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Zusammenfassung

ZUSAMMENFASSUNG

TRPVL1 ist ein polymodal aktivierbarer Kationenkanal, der neben der Nozizeption an
vielen weiteren zellularen Prozessen beteiligt ist. Fehlfunktionen oder eine gestorte
Regulation des TRPV1-lonenkanals sind mit verschiedenen Krankheiten, wie
beispielsweise  Arthritis, = Atemwegserkrankungen,  Blasenfunktionsstorungen,
Diabetes, entzundliche Darmerkrankungen und Tumoren assoziiert. Aufgrund seiner
vielfaltigen Funktionen in Physiologie und Pathophysiologie stellt der TRPV1-
lonenkanal ein attraktives pharmakologisches  Zielmolekdl  fur  die
Wirkstoffentwicklung dar. Fir den TRPV1-lonenkanal wurden bereits Agonisten und
Antagonisten entwickelt, die jedoch aufgrund von Nebenwirkungen klinisch nicht
einsetzbar sind. Die Nutzung des TRPV1-lonenkanals als therapeutisches
Zielmolekul bedingt daher die Entwicklung neuer TRPV1-spezifischer Wirkstoffe. Fur
die Identifizierung und Validierung werden geeignete Testsysteme benétigt, die eine
hohe Aussagekraft hinsichtlich der Ubertragbarkeit der Ergebnisse auf die in vivo

Situation besitzen.

Dazu wurden in der vorliegenden Dissertation zellbasierte 2D-Monolayer und 3D-
Spharoid-Testsysteme entwickelt, mit denen pharmakologische Aktivitaten von
neuen TRPV1-spezifischen Substanzen direkt im zellularen Kontext analysiert
werden koénnen. Fir die Entwicklung der zellularen Assays wurde der humane
TRPV1-Kanal als Fusionsprotein mit einem C-terminalen mCherry-Fluoreszenztag in
einem Dozyklin-induzierbaren Expressionssystem (Tet-On 3G) in CHO-K1-Zellen
stabil exprimiert (CHO-""TRPV1_zellmodell). Die sehr gute Regulierbarkeit der TRPV1-
Expressionshohe wurde fir verschiedene Doxyzyklin-Konzentration gezeigt. Die
Wildtyp-CHO-K1-Zellen exprimieren keinen endogenen TRPV1-lonenkanal, so dass
TRPV1-vermittelte zellulare Antworten auf den heterolog exprimierten, humanen
TRPV1-lonenkanal (hnTRPV1) zurtckgefuhrt werden konnten. Durch Aktivierung bzw.
Inhibierung des TRPV1-lonenkanals und der fluorimetrischen Messung der damit

], konnte

verbundenen Anderung der intrazellularen Calcium-Konzentration [Ca
nachgewiesen werden, dass der heterolog exprimierte hTRPV1-lonenkanal im CHO-
Zellmodell funktionell exprimiert wird. Die Calcium-Messungen wurden sowohl

fluoreszenzmikroskopisch auf Einzelzellebene als auch in einem Mikroplattenreader-
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basierten Assay durchgefuhrt. Mit Hilfe des mCherry-Fusionsproteins wurde gezeigt,
dass der hTRPV1-lonenkanals in den CHO-Zellen in der Plasmamembran sowie in
Endomembranen lokalisiert, was der subzellularen Lokalisation des endogenen
hTRPV1-lonenkanals entspricht. Die Validierung der zellularen 2D- und 3D-CHO-"
hTRPVL Testsysteme erfolgte tiber die Analyse von Dosis-Wirkungs-Beziehungen mit
jeweils funf bekannten Agonisten und Antagonisten des TRPV1-lonenkanals. Die
ermittelten pharmakologischen Eigenschaften des rekombinanten TRPV1-mCherry-
Fusionsproteins sind mit in der Literatur beschriebenen Eigenschaften von endogen
bzw. heterolog exprimierten TRPV1-lonenkanélen vergleichbar. Im Vergleich der 2D-
und 3D-Testsysteme wurden im Spharoid-Zellmodell signifikant niedrigere ECso-
Werte fur die Agonisten Capsaicin, RTX und NOD, als auch eine hohere
Maximalwirkung fir NADA, RTX und NOD ermittelt. Zwei Antagonisten (SB-366791
und RR) zeigten im 3D-Spharoid-Modell eine signifikant niedrigere inhibitorische
Potenz als im Monolayer.

Zusatzlich zur pharmakologischen Validierung wurde durch die Bestimmung des Z'-
Faktors das Potenzial der entwickelten 2D- und 3D-CHO™™"™*"VL.Testsysteme fiir den
Einsatz als Hochdurchsatz-Screening-System fir die Wirkstoffsuche beurteilt. Fir
das 2D-Testsystem wurde ein Z'-Wert von 0,66 + 0,09 ermittelt, was den Assay als
ein sehr gutes Testsystem fir die Wirkstofffindung in Hochdurchsatzverfahren
ausweist. Fur das 3D-Testsystem wurde ein Z‘-Faktor von 0,45 + 0,05 ermittelt, der
zwar niedriger als der Z‘-Faktor des 2D-Testsystems ist, aber noch die minimalen
Anforderungen an ein Hochdurchsatz-Screening-Verfahren erfallt.
Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass das hier entwickelte CHO-""TRPVL.
Zellmodell in Verbindung mit der fluorimetrischen Messung der [Ca®]; als sensitives
2D- und 3D-Testsystem flr die pharmakologische Analyse von TRPV1-spezifischen

Wirkstoffen entwickelt werden konnte.

Fur die Entwicklung krankheitsrelevanter TRPV1-Modelle wurden 2D- und 3D-
Zellkulturmodelle  von  verschiedenen  Brustkrebszelllinien  etabliert  und
pharmakologisch hinsichtlich des TRPV1-lonenkanals charakterisiert. Capsaicin-
induzierte Calcium-Reaktionen konnten in allen getesteten Zelllinien nachgewiesen
werden. Eine TRPV1-vermittelte Erhdhung der Viabilitatt wurde in zwei

Brustkrebszellllinien unabhéngig des Kultivierungssystems (2D vs. 3D) detektiert.
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1. EINLEITUNG

1.1 Die Familie der TRP-lonenkanale

Der Transient Rezeptor Potenzial (TRP)-Kanal wurde im Jahr 1989 in
Photorezeptorzellen der Fruchtfliege Drosophila melanogaster identifiziert und
kloniert (Montell & Rubin, 1989). Dort ist er in der Phototransduktion involviert und
fuhrt durch einen Phospolipase C (PLC)-abhangigen Ca*-Einstrom zu einem
langanhaltenden Rezeptorpotenzial. Eine Mutante im trp-locus zeigte statt des
langanhaltenden Rezeptorpotenzials nur einen transienten, worin der Name transient
receptor potential begriindet ist (Cosens & Manning, 1969).

Seit der ersten Klonierung 1989 wurde eine grof3e Anzahl weiterer Mitglieder der
TRP-Familie beschrieben, die vor allem aufgrund von Aminosauresequenz-
Homologien identifiziert wurden und eine Superfamilie von nicht-selektiven
Kationenkanélen bilden (Clapham, 2003). Alle Mitglieder der TRP-Kanal-Superfamilie
sind durch sechs Transmembrandomé&nen charakterisiert, besitzen eine Porenregion
zwischen dem finften und sechsten Transmembransegment und weisen
intrazellulare C- sowie N-Termini auf. Bis heute sind insgesamt acht TRP-Familien
bekannt, wovon sechs in Saugern exprimiert werden: TRPC (canonical oder classic),
TRPA (ankyrin), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPV (vanilloid), und
TRPML (mucolipin) (Abb. 1). Die TRPN (NOMP-C homologues)-Familie wurde in
Wirbellosen wie Fliegen und Wirmer beschrieben (Walker, 2000), wie auch in
Haarzellen des Gehdrs des Vertebraten Zebrafisch (Sidi et al., 2003). TRPY wird in
Hefen und anderen Pilzen exprimiert (Palmer et al., 2001; Zhou et al., 2005). Die
einzelnen Klassen unterscheiden sich anhand ihrer Sequenzhomologien und
Permeabilitdten fir Kationen. Im Menschen sind 28 Mitglieder der humanen TRP-
Kanalfamilie identifiziert, die in unterschiedlichen Geweben und Zelltypen exprimiert

sind.
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Abbildung 1: Phylogenetischer Baum der TRP-Familie im Menschen. Basierend auf
Sequenzhomologien werden fir den Menschen sechs Subfamilien Kklassifiziert. Innerhalb der
jeweiligen Subfamilien bestehen sehr ahnliche Sequenzcharakteristika, die zwischen den Familien
deutlich geringer sind. TRPC2 ist ein Pseudogen im Menschen. TRPNs sind in Saugetieren nicht
vorhanden. Um die Sequenzverwandschaften aller TRP-Subfamilien abzubilden, wurden in der
Analyse diese beiden Gene mit dem murinen TRPC2 und dem Fisch-TRPN1 substituiert. Die Langen
der Zweige sind in PAM (Point Accepted Mutations)-Einheiten dargestellt. Diese sind die Mittelwerte
der Anzahl der Substitutionen auf 100 Aminosauren. (Nilius & Owsianik, 2011)

TRP-Kandle sind Sensoren unterschiedlicher Stimuli. Darunter gehdren Licht
(Montell & Rubin, 1989; Hardie & Minke, 1992; Xue et al., 2011), Gerliche (Liman et
al., 1999; Kwon et al., 2010), Geschmack (Zhang et al., 2003; Jordt et al., 2000),
Temperatur (Caterina et al., 1997; McKemy et al., 2002), Schwerkraft (Sun et al.,
2009), akustische Reize (Sidi et al., 2003) und mechanische Stimuli (Li et al., 2011).
Sie werden auch durch eine Reihe von Naturstoffen aktiviert. Beispielsweise wird
TRPM8 durch Menthol, einem zyklischen Terpenalkohol in Minzblattern, aktiviert
(McKemy et al., 2002). Eugenol, Bestandteil des Gewtrznelkendls, aktiviert TRPV1
(Yang et al., 2003), TRPV3 (Xu et al., 2006), TRPM8 (Behrendt et al., 2004) und
TRPAL1 (Bandell et al., 2004). Der bekannteste TRPV1-Aktivator ist das Alkaloid
Capsaicin, das in verschiedenen Paprika- und Chillisorten vorkommt (Caterina et al.,
1997). Auch Spinnengifte modulieren die Aktivitdt von TRP-Kanalen. TRPV1 kann
durch sie aktiviert werden (Siemens et al., 2006), wadhrend TRPAL1 inhibiert wird (Gui
et al., 2014).

Ein Teil der TRP-Kanale reagiert auf unterschiedliche Temperaturen und deshalb
werden diese als Thermo-TRP-Kanalfamilie zusammengefasst. Dazu gehdren
TRPV1 (>43°C) (Caterina et al., 1997), TRPV2 (>52°C) (Caterina et al., 1999),

5
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TRPV3 (32°C-39°C) (Xu et al.,, 2002), TRPV4 (27°C-34°C) (Guler et al., 2002),
TRPMS8 (25°C -34°C) (McKemy et al., 2002) und TRPA1 (< 17°C) (Story et al., 2003)
(Abb. 2). In 2016 wurde von Song et al. der TRPM2 als weiterer Thermokanal
beschrieben, der bei Temperaturen Uber 39°C in bestimmten Hirnarealen des
Hippocampus aktiviert wird. Es wird vermutet, dass dieser Kanal die entsprechenden

Mechanismen und Signalkaskaden zur Fiebersenkung auslost (Song et al., 2016).

£

Cinnamon m
Horseradish \\ -
= \ Camphor
.8 W W
Garlic Mint Wb
- AN AN

TRPA1 TRPME TRPV3 RPV1 TRPV2

Abbildung 2: Ubersicht (ber die Thermo-TRP-Kandle. Diese Kanidle werden durch
unterschiedliche Temperaturen von extrem heil3 bis kihl aktiviert. Einige Kanédle werden von
bekannten Naturstoffen aktiviert, welche hier dargestellt sind. Die Kanéle werden in der Regel aus vier
Monomeren aufgebaut, die jeweils sechs Transmembrandoménen (S1-S6) aufweisen. S5 und S6
bilden die Pore aus. Die N- und C-termini liegen intrazellular und weisen in der Regel
Bindungsdomaénen fir andere Proteine, sowie Agonisten und Antagonisten auf (Vay et al., 2012).
TRPM2 ist in dieser Abbildung nicht dargestellt.

1.2 Der polymodale TRPV1-lonenkanal

1.2.1 Aufbau, Struktur und Lokalisation

Im Jahr 2000 haben Hayes und Kollegen den humanen TRPV1-lonenkanal
identifiziert (Hayes et al., 2000). Er ist der TRPV-Unterfamilie der lonenkanéle
zugeordnet, die insgesamt aus sechs Mitgliedern besteht: TRPV1, TRPV2, TRPVS,
TRPV4, TRPV5 und TRPV6. Das humane trpvl Gen ist auf Chromosom 17pl3
lokalisiert, beinhaltet 17 Exons und kodiert fiir ein 839 Aminosauren grol3es Protein

(Birnbaumer et al., 2003). Postranslationale Phosphorylierungen durch
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Proteinkinasen spielen eine wichtige Rolle in der Sensibilisierung des TRPV1-
lonenkanal gegentuiber Agonisten, Hitze und Protonen (Mandadi et al., 2006).
TRPV1 ist ein tetramerer lonenkanal, dessen Untereinheit aus sechs

Transmembrandoménen (S1-S6) aufgebaut ist (Abb.3).

TRP domain C-terminal
domain

€

a f
T T
e Q9
»n o »
]
@
= O
x T

Ankyrin repeat Linker Pre-S1 S4-S5
domain  helix linker

Pore helix

Ankyrin
repeats repeat 6

Ankyrin
repeats

Abbildung 3: Struktur und Aufbau des polymodalen lonenkanals TRPV1. a) Darstellung der
wichtigsten strukturellen Doménen eines Monomers. b) Bandermodell eines Monomers aus drei
verschiedenen Ansichten. Der Farbcode entspricht den in a) dargestellten Doméanen. (Liao et al.,
2013)

Die N- und C-termini sind intrazellular im Cytoplasma lokalisiert (Caterina et al.,
1997). Am N-terminus befindet sich eine Ankyrin Repeat Domane, die sechs Ankyrin
Repeats aus jeweils 33 Aminosauren enthdlt. Die Domdane besitzt eine Multi-
Liganden-Bindungsstelle fir Calmodulin und ATP, die durch ihre Bindung die
Sensitivitat und Tachyphylaxie des Kanals beeinflussen (Lishko et al., 2007). Der C-
Terminus enthalt die TRP-Doméane, die in der Tetramerisierung der Rezeptor-
Untereinheiten zu einem funktionellen lonenkanal involviert ist (Garcia-Sanz et al.,
2004). Die Segmente S5, S6 und die Porenschleife bilden im Tetramer die
wassergeflllte Pore des lonenkanals. Aminosaurereste in der S5 und S6 Region
(Selektivitatsfilter) sind fir die lonenselektivitdt des Kanals verantwortlich (Liao et al.,
2013). Als nicht-selektiver Kationenkanal zeigt TRPV1 eine nahezu gleiche
Durchlassigkeit fiir die monovalenten Kationen Na®*, K*, Cs*, Li* und Rb* (Oh et al.,
1996), wohingegen die Durchlassigkeit fur divalente Kationen (wie Calcium und
Magnesium) hoher ist als die von Natrium, im Verhaltnis von Pca/Pna = 10 und
Pmg/Pna = 5 (Caterina et al., 1997). Der lonenkanal verflgt Gber zwei Porenengstellen

(Gate 1 und Gate 2), die allosterisch miteinander gekoppelt sind. Der obere Gate
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(G1) liegt in der Nahe des Selektivitatsfilters im auf3eren Bereich der Pore. Der
untere Gate (G2) beschreibt eine weitere Engstelle, an der die S6-Helices der
TRPV1-Untereinheiten eines Tetramers einen hydrophoben Bereich (,seal®) bilden.
Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von TRPV1-lonenkandlen mit
groRen strukturellen Anderungen der beiden Gates (,duales gating®) einhergeht, was
schlie3lich zum lonentransport ins Cytoplasma fuhrt (Liao et al., 2013; Cao et al.,
2013). In Abhangigkeit von Zeit und Agonist-Konzentration fuhrt die TRPV1-
Aktivierung zu einer Anderung der relativen Permeabilitat der Kanalpore (,pore
dilation), so dass auch gréRere Kationen wie NMDG" (192,5Da) oder YO-PRO1
(376Da) ins Cytoplasma gelangen kénnen (Chung et al., 2008). Eine konstante
Reizung des lonenkanals sowie wiederholte Stimulation flhren  zur
Desensibilisierung bzw. Tachyphylaxie. Als Folge kann der Kanal zeitweise weder
durch Capsaicin noch durch andere chemische Agonisten aktiviert werden
(Tominaga et al., 1998; Schwarz et al., 2000). TRPV1 lonenkanale lokalisieren in der
Plasmamembran als auch in der Membran des endoplasmatischen Retikulums und
in cytoplasmatischen Vesikeln (Gallego-Sandin et al., 2009; Caterina et al., 1997).
Sie nehmen eine wichtige Rolle in der Aufrechterhaltung der intrazellularen

Calciumkonzentration ein.

1.2.2 TRPV1-Agonisten

Als polymodaler lonenkanal wird TRPV1 von unterschiedlichsten Stimuli aktiviert.
Der bekannteste Agonist ist der scharfe Inhaltsstoff der Chillischote (Gattung
Capsaicum), das Vanilloid Capsaicin. Capsaicin (8-Methyl-N-vanillyl-trans-6-
nonenamid) besteht aus drei funktionellen Gruppen: ein aromatischer Ring (A), eine
Amidbindung (B) und eine hydrophobische Seitenkette (C) (Abb.4) (Walpole et al.,
1993).



Einleitung

Abbildung 4: Capsaicin-Strukturformel. Das Molekil lasst sich in drei funktionelle Gruppen
unterteilen: aromatischer Ring (A), eine Amidbindung (B) und eine hydrophobe Seitenkette (C)
(Hanson et al., 2015)

Durch  Mutationsstudien und  durch die  Untersuchung von  Cryo-
elektronenmikroskopischer Strukturen wurde nachgewiesen, dass das lipophile
Capsaicin an den Transmembrandomanen S3 und S4 in der sogenannten Vanilloid-
Bindetasche an der intrazellularen Seite des lonenkanals bindet (Cao et al., 2013;
Hanson et al., 2015). Der aromatische Ring des Capsaicin-Molekuls interagiert dort
mit dem Thyrosin 511 (Y511) des TRPV1 und die lipophile Seitenkette mit
unspezifischen hydrophoben Aminosaureresten (Hanson et al., 2015; Jordt & Julius,
2002).

Neben Capsaicin gibt es noch weitere sogenannte exogene Agonisten des TRPV1
lonenkanals (Abb.5 A). Dazu gehoren unter anderem Resiniferatoxin (RTX), ein
Bestandteil des Wolfsmilchgewéchses Euphorbia resinifera (Szallasi & Blumberg,
1989), Olvanil, ein synthetisch hergestelltes Capsaicin-Analog (Appendino et al.,
2005) und N-Octanyldopamin, ein N-Acyldopamin-Derivat (Tsagogiorgas et al.,
2012). Auch Substanzen tierischen Ursprungs aktivieren den lonenkanal. Als
Beispiele sind Brevetoxin, das Gift mariner Schalentiere, sowie Vanillotoxine
verschiedener Spinnenarten zu nennen (Cuypers et al., 2007; Siemens et al., 2006).
Es wurde nachgewiesen, dass diese Stoffe nicht in der Vanilloid-Bindetasche mit
dem lonenkanal interagieren, sondern an der extrazellularen Porenregion der
Transmembrandoméanen TM5 und TM6 (Bohlen et al., 2010; Cao et al., 2013).
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Abbildung 5: Strukturformeln exogener und endogener TRPV1-Agonisten.

Des Weiteren wird TRPV1 von endogenen Substanzen (Endovanilloide) aktiviert
(Abb.5 B). Anandamid (N-arachidonoyl Ethanolamine) und NADA (N-
Arachidonoyldopamine) sind Derivate der Arachidonsaure und werden in Geweben
des zentralen Nervensystems gebildet (Zygmunt et al., 1999; Toth et al., 2003).
Lipoxygenasen wandeln Arachidonsauren zu 5-(S), 8-(S), 12-(S) oder 15-(S)-
Hydroperoxy-Eicosatetraensduren (HPETES), welche den lonenkanal ebenfalls
aktivieren (Hwang et al., 2000). Daneben aktivieren weitere endogene Molekiile wie
ATP, Spermin und Spermidine und Ammonium-lonen den lonenkanal (Vriens et al.,
2009).

Neben chemischen Reizen wird der TRPV1-lonenkanal auch durch Protonen
aktiviert (pH <5,3), durch eine Erhéhung der Temperatur (>43°C), dem intrazellularen
Redox-Status und elektrische Ladungen (Veronesi, 2005). Die Bindestellen flr
Protonen liegen auf der extrazellularen Seite des Kanals an der
Transmembrandoméane TM5 sowie der TM5 und TM6 verbindenen Porenschleife
(Jordt et al., 2000). Die strukturellen Mechanismen der Hitzeaktivierung sind noch
nicht verstanden. Durch Mutationsstudien konnte allerdings nachgewiesen werden,
dass der C-Terminus sowie die aul3ere Porenregion beteiligt sind (Grandl et al.,
2010; Brauchi et al., 2006).
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1.2.3 TRPV1-Antagonisten

Inhibitoren des TRPV1-lonenkanals werden in kompetitive und nicht-kompetitive
Antagonisten unterteilt. Erstere werden in Kklassische und nicht-klassische
Antagonisten eingeteilt (Abb. 6) (Vriens et al., 2009). Den klassischen Antagonisten
ist eine Thiourea-, Urea-, Ester- oder Amid-Carbonylverbindung gemein. Bei den
nicht-klassischen ist die Carbonylverbindung entweder als Teil eines
heterozyklischen Rings nachzuweisen oder nicht detektierbar (Vriens et al., 2009).
Zu den klassischen Antagonisten gehdren zum Beispiel Capsazepine, eine Thiourea-
Carbonylverbindung (Bevan et al., 1992), AMG-9810 (Gavva, Tamir & Qu et al.,
2005) und SB-366791 (Gunthorpe et al., 2004), beides Cinnamide, sowie BCTC,
eine Urea-Carbonylverbindung (Valenzano et al., 2003). Capsazepine, der als erster
TRPV1-Antagonist identifiziert wurde, ist kompetitiv gegentber Capsaicin.
Capsazepine stellt einen relativ unspezifischen Antagonisten dar, der auch
spannungsaktivierte Ca?*-Kanale und nikotinische Acetylcholin-Rezeptoren blockiert,
sowie den TRPMS8-lonenkanal. Zu den nicht-klassischen Antagonisten gehdéren
einige Quinazol-Derivate, wie AMG-517 (Gavva, Tamir & Klionsky et al., 2005) und

Imidazol-Derivate, wie 4,5-Biarylimidazol (Gore et al., 2007).

Nicht-kompetitive Antagonisten werden auch als Porenblocker bezeichnet. Dies sind
beispielsweise Ruthenium Red (RR), ein Komplexsalz des Metalls Ruthenium (Dray
et al., 1990), die Spinnengifte AG-489 und AG-505 (Kitaguchi & Swartz, 2005) und
Thapsigargin, ein Bestandteil der Pflanze Thapsia garganica (Toth et al., 2002).

TRPV1-Antagonisten

Klassisch, kompetitiv Nicht-klassisch, kompetitiv Nicht-kompetitiv
o, . ,l, R cl :2 J\ N
Ry e T . , ¢ e o
- _,_A\Y_V\.\ /" ! S "-.,-’"\;«' .‘V,:\:N/EW EM N,—ij\O NH; NH; NH; NH; NHy NH,
e Lo L8 NHy AU PP
i |
Capsazepine AMG-9810 NN K/ NH; NHy NHy NH; NHy NH,
Cl Cl Cl
e AMG-517 .
s Ruthenium Red
[ I /u\;,\[,;\ ; L T"\“:/
Z:,/‘\ [ ] -
SB-366791 BCTC

Thapsigargin

Abbildung 6: Strukturformeln kompetitiver und nicht-kompetitiver TRPV1-Antagonisten.
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1.2.4 TRPV1 in Physiologie und Pathologie

TRP-Kandle, darunter auch TRPV1, sind in freien Nervenendigungen der primaren
afferenten Ad- und C-Nervenfasern lokalisiert (Asbury, 1989; Caterina et al., 1997).
Sie sind fur die Wahrnehmung noxischer Reize (chemisch, thermisch, mechanisch)
verantwortlich und leiten diese Signale Uber das Spinalganglion und das
Trigeminalganglion an das zentrale Nervensystem weiter. Kommt es zu einem
noxischen Stimulus, beispielsweise einer Erh6hung der Temperatur auf Uber 43°C,
offnet sich der TRPV1-lonenkanal und Calcium-lonen strémen in das Cytosol. In
sensorischen Neuronen kann dies das Membranpotenzial verdndern, so dass
spannungsabhangige Natriumkanale aktiviert und Aktionspotenziale ausgelost
werden (Holzer, 1991). Des Weiteren kdnnen auch Neuropeptide, wie beispielsweise
die Substanz P oder CGRP (Calcitonin-Gene-realted-Protein), freigesetzt werden
(Holzer, 1988) und so zu Vasodilatation und Plasmaextravasation fuhren (Lembeck,
1953). Die freigesetzten Neuropeptide aktivieren auch in der N&he liegende
Mastzellen und Granulozyten, was diese wiederum zur Freisetzung von
Entzindungsmediatoren veranlasst. Auf diese Weise kann eine neurogene
Entziindung entstehen (Geppetti, 1996). Dabei kdnnen Entzindungsstoffe wie NGF
(Nerve Growth Factor), Bradykinin, oder Prostaglandine verschiedene Rezeptoren
der neuronal afferenten Fasern aktivieren, beispielsweise TrkA, B2 oder EP,, die
wiederum  Proteinkinasen aktivieren. Diese Proteinkinasen (PKA, PKCQC)
phosphorylieren den TRPV1-Kanal und sensibilisieren ihn. Das fihrt zu einer
Aktivierung des Kanals auch durch niedrigere Temperaturen als 43°C und es kommt
erneut zur Auslésung von Aktionspotenzialen, welche den Entziindungsschmerz
weiterleiten (Julius & Basbaum, 2001; Greffrath, 2006). Neben der Expression in
peripheren Nervenfasern wurde die Expression von TRPV1 auch im zentralen
Nervensystem nachgewiesen (Sanchez et al., 2001; Toth & Boczan et al., 2005).
Dort hat die Sensibilisierung und Aktivierung von TRPV1 einen Einfluss auf die
synaptische Ubertragung (Sikand & Premkumar, 2007) und synaptische Plastizitat in
der Langzeit-Depression (LTD) und Langzeit-Potenzierung (LTP) (Li et al., 2008;
Gibson et al., 2008).

Sensorische Nerven, die TRPV1 exprimieren, innervieren das Lungengewebe sowie
respiratorische Zellen. In einem in-vivo-Asthma-Modell in Meerschweinchen wurde

gezeigt, dass der TRPV1-Antagonist BCTC einen durch Allergene ausgeldsten
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Hustenreflex abschwachte (McLeod et al., 2006). Auch die Harnwege sind von
TRPV1-bildenen Nozizeptoren ausgekleidet, die die Blasenentleerung und

Schmerzempfindung regulieren (Yiangou et al., 2001).

Weiterhin spielt der TRPV1-lonenkanal eine Rolle in der Regulierung der
Korpertemperatur (Gavva et al., 2007). Eine Inhibierung des lonenkanals mit dem
TRPV1-Antagonisten AMG 517 flhrte zur Ausbildung einer Hyperthermie, das heif3t
einem Anstieg der Korpertemperatur auf circa 40°C (Gavva et al., 2008). Die

genauen Mechanismen dieser Hyperthermie sind nicht vollstandig geklart.

Neben seiner Expression in neuronalen Geweben wird der Kanal auch in nicht-
neuronalen Geweben bzw. Zellen exprimiert (Fernandes et al., 2012). Die TRPV1-
Expression wurde beispielsweise in Keratinozyten nachgewiesen (Inoue et al., 2002),
in dendritischen Zellen des Pankreas (Basu & Srivastava, 2005) sowie in insulin-
produzierenden B-Zellen (Akiba et al., 2004). Daruber hinaus wurde die Expression
von TRPV1 in verschiedenen Krebstumoren nachgewiesen, wobei allerdings
abhangig von Tumorart und Tumorstadium die TRPV1-Expression erhoht oder
erniedrigt sein kann (White et al., 2011).

1.2.4.1 TRPV-lonenkanéle, [Ca®']; und Tumorentwicklung

Calcium-lonen sind wichtige Regulatoren biologischer Funktionen, wie
beispielsweise Zellproliferation, Differenzierung, Genexpression und Zelltod. Ca?*-
abhangige Signalwege sind fur die Gewahrleistung dieser Funktionen genau
reguliert. Die Calcium-Kanale, -Pumpen und -Transporter, die zur Calcium-

Homodstase beitragen, sind in nahezu allen Zellen vorhanden.

In ruhenden Zellen ist die Calciumkonzentration [Ca®]; im Cytosol mit ~10” mol/L (~
100nM) ungefahr 10.000-20.000-fach niedriger als in der extrazellularen Flussigkeit
[Ca*]o (~10°mol/L; 1-2mM). Auch die Calciumkonzentration im Endoplasmatischen
Retikulum (ER), das als intrazellularer Calcium-Speicher dient, liegt mit ~10°mol/L

1 und der

deutlich tiber der [Ca*"];. Der Konzentrationsunterschied zwischen der [Ca
extrazellularen Flissigkeit sowie den intrazellularen Organellen wird durch aktiven
Transport mit Hilfe von Ca®*-ATPasen, die in der Plasmamembran und u.a. in der
Membran des Endoplasmatischen Retikulums lokalisiert sind, gewahrleistet. Bei
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Anderung der intrazelluaren Calcium-Konzentration, ausgelost durch extrazellularen
Influx oder Freisetzung von Ca®" aus den intrazellularen Organellen, entstehen zeit-
und ortsaufgeléste Calcium-Signale mit verschiedenen Signalformen, wie
beispielsweise Oszillationen oder Calcium-Wellen (Cui et al., 2017). Der Anstieg der
[Ca®]; kann stark ortsgebunden in Mikrodomé&nen beispielsweise am Inositol-1,4,5-
Trisphosphat-Rezeptor (IPsR) oder Kandlen des ,store-operated Ca®** entry"
lokalisiert sein, aber auch als Calcium-Signalwelle die durch die gesamte Zelle
diffundieren und an anderer Stelle Ca**-abhangige Prozesse aktivieren. Die Zellen
dekodieren die Information, die Uber Frequenz, Amplitude und Dauer der Calcium-
Oszillationen und -Wellen vermittelt wird, Uber Effektorproteine, wie beispielsweise
Calmodulin (CaM), Nuclear Factor of Activated T-cells (NFAT), Nuclear Factor-kB
(NF-kB), Calmodulin-abhéngige Proteinkinasell (CaMKII) und Calpain. Dadurch
werden selektiv zellulare Prozesse, wie Aktivierung von Transkriptionsfaktoren,
Zellproliferation und Migration reguliert (Abb. 8) (Cui et al., 2017).

In vielen Tumoren ist die Expression von lonenkanalen und damit die Calcium-
Homoostase verandert (Zhu, 2011; Nilius et al., 2007). Bei der Tumorentwicklung
sind insbesondere die Prozesse der Proliferation und Apoptose beteiligt, beide sind
Calcium-abhéngig (Abb.8). Eine anhaltende Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration kann toxisch sein und Apoptose induzieren (Cui et al., 2017).
Alternativ kann die Uberexpression von Calciumkanélen in der Plasmamembran und
gleichzeitig reduzierte Expression von Calcium-Effluxpumpen oder -Austauschern
aber auch zu einer erhdhten intrazellularen Calcium-Konzentration fihren, durch die
dann Calcium-regulierte Signalwege der Proliferation aktiviert werden (Monteith et
al., 2007; Shapovalov et al., 2011).
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Abbildung 8: Schematische Darstellung der Interaktion von TRP-Kanélen mit nachgeschalteten
Regulationsmechanismen von Proliferation und Zelltod. Hellblaue Pfeile: Stromung von ca”* bzw.
dessen  Einfluss auf calciumsensitive  Proteine. Schwarze  Pfeile:  Nachgeschaltete
Regulationsmechanismen, die pro-apoptotische oder pro-proliferative Effekte auslosen (verandert
nach Shapovalov et al., 2011).

In einigen Tumorarten ist die Expression von TRP-Kandlen erhoht, wie
beispielsweise TRPM8 in Prostata- (Fuessel et al.,, 2003), Pankreas- (Yee et al.,
2010) oder Brustkrebs (Dhennin-Duthille et al., 2011) sowie TRPV6 in Brustkrebs
(Bolanz et al.,, 2008). Im Gegensatz dazu ist die Expression der lonenkandle in
anderen Tumorarten verringert, wie beispielweise TRPM1 im Melanom (Duncan et
al., 1998) oder TRPV1 in Urothelkarzinoma (Lazzeri et al., 2005). Dabei kdnnen
dieselben Kanéle in verschiedenen Tumorarten unterschiedlich reguliert sein.
Wahrend die Expression von TRPV1 im Urothelkarzinom erniedrig ist, ist sie unter
anderem in Prostata- (Sanchez et al., 2005; Czifra et al., 2009), Pankreas- (Hartel et
al., 2006), Darm- (Domotor et al., 2005) und Brustkrebs (Pecze & Josvay et al.,
2016) erhoht. Im Urothelkarzinom wird ein fortschreitender Verlust der TRPV1-
Expression als negativer Prognosemarker diskutiert, da in invasiven Turmorzellen die
Expression des TRPV1 auf mRNA- sowie auf Protein-Ebene deutlich niedriger ist als
in nicht-invasiven Tumorzellen (Lazzeri et al., 2005; Amantini et al., 2009). In low-
grade®, nicht-invasiven Zellen des Urothelialkarzinoms bewirkte die Behandlung mit
Capsaicin einen TRPV1-abhangigen GO/G1-Zellzyklus-Arrest und die Induktion der
extrinischen und intrinischen Apoptose-Signalwege (Amantini et al., 2009). Dagegen
zeigten Zellen des invasiven Urothelkarzinoms mit geringer bzw. Kkeiner

detektierbaren TRPV1-Expression keine Anderungen der intrazellularen Calcium-
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Konzentration nach Behandlung mit Capsaicin und waren resistent gegenuber der
Capsaicin-vermittelten Apoptose.

Im Gegensatz dazu wurde in Studien zum Prostatakarzinom eine Uberexpression
der TRPV1-mRNA und des kodierten Proteins direkt mit einem héheren Tumorgrad
korreliert (Sanchez et al., 2005). In Gewebeproben von Prostatakarzinomen als auch
in etablierten Tumorzelllinien, in der Androgen-sensitiven Zelllinie LNCaP und der
Androgen-insensitiven Linie PC3, wurde ein Dosis-abhangiger Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration nach Behandlung der Zellen mit TRPV1-
spezifischen Agonisten beschrieben. Dieser Effekt wurde nach Behandlung der
Tumorzellen mit dem Antagonisten Capsazepine aufgehoben (Sanchez et al., 2005).
Weitere Studien zeigten, dass durch eine endogene Aktivierung von TRPV1 in
Prostatakrebszellen Calcium-Oszillationen ausgelést werden, die zu erhohter

Zellproliferation fuhren (Pecze & Blum et al., 2016).

Im Mammakarzinom wurde im Vergleich zu Nicht-Tumorgewebe ein hohes
Expressionsniveau verschiedener TRP-Kandle, wie beispielsweise TRPC1, TRPC6,
TRPM7, TRPMS8, und TRPV6, detektiert und mit einer erhéhten Proliferation und
Migration der Tumorzellen korreliert (Dhennin-Duthille et al., 2011; Ouadid-Ahidouch
et al, 2013). In einer Hochdurchsatz-RNA-Sequenzierung (RNA-Seq) von 11
verschiedenen Brusttumor-Gewebeproben sowie einer Transkriptomanalyse von 49
Brustkrebszelllinien wurde die Expressionshohe des TRPV1-lonenkanals in den
verschiedenen Proben analysiert und in die finf verschiedenen Brustkrebs-Subtypen
eingeordnet (Weber et al.,, 2016). Brustkrebs wird anhand von Gen- und
Proteinexpressionsprofilen in finf verschiedene Subtypen fir Mammakarzinome
klassifiziert: (i) Luminal A, Luminal B, (ii) Basal-like (BL), (iii) HER2-enriched, (iv)
Claudin-low (CL) und (v) normal-like (Prat & Perou, 2009) (Abb.9). Der TRPV1- und
der TRPM7-lonenkanal waren die einzigen Kanale, die in allen getesteten Proben
bzw. in allen Subtypen exprimiert waren. Die hochste Expression von TRPV1 wurde
in ,dreifach negativen“ Tumoren (TNBC = triple negative breast cancer; entweder BL
oder CL) detektiert; das sind ca. 15%-20% aller Brustkrebserkrankungen. Im
Vergleich dazu war in den Luminal-Subtypen die TRPV1-Expression etwas geringer
und in den basal-like / BRCAL1 (Breast Cancer 1)-mutierten Tumorzellen um mehr als
50% niedriger (Weber et al., 2016).
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Abbildung 9: Korrelation der Entwicklungsstadien der Brustdrisenzellen mit verschiedenen
Brustkrebssubtypen. Links ist die Entwicklung der normalen Brustdriisenzellen gezeigt. Die Mitte
zeigt die korrelierenden Brustkrebs-Subtypen. Die Expressionsmuster (luminal, claudin-low bzw.
mesenchymal und basal-like) sind als Gradienten auf der rechten Seite der Abbildung dargestelit.
Dreifach negative Karzinome (TNBC = triple negative breast cancer) werden auf molekularer Ebene
mehrheitlich den Subgruppen der basal-like (BL)- und Claudin-low (CL)-Mammakarzinome
zugeordnet. TBNC zeigen keine HER2-Uberexpression, keine Ostrogen- und Progesteron-
Rezeptorexpression, hohe Proliferationsraten und Metastasierung. 60 bis 80% der CL- bzw. BL-
Mammakarzinome sind dreifach negativ. (Prat & Perou, 2009)

Die in der Literatur beschriebenen Unterschiede der TRPV1-Expression in den
verschiedenen Brustkrebs-Subtypen weisen auf die Mdglichkeit hin, den TRPV1-
Kanal selektiv als Zielmolekil fur die Behandlung von Tumoren mit erhéhter TRPV1-
Expression zu nutzen. Allerdings hat der TRPV1-Agonist Capsaicin in einigen
Tumorzellen die Tumorprogression verstarkt, wahrend in anderen Tumorzellen
Apoptose und Zellzyklusarrest ausgelost wurde. Diese unterschiedlichen Effekte
kbnnten zum einen auf den oben genannten, verschiedenen Expressionshohen des
TRPV1-Kanals in Tumorzellen beruhen. Abhangig von der Expressionshdhe des
TRPV1-lonenkanals und der zugegebenen Konzentration von TRPV1-Agonisten
bzw. -Antagonisten des TRPV1 kodnnten verschiedene zellulare Signalwege
beeinflusst werden, die dann entweder zu starkerer Proliferation oder Apoptose in
den Tumorzellen fuhren kdnnten. Im Gegensatz dazu wurde gezeigt, dass Capsaicin
auch unabhangig von der Aktivierung des TRPV1-lonenkanals in Tumorzellen einen
Wachstumsarrest und Apoptose induziert als auch den EGFR/HER-2-Signalweg
inhibiert, der bei erhohter Aktivierung mit zunehmender Proliferation und

Metastasierung von Tumorzellen assoziiert ist (Thoennissen et al., 2010). Fir eine
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therapeutische Nutzung des TRPV1-lonenkanals ist es daher essentiell, die Wirkung
von Modulatoren des TRPV1-lonenkanals auf zellulare Prozesse umfassend
aufzuklaren und dabei die spezifische TRPV1-Expressionshéhe von Tumorzellen zu

bertcksichtigen.

1.2.4.2 Der TRPV1-lonenkanal als pharmakologisches Zielmolekil

Der TRPV1-lonenkanal spielt eine wichtige Rolle bei der Vermittlung der
korpereigenen Antwort auf verschiedenste Schmerzreize und wird daher zurzeit
Uberwiegend als Zielmolekdl fur die Entwicklung von Schmerzmitteln adressiert. Mit
zunehmenden Wissen der Funktion von TRPV1-lonenkandlen Uber die
Schmerzvermittlung hinaus gewinnt der TRPV1-Kanal in der Wirkstoffentwicklung
allerdings auch fir die Behandlung von Atemwegserkrankungen, Hautkrankheiten,
entziindlichen Darmerkrankungen, Diabetes und Blasenfunktionsstérungen an
Bedeutung (Tab.1). In der Schmerzmittelentwicklung konnten bisher nur
capsaicinhaltige Cremes und Hautpflaster fur die klinische Anwendung entwickelt
werden, die bei Patienten mit chronischen Schmerzen eingesetzt werden,
beispielsweise bei rheumatischer Arthritis, Muskelzerrung, Rickenschmerzen oder
Schmerzen aufgrund diabetischer Nervenschaden (Knotkova et al., 2008;
Baranidharan et al., 2013).

Tabelle 1: TRP-spezifische Wirkstoffe in klinischen Studienphasen (Kaneko & Szallasi, 2014).

Highest

development ClinicalTrials.gov
Action Drug Company Therapy Area status identifier
TRPV1 agonist capsaicin Not Assigned Pain Launched
TRPVI agonist NGX-4010 Aforda Therapeutics jnc/Astellas. Postherpenc neuralgia Laungched
Pharma |ng.
TRPV1 agonist Zucapsaicin, Sanofi-Aventis Canada Ing Osteoarthritis Registered
TRPV1 agonist Zucapsaicin, Winston Pharmaceuticals [ng Cluster headache. Phase 3 NCT00033839
TRPV1 agonist MCP-101 (resiniferatoxin Mt Cook Pharma Overactive bladder Phase 2 N/A
TRPV1 antagonist DWP-05195 Daewoong Pharmaceutical Co Ltd Neuropathic pain Phase 2 NCT01557010
TRPV1 antagonist XEN-D0501 Proxesica Ltd Overactive bladder Phase 2 N/A
TRPVI SIRNA SYL-1001 Sylenfis. Sau Ocular pain Phase 2 NCT01776658
TRPVI antagonist Mavatrep Johnson & Johnson Pharmaceutical Osteoarthritis/Pain Phase 1 NCT00933582
Research & Development LLC NCT01006304
TRPVI antagonist PHE-377 PharmEste SRL Neuropathic pain Phase | N/A
TRPV1 antagonist MR-1817 Mochida Pharmaceutical Co Ltd Pain Phase 1 NCT00960180
TRPVI antagonist PAC-14028 Pacific Pharmaceuticals Co Ltd Atopic dermatitis/IBD Phase 1 NCTO1638117
TRPVI antagonist SB-705498 GlaxoSmithKline plc Pruritus Phase 1 NCT01673529
TRPV3 antagonist GRC-15300 Glenmark Pharmaceuticals Ltd/Sanofi Neuropathic pain/Osteoarthritis Phase 2 NCT01463397
TRPMS8 agonist Menthol Not assigned Carpal tunnel syndrome/Neck N/A NCTO01716767
pain NCTO01542827
TRPMS8 agonist D-3263 Dendreqn. Corp Cancer Phase 1 NCT00839631
TRPA1 antagonist GRC-17536 Clenmark Pharmaceuticals Ltd Diabetic peripheral neuropathy/ Phase 2 NCT01726413
Respiratory disorders
TRPAT antagonist CB-625 Cubist Pharmaceuticals/Hydra inflammatory disease/ Pain Phase 1 N/A
Biosciences
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Die intraventse Gabe von Capsaicin zeigte im Tiermodell eine Reihe von
Nebenwirkungen auf die Herzschlagrate, Blutdruck, Atmung und andere Reflexwege,
weshalb keine weiteren, klinischen Studien durchgefihrt wurden und Capsaicin nur
ektoderm als Analgetikum angewendet wird (Wong & Gavva, 2009). Der Agonist
Resiniferatoxin befindet sich aktuell in Kklinischen Studien zur Behandlung von
krebsassoziierten chronischen Schmerzen (NCT00804154). Ein grof3er Nachteil von
TRPV1-Agonisten in der Schmerztherapie ist die Auslosung eines Initialschmerzes,
da die lonenkandle zunachst mit einer Schmerzweiterleitung auf die Agonisten
reagieren und erst im Anschluss die Desensibilisierung zur Linderung fihrt (Cui et
al., 2016). Neben TRPV1-Agonisten wurde daher ebenso eine Reihe von
niedermolekularen Substanzen als potenzielle TRPV1-Antagonisten entwickelt und
deren Einsatz als Analgetika getestet. Die verschiedenen Antagonisten,
beispielsweise SB-705498 (GlaxoSmithKline), AMG517 (Amgen), AZD1386
(AstraZeneca), GRC-6211 (Lilly/Glenmark), MK-2295 (Merck/Neurogen), ABT-102
(Abbott) and PHE377 (PharmEste) wurden in den klinischen Phasen | und 1l validiert,
zeigten aber zum Teil nicht akzeptable Nebenwirkungen wie Fieber oder verzdgerte
Hitzesensibilitat, die das Risiko von Verbrihungen stark erhdhte (Moran et al., 2011;
Brederson et al., 2013). Die Weiterentwicklung dieser Antagonisten fiihrte zwar zu
einer reduzierten Hyperthermie, eine klinische Anwendung konnte aber bisher nicht
erreicht werden (Carnevale & Rohacs, 2016). Das synthetisch hergestellte
Capsazepine zeigte im Tiermodell eine schmerzlindernde Wirkung, allerdings war
insgesamt die Potenz und die Spezifitat fir TRPV1 zu gering (Docherty et al., 1997,
Liu & Simon, 1997; Cui et al., 2016).

Die funktionellen Eigenschaften der TRP-lonenkanale und ihre Assoziation mit
erhohter oder verringerter Expression in verschiedenen Tumoren erdffnen
verschiedene Mdglichkeiten, die lonenkanéle zukinftig auch fir pharmakologische
Strategien in der Krebstherapie zu nutzen. Eine Strategie beruht in der Aktivierung
von lonenkanalen, um uber einen Ca?*- bzw. Na*-Influx die intrazellulare Calcium-
bzw. Natriumkonzentration ([Ca®];; [Na']) in den Tumorzellen dauerhaft zu erhéhen,
was zu Apoptose und Nekrose der Zellen fihrt. Fir diese Strategie kommen
allerdings nur Tumoren in Betracht, die eine tumorspezifische Expression bzw.
Aktivierbarkeit eines bestimmten TRP-lonenkanals aufweisen. Eine uber selektive

Aktivierung von lonenkandlen induzierbare Apoptose ware therapeutisch wertvoll, da
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in vielen Tumorarten, beispielsweise in androgen-insensitiven Prostatakarzinomen,
die normalen apoptotischen Signalwege inhibiert sind. In diesem Zusammenhang
konnte in Zellen des Pankreaskarzinoms durch Behandlung mit dem TRPV1-
spezifischen Agonisten Resiniferatoxin eine dauerhafte Erhdhung von [Ca®']; und
[Na']; erreicht werden, was zu einer Hemmung der mitochondrialen Funktionen sowie

Induktion von Apoptose in den Tumorzellen flhrte (Hartel et al., 2006).

Ein anderer pharmakologischer Ansatz verfolgt das Ziel, die selektiv erhohte
Expression einiger lonenkanale in Tumorzellen therapeutisch zu nutzen. Uber diese
Kanale kdnnen gezielt chemotherapeutische Wirkstoffe in die Zellen eingeschleust
werden, die direkt zum Zelltod fuhren. Die Bindung der Wirkstoffe an das TRP-
Protein kann tber die Kopplung an einen starken Agonisten oder einen spezifischen
anti-TRP-Antikorper erreicht werden. Diese Strategie wurde in ,Triple Negative®
Brustkrebszellen, die den TRPV2-lonenkanal erhoht exprimieren, angewendet. Uber
die Aktivierung des TRPV2-Kanals wurde eine verbesserte Aufnahme  des
Chemotherapeutikums Doxorubicin in den Tumorzellen erreicht, was in einer
erhohten Apoptoserate resultierte (Elbaz et al., 2016). Ein weiterer Ansatzpunkt ist
die Nutzung aktivierter Kanale zur gezielten Einschleusung von Wirkstoffen in die
Krebszellen. QX-314, ein Natriumkanalblocker, wurde durch die Aktivierung von
TRPV1 mit Capsaicin durch die Kanalpore in das Zellinnere geschleust.
Spannungsabhéangige Natriumkanale wurden blockiert und die Entstehung von
Aktionspotenzialen inhibiert (Puopolo et al., 2013).

Trotz der Entwicklung und Synthese vieler TRPV1-Modulatoren sind bis auf
capsaicin-haltige Cremes und Pflaster bisher keine TRPV-spezifischen Wirkstoffe fur
die klinische Routine einsetzbar. Da der TRPV1-lonenkanal Uber seine Rolle bei der
Schmerzempfindung hinaus in vielen Krankheiten, wie beispielsweise Krebs,
Diabetes, Inkontinenz, und Arthritis, involviert ist, stellt der lonenkanal weiterhin ein
attraktives pharmakologisches Zielmolekll fur die ldentifizierung und Validierung
neuer Aktivatoren und Inhibitoren dar. Dazu werden zellbasierte Assays und
Zellmodelle bendtigt, mit denen sowohl auf Einzelzellebene als auch im
Hochdurchsatzverfahren neue TRPV1-Wirkstoffe identifiziert und validiert werden
kénnen. Der Einsatz von 3D-Zellkulturmodellen kann dabei eine in-vivo-ndhere

Validierung potenzieller Wirkstoffe unterstitzen.

20



Einleitung

1.3 Entwicklung zelluléarer Testsysteme fur die Wirkstoffentwicklung

Fur die Entwicklung eines zell-basierten Assay-Systems muss das Zellmodell das
pharmakologische Zielmolekul funktionell exprimieren. Zusatzlich kann das
Zellmodell so gewahlt werden, dass die in-vivo-Situation méglichst gut abgebildet
wird. Dartber hinaus mussen die Zellmodelle fiir eine Anpassung an HTS-Verfahren
geeignet sein, beispielsweise an Mikrotiterplatten-Formate (= 96 Wells), mit denen
umfangreich Substanzbibliotheken von bis zu 10° Proben analysiert werden kénnen
(Abb. 10) (Sittampalam et al., 2004; Chen, 2010).

Bestimmung vorausgehender Assay-Konditionen und Design
(basierend auf Literaturreferenzen, vorheriger entwickelten Assays, ...)

/ } AN

Zelllinienentwicklung Mikroplattenreader-basierte Auswahl Mikrotiterplatte
Bestimmung geeigneter Zelllinie Optimierungen 96-, 384, 1536-Wells

Herstellung von Zelllinien, die das Zieltarget (z.B. Kalibrierungs- und Leistungscheck Coating der Wells (z.B. poly-D-Lysin)
lonenkanal) Uberexprimieren Temperaturkontrolle Transparente oder schwarze Wells
Anpassung Zellkultur Bedingungen »Liguid handling“-Kalibrierung Zellaussaat-Optimierung
Zellkulturmedium und Kulturbedingungen .Read-out“-Konditionen

(Temperatur, Stabilitat)
Aussaatmedium
Zelldichte bei Aussaat

N \,

Assay-Entwicklung und Optimierung

Konzentration und Beladungszeit des lonenindikators
Zugabe-Volumen von Agonisten/Compounds/Kontrollpuffern
Bestimmung mdglicher Vorinkubationszeiten (z.B. bei
Antagonisten)

Fokus und Signalverstérkung des Mikroplattenreaders

Jop-“ oder ,bottom-read“-Modus

Optimierung Zelldichte

Stabilisierung des extrazellularen pH-Werts

Stabilisierung der Indikatorkonzentration wahrend der
Messung

v

Assay-Validierung (Vor-Studie)

Qualitat des entwickelten Assays (Z'-Faktor)
Reproduzierbarkeit von Dosis-Wirkungs-Beziehungen (ECxg
bzw. IC5;) bekannter Agonisten und Antagonisten
Entwicklung von detaillierten Versuchsvorschriften

Abbildung 10: Schematische Darstellung der Entwicklung eines fluoreszenzbasierten
zellularen Assays (modifiziert nach Arkin et al., 2004)

lonenkanéle sind aufgrund ihrer physiologischen Funktionen attraktive Zielmolekile
fur die Wirkstoffentwicklung (Curran & Mohler, 2015; Yu et al., 2016). Sie gehéren zu
der drittgrof3ten Zielgruppe fir die Entwicklung pharmakologischer Wirkstoffe. Zu den

Vorteilen, lonenkanéle als Therapieziele zu nutzen, zéhlen ihre leichte Zuganglichkeit
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(die meisten lonenkanale sind von der Aul3enseite der Zellen zuganglich), die
Existenz in der Natur vorkommender selektiver Blocker, die als Modellstrukturen fur
Therapeutika dienen kdnnen, und die Mdglichkeit, ihre Funktion aul3erst genau, d.h.
auf der Ebene eines einzelnen Molekils, und in Echtzeit Uber elektrophysiologische

Verfahren messen zu kdnnen.

In der Entwicklung pharmakologischer, zellbasierter Testsysteme fir lonenkanéle
sind verschiedene Technologien etabliert, um Anderungen der intrazellularen
lonenkonzentrationen nach Aktivierung der Kanéle durch potenzielle Wirkstoffe zu

messen.

Die elektrophysiologisch-basierte Patch Clamp-Technik wird als ,Gold Standard® der
lonenkanal-Forschung beschrieben, da damit direkt lonenkanalstréme einzelner
Zellen als auch einzelner lonenkanale gemessen werden koénnen (Yajuan et al.,
2012; Yu et al., 2016). Aufgrund niedriger Durchsatzraten bei hohem Zeitaufwand
und damit verbundenen Personalkosten gilt sie aber als ungeeignet fir
Hochdurchsatz-Verfahren (HTS, High Throughput Screening). Fluoreszenzbasierte
Methoden messen dagegen entweder Membranpotenzial- oder lonenkonzentration-
abhangige Anderungen der Fluoreszenzeigenschaften von Indikatormolekiilen (Yu et
al.,, 2016). Die Verwendung von lonen-spezifischen Fluoreszenzfarbstoffen in
Verbindung mit geeigneten Zellmodellen ermdglicht eine zielgerichtete Entwicklung
von zellbasierten Assays fur Wirkstoffentwicklung in hohem Durchsatz (Yu et al.,
2016; Heusinkveld & Westerink, 2011). Zellbasierte Assays werden eingesetzt, um
Substanzbibliotheken nach neuen lonenkanal-Modulatoren zu durchmustern sowie
identifzierte Substanzen als potentielle Wirkstoffe zu validieren. Beispielsweise
wurde mit einem FLIPR (Fluorimetric Imaging Plate Reader)-Assay unter
Verwendung einer humanen Zelllinie, HEK293 mit konstitutiver TRPV1-Expression,
aus einer Substanzbibliothek der TRPV1-Antagonist SB-366791 identifiziert und
charakterisiert (Gunthorpe et al., 2004).

Insgesamt stellen zellbasierte Testsysteme biologische Mechanismen im zellularen
Kontext realistischer nach als zellfreie Systeme und erlauben dadurch Wirkstoff-

Screening-Verfahren nahe der in-vivo-Situation.
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1.3.1 Zellmodelle mit Tetrazyklin-regulierbarer Genexpression

Die heterologe Expression eines Zielmolekuls kann transient, konstitutiv oder
regulierbar erfolgen. Heterologe, regulierbare Expressionssysteme haben den
Vorteil, dass die Transkription eines Zielmolekils gewebe- und zeitabhangig
gesteuert werden kann. Somit kann ein Zielmolekul in der Zelle beliebig aktiviert oder
deaktiviert werden, wodurch beispielsweise Informationen tGber zusammenhangende
Funktionsnetzwerke von Proteinen und deren Ansprechen auf einen Wirkstoff
erhalten werden konnen. Die regulierbare Expression ermoglicht dartber hinaus
auch die Expression von Proteinen, die fir die Wirtszelle toxisch sind.

In einem standardisierten zellbasierten Testsystem fur Wirkstoffe ist es vorteilhaft ein
Regulationssystem zu nutzen, das (i) keine endogen kodierten Gene aktiviert, (ii) bei
maximal induzierter Expression moglichst keine bzw. nur eine geringe
Basalexpression besitzt, (iii) einen universell zellgangigen Induktor mit hoher Affinitat
und Spezifitat einsetzt und (iv) effizient in verschiedenen Zelltypen und Organismen
zu induzieren ist. Es sind verschiedene Expressionssysteme entwickelt, die eine
regulierbare Expression von Transgenen in Saugetierzellen erlaubt. Alle Systeme
beruhen auf der Induktion einer Transkriptions-Aktivierungsdoméne durch chemische
Molekille, wie Dbeispielsweise dem Antibiotikum Tetrazyklin im Tet-On/Tet-Off-
System, dem Insekten-Steroid Ecdyson im Ecdyson-reguliertem Expressionssystem
,LComplete Control“, dem Antiprogesteron Mifepriston im GeneSwitch™ oder dem

Antibiotikum Rapamycin im iDimerize™ System (Clackson, 2000).

Regulierbare Expressionssysteme werden umfassend in Studien der funktionellen
Genomik (Welman et al., 2007), der Gentherapie (Goverdhana et al., 2005), in
Tiermodellen oder Zellmodellen humaner Krankheiten (Rios et al., 2014) oder in der
Produktion biopharmazeutischer Proteine (Jones et al., 2005) eingesetzt. Eine
weltweit genutzte und Uber Jahrzehnte weiterentwickelte Technologie zur regulierten
Genexpression in Saugerzellen ist das tetrazyklin-abhé&ngige Regulationssystem
(Tet-System). Aufgrund seiner hohen Effizienz in vielen Zelltypen und Organismen,
seiner geringen Basalexpression, starker induzierter Expression, sowie zeitlicher und
quantitativer Modulierbarkeit der Expression gehort es zu den weitverbreitetsten

Genexpressionsystemen.
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Die Komponenten des Tet-Systems stammen aus dem Tetrazyklin-Operon des
Enterobakteriums Escherichia coli (Gossen & Bujard, 1992). In Abwesenheit des
Antibiotikums Tetrazyklin bindet ein Repressorprotein TetR an die Operatorsequenz
(tetO) in der Promotorregion des Resistenzgens tetA, wodurch die Expression des
Resistenzgens inhibiert wird. Die Diffusion des Tetrazyklins in das Cytoplasma des
Bakteriums fuhrt zur Bildung eines Tetrazyklin-TetR-Komplexes. Daraus resultieren
die  Konformationsanderung des Repressors und der Verlust der
Operatorbindefahigkeit. In Folge dessen wird tetA exprimiert und der produzierte
membranstandige Antiporter schleust das Antibiotikum im Austausch gegen ein
Proton aus dem Bakterium (Abb. 11) (Hillen & Berens, 1994; Saenger et al., 2000).

Die hohe Bindespezifitat des prokaryotischen Repressors an die Operatordomé&nen
und die damit verbundene geringe Basalexpression des Resistenzgens bildeten die
Grundlage zur Entwicklung eines induzierbaren Genexpressionssystems in
Eukaryoten. Der TetR-Repressor wurde mit der VP-16-Transaktivierungsdomane des
Herpes Simplex Virus 1 fusioniert, um einen eukaryotischen Transaktivator tTA zu
entwickeln. Zur Herstellung von Promotoren, die von dem Transaktivator tTA aktiviert
werden konnen, wurde die Enhancer-Region des humanen Cytomegalovirus
Promotors deletiert und mehrere tetO-Sequenzen eingefiugt (Gossen & Bujard,
1992). In Abwesenheit von Tetrazyklin bindet der Transaktivator spezifisch an die
tetO-Sequenzen des minimalen Promotors und eine Transkription des
nachgeschalteten Gens findet statt. Ist Tetrazyklin vorhanden, bildet es einen
Komplex mit dem Transaktivator, wodurch dieser seine Bindefahigkeit an die
Operator-Sequenzen verliert und ein Transkriptionsstop resultiert. Dieses 1992 von
Gossen und Bujard entwickelte tetrazyklin-induzierbare Expressionssystem wird
heute als Tet-Off-System bezeichnet (Abb. 11, links). Vier Punktmutationen innerhalb
der TetR-Untereinheit des Transaktivators flhrten zu einer kompletten Umkehrung
des tetO-Bindungsverhaltens. Die Zugabe von Tetrazyklin resultierte in der
spezifischen Bindung des rtTA-Transaktivators an die tetO-Sequenzen und in der
Transkription, wohingegen die Abwesenheit von Tetrazyklin zu einem
Transkriptionsstopp fuhrt (Gossen et al., 1995). Dieses System wird als Tet-On-
System bezeichnet (Abb. 11, rechts).
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Abbildung 11: Schematische Darstellung der Regulation der Genexpression in Tet-Off- und Tet-
On-Systemen (Hillen & Berens, 2002) Links Tet-Off-System: In Abwesenheit von Doxyzyklin, einem
stabileren Tetrazyklin-Derivat, (gelbe Kreise) bindet der tTA Transaktivator (rot-griin-grauer Komplex
aus TetR, Bindedomé&ne und Aktivierungsdoméne) an die tetO-Sequenzen (blaue Rechtecke)
stromaufwarts der TATA-Box und die Transkription wird gestartet. Nach Zugabe von Doxyzyklin bindet
dieses an tTA und der Komplex l6st sich vom Operator. Eine Transkription findet nicht statt. Rechts
Tet-On-System: rtTA bindet in Anwesenheit von Doxyzyklin an die tetO-Sequenzen und die
Gentranskription startet. Ohne Doxyzyklin bindet der Transaktivator nicht an die Promotorregion und
es findet keine Transkription statt.

Weitere genetische Modifikationen des rtTA-Transaktivators sowie des
Minimalpromotors fihrten zur Entwicklung des Tet-On 3G-Systems, welches in
dieser Arbeit zur Herstellung induzierbarer Zellmodelle genutzt wurde. Der Tet-On
3G-Transaktivator ist ein Fusionsprodukt des genetisch modifizierten bakteriellen
TetR-Repressors mit drei  Minimal-VP-16-Transaktivierungsdoméanen.  Dies
ermdglicht eine sehr hohe maximale Expression bei gleichzeitig sehr geringer
Doxyzyklin-Zugabe im Vergleich zu Vorganger-Systemen (Zhou et al., 2006). Der
induzierbare Minimalpromotor pTRE3G enthalt sieben Wiederholungen der 19bp
langen tetO-Operatorsequenzen, die stromaufwarts eines genetisch modifizierten
CMV-Minimalpromotors lokalisiert sind. Durch die Mutationen des Promotors kdnnen
endogene Transkriptionsfaktoren der Saugetierzellen schlecht bzw. gar nicht binden,

wodurch die Basalexpression auf ein Minimum reduziert wird (Loew et al., 2010).

1.3.2 3D-Zellkulturen in der Wirkstoffentwicklung

Der Grof3teil heutiger in-vitro-Modelle basiert auf Zellen, die als zweidimensionale
(2D) Monolayer in planaren Glas- oder Plastikgefal3en kultiviert werden (Edmondson

et al., 2014). In Geweben sind Zellen von anderen Zellen und extrazellularer Matrix

25



Einleitung

(ECM) umgeben. 2D-kultivierte Zellen adhé&rieren dagegen auf einem festen
Untergrund und werden von dem umgebenden Medium gleichm&fR3ig mit Nahrstoffen
und Wachstumsfaktoren versorgt (Tibbitt & Anseth, 2009). Durch den regelmaligen
Medienwechsel in der 2D-Zellkultur werden nekrotische vom Untergrund abgeldste
Zellen entfernt, wodurch die Population vorwiegend aus proliferierenden Zellen
besteht (Edmondson et al., 2014). Die Zellmorphologie zweidimensional kultivierter
Zellen weist eine flache Form auf, wodurch der Aufbau des Zytoskeletts und die
Form des Nukleus verandert sein kann und dies zu einer Modifikation der
Genexpression und Proteinsynthese fuhrt (Vergani et al., 2004; Thomas et al., 2002).
Eine Kultivierung der Zellen in dreidimensionalen (3D)-Zellkultursystemen reflektiert
die physiologischen in-vivo-Bedingungen besser als die traditionellen 2D-
Kultursysteme. Die Zellen bilden Zell-Zell- und Zell-ECM-Kontakte und wachsen als
Aggregate oder kompakte Sphéaroide. Sie entwickeln ihre natirliche Morphologie
entsprechend der Zellmorphologie im Gewebe oder Organ. 3D-Zellkulturen finden in
der Wirkstoffentwicklung eine immer breitere Anwendung. Zur Herstellung von 3D-

Kulturen werden verschiedene Techniken angewandt (Abb.12).

a) Forced floating b) Hanging drop

Centrifugation step {o:o: »

27 Non-adhesive coating ® Cells in suspension Cell spheroid in hanging drop

c) Agitation based

Abbildung 12: Methoden zur 3D-Kultivierung von Zellen. (Knight & Przyborski, 2015; Breslin &
O'Driscoll, 2013)

Der hauptsachliche methodische Unterschied bei der 3D-Zellkultivierung beruht

darin, ob die Zellen in einer dreidimensionalen Tragerstruktur (Scaffold) angesiedelt
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oder ohne Tragermaterial zu einem hochdichten dreidimensionalen Zellaggregat
bzw. Spharoid geformt werden.

Bei den ,forced-floating“-Techniken (Abb.12a) werden Einzelzellsuspensionen in
KulturgefaRen mit spezieller Oberflachenbeschichtung ausgesat, die eine Adhéarenz
der Zellen verhindert. Nach einem Zentrifugationsschritt bilden sich Zell-Zell-Kontakte
aus, wodurch Zellaggregate bzw. Sphéaroide (Abb.13) resultieren (lvascu & Kubbies,
2006). Eine Beschichtung der Mikrotiterplatten mit dem Polymer Poly-HEMA oder mit
Agarose verhindert die Adh&sion von Zellen (Friedrich et al., 2009; Ivascu & Kubbies,
2007). ULA-(Corning)- oder Lipidure-COAT-(AmsBIO)-Platten sind durch die
Beschichtung mit hydrophilen, zellabweisenden Polymeren gekennzeichnet. Durch
die Aussaat bestimmter Zellzahlen pro Well ist die Grof3e der Spharoide modulierbar

als auch reproduzierbar.
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1) Lockere Zellaggregate 2) Verzégerungsphase 3) Kompaktierung
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Integrin-EZM AE::::'::::" Cadherin
Bindung
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lnoffo —— Proliferierende Zellen

—— Ruhende Zellen
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Abbildung 13: Schematische Darstellung des Aufbaus eines Spharoids. A) Unterteilung der
Sphéaroid-Bildung in drei Phasen: 1) Generierung von lockeren Zellaggregaten tber Integrin-ECM-
Bindung, 2) Cadherin-Expression und -Akkumulation, 3) Formierung eines kompakten Spharoids
durch Cadherin-Cadherin Wechselwirkung. B) Grofienbestimmung eines Sphéaroids. C) Aufgrund der
Diffusionsgradienten entsteht ein nekrotischer Kern, umgeben von lebenden ruhenden Zellen und
einer aulReren Schicht proliferierender Zellen (veréandert nach Lin & Chang, 2008).

Die Sphéaroide sind leicht zuganglich fur Einzelspharoid-Untersuchungen und kénnen
gleichzeitig in Mikrotiterplatten-basierten Hochdurchsatz-Verfahren genutzt werden
(Friedrich et al., 2009; Breslin & O'Driscoll, 2013).

Die ,hanging-drop“-Methode (Abb.12b) ist eine weitere Technik zur Generierung von

Spharoiden. Einzelzellen werden in einem Tropfen Zellkulturmedium an den Deckel
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einer Zellkulturschale platziert, dieser wird vorsichtig umgedreht. In Folge der
Schwerkraft akkumulieren die Zellen am tiefsten Punkt des Tropfens und bilden
Sphéaroide (Kelm et al., 2003). Mit dieser Technik kann ebenfalls in Abh&ngigkeit der
eingesetzten Zellzahl die SpharoidgroRe variiert werden. Ein Nachteil dieser
Methode ist die Schwierigkeit, Medienwechsel durchzufiihren und die maximale
GrolR3e des Tropfens von circa 50ul (Kurosawa, 2007).

Bei der Anwendung von ,Agitation-based“-Techniken (Abb.12c) wird die
Einzelzellsuspension in standiger Rotation und Bewegung gehalten, so dass die
Zellen in Suspension bleiben und dabei Zell-Zell-Kontakte ausbilden kénnen. Diese
fuhren zur Generierung einer grofRen Anzahl nicht gleichférmiger Spharoide.
Aufgrund der standigen Rotation sind die Zellen Scherkraften ausgesetzt, die sich

auf die Zellphysiologie auswirken kénnen (Lin & Chang, 2008).

Eine weitere 3D-Kultivierungsmethode beruht auf der Einbettung der Zellen in
Matrices, die ECM-ahnliche Eigenschaften und -Proteinzusammensetzung aufweisen
(Abb.12d). Die Zellen organisieren sich in gewebetypischen Strukturen (Kleinman &
Martin, 2005). Die Matrices kdnnen aus natirlichen Biomaterialien wie Collagen oder
Fibrin bestehen (Baharvand et al., 2006; Willerth et al., 2006). Naturliche
Biomaterialien sind biologisch abbaubar, was vorteilhaft im Bereich des Tissue-
Engineerings ist, in der in-vitro-Forschung allerdings unerwiinscht sein kann (Knight
& Przyborski, 2015). Ein Nachteil sind die Qualitatsschwankungen und die
Moglichkeit, dass Matrices tierischen Ursprungs mit Viren kontaminiert sein kénnen.
Beim Einsatz synthetischer Matrices ist die chemische Zusammensetzung genau
definiert und die mechanischen Eigenschaften modulierbar. Durch das Fehlen von
Adhésionsmolekilen ist eine zusatzliche Beschichtung mit ECM-Proteinen ndotig
(Knight & Przyborski, 2015).

Alternativ werden 3D-Zellkulturen auch mit Hilfe von festen Tragerstrukturen
(Scaffolds) generiert (Abb.12e). Die Scaffolds sind portés oder faserig und werden
unter anderen aus Bioglas, Biokeramik oder Titan hergestellt (van den Dolder et al.,
2003; Lu et al., 2003). Die Zellen werden in die Geruste eingesét und wachsen zu
gewebe-ahnlichen Strukturen heran. Spezielle Mikrostrukturen fir die 3D-
Zellkultivierung kdnnen Laser-basiert hergestellt werden, in denen Einzelzellen unter

in-vivo-ahnlichen Bedingungen kultiviert werden kénnen (Klein et al., 2010).
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In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass im Gegensatz zu 2D-Zellkulturen Zellen
in 3D-Kultur in vielen Aspekten ihre gewebephysiologischen Eigenschaften
beibehalten, beispielsweise hinsichtlich Morphologie, Genexpression,
Signaltransduktion, Polarisation, Apoptose, Migration und Proliferation sowie
Sensitivtat gegentber Wirkstoffen (Pampaloni et al., 2007; Shield et al., 2009;
Zietarska et al., 2007). Beispielsweise zeigten 3D-Spharoide des Ovarialkarzinoms
nach Behandlung mit Paclitaxel eine Uberlebensrate von 40-60%. In Monolayer-
Zellen wurde dagegen eine Uberlebensrate von 20% detektiert (Loessner et al.,
2010). Bei einer Analyse von sechs anti-Tumor-Wirkstoffen in Darmkrebszellen
zeigten die 3D-Sphéroide ebenfalls eine hohere Resistenz gegenuber den
Substanzen als die Monolayer-Zellen (Karlsson et al., 2012). In zellbasierten Assays,
die zur Wirkstoffprifung und Screenings neuer Medikamente verwendet werden,
konnte der Einsatz von 3D-Kultursystemen die Effizienz der Identifizierung
geeigneter Molekile und Wirkstoffe im Vergleich zur 2D-Kultur erhéhen (Breslin &
O'Driscoll, 2013).

1.6 Zielsetzung der Arbeit

TRPV1-lonenkandle sind zellulare Sensoren und Effektoren, die eine Vielzahl von
zellularen Signalkaskaden steuern. Pathologisch veranderte TRPV1-Funktionen
stehen offensichtlich mit verschiedenen menschlichen Erkrankungen, wie
beispielsweise Atemwegserkrankungen, Diabetes, Hautkrankheiten, entziindliche
Darmerkrankungen, Blasenfunktionsstdrungen und Tumoren im Zusammenhang.
Daher wurde der TRPV1-lonenkanal jenseits seiner Bedeutung fur die Entwicklung
neuer Analgetika auch als vielversprechende therapeutische Zielstruktur fir weitere
Erkrankungen identifiziert. Haupthindernisse in der Entwicklung erfolgreicher TRPV1-
spezifischer Medikamente beruhten bisher in nicht tolerierbaren pharmakologischen
Nebenwirkungen der identifizierten Agonisten und Antagonisten als auch in einer zu
geringen TRPV1-Selektivitat. Aufgrund dessen stehen zurzeit weder TRPV1-
spezifische  Analgetka noch  TRPV1-Modulatoren  fur  die klinische
Routineanwendung zur Verfigung. Die Identifizierung und Validierung neuer TRPV1-

spezifischer, pharmakologisch aktiver Substanzen ist daher essentiell, um das
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therapeutische Potenzial des TRPV1-lonenkanals zukunftig nutzen zu kdnnen. Dazu
eignen sich insbesondere Screening-Verfahren mit zellbasierten Testsystemen, in
denen das Zielprotein funktionell exprimiert ist und die Zellreaktion auf
pharmakologisch aktive Substanzen direkt analysiert werden kann.

In diesem Zusammenhang war das Ziel der vorliegenden Dissertation die
Entwicklung von zellbasierten Testsystemen (zellulare Assays), die fir eine
zielgerichtete Wirkstofffindung und —validierung von neuen, potenziellen Modulatoren
des humanen TRPV1-lonenkanals genutzt werden kdénnen. Der zellulare Assay flr
die Wirkstofffindung sollte fur Einzelzellanalysen als auch Hochdurchsatz-Screening-
Verfahren einsetzbar sein und dazu folgende Anforderungen umsetzen: (i) das
Zielmolekil hTRPV1 sollte in CHO-K1-Zellen regulierbar exprimiert werden, um
unterschiedliche Expressionshéhen von hTRPV1-lonenkandlen in den Zellen
darstellen und davon beeinflusste Wirkstoffeffekte analysieren zu konnen, (ii) das
hTRPV1-Gen sollte als fluoreszentes Fusionsprotein exprimiert werden, um die
Expression als auch die Lokalisation der TRPV1-Kandle dberprifen und
quantifizieren zu koénnen, (iii) die pharmakologische Wirksamkeit getesteter
Substanzen zur Aktivierung bzw. Inhibierung der TRPV1-Kanéle sollte schnell und
direkt Uber eine Fluoreszenz-basierte Messmethode erfasst werden, die eine
Quantifizierung der intrazellularen Calciumkonzentration ermdglicht, (iv) der zellulare
Assay sollte in 96-Well-Mikrotiterplatten etabliert werden und einen Z‘-Faktor
aufweisen, der einen sinnvollen Einsatz in Hochdurchsatzverfahren erlaubt. Der
zweite Teil der Arbeit zielte auf die Etablierung eines krankheitsrelevanten, zellularen
Testsystems fur Brustkrebs, das eine Bewertung der biologischen Aktivitat von
selektionierten TRPV1-Agonisten und -Antagonisten in Brustkrebszelllinien mit
endogener TRPV1-Expression ermoéglichen sollte. Die Wirksamkeit der getesteten
Substanzen sollte tber die Anderung der intrazellularen Calcium-Konzentration
gemessen werden. Die Analyse sollte in verschiedenen Zelllinien erfolgen, die die
verschiedenen Brustkrebs-Subtypen repréasentieren. Damit einhergehend sollte der
TRPV1-lonenkanal als potenzielles therapeutisches Zielmolekil fur Brustkrebs
verifiziert werden.

Beide =zellularen Testsysteme, der CHO-Assay mit heterologer als auch der
Brustkrebs-Assay mit endogener TRPV1-Expression, sollten als 2D- und 3D-
Zellkultursysteme entwickelt werden. 3D-Zellkulturmodelle er6ffnen im Vergleich zu
Monolayer-Zellmodellen neue Mdglichkeiten, aussagekraftigere in-vitro-Testsysteme
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fur die Wirkstoffentwicklung und Substanzprufung zur Verfigung zu stellen. Im
Rahmen dieser Arbeit sollten Spharoid-Kulturen als 3D-Zellmodelle im 96-Well-
Mikrotiterplatten-Format entwickelt und eine daflr geeignete Analysemethode
etabliert werden, mit der Effekte von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen auf die
intrazellulare Ca?*-Konzentration direkt im intakten Spharoid messbar sind. Der
Vergleich von 2D-Monolayer-Zellmodell und 3D-Sphéaroidmodell sollte anhand von

Wirksamkeitsanalysen bekannter Agonisten und Antagonisten erfolgen.
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2. MATERIAL & METHODEN:

2.1 Materialien
2.1.1 Gerate

Tabelle 2: Gerateliste

Name

Hersteller

Autoklav VX-150 und 2540 EL

Systec GmbH, Wettenberg

Axio Cam HRm Kamera

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Begasungsbrutschrank HERAcell

Thermos Fisher Scientific, USA

Eismaschine ZBE 30-10

Ziegra, Hannover

ELB00 Absorbance Microplate Reader

Bio-Tek Instruments, USA

Elektrophorese Power Supply PowerPACTM

BioRad, Miinchen

Elektrophorese System Mini-PROTEAN ®

BioRad, Miinchen

Feinwaage Kern 770

Kern & Sohn GmbH, Balingen

Geldokumentationssystem, Gel Doc 1000

BioRad, Miinchen

Grobwaage Kern 440-47

Kern & Sohn GmbH, Balingen

ImagEM C9100-13, EM-CCD Camera

Hamamatsu Photonics, Japan

Inverses Mikroskop Axiovert 200M

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Inverses Mikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss AG, Oberkochen

Kryobehalter ARPEGE 110

Air Liquide, Dusseldorf,

Kryostat Leica CM3050 S

Leica, Wetzlar

Kuhl -und Gefrierschrank (+4°C, -20°C)

Liebherr, NUrnberg

Kuhl-Standzentrifuge ZK 380

Hermle Labortechnik, Wehingen

Kuhlzentrifuge 5417R

Eppendorf, Hamburg

Lumi Imager-F1TM

Roche Diagnostics, Schweiz

Magnetruhrer IKA MAGRH

IKA Labortechnik, Staufen,

Mikroplatten-Reader CLARIOstar®

BMG Labtech, Ortenberg

Multifuge 3SR+

Heraeus Instruments, Hanau

pH-Meter 765 Calimatic

Knick GmbH & CO. KG, Berlin
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Reinstwasseranlage Milli-Q®

Merck Millipore, Darmstadt

Spectrophotometer, Nanodrop ND-1000

Thermo Fisher Scientific, USA

Sterilwerkbank HERAsafe®

Thermo Fisher Scientific, USA

Thermal Cycler

Techne Inc., USA

Thermomixer compact

Eppendorf, Hamburg

Tiefkihlschrank (-80°C)

Sanyo, Osaka, Japan

2.1.2 Chemikalien und Reagenzien

Tabelle 3: Bendtigte Chemikalien und Reagenzien

Name

Hersteller

Agarose

Electran, USA

29% Acryl- 1% Bisacrylamid

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

AMG-9810 Cayman Chemical, USA
APS Applichem, Darmstadt
BCTC Cayman Chemical, USA

B-Mercaptoethanol

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Bromphenolblau

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

CaCIZ 6 HQO

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Capsaicin

Cayman Chemical, USA

Capsazepine

Cayman Chemical, USA

CAPSO

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

D-Glukose, Monohydrat

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

DMSO Applichem, Darmstadt

dNTPs New England Biolabs, Frankfurt a.M.
Doxyzyklin PAA Laboratories, Egelsbach

EDTA Sigma Aldrich, Minchen

Ethanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Essigséaure Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
FCS Capricorn Scientific, Ebsdorfergrund
Fluo-8®-AM AAT-Bioquest, USA

33




Material & Methoden

FuGene HD

Promega, Mannheim

Gefriereinbettmedium OCT

Leica, Wetzlar

GelRed

Biotium, USA

Geneticin (G418)

PAA Laboratories, Egelsbach

Glycin Applichem, Darmstadt
Glycerin Applichem, Darmstadt
HEPES Applichem, Darmstadt
Hoechst33342 Life Technologies, Carlsbad

Hygromycin B

PAA Laboratories, Egelsbach

Isopropanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
KCI Applichem, Darmstadt
KH,PO, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Methanol Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
MgCl, « 6 H,O Applichem, Darmstadt

Magermilchpulver

Applichem, Darmstadt

Mowiol Sigma Aldrich, Minchen
NaCl Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
NaOH Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Na,HPO, Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
NOD Sigma Aldrich, Minchen

Nonidet® P40

Sigma Aldrich, Miinchen

PFA

Sigma Aldrich, Minchen

Pfusion Polymerase

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

PMSF

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

Probenecid

Sigma Aldrich, Minchen

Propidium lodid

Sigma Aldrich, Miinchen

Resiniferatoxin

Enzo Life Sciences, Lorrach

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Frankfurt a.M.

Ruthenium Red

Biomol, Hamburg

SB-366791

Biomol, Hamburg

34




Material & Methoden

SDS

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe

TEMED

Applichem, Darmstadt

Tet-approved FCS

Biological Industries, Israel

Tris-Base Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Tris-HCI Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
Triton X-100 Applichem, Darmstadt
Tween 20 Applichem, Darmstadt

2.1.3 Antikorper

Es wurden die in Tabelle 4 aufgeflihrten Antikbrper benutzt.

Tabelle 4: Liste der genutzten Antikorper

Name

Hersteller

Kaninchen anti-TRPV1, # NB100-98899

Novus Biologicals, Wiesbaden

Ziege anti-mCherry, # AP32117PU-S

Acris Antibodies GmbH, Herford

Maus anti-GAPDH, #MA5-15738

Thermo Fisher Scientific, USA

Ziege anti-Kaninchen 1gG (H+L)-HRP, #111-
035-045

Dianova, Hamburg

Ziege anti-Maus 1gG (H+L)-HRP, #DAB-
87598

Dianova, Hamburg

Maus anti-Ziege/Schaf IgG-Peroxidase, #A-
9452

Sigma-Aldrich, Miinchen

2.1.4 Verbrauchsmaterial und Zubehor

Alle in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsmaterialien und Zubehor, falls nicht

anders angegeben, stammten von folgenden Herstellern und Lieferanten:

Greiner Bio-One, Frickenhausen
Milli-Pore GmbH, Dramstadt
Carl Zeiss AG, Oberkochen
Sigma Aldrich, Minchen

VWR GmbH, Bruchsal

Thermo Fisher Scientific, USA
Eppendorf, Hamburg

VVVVVVVY

Carl Roth GmbH & Co. KG, Karlsruhe
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2.1.5 Objektive und Filter

Alle Objektive und Filtersatze stammten von Carl Zeiss AG aus Oberkochen und sind

in Tabelle 5 und 6 aufgelistet.

Tabelle 5: Auflistung der Objektive

Objektiv

Referenz

EC Plan-Neofluar 10x/0.3 Ph1l

440331-9902-000

EC Plan-Neofluar 20x/0.5 Ph2

440341-9904-000

LD Plan-Neofluar 20x/0.40 Korr

441340-9970-000

LD Plan-Neofluar 40x/0.60 Korr

441350-9970-000

Plan-Neofluar 63x/1,25 Oil Ph3

440461-0000-000

Tabelle 6: Auflistung der genutzten Filter am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M

Filter

Referenz

Filtersatz 46 YFP shift free (E) EX BP
500/20, BS FT 515, EM BP 535/30

000000-1196-681

Filtersatz 49 DAPI shift free (E) EX G 365,
BS FT 395, EM BP 445/50

488049-9901-000

Filtersatz 45 HQ TexasRed, d=25 shift free
(E) EX BP 560/40, BS FT 585, EM BP
630/75

000000-1114-462

2.1.6 Kommerzielle Kits

Tabelle 7: Auflistung der genutzten Kits

Name

Hersteller

EndoFree Plasmid Maxi Kit (10), #12362

Quiagen, Hilden

NucleoSpin® Gel and PCR Clean-up,
#740609.250

Machery-Nagel, Diren

Pierce™ BCA Protein Assay Kit, #23225

Thermo Fisher Scientific, USA

CellTiter-Blue® Cell Viability Assay, #G8080

Promega, Mannheim
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2.1.7 Oligonukleotide

Alle Oligonukleotide stammten von Sigma-Aldrich in Minchen.

Fwrd E2 Crimson: 5 —TAGGCATATGCCACTAGTCGCCACCATGGA—3’

Rev E2 Crimson: 5—GATCGGATCCCGCTACTGGAACAGGTGG—3’

Frwd mCherry: 5—TAGGCATATGCCACCGGTCGCCACC—J3

Rev mCherry: 5—GATCGGATCCCCTCTACAAATGTGGTATGGC—3

2.1.8 Plasmide

Die in dieser Arbeit genutzten und generierten Plasmide sind in Tabelle 7

zusammengefasst.

Tabelle 8: Auflistung der Plasmide

Plasmid

Herkunft

pMK-RQ-hTRPV1

Life Technologies, Carlsbad

pm-Cherry-N1

Clontech, Frankreich

pE2-Crimson-N1

Clontech, Frankreich

pCMV-Tet3G Clontech, Frankreich
PTRE3G Clontech, Frankreich
pPpTRE3G-hTRPV1 Diese Arbeit
pPpTRE3G-hTRPV1-E2-Crimson Diese Arbeit
PTRE3G-hTRPV1-mCherry Diese Arbeit
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2.1.9 Zelllinien und Medien

Die verwendeten Zelllinien und dazugehorige spezifische

aufgefuhrt.

Tabelle 9: Verwendete Zelllinien und Zellkulturmedien

Medien sind in Tabelle 9

Name Beschreibung Herkunft Medium
Subklon der Ham’s F12

CHO-K1 %’ﬁg:g: ||[||r:§1§£|ro ATCC 100U Penicilin
Ovary), epithelial +0.1mg/ml Streptomycin
Mit Tet-On 3G- Ham’s F12

CHO-3G Transaktivator (Clontech) Markus Worf :ig?ullzrﬁlspenicinin

stabil transfizierte CHO-
K1 Zelllinie, epithelial

+0.1mg/ml Streptomycin
+200ug/ml Gentamicin

Mit TRPV1-mCherry
stabil transfizierte CHO-

Ham’s F12
+10% Tet-approved FCS
+100U/ml Penicillin

CHO™RPVL 10-14 L diese Arbeit +0.1mg/ml Streptomycin
= Tet-On 3G Ze|”|n|e, +20mM Hepes pH 7.4
epithelial +200pg/ml Gentamicin
+100ug/ml Hygromycin B
Duktales ; DMEM/F12 1:1
BT-474 Adenokarzinom-Brust, gell I__|nes +10% FCS
epithelial ervices + 5ug/ml Insulin
Adenokarzinom- Cell Lines DMEM/F12 1:1
MDA-MB-251 Brustdrise, epithelial Services +5% FCS
Adenokarzinom- Cell Lines DMEM/F12 1:1
MDA-MB-468 Brustdriise, epithelial Services +5% FCS
Adenokarzinom- Cell Lines DMEM/F12 1:1
MDA-MB-436 Brustdrise, epithelial Services +10% FCS
Duktales Karzinom- RPMI-1640
HCC1500 Brust, epithelial ATCC +10% FCS
Duktales Karzinom- RPMI-1640
hICC38 Brust, epihelial Ao +10% FCS
Duktales Karzinom- RPMI-1640
T47D Brust, epihelial ATCC +10% FCS
i _ Eagle's MEM
MCF7 fdenokarzinom. | ATce +10% FCS
rustartise, epineiia +0.01mg/ml Insulin
SKBI3 Adenokarzinom- Cell Lines DMEM
Brustdriise, epithelial Services +10% FCS
DMEM/F12 1:1
+20 ng/ml Human epidermal
growth factor
MCF10A Brustdriise, epithelial ATCC +100 ng/ml cholera toxin
+0.01 mg/ml Insulin
+500 ng/ml hydrocortisone,
+5% Donor Horse Serum
DMEM/F12
+20 ng/ml Human epidermal
growth factor
MCF12A Brustdriuse, epithelial ATCC +100 ng/ml cholera toxin

+0,01 mg/ml Insulin
+500 ng/ml hydrocortisone, +5%
Donor Horse Serum
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2.1.10 Bakterien

Die genutzten Bakterien stammten von der Firma Life Technologies in Carlsbad.

» E.coliTop 10

Genotyp: F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) @80lacZAM15 AlacX74 nupG recA1
araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galK16 rpsL(Str) endA1 A

» DH10B

Genotyp: F— endA1 deoR+ recA1 galE15 galK16 nupG rpsL A(lac)X74 @80lacZAM15
araD139 A(ara,leu)7697 mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) StrR A

2.1.11 Software

Die in dieser Arbeit genutzte Software ist in Tabelle 10 gelistet.

Tabelle 10: Verwendete Software

Name Anwendung Referenz
AnaSP 3D Zellkultur Bildanalyse Piccini, 2015
o Bildanalye und digitale _

Axio Vison _ . Carl Zeiss AG, Oberkochen
Mikroskopie

Citavi 5 Literaturverwaltung Citavi, Schweiz

GraphPad Prism, )

_ Grafische Datenanalyse GrapPad Software Inc., USA

Version 6
Bildverarbeitung und : - 5

ImageJ https://imagej.nih.gov/ij/

Analyse in JAVA

MARS Data Analysis

Analysesoftware des

Plattenlesegerétes

BMG Labtech, Ortenberg

Peptide Cutter

Analyse von
Proteaseschnittstellen

http://web.expasy.org/peptide_cutter

ReVisp

Erstellen von 3D
Rekonstruktionen von

Sphéroidaufnahmen

Piccini et al., 2015

Serial Cloner 2.6

Erstellen der
Klonierungsstrategien

http://serialbasics.free.fr/
Serial_Cloner.html
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2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 DNA-Amplifizierung mittels Polymeraser Kettenreaktion (PCR)

Zur spezifischen Amplifikation der mCherry- und E2-Crimson-DNA wurde eine
Polymerase-Kettenreaktion durchgefuihrt. Die PCR-Ansdtze wurden mit einem

Volumen von 50ul angefertigt. Diese setzten sich aus folgenden Komponenten

zusammen:
Polymerase-Puffer [10x] 1/10 Volumen des Gesamtansatzes
dNTPs [10mM] 1/10 Volumen des Gesamtansatzes
Primer forward [10uM] 1/20 Volumen des Gesamtansatzes
Primer reverse [10uM] 1/20 Volumen des Gesamtansatzes

Phusion Polymerase [5U/pl] 0,3 -0,5ul
H,0 ad XMl
Template-DNA [25nQ] XMl

Die DNA-Fragmente wurden in einem Thermocycler nach folgendem in Tabelle 11

aufgefuhrtem Programm amplifiziert:

Tabelle 11: Programm Phusion- PCR- Reaktion

Reaktion Temperatur Zeit Zyklen
Denaturierung 98°C 30s 1
Denaturierung 98°C 10s

Primer Anbindung 53°C 30s 35
Elongation 72°C 25s

Finale Elongation 72°C 10min 1

2.2.2 Gelelektrophorese

DNA-Gelladepuffer (6x): 0,2% (w/v) Bromphenolblau, 60% (v/v) Glycerin
60mM EDTA, TAE Puffer (40mM Tris-base, 1mM
EDTA, 20mM Essigsaure, pH 8,2-8,4)
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Die molekulare GroéRRenauftrennung von DNA-Fragmenten erfolgte tUber Agarose-
Gelelektrophorese. Dieses Verfahren ermdglichte eine Uberprifung und
Quantifizierung von PCR-Produkten und Restriktionsfragmenten. Je nach
FragmentgroRe wurden 0,8-1,8% Agarose in 35-100ml 1x-TAE-Puffer durch
Aufkochen in der Mikrowelle gelost. Nach dem Abkuhlen auf ca. 60°C wurde das Gel
gegossen und zur Aushéartung fir ca. 20min bei RT stehen gelassen. Die DNA-
Proben wurden mit 6x-DNA-Gelladepuffer versetzt und bei einer konstanten
Spannung von 80V in einer mit 1x-TAE-Puffer gefilliten Gelkammer fir 40-60min
aufgetrennt. Als GrolRenmarker wurde ein entsprechender DNA-Marker aufgetragen.
Um die aufgetrennten DNA-Banden nach der Gelelektrophorese sichtbar zu machen,
wurden die Agarose-Gele im Gel-Red-Bad (0,5 pg/ml) fur 20min gefarbt und mit Hilfe

eines Transilluminators unter kurzwelliger UV-Strahlung fotografiert.

2.2.3 DNA Extraktion aus Agarosegelen

Die gewtinschte DNA-Bande wurde mit einem Skalpell aus dem Gel ausgeschnitten
und mit dem ,PCR clean up / Gel Extraction“—Kit der Firma Machery Nagel nach

Herstellerangaben aufgereinigt.

2.2.4 Restriktionsverdau

Pro 100ul Restriktionsansatz wurden circa 3-5ug DNA eingesetzt, sowie 10ul des 10-
fach konzentrierten Restriktionspuffers, 3 bis 5 Units Restriktionsenzym (Fermentas)

und MilliQ-Wasser. Der Ansatz wurde circa 2h bei 37°C inkubiert.

2.2.5 Ligation von DNA Fragmenten

Fur die Ligation wurden circa 20ng Vektor und ein 3-9 molarer Uberschuss an Insert
gemischt. Dazu wurden 1pl T4-Ligase (Fermentas) und 2ul Ligasenpuffer
(Fermentas) gegeben und mit MilliQ-Wasser auf 20ul Endvolumen aufgeflllt. Die
Ligation wurde fur 25min bei Raumtemperatur durchgefuhrt und die DNA
anschlieR3end in entsprechende E.coli Stdamme transformiert.
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2.2.6 Transformation in E.coli

Pro Ansatz wurden 50ul bei -80°C gelagerter chemokompetenter E.coli-One-Shot
MAX Efficiency DH10B-T1-Zellen oder E.coli-One-Shot-TOP10-Zellen (Life
Technologies) fur circa 10min auf Eis aufgetaut. 25ng aufgereinigter Plasmid-DNA
oder 2-5pl Ligationsansatz wurden zu den aufgetauten kompetenten Zellen gegeben
und far 30min auf Eis inkubiert. Ein Hitzeschock der Zellen erfolgte fir 30s bei 42°C
mit einer anschlieBenden zweiminitigen Inkubation auf Eis. Es wurden 250pl
vorgewarmtes LB-Medium zugegeben und fir 45min bei 37°C geschittelt. Danach
wurden 50pl und 100ul der Transformations-Ansatze auf LB-Agarplatten mit
jeweiligen Selektionsmarker ausgestrichen und Uber Nacht im 37°C Inkubator

inkubiert.

Mini-Praparation der Plasmid-DNA:

Resuspensionspuffer P1.: 1M Tris-HCI, 0,5M EDTA, pH 8,0,
RNAse A 100mg/ml

Lysepuffer P2: 200mM NaOH, 1% SDS

Neutralisierungspuffer P3: 2,8M KAc, pH 5,1

2ml einer Ubernachtkultur wurden 2,5min bei 15.700rcf zentrifugiert. Das Pellet
wurde in 300ul Puffer P1 (Resuspensionspuffer) resuspendiert. 300ul Puffer P2
(Lysepuffer) wurden zugefiigt und die Proben 3-5mal invertiert. Nach dreiminatiger
Inkubation erfolgte die Zugabe von 300ul Puffer P3 (Neutralisierungspuffer) und die
Proben wurden wieder 3-5mal invertiert. Danach folgte eine Zentrifugation bei
15.700rcf far 10min und der Uberstand wurde in ein neues Rohrchen tberfuhrt. Zu
dem Uberstand wurde ein Volumen Isopropanol gegeben und die DNA fiir 20min bei
-20°C gefallt. Nach der Fallung wurden die Proben ein weiteres Mal fur 15min bei
15.700rcf zentrifugiert und mit 70% Ethanol gewaschen. Die Pellets trockneten bei
RT und wurden in 50ul H,O gel6st.
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2.2.7 Konzentrationsbestimmung von Nukleinsauren

Die Nukleinsdurenkonzentration wurde durch das Messen der Absorption bei 260nm

mit einem Nanodrop ND-1000 Photometer bestimmit.

2.2.8 Generierung pTRE3G-hTRPV1- E2-Crimson und -mCherry
Plasmide

sall TRPV1- 2576 bp

el
5o I

pTRE3G
3434 bp

Verdau
Ligation

£2-Crimson 715bp 7 mCherry 792bp
TRE3G-TRPV1
e I > g e
Verdau 5908 bp Verdau /
\ Ligation ) \ Ligation

PTRE3G-TRPV1-

pTRE3G-TRPV1-
E2-Crimson

mCherry

6591 bp 6668 bp

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Generierung der humanen TRPV1-E2-Crimson-
und TRPV1-mCherry-Plasmide.

Die hTRPV1-Nukleotidsequenz (NCBI Referenz: NG_029716.1) wurde mittels
Gensynthese mit einer Sall-Schnittstelle am 5-Ende und einer Ndel-Schnittstelle am
3'-Ende von der Firma Life-Technologies hergestellt. Das hTRPV1-DNA-Fragment
wurde mit den Enzymen Sall und Ndel aus dem Vektor pMK-RQ-hTRPV1
geschnitten. Der pTRE3G-Vektor wurde ebenfalls mit diesen Enzymen verdaut. Es
erfolgte eine Ligation der linearen Vektorfragmente und des hTRPV1-DNA-
Fragments zum Plasmid pTRE3G-hTRPV1 Uber die entstandenen klebrigen Enden.
Die mCherry- und E2-Crimson-DNA-Fragmente wurden mit Hilfe der in 2.1.7
gelisteten Primer Uber PCR mit Pfu-DNA-Polymerase amplifiziert. Dabei wurde Uber
die verwendeten Primer am 5-Ende eine Ndel- und am 3’-Ende eine BamHI-
Schnittstelle eingeflihrt. Als Template dienten die Plasmide pm-Cherry-N1 und pE2-
Crimson-N1. Die erhaltenen PCR-Produkte wurden mit den Enzymen Ndel und
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BamHI verdaut. Das hergestellte Plasmid pTRE3G-hTRPV1 wurde ebenfalls mit den
Enzymen Ndel und BamHI verdaut.

2.3 Proteinanalytische Methoden

2.3.1 Zelllysatherstellung

Zelllysepuffer: 50mM Tris-HCI, pH 7,5; 15mM NaCL, 5% NP-40,
50mM NaF, Protease-Inhibitor-Cocktail (P8340
Sigma-Aldrich), 1ImM PMSF (Phenylmethylsulfonyl-
fluorid)

Die adharenten Zelllinien wurden in Petrischalen (100mm x 20mm) ausgesat und ca.
2 bis 3 Tage bis zur Subkonfluenz kultiviert. Die Zellen wurden dann mit eiskaltem
PBS gewaschen und anschlieBend 300ul eiskalter Zelllysepuffer zugegeben. Die
Petrischalen wurden bei 4°C 15min geschittelt und die restlichen Zellen
anschlieBend mit einem Zellschaber abgeschabt. Der resultierende Zellaufschluss
wurde in ein Mikrozentrifugen-Rohrchen Uberfihrt und 45min auf Eis inkubiert.
Danach erfolgte eine zehnminutige Zentrifugation bei 10.000g 4°C. Der erhaltene
Uberstand, das Zelllysat, wurde in ein frisches RoOhrchen (berfihrt und der
Proteingehalt mittels des BCA-Assays (Pierce) nach Herstellerangaben bestimmt.

Anschliel3end wurden die Proben bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.

2.3.2 SDS-PAGE und Immunoblot

Ladepuffer (6x): 120mM Tris, 100mM EDTA, 20% Glycerin, 2% SDS, 4g/L
Bromphenolblau, 450mM B-Mercaptoethanol, pH 7,2-7,4

Sammelgel: 29% Acryl- 1% Bisacrylamide, Stacking Puffer (0,5M Tris-
HCI, pH 6,8; 0,4%SDS), 10% SDS, H,O, 10% APS,
TEMED (N,N,N',N'-Tetramethylethylendiamin).

44



Material & Methoden

Trenngel (10%): 29% Acryl- 1% Bisacrylamide, Trennpuffer (1,5M Tris-HCI,
pH 8,8, 0,4% SDS), 10% SDS, H,0, 10% APS, TEMED

Laufpuffer (10x): 250mM Tris Base, 1,9M Glycin, 1% SDS (w/v), pH 8.3
Transferpuffer (10x): 10mM CAPSO, pH 11; 15% Methanol
PBS-T: 137mM NacCl, 2,7mM KCI, 2mM KH,PO,4, 10mM Na;HPO4

x2 H,0, pH 7,4; 0,1% Tween-20
Blockierlosung: 5% Magermilchpulver in PBS-T

Mit der Sodium Dodecyl Sulfate - Polyacrylamide Gel Electrophoresis (SDS-PAGE)
konnen Proteine nach ihrer Grof3e aufgetrennt werden. Die Zelllysate wurden mit
dem Ladepuffer gemischt und fir 10min bei 40°C in einem Heizblock denaturiert. Es
wurden jeweils 50ug Protein pro Tasche in 10%ige Polyacrylamidgele geladen. Die
Gelelektrophorese wurde bei einer Stromspannung von 130V fiur circa 2h in 1x-
Laufpuffer durchgefuhrt.

Um die mittels der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine zu identifizieren, wurden diese
auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. Das SDS-Polyacrylamidgel wurde nach
der Auftrennung auf ein mit Transferpuffer befeuchtete Nitrocellulosemembran
gelegt. Auf jeder Seite wurden je zwei mit Transferpuffer befeuchtete Whatman 3 MM
Filterpapiere und ein Schwamm gelegt. Dieser Stapel wurde in die Transferapparatur
eingespannt und der Tank der Apparatur mit Puffer aufgefullt. Der Transfer erfolgte
bei 350mA fur 1,5h. AnschlieBend wurde die Membran in Blockierldsung fir 2h bei
RT oder uber Nacht bei 4°C geschwenkt. Nach dem Blockieren der unspezifischen
Bindestellen wurde die Membran mit PBS-T 5x5min gewaschen und mit dem
Erstantikdrper fur 2h bei RT inkubiert. Danach erfolgte ein weiterer Waschschritt von
5x5min in PBS-T sowie die Inkubation mit einem mit HRP (horsereadish-peroxidase)-
Enzym konjugierten Zweitantikérper fur 1h bei RT. Die Membran wurde dann erneut
5x5min mit PBS-T gewaschen, um schlief3lich die Immundetektion durchzufiihren. Es
wurde 1ml einer Entwicklerldsung angesetzt (Pierce) und auf die Membran getropft.
Das in der Losung enthaltenen Luminol sowie Wasserstoffperoxid werden von dem
HRP-Enzym des Zweitantikdrpers umgesetzt, wodurch eine Chemilumineszenz

emittiert wird. Diese konnte dann mit dem Lumi Imager-F1™ detektiert werden.
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2.4 Zellbiologische Methoden

2.4.1 Kultivierung der Zelllinien

Zellspezifisches Medium: siehe 2.1.9

Trypsin-EDTA (10x): 29/l EDTA, 99d/l NaCl, 5g/l Trypsin, Dulbecco‘s PBS

Dulbecco’s PBS: 0,2g/l KCI, 0,29/ KH,PO4, 8g/l NaCl, 1,15g/I
Na;HPO,

Die adharent wachsenden Zellen wurden im jeweiligen zellspezifischen Medium
(Tab. 8) in einem Begasungsbrutschrank (Heraues) bei 37°C, 5% CO, und einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 95% kultiviert. Die Zellen wurden 2-3-mal pro Woche
subkultiviert. Dazu wurde das Medium abgesaugt, die Zellen mit Dulbecco’'s-PBS
gewaschen und anschlieBend mit 1x-Trypsin-EDTA bedeckt. Die Trypsin-EDTA-
Inkubation erfolgte fur 5-10min im Begasungsbrutschrank. Danach wurden die
abgelosten Zellen mit FCS-haltigem Medium resuspendiert. Die Zellzahl der
erhaltenen Zelllosung wurde mit Hilfe des Zellzahlgerates ViCell (Beckham-Coulter)

bestimmt.

2.4.2 Einfrieren und Auftauen der Zellen

Einfriermedium: Zellspezifisches Medium, 20% FCS, 10% DMSO

Zur Langzeitlagerung in flissigem Stickstoff wurden die Zellen zuné&chst trypsiniert,
dann zentrifugiert und das Zellpellet in Einfriermedium resuspendiert. 1x10° Zellen
wurden in je 1ml Einfriermedium pro Kryordhrchen tberfihrt und dieses in einem
Styroporgefald langsam (1C°/min) bei -80°C eingefroren. Nach 24h wurden die

Kryoréhrchen in flissigem Stickstoff bei einer Temperatur von -196°C eingelagert.

Um die Zellen wieder aufzutauen, wurden die Kryoréhrchen aus dem Stickstofftank
und im 37°C-Wasserbad zilgig aufgetaut. Die aufgetauten Zellen wurden in 10ml
vorgewarmtes Medium Uberfuhrt und abzentrifugiert. Das erhaltene Zellpellet wurde
in 5ml Medium resuspendiert und die Zellen in eine T25-Zellkulturflasche ausgesat.
Nach 24h-48h erfolgte ein Medienwechsel oder der Transfer in eine T75-

Zellkulturflasche.
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2.4.3 Bestimmung der Zellviabilitat

2.4.3.1 CellTiter-Blue®-Cell Viability

Die Viabilitat wurde mit Hilfe des ,CellTiter-Blue®-Cell Viability Assays“ gemessen.
Dabei wird den Zellen der Redoxindikator Resazurin zugefuhrt, welcher in
metabolisch aktiven Zellen durch das Enzym Diaphorase unter Oxidation von NADH
zu NAD" zu dem rot fluoreszierenden Resorufin reduziert wird. Die irreversible
Reduktion von Resazurin zu Resorufin ist proprtional zur Zellatmung. Es wurden
jeweils 20ul des CellTiter-Blue® Reagenz pro Well zugegeben und es erfolgte eine
zweistindige Inkubation im Begasungsbrutschrank. Danach wurde die Fluoreszenz
mit Hilfe eines Mikroplattenreaders (560nmegx/590nmgy) gemessen. Die erhaltenen
Messdaten wurden hinsichtlich unspezifischer Hintergrundsignale korrigiert. Als
Hintergrundwert diente der Mittelwert der ,CellTiter-Blue®-Fluoreszenzintensitat in

Wells die keine Zellen enthielten.

2.4.3.2 Propidium-lodid (PI) Exklusionstest

Zur Bestimmung der Toxizitat wurde ein fluorimetrischer Viabilitatstest durchgefuhrt,
der auf der Exklusion von Propidiumiodid durch Zellen, deren Membran intakt ist,
basiert. In abgestorbene Zellen mit defekter Zellmembran kann der Farbstoff
eindringen und die DNA anfarben. Nach Permeabilisieren der Membran mit 1%
Triton X-100 kann anschlieBend die DNA aller Zellen angefarbt werden. Durch
Messen der Pl Fluoreszenzintensitat vor und nach der Lyse der Zellen mit Triton X-
100 lasst sich so eine Aussage Uber die Viabilitat, d.h. Anteil lebender Zellen, der
Zellen treffen. Die Viabilitat der Zellen berechnet sich aus den PI-
Fluoreszenzintensitaten vor (Plyor Lyse) und nach der Lyse mit Triton X-100 (Plnach Lyse)-
Diese wurden vorher hinsichtlich unspezifischer Hintergrundsignale korrigiert. Als
Hintergrundwert diente der Mittelwert der PIl-Fluoreszenzintensitat zellfreier Wells.

Die Viabilitdt wurde dann mit der folgenden Formel berechnet:

Vlabllltat = 1'( Plvor Lyse /Plnach Lyse)
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2.4.4 Transiente und stabile Transfektion

CHO-Tet-On-3G-Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1x10° Zellen/ml in 6-Well-
Platten ausgesat. Nach 24h erfolgte die Transfektion. Es wurde ein Verhaltnis von
DNA zu Transfektionsreagenz von 2:1 eingehalten. Das Transfektionsreagenz
Fugene HD (3,4ul) wurde zu 100l serumfreien Mediums zugegeben und es erfolgte
eine funfminutige Inkubation bei Raumtemperatur. AnschlieRend wurde die
linearisierte  pTRE3G-hTRPV1-mCherry-Plasmid-DNA bzw. pTRE3G-hTRPV1-E2-
Crimson-Plasmid-DNA (1,6pg) sowie ein linearer Hygromycin-Selektionsmarker
(80ng) zugefugt und fur 25min bei Raumtemperatur inkubiert. Danach wurde der
100pl-Ansatz in das Well der 6-Well-Platte gegeben und die Platte in den

Begasungsbrutschrank gestellt.

Nach 24h-48h wurde die Morphologie und Vitalitat der Zellen mikroskopisch
Uberpruft. Um stabile Zelllinien zu produzieren, wurde durch die Zugabe von
175pg/ml Hygromycin B ein Selektionsdruck ausgetbt. Die generierten Zellen
(Mischklone) wurden fluoreszenzmikroskopisch analysiert und subkloniert.

2.4.5 Subklonierung zur Selektion stabiler hTRPV1-mCherry-
Einzelklone

Selektionsmedium: Ham’'s F12, 10% Tet-approved FCS, 1% Pen/Strep,
500pg/ml G418, 175ug/ml Hygromycin B

Zur Subklonierung von Einzelklonen wurden Zellen der Mischklone mit einer
berechneten Zellzahl von 5, 10 und 15 Zellen pro Petrischale (g10cm) in 10ml
Selektionsmedium ausgesat. Sobald einzelne Kolonien sichtbar wurden, wurden
diese in ein Well einer 24-Well-Platte Gbertragen. Eine Parallelplatte wurde ausgesat,
sobald die Zellen der ersten Platte konfluent waren. Zellen einer Platte wurden mit
500ng/ml Doxyzyklin induziert und nach 24h die mCherry-Fluoreszenz der
verschiedenen Klone mikroskopisch analysiert. Klone in denen eine mCherry-
Fluoreszenz detektiert wurde, wurden von der Parallelplatte in 6-Well-Platten
Ubertragen. Die selektionierten Einzelklone wurden kryokonserviert und parallel auf
Eigenschaften, wie beispielsweise Regulation der Expression und Aktivierbarkeit des

TRPV1-Kanals, analysiert.
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2.4.6 Herstellung von Spharoidkulturen

Zur Generierung von Sphéroiden wurden Zellen in speziell beschichtete
Mikrotiterplatten im 96-Well-Format ausgesat. In dieser Arbeit wurden zum einem
Lipidure-Platten der Firma Amsbio als auch ULA (Ultra-Low-Attachment)-Platten der
Firma Corning verwendet. Die Lipidure Platten sind mit einem MPC (2-
methacryloyloxyethyl phosphorylcholine)-Polymer beschichtet, welches durch
gebundene biokompatible Phosphorylcholine zellabweisend wird. Die ULA-Platten
sind mit einem kovalent gebundenen hydrophilen, neutral geladenen Hydrogel
beschichtet, welches die Bindemdglichkeiten von Adhasionsproteinen der Zellen sehr
stark reduziert.

Zellen wurden mit Dichten von 10.000 Zellen pro Well in 200ul Endvolumen ausgesét
und die Platte anschlieRend bei 400g 5min bei RT zentrifugiert. Danach erfolgte eine
Inkubation von 48h. CHO-""TR"V1_zellen wurde nach 24h mit 10ng/ml Doxyzyklin
induziert und fur weitere 24h inkubiert. Anschlieend wurde die Sphéaroidbildung
mikroskopisch tberpruft.

2.4.7 Herstellung von Spharoidschnitten

Fur Spharoidschnitte wurden zundchst CHO-"""RFVi.Spharoide, wie in 2.4.6
beschrieben, generiert. 15-25 Sphéaroide wurden mit Hilfe einer abgeschnittenen
1000pl-Pipette in ein 15ml Zentrifugenréhrchen Uberfihrt und anschlieRend mit PBS
gewaschen. Danach wurde 4%ige PFA(Paraformaldehyd)-Losung zu den
Sphéaroiden gegeben, und die Fixierung erfolgte fir 30min auf einem Roéhrchenroller
bei RT. Die Fixierlosung wurde durch PBS, dem ein Tropfen Tween 20 zugesetzt
wurde, ersetzt, und es folgte ein 30mindtiger Inkubationsschritt auf dem
Roéhrchenroller. Die fixierten Spharoide wurden in eine Einbettkammer (Cryomold,
Tissue Tek) uberfuhrt und ein Tropfen des Einbettmediums OCT (optimum cutting
temperature) zugegeben. Die Kammer wurde auf Trockeneis gelegt bis das OCT
gefroren war. Der so erhaltene OCT-Block konnte bei -20°C gelagert werden.
Schnitte von 10um-Dicke wurden mit dem Cryostat angefertigt und diese auf
Objekttrager Ubertragen. Es folgte eine DNA-Farbung der Schnitte mit 1ml Hoechst
33342 (1pg/ml) Gber Nacht bei 4°C. Am néchsten Tag wurden die Schnitte zweimal
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mit PBS gewaschen und die Objekttrager mit Deckglaschen und Mowiol eingedeckt.
Die Schnitte wurden fluoreszenzmikroskopisch analysiert.

2.5 Fluoreszenzmikroskopische und Mikroplattenreader-basierte
Methoden

2.5.1 Calcium Imaging

Fluo-8® AM: Fluoreszein-basierter Acetomethylester (Fluoreszenz-

indikator fur die Detektion intrazellularen Calciums)

External Puffer: 140mM NaCl, 3,5mM KCI, 2mM CaCl,x2H,0O, 1mM
MgCl,x  6H,O, 10mM HEPES, 20mM D-Glucose
Monohydrat, pH 7.4 mit NaOH, steril filtriert (0,2um)

Zugabe von 2uM Beladungszeit 20min (Diffusion
Fluo-8® AM Lésung des Farbstoffes in die Zellen)
—— e — e —
- — <
Waschschritt 20min
Zellen (Hydrolyse des
* Farbstoffes durch
Esterasen)
e — e —-
[ | — |
— —
a—
oese Scoo
Mikroskopische Analyse / Pufferwechsel

Calcium Imaging

Abbildung 15: Schematische Darstellung der Fluo-8® AM-Beladung in Monolayer-Zellen fur
Calcium-Imaging. Modifiziert nach EMBL.de

Zur mikroskopischen Analyse der intrazellularen Calciumkonzentration wurden Zellen
in Petrischalen (g 35mm) mit einer Zelldichte von 75.000 Zellen ausgesat. Zur
Analyse der Sphéaroide wurden 10.000 Zellen pro Well in 200ul einer 96-Well-
Lipidure-Platte ausgeséat. Zur Induktion der hnTRPV1-mCherry-Expression wurden die
CHO-""TRPVL7ellen nach 24h mit Doxyzyklin induziert. Am Tag des Experiments

wurde das Medium der Monolayer-Kultur abgenommen, die Zellen mit 1ml External
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Puffer gewaschen und mit 1ml 2uM Fluo-8® AM in External Puffer beladen. Es
erfolgte eine 20-minttige Inkubation in Dunkelheit, wahrenddessen der Farbstoff in
die Zellen diffundieren kann. AnschlieRend wurde ein Waschschritt durchgeftihrt, um
Uberschissigen Farbstoff zu entfernen. Es folgte eine 20-minitige Inkubation zur
Hydrolyse des Farbstoffes durch intrazellulare Esterasen. Vor der mikroskopischen
Messung wurde ein Pufferwechsel durchgefuhrt (Abb.15).

160pl des Mediums der Spharoidkultur wurden abgenommen und 100ul 2uM Fluo-
8® AM in External Puffer zugegeben. Nach einer 60-minttigen Inkubationszeit in
Dunkelheit wurden 100ul der Fluo-8® AM-L6sung abgenommen und durch 100pl
External Puffer ersetzt. Es folgten eine 20-minutige Inkubation in Dunkelheit und ein
Pufferwechsel.

Am Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200M wurden zunachst Hellfeldaufnahmen

gemacht, sowie bei CHO-"TRPVL

zusatzlich Aufnahmen mit dem Filtersatz 45 (Texas-
Red), um die induzierte Expression des TRPV1-lonenkanals nachzuweisen. In einem
Intervall von 2s wurden mit Hilfe der AxioVision Software 20 Aufnahmen mit dem
Filtersatz 49 (YFP) und einer Belichtungszeit von 100ms mit der ImagEM C9100-13
EM-CCD Kamera als Basislinie aufgenommen. Dann erfolgte die Stimulation mit

Capsaicin oder Puffer durch manuelle Zugabe und weitere 110 Aufnahmen.

2.5.2 Bild-Analyse

Die Analyse der erhaltenen Aufnahmen wurde mit Hilfe des Programms ImageJ, der

MBF-Plugins-Collection und Microsoft Excel durchgefihrt.

2.5.2.1 Analyse des Calcium-Imaging

Es wurden alle Zellen als sogenannte ROIs (Region of Interest) im Programm
ImageJ markiert und die gemessenen Intensitdten in numerische Daten konvertiert.
Diese wurden mit Hilfe der Formel (F-Fo)/Fo normalisiert. Dabei war F die
Fluoreszenzintensitat der Zelle in einer Aufnahme und F, der Mittelwert der als
Basislinie aufgenommenen 20 Bilder vor Stimulierung. Die so erhaltenen Werte

wurden gegen die Zeit aufgetragen. Aufgrund eines hohen Signal-Hintergrund-
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Verhéltnisses wurde im Einzelklon-Screening der CHO-Zellen (F-Fo)max analysiert.
Dabei wurde der Mittelwert der drei htchsten Fluo-8-Fluoreszenzintensitaten nach

Stimulierung bestimmit.

2.5.2.2 Analyse der mCherry-Fluoreszenzintensitat

Alle Zellen wurden mit Hilfe des Programms ImageJ als ROIs in den Hellfeld-
Aufnahmen markiert und diese ROIs zur Analyse der mCherry-Aufnahmen genutzt.
So wurde sichergestellt, dass auch Zellen, die keine sichtbare mCherry-Fluoreszenz
aufweisen, analysiert werden. Die gemessenen mCherry-Fluoreszenzintensitaten
wurden in Microsoft Excel transferiert. Als mCherry-positiv wurden alle Zellen
definiert, deren gemessene mCherry-Fluoreszenzintensitat hoher als der
hdchstgemessene Wert in nicht-induzierten Zellen war. Der Anteil mCherry-positiver

Zellen wurde prozentual zur Gesamtzellzahl der analysierten Zellen berechnet.

2.5.2.3 Analyse der Spharoidschnitte

Die mCherry- und Hoechst 33342-Fluoreszenzintensitaten wurden in den
Spharoidschnitten entlang einer aquatorialen, 40pum breiten Linie mit dem ImageJ

Tool ,Profile Plot* analysiert, um ein Intensitatsprofil zu erhalten.

2.5.2.4 Analyse der Spharoid-spezifischen Parameter von Hellfeldaufnahmen

Zur Analyse von Parametern wie Flache, Durchmesser, Umfang, Volumen und
Spherizitat der Spharoide, sowie die Erstellung von 3D Rekonstruktionen wurden die
Programme ImageJ, AnaSP und ReVisp genutzt. Die mikroskopischen Aufnahmen
der Sphéroide wurden zunachst mit ImageJ analysiert. Es wurde das Sphéaroid als
ROI markiert und ein binares Bild, eine sog. “binary mask®, erstellt. Dieses wurde
dann mit dem Programm AnaSP analysiert und damit morphologische Parameter wie
folgt berechnet:

» Grolte und kleinste Achse, berechnet als Lange in Pixel entlang der langsten

und kirzesten Geraden durch den Schwerpunkt des Sphéaroids
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» Durchmesser in Pixel, berechnet anhand des als Querschnitt markierten
Sphéaroids

» Umfang (P) in Pixel, als Anzahl der Pixel entlang des &ufReren Rands des
Spharoids

» Flache (A), als Anzahl der Pixel innerhalb des Spharoid Querschnitts

» Volumen (V), erlangt durch 3D Rekonstruktion bei der eine lokale spherische
Symmetrie entlang der Maximalachsen angenommen und so die Anzahl der
Voxels innerhalb der angenommenen Struktur berechnet wird

» Spherizitat (S), nach (Kelm et al., 2003)

g _ my/4A/m

P

Mit dem Programm ReVisp wurde aus einer ,binary mask“ eines Spharoids eine 3D-

Rekonstruktion erstellt (Piccinini et al., 2015).

2.5.3 [Ca®"];-Messung in CHO-""T""Y*_Monolayer-zellen im MTP-Format

Um die Anderung der intrazellularen Calciumkonzentration nach Stimulierung des
TRPV1-lonenkanals von Monolayer-Zellen im MTP-Format zu messen, wurde in
dieser Arbeit ein auf das generierte Zellmodell optimierter Assay entwickelt (Kapitel
3.4). Der entwickelte Assay, mit dem sowohl bekannte TRPV1-Agonisten als auch —

Antagonisten getestet wurden, wurde wie folgt durchgefinhrt.

External Puffer: 140mM NaCl, 3,5mM KCI, 2mM CaCl;x2H,0, 1mM
MgCl,x6H,O, 10mM  HEPES, 20mM D-Glucose
Monohydrat, pH 7,4 mit NaOH, steril filtriert (0,2um)

Fluo-8-Beladungspuffer: External Puffer, 2,5mM Probenecid, 2uM Fluo-8® AM

Waschpuffer: External Puffer, 2,5mM Probenecid
Agonist-Losung: External Puffer, 2,5mM Probenecid, xuM Agonist
Antagonist-Losung: External Puffer, 2,5mM Probenecid, xuM Antagonist

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 4x10* Zellen pro Well in eine 96-Well-

Mikrotiterplatte ausgeséat. Nach 24h erfolgte die Induktion mit 10ng/ml Doxyzyklin.
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Nach 24h wurde die Platte aus dem Begasungsbrutschrank genommen und 10min
bei RT inkubiert. Von 12 Wells wurde das Medium abgesaugt und durch 100ul Fluo-
8-Beladungspuffer ersetzt. Es erfolgte eine Inkubation von 60min bei RT und
Dunkelheit. Zur Testung von TRPV1-Agonisten wurde der Beladungspuffer nach der
Inkubationszeit durch 100ul Waschpuffer ersetzt. Zur Testung von TRPV1-
Antagonisten wurde an Stelle des Waschpuffers 100ul der Antagonist-Losung
zugegeben. Es folgte eine 20-mindtige Inkubation bei RT in Dunkelheit und ein
Wechsel des Waschpuffers bzw. der Antagonist-Losung, bevor die Messung der

Fluo-8-Fluoreszenzintensitat am Mikroplattenreader gestartet wurde.

Zur Gewabhrleistung gleicher zeitlicher Bedingungen der Messungen wurde mit der
Beladung der nachsten 12 Wells in einem zeitlichen Abstand von 10min begonnen.

Den Antagonist-Losungen sowie dem Waschpuffer wurde Probenecid in einer
Endkonzentration von 2,5mM zugesetzt, um eine Blockierung der Anionentransporter
in den CHO-Zellen sicherzustellen, so dass der nach der Hydrolyse negativ geladene

und aktivierte Farbstoff nicht aus den Zellen transportiert wird.

Am Mikroplattenreader wurde in einem Intervall von 7s tUber 10 Messpunkte, also
circa 1min, eine Basislinie bei einer Anregungswellenlange von 483/14nm und einer
Detektionswellenlange von 530/30nm aufgenommen. Danach erfolgte die Zugabe
von 50ul Agonist-Losung und eine Messung von weiteren 55 Messpunkten, also
circa 7min. Die Detektion der Hitzeaktivierung des lonenkanals wurde mit einem
Intervall von 18s gemessen. Nach 7 Messpunkten als Basislinie (2min) wurde die
Temperatur der Messkammer kontinuierlich auf 55°C erhdht, und eine Messung von

52 Messpunkten (16min) erfolgte.

Fur die Hintergrundmessung wurden 100ul External Puffer ohne Zellen in
entsprechende Kontroll-Wells pipettiert und die Messung wie oben beschrieben

durchgefihrt.

2.5.4 Analyse der in 2.5.3 erhaltenen Daten

Die Rohdaten der Fluoreszenzmesswerte einer Platte wurden aus der

Analysesoftware MARS (BMG Labtech) in Microsoft Excel exportiert. Fur jedes
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gemessene Well wurde ein gemittelter Wert pro Messpunkt von der Software
ausgegeben. Nach Hintergrundkorrektur wurden die gemessenen
Fluoreszenzintensitaten mit der Formel (F-Fg)/Fo normalisiert, wobei F die
Fluoreszenzintensitat pro Zeitpunkt und Fo der Mittelwert der 10 Messpunkte der
Basislinie ist. Zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven wurde pro zugegebener
Agonist- bzw. Antagonist-Konzentration der Mittelwert der 5 hdchsten Intensitaten
nach  der  Agonist-Zugabe  berechnet  ((F-Fo/Fo)max)- Diese  relativen
Fluoreszenzintensitaten wurden gegen die Agonist- bzw. Antagonist-Konzentration
aufgetragen. Die ECso- und 1Csp-Werte wurden mit dem Programm Graph Pad Prism
6 mit einer nichtlinearen Regressionsanalyse nach folgenden Formeln berechnet
(Abb.3).
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Y = Bottom + (1 + 10(ogECS0-X)+Hillslope) Y = Bottom + (1 + 10(LegIC50-X)~HilSlope)

Abbildung 16: Schematische Darstellung von Dosis-Wirkungskurven und nicht-linearer
Regressionsanalyse. Basale Antwort (Bottom), maximale Antwort (Top), Konzentration eines
Agonisten (A) bzw. Antagonisten (B) bei der die halbmaximale bzw. inhibitorische Wirkung erreicht ist.

2.5.5 [Ca®*];-Messung in CHO-"""RPVI.gpharoiden

External Puffer: 140mM NaCl, 3,5mM KCIl, 2mM CaCl;x2H,0O, 1mM
MgCl,x  6H,0, 10mM HEPES, 20mM D-Glucose
Monohydrat, pH 7,4 mit NaOH, steril filtriert (0,2um)

Fluo-8-Beladungspuffer: External Puffer, 2,5mM Probenecid, 2uM Fluo-8® AM

Waschpuffer: External Puffer, 2,5mM Probenecid
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Agonist-Losung: External Puffer, 2,5mM Probenecid, xuM Agonist
Antagonist-Losung: External Puffer, 2,5mM Probenecid, xuM Antagonist

Die Zellen wurden mit einer Zelldichte von 1x10* Zellen pro Well in 100pl Medium in
eine 96-Well-Lipidure-Mikrotiterplatte ausgeséat. Nach 24h erfolgte die Induktion mit
100ul Doxyzyklin (10ng/ml Endkonzentration). Nach 24h wurde die Platte aus dem
Inkubator genommen und 10min bei RT in Dunkelheit inkubiert. Von 24 Wells wurden
pro Well 160ul des Mediums abgenommen und durch 100ul Fluo-8-Beladungspuffer
ersetzt. Es erfolgte eine Inkubation von 60min bei RT und Dunkelheit. Anschliel3end
wurden die Spharoide in einem Volumen von 50ul in eine 96-Well-U-Bottom-Platte
Uberfahrt. In dieser Platte wurden pro Well 50ul Waschpuffer (zur Testung von
TRPV1-Agonisten) oder 50ul Antagonist-Lésung (zur Testung von TRPV1-
Antagonisten) bereits vorgelegt. Eine Inkubation folgte fir 20min bei RT und
Dunkelheit. Um sicherzustellen, dass die Spharoide moglichst in der Mitte des Wells
positioniert sind, wurde die Platte kurz vor der Messung fur circa 30s-1min bei 4009

zentrifugiert. AnschlieRend wurde die Messung am Mikroplattenreader gestartet.

Zur Gewahrleistung gleicher Bedingungen der Messungen wurde mit der Beladung

der nachsten 24 Wells in einem zeitlichen Abstand von 10min begonnen.

Wahrend den Inkubationszeiten wurden die Agonist- bzw. Antagonist-Losungen

vorbereitet wie in 2.5.3 beschrieben.

Die Messung erfolgte Uber ein in Zusammenarbeit mit der Firma BMG Labtech
entwickeltes Skript. Das Skript bestand aus zwei Protokollen. Einem Messprotokoll
und einem Injektionsprotokoll. Das Messprotokoll diente der ortlich aufgelésten
Messung eines 3,2mm? grofRen Bereichs in der Mitte des Wells mit 5x5 Messpunkten
(Abb.38). Das Injektionsprotokoll diente der Zugabe von 50ul Agonist-Losung bzw.
Puffer. Zur Messung der Basislinie wurde das Messprotokoll viermal nacheinander
durchgefuhrt. Dann erfolgte die Stimulierung des lonenkanals Gber die Zugabe des
Agonisten bzw. Puffers mit Hilfe des Injektionsprotokolls. Anschlieend wurde das
Messprotokoll weitere achtmal durchgefuhrt. Daraus ergab sich fur die Messung eine
zeitliche Auflosung von 35s zwischen den einzelnen Messpunkten. AnschlielRend
wurde die Platte entnommen und die nachsten zwei Reihen fir die unmittelbare

Messung vorbereitet.
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2.5.6 Analyse der in 2.5.5 erhaltenen Daten

Die Rohdaten der Fluoreszenzmesswerte einer Platte wurden aus der
Analysesoftware MARS (BMG Labtech) in Microsoft Excel exportiert. FiUr jedes
gemessene Well wurden 25 Messpunkte pro Messzeitpunkt ausgegeben. Die neun
hochsten gemessenen Fluoreszenzintensitdten innerhalb eines Wells wurden
gemittelt und als Fluoreszenzintensitat fur das gemessene Spharoid pro
Messzeitpunkt definiert. Da durch die Messung der 5x5 Matrix des Wells auch
Bereiche aul3erhalb des Spharoids gemessen wurden, wurden die vier niedrigsten
Fluoreszenzintensitaten innerhalb des Wells als Hintergrundsignal gemittelt und von
der Spharoid-Fluoreszenzintensitat abgezogen. Dann wurden die gemittelten und
hintergrundkorrigierten Fluoreszenzintensitaten mit der Formel (F-Fo)/Fo hormalisiert,
wobei F die Fluoreszenzintensitat zum Messzeitpunkt und Fo der Mittelwert der
Messwerte der Basislinie ist. Zur Erstellung von Dosis-Wirkungskurven wurde pro
zugegebener Agonist- bzw. Antagonist-Konzentration der Mittelwert der 3 héchsten
Intensitaten nach der Agonist-Zugabe berechnet ((F-Fo/Fo)max). Diese relativen
Fluoreszenzintensitaten wurden gegen die Agonist- bzw. Antagonist-Konzentration
aufgetragen. Die ECsp- und 1Csp-Werte wurden mit dem Programm Graph Pad Prism

6 mit einer nonlinearen Regressionsanalyse wie in 2.5.4 beschrieben berechnet.

2.5.7 Bestimmung des Z’- Faktors

Um die Qualitat der entwickelten Calcium-Assays im MTP-Format zu Uberprifen,
wurden sowohl fir den Monolayer- als auch fur den Sphéroid-Assay ein Z'-Faktor
nach Zhang (Zhang et al., 1999) ermittelt. Der Z'-Faktor beschreibt, wie signifikant
die Positiv- und Negativ-Kontrollwerte voneinander getrennt sind. Dazu wurden
CHO-""™P¥1 wie in 2.5.3 und 2.5.5 beschriecben ausgesit und die Assays
durchgefuhrt. Allerdings wurden nur 2 Konzentrationen des Agonisten Capsaicin
zugegeben: OuM als Negativkontrolle und 10uM als Positivkontrolle. Die Maxima der
relativen Anderungen wurden als Mittelwerte mit Standardabweichungen berechnet

und mit der folgenden Formel der Z’-Faktor ermittelt:

1 3x (op + on)
Hp — pn
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0,= Standardabweichung der Positivkontrolle
o,= Standardabweichung der Negativkontrolle
Hp= Mittelwert der Positivkontrolle

Un= Mittelwert der Negativkontrolle

Tabelle 12: Interpretation berechneter Z‘-Faktoren

Z‘-Faktor- Wert Interpretation
1 ideal
1>2'20,5 exzellent
0,5>2‘'20 grenzwertig
<0 unbrauchbar

2.6 Statistische Analyse

Um die Mittelwerte der ECso- und 1Cso-Werte, Hill-Koeffizienten und Effizienzen der
im  Monolayer- und Spharoid-Modell gemessenen Dosiswirkungskurven auf
signifikante Unterschiede hin zu untersuchen, wurde ein ungepaarter t-test mit dem
Programm Graph Pad Prism 6 durchgefiihrt. Die zu vergleichenden Daten der
Zellviabilitat  in  Brustkrebslinien nach  Stimulierung mit  verschiedenen
Konzentrationen Capsaicin wurden ebenfalls mit dem ungepaarten t-test auf

Signifikanz untersucht. Ein P-Value <0,05 wurde als signifikant angesehen.
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3. ERGEBNISSE

3.1 Tet-induzierbare Zelllinien mit Expression von humanem TRPV1

Zur gezielten Regulierung der rekombinanten, stabilen Expression des humanen,
transmembranen TRPV1-lonenkanals in S&ugerzellen wurde das Tetrazyklin-
induzierbare Genexpressionssystem Tet-On 3G eingesetzt (Clontech; Gossen &
Bujard, 1992; Zhou et al., 2006; Loew et al., 2010; Gossen et al., 1995). Im ersten
Schritt wurden CHO-K1 Zellen stabil mit dem Expressionsplasmid pCMV-Tet3G
transfiziert, die dadurch eine konstitutive Expression des Transaktivatorproteins Tet-
On 3G zeigten (CHO-3G-Zelllinie). In einer zweiten Transfektion wurde der pTRE3G-
Expressionsvektor mit dem Zielgen TRPV1 in die CHO-3G-Zellen eingebracht,
dessen Expression Doxyzyklin-abhangig Uber das Transaktivatorprotein Tet-On 3G
induziert wird. Um die TRPV1-Expression Uberprifen als auch die subzellulare
Lokalisation der heterologen TRPV1-lonenkanale fluoreszenzmikroskopisch
detektieren zu koénnen, wurden Fusionsproteine aus TRPV1 mit C-terminal-
fusioniertem mCherry- bzw. E2-Crimson-Fluoreszenzprotein hergestellt. Der
Emissionsbereich von mCherry und E2-Crimson liegt spektral weit von dem Calcium-
sensitiven Fluoreszenzindikator Fluo-8 entfernt, der fir Funktionsanalysen der
TRPV1-lonenkanale im Verlauf der Arbeit eingesetzt wurde. Dadurch ist eine
parallele Analyse von TRPV1-Lokalisation/-Expression als auch TRPV1-vermitteltem

Einstrom von Calcium-lonen im entwickelten CHO-Zellmodell mdglich.

Zunachst wurden die pTRE3G-Expressionsplasmide mit TRPV1-mCherry bzw. mit
TRPV1-E2-Crimson (Abb.17A) transient in CHO-3G-Zellen transfiziert. Die transiente
Transfektion der hTRPV1-Konstrukte diente als erste Kontrolle der Induzierbarkeit
der Genexpression und der intrazellularen Lokalisation des Fusionsproteins. Nach
Induktion der heterologen Genexpression durch Doxyzyklin zeigten transfizierte
Zellen mCherry- bzw. E2-Crimson-Fluoreszenz (Em 610nm bzw. 646nm). Das
hTRPV1-mCherry Fusionsprotein ist in der Plasmamembran sowie in intrazellularen
Strukturen lokalisiert (Abb.17B). Das hTRPV1-E2-Crimson Fusionsprotein zeigte im
Vergleich eine schwachere Fluoreszenzintensitdt und ist hauptsachlich in

intrazellularen Strukturen lokalisiert (Abb.17A).
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Abbildung 17: Vergleich der Expression und Lokalisation der hTRPV1-Konstrukte. 100.000
Zellen wurden pro 35mm Petrischale ausgesat und mit 750ng hTRPV1-E2-Crimson (A) und hTRPV1-
mCherry (B) Plasmid-DNA transfiziert. Nach 24h wurden die Zellen mit 500ng/ml Doxyzyklin induziert
und nach weiteren 24h fluoreszenzmikroskopisch untersucht.

Zur nachfolgenden Herstellung stabiler, induzierbarer Zelllinien wurde das hTRPV1-
mCherry-Plasmid eingesetzt, da die hTRPV1-mCherry Fusionsproteine eine hdhere
Fluoreszenzintensitat zeigten und die intrazellulare Lokalisation des Fusionsproteins
der beschriebenen, endogenen entsprach (Gallego-Sandin et al., 2009; Caterina et
al., 1997). Mit dem generierten Konstrukt pTRE3G-hTRPV1-mCherry wurden CHO-

3G Zellen wie in 2.4.4 beschrieben stabil transfiziert und Einzelklone selektiert.

3.2 Zellklone mit optimal regulierter TRPV1 Expression

Eine optimal Tet-regulierte Expression eines Transgens bedeutet, dass ohne
Induktion mit Doxyzyklin keine Basalexpression vorliegt und bei Induktion eine
maximale Expression erfolgt.

Um diesbezlglich optimale Zellklone zu identifzieren, wurden CHO-3G-Zellen mit
dem hTRPV1-mCherry-Konstrukt transfiziert und anschlie@end mit Hygromycin
selektioniert. 24 Zellklone wurden nach Doxyzyklin-Induktion mikroskopisch
hinsichtlich der mCherry-Fluoreszenzintensitat untersucht. Von diesen zeigten 21
Klone eine mCherry-Fluoreszenz. Nachfolgend wurde die Funktion der rekombinant

exprimierten hTRPV1-mCherry lonenkanale getestet. Dazu wurde nach Aktivierung
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der Kanale mit Capsaicin der TRPV1-vermittelte Calcium-Einstrom mittels Calcium

Imaging gemessen (Abb.18).
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Abbildung 18: Maximale Anderung der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat nach spezifischer
Aktivierung des hTRPV1 lonenkanals der Klone mit Capsaicin. 30.000 Zellen pro Klon wurden pro
Well in eine 24-Well-Platte ausgeséat und nach 24h mit 500ng/ml Doxyzyklin behandelt. Nach 24h
wurden die Zellen mit 2uM Fluo-8® AM beladen und der Ca**-Einstrom nach Zugabe von 2uM des
TRPV1-spezifischen Agonisten Capsaicin fluoreszenzmikroskopisch detektiert.

Mit Ausnahme der Klone 1, 6, 12 und 17 reagierten alle Klone mit einer signifikanten
Erhéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentration auf die spezifische TRPV1-
Aktivierung durch Capsaicin-Zugabe. Einzelne Zellen der Klone 2, 8, 9 und 16
zeigten keine oder eine zeitlich verzogerte Reaktion. Ein Anstieg der intrazelluléaren
Ca?*-Konzentration wurde in 79% der Zellen des Klon 2 detektiert, in 56% der Zellen
von Klon 8 und in 80% der Zellen des Klons 9. 5% der Zellen des Klons 16 zeigten

eine um 12s verzogerte Reaktion im Vergleich zu den anderen Zellen des Klons.

Dreizehn selektionierte Klone wurden anschliel3end auf Basalexpression (Leakiness)
als auch auf Tet-Induzierbarkeit der hTRPV1-mCherry Expression getestet.
Weiterhin wurde die Homogenitat der hnTRPV1-mCherry Expression in der Population
der jeweiligen Zellklone untersucht. Dazu wurde die mCherry-Fluoreszenzintensitat

vor und nach Zugabe von Doxyzyklin mikroskopisch analysiert (Abb.19).
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Abbildung 19: mCherry-
Fluoreszenzintensitaten
der Klone vor und nach
Zugabe von Doxyzyklin.
75.000 Zellen pro Klon
wurden in 35mm
Petrischalen ausgesét und
nach 24h auf eine
mCherry-
Fluoreszenzintensitat
mikroskopisch untersucht
(links). Die Zellen wurden
anschlieRend mit
100ng/ml Doxyzyclin
induziert und nach 24h
erneut die mCherry-
Fluoreszenzintensitat
mikroskopisch analysiert
(rechts).
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Ohne Induktion durch Doxyzyklin zeigten die analysierten Zellklone keine
mikroskopisch detektierbare Basalexpression von hTRPV1-mCherry (Abb.19 links).
Die Regulierbarkeit der hTRPV1-mCherry-Expression konnte Uber die
mikroskopische Analyse der mCherry-Fluoreszenz nach Zugabe von Doxyzyklin
nachgewiesen werden (Abb.19 rechts). Die Zellklone zeigten unterschiedliche
Expressionsh6hen des hTRPV1-mCherry Fusionsproteins. Zum Beispiel wurde in
Klon 21 eine 17-fach hohere Fluoreszenzintensitat als in Klon 10 gemessen.
Allerdings war die Expressionshohe in Einzelzellen einiger Zellklone unterschiedlich,
beispielsweise konnte in Klon 5 nur in einem Drittel der Zellen Uberhaupt eine
mCherry-Fluoreszenz detektiert werden (Abb.19, rechts, Pfeile). Im Gegensatz dazu
zeigten Einzelzellen anderer Klone zwar eine mCherry-Fluoreszenz in allen
Einzelzellen, aber mit deutlich unterschiedlichen Fluoreszenzintensitaten (z.B. Klon
15). Aufgrund der Heterogenitat der detektierten Fluoreszenzintensitaten wurden die
Klone 5, 12, 13, 15 und 19 verworfen.

Zur weiteren ldentifizierung des optimalen Zellklons wurde im nachsten Schritt die
Funktion der rekombinant exprimierten hTRPV1-mCherry-lonenkandle Uberpruft.
Dazu wurden die Kanéale mit dem spezifischen Agonisten Capsaicin aktiviert und die
dadurch  resultierende  Erhdhung der intrazellularen  Ca?®*-Konzentration
mikroskopisch als auch im Mikroplattenreader gemessen (Abb.20). Diese Analysen
wurden mit und ohne Induktion der Genexpression des hTRPV1-mCherry
Fusionsproteins durchgefiihrt. Auf diese Weise wurden die Zellklone auch tUber die
Funktion der hTRPV1-mCherry-Kanale auf eine mdgliche Basalexpression getestet,
als auch die Klone identifiziert, die die hochste Anderung der intrazellularen Calcium-

Konzentration zeigten.
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Abbildung 20: Maximale Anderung der Fluo-8-Fluoreszenzintensitéat nach Capsaicin Zugabe. A)
75.000 Zellen wurden pro 35mm Petrischale ausgesat und nach 24h mit Ong/ml Doxyzyklin (grau)
oder 100ng/ml Doxyzyklin (schwarz) induziert. Nach 24h wurden die Zellen mit 2uM Fluo8®-AM
beladen und die Fluoreszenzintensitat nach Zugabe von 2uM Capsaicin fluoreszenzmikroskopisch
detektiert. B) 40.000 Zellen wurden pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat und nach 24h
Induktion mit Ong/ml Doxyzyklin (grau) oder 100ng/ml Doxyzyklin (schwarz) induziert. Nach 24h
wurden die Klone mit 5uM Fluo8®-AM beladen und die Fluoreszenzintensitat nach Zugabe von 2uM
Capsaicin mit dem Mikroplattenreader gemessen.

Alle induzierten Klone reagierten nach Zugabe von Capsaicin mit einem Anstieg der
Fluo-8-Fluoreszenzintensitat. Allerdings zeigten die Zellklone 3, 7, 10, 11 und 19
auch ohne Doxyzyklin-Induktion eine Erhéhung der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat und
damit eine unerwiinschte Basalexpression der hTRPV1-mCherry-lonenkanéle. Die
Fluoreszenzmessungen wurden mikroskopisch auf Einzelzellebene als auch im
Mikrotiterplattenformat (> 40.000 Zellen/Well) im Plattenreader durchgefihrt. Mit
beiden Messmethoden wurden vergleichbare Ergebnisse zwischen nicht-induzierter
und induzierter Expression der hTRPV1-mCherry-lonenkanéle erzielt. Dagegen
lieferten die beiden Methoden unterschiedliche maximale Anderungen der
intrazellularen Calcium-Konzentration im direkten Vergleich einzelner Zellklone (Abb.
4; mikroskopisch: Klon 14 > Klon 19; Plattenreader: Klon 14 < Klon 19). Trotzdem
erlauben beide Methoden die Identifizierung von Zellklonen mit bester Regulation der
Genexpression als auch mit hochster Anderung der intrazellularen Calcium-

Konzentration.

Anhand der durchgefiihrten Untersuchungen wurde Klon 14 als Zelllinie fir die

Entwicklung eines induzierbaren Zellmodells mit rekombinanter Expression von

O-HTRPVL

hTRPV1-mCherry-lonenkanalen ausgewahlt (nachfolgend CH genannt).
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3.3 Charakterisierung der generierten CHO-"""""V! Zelllinie

Fur die Entwicklung zellbasierter, industrietauglicher Wirkstoff-Screeningverfahren
und Toxizitatsassays stellt die Auswahl des Zellmodells eine wichtige Grundlage dar.
Dieses muss eingehend charakterisiert werden, um Anpassungen an standardisierte
Zellkulturbedingungen und Analytik sowie Kompatibilitat zu etablierten Mikrotiter-
basierten Hochdurchsatztechnologien zu erreichen. Eine hohe Standardisierung des
zellularen Assays ist somit unabdingbar, um korrekte quantitative und vergleichbare
Daten generieren zu kdnnen. Die Charakterisierung der selektionierten CHO-""TRPV1 .
Zelllinie erfolgte hinsichtlich folgender Parameter: i) Qualitativer Nachweis der
Expression des TRPV1-mCherry Fusionsproteins, ii) Uberpriifung der intrazellularen
Lokalisation, iii) Abhangigkeit der Genexpression von Induktionszeit und -
konzentration, iv) Reaktion der CHO-""TRPV1.Zellen auf spezifische TRPV1-Agonisten
und -Antagonisten, v) Wirkung Doxyzyklin-induzierter Expression und hTRPV1-
Aktivierung auf die Viabilitat der CHO-""TRPV1 Zelllinje.

3.3.1 Nachweis der Expression des Fusionsproteins mittels Western
Blot

Der Nachweis des hTRPV1-mCherry Fusionsproteins erfolgte mittels Western Blot
und Immundetektion mit spezifischen Antikérpern gegen hTRPV1 bzw. gegen
mCherry (Abb.22). Mit dem anti-hTRPV1- als auch dem anti-mCherry-Antikdrper
wurden ausschlief3lich bei Induktion durch Doxyzyklin (ab 0,1pg/ml) zwei
Proteinbanden mit einem Molekulargewicht von 122kDa bzw. 131kDa detektiert.
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Abbildung 22: Western Blot von CHO-"""""Y*" ynd CHO-3G-Zelllysaten. CHO-"""""¥1.zellen und
CHO-3G-Parentalzellen wurden mit Doxyzyklin-Konzentrationen von 0-1pg/ml induziert, 72h inkubiert
und Zelllysate gewonnen. Je 50ug wurden pro Tasche einer SDS-PAGE aufgetragen und
anschlieBend auf eine Nitrocellulosemembran geblottet. A) Kaninchen a-TRPV1. B) Ziege a-mCherry
und Maus a-GAPDH.

In der Parentallinie CHO-3G wurde keine TRPV1- oder mCherry-Bande detektiert.
Das Molekulargewicht des hTRPV1-mCherry Fusionsproteins, berechnet aus der
Summe des Molekulargewichtes von hTRPV1 (95 kDa; Hayes et al., 2000) und von
mCherry (27kDa), betragt 122kDa. Dies entspricht der unteren Bande. Die zweite
Proteinbande von 131kDa stellt vermutlich eine glykosylierte Form des hTRPV1-
mCherry Fusionsproteins in den CHO-""TR"V1 Zellen dar (Veldhuis et al., 2012).

Mit dem anti-mCherry-Antikorper wurde zuséatzlich eine Bande von 36kDa detektiert.
(Abb.22B). Die Aminosaurensequenz des Fusionsproteins wurde auf potenzielle
Proteaseschnittstellen mit der Peptide-Cutter-Software (Expasy.org) analysiert. Es
konnte dabei keine Protease-Schnittstelle ermittelt werden, die zu einem C-

terminalen, 36kDa grof3en Fragment des Fusionsproteins fiihren kénnte.

3.3.2 Intrazellulare Lokalisation des hTRPV1-mCherry-Proteins

Der endogene TRPVl1-lonenkanal ist in der Plasmamembran sowie in
Endomembranen lokalisiert (Gallego-Sandin et al., 2009; Cheng et al., 2007). Die
Lokalisation des rekombinanten hTRPV1-mCherry Fusionsproteins wurde
fluoreszenzmikroskopisch in den CHO-"""R"V1.Zellen tiberpriift (Abb.23).
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Abbildung 23: Lokalisation des hTRPV1-mCherry-Fusionsproteins. CHO-""™PVL_Zellen wurden
mit 100ng/ml Doxyzyklin induziert. Nach 24h wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht.
1) Plasmamembran, 2) intrazellulare Strukturen, 3) Kernhdlle, 4) vesikulare Strukturen

mCherry-Fluoreszenz wurde in der Plasmamembran (1), in intrazellularen Strukturen,
vermutlich Endomembranen (2), in der Kernhille (3) und in vesikularen Strukturen
(4) detektiert. Dies entspricht der in der Literatur beschriebenen Lokalisation des

endogenen TRPV1-lonenkanals.

3.3.3 Konzentrations- und Zeitabhangigkeit der induzierten hTRPV1-
mCherry-Expression

Zur Charakterisierung des entwickelten CHO-""RPV1.zellmodells wurde die
Abhangigkeit der hTRPV1-mCherry-Expression von der Doxyzyklin-Konzentration
(Abb.24) und der Induktionsdauer (Abb.25) analysiert.

Die Expression des Fusionsproteins ist von der Doxyzyklin-Konzentration abhangig.
Ohne Zugabe von Doxyzyklin wurde keine mCherry-Fluoreszenz im Zellmodell
detektiert, ab 3ng/ml zeigen circa 3% und ab 100ng/ml 100% der Zellen eine
mCherry-Fluoreszenz. Die mittlere effektive Konzentration (ECso) des Doxyzyklins
wurde mit den erhaltenen Messdaten berechnet und betragt 9,8 £ 2ng/ml. Die
gemessenen Fluoreszenzintensitdten der Einzelzellen sind heterogen, was auf
unterschiedlich hohe Expressionsraten schlieRen lasst. Die Expressionsraten

kénnten aufgrund unterschiedlicher Zellzyklusstadien variieren.
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Abbildung 24: Konzentrationsabhangigkeit der Doxyzyklin-induzierten hTRPV1-mCherry-
Expression. CHO-"""""V1_Zellen wurden in einer 6-Well-Platte ausgesat. Nach 24h wurde den Zellen
Medium mit unterschiedlichen Doxyzyklin-Konzentrationen zugegeben (0-300ng/ml). Nach 24h
wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. A) Hellfeld, mCherry-Fluoreszenz. B) Anteil
mCherry-positiver Zellen (ECso: 9,8 + 2ng/ml). C) mCherry-Fluoreszenzintensitat der gemessenen
Einzelzellen.

Im Folgenden wurde der Zeitverlauf der Doxyzyklin-induzierten Expression in der
entwickelten Zelllinie fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abb.25).

A Inkubationszeit B

24h 48h 72h

Hellfeld [§

500 4

mCherry
Fluoreszenzintensitat
N
3
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Abbildung 25: Zeitabhéangigkeit der Doxyzyklin-induzierten hTRPV1-mCherry Expression.
CHO-"""RPV1_7ellen wurden in einer 6-Well-Platte ausgesat. Nach 24h wurde den Zellen Medium mit
einer Doxyzyklin-Konzentration von 100ng/ml zugegeben. Nach 24h, 48h und 72h wurden die Zellen
fluoreszenzmikroskopisch  untersucht. A) Hellfeld, mCherry-Fluoreszenz. B) mCherry-
Fluoreszenzintensitat der gemessenen Einzelzellen.
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Die hTRPV1-mCherry-Expressionshéhe ist von der Induktionsdauer abhangig. Nach
48h wurde eine 2,8-fach hohere mCherry-Fluoreszenzintensitat gemessen als nach
24h. Eine Induktionsdauer von 72h fuhrte zu einer 3,3-fach hoheren Intensitat.
Anhand der Analysen konnte gezeigt werden, dass die Expression des Transgens in
dem entwickelten CHO-"""R"V1.zelimodell sehr gut tiber die Doxyzyklin-Konzentration

als auch uber die Induktionsdauer reguliert werden kann.

3.3.4 Aktivierbarkeit und Inhibierbarkeit des TRPV1-mCherry-
lonenkanals

Zur pharmakologischen Charakterisierung des CHO-""TR"VLzelimodells wurde
Capsaicin als TRPV1-Referenz-Agonist und Capsazepine als Antagonist
exemplarisch untersucht (Abb.26). Dazu wurde der TRPV1-vermittelte Calcium-
Einstrom mittels Calcium Imaging gemessen. Um eine mechanische Stimulation des
TRPV1-Kanals auszuschlieBen, wurde eine Kontrollmessung ohne Zusatz des
TRPV1-Aktivators Capsaicin durchgefuhrt. In dieser Kontrollmessung wurde keine

Anderung der intrazellularen Ca?*-Konzentration detektiert.

Capsaicin

1

- induziert, 1uM Capsaicin

-~ Induziert, 1uM Capsaicin, 10uM Capsazepine

(F-Fo)IFq
e

= induziert, OuM Capsaicin

-~ nicht induziert, 1uM Capsaicin

100 200 300

(F-Fo)/Fo

Abbildung 26: Validierung der Calcium-Antwort in der induzierten rekombinanten Zelllinie. Es
wurden 75.000 CHO-"""™"V1_zellen pro 35mm Petrischale ausgeséat und nach 24h mit Ong/ml (graue
Linie) oder 10ng/ml Doxyzyklin induziert. Nach 24h wurden die Zellen mit 2uM Fluo-8® AM beladen
und die intrazellulare Ca®*-Konzentration fluoreszenzmikroskopisch vor und nach der Zugabe von OuM
(schwarze Linie) oder 1uM (rote Linie) Capsaicin gemessen. Zellen einer Petrischale wurden mit
10uM des TRPV1-Antagonisten Capsazepine vorbehandelt (grine Linie). Die Mittelwerte der Fluo-8
Fluoreszenzintensitaten aller untersuchten Zellen wurden berechnet und grafisch dargestellt. Eine
Bildsequenz zeigt die Fluo-8® AM beladenen Zellen vor (a), kurz nach (b) und 300s (c) nach Zugabe
des Capsaicins.

69



Ergebnisse

Ein Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat, die mit der intrazellularen Ca**-
Konzentration korreliert, konnte in Doxyzyklin-induzierten Zellen nach Zugabe des
Agonisten Capsaicin gemessen werden. Eine Zugabe des Agonisten zu nicht-
induzierten Zellen anderte die intrazellulare Ca?*-Konzentration nicht. Dies
unterstreicht die gute Regulierbarkeit des Tet-On 3G Expressionssystems in dem

etablierten CHO-""TRPVL_zalimodell.

Bei Vorbehandlung der CHO-""TRPV1_7ellen mit Capsazepine wurde keine Erhdhung
der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat gemessen. Diese Ergebnisse verdeutlichen, dass
die Erhoéhung der intrazellularen Ca®*-Konzentration auf einer spezifischen

Aktivierung der rekombinant exprimierten TRPV1-Kanéle beruht.

3.3.5 Hitzeaktivierung des hTRPV1-mCherry lonenkanals

TRPV1-lonenkanile reagieren ab einer Temperatur von 43°C mit Offnung ihrer
Poren, die zum Ca?"-loneneinstrom fithrt. Zur Uberpriifung der rekombinant
exprimierten hTRPV1-mCherry-lonenkanéle auf diese Eigenschaft wurden in An- und
Abwesenheit eines spezifischen TRPV1-Antagonisten hTRPV1-exprimierende Zellen
steigender Temperatur ausgesetzt (Abb.27). Als Antagonist wurde BCTC gewahlt, da
Capsazepine bei Hitzestimulus einen sehr hohen ICso-Wert (3100nM) aufweist. Im
Gegensatz dazu liegt der ICso-Wert von BCTC mit 5,3nM bei Hitzeinduktion in einem

wesentlich niedrigeren Bereich (Reubish et al., 2009).

Ab einer Temperatur von 43°C wurde eine Erhéhung der Fluo-8
Fluoreszenzintensitat in CHO-""""P¥1.7ellen detektiert. Nach einer Vorbehandlung
der Zellen mit dem TRPV1-Antagonisten BCTC wurde keine Anderung der

intrazellularen Ca?*-Konzentration gemessen.

Hiermit konnte ein weiterer Nachweis erbracht werden, dass der rekombinant
exprimierte  TRPV1-lonenkanal auch als Fusionsprotein mit mCherry bekannte

physiologische Funktionen des endogenen TRPV1-lonenkanals aufweist.
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Abbildung 27: Temperaturabhangige Aktivierung des induzierten hTRPV1-mCherry-
lonenkanals. 40.000 Zellen wurden pro Well einer 96-Well-Mitkrotiterplatte ausgeséat und nach 24h
mit 10ng/ml Doxyzyklin induziert. Nach 24h wurden die Zellen mit 2uM Fluo-8® AM beladen und eine
Platte mit 1uM BCTC vorbehandelt. Wé&hrend der Messung wurde die Temperatur kontinuierlich auf
55°C erhoht. A) Anderung der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in Abhangigkeit von der Zeit. B) Anderung
der Fluo-8-Fluoreszenzintensitéat in Abhangigkeit von der Temperatur.

3.3.6 Einfluss der Expression und Aktivierung des hTRPV1-mCherry-
lonenkanals auf die Viabilitat der CHO-"""RPV1.zellen

Die gentechnische Veradnderung der CHO-Zellen mit dem hTRPV1-mCherry-
Konstrukt kann sich auf die Viabilitat der CHO-""T’"V1.Zellen auswirken. In diesem
Kontext wurden folgende Faktoren untersucht: i) die Uberexpression des humanen
TRPV1-Kanals, ii) die Inkubation mit dem chemischen Induktor Doxyzyklin und iii) die
Aktivierung der rekombinant exprimierten TRPV1-lonenkanéle.

Zunachst wurde die Viabilitat der CHO-""""PV1.zelllinie in Abhangigkeit der
Doxyzyklin-induzierten Expression analysiert. Die Viabilitdt wurde fluorimetrisch mit
Propidiumiodid (PIl) bestimmt. Zuséatzlich wurde die Morphologie der Zellen
mikroskopisch untersucht. Als Kontrolle wurden die Analysen in der CHO-3G-
Parentallinie durchgefiihrt, die nur das Transaktivatorprotein Tet-On 3G, aber kein
Zielgen (TRPV1-mCherry) exprimieren (Abb. 28).
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Abbildung 28: Viabilitit der CHO-"""""'.zellen und der CHO-3G-Parentalzellen nach
Doxyzyklin-Induktion. Es wurden 40.000 Zellen pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat.
Nach 24h erfolgte die Induktion mit Doxyzyklin (0-100ng/ml). Nach 24h, 48h, 72h und 96h wurde ein
fluorimetrischer Vitalitatstest mit Propidiumiodid durchgefuhrt und die Zellen mikroskopisch untersucht.

Die Doxyzyklin-induzierte Expression des rekombinanten Fusionsproteins beeinflusst
die Viabilitat der entwickelten Zelllinie (Abb.28A). Nach einer Induktionsdauer von
96h mit 10ng/ml Doxyzyklin sinkt der Anteil lebender CHO-""TRPV1_Zellen auf 83,4%.
Bei einer Konzentration von 100ng/ml Doxyzyklin wurde nach 72h eine Viabilitat von
85,4% und nach 96h von 77,9% detektiert. In Abwesenheit von Doxyzyklin wurde
keine signifikante Anderung in der Viabilitat gemessen. Die Analyse der Parentallinie
CHO-3G zeigte nach Induktion mit Doxyzyklin keinen Einfluss auf die Viabilitat der
Zellen (Abb.28B).

Zusammenfassend wurde ein geringer Einfluss der rekombinanten Expression auf
die Viabilitat festgestellt, jedoch kein Einfluss durch Behandlung der Zellen mit
Doxyzyklin beobachtet.

In Ubereinstimmung mit den fluorimetrisch erfassten Daten wurden auch
Anderungen in der Zellmorphologie abhingig von der Doxyzyklin-induzierten
Genexpression mikroskopisch detektiert. 80% der mit 100ng/ml Doxyzyklin-

behandelten CHO-"""""V1.Zellen zeigten nach einer Induktionsdauer von 96h eine
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flache, Epithel-ahnliche Morphologie. Bei 20% wurde ein Verlust der urspringlichen
Zellmorphologie beobachtet.

Die Capsaicin-vermittelte Aktivierung des TRPV1-lonenkanals wurde in einem in der
Literatur beschriebenen, rekombinanten Expressionssystem mit Zelltod assoziiert.
HEK293-Zellen, die transient den Ratten-TRPV1-Kanal exprimierten, zeigten bei
einer Behandlung mit 3uM Capsaicin eine nekrotische Morphologie und eine um 50-
75% verminderte Viabilitat. Im Gegensatz dazu blieb die Vitalitdt und Morphologie mit
einem Kontrollplasmid transfizierter HEK293-Zellen unverandert (Caterina et al.,
1997).

Der Einfluss der Aktivierung der lonenkanéle auf die Viabilitat der CHO-"""""V1.Zellen
wurde durch Zugabe des Agonisten Capsaicin (0—500uM) untersucht. Dabei wurden
unterschiedliche Doxyzyklin-Konzentrationen (0-1000ng/ml) zur Induktion der
lonenkanal-Expression eingesetzt (Abb.29).

Viabilitit [%]

CaPSaicin [um)

Abbildung 29: Einfluss der Uberexpression und hTRPV1-Aktivierung auf die Viabilitat der
rekombinanten Zelllinie. Es wurden 40.000 Zellen pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgesat.
Nach 24h erfolgte die Induktion mit Doxyzyklin (0-1000ng/ml). Nach weiteren 24h wurden die Zellen

mit Capsaicin (0-500uM) behandelt, und 24h spéater wurde ein Propidiumiodid-Viabilitatstest
durchgefuhrt.

Mit steigender Capsaicin-Konzentration ab 0,1uM Capsaicin als auch steigender
Doxyzyklin-Konzentration ab 10ng/ml Doxyzyklin nahm die Zellviabilitat ab. Bei einer
Capsaicin-Konzentration von 500uM konnten sowohl in den Doxyzyklin-induzierten
als auch in den nicht-induzierten CHO-"""""V1.Zellen keine viablen Zellen mehr
detektiert werden.

Zusammenfassend ist hiermit eine TRPV1-vermittelte Toxizitdt bei Behandlung der

CHO-""TRPVL_7ellen mit Capsaicin in einem Zeitraum von 24h nachweisbar. Allerdings
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liegt die Inkubationszeit der Zellen mit Capsaicin fur die Aktivierung der TRPV1
lonenkanéle als auch die Messung der resultierenden Fluo-8-Fluoreszenzintensitat
im Minutenbereich, so dass in diesem Messintervall keine signifikante Beeinflussung

der Zellviabilitdt zu erwarten ist.

3.4 Fluorimetrischer zellularer Calcium-Assay far
pharmakologische Analysen des TRPV1-lonenkanals

Die Messung der intrazellularen Calcium-Konzentration wird in vielen
pharmakologischen Mittel- bis Hochdurchsatz-Screeningverfahren zur Identifizierung
von Wirkstoffen fur lonenkanale eingesetzt. Zellbasierte Calcium-Assays eignen sich
fur die nicht-invasive Messung der intrazelluldaren Ca*-Konzentration und weisen

minimale Wechselwirkungen mit den zellularen Vorgangen auf.

3.4.1 Mikrotiterplatten-basierte Calcium-Assays zur Analyse selektiver
TRPV1-Agonisten und -Antagonisten

Fluoreszenzmikroskopische Messungen der intrazellularen Ca®*-Konzentrationen
sind sehr sensitiv und ermdglichen eine hohe zeitliche und raumliche Auflésung des
Calciumsignals. Im Vergleich dazu sind Plattenreader-basierte Messungen des Ca?*-
Einstroms schneller und kosteneffektiver. Nachteilig ist die geringere Sensitivitat der
Fluoreszenzdetektion des Plattenreaders (Heusinkveld & Westerink, 2011). Zur
Validierung des CHO-"TR"VL.zellmodells wurde ein Calcium-Assay im 96-Well-
MTP(Mikrotiterplatten)-Format entwickelt, mit dem Dosis-Wirkungs-Beziehungen von
TRPV1-Agonisten und -Antagonisten analysiert werden koénnen. Im Plattenreader
bestehen unterschiedliche Anforderungen bei der Messung der intrazellularen Ca?*-
Konzentration in MTPs als bei mikroskopischer Messung. Daher waren eine
Anpassung folgender Parameter essentiell, um ein optimales Signal-Rausch-
Verhdltnis im zellularen Assay zu erreichen: (i) Doxyzyklin-Konzentration fur die
Induktion, (ii) Induktionsdauer, (iii) Stabilisierung des extrazellularen pH-Wertes, (iv)

Stabilisierung der Fluo-8-Konzentration wahrend der Messung (Abb.30).
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Abbildung 30: Einfluss der verwendeten Doxyzyklin-Konzentration, Induktionsdauer, der
Pufferung des extrazellularen pH-Werts mit HEPES und Stabilisierung der Fluo-8-Konzentration
durch Probenecid auf die Calcium-Messung. 40.000 CHO-""""¥*.zellen wurden pro Well einer 96-
Well-Mikrotiter-Platte ausgeséat und nach 24h mit 10ng/ml Doxyzyklin (B; C; D) bzw. 0-100ng/ml
Doxyzyklin (A) behandelt. Nach weiteren 24h (A; C; D) bzw. 48h und 72h (B) wurden die Zellen mit
2uM Fluo-8® AM beladen und die Fluoreszenzintensitat vor und nach Zugabe von 1uM Capsaicin mit
einem Plattenreader gemessen. A) Einfluss der verwendeten Doxyzyklin-Konzentration. B) Einfluss
der Induktionsdauer. C) Einfluss der Pufferung des extrazellularen pH-Werts mit HEPES (pH 7.4). D)
Einfluss des Zusatzes von Probenecid zur Stabilisierung der Fluo-8-Konzentration wéahrend der
Messung.

Die eingesetzte Doxyzyklin-Konzentration beeinflusste im MTP-Format die H6he der
Anderung der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat nach TRPV1-Aktivierung. In CHO-""TRFVL.
Zellen, in denen die hTRPV1-mCherry Genexpression mit 10ng/ml DoxyzykKlin
induziert wurde, wurde nach Aktivierung des lonenkanals mit Capsaicin die héchste
Anderung der Fluoreszenzintensitat (0,35-fach) detektiert. In Zellen, die mit 30ng/ml
und 100ng/ml Doxyzyklin behandelt wurden, war sie deutlich niedriger (0,08 bzw.
0,03) (Abb.30A).

Die Induktionsdauer beeinflusste die Fluo-8-Intensitdit nach Aktivierung des
lonenkanals ebenfalls (Abb.30B). In CHO-"""R"V1.zellen, die 24h mit Doxyzyklin
behandelt wurden, wurde eine doppelt so hohe Anderung der Fluo-8-Intensitat nach
TRPV1-Aktivierung gemessen als in Zellen, die 48h und 72h induziert wurden.

Der extrazellulare pH-Wert kann auf verschiedenen Ebenen die Messergebnisse des

Calcium-Assays beeinflussen, da Protonen endogene Aktivatoren von TRPV1 sind.
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Die Temperaturschwelle zur Aktivierung des TRPV1-lonenkanals wird durch eine
Anderung des extrazellularen pH-Werts herabgesetzt, da der TRPV1-Kanal bei
milder Ansduerung des Mediums (bereits bei pH < 5,9) sensitiver wird. Diese
Aktivierung bewirkt eine nachfolgende Desensitisierung der Kanéle. Im Calcium-
Assay wuirde dies die Signalh6he der gemessenen Fluo-8-Fluoreszenz erniedrigen,
da weniger aktivierbare TRPV1-Kanale bei der Messung zur Verfugung stehen
wirden.

Der extrazellulare pH-Wert tbt einen Einfluss auf den intrazellularen pH-Wert und
damit auch auf das Fluo-8-Signal aus, da die Fluoreszenzintensitat Fluoreszein-
verwandter Farbstoffe, wie Fluo-8® AM, stark vom (intrazellularen) pH-Wert
abhangig ist (Haugland, 2002; Rohrbach et al., 2005; Caterina et al., 1999). Daher
wurde durch die Kultivierung der CHO-""TRPV1.7ellen in Anwesenheit des Puffers
HEPES der extrazellulare pH-Wert konstant gehalten. In diesen Zellen wurde eine
0,72-fache Anderung der Fluo-8-Intensitat nach Aktivierung des lonenkanals
gemessen. In Zellen, die ohne Zusatz des HEPES kultiviert wurden, wurde eine
niedrigere Anderung der Fluo-8-Intensitat (0,35-fach) detektiert (Abb.30C).

CHO-Zellen besitzen Anionentransporter, die negativ-geladene Molekile und damit
auch Calcium-Farbstoffe, wie Fluo-8, aus den Zellen ausschleusen (Di Virgilio et al.,
1989). Dies kann zu einem Verlust des Fluo-8 wahrend der Messung fiihren. Durch
die Zugabe von 2,5mM Probenecid, einem Anionentransporterblocker, konnte nach
Aktivierung des lonenkanals eine 1,3-fache Erh6hung der Fluo-8-Intensitat detektiert
werden (Abb.30D). Zusammenfassend konnte durch die Optimierung der

beschriebenen Parameter eine Maximierung des Fluo-8 Signals erreicht werden.

Auf Grundlage der oben durchgefiihrten Optimierungen des Calcium-Assays im
MTP-Format wurde ein standardisiertes Assay-Protokoll definiert: (i) Induktion mit
10ng/ml Doxyzyklin, (ii) Induktionsdauer 24h, (iii) Kultivierung und Messung der
Zellen in Anwesenheit von 20mM HEPES und (iv) Zusatz von 2,5mM des

Hemmstoffes Probenecid wéhrend der Messung.
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3.4.2 Qualitat des entwickelten Calcium-Assays

Die Qualitat eines Assays lasst sich mit Hilfe verschiedener statistischer Parameter
beurteilen. Diese kénnen auch angewendet werden, um die Qualitat von Daten zu
bewerten. Der Z‘-Faktor wird haufig fir die Evaluierung von Assays eingesetzt, da er
eine Aussage Uber die Leistungsfahigkeit bzw. Qualitat des Testsystems ermaoglicht.
Der Z'-Faktor ist eine statistische, dimensionslose, Kennzahl, die ein Mal3 fur die
Reproduzierbarkeit und Robustheit eines Assays ist (Zhang et al., 1999). Der Z'-
Faktor  bericksichtigt die  Schwankungen der erhaltenen  Messdaten
(Standardabweichungen) und die GroRe des Messfensters (dynamischer Bereich)
zwischen den Mittelwerten gemessener Positiv- und Negativkontrollen. Fir prinzipiell
auswertbare Assays nimmt dieser einen Wert zwischen 0 und 1 an. Werte zwischen
0,5 und 1 bedeuten, dass ein robuster Assay mit zuverlassigen Daten vorliegt, wobei
Z' = 1 fur den idealen Assay steht. Bei negativen Werten liegt ein nicht-auswertbarer

Assay vor.

Der Z'-Faktor wurde fir den entwickelten Calcium-Assay im CHO-"""R"V1.Zellmodell
aus den Mittelwerten und Standardabweichungen gemessener Fluo-8
Fluoreszenzintensitaten von Positiv (10uM Capsaicin)- und Negativ (OuM)-Kontrollen
bestimmt (Abb.31).

2.0- _
e + 10uM Capsaicin
154 _eeee® m - Capsaicin
. ¢ O.oi..o.ooo...io'
—;E 1.0+
L
u0.5-
L
0.0 {wEE R
10 20 30
-0.5- Well Nummer

Abbildung 31: Bestimmung des Z‘-Faktors. Es wurden 40.000 Zellen pro Well einer 96-Well-
Mikrotiterplatte ausgeséat und nach 24h mit 10ng/ml Doxyzyklin induziert. Nach weiteren 24h wurde die
Anderung der Fluo-8-Intensitit nach Zugabe von OuM und 10puM Capsaicin gemessen. Der
berechnete Z'-Faktor betrug in diesem Experiment 0,71. Das Streudiagramm ist reprasentativ fir n=6
Experimente.

In sechs unabhangigen Experimenten wurde ein Z'-Faktor von 0,66 + 0,09 ermittelt.
Dies belegt die erfolgreichen Optimierungen als auch die resultierende sehr gute

Qualitat des entwickelten, fluorimetrischen Calcium-Assays im MTP-Format. Auf
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dieser Grundlage konnte der Calcium-Assay in Verbindung mit dem entwickelten
CHO-""TRPVL7zelimodell als sensitives und aussagekréftiges Testsystem fiir die
pharmakologische Analyse von TRPV1-spezifischen Agonisten und Antagonisten

eingesetzt werden.

3.5 Pharmakologische Analyse von TRPV1-Agonisten und -
Antagonisten

Die Potenz (ECso- bzw. ICso-Werte) und die Effizienz (Maximalwirkung) von
bekannten TRPV1-Agonisten und -Antagonisten wurden bestimmt, um den
heterologen TRPV1-mCherry-lonenkanal pharmakologisch zu charakterisieren. Dazu
wurden Dosis-Wirkungs-Kurven mit dem entwickelten CHO-""TRPVL_Calcium-Assay
erstellt. Das Prinzip des Assays beruht auf der Messung der maximalen Anderung
des Fluo-8-Signals, welches mit der Anderung der intrazellularen Calcium-
Konzentration korreliert, nach Aktivierung des TRPV1-lonenkanals. Dabei ist die
maximale Anderung von der zugegebenen Agonisten-Konzentration abhangig (Abb.
32A). Im ersten Schritt wurde Capsaicin als TRPV1-Referenz-Agonist eingesetzt.
Bei Zugabe von 10nM Capsaicin konnte eine Anderung der Fluo-8-Intensitat um das
0,17-fache detektiert werden. Die Aktivierung des TRPV1-lonenkanals mit der
maximalen Konzentration von 10uM Capsaicin fiihrte zu einer 1,34-fachen Anderung
der Fluo-8-Intensitat, die 62s nach Zugabe gemessen wurde. Nach Aktivierung mit
submaximalen Capsaicin-Konzentrationen wie bspw. 30nM wurde die maximale
Anderung der Fluo-8-Intensitat erst nach 300s detektiert. Mit den gemessenen
hochsten Anderungen der Fluo-8-Intensitat nach Capsaicin-Zugabe in den
Einzelmessungen kann eine Dosis-Wirkungs-Kurve erstellt und die ECsy abgeleitet
werden (ECso: 25,5 + 6,2 nM) (Abb.32 A, rechts).
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Abbildung 32: Dosis-Wirkungs-Beziehungen von Capsaicin und Capsazepine in CHO’

Zeit [s]

log (Capsazepine) [M]

I-hTRPV1_

Zellen. 40.000 Zellen wurden pro Well in eine 96-Well-Mikrotiterplatte ausgeséat und nach 24h mit
10ng/ml Doxyzyklin induziert. A) Nach 24h wurde die Fluo-8-Intensitat vor und nach Zugabe von
Capsaicin (0-10uM) gemessen. Links: Einzelmessungen der Konzentrationen. Rechts: Resultierende
Dosis-Wirkungs-Kurve. B) Nach 24h wurden die Zellen mit Capsazepine (0-3uM) vorbehandelt und
die Fluo-8-Intensitat vor und nach Zugabe von 50nM Capsaicin gemessen. Links: Einzelmessungen
der Konzentrationen. Rechts: Resultierende Dosis-Wirkungs-Kurve. Die Kurven sind reprasentativ aus
n=3-5 Experimenten.

Fir die Analyse der Dosis-Wirkungs-Beziehung eines Antagonisten wurde
Capsazepine als Referenz exemplarisch in den CHO-"""R"V1.zellen untersucht. Die
Fluoreszenzintensitatsanderung, ausgeldst durch Capsaicin (50nM), wurde durch
steigende Capsazepine Konzentrationen inhibiert (ICso: 273 = 42nM) (Abb.32 B). In
Zellen, die mit 30nM Capsazepine behandelt wurden, wurde eine Anderung der Fluo-
8-Intensitdt um das 1,05-fache detektiert. Die Zugabe von 1pM Capsazepine
inhibierte die Capsaicin-induzierte Calcium-Reaktion vollstandig. Die ermittelten ECsg
und ICsp-Werte flr Capsaicin bzw. Capsazepine stimmten sehr gut mit in der

Literatur beschriebenen Werten tberein (Gavva et al., 2004; Witte et al., 2002).

In Folge wurden fur eine umfassendere Analyse des heterologen hTRPV1-mCherry
lonenkanals im CHO-Zellmodell Dosis-Wirkungs-Beziehungen von vier weiteren
Agonisten (RTX, NADA, Olvanil, NOD) und vier Antagonisten (BCTC, SB-366791,
AMG-9810, RR) erstellt (Abb.33).
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Abbildung 33: Dosis-Wirkungs-Kurven der getesteten Agonisten und Antagonisten. 40.000
Zellen wurden pro Well einer 96-Well-Mikrotiterplatte ausgeséat und nach 24h mit 10ng/ml Doxyzyklin
induziert. A) Nach weiteren 24h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat vor und nach Agonist-Zugabe
gemessen. TRPV1-Agonisten: Capsaicin, RTX, NADA, Olvanil, NOD. B) Nach weiteren 24h wurden
die Zellen mit den Antagonisten vorbehandelt und die Fluo-8-Intensitét vor und nach Zugabe von
50nM Capsaicin gemessen. TRPV1-Antagonisten: Capsazepine, BCTC, SB-366791, AMG-9810, RR.
Die Kurven sind reprasentativ aus n=3-5 Experimenten und auf die maximale Capsaicin-Reaktion
normiert.

Die Aktivierung des rekombinanten hTRPV1-mCherry-lonenkanals mit den
eingesetzten Agonisten fuhrte zu einem konzentrationsabhangigen Anstieg der
gemessenen Fluo-8-Intensitaten in den induzierten CHO-""TRPV1.zellen. Basierend
auf den ermittelten ECso-Werten konnten Wirksamkeitsreihenfolgen flr die insgesamt
funf Agonisten erstellt werden: RTX > Capsaicin > Olvanil > NADA > NOD. Die
ermittelten Hill-Koeffizienten, die ein Mal3 fur die Kooperativitat der Liganden und des
lonenkanals darstellen, sind in Tabelle 14 aufgefihrt. Fir Capsaicin, RTX und NOD
wurden Koeffizienten >1 berechnet und fur Olvanil und NADA <1. Die
Maximalwirkung (Efficacy) der Agonisten wurde relativ zum Agonisten Capsaicin
berechnet (Tab. 14; Kap. 3.9). Der Agonist NADA zeigte im Vergleich zur Referenz
Capsaicin die signifikant geringste Effizienz (51,6% = 12,4%), gefolgt von NOD
(86,3% + 6,2%) (Tab.14; Abb.33 A). Keine signifikanten Unterschiede konnten flr
die Agonisten RTX, Olvanil und NADA ermittelt werden (Tab. 14).
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Die getesteten Antagonisten inhibierten die Capsaicin-induzierte Calcium-Antwort
des hTRPV1-mCherry-lonenkanals konzentrationsabhangig (Abb.33B). Die Analyse
der generierten Dosis-Wirkungs-Kurven ergab folgende Rangfolge der [Cso-
Potenzen: BCTC > AMG-9810 > Ruthenium Red > Capsazepine > SB-366791. Fur
SB-366791 wurde ein Hill-Koeffizient von -1,02 berechnet, fur RR -1,28, und
Capsazepine -1,91. Fur die beiden Antagonisten AMG-9810 und BCTC wurden Hill-
Koeffizienten von <-2 berechnet (-2,34 bzw. -2,39) (Tab. 15; Kap. 3.9).

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass der entwickelte Plattenreader-
basierte CHO-""TRPVLCalcium-Assay als sensitives Testsystem fur die
pharmakologische Analyse von TRPV1-spezifischen Agonisten und Antagonisten

einsetzbar ist.

3.6 3D-Spharoid-Zellmodell mit Tet-induzierbarer TRPV1-
Expression

Der technologische Wechsel von zweidimensionalen  Monolayer-  zu
dreidimensionalen Zellkulturen ist durch die Notwendigkeit gepragt, Zellmodelle zu
entwickeln, die die physiologischen Zellfunktionen in lebendem Gewebe besser
simulieren und damit den experimentellen Bereich zwischen in-vitro Zellkultur und in-
vivo Organismus abbilden. In zahlreichen Studien wurde gezeigt, dass im Gegensatz
zu  2D-Zellkulturen  Zellen in  3D-Kultur in vielen Aspekten ihre
gewebephysiologischen Eigenschaften beibehalten, beispielsweise hinsichtlich
Morphologie, Genexpression, Signaltransduktion, Polarisation, Apoptose, Migration
und Proliferation sowie Sensitivitat gegeniber Wirkstoffen (Bissell et al.,, 1982;
Pampaloni et al., 2007). In der 3D-Zellkultur werden haufig Sphéaroide als 3D-

Zellmodell verwendet.

Fur die Entwicklung eines TRPV1-spezifschen 3D Spharoid-basierten Assays wurde
zunachst die Fahigkeit der CHO-""T""V1.zellen untersucht, in nicht-adhasiven
Mikrotiterplatten 3D-Strukturen auszubilden. Weiterhin wurde die Abhangigkeit der
Spharoidbildung von der Aussaatdichte der Zellen analysiert. Fir die Generierung
von Spharoiden wurden unterschiedliche Zellzahlen von 5000 bis 40.000 CHO-"
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hTRPVL_Zellen pro Well in Lipidure-Mikrotiterplatten (MTP) ausgesét. Bereits nach 24h
waren bei allen Zellzahlen Sphéroide ausgebildet (Abb.34), die nachfolgend
mikroskopisch analysiert wurden. Die Auswertung der Daten erfolgte mit dem
Programm AnaSP (Piccinini, 2015), wodurch Flache, Durchmesser, Umfang und der
Sl (Sphericity-Index) der Sphéaroide bestimmt wurden (Tab.13). Die Grof3e der
gebildeten Sphéroide war von der Zellzahl abhangig. Bei einer Zellzahl von 5000 und
10.000 zeigten sich kompakte runde Spharoide aus allen ausgesaten Zellen,
wohingegen ab einer Zellzahl von 20.000 und 40.000 neben jeweils einem grof3en,

kompakten Spharoid zusatzlich kleinere Zellaggregate gebildet wurden (Abb.34).

Zellzahl

5000 10 000

Phasenkontrast . . .f

~

3D-

Rekonstruktion . -
N

N4

Abbildung 34: Mikroskopische Aufnahmen und 3D-Rekonstruktionen der generierten
Sphéroide. Es wurden 5000 bis 40.000 Zellen pro Well einer zellabweisenden U-Bottom-96-Well-
Platte (Lipidure) ausgesat und die Platte anschlieBend zentrifugiert. Mit Hilfe des Programms ReVisp
(Piccinini et al., 2015) wurden 3D-Rekonstruktionen der Spharoide berechnet und hergestellt (untere
Reihe).

Aufgrund der gemessenen Sl (Sphericity-Index)-Werte als auch der 3D-
Rekonstruktion mittels ReVisp-Programm wurden die Spharoide nach Park als ,,rund*

klassifiziert (Park et al., 2016) (Abb. 34).

Tabelle 13: Mit AnaSP berechnete Parameter der CHO-"""""V! Spharoide

Zellzahl | Flache [pm?] Durchmesser [um] | Umfang [um] Sl

5000 138012 + 6286 332+ 7 1109 + 25 0.94 + 0.003
10 000 170927 + 6714 369+ 7 1242 + 25 0.93 + 0.003
20 000 229667 + 9374 439+ 8 1475 £ 29 0.93 £ 0.002
40 000 357407 + 15649 534 + 11 1806 + 61 0.93+ 0.01
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Eine Erhdhung der Zellzahl korreliert mit einem Anstieg der gemessenen Flache, des
Durchmessers und des Umfangs der Spharoide. Der Sphericity-Index (Sl) ist eine
dimensionslose Kennzahl, die mit Hilfe der Sphéaroid-Flache und des Umfangs,
berechnet wird. Sie gibt Auskunft tGiber die Form des Sphéaroids. Ab einem Wert >0,9
wird die Form des Spharoids als rund beschrieben (Piccinini, 2015; Zanoni et al.,
2016; Kelm et al., 2003). Fur die CHO-""TRPVi.gpharoide wurden SI-Werte >0,9

ermittelt.

3.6.1 Doxyzyklin-abhangige Induktion der hTRPV1-mCherry-Expession
im Spharoid-Zellmodell

Da im CHO-""""V1_Monolayer bereits nachgewiesen wurde, dass die Expression des
hTRPV1-mCherry lonenkanals von der Doxyzyklin-Konzentration abh&ngig ist, wurde
die Regulierbarkeit der hTRPV1-mCherry-Genexpression auch im Sphéaroid-
Zellmodell analysiert (Abb. 35).

A B
Doxyzyklin [ng/ml]

0 100

250004
Hellfeld —_—
15000 4
10000 4

5000 4

mCherry
Fluoreszenzintensitat

mCherry

100pm 0 3 10 30 100 1000

Doxyzyklin [ng/ml]

Abbildung 35: Konzentrationsabhangige Induktion der hTRPV1-mCherry-Expression im CHO-"
"TRPVI_Spharoid. Jeweils 10.000 Zellen wurden pro Well einer 96-Well-U-Bottom-Lipidure-Platte
ausgesat und nach 24h mit Doxyzyklin (0-1000ng/ml) induziert. A) Hellfeld, mCherry-Fluoreszenz. B)
mCherry-Fluoreszenzintensitat der gemessenen Sphéaroide.

In Abwesenheit von Doxyzyklin wurde keine mCherry-Fluoreszenz gemessen. Ab
einer Konzentration von 10ng/ml  Doxyzyklin  wurde eine mCherry-
Fluoreszenzintensitat in Hohe von 2700 Fluoreszenzeinheiten nachgewiesen. Diese
stieg mit zunehmender Doxyzyklin-Konzentration und erreichte ab 100ng/ml
Doxyzyklin ein Maximum von 21800 Fluoreszenzeinheiten. Aus dieser Dosis-
Wirkungs-Beziehung wurde ein ECso-Wert von 28,6ng/ml Doxyzyklin fir die Induktion
der hTRPV1-mCherry Expression im 3D-Zellkulkturmodell berechnet. Damit ist der
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ECso-Wert im Spharoid-Zellmodell fast dreimal héher als im 2D-CHO-""TRPVL
Zellkulturmodell.

3.6.2 hTRPV1-mCherry-Expression im  CHO-""T"PYl.gpharoid-
Zellmodell

Im Gegensatz zum Monolayer ist die Verteilung der hTRPV1-mCherry
exprimierenden Zellen im Sphéaroid-Zellmodell nicht direkt anhand der mCherry-
Fluoreszenz quantifizierbar, da der Durchmesser der Spharoide ca. 400 um betrug.
Daher wurde die Quantifizierung an 10pm dicken Kryoschnitten der CHO-""TRFVL.
Spharoide durchgefihrt (Abb. 36).

ve)
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Abbildung 36: Verteilung der Zellen mit induzierter hTRPV1-mCherry-Fluoreszenz in
Kryoschnitten von Sphéaroiden. 10.000 Zellen wurden pro Well einer 96-Well-U-Bottom-Lipidure-
Platte ausgesat und nach 24h mit Doxyzyklin (0-1000ng/ml) induziert. Nach 24h wurden die Sphéroide
mit PFA fixiert, in OCT-Medium eingebettet, 10um dicke Schnitte angefertigt und mit Hoechst 33342
angefarbt. A) Hoechst 33342, mCherry. Der gelbe waagerechte Balken markiert den analysierten
Bereich fur die in B) abgebildeten Intensitats-Profile der Hoechst 33342- und mCherry-
Fluoreszenzintensitaten
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Die gemessene mCherry-Fluoreszenzintensitat variiert innerhalb des Spharoids. In

den aul3eren Zellschichten (50um Breite) wurde in den induzierten Sphéroiden eine
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hoéhere mCherry-Fluoreszenzintensitat als im 200um grof3en Bereich in der Mitte des
Sphéaroids detektiert. Mittels Hoechst33342-Farbung wurde in den Kryoschnitten eine
einheitlich verteilte Fluoreszenzintensitat gemessen, wodurch ausgeschlossen

werden konnte, dass in der Mitte der Sphéaroide die Zellzahl geringer ist (Abb.36).

Die erhthte mCherry-Fluoreszenz in den &aufReren Zellschichten ist von der
Doxyzyklin-Konzentration abhangig. In Spharoiden, die mit 10ng/ml Doxyzyklin
induziert wurden, wurde eine 2,1-fach hohere mCherry-Fluoreszenz in den aul3eren
Zellschichten im Vergleich zum Mittelbereich gemessen. Dieser Faktor erhéhte sich
bei einer Induktion mit 100ng/ml bzw. 1000ng/ml Doxyzyklin auf 2,2-fach bzw. 2,4-
fach.

“li

3.6.3 Capsaicin-induzierte Erhdhung der [Ca“']; in Sphéaroiden

Nachdem die Expression des hTRPV1-mCherry-Fusionsproteins in CHO-""TRPVL

Spharoiden anhand der mCherry-Fluoreszenz verifiziert wurde, wurde die
Aktivierbarkeit der lonenkanale in den Spharoiden durch Messung der intrazelluéren
Calcium-Konzentration [Ca®];

bestatigt (Abb.37).

nach Zugabe von Capsaicin fluoreszenzmikroskopisch

Die relative Anderung der Fluo-8-Intensitat war in der Mitte des Spharoids niedriger
als im auf3eren Bereich (Abb.37B). Dieser Bereich hatte eine Dicke von circa 60um
(Abb.37C). Die Auswertung der unterschiedlichen Bereiche (Mitte und Aul3enbereich)
zeigte, dass alle Zellen des Spharoids mit einem sofortigen Anstieg der [Ca?'] auf
eine Capsaicin-Stimulierung reagierten. Die Aktivierung der rekombinant

], mit Fluo-8 somit

exprimierten TRPV1-lonenkandle kann Uber die Messung der [Ca
auch in Spharoiden quantifiziert werden. Daher eignet sich im Vergleich zum
Monolayer-Modell auch das CHO-"""R"V1.Spharoid-Zellmodell fiir pharmakologische

Analysen von TRPV1 Agonisten und Antagonisten.
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Abbildung 37: Capsaicin-induzierte Erhohung der [Ca®']; in CHO-"""""VL.Spharoiden. Es wurden
10.000 Zellen pro Well einer 96-Well-U-Bottom-Lipidure-Platte ausgesat und nach 24h mit 100ng/ml
Doxyzyklin induziert. Nach weiteren 24h wurde die Fluo-8-Intensitat vor und nach Zugabe von 1uM
Capsaicin gemessen. A) Bildsequenz des Sphéaroids vor Capsaicin-Zugabe (16s), direkt nach der
Zugabe (26s und 42s) und nach 158s. B) Zeitaufgeltste Calcium-Reaktion des gesamten Spharoids
(blau), des AulRenbereichs (60um Dicke) (rot) und der Mitte (g 280um) (griin). C) Intensitatsprofil der
Fluo-8-Intensitat entlang einer dquatorialen Linie 16s und 42s nach Capsaicin-Zugabe.

3.7 Fluorimetrischer Calcium-Assay fur pharmakologische
Analysen im TRPV1-Sphéroid-Zellmodell

3.7.1 Messung der [Ca®']; in Spharoiden im Plattenreader

Die Messung der [Ca®"] in den Spharoiden im Plattenreader erforderte eine
Anpassung des Messprotokolls. Im Gegensatz zu Monolayer-Kulturen haften
Spharoide nicht an das Substrat der MTP an, so dass die ,orbital averaging“-
Methode, die zur Messung [Ca®']i in Monolayer-Kulturen benutzt wurde, nicht
verwendet werden konnte. Bei Zugabe von Puffer oder Agonisten kdnnen Sphéaroide
ihre Position im Well verdndern, so dass sie ggf. nicht mehr vollstandig oder gar nicht
vom Messstrahl erfasst werden. Dadurch kann es zu einer Anderung der
gemessenen Fluo-8-Fluoreszenzintensitdit kommen und die Quantifizierung der

[Ca®"); verfalschen. Daher wurde eine ,Well Scan“-Methode in Zusammenarbeit mit
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BMG Labtech entwickelt, die es ermdglicht, die Position der Sphéaroide wahrend der
Messung zu beriicksichtigen. In der Mitte des Wells wird eine Flache von circa
3,2mm? mit einer Aufldsung von 5x5 Messpunkten erfasst. Die Flache der Spharoide
betrug circa 0,1mm?, so dass sie bei der Messung von maximal 9 Messpunkten
erfasst werden, die dann zur Positionsbestimmung und Quantifizierung
herangezogen werden konnen (Abb. 38; Kapitel 2.5.6). Diese Messmethode
ermoglicht die Bestimmung der [Ca®']; in CHO-""TRPVi.Spharoiden und damit die

Untersuchung von spezifischen TRPV1-Agonisten und Antagonisten.

96-Well-Mikrotiterplatte

s Eee
v LR RRDADAAN
ARG R RN BARe
el kel sk ek R X N
o . I p,gg'“:n.

3D Aggregat Well Scan Matrix

Q0= &

Abbildung 38: Schematischer Vergleich der eingesetzten Messmethoden fir 2D-Monolayer und
3D-Sphéaroide des generierten Zellmodells.

Orbital Average 2D Monolayer

3.7.2 Einfluss der Spharoidgro3e im fluorimetrischen Calcium-Assay

Ein weiterer Entwicklungsschritt zur Analyse der Spharoide im Plattenreader war die
Bestimmung der optimalen Spharoidgro3e, die bei der Fluo-8-Quantifizierung ein
maximales Fluoreszenzsignal ergab. Die Spharoide zeigten unabhangig von ihrer
GroRe den gleichen Capsaicin-induzierten relativen Anstieg der Fluo-8-
Fluoreszenzintensitat (Abb.39). Fur nachfolgende Analysen wurden daher Spharoide
mit einem Durchmesser von ca. 370 pm (Aussaat von 10.000 Zellen/Well)

verwendet.
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Abbidung 39: Einfluss der SpharoidgréRe auf die Anderung der Fluo-8-Intensitat nach TRPV1-
Aktivierung. Es wurden 5000, 10.000, 20.000 und 40.000 Zellen pro Well einer 96-Well-U-Bottom-
Lipidure-Platte ausgesét und nach 24h mit 10ng/ml Doxyzyklin induziert. Nach weiteren 24h wurde die
Fluoreszenzintensitat vor und nach Zugabe von 2uM Capsaicin im Mikroplattenreader gemessen.

3.7.3 Qualitat des Calcium-Assays fiir Analysen von CHO-""TRPVL

Spharoiden

Analog zur Bestimmung des Z‘-Faktors im Monolayer-Zellmodell (Kap. 3.4.2) wurde

die Qualitat des Calcium-Assays fir pharmakologische Analysen des CHO-""TRPVL

Sphéroid-Zellmodells ermittelt (Abb. 40).
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Abbildung 40: Bestimmung des Z‘-Faktors des entwickelten Assays fiur die Aktivierung von
TRPV1-Kanalen in CHO-"""""YL.spharoiden. Es wurden 10.000 Zellen pro Well einer 96-Well-
Lipidure Platte ausgesat und nach 24h mit 10ng/ml Doxyzyklin induziert. Nach weiteren 24h wurde die
Fluo-8-Intensitat vor und nach Zugabe von OuM und 10uM Capsaicin gemessen. Der berechnete Z‘-
Faktor betrug in diesem Experiment 0,5. Das Streudiagramm ist reprasentativ aus n=6 Experimenten.

In sechs unabhangigen Experimenten wurde ein Z'-Faktor von 0,45 =+ 0,05 ermittelt.
Damit erfillt der etablierte Calcium-Assay fur das entwickelte Spharoid-Zellmodell die

minimalen Anforderungen an ein Hochdurchsatz-Screening-Verfahren.
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3.8 Pharmakologische Analyse von TRPV1-Agonisten und -
Antagonisten im CHO-"""""1.Spharoid-Zellmodell

Das CHO-""TRPV1.gpharoid-Zellmodell wurde wie auch das Monolayer-Zellmodell
hinsichtlich der Potenz (ECso- bzw. ICso-Werte) und der Effizienz (Maximalwirkung)
von bekannten TRPV1-Wirkstoffen pharmakologisch charakterisiert. Dazu wurden
Dosis-Wirkungs-Kurven mit dem entwickelten Calcium-Assay erstellt (Abb.41). Mit
diesen Messungen konnte erfolgreich die Abhangigkeit der Hohe der gemessenen
[Ca**].Anderung nach TRPV1-Aktivierung von unterschiedlich konzentrierten

TRPV1-Agonisten bzw. -Antagonisten nachgewiesen werden.
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Abbildung 41: Zeitaufgeldste, konzentrationsabhéngige Calcium-Reaktionen nach Capsaicin
Zugabe in unbehandelten bzw. mit Capsazepine vorbehandelten CHO-"""V!.Spharoiden.
10.000 Zellen wurden pro Well in eine 96-Well-Lipidure-Platte ausgesat und nach 24h mit 10ng/mi
Doxyzyklin induziert. A) Nach weiteren 24h wurde die Fluo-8-Intensitat vor und nach Zugabe von
Capsaicin (0-1uM) gemessen. Links: Einzelmessungen der Konzentrationen. Rechts: Resultierende
Dosis-Wirkungskurve. B) Nach weiteren 24h wurden die Zellen mit Capsazepine (0-3uM)
vorbehandelt und die Fluo-8-Intensitat vor und nach Zugabe von 50nM Capsaicin gemessen. Links:
Einzelmessungen der Konzentrationen. Rechts: Resultierende Dosis-Wirkungskurve. Die Kurven sind
reprasentativ aus n=3-5 Experimenten.

Die gemessene Capsaicin-induzierte Calcium-Reaktion ist konzentrationsabhéngig

(Abb.41A). Bei Zugabe von 3nM Capsaicin konnte eine Anderung der Fluo-8-
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Intensitdt um das 0,2-fache detektiert werden. Die Aktivierung des TRPV1-
lonenkanals mit der maximalen Konzentration von 1uM Capsaicin flhrte zu einer
1,64-fachen Anderung der Fluo-8-Intensitat. Mit den gemessenen hochsten
Anderungen der Fluo-8-Intensitat nach Capsaicin-Zugabe in den Einzelmessungen
wurde eine Dosis-Wirkungskurve erstellt (Abb.41 A, rechts).

Eine Vorbehandlung der Spharoide mit dem Antagonisten Capsazepine inhibierte die
Capsaicin-induzierte Calcium-Reaktion konzentrationsabhangig (Abb.41B). In
Spharoiden, die mit 100nM Capsazepine vorbehandelt wurden, wurde eine Anderung
der Fluo-8-Intensitdt um das 1,39-fache detektiert. Die Zugabe von 1uM
Capsazepine inhibierte die Capsaicin-induzierte Calcium-Reaktion vollstandig.
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Abbildung 42: Dosis-Wirkungs-Kurven der getesteten Agonisten und Antagonisten in CHO-"
"TRPVL_Sphéaroiden. 10.000 Zellen wurden pro Well einer 96-Well-Lipidure-Platte ausgesat und nach
24h mit 10ng/ml Doxyzyklin induziert. A) Nach weiteren 24h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitét
vor und nach Agonist-Zugabe gemessen. TRPV1-Agonisten: Capsaicin, RTX, NADA, Olvanil, NOD.
B) Nach weiteren 24h wurden die Zellen mit den Antagonisten vorbehandelt und die Fluo-8-Intensitét
vor und nach Zugabe von 50nM Capsaicin gemessen. TRPV1-Antagonisten: Capsazepine, BCTC,
SB-366791, AMG-9810, RR. Die Kurven sind reprasentativ aus n=3-5 Experimenten und auf die
maximale Capsaicin-Reaktion in Prozent normiert.

Zusatzlich wurden analog zum Monolayer-Zellmodell weitere TRPV1-spezifische
Wirkstoffe zur pharmakologischen Charakterisierung des Spharoid-Zellmodells

eingesetzt. Es wurden die Dosis-Wirkungs-Beziehungen der Agonisten RTX, NADA,
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Olvanil, NOD sowie der Antagonisten BCTC, SB-366791, AMG-9810, RR analysiert
(Abb.42).

Die Analyse der ermittelten Dosis-Wirkungs-Kurven ergab folgende Rangfolge der
ECso-Potenzen: RTX > Capsaicin > Olvanil > NADA > NOD. Die zugehorigen Hill-
Koeffizienten sind in Tabelle 14 aufgefuhrt. Fir Capsaicin, NADA, Olvanil, und NOD
wurden Koeffizienten >1 berechnet und fur RTX >2. Die Maximalwirkung (Efficacy)
der Agonisten wurde relativ zum Agonisten Capsaicin berechnet (Tab.14). Eine
signifikant geringere Effizienz zeigte der Agonist NADA (83,7% + 14,8%). Keine
signifikanten Unterschiede konnten fir die Agonisten RTX, Olvanil und NOD ermittelt
werden (Tab.14).

Die getesteten Antagonisten inhibieren die Capsaicin-induzierte Calcium-Antwort des
hTRPV1-mCherry-lonenkanals konzentrationsabhangig (Abb.42B). Die Analyse der
generierten Dosis-Wirkungskurven ergab folgende Rangfolge der ICsp-Potenzen:
BCTC > AMG-9810 > Ruthenium Red > Capsazepine > SB-366791. Fur Ruthenium
Red wurde ein Hill-Koeffizient von -1,18 berechnet, fur BCTC von -1,70. Fur die
Antagonisten Capsazepine, AMG-9810 und SB-366791 wurden Hill-Koeffizienten
von <-2 berechnet (-2,57; -2,17; -2,18) (Tab.15).

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse, dass das CHO-"TRPVi.gpharoid-
Zellmodell fur Plattenreader-basierte Calcium-Assays als sensitives Testsystem fur
TRPV1 Wirkstoffe einsetzbar ist.

3.9 Vergleich der pharmakologischen Aktivitat der TRPV1-
Wirkstoffe im Monolayer- und 3D-Sphéroid Zellmodell

Die Resultate der pharmakologischen Analysen der CHO-""TRPV1_zellkulturmodelle
wurden verglichen, um Einflisse der 2D- bzw. 3D-Zellkultivierung auf die
pharmakologische Aktivitat der getesteten Wirkstoffe in den CHO-""T""V? Zellen zu

untersuchen.

Um abzuschéatzen, ob fir die ECso- bzw. ICso-Werte ein linearer Zusammenhang
zwischen beiden Zellmodellen besteht, wurde eine lineare Regression durchgefuhrt

und das BestimmtheitsmaR (Determinationskoeffizient r?) der Regressionsgeraden
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ermittelt. Dieser Koeffizient ist das Quadrat des Korrelationskoeffizienten (r) und zeigt
an, wie gut die Regression (hier die Gerade) die tatsachlich gemessenen Werte
beschreibt. Der Vergleich der ECso-Werte der untersuchten TRPV1-Agonisten
Capsaicin, RTX, NADA, Olvanil und NOD zeigte eine starke Korrelation zwischen
Monolayer- und Spharoid-Zellmodell (r* = 0,97) (Abb.43; Tab.14).

NADf\- & '!'NOD

7 Olva'n‘i'l .

Sphéroid-ECsy [Log M]

Capsaicin

RTX & -~

9 8 a6 5 4
Monolayer-EC5, [Log M]
Abbildung 43: Korrelationsanalyse der Monolayer-ECg-Werte versus Spharoid-ECso-Werte.

Determinationskoeffizient r* 0,97; Steigung der Regressionsgeraden: 1,13 (durchgezogene Linie).
95% Konfidenzband (gepunktete Linien).

Im 3D-Zellkulturmodell zeigen drei Agonisten eine signifikant hthere Potenz als im
Monolayer (Tab.14). Der Agonist RTX ist im Sphéaroid-Zellmodell 8,7-fach potenter
als im Monolayer (1,7nM bzw. 14,7nM) (Tab. 14). Das Dopamin-Derivat, NOD, zeigt
eine 2,6-fach hohere (3891nM bzw. 10257nM) und der Agonist Capsaicin eine 1,7-
fach (15,2nM bzw. 25,2nM) héhere Potenz im 3D-Zellmodell als im Monolayer. Keine
signifikanten Unterschiede konnten fur die Agonisten Olvanil und NADA ermittelt
werden (Tab. 14). Die ermittelte Wirksamkeitsreihenfolge (RTX > Capsaicin > Olvanil
> NADA > NOD) ist fir Monolayer und 3D-Spharoid identisch.

Die Effizienz des Agonisten NADA ist im 2D- als auch 3D-Zellkulturmodell im
Vergleich zu Capsaicin signifikant geringer (2D: 51,6% + 12,4%; 3D: 83,7% =
14,8%), wobei der Effekt im Monolayer deutlich hoher ausfallt. Die Agonisten RTX,
Olvanil und NOD zeigten relativ zu Capsaicin keine signifikanten Unterschiede.

Die Hill-Koeffizienten der gemessenen Dosis-Wirkungskurven der Agonisten zeigten
keine signifikanten Unterschiede (Tab.14).
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Tabelle 14: ECso-Werte, Hill-Koeffizienten und Effizienz der Monolayer und Spharoid Calcium

Messungen. Mittelwert (+ Standardabweichung) aus n=3-8. * P<0.05 (Signifikanzniveau)

Monolayer Spharoid
Agonist ECq Hill Effizienz ECq Hill Effizienz
[nM] Koeffizient [%] [nM] Koeffizient [%]
Capsaicin 255 1,27 100 152 * 1,71 100
(6,2) (0,33) (6,2) (6,5) (0,98) (14.,4)
RTX 14,7 1,70 96,1 1,7* 2,66 110,9 *
(4,9) (0,76) (7,2) (0,4) (0,25) (7,9)
NADA 2636 0,87 51,6 3407 1,20 83,7*
(779) (0,16) (12,4) (1355) (0,20) (14,8)
Olvanil 108,7 0,88 89,5 103,9 1,27 94,2
(42,7) (0,26) (9,0) (81,5) (0,39) (11,9)
NOD 10257 1,10 86,3 3891 * 1,18 97,0*
(4568) (0,35) (6,2) (110) (0,25) (©,4)

Zusammenfassend zeigte die pharmakologische Analyse der TRPV1-Agonisten
Unterschiede in Abh&ngigkeit von der 2D- bzw. 3D-Kultivierung der CHO-""TRPVL
Zellen. Im 3D-Sphéaroid-Zellmodell wurden im Vergleich zum Monolayer signifikant
niedrigere ECso-Werte fur die Agonisten Capsaicin, RTX und NOD, als auch eine
hohere Maximalwirkung fiir NADA, RTX und NOD ermittelt. Die hochste Anderung in
der Effizienz wurde bei der Untersuchung des Agonisten NADA detektiert. Die

Maximalwirkung im Monolayer betrug 51,6%, im Spharoid dagegen 83,7%.

Der Vergleich der 1Csp-Werte der untersuchten TRPV1-Antagonisten Capsazepine,
BCTC, SB-366791, AMG-9810 und RR zeigte eine starke Korrelation zwischen
Monolayer- und Spharoid-Zellmodell (r* = 0,97) (Abb.44; Tab.15).
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Abbildung 44: Korrelationsanalyse der Monolayer-ICso-Werte versus Spharoid-1Cso-Werte.
Determinationskoeffizient r* 0,97; Steigung der Regressionsgeraden: 1,26. (durchgezogene Linie).
95% Konfidenzband (gepunktete Linien).

Im 3D-Zellkulturmodell zeigten zwei Antagonisten eine signifikant niedrigere
inhibitorische Potenz als im Monolayer (Tab.15). Der Antagonist SB-366791 zeigte
im Spharoid einen 4,5-fach htheren ICsp-Wert als im Monolayer (1859nM bzw.
417,3nM). RR zeigte einen 3-fach hoéheren ICso-Wert im Spharoid als im Monolayer
(326,7nM bzw. 109,9nM). Fir die Antagonisten Capsazepine, AMG-9810 und BCTC
konnten keine signifikanten Unterschiede in den gemessenen ICso-Werten
festgestellt werden. Die berechneten Hill-Koeffizienten der Antagonisten zeigten
keine signifikanten Unterschiede im Vergleich von Monolayer- zu Sphéaroid-
Zellmodell (Tab. 15).
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Tabelle 15: ICso-Werte und Hill-Koeffizienten der Monolayer und Sphéroid Calcium Messungen.
Mittelwert (+ Standardabweichung) aus n=3-8. * P<0.05 (Signifikanzniveau)

Monolayer Sphéaroid
Antagonist ICxq Hill ICsq Hill
[nM] Koeffizient [nM] Koeffizient
Capszepine 273,6 -1,91 4401 -2,57
(42,4) (0,45) (283,1) (1,19)
BCTC 8,4 -2,39 8,7 -1,70
(4,1) (0,98) (4,3) (0,49)
SB-366791 4173 -1,02 1859 * -2,18
(150,7) (0,09) (567) (0,37)
AMG-9810 82,0 -2,34 133,4 217
(32,1) (1,14) (46,3) (0,87)
RR 109,9 -1,28 326,7* -1,18
(40,5) (0,34) (114,2) (0,26)

3.10 Brustkrebs-Zellmodelle far die pharmakologische
Untersuchung von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen

Die 2D- und 3D- CHO-""TRPVL_7ellmodelle wurden als standardisiertes, zellbasiertes
Assay-System entwickelt und hinsichtlich des Einsatzes in Wirkstoff-Screenings fur
TRPV1-spezifische Wirkstoffe optimiert. Die Brustkrebs-Zellmodelle richten sich
dagegen im Kern auf die Validierung des TRPV1-lonenkanals als Zielmolekil und die
pharmakologische Analyse von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen hinsichtlich deren
Potenz, in das molekulare Krankheitsgeschehen einzugreifen.

Entsprechend der molekularen Klassifizierung von Brustkrebs wurden reprasentativ
Zelllinien fur jeden der funf Subtypen und zusétzlich als Kontrolle nicht-maligne
Brustzelllinien ausgewahlt (Tab.16). Die Zelllinien wurden als 2D-Zellkulturmodelle

und 3D-Zellkulturmodelle flr pharmakologische Analysen eingesetzt.
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Tabelle 16: Molekulare Subtypen von Brustkrebs und ausgewahlte Zelllinien (Eroles et al.,
2012).

Molekularer Haufig- ER/PR/HER? Prolifera- Ausgewahlte Prognose

Subtyp keit tionsgene | Zelllinie

Luminal A 50-60 % +/+ gering MCF7 / T47D | exzellent

Luminal B 10-20 % +/+/+ hoch BT-4741 mittel/
HCC1500 schlecht

HER2-enriched | 10-15 % i hoch | SKB3/MDA- I hiecht
MB-436

Basal-like 10-20 % - hoch | MDAMB-46871 et
HCC38

Claudin-low 12-14 % -/-1- hoch MDA-MB-231 | schlecht

nicht-maligne m MCF12A /

Brustepithelzel MCF10A

3.10.1 TRPV1-vermittelte Calcium-Antwort in 2D-Brustkrebs-Zelllinien

Die  Monolayer-Kultivierung  der  Brustkrebszelllinien  und  nicht-malignen
Brustepithelzellen erfolgte nach Standardprotokollen (Kap. 2.4). Die in Tabelle 16
aufgefuhrten Zelllinien wurden exemplarisch mit dem TRPV1-Referenz-Agonisten
Capsaicin behandelt und der Calcium-Influx mit dem calciumsensitiven Farbstoff
Fluo-8® AM fluoreszenzmikroskopisch analysiert (Abb.45-55). Da gemald Angaben in
der Literatur der TRPV1-lonenkanal in Brustkrebszellen wahrscheinlich mindestens
20-fach geringer exprimiert wird als in sensorischen Neuronen (Pecze & Blum et al.,
2016), wurde Capsaicin zusatzlich zu Konzentrationen von 1uM bzw. 10uM auch in
einer Konzentrationen von 100uM eingesetzt. In den Einzelzellanalysen (150-600
Zellen pro Zelllinie) wurden verschiedene Calcium-Signalformen beobachtet, (i)
transienter, (i)  biphasisch, (iii) oszillierender Signalverlauf. In den
Einzelzellmessungen zeigten Zellen entweder keinen, einen sofortigen oder einen
verzogerten Anstieg der [Ca®'];.

Eine Calcium-Reaktion wurde als positiv bewertet, wenn ((F-Fo)/Fo) > 0,5 war. Die
detektierten Calcium-Antworten wurden in drei Kategorien aufgeteilt: 1) sofort: Zellen
in denen innerhalb von 20s nach Capsaicin-Zugabe ein Anstieg der [Ca®';
gemessen wurde (rot markierte Einzelzellmessungen); 2) verzdgert: Zellen in denen

spater als 20s nach Capsaicin-Zugabe ein Anstieg der [Ca®*]; gemessen wurde (blau
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markierte Einzelzellmessungen); und 3) oszillierend: Zellen, in denen ein Wechsel

zwischen hoheren und niedrigeren [Ca®'], gemessen wurde (grin markierte

Einzelzellmessungen).

3.10.1.1 Analyse der [Ca®"]; in Zelllinien des Luminal A Subtyps (MCF-7; T47D)

MCF-7: Nach einer Zugabe von 100uM Capsaicin wurden die hdchsten relativen
Anderungen der Fluo-8-Intensitat sowie eine hdhere Frequenz der Ca**-Oszillationen
detektiert (Abb.45A). Bei
unterschiedlicher Anteil von Zellen eine Calcium-Antwort, mit hochstem Anteil von

61,5% bei 100uM Capsaicin (Abb.45B).
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Abbildung 45: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca®].Anderung der Luminal A
MCF7-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm Schale
ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und nach
der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin) und
die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender Zellen
nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhangigen Experimenten. C) Tabellarische Zusammenfassung
detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.
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34% der MCF7-Zellen reagierten auf die Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer mit
einem Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat, was moglicherweise auf einer

mechanischen Stimulation von lonenkanélen beruhen kdnnte.

T47D: In den T47D-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der
Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 8,8-37,4% der untersuchten Zellen (Abb.46B). Nach
Zugabe von 10uM und 100uM Capsaicin wurde in einem geringen Anteil der Zellen
ein oszillierender Ca?*-Signalverlauf (0,9 bzw. 2,3%) detektiert. Der Hauptanteil der
reagierenden Zellen zeigte eine verzogerte Calcium—Reaktion (20,1% bei 1uM bzw.
34,5% bei 100uM) (Abb.46C). Die Zugabe Capsaicin-freien Puffers resultierte in

einem Anstieg der Fluo-8-Intensitat in 13,6% der untersuchten Zellen.
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Abbildung 46: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca*"]; ~Anderung der Luminal A
T47D-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm Schale
ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und nach
der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Représentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin) und
die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender Zellen
nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhangigen Experimenten. C) Tabellarische Zusammenfassung
detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.
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3.10.1.2 Analyse der [Ca®]; in Zelllinien des Luminal B Subtyps (BT-474;
HCC1500)

BT-474:. In BT-474-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der
Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 19,5-75,8% der untersuchten Zellen (Abb.47B). Keine
der untersuchten Zellen, die mit 1uM Capsaicin stimuliert wurde, zeigte verzdgerte
oder oszillierende Calcium-Reaktionen. Nach einer Stimulierung mit 10uM Capsaicin
wurde in 13% der Zellen eine sofortige Calcium-Reaktion detektiert, in 0,9% eine
verzogerte. Der Anteil verzdgert reagierender Zellen ist nach einer Zugabe von
100puM Capsaicin im Vergleich zu niedrigeren Capsaicin-Konzentration deutlich
angestiegen (0-0,9% bzw. 47,3%) (Abb.47C).
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Abbildung 47: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca*‘]-Anderung der Luminal B
BT-474-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm Schale
ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und nach
der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin) und
die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender Zellen
nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhéangigen Experimenten. C) Tabellarische Zusammenfassung
detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.
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17,3% der BT-474-Zellen reagierten auf die Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer mit
einem Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat, was moglicherweise auf einer

mechanischen Stimulation von lonenkanélen beruhen kdnnte.

HCC1500: In HCC1500-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der
Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 17,9-39,4% der untersuchten Zellen (Abb.48B). Der
Hauptanteil der reagierenden Zellen zeigte eine direkte Calcium-Antwort (Abb.48A
und C).
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Abbildung 48: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca*‘]-Anderung der Luminal B
HCC1500-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm
Schale ausgesét. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitét fluoreszenzmikroskopisch vor und
nach der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, grin)
und die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender
Zellen nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhdngigen Experimenten. C) Tabellarische
Zusammenfassung detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

40,8% der HCC1500-Zellen reagierten auf die Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer
mit einem Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat, was maoglicherweise auf einer

mechanischen Stimulation von lonenkanélen beruhen kdnnte.
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3.10.1.3 Analyse der [Ca®]; in Zelllinien des HER2-enriched Subtyps (SkBr3;

MDA-MB436)

SkBr3: In SkBr3-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der Fluo-
8-Fluoreszenzintensitat in 12,4 - 80,2% der untersuchten Zellen (Abb.49B).
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Abbildung 49: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca2+]i —Anderung der HER2-
enriched SkBr3-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm
Schale ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und
nach der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin)
und die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender
Zellen nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhéngigen Experimenten. C) Tabellarische
Zusammenfassung detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

Bei Capsaicin-Konzentrationen von 10puM bzw. 100uM zeigten die Ca**-Oszillationen
eine hohere Frequenz als bei 1uM (Abb. 49A).

MDA-MB-436: In MDA-MB-436-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem
Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 5,2-65,8% der untersuchten Zellen
(Abb.50B). 1,6-6,8% der reagierenden Zellen zeigten eine sofortige Calcium-Antwort
nach Capsaicin-Zugabe (Abb.50C).
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Abbildung 50: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca®]-Anderung der HER2-
enriched MDA-MB-436-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro
35mm Schale ausgesét. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitét fluoreszenzmikroskopisch
vor und nach der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot,
blau, grin) und die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil
reagierender Zellen nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhéangigen Experimenten. C) Tabellarische
Zusammenfassung detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

Zellen mit einer verzdgerten Calcium-Reaktion wurden nach Stimulierung mit 10uM
und 100uM detektiert. Die Stimulierung mit 100uM Capsaicin fihrte fast
ausschlief3lich zur verzogerten Calcium-Reaktion in den reagierenden Zellen (63,1%)
(Abb.50C).
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3.10.1.4 Analyse der [Ca®"]; in Zelllinien des Basal-like Subtyps (MDA-MB-468;
HCC38)

MDA-MB-468: In MDA-MB-468-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem
Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 32,9-37,4% der untersuchten Zellen
(Abb.51B). Reaktionsmuster aller drei Kategorien, sofort, verzégert und oszillierend,

wurden dabei detektiert (Abb.51A).
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Abbildung 51: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca*]-Anderung der Basal-like
MDA-MB-468-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm
Schale ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und
nach der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin)
und die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender
Zellen nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhéngigen Experimenten. C) Tabellarische
Zusammenfassung detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

Bei Zugabe von 100uM Capsaicin wurden die héchsten relativen Anderungen der
Fluo-8-Intensitat sowie eine hohere Frequenz der Ca**-Oszillationen im Vergleich zur
Zugabe von geringeren Capsaicin-Konzentrationen detektiert (Abb.51A). 21% der

MDA-MB-468-Zellen reagierten auf die Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer mit
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einem Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat, was moglicherweise auf einer

mechanischen Stimulation von lonenkanalen beruhen kdnnte.

HCC38: In HCC38-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der
Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 28,7-73,7% der untersuchten Zellen (Abb.52B).
Reaktionsmuster aller drei Kategorien, sofort, verzdogert und oszillierend, wurden
dabei detektiert (Abb.52A).
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Abbildung 52: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca*]-Anderung der Basal-like
HCC38-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm Schale
ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und nach
der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin) und
die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender Zellen
nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhangigen Experimenten. C) Tabellarische Zusammenfassung
detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

Nach einer Zugabe von 100uM Capsaicin wurden die hochsten relativen Anderungen
der Fluo-8-Intensitat detektiert (Abb.52A). Ca**-Oszillationen wurde nur in 5,8 -
14,2% der untersuchten Zellen detektiert. 29% der HCC38-Zellen reagierten auf die

Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer mit einem Anstieg der Fluo-8-
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Fluoreszenzintensitat, was moglicherweise auf einer mechanischen Stimulation von

lonenkanélen beruhen kodnnte.

3.10.1.5 Analyse der [Ca?']; in Zelllinien des Claudin-low Subtyps (MDA-MB-231)

MDA-MB-231: In MDA-MB-231-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem
Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 21,7-80% der untersuchten Zellen
(Abb.53B). Reaktionsmuster aller drei Kategorien, sofort, verzogert und oszillierend,
wurden nach Zugabe von OuM, 1uM und 10uM Capsaicin detektiert (Abb.53A).
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Abbildung 53: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca®]i-Anderung der Claudin-low
MDA-MB-231-Brustkrebszelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm
Schale ausgesat. Nach 48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und
nach der Zugabe von Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, grin)
und die mittlere Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender
Zellen nach Capsaicin Zugabe aus drei unabhéngigen Experimenten. C) Tabellarische
Zusammenfassung detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

Eine Stimulierung mit 100uM Capsaicin fuhrte zum sofortigen Anstieg der Fluo-8-
Fluoreszenzintensitat (Abb. 53A). 30,7% der MDA-MB-231-Zellen reagierten auf die
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Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer mit einem Anstieg der Fluo-8-
Fluoreszenzintensitéat, was moglicherweise auf einer mechanischen Stimulation von

lonenkanélen beruhen kdnnte.

3.10.1.6 Analyse der [Ca?']; in nicht-malignen Brustepithel-Zelllinien (MCF12A;
MCF10A)

MCF12A: In MCF12A-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der
Fluo-8-Fluoreszenzintensitat in 7,4-62,9% der untersuchten Zellen (Abb.54B).
Reaktionsmuster aller drei Kategorien, sofort, verzogert und oszillierend, wurden nur
nach Zugabe von 100uM Capsaicin detektiert (Abb.54A).

159 ouM capsaicin 1M Capsaicin
15+ Jt
10
o 104
w
e 51 £
w = 51
o
o.
el ) D S E— ] 0-
50 10(;e“ 5150 200 250 50 100 150 200 250
54 [s] .5 Zeit [s]
159 10uM Capsaicin 15- 100uM Capsaicin
104 ¢ 104
< ©
5 F 5
w w
0+ 0
50 100 150 200 250 50 100 150 200 250
.54 Zeit [s] 54 Zeit [s]
B 100 1 C
75 Calcium- Reagierende Zellen [%] nach Capsaicin-Zugabe
= 7] Reaktion opM im 10uM 100pM
c=
& 5 s0 sofort 124 59 83 204
gs
aN verzogert | 06 15 0o 425
254
oszillierend 6.8 1.5 0.0 25.0

oM 1uM 10uM  100pM

Capsaicin

Abbildung 54: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca*"]; —Anderung der MCF12A-
Brustzelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm Schale ausgeséat. Nach
48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und nach der Zugabe von
Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, griin) und die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender Zellen nach
Capsaicin Zugabe aus drei unabhangigen Experimenten. C) Tabellarische Zusammenfassung
detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.
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12,4% der MCF12A-Zellen reagierten auf die Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer
mit einem Anstieg der Fluo-8-Fluoreszenzintensitat, was mdglicherweise auf einer

mechanischen Stimulation von lonenkanélen beruhen kdnnte.

MCF10A: In MCF10A-Zellen resultierte die Capsaicin-Zugabe in einem Anstieg der
Fluo-8 Fluoreszenzintensitat in 5,5-36,5% der untersuchten Zellen (Abb.55B).
Reaktionsmuster aller drei Kategorien, sofort, verzégert und oszillierend, wurden
nach Zugabe von 100uM Capsaicin detektiert (Abb.55A).
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Abbildung 55: Fluoreszenzmikroskopische Untersuchung der [Ca2+]i —Anderung der MCF10A-
Brustzelllinie nach Capsaicin-Zugabe. Es wurden 160.000 Zellen pro 35mm Schale ausgesét. Nach
48h wurde die Fluo-8-Fluoreszenzintensitat fluoreszenzmikroskopisch vor und nach der Zugabe von
Capsaicin gemessen. A) Reprasentative Einzelzellmessungen (rot, blau, grin) und die mittlere
Fluoreszenzintensitat der Population (grau, MW + Stabw). B) Anteil reagierender Zellen nach
Capsaicin Zugabe aus drei unabhangigen Experimenten. C) Tabellarische Zusammenfassung
detektierter Calcium-Reaktionsmuster der untersuchten Zellen.

Nach einer Zugabe von OuM und 10uM Capsaicin wurden sofortige und verzogerte
Calcium-Reaktionsmuster detektiert. 7,3% der MCF10A-Zellen reagierten auf die

Zugabe von Capsaicin-freiem Puffer mit einem Anstieg der Fluo-8-
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Fluoreszenzintensitéat, was moglicherweise auf einer mechanischen Stimulation von

lonenkanélen beruhen kodnnte.

Zusammenfassend wurde in allen Brustkrebszelllinien als auch in den
Brustepithelzelllinien Calcium-Antworten nach Aktivierung des TRPV1-lonenkanals
mit Capsaicin festgestellt. Es reagierten allerdings nie alle Zellen der jeweiligen
Zelllinie.

In den Zelllinien wurden verschiedene Calcium-Signalformen mit transientem,
biphasischem  und  oszillierendem  Signalverlauf  beobachtet. In  den
Einzelzellmessungen zeigten Zellen entweder keinen, einen sofortigen oder einen

2+]i-

verzogerten Anstieg der [Ca Anhand der Resultate konnte keine spezifische

Signatur fur die einzelnen Subtypen der Brustkrebszelllinien identifiziert werden.

3.10.2 Herstellung von 3D-Sphéaroiden aus Brustkrebszelllinien

Drei Brustkrebszelllinien, die nach Capsaicin-Stimulierung einen deutlichen Anstieg
der intrazellularen Ca®*-Konzentration sowie Ca®*-Oszillationen zeigten, wurden fiir
die Herstellung von 3D-Spharoiden ausgewahlt (MCF7, SkBr3, HCC38). Als
Kontrolle diente die nicht-maligne Brustepithelzelllinie MCF10A. Die Herstellung der
Spharoide erfolgte in Mikrotiterplatten mit unterschiedlichen, zellabweisenden
Oberflachen (Lipidure und ULA) (Abb. 56).

Die Inkubation der Zelllinien in den Mikrotiterplatten fihrte generell zur Ausbildung
von Zellaggregaten. Kompakte runde Sphéaroide mit einem Sl >0,9 bildeten HCC38-
Zellen. Im Gegensatz dazu bildeten SkBr3-Zellen lockere Zellaggregate, unabhangig
von der Beschichtung der KulturgefalRe. Kompakte Sphéaroide aus MCF7-Zellen
konnte nur in den Lipidure-beschichteten Mikrotiterplatten generiert werden. Mit
MCF10A-Zellen wurden kompakte Spharoide, unabhangig von der unterschiedlichen

Beschichtung der Mikrotiterplatten, erhalten.

Zusammenfassend wurde die Generierung von 3D-Sphéaroiden mit den
Brustkrebszellen verschiedener Subtypen, sowie der nicht-kanzerogenen Zelllinie,
nachgewiesen. Fir die nachfolgenden Experimente wurden ULA-Platten zur
Herstellung der Spharoide verwendet, da die Lipidure-Platten nicht mehr am Markt

verfugbar waren.
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Lipidure

Ultra-Low-
Attachment

MCF7

HCC38

SkBr3

MCF10A

Lipidure
Linie Subtyp Flache [pm2] [Durchmesser [um]| Umfang [pm] Sl
MCF7 Luminal A 141160 +/- 56614 399,0 +/- 83,6 1774,3 +/- 587,6 | 0,73 +/-0,1
HCC38 Basal-like 67166 +/- 6842 279,7 +I- 14,9 951,6 +/-50,4 |0,92 +/- 0,05
SkBr3 | Her2-enriched | 593260 +/- 95353 832,3 +/- 66,5 42684 +/- 425 (0,61 +/-0,08
MCF10A | Non-cancer 58635 +/- 4714 262,2 +/- 10,6 1029,9 +/- 105 |0,80 +/- 0,06
Ultra-Low-Attachment
Linie Subtyp Flache [pm2] Durchmesser [pm]| Umfang [pm] Sl
MCF7 Luminal A [ 395836 +/- 100358 | 677,3 +/-80,9 | 2835,9 +/- 457,7 |0,75 +/- 0,06
HCC38 Basal-like 60853 +/- 10266 266,6 +/- 22,1 900,1 +/-84,1 0,93 +/- 0,02
SkBr3 | Her2-enriched | 561225 +/- 174473 | 802,8 +/-125,1 | 30473 +/- 472,6 |0,83 +/- 0,06
MCF10A | Non-cancer | 88639 +/- 11283 3274 +/-26,9 1267,4 +/- 211 |0,82 +/- 0,09

Abbildung 56: Mikroskopische Analyse der generierten 3D-Spharoide. Es wurden 10.000 Zellen
pro Well einer zellabweisenden U-Bottom-96-Well-Mikrotiterplatte (Lipidure oder Ultra-Low-
Attachment (ULA)) ausgesat und 48h kultiviert. A) Mikroskopische Uberpriifung der generierten
Sphéroide. B) Analyse der Spharoid-Flache, -Durchmesser, -Umfang und des Sphericity-Index (Sl)
von 11-17 Sphéaroiden mit dem Programm AnaVisp.

3.10.2.1 Einfluss der Capsaicin-vermittelten TRPV1-Aktivierung auf die
Viabilitat der 3D Sphéaroide

Der Capsaicin-vermittelte Einfluss auf die Zellviabilititt wurde zunachst in

Monolayerkulturen der Zelllinien MCF7 (Luminal A), SkBr3 (HER2-enriched), HCC38

(Basal-like) und der nicht-malignen Brustepithelzelllinie MCF10A untersucht (Abb.
57).
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Abbildung 57: Einfluss von 1uM und 10uM Capsaicin auf die Zellviabilitdt der getesteten
Zelllinien. 10.000 Zellen wurden pro Well in eine 96-Well-Mikrotiterplatte ausgeséat. Nach 24h wurden
OpuM, 1pM und 10uM Capsaicin zugegeben. Nach weiteren 24h wurde ein Cell Titer Blue
Viabilitatsassay durchgefiihrt. Gezeigt sind reprasentativ die Mittelwerte mit Standardabweichungen
aus drei unabhangigen Experimenten. *P<0,05

Bei den Brustkrebszelllinien MCF7 und SkBr3 wurde nach 24-stiindiger Behandlung
mit Capsaicin eine signifikante Erhéhung der Viabilitat gemessen (Abb.57). Dagegen
konnte kein Einfluss der Capsaicin-Behandlung auf die Viabilitat der
Brustkrebszelllinie  HCC38 und der Brustepithel-Zellinie MCF10A im
Beobachtungszeitraum festgestellt werden. Fir eine vergleichende Analyse unter
3D-Zellkulturbedingungen wurde die Viabilitdt von 3D-Sphéaroiden der Zelllinien
SkBr3 und MCF7 nach Capsaicin-Behandlung untersucht. Zusatzlich wurden die
Zellen bzw. die 3D-Spharoide mit dem TRPV1-Antagonisten Capsazepine behandelt
(Abb.58).
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Abbildung 58: Einfluss von 1uM und 10uM Capsaicin auf die Viabilitat in An- und Abwesenheit
von Capsazepine in 2D und 3D-Zellkultur. 10.000 Zellen (A SkBr3; B: MCF7) wurden pro Well in
eine 96-Well-Mikrotiterplatte bzw. 96-Well-ULA-Platte ausgesat. Nach 24h wurden OuM, 1uM und
10uM Capsaicin zugegeben, sowie einem Teil der Wells zusatzlich 3uM Capsazepine. Nach 24h
wurde ein Cell Titer Blue Viabilitatsassay durchgefiihrt. Gezeigt sind reprasentativ die Mittelwerte mit
Standardabweichungen aus drei unabhangigen Experimenten. *P<0,05

Sowohl im Monolayer als auch in 3D-Sphéaroiden der Zelllinie MCF-7 konnte eine
Erh6hung der Viabilitdat nach Behandlung mit 10uM Capsaicin gemessen werden. Bei
gleichzeitiger Zugabe von 3uM Capsazepine wird dieser Effekt aufgehoben. Im
Monolayer ohne Behandlung mit Capsaicin bewirkt die Capsazepine-Zugabe eine
signifikante Erhohung der Viabilitat. Dieser Effekt ist in den 3D-Sparoiden nicht
feststellbar. Auch in den Monolayer-Zellen und den 3D-Sphéroiden der SkBr3-
Zelllinie wurde eine Erh6hung der Viabilitdt unter 10uM Capsaicin-Behandlung als
auch die Aufhebung dieses Effektes durch 3uM Capsazepine gemessen. Im
Gegensatz zu den MCF-7 Zellen wurde in den SkBr3-Zellen sowohl im Monolayer als
auch im 3D-Spharoid eine signifikante Erh6hung der Viabilitat durch alleinige Zugabe

von Capsazepine (ohne Capsaicin) ermittelt (Abb.58).

Zusammengefasst konnte nachgewiesen werden, dass eine 24-stiindige Behandlung
mit dem TRPV1-Agonisten Capsaicin in den Brustkrebszellen MCF7 und SkBr3 eine
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Erhohung der Viabilitat in Monolayer-Kulturen und 3D-Sphéaroiden bewirkt. Die
Kompensation dieses Effektes durch Zugabe des TRPV1-Antagonisten zeigt, dass
die Erhoéhung der Zellviabilitat in den MCF7- als auch den SkBr3-Zellen durch

Aktivierung des TRPV1-lonenkanals vermittelt ist.
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4. DISKUSSION

Das TRPV1-Transmembranpotein ist ein kationenselektiver und polymodaler
lonenkanal. Der TRPV1-lonenkanal ist vor allem als Schmerz- und Hitzerezeptor in
sensorischen Nervenendigungen bekannt, wird aber auch in nicht-neuronalen
Geweben exprimiert. Fehlfunktionen oder eine gestérte Regulation des lonenkanals
scheinen neben den bekannten  TRP-lonenkanalerkrankungen  (TRP-
channelopathies; (Nilius & Owsianik, 2010) haufig mit weiteren Krankheiten, wie
Arthritis, Atemwegserkrankungen, Blasenfunktionsstérungen, Diabetes, entziindliche
Darmerkrankungen und Tumoren assoziiert zu sein. Aufgrund seiner vielfaltigen
Funktionen in Physiologie und Pathophysiologie stellt der TRPV1-lonenkanal ein
attraktives pharmakologisches Zielmolekul fur die Wirkstoffentwicklung dar. Neben
Rezeptoren und Enzymen gehdren lonenkandle heute zu der drittgrof3ten Zielgruppe
fur die Entwicklung pharmakologischer Wirkstoffe. Zu den Vorteilen, die lonenkanale
als Therapieziele zu nutzen, zahlen ihre leichte Zuganglichkeit, die Existenz in der
Natur vorkommender selektiver Blocker, die als Modellstrukturen flr Therapeutika
dienen kénnen, und die Mdoglichkeit, ihre Funktion auf der Ebene eines einzelnen
Molekils und in Echtzeit Uber elektrophysiologische Verfahren messen zu kdnnen.
Fur den TRPV1-lonenkanal wurden bereits Agonisten und Antagonisten entwickelt,
die jedoch aufgrund von Nebenwirkungen Kklinisch nicht einsetzbar sind. Eine
erfolgreiche Entwicklung TRPV1-spezifischer therapeutischer Strategien bedingt
daher die Identifizierung neuer Wirkstoffe. Mit der vorliegenden Dissertation wurde
diese Fragestellung bearbeitet. Es wurden zellbasierte Testsysteme entwickelt, mit
denen pharmakologische Aktivitaten von neuen TRPV1-spezifischen Substanzen
direkt im zellularen Kontext analysiert werden konnen. Dadurch soll eine
zielgerichtete Identifizierung von neuen TRPV1-Wirkstoffen als auch eine

Einschatzung maglicher Nebenwirkungen noch in der Vorklinik erreicht werden.
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4.1 CHO-Zellmodell mit regulierter Expression des humanen TRPV1

Die CHO-K1-Zelllinie aus Hamster ist eine bevorzugte Saugetierzelllinie zur
Herstellung rekombinanter Proteine und zur Identifizierung neuer pharmakologischer
Wirkstoffe in zellbasierten HTS-Verfahren (Lai et al., 2013; Sittampalam et al., 2004).
Die in CHO-Zellen erzeugten N-Glykanstrukturen sind den komplexen N-
Glykosylierungsmustern humaner Proteine sehr &hnlich, so dass humane
Glykoproteine in CHO-Zellen produziert werden kénnen (Durocher & Butler, 2009).
Ein weiterer Vorteil fur die Entwicklung der zellularen Testsysteme in CHO-Zellen
beruhte darin, dass die CHO-K1-Zellen keinen endogenen TRPV1-lonenkanal
exprimieren, so dass in den etablierten Zellmodellen TRPV1-vermittelte zellulare
Antworten auf den heterolog exprimierten, humanen TRPV1-lonenkanal (hnTRPV1)
zurlckgefuhrt werden konnten (Sittampalam et al., 2004; Zicha et al., 2013).

Durch die Verwendung eines regulierbaren Expressionssystems konnten
zytotoxische Effekte vermieden werden, die bei einer stabilen, konstitutiven TRPV1-
Uberexpression haufig auftreten (Szallasi et al., 1999; Olah et al., 2001). Die
Regulation des in dieser Arbeit eingesetzten Tet-On 3G-Expressionssystems erfolgte
mit dem Tetrazyklin-Derivat Doxyzyklin als Induktor-Molekil. Da bereits
Konzentrationen von 500-1000ng/ml Doxyzyklin einen Einfluss auf den
Zellmetabolismus und die Proliferationsrate zeigten (Moullan et al., 2015; Ahler et al.,
2013), werden Tetrazyklin-regulierte Expressionssysteme kontrovers diskutiert. Im
Tet-Off-Expressionssystem wurden die Zellen mit relativ hohen Doxyzyklin-
Konzentration von beispielsweise 1pug/ml in MCF7-Tet-Off-hTRPV1-Zellen (Wu et al.,
2014) oder 1mg/ml in CHO-Tet-Off-rTRPV1-Zellen (Toth & Wang et al., 2005)
kultiviert, um eine Basalexpression des rekombinanten Gens so gering wie moglich
zu halten. Daher wurde in dieser Arbeit das Tet-On 3G-Expressionssystem
eingesetzt, mit dem im Vergleich zum vorhergehend entwickelten Tet-On-Advanced
System eine 100-150-fach hohere Expression von Transgenen bei geringen
Doxyzyklin-Konzentrationen (5-10ng/ml) erreicht werden kann (Clontech; (Zhou et
al., 2006; Loew et al., 2010). Dementsprechend konnte in der entwickelten CHO-"
hTRPVL Zelllinie die heterologe Expression des TRPV1 mit geringen Doxyzyklin-
Konzentrationen von bereits 10ng/ml induziert werden. Die durchgeflihrte
Propidiumiodid (PIl)-Farbung zeigte, dass die gewahlte Doxyzyklin-Konzentration
keinen Einfluss auf die Viabilitdit der CHO-3G Parentallinie bewirkte (Abb. 28). Im
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Gegensatz dazu nimmt die Viabilitat der CHO-""TRPV1_Zelllinie bei einer Induktion mit
10ng/ml bzw. mit 100ng/ml Doxyzyklin und einer Induktionsdauer von 96h bzw. >72h
ab, was aber durch die Expression des rekombinanten Fusionsproteins bedingt ist.
Somit konnte fir die etablierte CHO-""TR"V1.Zelllinie, die die Grundlage fir das
zellulare Testsystem bildet, kein Einfluss des Induktors Doxyzyklin auf die
Zellviabilitat festgestellt werden.

Ein zweiter entscheidender Aspekt fur die Wahl eines regulierbaren
Expressionssystems beruht in der Mdglichkeit, die Expressionshéhe des hTRPV1-
mCherry-Fusionsproteins in  den CHO-""T"P1zellen in  Abhangigkeit der
Induktionskonzentration (ECsp: 9,8 = 2ng/ml) und Induktionszeit zu variieren. Dies
ermdglicht, pharmakologische Aktivitaten von Agonisten und Antagonisten in
Abhangigkeit von unterschiedlichen TRPV1-Expressionshohen zu analysieren. In
Abwesenheit von Doxyzyklin konnte keine hTRPV1-mCherry-Expression in
Einzelzellanalysen detektiert werden. Dies verdeutlicht, dass die TRPV1-Expression
durch das Tet-On 3G-System im etablierten CHO-Zellmodell sehr genau reguliert
werden kann und eine stérende Basalexpression ohne Induktion nicht nachweisbar
ist. Nicht-induzierte Zellen der entwickelten CHO-""TRPV1.Zelllinie eigneten sich daher
ideal als Negativ-Kontrolle. Dies hatte den weiteren Vorteil, dass alle Analysen in der
gleichen Zelllinie durchgefiuihrt werden konnten und keine zuséatzlichen Mock-
Transfektanten generiert werden mussten. In den etablierten zellularen
Testsystemen konnte durch die Regulierbarkeit der TRPV1-Expression eine sehr
gute Standardisierung erreicht werden, was fir den Einsatz in Hochdurchsatz-
Screening-Verfahren einen entscheidenden Faktor fir eine Reproduzierbarkeit der
Daten darstellt.

DarlUber hinaus erlaubt das regulierbare Expressionssystem, die Auswirkungen von
unterschiedlichen TRPV1-Rezeptorzahlen und -dichten auf zellulare Prozesse zu
untersuchen. Veranderte Rezeptordichten konnen die Assemblierung der
Rezeptoren und die Regulation des Zellzyklus beeinflussen. Beispielsweise kann
eine hohe Rezeptordichte von c-erbB2 (HER-2) zu Homo- und Heterodimeren und
einer Liganden-unabhéngigen Zelltransformation fiihren (Olayioye et al., 2000). In
der Subfamilie der TRPV-lonenkanéle besteht eine hohe Homologie zwischen den
TRPV1-, TRPV2-, TRPV3- und TRPV4-Kanalen. Obwohl praferentiell homodimere
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Kanale gebildet werden, kdnnen heteromere Komplexe mit unterschiedlichen
pharmakologischen Eigenschaften assemblieren (Cheng et al., 2007; Zheng, 2013).

Durch die funktionelle Charakterisierung des TRPV1-lonenkanals in den CHO-"
hTRPVL Zellen konnte gezeigt werden, dass die pharmakologischen Eigenschaften des
rekombinanten TRPV1-mCherry-Fusionsproteins  vergleichbar mit endogen
exprimierten TRPV1-lonenkanalen sind. Der Nachweis der Expression von hTRPV1-
mCherry im Western Blot zeigte eine Bande mit dem erwarteten Molekulargewicht
von 122kDa als auch eine 131kDa groRe Bande, welche wahrscheinlich eine
glykosylierte Form des Fusionsproteins darstellt. Die N-Glykosylierung des TRPV1-
Proteins stellt eine wichtige Modifizierung fur die durch Capsaicin ausgeldste
Aktivierung und die lonenpermeabilitat des TRPV1-lonenkanals dar (Veldhuis et al.,
2012). Eine spezifische Aktivierung des hTRPV1-mCherry-lonenkanals mit dem
Agonisten Capsaicin fuhrte zu einer messbaren Erhéhung der intrazellularen
Calciumkonzentration, was Ubereinstimmend fir endogene als auch heterolog
exprimierte TRPV1-Kanale beschrieben wurde (Caterina et al., 1997; Hayes et al.,
2000). Die Vorbehandlung der CHO-""RPV1.zellen mit dem kompetitiven
Antagonisten  Capsazepine inhibierte den durch Capsaicin induzierten
Calciumeinstrom (Caterina et al., 1997; Bevan et al., 1992). Ein weiteres Merkmal
endogener TRPV1-lonenkanale ist die Aktivierbarkeit durch Hitzestimulierung,
welches ebenfalls im CHO-""TRPV1.zellmodell nachgewiesen werden konnte (Caterina
et al., 1997; Hayes et al., 2000) (Hayes et al., 2000; Caterina et al., 1997). Da
bekannt ist, dass der C-Terminus mal3geblich an der durch Hitze induzierten
Aktivierung des TRPV1 beteiligt ist, konnte damit gleichzeitig ein mdglicher Einfluss
der C-terminalen mCherry-Markierung des TRPV1-lonenkanals auf die
Hitzestimulierung ausgeschlossen werden. Zusammengefasst wurde nachgewiesen,
dass der hTRPV1-mCherry-lonenkanal die pharmakologischen Eigenschaften von in
der Literatur beschriebenen endogenen als auch heterolog exprimierten TRPV1-
lonenkanalen widerspiegelt. Somit konnte gezeigt werden, dass der entwickelte
TRPV1-spezifische zellbasierte Assay geeignet ist, um zur Identifizierung und

Validierung neuer TRPV1-spezifischer Wirkstoffe eingesetzt zu werden.

Die Verwendung eines Fusionsproteins aus hTRPV1 mit einem C-terminalem
mCherry-Fluoreszenztag ermdglichte die Uberpriifung der subzellularen Lokalisation

des heterolog exprimierten lonenkanals als auch die Quantifizierung der Expression.
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Allerdings kdnnen Fusionsproteine im Vergleich zum Zielprotein ohne Fusionsanteil
eine andere subzellulare Lokalisation einnehmen, was die Proteinfunktion
beeinflussen kann. In den induzierten CHO-""""Vl.Zellen wurde der
membranstandige lonenkanal in der Plasmamembran sowie in Endomembranen,
moglicherweise in der Membran des ER, detektiert, was in Ubereinstimmung mit der
Literatur ist (Gallego-Sandin et al., 2009; Cheng et al., 2007; Hellwig et al., 2005).
Eine Lokalisation fur TRPV1 wird auch in Mitochondrien- (Miyake et al., 2015) und in
Golgi-Membranen beschrieben (Turner et al., 2003) (Turner et al., 2003). Durch
weitere Untersuchungen mit ER-Membran- bzw. mitchondrial-lokalisierenden
Farbstoffen kdonnte die hTRPV1-mCherry-Lokalisation in Endomembranen bestatigt
werden. Die hier beobachtete Lokalisation von TRPV1 in der Kernmembran wurde
ebenfalls von Gallego-Sandin et al., fur heterolog exprimierte TRPV1-Kanéle in der
humanen Zelllinie HEK293 beobachtet.

Aufgrund der ermittelten Resultate aus der Charakterisierung des CHO-""TRPVL

Zellmodells in Verbindung mit der eingesetzten Messmethode zur Quantifizierung der
[Ca®]; konnte gezeigt werden, dass dieser TRPV1-spezifische Assay geeignet ist, um
als zellulares Testsystem fir hochparallele Analyseverfahren weitergehend

entwickelt zu werden.

4.2 Entwicklung und Validierung des 2D-CHO-"""""V.Testsystems

Die pharmakologischen Analysen mit Capsaicin und Capsazepine im entwickelten
TRPV1-spezifischen CHO-""T""V1.zellmodell basierten im Wesentlichen auf
Einzelzellanalysen im Fluoreszenzmikroskop. Dadurch konnte bereits zuverlassig
nachgewiesen werden, dass sich dieser zellbasierte Assay fir eine Unterscheidung
von Wirkstoffkandidaten eignet. Allerdings funktioniert ein zunachst fir
Einzelzellanalysen entwickelter Assay nicht automatisch fur ein Mikrotiterplatten
(MTP)-basiertes Hochdurchsatz-Verfahren im Mikroplattenreader. Ein essentieller
nachster Schritt bestand daher in der Validierung des CHO-"""RPV1.Zellassays im
MTP-Format mit  pharmakologischen  Substanzen, die eine bekannte
Wirkungsspezifitat fur den TRPV1-lonenkanal aufweisen. Grundvoraussetzung fur
die Validierung im Hochdurchsatz-Format war zunachst die Optimierung

verschiedener Parameter, wie beispielsweise Zelldichte, Induktionszeiten und konz-
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entrationen von Doxyzyklin, Fluo-8-Konzentration und Fluo-8-Beladungszeit. Durch
die Optimierung dieser Parameter konnte erreicht werden, dass sich der CHO-"

>, nach

hTRPVL Zellassay auch im MTP-Format fiir die Quantifizierung von [Ca
pharmakologischer Modulation des TRPV1-lonenkanals eignet. Die Validierung des
zellularen CHO-""TRPVL_Testsystems erfolgte tiber die Analyse von Dosis-Wirkungs-
Beziehungen mit jeweils funf bekannten Agonisten und Antagonisten des TRPV1-
lonenkanals. Die ermittelten ECso- bzw. ICso-Potenzen wurden mit in der Literatur

beschriebenen Werten verglichen (Tab. 17; 18).

I-hTRPV1

Tabelle 17: ECgo-Potenzen von TRPV1-Agonisten im 2D-CHO- -Testsystem.
*MW + Stabw; *MW + SF
Agonist | ECs[nM] Hinter- | Bx- Zellsystem Messmethode Referenz
grund pression
Fluoreszenz- diese
25,5+6,2* | Human | heterolog | CHO-"""RFV: basierte Ca**- Arbeit
Messung (Fluo-8)
Fluoreszenz- Witte et
12,5 £ 3,0 | Human heterolog | HEK293 basierte Ca*'- al. 2002
Messung (Fluo-4) "
45 2+
Ca”" Aufnahme Gavva et
*
3819 Human | heterolog | CHO Messung al., 2004
Xenopus Caterina
711 Ratte heterolog P Patch Clamp etal.,
Oozyt 1997
Fluoreszenz- Huang et
26 + 8* Human | heterolog | HEK293 basierte Ca**- al 2302
Messung (Fluo-3) "
Fluoreszenz- Phillios et
129 £ 31** | Human heterolog | CHO basierte Ca®'- al 2804
Messung (Fura 2) "
Capsa- - “Cca”" Aufnahme Kaszas et
icin 774 Human | heterolog [ HEK293 Messung al., 2012
Fluoreszenzz-
basierte Ca”*'- Reilly et
*%
36,1+6 Human heterolog | HEK293 Messung (Calcium- | al., 2012
4)
390 + 50** | Ratte heterolog | HEK293 Patch Clamp glorgﬁet al,
1100 £ DRG Kim et al.,
190** Ratte endogen Neuronen Patch Clamp 2006
Fluoreszenz- :
21,4 + 4** Ratte heterolog | HEK293 basierte Ca®'- Zalz\gglet
Messung (Fluo-3) "
Fluoreszenz- .
27,6 + 3** Ratte endogen DRG basierte Ca*'- Ralevic et
Neuronen al., 2001
Messung (Fluo-3)
29.7 + Fluoreszenz- Schneider
33’7*‘ Ratte heterolog | HEK293 basierte Ca’*- eit et al.,
’ Messung (Fluo-4) 2016
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Fluoreszenz- :
14,7 +4,9* | Human | heterolog | CHO-""RFV: basierte Ca*'- diese
Arbeit
Messung (Fluo-8)
Fluoreszenz- .
6,9 + 1** Human | heterolog | HEK-293 basierte Ca**- ZYm;O%tZ
Messung (Fluo-3) "
45 2+
. Ca” Aufnahme Gavva et
_ *
fF;G;";l_nl 5+£2 Human | heterolog | CHO Messung al., 2004
: Fluoreszenz- -
toxin 29 + 7** Human | heterolog | CHO basierte Ca**- Zlhlllzlggft
Messung (Fura 2) "
45 2+
Ca” Aufnahme Gavva et
*
3x1 Ratte heterolog | CHO Messung al., 2004
Fluoreszenz- :
11,9 + 5** Ratte endogen DRG Neuron basierte Ca**- Zalz\gglet
Messung (Fluo-3) v
Fluoreszenz- :
108’Z * Human | heterolog | CHO-""RFV basierte Ca*'- diese
42,7 Arbeit
Messung (Fluo-8)
Fluoreszenz- :
69,2 + 10** | Human | heterolog | HEK-293 basierte Ca**- \;Y'ttzeo%tz
Messung (Fluo-3) "
45 2+
56 + 21* Human | heterolog | CHO Ca” Aufnahme Gavva et
Olvanil Messung al., 2004
» sl Phillips et
33+8 Human | Heterolog | CHO basierte Ca“ - al. 2004
Messung (Fura 2) "
45 2+
Ca” Aufnahme Gavva et
*
12+5 Ratte heterolog | CHO Messung al., 2004
Fluoreszenz- :
46,8 £ 8** Ratte endogen DRG basierte Ca**- ;alc;\gglet
Messung (Fluo-3) v
Fluoreszenz- .
2636 + Human | Heterolog | CHO-""RFV basierte Ca™'- diese
779* Arbeit
Messung (Fluo-8)
Fluoreszenzz-
1265 + basierte Ca”'- Reilly et
378** AlED | lisieeEg | RlE Messung (Calcium- | al., 2012
4)
4500 + “>ca’®* Aufnahme Gavva et
400" Human heterolog | CHO Messung al., 2004
NADA 3480 + *ca* Aufnahme Gavva et
361* Ratte neEpiey || Snl Messung al., 2004
Fluoreszenz-
40 £ 6* Ratte heterolog | HEK293 basierte Ca*'- Zlua;gogt
Messung (Fluo-3) "
Fluoreszenz-
794 + 95* Ratte endogen DIRG basierte Ca?*- B G
Neuronen al., 2002
Messung (Fura 2)
4480 + *Cca”* Aufnahme Kaszas et
660** Human | heterolog | HEK293 Messung al., 2012
Fluoreszenz- .
1OZSZ = Human [ heterolog | CHO-""RPV: basierte Ca’*- dlizze
4568 Arbeit
NOD Messung (Fluo-8)
Fluoreszenz-
;ég,?*i Ratte heterolog | HEK293 basierte Ca*'- eregglzt
Messung (Fura-2) "
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Ein direkter Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten ECso-Werte flr Agonisten des
TRPV1-Kanals mit Literaturangaben ist allerdings nur bedingt mdglich, da die ECsp-
Potenzen in Zellsystemen, die teilweise aus unterschiedlichen Gewebetypen und/
oder verschiedenen Spezies stammen, ermittelt wurden. Dartber hinaus wurden
unterschiedliche Messmethoden zur Ermittlung der ECso-Werte herangezogen. Bei
den Zellsystemen mit heterolog exprimierten TRPV-lonenkanélen wurden aul3erdem
verschiedene Expressionssysteme eingesetzt, was ebenso zu einer Beeinflussung
der ECso-Werte beitragen kann. Trotz dieser Unterschiede konnte bei einem
Vergleich der ECso-Werte der Agonisten Capsaicin, Resiniferatoxin und Olvanil in
den verschiedenen CHO-Zellsystemen eine gute Korrelation zu den in dieser Arbeit
aufgezeigten ECso-Werten nachgewiesen werden. NADA wirkt im CHO-"TRPVL
Testsystem als schwacher Agonist mit einer sehr geringen Effizienz von 51,6%, was
aber sehr gut mit Studien von NADA in Xenopus Oozyten mit heterolog exprimierten
TRPV1, sowie in endogen exprimierten TRPV1 in Dorsalwurzel-Neuronen der Ratte

korreliert (Premkumar et al., 2004; Raisinghani et al., 2005).

Die mit dem CHO-""TRPVL_Testsystem ermittelte Rangfolge der Agonist-Potenzen von
RTX > Capsaicin > Olvanil > NADA > NOD stimmt mit den Literaturwerten
weitgehend Uberein (Witte et al., 2002; Smart et al., 2001; Lam et al., 2007; Gavva et
al., 2004; Pretze et al., 2016). Fur den Agonisten NOD sind bislang keine ECso-
Potenzen fur den humanen TRPV1-lonenkanal verodffentlicht. Daher wurde fir einen
Vergleich der NOD-Wirksamkeit der ECso-Wert genutzt, der mit Hilfe des TRPV1-
lonenkanals der Ratte ermittelt wurde (Pretze et al., 2016) (Pretze et al., 2016). In
dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass durch NOD eine Erhthung der [Ca®"]
durch Aktivierung eines heterolog exprimierten, humanen TRPV1-lonenkanal
resultiert.

Die in der Arbeit ermittelte Potenzrangfolge von Olvanil und Capsaicin wird in der
Literatur nicht einheitlich beschrieben. In dem zellularen CHO-"""RPVLTestsystem
wurde eine niedrigere Potenz von Olvanil im Vergleich zu Capsaicin detektiert, was
in Ubereinstimmung mit den Daten von Witte et al., 2002, Gavva et al., 2004 und
Lam et al., 2007 ist. Smart und Kollegen detektierten eine hdhere Potenz von Olvanil
als Capsaicin in der humanen Zelllinie HEK293 mit rekombinanter Expression von
hTRPV1 (Smart et al.,, 2001). In diesem Zellmodell wurde der hTRPV1 allerdings

120



Diskussion

konstitutiv exprimiert und die intrazellulare Calcium-Konzentration mittels Fluo-3 und

FLIPR™ gemessen.

Zusatzlich zur Analyse der oben genannten Agonisten wurden fir die Validierung des

zellularen CHO-""TRPVLTestsystems Dosis-Wirkungs-Kurven von fiinf bekannten

TRPV1-Antagonisten ermittelt und die berechneten ICso-Werte mit Literaturwerten

verglichen (Tab.18).

Tabelle 18: ICso-Potenzen von TRPV1-Antagonisten 2D-CHO-"""""VL.Testsystem.

*MW =+ Stabw; *MW + SF

Ant- ICso[NM] Hinter- | Ex- Zellsystem Messmethode Referenz
agonist grund pression
Fluoreszenz- .
gg’g*i Human | heterolog | CHO-""R"V* basierte Ca**- ilesg
' rbeit
Messung (Fluo-8)
24,5 + buman | heteroloa | cHO-K1 “5ca’® Aufnahme ?:%Y?&
AMG- 15,7* 9 Messung Qu et al,,
9810 2005
DRG Park et
*%
163 £ 2 Ratte endogen Neuronen Patch Clamp al., 2011
85,6 + Ratte heterolo CHO “5ca’® Aufnahme $:r¥1\|/?&
39,4* 9 Messung Qu et al,,
2005
Fluoreszenz- .
‘11;073 = Human [ heterolog | CHO-""RV: basierte Ca’*- 2'%6?'
' rbeit
Messung (Fluo-8)
5 > Gavva,
Ca“" Aufnahme Tamir &
*
147 +7 Human | heterolog | CHO Messung Quetal.,
2005
: : Fluoreszenz-
651 Ratte endogen Trlgen_1|nal basierte Calcium- Varga et
SB- Ganglion (rat) al., 2005
366791 Messung (Fura-2)
Gavva,
45~ _2+ Tamir &
937 + 207* | Ratte heterolog | CHO Ca” Aufnahme Klionsky
Messung
etal.,
2005
o o Gavva,
o ;
547+ 231* | Ratte | heterolog | CHO GV ADETD | T
Messung Qu et al.,
2005
Fluoreszenz- .
273’? * Human | heterolog CHO-MTRPVE basierte Ca*'- d|ese_
42,4 Arbeit
Messung (Fluo-8)
o o Gavva,
Capsa- . Ca’" Aufnahme Tamir &
zepine 53+3 Human | heterolog | CHO Messung Quet al.,
2005
Fluoreszenz- El
141 + 40** | Human | heterolog | HEK293 basierte Ca*'- Kouhen et
Messung (Fluo-4) al., 2005
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Caterina

283 Ratte heterolog Xenopus Patch Clamp etal.,

Oozyt
1997
Fluoreszenz- Phillios et
93 + 2** Human | heterolog | CHO basierte Ca*'- b
al., 2004
Messung (Fura 2)
Gavva,
45~ _2+ Tamir &
659 + 155* | Ratte heterolog | CHO G AU Klionsky
Messung
et al.,
2005
5 > Gavva,
887 + 340* | Ratte heterolog | CHO Ca”™ Aufnahme | Tamir &
Messung Qu et al.,
2005
Seabrook
562 Ratte Heterolog | CHO Patch Clamp etal.,
2002
Seabrook
118 Human heterolog | CHO Patch Clamp etal.,
2002
DRG *Cca”" Aufnahme (Bevan et
*%

GAVECY JELES EEOgE Neuronen Messung al., 1992)

203 + Fluoreszenz- Schneider

35 0% Ratte heterolog | HEK293 basierte Ca’*- eitetal.,

’ Messung (Fluo-4) 2016
Fluoreszenz- diese
8,4+4,1* |Human | heterolog | CHO-""TRFV: basierte Ca”*- ;
Arbeit
Messung (Fluo-8)
45 2+
Ca”" Aufnahme Gavva et
*

6+2 Human | heterolog | CHO Messung al., 2004

349+ Fluoreszenz- Valenzan

G Ratte heterolog | HEK293 basierte Ca’*- oetal.,
BCTC ' Messung (Fluo-4) 2003

15 2+
Ca” Aufnahme Gavva et
*
5+1 Human | heterolog | CHO Messung al., 2004
Gavva,
45~ 2+ Tamir &
0,4+0,1* Ratte heterolog | CHO S AT Klionsky
Messung
et al.,
2005
Fluoreszenz- .
109’? * Human | heterolog | CHO-"TRPV! basierte Ca*'- diese
40,5 Arbeit
Messung (Fluo-8)

5012 + Fluoreszenz- El
Rutheni 20*,: B Human | heterolog [ HEK293 basierte Ca®*- Kouhen et
um Red Messung (Fluo-4) al., 2005

1.370 + *ca”* Aufnahme Gavva et

290* Human | heterolog | CHO Messung al., 2004

1021 + *ca”* Aufnahme Gavva et

365+ Ratte heterolog | CHO Messung al., 2004

Auch bei einem Vergleich der in dieser Arbeit ermittelten ICso-Werte mit

Literaturwerten sind die verschiedenen Zellsysteme und Messmethoden zu

berticksichtigen, die die Wirksamkeit der getesteten Antagonisten beeinflussen
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kénnen. Trotz dieser Unterschiede konnte in dem entwickelten CHO-"TRPVL

Testsystem fur die Antagonisten AMG-9810 und BCTC sehr &ahnliche Werte im
Vergleich zu anderen CHO-Zellsystemen erreicht werden. Die ICso-Werte flr
Capsazepine, SB-366791 und Ruthenium Red streuten etwas starker, folgen aber
einer ahnlichen GrofRenordnung.

Die Rangfolge der gemessenen ICso-Potenzen der getesteten TRPV1-Antagonisten
(BCTC > AMG-9810 > Ruthenium Red > Capsazepine > SB-366791) ist mit in der
Literatur angegeben Daten sehr ahnlich. Beispielsweise beschrieben Gavva und
Kollegen eine Rangfolge von BCTC > AMG-9810 > Capsazepine > SB-366791
(Gavva, Tamir & Qu et al., 2005). Zur Rangfolge von Capsazepine und Ruthenium
Red sind unterschiedliche Daten vero6ffentlicht. EI Kouhen et al. detektierten hohere
ICso-Potenzen fur Ruthenium Red (RR) als fur Capsazepine (ICso RR: 501nM vs. ICs
Capsazepine: 141nM). Diese Rangfolge wurde ebenso von Gavva et al. beschrieben
(ICso Capsazepine: 53nM vs. ICso RR: 1370nM) (Gavva, Tamir & Qu et al., 2005; El
Kouhen et al., 2005). In der Arbeit von Smart et al., wurde dagegen eine hohere 1Cso-
Potenz fur Capsazepine als fir RR detektiert (Smart et al., 2001). Wie bereits bei den
ECso-Werten der Agonisten diskutiert, liegen den Analysen verschiedene
Zellsysteme und unterschiedliche = Messmethoden zugrunde, was die

Wirksamkeitsreihenfolgen beeinflussen kann.

In dieser Arbeit wurde die Aktivierung bzw. Inhibierung des TRPV1-lonenkanals Uber
die Anderung der intrazellularen Calciumkonzentration bestimmt, wozu der Calcium-
sensitive Fluoreszenzindikator Fluo-8 eingesetzt wurde. Diese fluorimetrische
Messmethode wird weit verbreitet im Wirkstoff-Screening eingesetzt, da eine Reihe
von sensitiven Indikatormolekilen zur Verfligung stehen und die Fluoreszenz ein
einfach und schnell auszuwertendes Signal in den Mikroplatten-Lesegeraten ist.
Neben Mikroplattenreader-basierten Calcium-Messungen werden auch
automatisierte, fluoreszenzmikroskopische High-Content Screening (HCS)-
Technologien in der Wirkstofffindung eingesetzt (Schneidereit et al., 2016). Die HCS-
Technologie bietet den Vorteil, biologische Veranderungen von Einzelzellen
untersuchen und dabei mehr Daten erfassen zu kdnnen als mit anderen, meist
biochemischen Assay-Systemen. In einer Studie von Heusinkveld et al., wurden
fluoreszenzmikroskopische Calcium-Messungen mit Mikroplattenreader-basierten

Messungen von PC12-Zellen (Zelllinie aus einem Tumor des Nebennierenmarks der
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Ratte) verglichen. Im  Plattenreader wurde eine anhaltende hohe
Calciumindikatorfluoreszenz nach Stimulierung detektiert, wahrend die Messungen
der Einzelzellen eine transiente Calcium-Reaktion zeigten; &hnlich den hier
erhaltenen Ergebnissen der Calcium-Messungen im CHO-""RPY1Modell (Abb.26
bzw. Abb.32). Die anhaltende hohe Fluoreszenz des Calciumindikators ist durch
organische Anionentransporter bedingt, die den Farbstoff aus der Zelle in das
Medium transportieren. Typischerweise kann der Farbstoffverlust durch Probenecid,
einem Inhibitor organischer Anionen-Transporter, weitgehend verhindert werden.
Daher wurde in dieser Arbeit der Inhibitor Probenecid bei den Calcium-Messungen
eingesetzt, um den Farbstoffverlust zu reduzieren. In den Studien von Heusinkveld
wurde die Verwendung von Probenecid jedoch kritisch beurteilt, da sie
Depolarisations-vermittelte Erhéhungen der intrazellularen Calcium-Konzentration in
PC12-Zellen verhinderte (Heusinkveld & Westerink, 2011).

Zusatzlich zur pharmakologischen Validierung wurde durch die Bestimmung des Z'-
Faktors das Potenzial des entwickelten CHO-""TR"V1.7ellassays fur den Einsatz als
Hochdurchsatz-Screening-System fur die Wirkstoffsuche beurteilt. Der Z’-Faktor
berticksichtigt den dynamischen Messbereich und die Messvarianz des Assays und
stellt somit eine geeignete Kennzahl fur den Vergleich, aber auch fir die Evaluierung
und die Optimierung von Assays dar (Zhang et al., 1999). Fir den in dieser Arbeit
entwickelten und validierten 2D-CHO-"""R"V1.Zellassay wurde ein Z'-Faktor von 0,66
+ 0,09 ermittelt, was den Assay als ein sehr gutes Testsystem fur die
Wirkstofffindung in Hochdurchsatzverfahren ausweist.

Zusammenfassend belegen die Ergebnisse der Validierung und der Z‘-Faktor-
Bestimmung, dass das hier entwickelte CHO-""T"PV1.zelimodell in Verbindung mit der
fluorimetrischen Messung der [Ca®']i als sensitives Testsystem fir die
pharmakologische Analyse von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen in Hochdurchsatz-
Verfahren geeignet ist. Dariiber hinaus beinhaltet das 2D-CHO-""TR"VL.Testsystem
weitere Vorteile im Vergleich zu zellfreien Sreening-Systemen. Der humane
hTRPV1-lonenkanal kann ohne stérende endogene TRPV1-Expression im zellularen
Kontext reguliert exprimiert werden. Weiterhin konnen in Screening-Verfahren und
Analysen von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen bereits zu einem frihen Zeitpunkt

zytotoxische Testsubstanzen identifiziert werden.
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4.3 Entwicklung und Validierung des 3D-CHO™™""*PVL.Testsystems

Dreidimensionale  Zellkulturen verfiugen Uber das Potenzial, spezifische
Eigenschaften des Ursprungsgewebes mit hoherer Ahnlichkeit widerzuspiegeln als
zweidimensionale Zellmodelle. Sie eigenen sich daher als Testsysteme fur die
Identifizierung von Zielmolekulen, fur die Wirkstofffindung und -validierung von
potenziellen Wirkstoffen als auch fur praklinische Studien. Trotzdem ist eine breite
Anwendung der 3D-Zellkulturmodelle in der Industrie noch nicht erreicht. Dies beruht
vor allem in der unzureichenden Standardisierung in der Praparation der
unterschiedlichen 3D-Zellkulturmodelle und einer fehlenden Automatisierung des
Screening-Verfahrens. Dartber hinaus ist fur viele der bisher stark in der Forschung
eingesetzten 3D-Zellkulturmodelle die Aussagekraft hinsichtlich der Ubertragbarkeit
der Ergebnisse auf die in-vivo Situation noch unvollstandig. In der vorliegenden
Arbeit wurden die formulierten Anforderungen bei der Entwicklung des 3D-CHO-"
hTRPVL Testsystems beriicksichtigt.

Das zunachst als Monolayer entwickelte CHO-"""T’PV1_Zellmodell wurde anschlieRend
als dreidimensionales Zellkulturmodell etabliert, was einen direkten Vergleich der
Wirksamkeiten von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen im 2D- vs. 3D-Testsystem
erlaubte. Fir einen Einsatz in Hochdurchsatz-Screening-Verfahren ist eine
reproduzierbare Sphéaroidbildung essentiell. Daher wurde das dreidimensionale
CHO-""TRPVLTestsystem als matrixfreies 3D-Sphéaroid-Modell etabliert. Mit der
,forced-floating“-Technik, bei der  Mikrotiterplatten mit  anti-adhasiven
Oberflachenbeschichtungen eingesetzt wurden, konnten Spharoide abhangig von
der Zellzahl reproduzierbar in verschiedenen Grof3en generiert werden. Fur das 3D-
Testsystem wurden Sphéaroide mit einem Durchmesser von 369 = 7um eingesetzt.
Die Spharoide wiesen einen hohen Sphericity-Index von 0,93 + 0,003 auf. Zanoni et
al. zeigten, dass ein hoher Sphericity-Index der Spharoide mit einer gleichméRigeren
Verteilung der verschiedenen metabolischen Zonen innerhalb eines Sphéaroids
korreliert und die Datenvariabilitat auf ein Minimum beschrankt ist (Zanoni et al.,
2016). Ein weiterer kritischer Aspekt bei der Generierung von 3D-Zellkulturmodellen
beruht haufig in der langeren Kultivierungszeit der 3D-Zellmodelle im Vergleich zum
Monolayer. In dieser Arbeit konnten mit der ,forced-floating“-Technik bei ausgeséaten
Zelldichten von 5000 bis 40.000 CHO-""TRPVL_zellen bereits nach 24h Spharoide bei

allen Zellzahlen generiert werden. Zusammenfassend konnte nachgewiesen werden,
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dass auf der Grundlage eines kommerziell erhéltlichen, standardisierten Mikrotiter-
plattensystems reproduzierbare Ergebnisse bei der Spharoidbildung bereits nach
24h erzielt und eine hohe Standardisierung bei der Probenpraparation erreicht

wurde.

Die komplexe und teilweise fehlende Standardisierung in der Analyse von 3D-
Zellkulturmodellen stellt im Vergleich zu zellfreien oder Monolayer-Systemen einen
weiteren Grund fur die relativ geringe Anwendungsbreite der 3D-Zellsysteme in der
Wirkstoffentwicklung dar. Im vorliegenden 3D-CHO-""TRFV1.Testsystem sollte daher
durch eine fluorimetrische Messung mit Fluo-8 eine verlassliche Quantifizierung der
[Ca®*]; im 3D-Sphéroid erreicht werden. Exemplarisch sollte dies durch eine Analyse
einzelner Spharoide vor und nach Behandlung mit TRPV1-spezifischen Agonisten
und Antagonisten gezeigt werden.

Sphéaroide zeigen meist eine Schichtstruktur, die auf der unterschiedlichen Verteilung
von Sauerstoff, Nahrstoffen und Abfallprodukten beruht. Der auf3ere Bereich von
Spharoiden wird als Zone von proliferierenden Zellen beschrieben, wahrend der
mittlere Bereich von zumeist ruhenden Zellen gebildet wird (GO-Phase). Im Zentrum
eines Sphéaroids kann ein nekrotischer Kern entstehen, allerdings zumeist erst bei
einem Sphéaroid-Durchmesser von 500-600um (Lin & Chang, 2008). Die in dieser
Arbeit eingesetzten 3D-Spharoide hatten einen Durchmesser von ca. 370 um und
damit sehr wahrscheinlich keinen nekrotischen Kern. Mittels Hoechst 33342-Féarbung
wurde in Kryoschnitten der Spharoide eine tber das Sphéaroid einheitlich verteilte
Fluoreszenzintensitat gemessen, wodurch ausgeschlossen werden konnte, dass in
der Mitte der Spharoide die Zellzahl geringer ist. Allerdings farbt der
membrangangige Farbstoff neben vitalen Zellen auch Zellkerne apoptotischer bzw.
teils abgestorbener Zellen an. Zur eindeutigen ldentifizierung von nekrotischen
Zellen, deren Plasmamembran im Gegensatz zu apoptotischen Zellen zerstért ist,
kbnnte man parallel Membran-impermeable Farbstoffe, beispielsweise Sytox,
einsetzen, um spezifisch nekrotische Zellen zu markieren.

In den 3D-CHO-""RPVlgpharoiden wurde in einer auBeren Zellschicht von
insgesamt ca. 50pum Dicke eine hohere hTRPV1-mCherry-Fluoreszenzintensitat nach
Induktion mit Doxyzyklin detektiert als im inneren Bereich der Sphéroide. Die hohere
Expression von hTRPV1-mCherry in der &auf3eren Zellzone korrelierte mit einer

hoheren relativen Anderung der Fluo-8-Intensitat in den auReren Zellschichten der
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Sphéaroide (ca. 60pum) im Vergleich zum Mittelbereich, nachdem die TRPV1-
lonenkanédle durch Capsaicin-Behandlung aktiviert wurden. Obwohl die Fluo-8-
Fluoreszenzintensitat in den auf3eren Zellschichten des Sphéroids héher als im
Mittelbereich war reagierten alle Zellen des Spharoids mit einem sofortigen Anstieg
der [Ca®]; auf eine Capsaicin-Stimulierung. Dadurch konnte nachgewiesen werden,
dass die Aktivierung der rekombinant exprimierten TRPV1-lonenkanédle Uber die
Messung der [Ca®']i mit Fluo-8 auch in 3D-CHO-""TRPVi.gpharoiden quantifiziert
werden kann. Dies erlaubte die Analyse von Dosis-Wirkungs-Beziehungen von
TRPV1-Wirkstoffen in den ca. 370um grof3en 3D-Sphéroiden im Mikroplattenreader
mit Hilfe der etablierten ,Well Scan“-Methode.

Analog zum Monolayer-Modell wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven fur jeweils funf
bekannte TRPV1-Agonisten und -Antagonisten in den 3D-Spharoiden ermittelt. Im
Vergleich zu dem 2D-CHO-""TRPVL.Testsystem zeigten die Rangfolge der ermittelten
ECso-Werte bzw. ICso-Werte und die gemessenen Hill-Koeffizienten keine
signifikanten Unterschiede im 3D-Spharoidmodell. Die Potenz- und die Effizienz-
Werte waren in beiden Testsystemen zwar ahnlich, zeigten aber flr einige Wirkstoffe
signifikante Unterschiede. Im 3D-Spharoid-Zellmodell wurden im Vergleich zum
Monolayer signifikant niedrigere ECso-Werte fir die Agonisten Capsaicin, RTX und
NOD, als auch eine héhere Maximalwirkung fir NADA, RTX und NOD ermittelt. Die
hochste Anderung in der Effizienz wurde bei der Untersuchung des Agonisten NADA
detektiert. Die Maximalwirkung im Monolayer betrug 51,6%, im Sphéaroid dagegen
83,7%. Zwei Antagonisten (SB-366791 und RR) zeigten im 3D-Spharoid-Modell eine
signifikant niedrigere inhibitorische Potenz als im Monolayer. Die unterschiedlichen
Sensitivitaten der Zellen im 3D-Sphéroid fur die TRPV1-Agonisten Capsaicin, RTX
und NOD als auch fur die Antagonisten SB-366791 und RR kodnnten durch
Veranderungen der Regulation der TRPV1-lonenkanalfunktion durch die 3D-
Zellkultivierung bedingt sein, was allerdings anhand der vorliegenden Daten nicht
bewiesen werden kann. Bei der Ermittlung von Dosis-Wirkungs-Beziehungen in den
Spharoiden ist zu berlucksichtigen, dass der Effekt der eingesetzten TRPV1-
spezifischen Agonisten und Antagonisten immer als Gesamtreaktion aller im
Spharoid vorhandenen Zellen gemessen wird. Das entwickelte CHO-"TRPVL
Spharoidmodell weist einerseits die Vorteile eines 3D-in-vitro Testsystems mit
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zuverlassiger Quantifizierung der Messdaten auf, andererseits werden

Wirkstoffeffekte an einzelnen Zellen im Sphé&roid nicht ortsaufgelost analysiert.

Fur das 3D-CHO-"""RPVL_Testsystem wurde ein Z'-Faktor von 0,45 + 0,05 ermittelt,
der zwar niedriger als der Z‘-Faktor des 2D-Testsystems ist, aber noch die minimalen
Anforderungen an  ein  Hochdurchsatz-Screening-Verfahren  erfillt.  Die
unterschiedlichen Z‘-Faktoren sind wabhrscheinlich durch die verschiedenen
Methoden bedingt, die bei der Calcium-Messung eingesetzt wurden; die ,orbital
averaging“-Methode im Monolayer-Modell im Gegensatz zur ,Well Scan“-Methode im
3D-Spharoid-Modell.

Das entwickelte 3D-CHO-""TRPVL_Testsystem setzt die Anforderungen nach hoherer
Standardisierung der Probenpraparation (hier Spharoidbildung) und Analytik sehr gut
um. Exemplarisch konnte gezeigt werden, dass das 3D-CHO-"""""V1.Testsystem fiir
die pharmakologische Analyse von TRPV1-spezifischen Wirkstoffen auch in einem

hdheren Durchsatz geeignet ist.

4.5 Krankheitsrelevante Zellmodelle mit endogener TRPV1-
Expression

Die Aktivierung von endogenem TRPV1 mit dem spezifischen Agonisten Capsaicin
kann unterschiedliche zellulare Antworten und biologische Prozesse in Krebszellen
auslosen (Pecze & Blum et al., 2016; Pecze & Josvay et al., 2016; Wu et al., 2014,
Malagarie-Cazenave et al., 2009; Thoennissen et al., 2010). Die raumlichen und
zeitlichen Eigenschaften von Calcium-Signalen steuern in der Zelle verschiedene
Calcium-abhangige Prozesse. Ostzillierende Ca?*-Strome beeinflussen die Effizienz
der Signalibertragung auf Zielproteine in der Zelle, die eine Rolle in der Calcium-
vermittelten Signaltransduktion spielen (Akagi et al., 1999; Morelli et al., 2014).

In dieser Arbeit wurden Brustkrebszelllinien unterschiedlicher Subtypen (Luminal A,
Luminal B, HERZ2-enriched, Basal-like, Claudin-low) auf Capsaicin-induzierte
Calcium-Reaktionen untersucht. Alle Zelllinien wurden als Monolayer kultiviert. Drei
Brustkrebszelllinien (MCF7, SkBr3, HCC38), die nach Capsaicin-Stimulierung einen
deutlichen Anstieg der intrazellularen Ca**-Konzentration sowie Ca®*-Oszillationen
zeigten, wurden mittels der ,forced-floating“-Technik, als 3D-Sphéaroide kultiviert und

in den Capsaicin-abhéngigen Viabilitdtsanalysen eingesetzt.

128



Diskussion

Die Zugabe von Capsaicin fihrte in allen getesteten 2D-Zelllinien zu einer Anderung
der intrazellularen Calcium-Konzentration (Abb.45-55). Nach Capsaicin-Stimulierung
konnten drei Kategorien von Calcium-Reaktionen fluoreszenzmikroskopisch
unterschieden werden: (i) sofort, (ii) verzogert und (iii) oszillierend. Dies ist in
Ubereinstimmung mit beschriebenen Untersuchungen an Brustkrebszelllinien und
Prostatakrebszelllinien (Pecze & Blum et al., 2016). Die Anteile Capsaicin-
reagierender Zellen variierten zwischen den untersuchten Zelllinien. Es wurden keine
Subtyp-spezifischen Unterschiede in den Capsaicin-induzierten Calcium-Reaktionen
detektiert. In allen untersuchten Zelllinien wurden Zellen detektiert, die auch auf eine
Zugabe Capsaicin-freien Puffers mit einem Anstieg der intrazellularen Ca?'-
Konzentration reagierten. Die Expression mechanosensitiver lonenkanéle in
Brustkrebszellen konnte dies erklaren (Li et al., 2015; Aydar et al., 2009).

Die Kultivierung in Anwesenheit von Capsaicin resultierte in einem signifikanten
Anstieg der Viabilitat in den Brustkrebszelllinien SkBr3 und MCF7, unabhangig des
verwendeten Kultivierungssystems (2D vs. 3D). Der beobachtete Effekt der
Capsaicin-induzierten Erhéhung der Zellviabilitat, wurde durch die Zugabe des
TRPV1-Antagonisten Capsazepine kompensiert. Dies ist in Ubereinstimmung mit
den von Malagarie-Cazneve erhaltenen Daten in Prostatakrebszellen (Malagarie-
Cazenave et al., 2009) und ist ein weiterer Hinweis, dass der Effekt TRPV1-vermittelt
ist. Interessanterweise fiihrte bereits die Inkubation mit Capsazepine alleine zu
einem Anstieg der Zellviabilitat in MCF7- und SkBr3-Zellen. Capsazepine wurde
auch als Inhibitor des TRPM8-lonenkanals identifiziert (Behrendt et al., 2004), der
ebenfalls in den Brustkrebszelllinien MCF7 und SkBr3 exprimiert wird (Liu et al.,
2014). In Prostatakrebszellen fuhrte die Inhibierung von TRPM8 durch Capsazepine
allerdings zu einer Verminderung der Viabilitdt (Zhang & Barritt, 2004). Der
Mechanismus des hier gemessenen Anstiegs der Viabilitat durch Zugabe von
Capsazepine zu den Zelllinien SkBr3 und MCF7 bleibt unklar. Obwohl in dieser
Arbeit eine Erh6hung der Viabilitdt nach Capsaicin-Stimulierung detektiert wurde, gibt
es Nachweise fur eine nekrotische bzw. apoptotische Wirkung des Capsaicins in
Brustkrebszellen (Thoennissen et al.,, 2010; Wu et al., 2014). Thoennissen et al.
zeigten fur die Linien MCF7, SkBr3, BT-474, T47D, MDA-MB-231 und MCF10A eine
Abnahme der Viabilitat bzw. eine Apoptose-Induktion mit ansteigender Capsaicin-
Konzentration mit ECso-Werten zwischen 50-200uM Capsaicin. Allerdings ist dieser

Effekt TRPV1-unabhangig. In einem induzierbaren TRPV1-Uberexpressionsmodell in
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MCF7-TetOff-Zellen fuhrte eine 24-stiindige Capsaicin-Inkubation zum Zelltod, die in
Relation zur TRPV1-Expressionshdhe stand (Wu et al., 2014). In diesem Modell war
bereits eine Capsaicin-Konzentration von 3uM ausreichend, um Nekrose auszulésen.
Wu und Kollegen postulieren, dass aufgrund der Uberexpression des TRPV1-
lonenkanals die Inkubation mit Capsaicin zu einem starken Anstieg der
intrazellularen Calcium-Konzentration fihrte, wodurch Nekrose induziert werden
kann. Im generierten CHO-""TR"V1.zelimodell wurde ebenfalls eine TRPV1-vermittelte
Toxizitat in Abhangigkeit der Capsaicin-Konzentration tber 24h beobachtet. Die
Wirkung von Capsaicin scheint also in starker Relation zur TRPV1-Expressionshéhe

Zu stehen.

4.6 Schlussfolgerung

In der vorliegenden Arbeit wurden zellulare 2D- und 3D-Testsysteme entwickelt, mit
denen TRPV1-Wirkstoffmolekile identifiziert und charakterisiert werden kénnen. Die
Optimierung des Zellmodells fir eine 3D-Kultivierung erlaubt die Untersuchung von
TRPV1-Modulatoren in einer in-vivo-dhnlichen Umgebung. Der entwickelte Calcium-
Assay wurde sowohl im 2D-Monolayer als auch im 3D-Spharoidmodell als robustes
Screening-System mit hoher Sensitivitat und Datenreproduzierbarkeit etabliert. Damit
setzt das entwickelte Testverfahren verschiedene Anforderungen um, die fir den
Einsatz in Wirkstoff-Screening-Verfahren mit mittlerem und hohem Durchsatz
grundlegend sind. Die Regulierbarkeit der TRPV1-Expressionshdohe vermindert zum
einen toxische Effekte einer konstitutiven TRPV1-Expression und zum anderen
ermdglicht sie die gezielte Untersuchung der Auswirkung unterschiedlicher TRPV1
Expressionshéhen. Die Fluoreszenzmarkierung des TRPV1-lonenkanals erlaubt die
Untersuchung der subzellularen TRPV1-Lokalisation in Abhangigkeit von der
Expressionsh6he sowie von verschiedenen Wirkstoffen. Die Analyse der
Brustkrebszellmodelle  mit  endogener  TRPV1-Expression zeigte, dass
krankheitsrelevante Zellmodelle eine wichtige Rolle in der Zielmolekil-basierten
Wirkstofffindung darstellen. Die Kombination von Uberexpressionsmodellen,
Modellen mit endogener Expression, sowie die Anpassung dieser an 2D- und 3D-
Kultivierungsmethoden ermoglicht eine umfassende pharmakologische

Identifizierung, Charakterisierung und Validierung von TRPV1-Wirkstoffen.
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