zeitverlauf (A, B)
sowie die statistische Auswertung der MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (C).

4.21 Expression und knockdown von TRPV2 in primdaren Makrophagen

Zur Untersuchung des Einflusses von TRPV2-induzierten Ca?*-Signalen in Makrophagen
wurden zum einen mittels peritonealer Lavage von C57BL/6-Mausen peritoneale
Makrophagen (PM) isoliert und zum anderen aus dem Knochenmark der unteren Extremitaten
von C57BL/6-Mausen mittels M-CSF primare Makrophagen (BMDM) differenziert (Abschnitt
3.2.2) [177]. In Einzelzell-Ca?*-Analysen von Fura-2-beladenen BMDM konnten nach Zugabe
von 300 uM 2-APB deutliche Anstiege der [Ca?']; beobachtet werden, welche signifikant
geringer waren, wenn die Zellen vorher mit 20 uM IV2-1 behandelt wurden (Abb. 4.8 A-C).
Diese Ergebnisse bestatigen sowohl die funktionelle Expression von TRPV2 in BMDM als
auch die TRPV2-inhibierende Wirkung von IV2-1 in BMDM. Weiterhin sollte ein siRNA-
vermittelter knockdown von TRPV2 in BMDM etabliert werden, um die Ergebnisse der TRPV2-
Inhibition durch IV2-1 zu bestéatigen. Dafir wurden BMDM mit siRNAmtrpv2 bzw. SIRNANeg
transfiziert und die Expression von TRPV2-mRNA mittels RT-qPCR untersucht. Die Daten der
behandelten BMDM wurden mit unbehandelten BMDM sowie PM verglichen, wobei BMDM

und PM ahnliche Mengen an TRPV2-mRNA exprimierten (Abb. 4.9 A).
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Abb. 4.9: Knockdown von TRPV2 mittels siRNA in BMDM.

(A) Statistische Auswertung der mittels RT-qPCR gemessenen Expression von TRPV2-mRNA in primaren PM und
BMDM sowie BMDM nach Transfektion mit siRNAmtrev2 oder siRNAneg. Abgebildet sind die MW + SD von n=5
unabhangigen Messungen. (B-D) Einzelzell-Ca%*-Analysen Fura-2-beladener BMDM, welche zuvor mit
siRNAmTrPv2 (B) oder siRNANeg (C) transfiziert wurden, bei Zugabe von 300 uM 2-APB und 20 uM IV2-1. Dargestellt
sind Beispielmessungen der [Ca2*]i in Abhangigkeit von der Zeit (B, C) sowie die statistische Auswertung der MW +
SD von n = 5 unabhangigen Messungen (D).
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Wahrend siRNAneg keinen signifikanten Effekt aufwies, konnte die Behandlung mit
siRNAnTrev2 die Expression von mTRPV2 in BMDM um etwa 70 Prozent verringern (Abb. 4.9
A). Dementsprechend konnten in Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener BMDM, die
zuvor mit siRNAneg behandelt wurden, nach Zugabe von 300 uM 2-APB deutliche Anstiege der
[Ca?*] beobachtet werden, welche signifikant durch Applikation von 20 uM IV2-1 geblockt
wurden (Abb. 4.9 B, D). Im Vergleich dazu zeigten siRNAntrpv2-behandelte BMDM sowohl
einen signifikant geringeren Anstieg der [Ca?*]i nach Zugabe von 300 uM 2-APB als auch eine
niedrigere Inhibition durch 1V2-1 (Abb. 4.9 C, D).
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Abb. 4.10: IV2-1 inhibiert 2-APB/PRO-induzierte Anstiege der [Ca?*]i in BMDM ohne unspezifische Effekte.
(A, B) Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener BMDM bei Zugabe von 30 uM 2-APB/500 uM PRO und 20 yM
IV2-1. Dargestellt sind beispielhafte Messungen der [Ca?*]; (A) sowie die statistische Auswertung der MW + SD von
n = 5 unabhangigen Messungen (B). (C, D) Einfluss von 2-APB/PRO, Valdecoxib oder 1V2-1 auf die metabolische
Aktivitat und Proliferation von BMDM nach 24 Stunden, ermittelt als Zellviabilitat mit MTT-Tests. Abgebildet sind
die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von 2-APB bei konstanter Konzentration von 500 yM PRO (30 uM
2-APB/500 uM PRO grau markiert) (C) sowie von Valdecoxib oder IV2-1 mit und ohne 30 uM 2-APB/500 uM PRO
(D) normiert auf unbehandelte BMDM als MW + SD von n = 5 unabh&ngigen Messungen.

Da die Anwendung von hohen Konzentrationen an 2-APB nach 24 Stunden zu unspezifischen
und zytotoxischen Effekten fiihrt, eignet es sich nicht zur Langzeitapplikation im Rahmen von
funktionalen Tests. Daher sollte die Kombination von 2-APB/Probenecid zur Aktivierung von
TRPV2 in BMDM etabliert werden. In Einzelzell-Ca%*-Analysen von Fura-2-beladenen BMDM
konnten nach Zugabe von 30 uM 2-APB/500 uM Probenecid signifikante Anstiege der [Ca?*);
beobachtet werden, welche mit 20 uM IV2-1 inhibiert wurden (Abb. 4.10 A-B). Als nachstes
wurden mdgliche zytotoxische Effekte der Modulatoren auf BMDM nach 24 Stunden mittels
MTT-Tests untersucht. Es konnten keine zytotoxischen Effekte der bisher verwendeten 30 pM
2-APB/500 uM Probenecid (Abb. 4.10 C, graue Markierung) sowie von bis zu 50 uM
Valdecoxib oder IV2-1 mit oder ohne Anwesenheit von 30 uM 2-APB/500 uM Probenecid auf
BMDM beobachtet werden (Abb. 4.10 D).

4.2.2 TRPV2in Phagozytose und Migration von primaren Makrophagen

In TRPV2-defizienten Modellen konnte gezeigt werden, dass TRPV2 die Phagozytoseaktivitat
von Makrophagen beeinflusst [45]. Nun sollte untersucht werden, ob die akute Modulation von
TRPV2 mit Hilfe niedermolekularer Inhibitoren ahnliche Effekte verursacht. Dafir wurden
BMDM mit 20 uM IV2-1, 20 uM Valdecoxib oder siRNA inkubiert und die Phagozytose von

pHrodo Green-markierten Zymosan- oder S. aureus-Biopartikeln gemessen (Abb. 4.11). Als
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Blocker der Polymerisation von Aktin-Filamenten wurden 2 pM Cytochalasin D als
Positivkontrolle verwendet. Wahrend die Inkubation der BMDM mit siRNAneg die Phagozytose
nicht beeinflusste, senkte die Inhibition von TRPV2 mittels I\V2-1, Valdecoxib oder sSiRNAmTrpv2
die Phagozytose der Biopartikel auf etwa 70 Prozent im Vergleich mit unbehandelten BMDM.
Folglich konnte mit Hilfe pharmakologischer Modulatoren gezeigt werden, dass TRPV2 in den

Mechanismus der Phagozytose involviert ist.
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Abb. 4.11: Inhibition von TRPV2 senkt die Phagozytoseaktivitat von BMDM.
(A, B) Statistische Auswertung des Einflusses von 20 pM Valdecoxib, 20 uyM IV2-1, 2 pM Cytochalasin D
(Positivkontrolle), siRNAmTtrPv2 0der siRNAnNeg auf die Phagozytose von Zymosan- (A) oder S. aureus-Biopartikeln
(B) durch BMDM. Dargestellt ist die Phagozytoseaktivitat in % von entsprechend behandelten BMDM normiert auf
eine unbehandelte Kontrolle als MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen.

Zusatzlich wird ein Einfluss von TRPV2 auf die Motilitdt von Makrophagen diskutiert [45,191].
Aus diesem Grund sollten die pharmakologischen Tools zur Untersuchung des Einflusses der
TRPV2-Aktivitat auf die Migration von BMDM genutzt werden. Dafir wurden zweidimensionale
Transwell-Migrationsassays mit BMDM in einem LPS-Gradienten durchgefiihrt (Abb. 4.12 A).
Wahrend die vorherige Behandlung der BMDM mit siRNAneg keine Unterschiede im
Migrationsverhalten induzierte, senkte der knockdown von TRPV2 mittels siRNAntrpv2 die
Anzahl migrierter BMDM im Vergleich zu unbehandelten BMDM (Abb. 4.12 B). Die Inhibition
von TRPV2 mittels 20 uM IV2-1 oder 20 uM Valdecoxib verursachte ebenfalls eine signifikant
verringerte Anzahl migrierter BMDM. Im Gegensatz dazu resultierte die Aktivierung von
TRPV2 mit 30 uM 2-APB/500 uM Probenecid in einer erhéhten Anzahl von migrierten BMDM.
Dieser Effekt konnte durch gleichzeitige Applikation von siRNAnTrpv2, 20 uM 1V2-1 oder 20 uM
Valdecoxib blockiert werden. Daraus lasst sich ableiten, dass TRPV2-Aktivitat den Prozess
der LPS-induzierte Migration von BMDM beeinflusst.

Im Rahmen der Migration konnen Ca?-abhangige Signalkaskaden z.B. die Aktin-
Polymerisation, die Umstrukturierung des Zytoskelettes oder zielgerichtete Prozesse
induzieren [192]. Auf Grund der Involvierung des TRPV2-vermittelten Ca?*-Einstroms in
Phagozytose und Migration von Makrophagen sollte als nachstes untersucht werden, ob
einzelne oder wenige TRPV2-lonenkanale raumlich und zeitlich koordinierte Ca?*-Signale

verursachen und folglich Ca?*-Mikrodoméanen generieren.
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Abb. 4.12: Die Kanalaktivitat von TRPV2 beeinflusst die Migration von BMDM.

(A, B) Darstellung des Einflusses von 30 uM 2-APB/500 uM PRO, 20 uM Valdecoxib, 20 uM IV2-1, siRNAmTRPV2
oder siRNAneg auf die Migration von BMDM in Richtung eines 100 ng/ml LPS-Gradienten durch eine Filtermembran
(PorengréRe = 8 ym) von Transwell-Einsatzen Uber 14 Stunden. Abgebildet sind beispielhaft die mit Hilfe von
Kristallviolett angefarbten BMDM auf der Unterseite der Filtermembranen (A) sowie die statistische Auswertung der
Anzahl migrierter BMDM mit entsprechender Behandlung normiert auf eine unbehandelte Kontrolle als MW + SD
von n = 6 unabhangigen Messungen (B).

Diese raumlich begrenzten Bereiche hoher Ca?*-Fluktuation in unmittelbarerer Nahe zur
Plasmamembran wurden mittels TIRFM und des niederaffinen Ca?*-Indikator Cal520ff/AM
visualisiert. Nachdem 50 uM 2-APB/500 uM Probenecid zu Cal520ff-beladenen BMDM
hinzugegeben wurde, konnten kurzzeitige sowie lokal begrenzte, hohe Ca?*-Fluktuationen
vorrangig an den Randern der BMDM beobachtet werden (Abb. 4.13 B, C). Die anschlieRende
Applikation von 20 uM IV2-1 fuhrt zur kompletten Inhibition dieser somit voraussichtlich
TRPV2-induzierten Ca%*-Signale (Abb. 4.13 B-D). Im letzten Schritt wurden &hnliche Versuche
unter physiologischeren Bedingungen bei 37 °C und einer extrazellularen Ca?*-Konzentration
von 1,8 mM wiederholt. Dabei konnten lokal begrenzte Ca?*-Signale von basal aktiven
Ca?*-Mikrodomanen ohne Zugabe von Aktivatoren beobachtet werden (Abb. 4.14 A, B).
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Abb. 4.13: TRPV2 ist Bestandteil von Ca?* Mikrodoménen in BMDM.

(A-D) Untersuchung von Ca?*-Fluktuationen in Cal520ff-beladenen BMDM mit Hilfe von TIRFM. Dargestellt sind
beispielhaft ein Kontrollbild der Cal520ff-beladenen BMDM (A) sowie die Varianzanalysen der Fluoreszenzsignale
Uber die Zeit vor und nach Zugabe von 50 uM 2-APB/500 uM PRO und 20 pM IV2-1 (B). Zur Auswertung konnten
die Regionen der kurzlebigen und punktuellen Fluoreszenzsignale im Zeitverlauf aufgelost werden (C) oder die
Anzahl an visualisierten Ca?* Mikrodomanen auf die Zellzahl im Sichtfeld normiert als MW + SD von n= 5
unabhangigen Messungen dargestellt werden (D).
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Abb. 4.14: TRPV2 generiert basal aktive Ca2*-Mikrodoménen in BMDM.

(A-B) TIRFM-Analyse von Ca?*-Fluktuationen in Cal520ff-beladenen BMDM bei 37 °C und 1,8 mM extrazellulérer
Ca?*-Konzentration. Abgebildet sind beispielhaft ein Kontrollbild der Cal520ff-beladenen BMDM (A) sowie die
Varianzanalysen der Fluoreszenzsignale Uber die Zeit vor und nach Zugabe von 20 uyM IV2-1 (B). (C) Statistische
Auswertung der Anzahl an visualisierten Ca?* Mikrodomé&nen normiert auf die Zellzahl im Sichtfeld als MW + SD
von n = 5 unabhangigen Messungen.

Ca”-Mikrodomanen/Zelle

Die Anzahl basal aktiver Ca?*-Mikrodoméanen konnten nach Applikation von 20 uM 1V2-1
signifikant inhibiert werden. Dementsprechend scheint TRPV2 bei Warme eine basale Aktivitat
aufzuzeigen und Ca?*-Mikrodoméanen auszubilden, welche die Mechanismen von

Phagozytose und Migration beeinflussen kénnten.
4.3 Superadditiver Effekt von CBD und Probenecid auf die TRPV2-Aktivitat

Bisher genutzte TRPV2-Aktivatoren wie 2-APB, Probenecid, THC oder CBD missen in hohen
Konzentrationen verwendet werden, wobei sie unspezifische sowie zytotoxische Effekte
aufweisen. Aufgrund des kirzlich identifizierten superadditiven Effekts von 2-APB und
Probenecid in Kombination konnte TRPV2 erstmals Gber langere Zeitrdume ohne zytotoxische
Effekte aktiviert werden. Allerdings zeigt 2-APB eine speziesabhangige Wirksamkeit. So
werden zwar mTRPV2- oder rTRPV2-lonenkanale durch 2-APB aktiviert, huTRPV2 jedoch
nicht [151]. Daher sollte untersucht werden, ob auch die Kombination von Probenecid mit

einem Cannabinoid potenzierende Effekte aufweist.
4.3.1 Identifizierung des potenzierenden Effekts von Probenecid und CBD

Da unter den publizierten Cannabinoiden mit TRPV2-Aktivitdt CBD die hdchste Potenz
aufweist [155], sollte die Kombination aus CBD und Probenecid bezlglich potenzierender
Effekte untersucht werden. Als Zellmodelle wurden dafir HEK trpv2- sowie HEKhutrrv2-Zellen
verwendet und diese mit Fluo-4/AM beladen. Anschlie3end wurden in 96 Well-Mikrotiterplatten
spaltenweise CBD sowie zeilenweise Probenecid verdinnt und nach Applikation dieser
Verdlnnungsreihen die [Ca®']; fluorometrisch analysiert. Folglich konnten zweidimensionale
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von CBD und Probenecid hinsichtlich potenzierender
Effekte auf die TRPV2-Aktivitat ermittelt werden (Abb. 4.15 A, B). Innerhalb dieser wurden
Konzentrationen beider Substanzen beobachtet, welche bei simultaner Applikation eine

superadditive Wirkung auf die Aktivierung von rTRPV2 sowie huTRPV2 aufwiesen.
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Abb. 4.15: Identifizierung des superadditiven Effekts von CBD und PRO auf die TRPV2-Aktivierung.

(A, B) Zweidimensionale Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von CBD und PRO, ermittelt in Fluo-4-beladenen
HEKtrrv2- (A) oder HEKnutrPv2-Zellsuspensionen (B). Dargestellt sind MW + SD von n = 5 unabhangigen
Messungen in Doppelbestimmung (1 entspricht der Basalfluoreszenz).

AnschlieRend sollte in Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener HEK trpv2- oder HEKhytrpv2-
Zellen der synergistische Effekt von CBD/Probenecid bestatigt werden. Die alleinige Zugabe
von 25 uM CBD verursachte lediglich einen moderaten Anstieg der [Ca?']i von HEK;trpv2- 0der
HEKitrrv2-Zellen (Abb. 4.16 A-D). Bei gleichzeitiger Applikation von 1000 uM Probenecid
konnte hingegen ein sehr deutlicher Anstieg der [Ca?*] in beiden Zelllinien ermittelt werden.
Um unspezifische Erhéhungen der Ca?*-Konzentration auszuschlieRen, wurden zusatzlich
parentale HEK293-Zellen auf die gleiche Weise untersucht. In diesen HEK293-Zellen konnte
nach Zugabe von 25 uyM CBD ein geringes unspezifisches Signal beobachtet werden, welches
durch zusatzliche Applikation von 1000 uM Probenecid nicht weiter beeinflusst wurde (Abb.
416 E, F).
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Abb. 4.16: Potenzierende Wirkung von CBD und PRO auf den TRPV2-vermittelten Anstieg der [Ca?*]:.

(A-F) Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener HEK:trpv2-Zellen (A, B), HEKhutrpv2-Zellen (C, D) oder parentaler
HEK293-Zellen (E, F) vor und nach Zugabe von 25 pM CBD und 1000 uM PRO. Dargestellt sind beispielhafte
Messungen der [Ca®']i im Zeitverlauf (A, C, E) sowie die statistische Auswertung der MW + SD von n= 5
unabhangigen Messungen (B, D, F).
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Zur weiteren Bestatigung wurden Patch-Clamp-Messungen von HEKtrpv2- oder HEKhtrpv2-
Zellen in der Ganzzellableitung durchgefihrt. Nach Zugabe von 25 yM CBD konnten auch hier
moderate Anstiege an rTRPV2- (Abb. 4.17 A, C) oder huTRPV2-vermittelten (Abb. 4.17 D, F)
Einwarts- und Auswartsstromen gemessen werden, welche durch simultane Applikation von
1000 pM Probenecid deutlich potenziert werden konnten. Typischerweise lag das
Umkehrpotential dabei nahe 0 mV und es konnten auswarts gleichrichtende Stréme

beobachtet werden (Abb. 4.17 B, E).
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Abb. 4.17: Superadditiver Effekt von CBD und PRO auf TRPV2-Strome in HEK:trpv2- und HEKhutrPV2-ZellEN.
(A, D) Zeitverlauf der aus den Spannungsrampen extrahierten Stromdichten bei +100 mV (obere Kurve)
und -100 mV (untere Kurve) bei Zugabe von 25 yM CBD und 1000 yM PRO gemessen in der Ganzzellableitung
von HEK:trpv2- (A) oder HEKnutrPv2-Zellen (D). (B, E) I/V-Kurven von -100 bis +100 mV vor [1] und nach der Zugabe
von 25 uM CBD [2] sowie bei simultaner Applikation von 25 yM CBD und 1000 yM PRO [3] in HEKtrpv2- (B) oder
HEKnutrPv2-Zellen (E). Die Zeitpunkte der Einzelrampen [1], [2] und [3] kann man (A) bzw. (D) entnehmen. (C, F)
Statistische Auswertung der TRPV2-Stréme bei -100 bzw. +100 mV Haltespannung von n =6 unabhangigen
Messungen wie in (A) bzw. (D).

Da CBD ebenso TRPV1-aktivierende Eigenschaften besitzt [155], wurde als nachstes die
in der TRPV-Unterfamilie untersucht,

Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von CBD mit oder ohne simultaner Applikation von

Selektivitdt des superadditiven Effekts indem
1000 uM Probenecid fluorometrisch ermittelt wurden. Als Zellmodelle wurden Fluo-4-beladene
HEK293-Zellen verwendet, welche stabil rTRPV1, rTRPV2, huTRPV2, mTRPV3 oder
mTRPV4 exprimieren (Abb. 4.18 A, B). Wahrend TRPV3 und TRPV4 weder auf CBD noch auf
CBD/Probenecid reagierten, flhrte die Applikation von CBD zur Aktivierung von TRPV1,
rTRPV2 und huTRPV2, was in einer ahnlichen Erhéhung der [Ca?'] resultierte. Bei
gleichzeitiger Anwendung von 1000 uM Probenecid konnte ein starker zusatzlicher Anstieg
der [Ca?']i in HEKrpv2- und HEKhutrev2-Zellen beobachtet werden (Abb. 4.18 C). Die
potenzierende Wirkung von CBD/Probenecid konnte Gberraschenderweise bei TRPV1 ebenso

ermittelt werden, wenn auch im geringeren Umfang.
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Abb. 4.18: Untersuchungen zur Selektivitit des aktivierenden Effekts von CBD und PRO.

(A) Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von CBD mit oder ohne 1000 uM PRO in Fluo-4-beladenen HEK293-
Zellen, welche stabil rTRPV1, rTRPV2, huTRPV2, mTRPV3 oder mTRPV4 exprimieren. Abgebildet sind MW + SD
von jeweils n =5 unabhangigen Messungen in Doppelbestimmung (1 entspricht der Basalfluoreszenz). (B)
Statistische Auswertung der Selektivitatsuntersuchungen von (A) bei 25 yM CBD mit oder ohne 1000 uM PRO. (C)
Darstellung der Strukturen von CBD und PRO sowie der ECso-Werte von CBD mit oder ohne 1000 uM PRO.

4.3.2 IV2-1 inhibiert TRPV2 nach Aktivierung mit CBD/Probenecid

Nach Identifizierung und Etablierung dieses superadditiven Effekts von CBD/Probenecid auf
die Aktivierung von TRPV2 konnten fur weitere Anwendungen die Konzentrationen beider
TRPV2-Aktivatoren deutlich reduziert werden. Es wurden 6,25 yM CBD/500 uM Probenecid
(rTRPV2) bzw. 12,5 yM CBD/500 uM Probenecid (huTRPV2) als Konzentrationen gewahlt, da
diese bei alleiniger Applikation keinen oder nur einen geringen Effekt zeigten aber in
Kombination eine deutliche Aktivierung von TRPV2-induzierten (Abb. 4.15 A, B). Zusatzlich
sollte die Anwendbarkeit der TRPV2-Inhibitoren 1V2-1 und Valdecoxib Uberprift werden. Daflir
wurde die Inhibition des TRPV2-vermittelten Ca?*-Einstroms in Fluo-4-beladene HEK:trpvo-
oder HEK,trrv2-Zellen nach Aktivierung mit 6,25 yM CBD/500 uM Probenecid bzw. 12,5 uM
CBD/500 pM Probenecid mittels Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von [V2-1 oder
Valdecoxib fluorometrisch untersucht (Abb. 4.19 A, B).
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Abb. 4.19: IV2-1 und Valdecoxib blockieren konzentrationsabhingig CBD/PRO-vermittelten CaZ*-Einstrom.
(A, B) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von IV2-1 oder Valdecoxib in Fluo-4-beladenen HEK:trpv2- (A) oder
HEKnutrPV2-Zellsuspensionen (B) nach Stimulation mit 6,25 yM CBD/500 uM PRO (A) oder 12,5 yM CBD/500 M
PRO (B). Abgebildet sind MW + SD von n = 4 (A) bzw. n = 5 (B) unabhangigen Messungen (1 entspricht der
Basalfluoreszenz). (C) Darstellung von Valdecoxib oder 1V2-1 mit chemischer Struktur und fluorometrisch
ermittelten 1Cso-Werten in HEKrpv2- oder HEKhutrPV2-Zellen.
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Abb. 4.20: IV2-1 inhibiert den CBD/PRO-induzierten Anstieg der [Ca?*]i in HEK trpv2-Zellen.

(A-D) Analyse der [Ca?*] einzelner Fura-2-beladener HEK trpv2-Zellen bei Zugabe von 6,25 yM CBD/500 uM PRO
und 25 uM 1IV2-1 (A, B) oder Valdecoxib (C, D). Dargestellt sind Beispielmessungen der [Ca?*]iim Zeitverlauf (A, C)
sowie die statistische Auswertung der MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (B, D). (E, F) Einzelzell-Ca?*-
Analysen Fura-2-beladener parentaler HEK293-Zellen bei Gabe von 6,25 yM CBD/500 yM PRO und 25 uM IV2-1.
Abgebildet sind beispielhafte Messungen der [Ca?*]; (E) sowie die statistische Auswertung der MW + SDvonn=5
unabhangigen Messungen (F).

Wahrend 1V2-1 sowohl den Ca?-Einstrom von rTRPV2 als auch huTRPV2 inhibierte,
blockierte Valdecoxib huTRPV2 nur partial. Die 1Cs-Werte von 1V2-1 (12,6 + 1,2 yM) und
Valdecoxib (17,8 £ 1,5 uyM) fur rTRPV2 lagen in einem vergleichbaren Bereich wie zuvor
ermittelt nach Aktivierung durch 2-APB (Abb. 4.19 C). Weiterfiihrend sollte die Inhibition von
CBD/Probenecid-induzierter TRPV2-Aktivitat in kalibrierten Einzelzell-Ca?*-Analysen von
Fura-2-beladenen HEK:trpv2-Zellen sowie Patch-Clamp-Messungen bestatigt werden. Nach
Zugabe von 6,25 yM CBD/500 uM Probenecid konnten signifikante Anstiege der [Ca?*]; (Abb.
4.20 A-D) bzw. der TRPV2-Strome (Abb. 4.21 A-C) beobachtet werden, welche durch
Applikation von 25 uM 1V2-1 oder 25 uM Valdecoxib inhibiert wurden. In parentalen HEK293-
Zellen konnte nach Zugabe von 6,25 yM CBD/500 pyM Probenecid und 25 uM 1V2-1 kein
unspezifisches Signal beobachtet werden (Abb. 4.20 E, F).
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Abb. 4.21: IV2-1 blockiert CBD/PRO-vermittelte TRPV2-Strome in HEK trpv2-Zellen.

(A) Zeitverlauf der Stromdichten bei +100 mV (obere Kurve) und -100 mV (untere Kurve) bei Zugabe von 6,25 uM
CBD/500 yM PRO und 25 uM 1IV2-1 gemessen in der Ganzzellableitung von HEKtrpv2-Zellen. (B) I/V-Kurven von
-100 bis +100 mV vor [1] und nach Zugabe von 6,25 yM CBD/500 pM PRO [2] sowie bei zusétzlicher Applikation
von 25 pM IV2-1 [3] (Zeitpunkte der Einzelrampen [1], [2] und [3] sind in (A) dargestellt). (C) Statistische Auswertung
der TRPV2-Stréme bei -100 bzw. +100 mV Haltespannung von n = 5 unabhangige Messungen wie in (A).
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Abb. 4.22: IV2-1 inhibiert den CBD/PRO-induzierten Anstieg der [Ca%*]i in HEKhuTrpv2.

(A-D) Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener HEKhutrPv2-Zellen vor und nach Gabe von 12,5 yM CBD/500 uM
PRO und 25 uM IV2-1 (A, B) oder Valdecoxib (C, D). Dargestellt sind beispielhafte Zeitverlaufe der [Ca?*]i (A, C)
sowie die statistische Auswertung der MW + SD von n =5 (B) bzw. n = 3 (D) unabhangigen Messungen. (E, F)
Analyse der [Ca®*]i einzelner Fura-2-beladener parentaler HEK293-Zellen bei Zugabe von 12,5 yM CBD/500 uM
PRO und 25 uM IV2-1. Abgebildet sind Beispielmessungen der [Ca®*]i (E) sowie die statistische Auswertung der
MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (F).

In Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener HEKh rev2-Zellen wurde die Inhibition von
humanen TRPV2-Kanalen durch IV2-1 sowie Valdecoxib untersucht. Die Zugabe von 12,5 yM
CBD/500 uM Probenecid induzierte einen signifikanten Anstieg der [Ca?*], welcher durch
Applikation von 25 uM 1V2-1 inhibiert werden konnte (Abb. 4.22 A, B). Im Gegensatz dazu
konnte Valdecoxib den CBD/Probenecid-vermittelten Anstieg der [Ca®]; lediglich partial
inhibieren (Abb. 4.22 C, D), was einen speziesabhangigen Effekt von Valdecoxib auf TRPV2
nahelegt. In parentalen HEK293-Zellen fiel nach Zugabe von 12,5 uM CBD/500 uM
Probenecid und 25 pM 1V2-1 kein unspezifisches Signal auf (Abb. 4.22 E, F). Mittels Patch-
Clamp-Messungen von HEKtrev2-Zellen in der Ganzzellableitung konnte nach Zugabe von
12,5 uM CBD/500 uM Probenecid ein signifikanter Anstieg der TRPV2-Strdme ermittelt
werden, welcher durch Applikation von 25 uM IV2-1 reversibel inhibiert wurde (Abb. 4.23).
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Abb. 4.23: IV2-1 blockiert CBD/PRO-vermittelte TRPV2-Strome in HEKnutrPv2-Zellen.

(A) Zeitverlauf der Stromdichten bei +100 mV (obere Kurve) und -100 mV (untere Kurve) bei Zugabe von 12,5 uM
CBD/500 uM PRO und 25 uM IV2-1 gemessen in der Ganzzellableitung von HEKhutrPv2-Zellen. (B) 1/V-Kurven von
-100 bis +100 mV vor [1] und nach der Zugabe von 12,5 yM CBD/500 uM PRO [2] und bei zusatzlicher Gabe von
25 pM 1V2-1 [3] (Zeitpunkte der Einzelrampen [1], [2] und [3] sind in (A) verdeutlicht). (C) Statistische Auswertung
der TRPV2-Stréme bei -100 bzw. +100 mV Haltespannung von n = 5 unabhangige Messungen wie in (A).
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4.4 TRPV2 in der Physiologie von primaren Mastzellen

Nachdem die akute Modulation von TRPV2 mit den niedermolekularen Substanzen IV2-1 und
CBD/Probenecid etabliert und validiert werden konnte, sollten diese pharmakologischen
Werkzeuge zur weiterfihrenden Untersuchung der physiologischen Funktion von TRPV2 in
der Degranulation von Mastzellen genutzt werden. In murinen Zellen kann Valdecoxib

zusatzlich als TRPV2-Inhibitor verwendet werden.
4.41 TRPV2-vermittelte Mediatorfreisetzung in basophilen RBL-2H3-Zellen

Da basophile RBL-2H3-Zellen die Fahigkeit zur Degranulation besitzen, kdnnen sie als Modell
fur Mastzellen zur Untersuchung von allergischen Reaktionen eingesetzt werden [193]. Zudem
exprimieren RBL-2H3-Zellen endogen TRPV2 [168]. In kalibrierten Einzelzell-Ca?*-Analysen
Fura-2-beladener RBL-2H3-Zellen fiihrte die Zugabe von 6,25 yM CBD/500 uM Probenecid
demnach zu einem signifikanten TRPV2-vermittelten Anstieg der [Ca®"], welcher durch
Applikation von 25 uM IV2-1 komplett inhibiert werden konnte (Abb. 4.24 A, B). AuRerdem
wurden maogliche zytotoxische Effekte von CBD/Probenecid, 1V2-1 oder Valdecoxib auf RBL-
2H3-Zellen untersucht. Daflir wurde die metabolische Aktivitat und Proliferation der Zellen
nach 24-stindiger Applikation der Substanzen in MTT-Tests untersucht. Es konnten keine
zytotoxischen Effekte von bis zu 50 pM Valdecoxib oder 100 yM IV2-1 mit und ohne
Applikation von 6,25 yM CBD/500 uM Probenecid beobachtet werden (Abb. 4.24 C). Bei
konstanter Konzentration von 500 uM Probenecid wies CBD bis 6,25 uM keine zytotoxischen
Effekte in RBL-2H3-Zellen auf. Erst ab einer Konzentration von 12,5 uyM induzierte CBD
geringe konzentrationsabhangige zytotoxische Effekte. Da Ca?*-Einstrom einen wesentlichen
Anteil der IgE-Signalkaskade im Rahmen der Mastzelldegranulation ausmacht, sollte mittels
Analyse der [Ca?']i einzelner Fura-2-beladener RBL-2H3-Zellen der Einfluss von TRPV2-

Inhibition auf die [Ca?*]; wahrend der IgE-vermittelten Degranulation untersucht werden.
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Abb. 4.24: IV2-1 inhibiert den CBD/PRO-induzierten Anstieg der [Ca?*]i in RBL-2H3-Zellen.
(A, B) Einzelzell-Ca?*-Analysen Fura-2-beladener RBL-2H3-Zellen bei Zugabe von 6,25 yM CBD/500 yM PRO und
25 uM IV2-1. Abgebildet sind Beispielmessungen der [Ca?*] im Zeitverlauf (A) sowie die statistische Auswertung
der MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (B). (C) Einfluss von CBD/PRO, Valdecoxib oder 1V2-1 auf die
metabolische Aktivitat und Proliferation von RBL-2H3-Zellen nach 24 Stunden, dargestellt als Zellviabilitat mit Hilfe
von MTT-Tests. Abgebildet sind die Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von CBD bei konstanter Konzentration
von 500 uM PRO sowie von IV2-1 oder Valdecoxib mit und ohne 6,25 yM CBD/500 yM PRO normiert auf
unbehandelte Kontrollzellen als MW £ SD von n = 5 unabhangigen Messungen.
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Abb. 4.25: TRPV2 hat keinen Einfluss auf den IgE-vermittelten Anstleg der [Caz*]. in RBL-2H3-Zellen.
(A, B) Analyse der [Ca?*]i einzelner 200 ng/ml anti-DNP-IgE-inkubierter und Fura-2-beladener RBL-2H3-Zellen bei
Zugabe von 400 ng/ml DNP-HSA mit oder ohne vorheriger Applikation von 25 pM 1V2-1 oder 25 uM Valdecoxib.
Dargestellt sind beispielhafte Messungen der [Ca?*]i ohne IV2-1 oder Valdecoxib in Abhéngigkeit von der Zeit (A)
sowie die statistische Auswertung der entsprechenden MW + SD von jeweils n = 5 unabhangigen Messungen (B).

Nach Inkubation der RBL-2H3-Zellen mit 200 ng/ml anti-DNP-IgE induzierte die Zugabe von
400 ng/ml DNP-HSA einen deutlichen Anstieg der [Ca?'];, welcher durch vorherige Applikation
von 25 pM IV2-1 oder 25 pM Valdecoxib nicht inhibiert wurde (Abb. 4.25 A, B).
Dementsprechend scheint TRPV2 nicht in die IgE-vermittelte Signalkaskade zur Ausschittung
von Mediatoren involviert zu sein. Um als nachstes den Einfluss eines TRPV2-vermittelten
Ca?"-Einstroms auf die Freisetzung von allergischen und inflammatorischen Mediatoren zu
untersuchen, wurde die TRPV2-Aktivitat akut moduliert und gleichzeitig die Ausschuttung von
B-Hexosaminidase aus RBL-2H3-Zellen gemessen (Abb. 4.26 A). Wahrend die alleinige
Applikation von 6,25 yM CBD oder 500 uM Probenecid im Vergleich zu unbehandelten BMMC
keine erhohte Mediatorausschittung ergab, konnte nach TRPV2-Aktivierung mit 6,25 yM
CBD/500 uM Probenecid die Ausschittung von B-Hexosaminidase signifikant erhéht werden,
was durch zusatzliche Applikation von 25 pyM der TRPV2-Inhibitoren IV2-1 oder Valdecoxib
inhibiert wurde. Zur Untersuchung dieses Effekts im physiologischen Kontext sollte der
Versuch bei gleichzeitiger Stimulation der IgE-Signalkaskade wiederholt werden. Dafur
wurden RBL-2H3-Zellen mit 200 ng/ml anti-DNP-IgE inkubiert und anschliefend mit 400 ng/ml
DNP-HSA, 6,25 uM CBD/500 uM Probenecid, 25 uM IV2-1 oder 25 pM Valdecoxib stimuliert
(Abb. 4.26 B). Diese Messungen ergaben, dass DNP-HSA die Freisetzung von

B-Hexosaminidase in einem ahnlichen Ausmalf erhdhte wie zuvor CBD/Probenecid.
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Abb. 4.26: TRPV2-Aktivitat steigert die Freisetzung von B-Hexosaminidase aus RBL-2H3-Zellen.

(A, B) Statistische Auswertung des Einflusses von 400 ng/ml DNP-HSA, 6,25 yM CBD, 500 uM PRO, 25 uM
Valdecoxib oder 25 uyM 1V2-1 auf die Freisetzung des Mediators B-Hexosaminidase aus RBL-2H3-Zellen (A) bzw.
200 ng/ml anti-DNP-IgE-inkubierten RBL-2H3-Zellen (B). Dargestellt ist die Ausschittung des gespeicherten
Mediators in % als MW + SD von n = 5 unabhéngigen Messungen.
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Eine Kombination von DNP-HSA und CBD/Probenecid flhrte zu einer kumulativ gesteigerten
Ausschittung des Mediators, wobei die zusatzliche Applikation von IV2-1 oder Valdecoxib den
TRPV2-induzierten Effekt inhibieren konnte. Diese Ergebnisse implizieren, dass TRPV2-
Aktivitat die Mediatorausschittung aus RBL-2H3-Zellen unabhangig von der IgE-

Signalkaskade steigern kann.
4.4.2 Einfluss von TRPV2 auf die Degranulation von Mastzellen

Diese gewonnenen Erkenntnisse sollten nun auf primare Mastzellen Gbertragen werden. Daflr
wurden Mastzellen aus dem Knochenmark von Mausen (BMMC) mit Hilfe von IL-3 differenziert
(Abschnitt 3.2.2) [178]. Zunachst wurde die endogene Expression von TRPV2-mRNA in
BMMC mittels RT-qPCR untersucht und mit der von RBL-2H3-Zellen verglichen. Beide
Zelltypen exprimierten TRPV2-mRNA in ahnlichem Umfang (Abb. 4.27 A). Mittels
Konzentrations-Wirkungs-Beziehungen von 1V2-1 oder Valdecoxib in Fluo-4-beladenen
BMMC wurde nach Aktivierung mit 6,25 uM CBD/500 uM Probenecid die Inhibition von TRPV2
und damit die funktionelle Expression fluorometrisch bestatigt (Abb. 4.27 B). Die ICso-Werte
von 1V2-1 (10,5 yM) und Valdecoxib (16,5 pM) fur die mTRPV2-Inhibition in BMMC stimmten
mit den bisherigen Werten tberein. Zur Untersuchung zytotoxischer Effekte der Modulatoren
auf BMMC wurden wie zuvor MTT-Tests durchgefihrt. Es konnten bis zu 12,5 yM CBD mit
500 uM Probenecid bzw. bis zu 25 uyM Valdecoxib oder 100 uM IV2-1 mit 6,25 uM CBD/500 pyM

Probenecid genutzt werden, ohne zytotoxische Effekte zu induzieren (Abb. 4.27 C).
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Abb. 4.27: IV2-1 und Valdecoxib blockieren den CBD/PRO-vermittelten Ca2*-Einstrom.

(A) Statistische Auswertung der Expression von TRPV2-mRNA in RBL-2H3-Zellen und BMMC. Dargestellt sind die
MW + SD von n = 5 unabhangigen RT-qPCR-Messungen. (B) Konzentrations-Wirkungs-Beziehung von 1V2-1 und
Valdecoxib in Fluo-4-beladenen BMMC-Zellsuspensionen nach Stimulation mit 6,25 yM CBD/500 uM PRO.
Abgebildet sind die MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen (0 entspricht der Basalfluoreszenz) und die
ICs0-Werte. (C) Einfluss von CBD/PRO, Valdecoxib oder IV2-1 auf die metabolische Aktivitat und Proliferation von
BMMC nach 24 Stunden, ermittelt als Zellviabilitdt mit Hilfe von MTT-Tests. Dargestellt sind die Konzentrations-
Wirkungs-Beziehungen von CBD mit 500 uM PRO sowie von IV2-1 oder Valdecoxib mit und ohne 6,25 pM
CBD/500 uM PRO normiert auf unbehandelte BMMC als MW + SD von n = 5 unabhangigen Messungen.

Analog zu den Experimenten mit den RBL-2H3-Zellen wurde der Einfluss von einer TRPV2-
Aktivitat auf die Freisetzung von B-Hexosaminidase aus BMMC untersucht (Abb. 4.28 A). Die
alleinige Stimulation von BMMC mit 6,25 yM CBD oder 500 uM Probenecid zeigte auch hier
keine gesteigerte Mediatorausschittung, was sowohl den superadditiven Effekt der

Kombination unterstreicht als auch das Auftreten substanzspezifischer off-target-Effekte
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ausschlief3t. Die Koapplikation von 6,25 uM CBD/500 uM Probenecid verursachte hingegen
eine signifikant erhdhte Ausschittung des Mediators, welche durch zusatzliche Anwendung
von 25 uM IV2-1 oder 25 uM Valdecoxib inhibiert werden konnte. Ebenso wurde die akute
Modulation der TRPV2-Aktivitat im Kontext der IgE-Signalkaskade in BMMC analysiert. Daflr
wurden BMMC mit 200 ng/ml anti-DNP-IgE inkubiert und anschlieend mit 100 ng/ml DNP-
HSA, 6,25 uM CBD/500 uM Probenecid, 25 uM 1V2-1 oder 25 uM Valdecoxib behandelt (Abb.
4.28 B). Wahrend die Anwesenheit von DNP-HSA die Ausschiittung des Mediators in einem
vergleichbaren Ausmall wie CBD/Probenecid steigerte, induzierte eine Koapplikation von
DNP-HSA und CBD/Probenecid eine kumulativ gesteigerte Freisetzung von
B-Hexosaminidase. Die TRPV2-vermittelte Mediatorausschittung durch CBD/Probenecid
konnte durch Applikation von 1V2-1 oder Valdecoxib inhibiert werden. Obwohl 1V2-1 wie
erwartet keinen inhibierenden Effekt auf die IgE-vermittelten Ausschuittung ausibte, scheint
Valdecoxib in BMMC einen unspezifischen Effekt zu verursachen. Als einer der wichtigsten
allergischen Mediatoren sollte der Effekt der TRPV2-Aktivitat zusatzlich auf die Ausschittung
von Histamin aus BMMC ermittelt werden. Nach der Inkubation mit 200 ng/ml anti-DNP-IgE
wurden die BMMC mit 100 ng/ml DNP-HSA oder 6,25 yM CBD/500 uM Probenecid in An- und
Abwesenheit von 25 pyM 1V2-1 stimuliert. Die ausgeschuttete Menge an Histamin konnte mit
Hilfe eines Histamin-ELISA quantifiziert werden (Abb. 4.28 C). Die Applikation von
CBD/Probenecid sorgte fir eine vergleichbare Ausschittung von Histamin wie DNP-HSA,
wobei die Kombination beider Stimuli eine kumulativ gesteigerte Mediatorausschuttung
verursachte. Der TRPV2-vermittelte Effekt von CBD/Probenecid konnte durch zusatzliche
Anwendung von IV2-1 inhibiert werden, wobei der TRPV2-Inhibitor das IgE-induzierte Signal
nicht beeinflusste. Im Kontext der Mastzelldegranulation scheint die Aktivierung von TRPV2
also die Freisetzung von B-Hexosaminidase oder Histamin aus BMMC unabhangig von der

IgE-vermittelten Signalkaskade zu induzieren bzw. zu steigern.
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Abb. 4.28: TRPV2-Aktivitat induziert die Freisetzung von B-Hexosaminidase und Histamin aus BMMC.

(A, B) Statistische Auswertung des Einflusses von 100 ng/ml DNP-HSA, 6,25 yM CBD, 500 uM PRO, 25 uM
Valdecoxib oder 25 uM IV2-1 auf die Freisetzung von B-Hexosaminidase aus BMMC (A) bzw. 200 ng/ml anti-DNP-
IgE-inkubierte BMMC (B). Dargestellt ist die Ausschittung des gespeicherten Mediators in % als MW + SD von n =
6 (A) bzw. n = 5 (B) unabhangigen Messungen. (C) Statistische Auswertung des Einflusses von 100 ng/ml DNP-
HSA, 6,25 yM CBD/500 yM PRO oder 25 uM 1V2-1 auf die Histaminausschiittung aus 200 ng/ml anti-DNP-IgE-
inkubierten BMMC. Dargestellt ist die Histaminausschuttung aus 50.000 BMMC in 100 pl Puffer als MW + SD von
n = 5 unabhangigen Messungen mittels Histamin-ELISA.
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5. Diskussion

5.1 Der synergistische Effekt von 2-APB bzw. CBD und Probenecid auf TRPV2

Uber die physiologische bzw. pathophysiologische Funktion von TRPV2 ist bisher wenig
bekannt. Aufgrund fehlender spezifischer Modulatoren fiir TRPV2 werden haufig unspezifisch
wirksame Aktivatoren wie 2-APB, Probenecid, CBD oder THC genutzt [144,152,155]. Um
jedoch TRPV2 damit aktivieren zu kdnnen, missen aufgrund geringer Potenzen sehr hohe
Konzentrationen dieser Substanzen eingesetzt werden, was zu unspezifischen Wirkungen
fuhrt und das Risiko zytotoxischer Effekte deutlich erhdéht. Neben einer Modulation der
Cannabinoid-Rezeptoren 1 und 2 aktiviert THC zusatzlich TRPA1 und CBD TRPV1 [154,155].
Wahrend Probenecid organische Anionentransporter, cystic fibrosis transmembrane
conductance regulators oder schwellungsaktivierte Anionenkanale blockiert [194,195],
inhibiert 2-APB speicherabhdngige Kanéle, Inositol-1,4,5-trisphosphat-Rezeptoren und
SERCA-Pumpen [148]. AuBerdem blockiert 2-APB die Freisetzung von Ca?" aus
Mitochondrien und induziert das unspezifische Ausstromen von Ca?* aus intrazellularen
Speichern [148,196]. Im Kontext der TRP-lonenkanale aktiviert 2-APB TRPV1 sowie TRPV3
und blockiert sowohl TRPM2 als auch einige Kanédle der TRPC Unterfamilie [144,197]. Aus
diesem Grund kann TRPV2 zwar in Uberexpressionsmodellen mit diesen Modulatoren fiir
kurze Zeit akut aktiviert werden, aber in primaren Zellen oder langer andauernden
Untersuchen aufgrund der unspezifischen Effekte und Zytotoxizitat nicht ohne weiteres
moduliert werden. Nachdem bereits ein potenzierender Effekt von Protonen auf die
2-APB-induzierte Aktivierung von TRPV2 entdeckt wurde [198], gelang unserer Arbeitsgruppe
kirzlich mit der Entdeckung eines superadditiven Effekts auf die TRPV2-Aktivitat bei
simultaner Applikation von 2-APB und Probenecid ein Fortschritt [153]. Diese potenzierende
Wirkung ermdglichte nun die Reduktion der Konzentrationen auf bis zu ein Zehntel beider
Substanzen bei robuster Aktivierung von TRPV2 in HEKtrpv2-Zellen oder primaren BMDM.
So konnte mit der simultanen Anwendung von 30-50 uM 2-APB und 500 pyM Probenecid die
pharmakologische Untersuchung einer akuten Modulation von TRPV2 in primaren Zellen
ermdglicht und gleichzeitig das Risiko zytotoxischer Effekte auch in langer andauernden

Experimenten minimiert werden.

Allerdings zeigt 2-APB eine speziesabhangige Wirkung auf TRPV2, wodurch bisher huTRPV2
nicht durch 2-APB oder 2-APB/Probenecid, sondern lediglich durch hohe Konzentration von
Cannabinoiden wie THC oder CBD aktiviert werden konnte [151,155]. Diese kdnnen jedoch
deutliche unspezifische Effekte verursachen. Als Ergebnis konnten bspw. flir CBD bereits ab
einer Konzentration von 25 yM Uber 24 Stunden zytotoxische Effekte beobachtete werden,
was gerade einmal dem Bereich des ECso-Werts fiir die Aktivierung von rTRPV2 und huTRPV2

entsprache (Abb. 4.18). Folglich bedarf es neuer speziesunabhangiger Moéglichkeiten zur
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akuten TRPV2-Aktivierung. Im Rahmen dieser Arbeit konnte nun ein potenzierender Effekt der
Kombination von CBD und Probenecid mit superadditiver Wirkung auf die Aktivierung von
rTRPV2 und hTRPV2 identifiziert werden. Dieser superadditive Effekt ermdéglichte eine robuste
TRPV2-Aktivierung durch moderate Konzentrationen von 6,25-12,5 yM CBD und 500 uM
Probenecid, die innerhalb von 24 Stunden keine zytotoxischen Effekte verursachte. Zusatzlich
konnte gezeigt werden, dass der neuartige TRPV2-Inhibitor 1V2-1 eine CBD/Probenecid-
induzierte TRPV2-Aktivitdt unabhangig von der Spezies blockiert. Dadurch kann die Aktivitat
von TRPV2 moduliert und TRPV2-vermittelte Effekte identifiziert werden. Als zusatzlicher
strukturell unterschiedlicher Blocker inhibierte auch Valdecoxib die CBD/Probenecid-
induzierte Aktivitat von mTRPV2 und rTRPV2, wohingegen huTRPV2 nach Aktivierung durch
CBD/Probenecid nur partial blockiert wurde. Diese Ergebnisse deuten an, dass es
speziesabhangige Unterschiede in der Aminosauresequenz des bindenden Bereichs flr
Valdecoxib zu geben scheint. Insgesamt konnte das Set an TRPV2-Modulatoren mit der
Kombination von CBD/Probenecid um eine speziesunabhangige nicht zytotoxische TRPV2-

Aktivierungsmaoglichkeit erweitert werden, welche durch IV2-1 inhibiert werden kann.
5.2 Der neue TRPV2 Blocker IV2-1

Haufig verwendete TRPV2-Inhibitoren wie Ruthenium Rot, Tranilast oder SKF96365 zeigen
neben einer Inhibition von TRPV2 ebenfalls unspezifische Effekte auf andere lonenkanale und
weisen eine unspezifische Zytotoxizitat auf [146,156,159]. Vor kurzem konnte unsere
Arbeitsgruppe den COX-2-Inhibitor Valdecoxib als neuen Inhibitor von rTRPV2-Kanalen
charakterisieren, welcher innerhalb der TRPV-Unterfamilie eine Selektivitat fir rTRPV2
aufweist [153]. Allerdings zeigen COX-2-Inhibitoren wie Valdecoxib neben der Inhibition von
COX-2 weitere Effekte auf diverse andere lonenkanale [188,189]. Dementsprechend eignet
sich Valdecoxib lediglich als unterstiitzendes pharmakologisches Werkzeug zur Erforschung
der physiologischen Funktion von TRPV2 in Immunzellen. Im Rahmen dieser Arbeit konnten
wir das Dithiolan 1V2-1 als neuen TRPV2-Inhibitor identifizieren und mit Hilfe verschiedener
fluorometrischer und elektrophysiologischer Messungen validieren. Wahrend [V2-1 die
Aktivitat von TRPV2-Kanale komplett inhibiert, ohne dabei zytotoxische Effekte zu induzieren,
wurde keine Wirkung auf TRPV1-, TRPV3-, TRPV4- oder TRPM3-Kanale beobachtet. Der
fluorometrisch ermittelte 1Cso-Wert fur die TRPV2-Inhibition lag im einstelligen mikromolaren
Bereich (6,3 = 0,7 pM) und unterschied sich damit deutlich vom elektrophysiologisch
gemessenen Wert (0,8 £0,1 uM). Diese Diskrepanz koénnte sich durch malfgebliche
Veranderungen auf zellularer Ebene in Patch-Clamp-Experimenten erklaren: So koénnten
mechanischer Stress, Anderungen innerhalb der Zusammensetzung der Zellmembran oder
die stark gepufferte [Ca?*]; einen direkten Einfluss auf die Aktivitat oder Sensitivitat von TRPV2
haben. Strukturchemisch weist 1V2-1 deutliche Unterschiede im Vergleich mit anderen TRPV2-

Inhibitoren wie z.B. Valdecoxib auf. Allerdings besteht eine strukturelle Ahnlichkeit mit 2-APB
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(Abb. 5.1). Beide Molekile besitzen, im Kern eine 4-atomige raumlich &hnliche Linker-Struktur
sowie endstandig einen aromatischen Phenylrest und eine polare funktionelle Gruppe. Als
Schlisselelemente der Bindung an TRPV2 kénnten die endstandigen polaren Gruppen als
Protonen-Akzeptoren Wasserstoffbriickenbindungen ausbilden und der Phenylrest ein Teil
von m-m-Wechselwirkungen sein. Im Gegensatz dazu kénnten die beiden zusatzlichen
hydrophoben Methylgruppen an der Linker-Struktur von 1V2-1 und der Dithiolan-Ring anstatt
eines weiteren planaren Phenylrests bei 2-APB den Unterschied zwischen Aktivierung oder

Inhibition von TRPV2 ausmachen.
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Abb. 5.1: Strukturelle Gemeinsamkeiten und Unterschiede von 2-APB und IV2-1.

(A) Darstellung der chemischen Strukturen von 2-APB und IV2-1 mit farbiger Unterlegung der Gemeinsamkeiten
des endsténdigen Phenylrests (blau), der Linker-Struktur (grin) und der endsténdigen polaren Gruppe (rot). (B)
Direkter Vergleich der raumlichen Darstellung von 2-APB und IV2-1 in drei verschiedenen Ansichten (C in grau,
N in blau, O in rot, B in hellrot, S in gelb).

Die zwei aktiven Derivate von 1V2-1 (IV2-2, IV2-3) sowie die zahlreichen inaktiven Derivate
des Screenings ermoglichen zusatzlich erste Aussagen zur Struktur-Wirkungs-Beziehung
(Abb. 4.2). Diese untermalen die Notwendigkeit des Dithiolan-Rings und der richtigen Lange
der Linker-Struktur. AuRerdem wird die Wichtigkeit der raumlichen Ausrichtung des Ketons
und des Ausmalies der hydrophoben Seitenkette an Position 4 verdeutlicht. Abschlielend
lasst sich beurteilen, dass nach der Aktivierung von TRPV2 mit der superadditiven
Kombination aus 2-APB und Probenecid die Inhibition mit den zwei strukturell
unterschiedlichen Blockern IV2-1 und Valdecoxib die akute Modulation von TRPV2 in primaren
Immunzellen bei gleichzeitiger Reduzierung des Risikos von unspezifischen off-target-
Effekten ermdglicht. Somit stellt IV2-1 einen vielversprechenden Inhibitor fir weitere in vitro-

oder in vivo-Untersuchungen der physiologischen Funktion von TRPV2 dar.
5.3 TRPV2 in Makrophagen

Wie bereits publiziert wurde, zeigen Makrophagen eine hohe TRPV2-Expression [45,191]. In
der RAW264-Makrophagenzelllinie kommt TRPV2 sogar als einziger Vertreter der TRPV-
Unterfamilie vor [169]. Hinsichtlich der physiologischen Funktion wird eine Beteiligung von
TRPV2 in der Migration, der Partikelbindung und der Phagozytose diskutiert [191,199]. Da
bakterielle Infektion von TRPV2-defizienten Mausen in einer reduzierten bakteriellen
Eliminierung und einer gesteigerter Sterblichkeit resultierten, kénnte die Rekrutierung von
TRPV2 zu naszierenden Phagosomen gefolgt von Cluster-Bildung von Fcy-Rezeptoren und
Depolarisation der Membran Bestandteil der Partikelbindung und Phagozytose sein [45]. Im

Kontext der Mukoviszidose weisen humane Makrophagen nicht nur eine deutlich schlechtere
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Phagozytoseaktivitat, sondern auch eine geringere TRPV2-Expression als gesunde
Makrophagen auf [200], was auf einen direkten Zusammenhang zwischen der TRPV2-Aktivitat
und der Phagozytose in Makrophagen hinweist [201]. Allerdings beruhen die meisten dieser
Ergebnisse auf TRPV2-defizienten Mausen bzw. Zellen oder einem siRNA-vermittelten
knockdown von TRPV2, was Risiken genetischer Kompensationsmechanismen birgt. Die
Verwendung von spezifischen pharmakologischen Aktivatoren und Inhibitoren wirde nicht nur
die Validierung dieser Ergebnisse durch eine akute Kanalmodulation erlauben, sondern
ebenso eine Ubertragung auf weitere Spezies ermdglichen. Mit Hilfe der von uns identifizierten
TRPV2-Modulatoren konnten wir zunachst die funktionelle Expression von TRPV2 in primaren
Makrophagen der Maus durch spezifische Modulation mittels 2-APB oder 2-APB/Probenecid
und IV2-1 sowie durch siRNA-vermittelten knockdown von TRPV2 bestatigen. AulRerdem
konnte die physiologische Involvierung von TRPV2 in die Phagozytose von S. aureus- und
Zymosan-Biopartikeln durch BMDM mittels akuter Inhibition des Kanals verdeutlicht werden.
Da sowohl Zymosan als auch pathogene Strukturen von S. aureus durch bspw. TLR2 erkannt
werden [202,203], kénnte TRPV2 durch Bestandteile der TLR-Signalkaskade aktiviert werden.
Zum anderen gibt es erste Evidenz, dass TRPV2 eine basale Kanalaktivitat aufweist [45,200],
welche ebenfalls eine wichtige Funktion bei der Phagozytose einnehmen kdnnte. Fortlaufend
konnte ein TRPV2-vermittelter Anstieg der [Ca?']; die Aktin-Polymerisation beeinflussen, was
fir die Phagozytose essentielle Anderungen innerhalb des Zytoskelettes zur Folge hétte.
Gleichzeitig kénnte eine veranderte Dynamik der Aktin-Polymerisation auch einen Effekt auf
die Motilitdt und Migration von Makrophagen haben [45,191,199]. So konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass die Aktivierung von TRPV2 durch 2-APB/Probenecid
die Migration von BMDM entlang eines LPS-Gradienten beschleunigt, wahrend die TRPV2-
Inhibition zu einer verminderten Anzahl chemotaktisch migrierter BMDM fiihrte. Dies
unterstreicht eine physiologische Involvierung von TRPV2 in die Migration von Makrophagen.
Zudem konnte die verminderte Migration nach TRPV2-Inhibition auf eine LPS- oder TLR-
Signalkaskade-induzierte TRPV2-Aktivitdt hinweisen oder die Relevanz einer basalen

Kanalaktivitat verdeutlichen.

Fir zielgerichtete Prozesse wie Phagozytose und Migration ist nicht nur eine Aktivitat von
TRPV2 per se relevant, sondern auch die entsprechende Lokalisierung des lonenkanals [200].
Insbesondere Makrophagen durchlaufen nach Stimulation durch bspw. LPS oder Zymosan
einen strukturierten Wandel der Membranordnung zur Vorbereitung auf Phagozytose oder
Migration [204]. In diesem Zusammenhang kénnte TRPV2 in Sterol- und Sphingolipid-
angereicherten Mikrodomanen der Zellmembran organisiert vorkommen, was eine basale
TRPV2-Aktivitdt durch bspw. erhéhte Oberflachenexpression oder raumliche Nahe zu
phosphorylierenden bzw. regulierenden Strukturen direkt beeinflussen wirde [205-207].

Unabhangig davon konnten einzelne oder wenige TRPV2-Kanile Ca?-Mikrodoménen
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ausbilden und sowohl stark fluktuierende als auch lokal begrenzte Ca?*-Signale induzieren
[192,208], welche zielgerichtete Prozesse einleiten oder regulieren koénnten. Solche
subplasmalemmalen Ca?*-Mikrodoméanen kénnen mittels Verwendung von TIRFM und einem
Ca?*-Indikator mit niederer Affinitat lokalisiert werden [209]. Tatsachlich konnten vorrangig an
fur Phagozytose und Migration strategisch wichtigen Randregionen von BMDM hohe
Ca?*-Signale einzelner oder weniger TRPV2-lonenkanéle als Teil von Ca?*-Mikrodoméanen
raumlich-zeitlich aufgeldst werden. In der chemotaktisch induzierten Migration kénnten solche
lokal begrenzten Ca?*-Fluktuationen die Dynamik der Aktin-Polymerisation durch veranderte
Aktivitat der Myosin-leichte-Ketten-Kinase zielgerichtet statt global beeinflussen [192,210].
Hingegen konnte eine TRPV2-vermittelte Ca?*-abhangige Aktivierung der Proteinkinase C
eine Phosphorylierung verschiedener Zielstrukturen férdern, was sowohl auf die Phagozytose
als auch auf die Migration von Makrophagen einen Einfluss hatte [210]. Eine weitere
Moglichkeit innerhalb von Lipid-Mikrodomanen ware, dass ein lokaler Anstieg der Ca?'-
Konzentration kolokalisierte Ca?*-aktivierte Kalium-Kanale mit groBer Leitfahigkeit (BK)
aktivieren und uber eine weiterfihrende Stimulation von Protonenkanalen (H,1) den oxidativen
Burst als Bestandteil der Phagozytose beeinflussen kénnte [211,212]. Unter physiologischen
Bedingungen bei 37 °C und einer extrazellularen Ca?*-Konzentration von 1,8 mM konnten wir
zudem die spontane Ausbildung von Ca?*-Mikrodoméanen beobachten, deren Anzahl durch
Inhibition von TRPV2 signifikant reduziert wurde. Eine Basalaktivitdt von TRPV2-generierten
Ca?*-Mikrodomanen in Makrophagen konnte sowohl die Phagozytose als auch Migration
beeinflussen, was die zuvor beobachteten Effekte einer akuten TRPV2-Inhibition auf beide
Prozesse erklart. Somit konnte gezeigt werden, dass TRPV2 in Makrophagen basal aktive

Ca?*-Mikrodomanen generieren kann.
5.4 TRPV2 in Mastzellen

Aufgrund der hohen Expression in Makrophagen und Mastzellen kdonnte TRPV2 eine
entscheidende Rolle in der Pathophysiologie von allergischen Reaktionen, Asthma bronchiale
oder COPD einnehmen [77,191]. Wahrend bereits Evidenz fiir eine Beteiligung von TRPV2
bei der Abwehr von Pathogenen oder bei der Ausschiittung von Mediatoren erbracht werden
konnte [45,169], zeigten Masubuchi et al. kirzlich in einem Mausmodell, dass die verminderte
Expression von TRPV2 in alveolaren Makrophagen eine verschlechterte Phagozytoseaktivitat
und folglich COPD verursachen kann [213]. Diese Resultate werden durch bisherige
Publikationen sowie die im Rahmen dieser Arbeit gewonnenen Ergebnisse zu Makrophagen
und der Involvierung von TRPV2 in die Phagozytose, Partikelbindung und Migration bestatigt
[45,140,200]. In Mastzellen kénnen immunologische Signalkaskaden aber auch sekretagoge
oder physikalische Stimuli die Ca?*-abhangige Ausschiittung von Mediatoren induzieren und
somit allergische sowie inflammatorische Reaktionen verursachen [214]. Weiterhin wurde

durch Tanaka et al. diskutiert, dass ein Anstieg der [Ca?']i auch eine Transglutaminase-
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vermittelte Histaminylierung von G-Proteinen sowie eine Reifung der Granula verursachen
kann [215], was mit einer gesteigerten Ausschiittung von Mediatoren verbunden sein kénnte.
Dementsprechend koénnte auch ein TRPV2-vermittelter Anstieg der [Ca?*]; ahnliche Effekte
verursachen und die Mediatorausschuttung steigern. Neben Leukotrienen, Prostaglandinen
und vor allem Histamin ist die B-Hexosaminidase einer der wichtigsten Mediatoren, welcher
bei der Degranulation von Mastzellen ausgeschiittet wird [216]. In diesem Kontext konnten wir
die funktionelle TRPV2-Expression in basophilen RBL-2H3-Zellen und primaren BMMC
bestatigen, sowie einen direkten Zusammenhang zwischen TRPV2-Aktivitdt und der
Ausschittung von B-Hexosaminidase aus RBL-2H3-Zellen und BMMC demonstrieren.
Folglich scheint eine TRPV2-Aktivierung die Degranulation von Mastzellen zu induzieren.
Jedoch konnte die physiologische IgE-vermittelte Mastzelldegranulation zur Freisetzung von
B-Hexosaminidase nicht durch Inhibition von TRPV2 beeinflusst werden, was die Involvierung
von TRPV2 in die IgE-Signalkaskade sowie die mechanistische Beteiligung einer basalen
TRPV2-Aktivitat auszuschliefen scheint. Die simultane Aktivierung der IgE-Signalkaskade
und der TRPV2-Aktivitat fihrte zu einer zusatzlich gesteigerten Degranulation, die auf
unabhangigen Mechanismen zu beruhen scheint. In Ubereinstimmung mit diesen Ergebnissen
konnten Huang et al. nachweisen, dass eine mechanische Stimulation von TRPV2 in
Mastzellen die Histaminausschuttung signifikant erhdhte [217]. Infolgedessen wurde der Effekt
einer akuten TRPV2-Modulation auf die Freisetzung von Histamin als einen enorm wichtigen
Mediator innerhalb von allergischen und inflammatorischen Reaktionen untersucht [218]. Die
Aktivierung von TRPV2 steigerte die Ausschittung von Histamin ahnlich wie die IgE-
Signalkaskade, wobei die Kombination beider Stimuli einen kumulativen Effekt verursachte.
Somit konnte gezeigt werden, dass die akute Modulation der TRPV2-Aktivitat in Mastzellen
die Mediatorausschittung unabhangig von der klassischen IgE-Signalkaskade beeinflusst.
Ahnlich wie der G-Protein-gekoppelte Rezeptor MRGPRX2, welcher in Mastzellen ebenfalls
einen IgE-unabhangigen Anstieg der [Ca?*]; verursacht und die Mediatorausschittung steigert
[219,220], koénnte eine Aktivierung, Sensitivierung oder Deregulierung von TRPV2 die

Pathogenese inflammatorischer, pseudoallergischer oder allergischer Erkrankungen férdern.
5.5 Ausblick
5.5.1 Pharmakologische Modulation von TRPV2

Nachdem der superadditive Effekt der simultanen Applikation von 2-APB und Probenecid auf
die TRPV2-Aktivitat identifiziert wurde [153], konnte innerhalb dieser Arbeit eine weitere
Kombinationsmaéglichkeit etabliert, der superadditive Effekt weiter charakterisiert sowie
TRPV2 damit in physiologischen Untersuchungen primarer Makrophagen und Mastzellen
ohne zytotoxische Effekte moduliert werden. Im nachsten Schritt kdnnte eine mdgliche
Steigerung dieses Effektes durch Kombination der drei bekannten TRPV2-Aktivatoren

untersucht werden. Dieser Cocktail aus 2-APB, CBD und Probenecid konnte die Potenz zur
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Aktivierung von TRPV2 weiter steigern und somit sowohl die bendtigten Konzentrationen der
Substanzen als auch die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Effekte weiter reduzieren.
Nichtsdestotrotz sollten weitere Substanzbibliotheken auf potente und spezifische TRPV2-

Aktivatoren untersucht werden.

Die Identifizierung und Etablierung des neuen TRPV2-spezifischen Inhibitors 1V2-1 ermoglicht
nicht nur die akute pharmakologische Modulation der TRPV2-Aktivitdt unabhangig von der
Spezies, sondern auch eine eindeutige Isolierung von TRPV2-Signalen innerhalb der
TRPV-Unterfamilie. Damit stellt IV2-1 bereits zum jetzigen Zeitpunkt ein wertvolles Tool zur
Untersuchung der physiologischen Funktion von TRPV2 dar. Als nachstes kdnnten die
ermittelten Daten der Struktur-Wirkungs-Beziehung zur chemischen Optimierung der
Leitstruktur genutzt werden. Ziel ware zum einen die Verbesserung der physikochemischen
Eigenschaften wie Ldslichkeit oder Stabilitat. Zum anderen kénnte eine verbesserte Interaktion
mit der Zielstruktur die Potenz steigern und die Wahrscheinlichkeit unspezifischer Effekte
reduzieren. Zum Beispiel kdnnte man den Phenylrest von 1V2-1 durch eine ebenfalls
aromatische Pyridin-Struktur ersetzen, welche sterisch vergleichbar aber deutlich polarer ist
und fir eine bessere Loéslichkeit sorgen koénnte. Die endstandige Ketongruppe konnte
ebenfalls durch eine weniger reaktive polare funktionelle Gruppe ersetzt werden, was unter
Umstanden die Stabilitat erhéhen und die unerwinschte Interaktion mit anderen Strukturen
verringern kénnte. Weiterhin missten umfangreichere Selektivitatsuntersuchen der Wirkung
von 1V2-1 auf lonenkanale der TRP-Familie und andere bekannte Strukturen wie bspw. dem
hERG-Kanal durchgefiihrt werden, bevor der TRPV2-Inhibitor schlielich zur Untersuchung

von TRPV2 in potentiellen in vivo-Experimenten eingesetzt werden kann.
5.5.2 Die physiologische Aktivierung von TRPV2

Die Involvierung von TRPV2 in die Prozesse der Partikelbindung, Phagozytose und Migration
von Makrophagen konnte in TRPV2-defizienten Modellen ermittelt und innerhalb dieser Arbeit
durch akute pharmakologische Modulation bestatigt werden [45]. Obwohl bereits
Médglichkeiten zur zielgerichteten pharmakologischen Modulation gefunden werden konnten,
ist der endogene Mechanismus einer Aktivierung weitestgehend ungeklart. Nachdem erste
Befunde einer moglichen basalen Aktivitat von TRPV2 existieren [45,138], konnte im Rahmen
dieser Arbeit ebenfalls eine basale Aktivitdt von TRPV2 in Makrophagen festgestellt werden.
Dennoch muss weiter untersucht werden, inwieweit die physiologische Funktion des TRPV2-
Kanals lediglich einer gewissen basalen Aktivitat zu Grunde liegt oder zusatzlich endogene
Moglichkeiten der Aktivierung existieren. Wahrend verschiedene Endocannabinoide keine
oder nur eine sehr geringe TRPV2-Aktivitat induzieren [155,221], kdnnte eine rdumliche Nahe
zu oxidierenden Substanzen oder anderen Rezeptoren und deren Signalkaskaden TRPV2
sensitivieren oder sogar aktivieren [140,141]. In Makrophagen ware z.B. eine Modulation der

TRPV2-Aktivitat durch Bestandteile der TLR-Signalkaskade denkbar, da sowohl Zymosan als
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auch pathogene Strukturen von Staphylococcus aureus durch TLR2 erkannt werden
[202,203]. Dementsprechend koénnten durch die strukturierte Untersuchung der TLR2-
Signalkaskade maéglicherweise endogene Aktivierungsmaoglichkeiten von TRPV2 identifiziert
werden. Ebenso kénnen bakterielle Strukturen wie LPS Makrophagen nicht nur stimulieren
und polarisieren [222], sondern gleichzeitig an TLR4 binden und die NADPH-Oxidase-
vermittelte Produktion von ROS induzieren [223,224], was eine Oxidation und Sensitivierung
von TRPV2 zur Folge haben kénnte [140]. Da Makrophagen vorrangig pathogene Strukturen
und Organismen mit Hilfe von pattern recognition receptors wie z.B. TLR erkennen und
anschlielRend phagozytieren [225], scheint eine Verbindung von TRPV2-Aktivitat und der TLR-
Signalkaskade insbesondere im Kontext der Phagozytose logisch. Sollten endogene
Aktivierungsmadglichkeiten insbesondere im Zusammenhang mit TLR-induzierten Signalen
oder ROS identifiziert werden kénnen, wirde das erganzend zur schwachen basalen Aktivitat
von TRPV2 den beobachteten Effekt einer reduzierten Phagozytoseaktivitat und Migration von
Makrophagen nach TRPV2-Inhibition erklaren. Allerdings koénnten auch korperfremde
Strukturen selbst als exogene TRPV2-Aktivatoren fungieren und sowohl die Partikelbindung
als auch Phagozytose fordern. Wenn hingegen keine endogenen oder exogenen
Méoglichkeiten zur Aktivierung von TRPV2 gefunden werden kénnten, wirde das die basale

Kanalaktivitat verstarkt in den Vordergrund ricken.
5.5.3 TRPV2 in der Pathophysiologie Inmunsystem-assoziierter Erkrankungen

Nachdem eine verringerte TRPV2-Aktivitat in Makrophagen bereits mit Mukoviszidose und
COPD in Verbindung gebracht werden konnte [200,201,213], bieten die Ergebnisse dieser
Arbeit sowohl die Perspektive einer relevanten basalen Kanalaktivitdt als auch eines
mdglichen physiologischen Aktivierungsmechanismus von TRPV2 im Kontext der TLR-
Signalkaskade. Darauf aufbauend koénnte eine pharmakologische TRPV2-Aktivierung in
Makrophagen die Phagozytose von Erregern sowie die Antigenprasentation steigern und als
Therapieansatz zur Behandlung von Infektionskrankheiten genutzt werden. Unabhangig
davon koénnte eine akute TRPV2-Modulation in Makrophagen die Pathogenese von
Arteriosklerose oder akuten Myokardinfarkten beeinflussen [226,227]. In Mastzellen kbénnte
hingegen eine TRPV2-vermittelte gesteigerte Freisetzung von Mediatoren wie
B-Hexosaminidase oder Histamin in weitreichende Prozesse involviert sein. Eine vermehrte
Histaminausschuttung konnte uUber die Bindung an Hi-Hs-Rezeptoren nicht nur
pseudoallergische Reaktionen induzieren oder allergische Reaktionen verstarken, sondern
auch entzundliche Prozesse initiieren und durch Freisetzung von IL-16 weitere Immunzellen
wie Makrophagen und T-Zellen rekrutieren [228-230]. Somit kdonnte insbesondere beim
allergischen Asthma eine pharmakologische Modulation der TRPV2-Aktivitat einen neuen
Ansatz zur Therapie liefern und musste in entsprechenden Krankheitsmodellen in vivo z.B. mit

Hilfe von IV2-1 weiter untersucht werden.
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6.1 Identifizierung des neuen TRPV2-Inhibitors 1V2-1

Obwohl der Ca?*-permeable lonenkanal TRPV2 in zahlreichen Immunzellen exprimiert wird,
ist wenig Uber seine physiologische Funktion bekannt. Bisherige Studien verlieRen sich
groRtenteils auf die Anwendung von unspezifischen Modulatoren, TRPV2-defizienten Mausen
oder siRNA-vermittelten TRPV2-knockdown. Weder zellulare Kompensationsmechanismen
noch unspezifische Effekte kénnen dabei ausgeschlossen werden. Trotz der Identifizierung
von Valdecoxib als TRPV2-Blocker und einer synergistischen Wirkung von Probenecid und
2-APB als TRPV2-Aktivatoren mangelt es weiterhin an spezifischen Modulatoren. Daher
haben wir eine etwa 5.500 Substanzen umfassende Substanzbibliothek (Auszug des
Molekdlarchivs vom Karlsruher Institut flr Technologie) auf niedermolekulare Modulatoren mit
einer TRPV2-Aktivitat untersucht. Mittels Fluoreszenz-basiertem Mediumdurchsatz-Screening
und HEK293-Zellen, die stabil Ratten-TRPV2-lonenkanale exprimieren (HEK:trpv2), konnten 3
strukturchemisch verwandte neuartige Inhibitoren ermittelt werden (IV2-1, IV2-2, IV2-3).
Selektivitatsuntersuchen mit HEK293-Zellen, die stabil Ratten-TRPV1, Ratten-TRPV2,
Maus-TRPV3, Maus-TRPV4 oder Maus-TRPM3 exprimieren, zeigten, dass alle drei

Substanzen eine TRPV2-Selektivitat aufwiesen. Aufgrund des besseren ICso-Wertes wurde
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IV2-1 (ICso = 6,3 £ 0.7 uM) als Leitstruktur ausgewahlt und fir weitere Untersuchungen
verwendet. In Fluoreszenz-basierten Einzelzell-Ca?*-Assays von HEKtrpv2- und RBL-2H3-
Zellen, welche TRPV2 endogen exprimieren, blockierte [V2-1 durch 2-APB oder
2-APB/Probenecid induzierte TRPV2-vermittelte Ca?*-Einstrome. In elektrophysiologischen
Patch-Clamp-Messungen konnten 2-APB-verursachte Ein- und Auswartsstrome des TRPV2-
Kanals in HEKirpv2- und RBL-2H3-Zellen durch [V2-1 reversibel blockiert werden.
MTT-Assays zur Ermittlung zytotoxischer Effekte von IV2-1 auf HEK293-, HEKtrpv2- und RBL-
2H3-Zellen ergaben keine Minderung der Zellviabilitat bis zu einer Konzentration von 50 uM.
Somit konnte IV2-1 als neuer, nicht toxischer TRPV2-Inhibitor validiert werden, welcher
zukUnftig fUr in vitro- sowie in vivo-Untersuchen von TRPV2 genutzt werden kann. Weiterhin
besteht die Madoglichkeit einer strukturchemischen Optimierung von [V2-1, um die
physikochemischen und pharmakologischen Eigenschaften wie Ld&slichkeit, Stabilitdt oder

Potenz zu verbessern.
6.2 Physiologische Funktion von TRPV2 in primaren Makrophagen

In Zellen des angeborenen Immunsystems wie z.B. Makrophagen konnten TRPV2-vermittelte
Ca?*-Signale wichtige Mechanismen wie Phagozytose und Migration beeinflussen. Um den
physiologischen Einfluss von TRPV2 in primaren Makrophagen zu untersuchen, wurden aus
Stammzellen des Knochenmarks von Mausen primare Makrophagen (BMDM) differenziert.
Als Bestatigung der funktionellen Expression von TRPV2-Kanalen in BMDM konnten in
Fluoreszenz-basierten Einzelzell-Analysen mittels 2-APB Ca?*-Einstrome ermittelt werden,
welche durch Zugabe von IV2-1 blockiert wurden. Weiterhin wurde ein siRNA-vermittelter
knockdown von TRPV2 in BMDM etabliert. Mittels quantitativer Polymerase-Kettenreaktion
(gPCR) konnte sowohl die Expression von TRPV2-mRNA als auch der knockdown um etwa
70 Prozent in BMDM beobachtet werden. Zudem konnte mit Hilfe von MTT-Assays keine
Minderung der Zellviabilitdt durch Valdecoxib oder IV2-1 bis zu einer Konzentration von 50 yM
ermittelt werden. Die Kombination 2-APB/Probenecid induzierte auch in moderaten
Konzentrationen einen TRPV2-vermittelten Ca?*Einstrom in BMDM, ohne zytotoxische Effekte
zu verursachen. Die Verwendung der strukturell unterschiedlichen Inhibitoren Valdecoxib und
IV2-1 bzw. der TRPV2-siRNA verringerte die Wahrscheinlichkeit von falsch-positiven
Ergebnisse durch off-target-Effekte.

Als nachstes sollte in BMDM der Einfluss der TRPV2-Aktivitdat auf die Phagozytose von
Zymosan- und Staphylococcus aureus-Biopartikeln untersucht werden, welche mit einem pH-
sensitiven Fluoreszenzindikator gekoppelt waren. Sowohl siRNA-vermittelter knockdown von
TRPV2 als auch TRPV2-Inhibition durch [V2-1 oder Valdecoxib reduzierten die
Phagozytoseaktivitdit der BMDM auf etwa 70 Prozent im Vergleich zu unbehandelten

Kontrollzellen. Diese Ergebnisse bestatigen eine Beteiligung von TRPV2 bei der Phagozytose,
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wobei TRPV2-Aktivitat die Partikelbindung durch Depolarisation des Membranpotenzials
ebenso beeinflussen kénnte wie die Bildung des friihen Phagosoms durch Veranderung der
Aktin-Polymerisation. Solch eine veranderte Dynamik der Polymerisation von Aktin kénnte
zusatzlich die Migration von Makrophagen beeinflussen. Deshalb wurden als nachstes
Transwell-Migrationsassays von BMDM in einem Gradienten aus Lipopolysacchariden (LPS)
durchgefihrt. Wahrend die TRPV2-Inhibiton mit IV2-1, Valdecoxib oder ein TRPV2-
knockdown die LPS-induzierte Migration von BMDM signifikant verringerte, steigerte die
TRPV2-Aktivierung durch 2-APB/Probenecid die Anzahl migrierter BMDM im Vergleich zu
unbehandelten Kontrollzellen signifikant. Somit konnte ebenso eine TRPV2-Beteiligung bei
der Migration von Makrophagen gezeigt werden. Da Phagozytose und Migration zielgerichtete
Prozesse darstellen, sollten auch die Ca?*-Signale raumlich und zeitlich koordiniert auftreten.
Solche lokal begrenzten, kurzen Ca?'-Fluktuationen koénnen durch Ca?*-Mikrodomanen
verursacht werden, welche der Aktivitat einzelner oder weniger Kanale entsprechen. Mittels
TIRF-Mikroskopie und eines niederaffinen Ca?*-Indikators kdnnen hohe Ca?*-Fluktuationen in
unmittelbarer Nahe zur Zellmembran selektiv detektiert und somit potenzielle durch TRPV2
generierte Ca?*-Mikrodomanen in Makrophagen untersucht werden. Nach der TRPV2-
Aktivierung mit 2-APB/Probenecid konnten punktuelle, hohe Ca?'-Fluktuationen in BMDM
ermittelt werden, welche nach Zugabe von 1V2-1 inhibiert wurden. Unter physiologischeren
Bedingungen wurden zudem basal aktive Ca?*-Mikrodomanen beobachtet, welche durch 1V2-1
inhibiert wurden. Dementsprechend scheint TRPV2 in BMDM basal aktive Ca?'-
Mikrodomé&nen ausbilden zu kénnen. Inwieweit diese TRPV2-generierten Ca?*-Mikrodoménen
tatsachlich in physiologische Prozesse von Makrophagen involviert sind, bleibt hingegen
unklar. Da jedoch eine TRPV2-Inhibition die Phagozytose von Zymosan- und S. aureus-
Biopartikeln sowie die LPS-induzierte Migration von Makrophagen verringerte, kdnnten sowohl
basal aktive Ca?*-Mikrodomanen als auch ein physiologischer Aktivierungsmechanismus von
TRPV2 innerhalb der TLR-Signalkaskade relevant sein. Sollte demnach die Applikation von
bspw. LPS oder Zymosan TRPV2 aktivieren, kdnnte die systematische Untersuchung der
TLR-Signalkaskade im Zusammenhang mit der TRPV2-Aktivitdt einen endogenen
Aktivierungsmechanismus von TRPV2 in Makrophagen aufklaren. Zusatzlich musste eine
direkte Beteiligung sowie die akute Modulierbarkeit der TRPV2-Aktivitat bei der Phagozytose
und Migration von Makrophagen nach physiologischen Reizen bspw. in Infektionsmodellen

weiter untersucht werden.
6.3 Superadditiver Effekt von CBD und Probenecid auf die TRPV2-Aktivitat

Bisher konnte nur die Kombination aus 2-APB und Probenecid in moderaten Konzentrationen
genutzt werden, um TRPV2-lonenkandle ohne zytotoxische Effekte durch hohe
Konzentrationen der Einzelsubstanzen zu aktivieren. Allerdings zeigt 2-APB keine Wirkung auf

humane TRPV2-Kanale, weshalb neue Moglichkeiten der TRPV2-Aktivierung essentiell sind.
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Um weitere potenzierende Effekte zu untersuchen, wurde Cannabidiol (CBD) als potentester
TRPV2-Aktivator aus der Gruppe der Cannabinoide in Kombination mit Probenecid untersucht.
In einer zweidimensionalen Analyse von CBD- und Probenecid-Verdinnungsreihen konnte
eine potenzierende Wirkung der Kombination festgestellt werden, die sowohl humane als auch
Ratten-TRPV2-Kanale superadditiv aktivierte. Mittels Fluoreszenz-basierten Einzelzell-
Analysen sowie elektrophysiologischen Patch-Clamp-Messungen von HEK:rev2- und
HEK:itrrv2-Zellen konnte dieser superadditive Effekt von CBD/Probenecid bestatigt werden.
Die CBD/Probenecid-induzierte Aktivitdt humaner oder Ratten-TRPV2-Kanale konnte durch
IV2-1 inhibiert werden, wohingegen Valdecoxib zwar Ratten-TRPV2 blockierte, jedoch
humanen TRPV2 nicht vollstandig inhibieren konnte. Eine mdégliche Ursache kdénnten
Sequenzunterschiede zwischen humanen und Ratten-TRPV2 im Bindungsbereich von
Valdecoxib darstellen. Im nachsten Schritt kdnnten alle drei Aktivatoren 2-APB, Probenecid
und CBD miteinander kombiniert werden, um eine weitere Reduzierung der Konzentrationen
zu erreichen. Gleichzeitig sollten weitere Screenings zur ldentifizierung von neuartigen
TRPV2-Aktivatoren durchgefuhrt werden.

6.4 TRPV2 in der Physiologie von primaren Mastzellen

Mastzellen sind maf3geblich an der Freisetzung von allergischen und inflammatorischen
Mediatoren beteiligt und stellen somit einen wichtigen Bestandteil des angeboren
Immunsystems dar. Wahrend die Ausschittung von Leukotrienen, B-Hexosaminidase oder
Histamin grofRtenteils IgE-vermittelt stattfindet, kdnnen davon unabhangig auch andere
Signalkaskaden, wie z.B. durch MRGPRX2-vermittelt, die Degranulation von Mastzellen
induzieren. Da Mastzellen ebenfalls TRPV2-lonenkanale exprimieren, kénnte ein TRPV2-
vermittelter Ca?*-Einstrom die Freisetzung von Mediatoren beeinflussen. Mit Hilfe der neuen
TRPV2-Modulatoren und Fluoreszenz-basierten Einzelzell-Ca?*-Analysen wurde zunachst die
endogene TRPV2-Expression in basophilen RBL-2H3-Zellen als alternatives Zellmodell zu
Mastzellen bestatigt. Zudem konnten keine zytotoxischen Effekte bis zu Konzentrationen von
50 pM IV2-1 oder Valdecoxib sowie einer Kombination aus 12.5 yM CBD und 500 pM
Probenecid festgestellt werden. In Fluoreszenz-basierten Einzelzell-Ca?*-Analysen konnte
nach physiologischer Stimulation der Fce-Rezeptoren ein Anstieg der intrazellularen
Ca?*-Konzentration gemessen werden, der durch TRPV2-Inhibition mit IV2-1 oder Valdecoxib
nicht blockiert wurde. In Untersuchungen zur Freisetzung von 3-Hexosaminidase steigerte die
Kombination CBD/Probenecid die Mediatorausschittung hingegen deutlich. Dieser Effekt
konnte durch TRPV2-Inhibition mit IV2-1 oder Valdecoxib inhibiert werden. Eine Kombination
des TRPV2-vermittelten sowie des IgE-induzierten Stimulus fihrte zu einer additiv
gesteigerten Freisetzung. Somit kénnte TRPV2 unabhangig von der IgE-Signalkaskade eine

wichtige physiologische Funktion bei der Degranulation von Mastzellen spielen.
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Daher wurden im nachsten Schritt primare Mastzellen aus dem Knochenmark von Mausen
differenziert (BMMC) und die mRNA- sowie funktionelle Expression von TRPV2 durch gPCR
und Fluoreszenz-basierte Ca?*-Assays bestétigt. Die verwendeten Modulatoren induzierten
auch in BMMC in gleichen Konzentrationen wie in RBL-2H3-Zellen keine zytotoxischen
Effekte. Die vorherigen Ergebnisse des Einflusses der TRPV2-Aktivitat auf die Ausschuittung
von B-Hexosaminidase konnten mit BMMC ebenso bestatigt werden. Mittels ELISA wurde
zuletzt ein TRPV2-vermittelter Effekt auf die Histaminfreisetzung aus BMMC untersucht.
Demnach steigerte die Kombination CBD/Probenecid die Histaminausschuittung deutlich, was
durch TRPV2-Inhibition mit IV2-1 blockiert werden konnte. Auch hier hatte IV2-1 keinen Effekt
auf die IgE-induzierte Histaminfreisetzung. Die simultane Stimulation der Fce-Rezeptoren und
der TRPV2-Kanale resultierte in einer additiv gesteigerten Histaminausschuttung. Folglich
scheint TRPV2-Aktivitat die Freisetzung von Mediatoren wie Histamin oder B-Hexosaminidase
unabhangig von der klassischen IgE-vermittelten Signalkaskade zu beeinflussen, was TRPV2
zu einer vielversprechenden Zielstruktur zur weiteren Erforschung im pathophysiologischen
Kontext von entzidndlichen und allergischen Reaktionen macht. Da jedoch die Ursachen
(patho-)physiologischer TRPV2-Aktivitat nach wie vor ungeklart sind, rickt zusatzlich die
Aufklarung méglicher endogener oder exogener Aktivierungsmechanismen von TRPV2 in den

Vordergrund.
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