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Abstract

The Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) is a non-selective ion channel and a sensor for

exogenous irritants like cigarette smoke and pro-in�ammatory stimuli like nitic oxide (NO). Some

volatile and toxic TRPA1-Agonists are well-known lung cancer-causing substances. As TRPA1

is expressed in lung tumor cells and NO was shown to be highly linked to aggressiveness of lung

tumors, we investigated the interaction of TRPA1 and NO with regard to signaling pathways.

Therefore, we established a TRPA1-positive model system in HEK293 cells for identi�cation of

TRPA1-linked e�ects and identi�ed ERK1/2-activation as a consequence of NO-mediated TRPA1-

activation. An involvement of NO-mediated guanylyl cyclase and protein kinase G- dependent

signaling as well as the involvement of other potential ERK1/2-linking or lung cancer relevant

signaling molecules like Calmodulin/CaMKII, PI3 kinase, phospholipase C and protein kinase C

could be ruled out. Furthermore, we identi�ed Src and Pyk2, two non-receptor tyrosine kinases,

as important players in TRPA1-mediated ERK1/2-activation. Experiments in the small cell lung

cancer cell line H69, which expresses TRPA1 channels, suggest a biological relevance in lung cancer.

TRPA1 may be a possible link between smoking behavior, NO and aggressiveness and progression

of lung cancer.

Zusammenfassung

Der Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) ist ein nicht-selektiver Ionenkanal, der

sowohl exogene Reizsto�e wie Zigarettenrauch als auch proin�ammatorische Substanzen wie Stick-

sto�monoxid (NO) wahrnehmen kann. Unter den �üchtigen und giftigen TRPA1-Agonisten sind

einige Substanzen bekannt, die mit der Entstehung von Lungenkrebs assoziiert sind. Da der

TRPA1-Kanal auf Lungenkrebszellen exprimiert wird und NO mit einer erhöhten Tumoraggres-

sivität bei Lungenkrebs einhergeht, wurde der Zusammenhang zwischen dem TRPA1-Kanal, NO

und möglichen hierdurch aktivierten Signalwegen näher untersucht. Hierzu wurde ein TRPA1-

tragendes Zellmodellsystem in HEK293-Zellen entwickelt, um TRPA1-abhängige E�ekte zu iden-

ti�zieren. Eine ERK1/2-Phosphorylierung konnte hierbei in Abhängigkeit einer NO-vermittelten

TRPA1-Aktivierung nachgewiesen werden. Die Beteiligung der NO-abhängigen Guanylylcyclase

und der Proteinkinase G sowie anderer Signalmoleküle wie Calmodulin/CaMKII, PI3-Kinase,

Phospholipase C and Proteinkinase C, welche ebenfalls ERK1/2 mit einer Lungentumorgenese

verknüpfen könnten, konnte ausgeschlossen werden. Jedoch konnten Src und Pyk2, zwei Nicht-

Rezeptor-Tyrosinkinasen, als wichtige Akteure bei der TRPA1-vermittelten ERK1/2-Aktivierung

identi�ziert werden. Versuche in H69-Zellen, die vom Kleinzelligen Lungenkrebs abstammen und

TRPA1-Kanäle exprimieren, legen eine biologische Relevanz beim Lungenkrebs nahe. Der TRPA1-

Kanal könnte die bekannten Zusammenhänge zwischen Rauchgewohnheiten, NO und der Aggres-

sivität und Progression von Lungenkrebs neu erklären.
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Resistenzmechanismus in NSCLC bei Therapie mit Rezeptor-Tyrosinkinaseninhibitoren

ERK1/2 Extrazellulär signalregulierte Kinase 1 und 2,

engl.: extracellular signal-regulated kinase 1 and 2
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FCS Fötales Kälberserum, engl.: fetal calf serum

FeNO Anteil von NO an der Ausatemluft, engl.: fraction of exhaled nitric oxide

Fold Change Verhältnis von relativer Helligkeit der behandelten zur relativen Helligkeit der basalen

Bande im Immunoblot

FSGS Fokal segmentale Glomerulosklerose, engl.: focal segmental glomerulosclerosis

GFP Grün-�uoreszierendes Protein, engl.: green �uorescent protein

GPCR G-Protein-gekoppelter Rezeptor, engl.: G-protein coupled receptor

Grb2 Adaptorprotein, engl.: growth factor receptor-bound protein 2

GTP Guanosintriphosphat

HEPES 2-[4-(2-Hydroxyethyl)piperazin-1-yl]ethansulfonsäure

HIF-1α Hypoxie-induzierter Faktor 1α, engl.: hypoxia-inducible factor-1α

IP3 Inositol-1,4,5-trisphosphat

MAHMA NONOate 6-(2-Hydroxy-1-methyl-2-nitrosohydrazino)-N-methyl-1-hexanamine,

NO freisetzende Substanz

NO Sticksto�monoxid

NOS Sticksto�monoxid-Synthasen, engl:. nitric oxide synthases

NOSp Reaktive Nitrogenspezies, engl.: reactive nitrogen species

NSCLC Nichtkleinzelliges Lungenkarzinom, engl.: non small cell lung cancer

ODQ 1H-(1,2,4)oxadiazolo(4,3-a)quinoxalin-1-one

PDGF Aus Thrombozyten entstammender Wachstumsfaktor,

engl.: platlet derived growth factor

PDGFR Rezeptor für PDGF; engl.: platlet derived growth factor receptor

PI3-Kinase Phosphoinositid-3-Kinase

PIP2 Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

PKB Proteinkinase B

PKC Proteinkinase C

PKG Proteinkinase G

PKG cGMP-abhängige Proteinkinase

PLC Phospholipase C

PMA Phorbol-12-myristat-13-acetat; Strukturanalogon des Diacylglycerins

Pyk2 Tyrosinkinase, engl.: proline rich tyrosine kinase 2
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Raf-1 Onkogen, Serin/Threonin-Proteinkinase, Mitglied der MAPK-Kaskade,

engl.: rapidly accelerated �brosarcoma

Ras Proto-Onkogen, G-Protein, Mitglied der MAPK-Kaskade, engl.: rat sarcoma

Rb Retinoblastom-Protein, Tumorsuppressor-Protein

RNA Ribonukleinsäure, engl.: ribonucleic acid

ROS Reaktive Sauersto�spezies, engl.: reactive oxygen species

RR Rutheniumrot, Pan-TRP-Blocker

SCLC Kleinzelliges Lungenkarzinom, engl.: small cell lung cancer

SDS Sodiumdodecylsulfat

sGC Lösliche Guanylylcyclase, engl.: soluble guanylyl cyclase

SH2-Domäne Engl.: src-homology 2 domain, Proteinabschnitt mit besonderen Bindungsstellen für

Signalmoleküle

SIN-1 3-(4-Morpholinyl)sydnonimin-Hydrochlorid, aktiver Metabolit von Molsidomin,

NO freisetzende Substanz

SOS GTP-Austauschfaktor, engl.: son of sevenless

Src Proto-Onkogen, Tyrosinkinase, engl.: sarcoma

TEMED Tetramethylethylendiamin

TRP Engl.: transient receptor potential, nachfolgende Buchstaben bezeichnen verschiedene

Mitglieder der TRP-Kanal-Familie

VEGF Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor, engl.: vascular endothelial growth factor
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1 Einleitung

Lungenkrebs ist weltweit eine der häu�gsten Krebserkrankungen überhaupt. Trotz der Fortschritte in der

Forschung und der Entwicklung neuer Medikamente in den letzten Jahren bleibt die Prognose mit einem 5-

Jahres-Überleben von nur 21 % schlecht, so dass es weiterhin notwendig ist, nach neuen Therapieansätzen zu

suchen. Über Ionenkanäle, welche auf Lungentumorzellen exprimiert werden, kann Ein�uss auf die Zellprolife-

ration bzw. -apoptose genommen werden, weshalb Ionenkanäle Angri�spunkte für tumorspezi�sche Therapien

darstellen könnten. Vor diesem Hintergrund wurde der Zusammenhang zwischen dem TRPA1-Kanal, einem

auf Tumorzellen exprimierten Ionenkanal, und Sticksto�monoxid (NO), einem sowohl im Zigarettenrauch als

auch im Mikromilieu von Lungenkrebs vorkommenden Signalmolekül, in einem in vitro Zellsystem untersucht.

1.1 Lungenkrebs

Lungenkrebs zählt zu den führenden Krebserkrankungen weltweit und nimmt den ersten Platz bei krebs-

bedingtem Tod ein [114]. Mit einer Inzidenz von 34.469 Fällen/Jahr und 29.708 Sterbefällen/Jahr zählt er

zur häu�gsten krebsbedingten Todesursache bei Männern in Deutschland und zur zweithäu�gsten bei Frauen

(Abb. 1.1) [84]. Von der Erkrankung sind deutlich mehr Männer als Frauen betro�en. Das durchschnittliche

Erkrankungsalter liegt bei circa 69 Jahren. Trotz Chemotherapie und neuen Immuntherapeutika liegt das

relative 5-Jahres-Überleben bei nur 21 % für Frauen und 16 % für Männer [84]. Ursächlich ist unter anderem

eine lange Symptomarmut, so dass ein Lungenkrebs oft erst in einem fortgeschrittenen Stadium diagnostiziert

wird [264]. Den wichtigsten Risikofaktor für die Entwicklung von Lungenkrebs stellt der Zigarettenkonsum

dar [138]. So haben männliche Raucher gegenüber Niemalsrauchern ein 20-fach erhöhtes, relatives Risiko

an Lungenkrebs zu erkranken [74]. Seltenere Ursachen für Lungenkrebs können eine meist berufsbedingte

Exposition gegenüber Asbest, Radon, Chrom oder anderen Karzinogenen sein [35, 43, 29]. Aktuell wird für

Deutschland ein weiterer Anstieg der Erkrankungsfälle bis 2020 prognostiziert.

Abbildung 1.1: Absolute Zahl von Neuerkrankungen und Sterbefällen an Lungenkrebs in Deutschland
nach Geschlecht 1970-2013/2014 [84]

Beim Lungenkrebs, auch als Bronchialkarzinom bezeichnet, handelt es sich um einen malignen, epithelia-

len Tumor der Bronchien oder der Lunge. Es können nach histologischer Einteilung unterschiedliche Subtypen

unterschieden werden (siehe Tabelle 1.1). Für die Therapieplanung wird in Nicht-kleinzellige Tumoren (engl.:

non small cell lung cancer, NSCLC) und Kleinzellige Lungentumoren (engl.: small cell lung cancer, SCLC)

unterteilt [194, 106]. Unter NSCLC fallen Plattenepithelkarzinome, Adenokarzinome und alle weiteren selte-

neren Lungentumore. Der SCLC beinhaltet nur eine histologische Tumorentität und zeichnet sich durch ein
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besonders schnelles Wachstum, eine schnelle Chemotherapie-Resistenz und eine schlechte Prognose aus. Die

Therapie erfolgt bei NSCLC nach Möglichkeit chirurgisch in Kombination mit einer Chemo- oder Radioche-

motherapie auf Platin-Basis. Bei SCLC ist eine Platin-basierte Chemo- oder Radiochemotherapie ebenfalls

Standard. Ein chirurgisches Vorgehen wird beim SCLC jedoch nur in absoluten Frühstadien und immer in

Kombination mit einer Chemotherapie angewandt, da es bereits sehr früh zum Auftreten von Mikrometa-

stasen kommt. Bei NSCLC werden zusätzlich in fortgeschrittenen Stadien Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren

wie zum Beispiel Erlotinib (Anti-EGFR, Antikörper gegen den epidermal growth factor receptor), falls ent-

sprechende Mutationen vorliegen, und andere Biologika wie Bevacizumab (Anti-VEGF, ein Antikörper gegen

den vascular endothelial growth factor) eingesetzt [118, 213].

Tumorentität relative Häu�gkeit in %

Kleinzelliges Lungenkarzinom 14-15
Plattenepithelkarzinom 26-29
Adenokarzinom der Lunge 32-34
Groÿzelliges Lungenkarzinom 3-6
sonstige Lungentumore 17-23

Tabelle 1.1: Relative Häu�gkeitsverteilung der histologischen Subtypen von Lungenkrebs [194, 106]

Symptome treten allgemein sehr spät auf und sind meist sehr unspezi�sch. Hämoptysis, Müdigkeit, Ge-

wichtsverlust, die lokale In�ltration von Nerven, Gefäÿen oder Organen oder Schmerzen durch Knochenme-

tastasen deuten bereits auf ein fortgeschrittenes Stadium hin [264]. Eine allgemeine Vorsorgeuntersuchung,

wie sie zum Beispiel bei Brustkrebs Anwendung �ndet, konnte sich bisher noch nicht durchsetzen, da aktuell

noch kein gutes Nutzen-Schadens-Verhältnis bei zum Beispiel einer Untersuchung mittels einer low-dose-

Computertomographie erzielt werden konnte [209].

1.2 Sticksto�monoxid in der Lungentumorgenese

Im Rahmen der Suche nach einer Vorsorgeuntersuchung für Lungenkrebs konnte in verschiedenen Studien ge-

zeigt werden, dass Patienten mit Lungenkrebs gegenüber Gesunden erhöhte Werte an Sticksto�monoxid (NO)

in der Ausatemluft (FeNO, fraction of exhaled nitric oxide) aufweisen [145, 149]. Auch wenn sich die FeNO

als Vorsorgeuntersuchung noch nicht etablieren konnte, �nden sich allgemein verschiedenste Hinweise, dass

bei Patienten mit Lungenkrebs vermehrt erhöhte NO-Level, NOx und NO-Reaktionsprodukte in der Lunge

sowie im restlichen Körper detektiert werden können. Nach drei Zyklen Chemotherapie konnte beispielsweise

ein Rückgang der zuvor genannten FeNO beobachtet werden [120]. Auch Derivate von NO wie Nitrit im

Serum waren in Lungenkrebspatienten vor Chemotherapie erhöht und bei ansonsten gleicher Therapie mit

einer schlechteren Überlebenswahrscheinlichkeit assoziiert [55]. Reaktive NO-Abkömmlinge können zudem zu

einer Nitrosylierung von Proteinen führen. Solche nitrosylierte Proteine fanden sich im Vergleich zu Gesunden

ebenfalls vermehrt im Serum von Lungenkrebspatienten [208]. Hierbei waren die höchsten Werte bei Lun-

genkrebspatienten mit mehr als 20 Packyears1 und die zweithöchsten bei Niemalsrauchern mit Lungenkrebs

nachweisbar. Die geringsten Werte wiesen Niemalsraucher ohne Lungenkrebs auf [208]. Des Weiteren konnte

eine besonders starke N-Nitrosylierung und somit das vermehrte Vorkommen von NO vor allem im Bereich

des Lungentumors selbst nachgewiesen werden, so dass hier ein besonders NO-reiches Tumormikromilieu zu

herrschen scheint [156].

1Packyears stellt eine Einheit dar, mit der die Zigarettenrauchexposition über die Menge und Dauer des Zigarettenkonsums
abgeschätzt wird. Zum Beispiel entspricht ein Packyear einer Schachtel Zigaretten (20 Stück) täglich für die Dauer eines Jahres.
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NO ist ein volatiles, endogenes Molekül mit reaktiven Eigenschaften, welches im Körper als Signalmolekül

dient (Abb. 1.2). NO wird von Sticksto�monoxid-Synthasen (engl.: nitric oxid synthases, NOS) aus der

Aminosäure Arginin und Sauersto� hergestellt und kann problemlos Zellmembranen durchdringen. Ferid

Murad erkannte 1977 als erster die physiologische Rolle dieses Moleküls als endothelium-derived relaxing

factor und erhielt zusammen mit Robert F. Furchgott und Louis J. Ignarro für seine Entdeckung 1998 den

Nobelpreis [28, 7, 101, 122].

Abbildung 1.2: Chemische Strukturformel von Sticksto�monoxid (NO)
Sticksto�monoxid ist ein freies Radikal mit einem ungepaarten Elektron, wodurch es gerne mit anderen Molekülen neue Bin-
dungen eingeht oder bestehende Bindungen aufbricht.

Neben seiner Funktion als Signalmolekül und der Regulation des Gefäÿtonus konnte eine prognostisch

relevante Überexpression von NOS und eine erhöhte NO-Produktion in verschiedensten Tumorentitäten ein-

schlieÿlich Lungenkrebs nachgewiesen werden. So geht zum Beispiel eine vermehrte Expression der NOS

mit einem schlechteren Überleben bei Patientinnen mit Brustkrebs einher [81, 88, 253]. Die Beteiligung von

NO an einer allgemeinen Tumorgenese wird jedoch seit Jahren kontrovers diskutiert, da NO sowohl anti-

als auch proapoptotische Signale vermitteln kann [130]. Dies hängt vor allem von der Gewebeart und der

NO-Expositionsmenge und -dauer ab [130]. Bei der Entstehung und Progression von Lungenkrebs spielt NO

jedoch vor allem für Tumorwachstum und -metastasierung eine wichtige Rolle und scheint sowohl mit einer

erhöhten Tumoraggressivität einher zu gehen als auch an der Entwicklung einer Chemotherapie-Resistenz

beteiligt zu sein [83, 81, 152, 278]. So führte zum Beispiel eine länger andauernde Behandlung von Lungen-

tumorzellen mit NO in vitro zu einer Chemotherapie-Resistenz [278]. Auch allgemein scheint NO bezüglich

Lungenkrebs tumorpromovierend zu sein. Bei Asthmatikern, welche ebenfalls eine erhöhte FeNO aufweisen,

besteht einer groÿ angelegten, epidemiologischen Studie zufolge ebenfalls ein erhöhtes Risiko an Lungenkrebs

zu erkranken unabhängig von den Rauchergewohnheiten [211].

Allgemein werden NO-induzierte zelluläre E�ekte durch unterschiedliche Mechanismen vermittelt. Der

klassische Weg erfolgt über die Bindung an die Häm-Gruppe der intrazellulär gelegenen löslichen Guanylyl-

cyclase (engl.: soluble guanylyl cyclase, sGC). Diese synthetisiert aus Guanosintriphosphat (GTP) cyclisches

Guanosinmonophosphat (cGMP). cGMP aktiviert wiederum weitere Zielproteine wie Proteinkinasen � hier

hervorzuheben die Proteinkinase G (PKG) �, aber auch Transkriptionsfaktoren und Phosphodiesterasen,

über die unterschiedliche Signalwege vermittelt werden (siehe Abb. 1.3). Dies wird als klassischer NO-ver-

mittelter Signalweg bezeichnet. Des Weiteren vermittelt NO aber auch auf sGC/cGMP-unabhängige Weise

E�ekte, indem es das Redoxpotential in der Zelle verändert oder redox-sensitive Signalmoleküle, wie z. B.

Ionenkanäle, Tumorsuppressorproteine oder Proto-Onkogene, direkt durch kovalente Bindungen (z. B. durch

die sog. S-Nitrosylierung bei SH-Gruppen von Cysteinen) modi�ziert [180, 241]. So wurde zum Beispiel eine

Bcl-2-Stabilisierung (ein Proto-Onkogen) durch NO-Exposition in Lungentumorzellen beschrieben, wodurch

es zu einer geringeren Apoptoserate in diesen Zellen kommt [278, 11]. Auch kann NO über weitere reaktive

Spezies zu direkten DNA Schäden führen und so eine Tumorgenese begünstigen [276].

Quellen für NO können exogen oder endogen sein. Zigarettenkonsum stellt den gröÿten Risikofaktor für

die Entwicklung von Lungenkrebs dar und ist gleichzeitig in diesem Risikokollektiv die Hauptquelle für exo-

genes NO [204]. Zigarettenrauch enthält neben allgemein karzinogenen Substanzen wie z. B. Benzol sowohl

oxidierende Moleküle (reaktive Sauersto�spezies, ROS) als auch NO und weitere reaktive Nitrogenspezies

(NOSp). Pro Zug werden ca. 700 ppm NO von einer Zigarette abgegeben [80]. Über die im Zigarettenrauch

freigesetzten u.a. reaktiven Substanzen kommt es in der Lunge, aber auch im gesamten Körper zu soge-
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Abbildung 1.3: sGC-abhängiger NO-Signalweg am Beispiel von inhaliertem NO in der Lunge; aus [111]
NOS=NO-Synthase; L-arg=L-Arginine; sGC=soluble guanylyl cyclases=lösliche Guanylylcyclase; RSNO=S-Nitrosothiol

nanntem nitrosativen und oxidativen Stress. Cao et al. konnten zeigen, dass der oxidative Stress gemessen

an 8-Hydroxydeoxyguanosine (8-OHdG), welches durch oxidativ verursachte DNA-Schäden entsteht, sowohl

in Rauchern (ohne Lungenkrebs) gegenüber gesunden Nichtrauchern als auch in nicht-rauchenden Lungen-

krebspatienten in Vergleich mit gesunden Nichtrauchern in der bronchoalveolären Lavage deutlich erhöht ist.

Rauchten Patienten und hatten Lungenkrebs, wiesen diese die höchsten Werte von allen auf. Ebenso zeigten

die 8-OHdG-Werte ein Maximum bei Patienten mit SCLC oder fortgeschrittenem Tumorstadium [41, 73].

Auch im Urin sind sowohl die Marker für oxidativen als auch nitrosativen Stress bei Rauchern in Vergleich

zu Nichtrauchern signi�kant erhöht [134, 40]. Insgesamt wird durch das Rauchen eine chronische Entzün-

dung unterhalten, welche bereits für sich genommen karzinogen ist und auch noch mehr als 10 Jahre nach

Beendigung des Rauchens im Körper nachweisbar bleibt [150, 271]. Im Einklang damit konnten Studien zei-

gen, dass eine geringere Zigarettenmenge oder das Nicht-Rauchen mit einem besseren Gesamtüberleben bei

Lungenkrebspatienten assoziiert ist [96, 109, 112] und dass selbst die Beendigung des Rauchens nach der Dia-

gnosestellung von Lungenkrebs (bei NSCLC und SCLC) noch zu einer Verlängerung des Überlebens führen

kann [198]. Insgesamt �ndet sich bei Rauchern im Körper eine vermehrte In�ammation mit einer chronischen

Erhöhung von Leukozyten und des C-reaktiven Proteins [19, 271]

Als endogene Quelle von NO steht besonders bei Rauchern die bereits erwähnte chronische Entzündung

im Vordergrund. Mit ihr einher geht eine vermehrte Aktivität von Entzündungszellen. Diese können endogen

über ihre zelleigene iNOS NO produzieren. Bei Gesunden ist die Produktion von NO und anderen reaktiven

Verbindungen (Hyperoxidanionen, H2O2, Peroxynitrit etc.) im Rahmen einer (zeitlich begrenzten) Entzün-

dungsreaktion (In�ammation) bei z. B. einer Infektion gewollt und ist Teil der natürlichen Abwehrreaktion

des Körpers [76, 126]. Bei Rauchern läuft diese In�ammation jedoch dauerhaft ab. So sind auch die Leu-

kozyten neben anderen Entzündungsparametern dauerhaft im Blut von Rauchern erhöht [287, 299]. Auch

im Lungenspülwasser (bronchoalveoläre Lavage) von Rauchern und Lungenkarzinompatienten fand sich eine

erhöhte Anzahl von Entzündungszellen wie Makrophagen und neutrophile Granulozyten, die ein Reservoir

von NO in der Lunge darstellen können. [280, 48].
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1.3 Die Role des TRPA1-Kanals an der Lungentumorgenese

Aus eigenen Vorarbeiten war bekannt, dass der TRPA1-Kanal, ein nicht-selektiver Kationen-leitender Ionen-

kanal, von mehreren Lungenkrebszelllinien exprimiert wird [221]. Der TRPA1-Kanal weist zum einen eine

weitgefächerte Aktivierbarkeit durch Reizsto�e und zellschädigende Substanzen auf und kann zum anderen

als Sensor für Entzündungsprozesse dienen [263, 26]. So konnte eine Beteiligung des TRPA1-Kanals im Rah-

men entzündlicher Lungenerkrankungen wie Asthma bereits gezeigt werden [9]. Auch konnte mittlerweile

direkt oder indirekt gezeigt werden, dass NO den TRPA1-Kanal aktivieren kann. Daher bestand Grund zur

Annahme, dass NO auf Lungenzellen zu einer TRPA1-vermittelten Reaktion führen könnte [249, 4, 69]. Auch

wenn sich über viele Jahre die TRPA1-Forschung auf neuronal exprimierte TRPA1-Kanäle fokussiert hat,

so geht die Erstbeschreibung des TRPA1-Kanals auf ein in seiner Expression verändertes Protein in mesen-

chymalen Tumoren zurück, so dass der TRPA1-Kanal durchaus auch Relevanz im Bereich der Tumorgenese

besitzen könnte [222]. Vor diesem Hintergrund ist eine mögliche Beteiligung des TRPA1-Kanals an einer

Lungentumorgenese unter dem Ein�uss von NO denkbar.

1.3.1 Die TRP-Kanal-Familie

Der TRPA1-Kanal als Sensor für Reizsto�e reiht sich in die groÿe Familie der TRP-Kanäle ein, zu der viele

mit dem TRPA1-Kanal in Struktur und Funktion verwandte, chemosensorische Kanäle gehören. Zum Teil

�nden sich Ähnlichkeiten im Signaltransduktionsverhalten oder auch eine Co-Expression von mehreren TRP-

Kanälen. Auch wurde für einige TRP-Kanäle eine Beteiligung an der Tumorgenese beschrieben. Im Folgenden

wird zuerst die TRP-Familie näher erläutert.

Für die Proteinfamilie namensgebend war das typische elektrische Verhalten dieser Ionenkanäle, welches

von Cosens und Manning 1969 in einer Tau�iegenmutante der Spezies Drosophila melanogaster beschrieben

wurde [57]. Diese Fliege wies nach längerer Lichtexposition eine Blindheit auf. Im zugehörigen Elektroretino-

gramm, welches die durch Belichtung erzeugten elektrischen Potentiale der Netzhaut aufzeichnet, zeigte sich

als Korrelat statt eines anhaltenden (engl.: sustained receptor potential) nur ein transientes (engl.: transient

receptor potential) elektrisches Potential. Das Protein, dessen Fehlfunktion für diese Au�älligkeit verant-

wortlich ist, wurde erst 20 Jahre später von Montell und Rubin identi�ziert [171] und in Analogie hierzu

TRP-Kanal genannt [172]. In den darau�olgenden Jahren wurden weitere verwandte Kanäle auch in Faden-

würmern, Hefen, Zebra�schen und später auch in Säugern � u.a. dem Menschen � identi�ziert. Im Jahre 2002

wurde TRP dann namensgebend für die gesamte TRP-Kanal-Familie [172].

Ionenkanäle der TRP-Familie kommen sowohl in neuronalen als auch in nicht-neuronalen Zellen vor

und sind vor allem an der Zellmembran lokalisiert [191]. Auf Grundlage der Aminosäuresequenz der TRP-

Kanalproteine lassen sich die 31 verschiedenen TRP-Kanäle der TRP-Familie in sieben Unterfamilien eintei-

len � TRPC (canonical), TRPV (vanilloid), TRPM (melastatin), TRPP (polycystin), TRPML (mucolipin),

TRPA (ankyrin transmembran protein) und TRPN (NompC-like) [191]. Bis auf letzteren sind alle TRP-

Kanalfamilien in Säugetieren zu �nden. Die phylogenetischen Verwandtschaftsbeziehungen zeigt Abb. 1.4.

Der TRPA1-Kanal, der Mittelpunkt dieser Arbeit ist, ist eines der eher spät entdeckten Mitglieder der TRP-

Familie und derzeit einziger Vertreter seiner Unterfamilie [191].

Alle TRP-Kanäle besitzen 6 Transmembranhelices mit einer Porenschleife zwischen S5 und S6. Sie lie-

gen ähnlich den spannungsabhängigen Kalium-Kanälen und CNG-Kanälen (engl.: cyclic nucleotide gated)

vornehmlich als Homotetramere vor. Selten bilden sie aber auch Heterotetramere mit anderen Kanälen ih-

rer Familie (siehe Abb. 1.5) [103]. Der C- und N-Terminus des membranständigen Ionenkanals liegen jeweils

intrazellulär und unterscheiden sich in Länge und Funktion zwischen den TRP-Unterfamilien [298]. Als trans-
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Abbildung 1.4: Die phylogenetische Verwandtschaft der TRP-Kanäle; aus [187]
Anhand der Kanal-kodierenden Basensequenz wird der phyogenetische Verwandtschaftsgrad der Kanäle bestimmt und gra�sch
dargestellt. In der Abbildung repräsentiert jeder Knoten hierbei eine Abspaltung vom nächst nahestehendsten Verwandten. Die
groÿen Familien sind farblich voneinander abgehoben.

membrane Proteine sind sie am Kationen�uss vor allem von Ca 2+, aber auch anderen Ionen wie Na+, Mg2+,

Rb+, Cs+ und Li+ beteiligt [121].

Abbildung 1.5: Homotetramere Anordnung von TRP-Proteinen in funktionellen Kanälen
Dargestellt sind stark vereinfacht 4 Protomere zu einem Homotetramer zusammengelagert. Jeder Kanal besitzt 6 Transmem-
branhelices und eine Porenschleife; Gra�k erstellt in Anlehnung an [187]

Die Funktionen der verschiedenen TRP-Kanäle sind vielfältig, liegen aber meist im Bereich der Wahr-

nehmung. So sind zum Beispiel der Drosophila-TRP-Kanal beim Sehen, der TRPM5-, TRPA1- und TRPV1-

Kanal beim Geschmack, der TRPC2-Kanal bei Geruch und der Pheromon-Wahrnehmung, der TRPV1- und

TRPA1-Kanal bei der Chemosensorik, mehrere TRPC-Kanäle bei der Mechanorezeption, der TRPV1- und

TRPA1-Kanal bei der Schmerzwahrnehmung und zuletzt die TRPV1-4-Kanäle sowie TRPM2�5, TRPM8,

TRPA1 und TRPC5 an der Temperaturwahrnehmung beteiligt [57, 216, 23, 255, 183, 298, 267].

Neben Aufgaben im Bereich der Wahrnehmung, können Mutationen in TRP-Kanälen auch zu sogenannten

Kanalopathien führen (siehe auch Tabelle 1.2) oder durch Mutation, Über- oder Unterexpression zur Tumor-

genese oder -progression beitragen [244, 79, 67, 197]. Als Beispiel ist hier der TRPC6-Kanal zu nennen. Für

den TRPC6-Kanal konnte eine Beteiligung an der VEGF-vermittelten Angiogenese gezeigt werden, wobei
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VEGF als Wachstumsfaktor für Gefäÿe an der Einsprossung neuer Gefäÿe in die Tumormasse oft beteiligt

ist [87].

TRP-Kanal Kanalopathie

TRPC6 fokal segmentale Glomerulosclerose, FSGS [275]
TRPP2 polyzystische Nierenerkrankung [281]
TRPM4 Brugada-Syndrom [148]
TRPM6 Hypomagnesiämie mit sek. Hypokalziämie und

Nephrokalzinose, FHHNC [133]
TRPML1 Mukolipidose Typ 4 [12]
TRPV4 Skapuloperoneale Form der spinalen Muskelatrophie und

Charcot-Marie-Tooth-Erkrankung Type 2C [10]
TRPA1 familiäres episodisches Schmerzsyndrom [135]
TRPA1 Cramp-fasciculation Syndromes, CFS

/CRAMPT-Syndrom [193]

Tabelle 1.2: Übersicht über humane TRP-Kanalopathien
Ionenkanalerkrankungen beim Menschen welche durch eine Mutation eines TRP-Kanals entstehen.

TRP-Kanäle können auf vielfältige Arten aktiviert werden. So kann man unterscheiden in physikalisch

gesteuerte, spannungsgesteuerte, Liganden-gesteuerte und sekundäre Boten-gesteuerte TRP-Kanäle. Zum

Beispiel können der TRPN-Kanal in Drosophila oder auch der TRPC6-Kanal durch mechanische Reize ge-

ö�net werden und diverse TRP-Kanäle durch thermische Reize wie zum Beispiel der TRPM8-Kanal durch

Kälte oder der TRPV1-Kanal durch Hitze aktiviert werden [146, 255, 201, 162, 42, 298]. Der TRPM4 ist ein

Beispiel für einen Liganden-gesteuerten Kanal, der u.a. für 6 % aller Patienten mit Brugada-Syndrom, ei-

ner Ionenkanalerkrankung des Herzens, verantwortlich ist [148]. Über einen G-Protein-gekoppelten Rezeptor

(GPCR) und konsekutiv Calcium ist der TRPM5-Kanal, der an der Geschmackswahrnehmung von süÿ und

bitter beteiligt ist, ein Beispiel für einen sekundäre Boten-gesteuerten Ionenkanal [216]. Ebenfalls benötigen

viele der TRPC-Kanalfamilie die Phospholipase C (PLC) oder die im Rahmen dieser Kaskade entstehen-

den Signalmoleküle zur Aktivierung. So spaltet die PLC Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP2) in der

Zellmembran. Daraus entstehen Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP3) und 1,2-Diacylglycerine (DAG). Es wurden

sowohl hemmende, aktivierende als auch regulierende Ein�üsse von DAG, IP3, PLC und PKC bei verschie-

denen TRP-Kanälen beschrieben. So werden z. B. der TRPC3-, der TRPC6- oder der TRPC7-Kanal direkt

durch DAG aktiviert [97, 95, 262, 104].

1.3.2 Aufbau und Eigenschaften des TRPA1-Kanals

Erstbeschreibung Der TRPA1-Kanal ist derzeit der einzige Vertreter der TRPA-Familie [282] und

wurde erstmalig 1998 von Schenker und Trueb beschrieben [222]. Sie identi�zierten ihn auf DNA-Ebene

als dauerhaft herunterreguliertes Genprodukt in entarteten Fibroblasten und in anderen mesenchymalen

Tumoren. Aufgrund seiner vielen Ankyrin-Repeats bezeichneten Schenker et al. das zugehörige Protein als

ankyrin-like protein with transmembrane domains (ANKTM1). 1999 konnten Jaquemar et al. anhand der

Aminosäuresequenz zeigen, dass das Protein ähnlich den Kanälen der TRP-Familie aufgebaut ist [113]. Es

wurde deshalb im Verlauf von ANKTM1 in TRPA1 umbenannt und der TRP-Familie zugeordnet [245].

Klinische Bedeutung Der TRPA1-Kanal ist bisher vor allem im Bereich der Sinnes- und Schmerzwahr-

nehmung näher charakterisiert worden. So zeigten TRPA1-Knock-out-Mäuse zum Beispiel eine dramatisch

verminderte nozizeptive Reaktion auf subkutan injizierte Reizsto�e wie Formaldehyd [154] (weiterführende
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Literatur siehe [203, 30, 168]). Darüber hinaus wird auch eine Beteiligung an der Pathogenese von neuroin-

�ammatorischen Erkrankungen wie der Migräne angenommen. Hervorzuheben ist in diesem Zusammenhang,

dass viele der den TRPA1-Kanal aktivierenden Substanzen auch Migräne-Attacken provozieren können (wei-

terführende Literatur: [185, 22]). Ebenfalls ist der TRPA1-Kanal an der Pathogenese des Asthmas beteiligt,

welches auch eine in�ammatorische Erkrankung ist und mit einer erhöhten NO-Produktion in der Lunge

einhergeht [9]. Bei beiden letztgenannten Erkrankungen wird jeweils angenommen, dass die Erkrankung über

auf Nervenzellen lokalisierte TRPA1-Kanäle vermittelt wird [9].

Vor dem Beginn des experimentellen Teils dieser Arbeit war wenig über eine Expression des TRPA1-

Kanals auÿerhalb von Nervenzellen in Lungengewebe bekannt. Es ist jedoch bekannt, dass der TRPA1-Kanal

auch in nicht-neuronalem Gewebe exprimiert wird � unter anderem in Ohr, Darm, Muskel, Gehirn, Haut,

Pankreas, Lunge und in Herz und Gefäÿen. Bei letzteren ist er z. B. an der Regulation des Gefäÿtonus

beteiligt [22, 185, 90, 18, 183, 177, 68]. Der Tatsache, dass der TRPA1-Kanal initial in nicht-neuronalem

Tumorgewebe � nämlich entarteten Fibroblasten � beschrieben worden war, wurde lange wenig Beachtung

geschenkt [222, 113]. Erst in jüngerer Zeit wird der TRPA1-Kanal auch wieder als ein an der Tumorgenese

möglicherweise beteiligtes Protein und somit auch im nicht-neuronalen Kontext wahrgenommen [244, 197]. Bei

Nierenkrebs und dem Nasopharynxkarzinom, zwei epithelialen Tumoren, scheint seine An- oder Abwesenheit

auch deutlichen Ein�uss auf die Prognose und das Überleben der Krebspatienten zu haben [197, 283]. Unsere

Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass der TRPA1-Kanal auch in nicht-neuronalen Zellen der Lunge exprimiert

wird [221, 37]. Vor diesem Hintergrund ist eine Beteiligung an einer Lungentumorgenese denkbar.

Struktureller Aufbau Der Aufbau des TRPA1-Kanals ist maÿgeblich verantwortlich für seine Funkti-

on und Aktivierbarkeit, weshalb seine Struktur im Folgenden näher erläutert werden soll. Je nach Spezies zeigt

der TRPA1-Kanal Unterschiede in der Aminosäuresequenz. Das humane TRPA1-Kanal-Protein besteht aus

ca. 1119 Aminosäuren und ist 120-130 kDa schwer. Abbildung 1.6 zeigt schematisch den Aufbau des TRPA1-

Kanals mit seinen sechs Transmembransegmenten (S1-S6) und einer Porenschleife zwischen S5 und S6 sowie

eine 3D-Rekontruktion [59]. Er formt wie die meisten TRP-Kanäle Homotetramere. Der C- und N-Terminus

des membranständigen Ionenkanals liegen beide intrazellulär. Namensgebend für den TRPA1-Kanal war der

lange N-Terminus, der aus Ankyrin-Repeats besteht [187]. Über diese kann durch Interaktion mit anderen

Substanzen über eine kovalente Cystein- und Lysin-Modi�kation eine Aktivierung des Kanals erfolgen. Oft

�ndet eine kovalente Modi�kation z. B. durch reizende Sto�e wie Senföl oder ROS statt [153, 102, 15, 4]. Der

Kanal ist vornehmlich permeabel für Ca2+-Ionen, ist aber auch für andere Ionen u.a. Kalium, Caesium und

Natrium durchgängig. Eine Aktivierung des Kanals führt zu einer Erweiterung der Kanalpore, durch die die

genannten Kationen hindurch treten können [192, 121]. Das murine TRPA1-Kanalprotein unterscheidet sich

in Teilen vom humanen TRPA1-Kanalprotein u.a. im Bereich seiner Transmembranhelices, was zu einer z. T.

unterschiedlichen Responsivität gegenüber Aktivatoren oder Blockern führt. So konnte zum Beispiel gezeigt

werden, dass Menthol für den murinen TRPA1-Kanal in niedriger Konzentration einen Agonisten und in ho-

hen Konzentrationen einen Antagonist darstellt. Im Gegensatz dazu ist Menthol beim humanen TRPA1-Kanal

ein reiner Agonist. In Nicht-Säugetieren vermittelt Menthol gar keine Wirkung am TRPA1-Kanal [284, 46].

Agonisten Der TRPA1-Kanal wird von vielen Reizsto�en und zellschädigenden Substanzen aktiviert.

Hierzu zählen sowohl Formalin, Senfgas, Tränengas wie z. B. Chloroacetophenon oder Dibenzoxazepin, Zwie-

beln, Ozon oder Rauch-Inhaltssto�e, als auch geschmacklich scharfe Substanzen wie Senföl, Ingwer, Zimt,

Oregano oder Knoblauch [163, 242, 25, 17, 252, 16, 37, 119, 139, 263, 14]. Die meisten von ihnen sind zu einer

kovalenten Modi�kation von Cysteinen und Lysinen des Ankyrin-Repeat-reichen N-Terminus fähig. Des Wei-

teren führen auch potentiell zellschädigende Stimuli wie Kälte, mechanische Reize und eine Veränderung des
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(a) Elektronenmikroskopi-
sche 3D-Rekonstruktion des
mTRPA1-Kanalproteins;
aus [59]

(b) Vereinfachte Darstellung des TRPA1-Kanals und
seiner sechs Transmembranhelices; Gra�k erstellt in
Anlehnung an [187, 86, 192]

Abbildung 1.6: Aufbau des TRPA1-Kanals
zu (b) Grundstruktur des TRPA1-Kanals mit sechs Transmembrandomänen, einer Porenschleife zwischen dem 5. und 6. Trans-
membransegment, einem intrazellulärem N- und C-Terminus, einer evolutionär konservierten TRP-Box am C-Terminus, sowie
ca. 17 Ankyrin-Repeats am N-Terminus

pH-Wertes zu einer Kanalaktivierung [174, 14, 245, 56, 255]. Durch eine Exposition mit diesen Sto�en oder

Reizen kommt es meist zu typischen Reizreaktionen wie einem Tränen der Augen, Rhinorrhoe (Naselaufen),

einem brennenden Gefühl auf den Schleimhäuten und starkem Husten. Ähnliche Symptome werden auch bei

einer immunologisch-entzündlichen Reaktion wie bei allergischen Asthma, einem Infekt oder Entzündungen

beobachtet, wenn es zur Ausschüttung von Entzündungsmediatoren kommt. Mehrere auf Tiermodellen ba-

sierte Studien konnten hierbei einen direkten Zusammenhang zwischen einer Reizreaktion und der Expression

des TRPA1-Kanals zeigen, so dass man den TRPA1-Kanal als Sensor für körperschädigende Reize und Sto�e

bezeichnen darf [176, 39, 108, 90]. Eine Inaktivierung des Kanals erfolgt vermutlich spannungsabhängig oder

über intrazelluläres Calcium [266, 183].

Neben der oben genannten kovalenten Modi�kation des N-Terminus gibt es noch einige Agonisten deren

genauer Aktivierungsmechanismus noch nicht vollständig geklärt ist. Hierzu zählen z. B. Nifedipin, ein L-Typ

Ca2+-Kanal-Antagonist [75], Menthol [284] und Cannabinoide [119]. Eine allgemeine Auswahl an Agonisten

zeigt Abb. 1.7.
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Abbildung 1.7: Chemische Struktur mehrerer TRPA1-Agonisten
Strukturformeln gängiger TRPA1-Agonisten [263]. Der EC 50-Wert gibt die e�ektive Sto�konzentration an, bei der eine halbma-
ximale Aktivierung des TRPA1-Kanals erreicht wird. Niedrigere EC 50-Werte �nden sich bei hochpotenten TRPA1-Agonisten.

In dieser Arbeit wurde Allylisothiocyanat (AITC), der aktive Inhaltssto� des Senföls, verwendet. AITC

wurde bereits 2004 als TRPA1-Agonist durch Jordt et al. beschrieben [119] und stellt einen etablierten, hoch

spezi�schen Agonisten dar. Man geht von einer Kanalaktivierung durch eine reversible, kovalente Modi�kation

des TRPA1-Kanalproteins durch AITC aus. AITC di�undiert hierbei vermutlich als elektrophiler Sto� durch

die Membran und geht eine kovalente Bindung mit Thiolgruppen der Cysteine des N-Terminus ein [102].

1.4 ERK 1/2 als mögliches TRPA1-E�ektorprotein

Die Aktivierung des TRPA1-Kanals durch einen TRPA1-Agonisten führt zu einer Ö�nung des Kanals. Dies

wiederum ermöglicht den Einstrom von verschiedenen Ionen in die Zelle, insbesondere von Calcium [121].

Calcium kann als Signalmolekül verschiedenste Signale in der Zelle vermitteln. Durch eine Veränderung des

Membranpotentials oder die Bindung an weitere intrazelluläre Signalmoleküle können in der Zelle weitere Si-

gnalkaskaden angeschaltet werden und so Prozesse wie unter anderem Zellkontraktion, -migration, -wachstum

oder -apoptose vermittelt werden [36, 107, 110].

Sollte der TRPA1-Kanal an einer Lungentumorgenese oder -progression beteiligt sein, so ist auch intrazel-

lulär eine Aktivierung oder Suppression von zellulären Signalwegen über einen Calciumeinstrom des Kanals

zu erwarten. Unter den möglichen Kandidaten stellt ERK1/2 (engl.: extracellular signal-regulated kinase

1 and 2 ) als ein zentrales Molekül für Proliferation, Zelldi�erenzierung und -überleben von Krebszellen einen

geeigneten Kandidaten dar [63]. Für SCLC-Zellen konnten mehrere Arbeitsgruppen ein ERK1/2-abhängiges

Wachstum vor allem nach Stimulation durch neurosekretorische Peptidhormone zeigen [230, 202]. Für NSCLC

lieÿ sich unter oxidativen Stress mit Wassersto�peroxid eine ERK1/2-Phosphorylierung nachweisen [50]. Ins-

gesamt kann die Familie der MAPKinasen von einer Vielzahl von Stimuli aktiviert werden u.a ultravioletter
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Strahlung, osmotischem Stress, Temperaturveränderungen, proin�ammatorischer Zytokine und Wachstums-

faktoren. Ähnlich vielfältig ist die Zahl möglicher ERK1/2-aktivierender Substanzen [274, 226]. Auch hier

ergeben sich Überschneidungen mit dem TRPA1-Kanal als Sensor für zellschädigende Ein�üsse, so dass eine

TRPA1-abhängige ERK1/2-Aktivierung in Lungenzellen möglich erscheint.

ERK1/2 ist ein Vertreter der MAPK-Kaskade (engl.: mitogen-activated protein kinase cascade). Bei

den Proteinen der MAPK-Familie handelt es sich um Serin/Threonin-Kinasen, welche ihrerseits über eine

Phosphorylierung an Threonin- oder Tyrosinresten aktiviert werden [70]. MAPKinasen übersetzen eine groÿe

Bandbreite von extrazellulären Stimuli in intrazelluläre Antworten. Dies kann sowohl auf transkriptionaler

als auch nicht-transkriptionaler Ebene geschehen. Die MAPKinase Familie spielt eine wichtige Rolle bei

Zellwachstum, -di�erenzierung, -überleben, Zellzyklusregulation, sowie dem Rearrangement des Zytoskeletts

und ist somit in die Pathogenese vieler Tumorarten involviert [226, 92, 63].

Initiiert wird die Aktivierung der MAPK-Kaskade typischerweise durch Rezeptor-Tyrosinkinasen, G-

Protein-gekoppelte Rezeptoren oder über Ionenkanäle [274, 49]. Zum Beispiel kann der TRPM7-Kanal die

MAPK-Kaskade beein�ussen [49]. Daraufhin werden über Adapterproteine oder Ionen, welche Proteine in ih-

ren aktiven Zustand versetzen können, weitere Mitglieder der Kaskade aktiviert, an deren Ende eine ERK1/2-

Phosphorylierung steht (siehe Abb. 1.8). Das phosphorylierte ERK1/2 aktiviert wiederum durch Phosphory-

lierung weitere Proteine u.a. Transkriptionsfaktoren im Zellkern und vermittelt so z. B. Zellproliferation [202].

Das Ausmaÿ und die Dauer der ERK1/2-Aktivierung wird von der Zelle reguliert und Interaktionen oder eine

Aktivierung über weitere Proteine auÿerhalb der MAPKinase Familie, wie z. B. PI3K/AKT oder die Familie

der Src-Kinasen, sind bekannt [279, 300, 127, 274].

Abbildung 1.8: Schematische Darstellung der MAPK-Kaskade; modizi�ert aus [63]

Die vorliegende Arbeit beschäftigt sich vor allem mit dem am weitesten distal gelegenen E�ektor der

MAPK-Kaskade � ERK1/2. ERK1/2 liegt beim Menschen in zwei Isoformen vor � ERK1 und ERK2, wel-

che sich strukturell zu 90 % ähneln und vermutlich auch funktionell ähnliche Aufgaben übernehmen. Streng

genommen bezeichnet ERK1/2 das Gen der MAPKinase. Das Protein wird gemeinhin als p42/p44 bezeich-

net [226]. Diese beiden Begri�e werden in der vorliegenden Arbeit synonym verwendet.
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1.5 HEK293-Zellen als Modellsystem

Zur Untersuchung eines TRPA1-vermittelten Signalweges wurde ein nicht-neuronales Modellsystem anstelle

eines endogen TRPA1-exprimierenden Zellmodells gewählt. Es ermöglicht TRPA1-abhängige E�ekte durch

Überexpression leichter zu erfassen und TRPA1-exprimierende direkt mit nicht-TRPA1-exprimierenden Zellen

vergleichen zu können. Des Weiteren stellt NO ein radikales Signalmolekül dar, welches neben dem klassischen

sGC-vermittelten Signalweg viele weitere mögliche Interaktionspartner hat, so dass eine Eingrenzung auf eine

tatsächliche Interaktion mit dem TRPA1-Kanal in einem endogen TRPA1-exprimierenden Zellmodell nicht

optimal möglich ist. Aus diesem Grund wurde mit einem nicht-neuronalen Zellmodell ohne endogene TRPA1-

Expression gearbeitet, um die E�ekte von NO und dem TRPA1-Kanal besser eingrenzen zu können.

Allgemein wird für ein Modellsystem eine gut zu kultivierende Zellreihe verwendet, die das zu untersu-

chende Protein nativ nicht exprimiert. In diese wird dann das zu untersuchende Protein � in diesem Fall

der TRPA1-Kanal � eingeführt und überexprimiert. Diese Form des Überexpressionsmodells �ndet in der

Kanalforschung regelmäÿig Anwendung [64, 166]. In einem zweiten Schritt können die so gewonnen Erkennt-

nisse in ein endogenes Expressionssystem übertragen werden, um sie dort zu validieren. Diese Validierung

im endogenen System ist notwendig, da es z. B. zu Interaktionen zwischen Molekülen im Modellorganismus

kommen kann, welche eventuell im endogenen System nicht vorhanden sind.

Als Modellorganismus wurden HEK293-Zellen (engl.: human embryonic kidney cells) ausgewählt. Sie sind

leicht kultivierbar und besitzen keine relevanten Mengen an endogen exprimierten TRPA1-Kanälen (siehe

Abschnitt 4.1.2). Sie wurden 1977 durch Graham, Smiley, Russell und Nairn entwickelt und stammen aus

den Nieren eines gesunden Feten eines Schwangerschaftsabbruchs, der mit dem humanen Adenovirus Typ 5

trans�ziert wurde [91]. HEK293-Zellen zeichnen sich durch ihre breite Verfügbarkeit und Verwendung aus

und sind allgemein gut trans�zierbar [256]. Deshalb stellen sie als nicht-neuronale Zellreihe einen optimalen

Ausgangspunkt für ein TRPA1-Modellsystem und zur Beantwortung der folgenden Fragestellungen dar.
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2 Zielsetzung

Lungenkrebs gehört weltweit zu den führenden Ursachen für krebsbedingten Tod. Aufgrund seiner oft spät

auftretenden Symptomatik, schnellen Wachstumsrate und seiner schnellen Chemotherapie-Resistenz ist ein

kurativer Therapieansatz gerade beim SCLC nur selten möglich und die Prognose schlecht. Auch die krebss-

pezi�sche Mortalität bei NSCLC ist mit 80 % sehr hoch. Zur Generierung neuer Therapieansätze ist deshalb

ein tieferes Verständnis der die Tumorprogression stimulierenden Faktoren und der intrazellulären Mecha-

nismen der Tumorzellen wichtig. Gerade bei Lungenkrebszellen scheint NO einen relevanten Ein�ussfaktor

auf die Tumoraggressivität darzustellen. Der TRPA1-Kanal, als Sensor für externe Reizsto�e und In�amma-

tion, könnte in diesem Kontext ein mögliches Zielprotein von NO darstellen und an der Unterhaltung eines

Lungentumorwachstums beteiligt sein. Zur Untersuchung möglicher E�ekte auf eine Signaltransduktion in

Lungentumorzellen wurde ein TRPA1-Zellmodel etabliert, das eine Unterscheidung TRPA1-anhängiger und

TRPA1-unabhängier NO-vermittelter E�ekte ermöglicht.

Ziel dieser Arbeit war:

� die Etabilierung einer stabilen TRPA1-HEK293-Zellmodellinie;

� der Nachweis eines funktionalen Kanals im Modellsystem unter Verwendung eines etablierten

Agonistens

� die Untersuchung der NO-Freisetzung von NO-Donatoren und deren möglicher Agonismus auf den

TRPA1-Kanal

� die Abgrenzung zwischen TRPA1-abhängigen und TRPA1-unabhängigen NO-vermittelten E�ekten

� die Abklärung einer Beteiligung des klassischen NO-vermittelten Guanylylcyclase-abhängigen

Signalweges

� die Aufklärung weiterer TRPA1-abhängiger Signalwege
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3 Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Geräte

Name Hersteller

Autoklav Varioklav H+P Biomedis, Gieÿen

BioPhotometer plus Eppendorf, Hamburg

Brutschrank Heraeus Thermo Scienti�c,

Waltham, MA, USA

ChemiSmart 5100 Chemilumineszenzdetektion Peqlab, Erlangen

Durchlichtmikroskop Olympus CKS41SF Olympus, Hamburg

Durchlichtmikroskop Olympus IX71 Olympus

Feinwage L610 C Sartorius, Göttingen

Heizblock HX-1 Peqlab, Erlangen

Mikrodosierspritze 25 µl Hamilton, Schweiz

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Bio Rad

Mini Trans-Blot® Cell Bio Rad

Multifunktions-Mikroplatten-Reader FLUOstar Omega BMG LABTECH GmbH

pH-mV-Meter Knick, Reutlingen

Pipettierhilfe Pipetus Hirschmann, Heilbronn

Pipetman Pinzetten 2 µl, 10 µl, 20 µl, 100 µl, 200 µl, 1000 µl Gilson Inc., Frankreich

Real-Time PCR System LightCycler® 480 II Roche, Penzberg

Reinstwasseranalage Millipore Merck, Darmstadt

Schüttelinkubator MaxQ 6000 Thermo Scienti�c, USA

Schüttler MS3 Basic IKA, Staufen

Spannungsquelle peqPOWER 300 peqlab Biotechn.

Spannungsquelle Electrophoresis Power Supply EPS 301 GE Healthcare, Freiburg

Taumler Polymax 1040 Heidolph

ThermoCycler Primus 25 peqlab Biotechn.

Till Photonics Polychrome V Laser Till Photonics

Schüttler (Vortex) IKA

Waage Satorius laboratory

Wasserbad WNE14 Memmert, Schwabach

Western Blot System Amersham Biosciences

Wippe Duomax 1030 Heidolph

Zellkulturbank HERA safe Thermo Scienti�c

Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos Thermo Scienti�c

Zentrifuge Heraeus Labofuge 400 Thermo Scienti�c

Zentrifuge Heraeus Fresco 21 Thermo Scienti�c

Zentrifuge RC5C Sorvall, Langenselbold
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3.1.2 Chemikalien und Verbrauchsmaterialien

Zellkultur, Kulturbehältnisse und Verbrauchsmaterialien Hersteller

96-Well-Platte Nunc

FLUOStar Omega Platte BMG Labtech

GIBCO Dulbecco's Modi�ed Eagle Medium (DMEM) life technology

liquid (High Glucose) 41966 Invitrogen

GIBCO Fetal Calf Serum (FCS; fötales Kälberserum) 10270 Invitrogen

GIBCO Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640), 52400 Invitrogen

GIBCO Trypsin - EDTA 25300 Invitrogen

LightCycler® 480 Multiwell Plate 96 Roche

Nitrocellulosetransfermembran Protran Whatman

Pasteurpipetten Roth

Reaktionsgefäÿ 0,5, 1,5 ml, 2 ml, 15 ml & 50 ml Sarstedt

Sechs-Well-Platte Sarstedt

Zellkultur�asche 75 cm3 (Tissue culture �ask T25) Sarstedt

Zellkulturschale 10 cm3 Sarstedt

Zellschaber Sarstedt

Aktivatoren und

Inhibitoren

Hersteller Konzentration gelöst in:

AG 1296 CalBiochem, Merck 10 mM DMSO

AG 1478 CalBiochem, Merck 100 µM DMSO

AG 17 CalBiochem, Merck 10 mM DMSO

AITC Sigma-Aldrich 10 M -

BIM Sigma-Aldrich 1 mM DMSO

H-(1,2,4) oxadiazolo

(4,3-a)quinoxalin-1-one

(ODQ)

Sigma-Aldrich 10 mM DMSO

KN93 Sigma-Aldrich 10 mM

LY-294002 Sigma-Aldrich 10 mM DMSO

MAHMA NONOate Sigma-Aldrich 10 mM NaOH

PF-431396 Sigma-Aldrich 1 mM DMSO

PMA Sigma-Aldrich 10 mM DMSO

PP2 Sigma-Aldrich 10 mM DMSO

Rp-8-Br-cGMPS BIOMOL intern. inc. 15 mM H2O

Rutheniumrot (RR) Sigma-Aldrich 10 mM -

SIN-1 Sigma-Aldrich 10 mM H2O

U73122 Sigma-Aldrich 5 mM DMSO

W7 Sigma-Aldrich 50 mM

Wortmannin Sigma-Aldrich 10 mM DMSO

Zeocin ThermoFischer 88 mM -
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Molekularbiologische Reagentiensysteme Hersteller

FuGENE® 6 Transfection Reagent Roche

LightCycler® FastStart DNA Master plus SYBR Green I Kit Roche

NucleoBond® Xtra Midi Kits Clontech

PromoFectin Transfection Reagent PromoKine

RevertAidTMH Minus First Strand cDNA Synthesis Kit Fermentas

SuperSignal� West Femto Maximum Sensitivity Substrate ThermoFischer Scienti�c

SuperSignal� West Pico Maximum Sensitivity Substrate ThermoFischer Scienti�c

Tri Reagent® Applied Biosystems

Antikörper Hersteller Konzentration

Anti-pERK (E-4) IgG sc-7383, aus Mouse, gg Tyr 204 (h) Santa Cruz Biotech. 1:500

Anti-ERK1/2 (K-23) IgG sc-153, aus Rabbit, gg

subdomain XI (r)

Santa Cruz Biotech. 1:1000

Anti- ANKTM1 IgG1sc-166469, aus Mouse Santa Cruz Biotech. 1:500

Anti-Mouse A2554 Sigma-Aldrich 1:5000

Anti-Rabbit A6154 Sigma-Aldrich 1:5000

Oligonucleotide/Primer Sequenz

TRPA1 right 5'-GAG AGC GTC CTT CAG ATT CG-3'

TRPA1 left 5'-TCA CCA TGA GCT AGC AGA CTA TTT-3'

beta-Aktin right 5'-CCA GAG GCG TAC AGG GAT AG-3'

beta-Aktin left 5'-CCA ACC GCG AGA AGA TGA-3'

mTRPV1 right 5'-CCT GCA GGA GTC GGT TCA-3'

mTRPV1 left 5'-CAG CAG CGA GAC CCC TAA-3'
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Zellinien ATCC Spezies Herkunft Morphologie Teilungs-

zeit

Bezugsquelle

HEK293 CRL-

1573

Homo sapiens,

Fetus

embryonale

Niere

adhärente Zellen 24-36 h Dr. Andreas Breit,

Walther-Straub-

Institut

für

Pharmakologie

und Toxikologie

München

H69 HTB-119 Homo sapiens,

Erwachsener

Lunge schwimmende

Aggregate

30 h Medizinische

Klinik für

Hämotologie und

Onkologie, Univer-

sitätsklinikum

Giessen &

Marburg

3.1.3 Hergestellte Lösungen und Pu�er

Lösung/Pu�er Inhalt

4x Tris x HCl/SDS pH 6,8 0,5 M Tris-HCl; 0,4 % SDS (w/v)

4x Tris x HCl/SDS pH 8,8 1,5 M Tris-HCl; 0,4 % SDS (w/v)

HBS-Ca2+-Glucose 140 mM NaCl; 5 mM KCl; 1 mM MgCl2; 1 mM HEPES; 2 mM CaCl2; 0,1 %

Glucose; pH 7,4

Lämmli-Pu�er 125 mM Tris x HCl/SDS pH 6,8; 20 % Glycerol (v/v); 4 % SDS (w/v); 2 %

beta-Mercaptoethanol (v/v); 10 µg/ml Bromphenolblau

Laufpu�er 250 mM Tris (pH 6,8); 1,92 Glycin, 1 % SDS (w/v);

PBS 137 mM NaCl; 8,1 mM Na2HPO4x H2O; 2,7 mM KCl; 1,47 mM KHPO4;

pH 7,4

PBS + Tween PBS + 0,1 % Tween (v/v)

Sammelgellösung 3,9 % Acrylamid (v/v); 118 mM Tris x HCl/SDS pH 6,8; 0,045 % TEMED

(v/v); 30 mg/l APS

Stripping-Pu�er 25 mM Tris x HCl/SDS pH 8,2; 2 % SDS (v/v); 60 mM beta-Mercaptoethanol

TBS 20 mM Tris; 150 mM NaCl; pH 7,6

Transferpu�er 25 mM Tris; 191 mM Glycin; 20 % Methanol (v/v);10 % SDS (w/v)

Trenngellösung 9 % 9 % Acrylamid (v/v); 375 mM Tris x HCl/SDS pH 8,8; 0,045 % TEMED

(v/v); 30 mg/l APS
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3.1.4 Software

Name Hersteller

Adobe Illustrator CS6 Adobe Systems, San José, USA

Adobe InDesign CS5 & CS6 Adobe Systems, San José, USA

Adobe Photoshop CS5 & CS6 Adobe Systems, San José, USA

ChemiCapt Peqlab, Erlangen, Deutschland

LightCycler Roche, Basel, Schweiz

LYX Matthias Ettrich, Free Software Foundation, Boston, USA

Microsoft Exel 2010 Microsoft, Washington, USA

Prism GraphPad Inc. La Jolla, USA

Reader Control (FLUOstar Omega) BMG LABTECH, Ortenberg, Deutschland

ChemSketch Advanced Chemistry Developement Inc, Toronto, Kanada

TILLvisION FEI Munich GmbH, Gräfel�ng, Deutschland

Image Studio Lite Version 5.2 Li-Cor, Lincoln NE, USA

SPSS Statistics 20 IBM, Armonk, USA

3.2 Zelllinien und Zellkultur

3.2.1 Allgemeine Zellkulturbedingungen

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 75 cm3 Kultur�aschen in einem Brutschrank bei 37 °C und 95 %iger

Luftfeuchtigkeit in einem 5 %igen-CO2-in-Luft-Gemisch. Alle Arbeiten erfolgten unter sterilen Bedingungen

innerhalb einer Laminar-Air-Flow-Zellkulturbank.

3.2.2 H69-Zellen

Bei H69-Zellen handelt es sich um Zellen eines Kleinzelligen Lungenkarzinoms. Diese Zellen wachsen in Form

kleiner, nicht-adhärierender Zellaggregate in Suspension und weisen eine Verdoppelungszeit von etwa 30 Stun-

den auf. Die H69-Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Jaques, Medizinische Klinik für Hämotologie und

Onkologie des Universitätsklinikum Giessen und Marburg (Direktor: Prof. Dr. A. Neubauer) zur Verfügung

gestellt (ATCC HTB-119).

Als Zellkulturmedium wurde 10 %iges (v/v) FCS (engl.: fetal calf serum) in RPMI 1640 (Roswell Park

Memorial Institute 1640, Fa. Invitrogen) verwendet. Ein Mediumwechsel wurde ca. 2-3 mal pro Woche durch-

geführt. Bei jeweils der dritten Passage wurden die Zellen in eine neue Flasche überführt. Dabei dienten

75 cm3 Zellkultur�aschen und Sechs-Well-Platten als Zellkulturgefäÿe. Auf eine Zugabe von Antibiotika in

die Kultur�aschen wurde verzichtet.

Zur längeren Aufbewahrung im Sinne einer Kryokonservierung wurden die Zellen in einer Lösung aus

10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in FCS bei -80 °C und dann in �üssigem Sticksto� aufbewahrt.

3.2.3 HEK293-Zellen

Die HEK293-Zellen sind mit dem Ad5-Virus transformierte humane embryonale Nierenzellen. Dabei handelt

es sich um relativ schnell wachsende, adhärente Zellen, die eine Verdoppelungszeit von 24-36 Stunden aufwei-

sen [91]. Die HEK293-Zelllinie wurde freundlicherweise von Dr. Andreas Breit, Walther-Straub-Institut für

Pharmakologie und Toxikologie München zur Verfügung gestellt (ATCC CRL-1573).
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Als Zellkulturmedium wurde 10 %iges (v/v) FCS in DMEM (Dulbecco's Modi�ed Eagle's Medium, GIB-

CO) verwendet. Ein Mediumwechsel bzw. das Splitten der Zellen wurde ca. dreimal wöchentlich durchgeführt.

Bei jeweils der dritten Passage wurden die Zellen nach Resuspendierung mittels 3 ml Trypsin für 3-5 min

zentrifugiert (600 rpm, 6 min, RT, Zentrifuge Heraeus Labofuge 400) und mit frischem Medium in eine

neue Flasche überführt. Als Zellkulturgefäÿe dienten 75 cm3 Zellkultur�aschen, 10 cm3 Zellkulturschalen und

Sechs-Well-Platten. Die antibiotikafreie Kultivierung erfolgte wie unter 3.2.2 beschrieben. Zur Kryokonservie-

rung wurden die Zellen in einer Lösung aus 10 % Dimethylsulfoxid (DMSO) in FCS bei -80 °C und dann in

�üssigen Sticksto� aufbewahrt.

3.2.4 Transfektion von Zellen

Zur Transfektion von HEK293-Zellen mit TRPA1-tragendem Plasmid wurden die Zellen am zweiten Tag

nach ihrer Aussaat auf Sechs-Well-Platten mit FuGENE oder Promofektin nach Angaben des Herstellers

trans�ziert. Dabei wurden für die ersten Versuchsreihen 0,5 - 4 µg, später ausschlieÿlich 1 µg Plasmid-DNA

des hTRPA1 und des mTRPA1 pro Well zusammen mit dem Transfektionsreagenz ins zellhaltige Medium

gegeben. Es erfolgte immer ein Mediumwechsel nach 4-6 Stunden mit anschlieÿender Weiterverarbeitung. Die

verwendeten Plasmide sind in Abbildung 6.1 & 6.2 im Anhang zu �nden. Bei hTRPA1 handelt es sich um ein

Plasmid, welches für den humanen TRPA1-Kanal kodiert, bei mTRPA1 um den murinen (=von der Maus

stammend) Kanal. Beide Plasmide enthalten neben hTRPA1 oder mTRPA1 auch kodierende Bereiche für ein

grün �uoreszierendes Protein (GFP), welches dem gleichen Promoter wie der kodierte Kanal untergeordnet

ist, so dass es zusammen mit dem TRPA1 abgelesen und produziert wird. Dies macht einen indirekten,

mikroskopischen Nachweis der Expression von TRPA1-Kanälen möglich.

3.2.5 Stimulationsbedingungen

Stimulationsversuche wurden immer über drei Tage durchgeführt. Am ersten Tag wurden die Zellen ausgesät,

am zweiten auf FCS-freies Medium gewechselt, nachdem zuvor ggf. die Zellen mit dem murinen oder humanen

TRPA1-Kanal trans�ziert wurden (siehe Abschnitt 3.2.4). Am dritten Tag fand die eigentliche Stimulation

mit der jeweiligen Substanz statt.

An Tag 1 wurden adhärente Zellen mittels 3 ml Trypsin (3-5 min Inkubation bei 37 °C) abgelöst und mit

12 ml Medium + 10 % (v/v) FCS resuspendiert. Die erhaltene Zellsuspension wurde auf eine Sechs-Well-

Platte gegeben (0,5 - 1,5 ml pro Well je nach benötigter Zellmenge), mit Medium + 10 % (v/v) FCS auf 2 ml

pro Well aufgefüllt, in zwei Ebenen geschwenkt und über Nacht im Brutschrank bei 37 °C bebrütet.

Die angewachsenen Zellen wurden an Tag 2 ggf. mit FuGENE oder PromoFectin trans�ziert und am späten

Nachmittag in 1,5 ml FCS-freies Medium überführt und wieder über Nacht inkubiert. Die Kultivierung der

Zellen in FCS-freiem Medium erfolgte um Protein-Phosphorylierungsprozesse durch FCS, welches u.a. viele

Wachstumsfaktoren enthält, zu vermeiden. Für RNA-Analysen wurden die Zellen über Nacht in FCS-haltigem

Medium inkubiert.

An Tag 3 erfolgte die Stimulation. Bei Verwendung von Inhibitoren wurden diese 30 min vor Stimulation

zugegeben, um eine sichere Inhibition zu gewährleisten und eigene kurzfristige E�ekte der Inhibitoren nicht

abzubilden. Die Beendigung der Stimulation erfolgte nach Absaugen des Mediums durch Zugabe von 200-

500 µl zweifachen Laemmli Pu�er zur Analyse der Proteinphosphorylierung oder durch 1 ml Tri-Reagent

zur RNA-Analyse [137]. Die so erhaltenen Lysate wurden mit Hilfe eines Zellschabers abgelöst, in 1,5 ml-

bzw 2 ml Reaktionsgefäÿe überführt und bei -18 °C gelagert. Eine Auswertung der Laemmli-haltigen Lysate

erfolgte mittels SDS-PAGE (siehe Abschnitt 3.8), die der Tri-haltigen mittels RT-qPCR (siehe Abschnitt

3.7).
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3.3 Stabile Transfektion einer HEK239-Zellreihe mit hTRPA1

Zur Generierung einer stabilen hTRPA1-positiven Zellreihe wurden HEK293-Zellen zusätzlich zum hTRPA1-

tragenden Plasmid mit einem Zeocin-Resistenz-tragenden Plasmid trans�ziert. Hierbei wurde mit verschie-

denen Verhältnissen von Plasmid-DNA zu Zeocin-Resistenz-Plasmid selektioniert.

Die Zellen wurden wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben mit insgesamt je 4 µg Plasmid-DNA pro Well

trans�ziert. Hierbei war das Verhältnis von Zeocin-Resistenz- zu hTRPA1-Plasmid jeweils 1:2, 1:5 und 1:10.

Die Versuche wurden jeweils in zweifacher Ausführung mit zusätzlich zwei untrans�zierten Wells zur Kon-

trolle durchgeführt. Fünf Stunden nach Transfektion wurde ein Mediumwechsel mit FCS-haltigem DMEM

durchgeführt. Am nächsten Tag wurde mit der Selektion begonnen. Hierbei wurden die Wells mit gleichen

Transfektionsverhältnissen je mit einer Zielkonzentration von 50 oder 100 µg/ml Zeocin in DMEM pro Well

behandelt. Ein Zeocin-haltiger Mediumwechel erfolgte täglich. Die Zellreihe, welche 1:10 trans�ziert und mit

100 µg/ml Zeocin selektioniert wurde, wies im Verlauf das beste Wachstum auf. Unter Fluoreszenzmikroskopie

(siehe Abschnitt 3.5) wies die Zellreihe eine deutliche Fluoreszenz als Folge einer erfolgreichen Transfektion

auf. Die Zellreihe wurde kryokonserviert (siehe Abschnitt 3.2.3)

3.4 Aufreinigung von Plasmid-DNA

Zur Vervielfältigung von der unter Abschnitt 3.2.4 beschriebenen Plasmide wurde das jeweilige Plasmid in

E.coli Bakterien eingebracht. Beide Plasmide kodieren für eine Sequenz, welche den trans�zierten Bakterien

zu einer Ampicillin-Resistenz verhilft. Eine Kultivierung der Bakterien im Brutschrank erfolgte unter einem

Selektionsdruck mit einer Endkonzentration von 100 µg/ml Ampicillin, um Bakterien, die ihr Plasmid bei

der Zellteilung verloren haben, an der weiteren Vermehrung zu hindern. Anschlieÿend wurde mittels des

NucleoBond® Xtra Midi Kits nach Angaben des Herstellers eine Extraktion der Plasmid-DNA durchgeführt.

3.5 Nachweis einer erfolgreichen Transfektion mittels Licht- und Fluoreszenz-

mikroskopie

Um erfolgreich trans�zierte Zellen detektieren zu können, wurde unter dem Mikroskop eine Fluoreszenz

der trans�zierten HEK293-Zellen nachgewiesen. Das trans�zierte Plasmid kodiert neben dem TRPA1-Kanal

auch für das Grün-�uoreszierende Protein (engl.: green �uorescent protein, GFP). Dieses 1961 in der Qualle

Aequorea victoria entdeckte Protein �uoresziert grün unter Anregung mit Licht der Wellenlänge 480 nm

und wurde zusammen mit dem TRPA1-Kanal in die Zellen trans�ziert [233]. Kommt es zu einem Leuchten

der Zelle nach Anregung des GFP, darf davon ausgegangen werden, dass eine Transfektion erfolgreich war

und diese Zellen auch TRPA1-Kanäle tragen. Da das GFP aber nicht an den Kanal gekoppelt ist, ist es

im gesamten Zytosol und nicht wie der Kanal nur an der Plasmamembran lokalisiert nachweisbar. Dadurch

emittiert die gesamte Zelle di�us Licht nach Anregung (siehe auch Abb. 6.1 & 6.2 im Anhang).

Die Zellen wurden für den Nachweis unter dem Mikroskop auf einen Objektträger ausgesät und über

Nacht in FCS-haltigen Medium inkubiert. Zur Darstellung wurde ein Olympus IX71 Mikroskop verwendet.

Die regelmäÿig befeuchteten Objektträger wurden von einem Laser (Polychrome V) mit einer Wellenlänge

von 498 nm über 100 ms angeregt. Eine Aufzeichnung erfolgte über TILLvisION. Mittels Photoshop wurden

Licht- und Fluoreszenzbild übereinandergelegt.

3.6 Fluometrische NO-Messung mittels DAF-2DA

Die grundsätzliche Aktivierbarkeit von TRPA1-Kanälen durch NO wurde mit NO-Donatoren untersucht.

Zum Nachweis der Freisetzungsgeschwindigkeit der zwei in dieser Arbeit verwendeten NO-Donatoren wurde

20



der �uometrische Nachweis von NO mittels der von Kojima et al. entwickelten Substanz Diamino�uorescein-2

(DAF-2) geführt [129]. Diese ist in der Lage NO nachzuweisen. In Form des DAF-2DA ist sie membrangängig,

so dass auch intrazellulär freigesetztes NO erkannt werden kann. Oxidierte Formen von NO als auch reaktive

Sauersto�spezies wie H2O2, and ONOO-reagieren nicht mit DAF-2 zum �uoreszierenden DAF-2T. Abbildung

3.1 zeigt die Reaktion von DAF-2 mit NO und Sauersto�.

Abbildung 3.1: Reaktion von DAF-2 mit NO und Sauersto� zu �uoreszierendem DAF-2T; frei erstellt
in Anlehnung an [129]

Zur Durchführung wurde DAF-2DA in einer Endkonzentration von 5 µM in eine 10 cm3 Zellkulturschale

mit HEK293-Zellen gegeben und für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert. Wie in 3.2.3 beschrieben werden die

Zellen dann abgelöst, in einer HBS-Ca2+-Glucose Lösung resuspendiert, auf eine FLUOStar-geeignete Platte

ausgesät (180 µl/Well) und dann in den FLUOStar zur �uometrischen Messung eingelegt. Alle Arbeits-

schritte werden nach Möglichkeit in Dunkelheit ausgeführt, um ein Ausbleichen des Fluoreszenzfarbsto�es zu

verhindern, ebenso bei dessen Herstellung [129].

In der Zwischenzeit werden die NO-Donatoren in der für den Versuch nötigen Konzentration verdünnt. Als

NO-freisetzende Sto�e wurden die beiden Substanzen SIN-1 (Molsidomin) und MAHMA NONOate verwen-

det. Beide Strukturformeln sind in Abb. 3.2 dargestellt. SIN-1 wurde in einer Endkonzentration von 100 µM

und MAHMA NONOate in einer Endkonzentration von 10 µM und 50 µM verwendet. Eine Stocklösung

von 100 mM SIN-1 wurde in Wasser angesetzt und bis unmittelbar vor Gebrauch bei -20 °C tiefgefroren.

MAHMA NONOate setzt bei pH-Werten unter 8,0 NO frei. Deshalb wurde es in einer 10 mM NaOH-Lösung

angesetzt, gekühlt gelagert und innerhalb von 72 h aufgebraucht. Da MAHMA NONOate, wie erwähnt, bei

pH-Werten unter 8,0 NO freisetzt, führt die im Rahmen der Versuche erfolgte Zugabe von MAHMA NONOate

zum Zellmedium, welches einen pH-Wert von 7,0-7,4 hat, demnach zu einer NO-Freisetzung.

(a) SIN-1 (b) MAHMA NONOate

Abbildung 3.2: Strukturformeln der NO-Donatoren SIN-1 (a) und MAHMA NONOate (b)
Quelle: www.sigmaaldrich.com

Die �uometrische Messung und Auswertung erfolgte mit einem Spektro�uorimeter (FLUOStar Omega)

und der zugehörigen Software. Es wurde jeweils Messungen mit einem unbehandelten Well, einem Well

mit ausschlieÿlicher Zugabe der Trägerlösung, sowie mit SIN-1 oder MAHMA NONOate in verschiedenen
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Konzentrationen durchgeführt. Die Messintervalle wurden an die Freisetzungsgeschwindigkeit der Substanzen

angepasst. Eine Anregung (Exzitation) erfolgte bei einer Wellenlänge von 488 nm, die Messung der Emission

bei einer Wellenlänge von 515 nm. Eine Messung erfolgt jeweils auf einer vom Messgerät vorgegebenen Skala

von 0 bis 250000. Über den Verstärkungsfaktor (engl.: gain) kann die Schrittgröÿe dieser Messskala angepasst

werden. Für die Versuche wurde der Verstärkungsfaktor jeweils an die Freisetzungsstärke des Substrates

angepasst. Ein einheitlicher Verstärkungsfaktor über alle Substanzen war hierbei nicht möglich. Im Übrigen

wurden die Standard-Einstellungen des Gerätes belassen.

Bei jedem Versuch wurde zusätzlich die Basal�uoreszenzkurve (unbehandelt bzw. mit Trägersubstanz)

bestimmt. Für die Berechnung der Fluoreszenzkurven wurde der Fluoreszenzanstieg ins Verhältnis zum Ba-

salwert gesetzt. Die Messungen ergaben eine Sättigungskurve, da bei ausreichender NO-Zufuhr irgendwann

alle DAF-2-Moleküle in die �uoreszierende Form übergehen.

Die NO Messungen wurden mindestens drei Mal mit verschiedenen Zellkulturplatten durchgeführt.

3.7 Analyse der TRPA1-Expression auf RNA-Ebene

Zur Analyse der in Zellen exprimierten RNA von TRP-Kanälen wurde eine Analyse dieser mittels einer

Polymerasekettenreaktion (RT-qPCR) durchgeführt. Eine Quanti�zierung erfolgte anschlieÿend über den

Vergleich des Expressionslevels des jeweiligen Kanals mit dem in der Zelle enthaltenen β-Aktins. Von β-Aktin

als sog. �house keeper �-Gen wird angenommen, dass es in konstanten Mengen vorhanden und unbeein�ussbar

von den Expressionsleveln der TRP-Kanäle ist. Beim Verfahren der RT-qPCR wird der eigentlichen PCR

noch eine Umschreibung von RNA in cDNA mittels Reverser Transkriptase vorangestellt. Dieser Schritt

wurde in der vorliegenden Arbeit der eigentlichen PCR separat vorangestellt.

3.7.1 Allgemeine Arbeitsbedingungen

Da ubiquitär vorkommende Ribonukleasen (kurz: RNAsen) aus Zellen isolierte RNA zerstören können, wur-

den alle Arbeiten mit Handschuhen und mit RNAse-freien Reagentien durchgeführt. Zur Herabsetzung der

RNAse-Enzymaktivität wurde bis zur Zugabe eines RNAse-Inhibitors unter gekühlten Bedingungen (z. B.

auf Eis gelagerte Proben etc.) gearbeitet. Für die Versuche wurde des Weiteren Diethylpyrocarbonat-H2O

(DEPC) verwendet. DEPC ist ein Sto�, der RNAsen vor allem durch kovalente Modi�kation an Histidinres-

ten inaktivieren kann. Zur Herstellung von DEPC-H2O wurde DEPC 1:1000 (v/v) in Wasser verdünnt, über

Nacht bei Raumtemperatur inkubiert und am nächsten Tag autoklaviert. Dadurch wird DEPC zu H2O, CO2

und Ethanol abgebaut und nimmt so keinen weiteren Ein�uss mehr auf kommende Versuche. Man erhält

reines RNAse-freies Wasser.

3.7.2 RNA-Isolierung

Bevor die RNA-Menge in den Zellen mittels RT-qPCR ermittelt werden kann, muss RNA aus den Zellen

gewonnen werden.

Das für die RNA-Isolierung verwendete �Tri Reagent®� enthält Guanidinthiocyanat (GTC) und Phenol.

GTC, als chaotropes Salz, denaturiert Proteine und inaktiviert RNAsen. Phenol denaturiert die Proteine

ebenfalls und entfernt diese aus der polynukleotidreichen Phase des Zelllysats.

Den 1 ml-Tri-Reagent-haltigen Zelllysaten (siehe Abschnitt 3.2.5) wurde in Anlehnung an die Single-

Step-Methode von Chomczynski et al. 200 µl Chloroform zugegeben [54]. Nach ausgiebigem Schütteln und

zentrifugieren (3000x g 15 min 4 °C) bildeten sich drei Phasen aus. Proteine sind dabei in der untersten

organischen, DNA in der schmalen intermediären und RNA in der obersten wässrigen Flüssigkeitsphase zu
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�nden. Zu den 400 µl, die aus der RNA-reichen Phase entnommen wurden, wurden ebenso viel Mikroliter Iso-

propanol zugegeben und leicht über Kopf geschwenkt. Nach einem zweiten Zentrifugationsschritt (14000 rpm

20 min 4 °C Zentrifuge Heraeus Fresco 21, Fa. Thermo Scienti�c) setzt sich die ausgefallene RNA als Pellet auf

dem Reaktionsgefäÿboden ab. Nach dreimaligem Waschen mit 75 %igem Ethanol (schütteln, zentrifugieren:

14000 rpm 20 min 4 °C Zentrifuge Heraeus Fresco 21, Fa. Thermo Scienti�c) und Abschütten der Flüssigkeit

wurde das Pellet an der Luft getrocknet, anschlieÿend in DEPC-H2O resuspendiert und bei -18 °C gelagert.

Bei der photometrischen Bestimmung der RNA-Konzentration wurde anschlieÿend die Reinheit der Probe

überprüft. Die Reinheit der Probe wird durch einen Extinktionsquotienten von 260 nm/ 280 nm, also dem

Verhältnis der Extinktion der Absorptionsmaxima von RNA zu DNA, angezeigt. Ein Quotient zwischen 1,8

und 2,0 spricht für eine vornehmlich RNA-haltige Probe.

Lag eine RNA-haltige Probe vor, erfolgte die Umschreibung in cDNA. Zur Vorbereitung für die Umschrei-

bung wurden 2 µg RNA in ein neues Reaktionsgefäÿ gegeben und auf 11 µl mit DEPC-H2O aufgefüllt. Mit

diesem Schritt wurden alle Proben auf die gleiche RNA-Gesamtmenge normiert.

3.7.3 Quantitative Real-time Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion

Die quantitative Real-time Reverse-Transkriptase Polymerasekettenreaktion (real-time RT-qPCR) wurde in

zwei Schritten durchgeführt. Zuerst erfolgte ein Umschreiben von RNA in cDNA mittels Reverser Transkrip-

tase, anschlieÿend wurde eine real-time PCR durchgeführt. Der Nachweis der PCR-Endprodukte erfolgte

mittels Fluoreszenz.

3.7.3.1 Reverse Transkription in cDNA Zur Erzeugung von DNA aus RNA ist eine sogenannte

�Reverse Transkriptase� nötig. Das Molekül wurde 1972 von H. M. Temin und D. Baltimore in Retroviren

entdeckt. RNA-Viren wie z. B. das HI-Virus nutzen es, um ihre RNA in DNA umzuschreiben, damit diese

von der Wirtszelle abgelesen wird. Die durch die Reverse Transkriptase erhaltene DNA wird nun cDNA, also

complementary DNA, genannt, weil der zur RNA komplementäre Strang als DNA vorliegt [254, 239, 13].

Für die Synthese wurde ein Oligo(dT)18-Primer verwendet, der den Poly-A-Schwanz der mRNA erkennt.

Dadurch wurde die Gesamt-RNA nochmals auf mRNA selektioniert, welche nur 2 % der Gesamt-RNA aus-

macht [2]. Dabei werden zwar auch RNAs mit A-reichen Sequenzen selektiert und mRNAs ohne Poly-A-

Schwanz aussortiert, es ist aber dennoch derzeit eine etablierte Methode um mRNAs zu selektionieren.

Die Umschreibung erfolgte mit dem RevRevertAidTM First Strand cDNA Synthesis Kit nach Angaben

des Herstellers. Den Standardansatz dieses Kits zeigt Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: �RevertAidTM H Minus First Strand cDNA Synthesis�-Kit: Inhaltssto�e und verwendete
Mengen

Reagenz Volumen/Probe (µl) Endkonz. (µM)

Oligo(dT)18Primer 1 100 µM

5-fach Reaktionspu�er 4 250 mM Tris-HCl (pH 8.3), 250 mM KCl, 20 mM MgCl2, 50 mM DTT

RNAse Inhibitor 1 20 U/µl

dNTP 2 10mM

Reverse Transkriptase 1 200 U/µL

Zu den 2 µg der RNA-Probe wird der Oligo(dT)18Primer gegeben und nach kurzem Zentrifugieren für

5 min bei 70 °C im ThermoCycler inkubiert (Denaturierung). Anschlieÿend wurde die Probe für eine Minute

auf Eis gekühlt. Im nächsten Schritt wurden dem RNA-Ansatz die zuvor vermischten Reagentien 5-fach

Probenpu�er, RNAse-Inhibitor und dNTPs zugefügt, die Reverse Transkriptase zugegeben und der Ansatz
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im ThermoCycler inkubiert (4 min auf 22 °C). Dabei binden die Primer an die Proben-RNA (Annealing).

Zuletzt erfolgte für eine Stunde bei 42 °C die cDNA-Synthese durch die Reverse Transkriptase (Elongation).

Die Proben wurden anschlieÿend bei -18 °C gelagert.

3.7.3.2 Polymerasekettenreaktion Mit der 1983 von Kary Mullis (damals noch mit E.coli Polyme-

rase I) entwickelten Methode der Polymerasekettenreaktion (polymerase chain reaktion = PCR) lassen sich

geringe Mengen an DNA in kurzer Zeit exponentiell ampli�zieren und im Anschluss durch geeignete Metho-

den nachweisen [178, 220]. Pro durchlaufenen PCR-Zyklus verdoppelt sich die entstandene DNA-Menge bis

ein Plateau durch vollständiges Aufbrauchen der freien Nucleotide erreicht wird. Je nach Ausgangsmenge

des zu replizierenden DNA-Stranges wird dieses Plateau nach einer unterschiedlichen Zykluswiederholungs-

anzahl erreicht. Diese lässt dann Rückschlüsse auf die ursprüngliche DNA-Menge zu. Um beein�ussende

Zwischenmessungen zu vermeiden, erfolgt der Nachweis der synthetisierten DNA in Echtzeit (real time) zum

Beispiel durch einen interkalierenden Farbsto� wie SYBR Green. Seine Fluoreszenz nimmt linear zur Menge

der ampli�zierten Produkte zu. Die gröÿte Fluoreszenz (bei einer Exzitation bei 530 nm Wellenlänge) liegt

am Ende der Elongation vor, da hier am meisten doppelsträngige DNA vorliegt, in die sich SYBR Green

einlagern kann. Zur Bestimmung der DNA-Menge wird diese meist nicht direkt, sondern im Verhältnis zur

Transkriptmenge eines �house keeping�-Gens bestimmt, von dem man annimmt, dass es durch die Versuche

unbeein�usst geblieben ist. Für die vorliegenden Versuche wurde hierfür β-Aktin herangezogen.

Abbildung 3.3: SYBR Green-Fluoreszenzkurve einer Ampli�kation von in cDNA umgeschriebener
β-Aktin-mRNA in HEK293-Zellen
x-Achse: Zykluszahl; y-Achse: Fluoreszenz (absolut)

Funktionsprinzip Das Verfahren beginnt mit einer Präinkubation. Diese dient der Aktivierung der

termostabilen FastStart-Taq-Polymerase. Eine eventuell noch vorhandene Reverse Transkriptase aus dem in

3.7.3.1 beschriebenen Schritt wird dadurch ebenfalls zerstört.

Es schlieÿt sich der erste Schritt der eigentlichen PCR an. Bei 95 °C wird die im Ansatz enthaltene dop-

pelsträngige DNA in Einzelstränge aufgetrennt (Denaturierung). Als nächstes lagern sich die Primer, die
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den zu untersuchenden Bereich komplementär beschreiben und ihn von beiden Seiten her einschlieÿen, an

die Einzelstränge an (Annealing). Die dafür benötigte Temperatur hängt stark vom GC-Gehalt der Primer

(3 statt 2 Wassersto�-Brücken) ab. Für die hier durchgeführten Versuche wurde eine Temperatur von 55 °C

gewählt. Im letzten Schritt, der Elongation, erfolgt die eigentliche DNA-Synthese bei 72 °C mit Hilfe der

Taq-Polymerase. Diese stammt aus dem thermophilen Bakterium Thermus aquaticus und ist für ihre Ther-

mostabilität bekannt. So kann sie auch die hohen für die Denaturierung nötigen Temperaturen überleben,

so dass die Zugabe einer Polymerase nicht nach jedem Zyklus erneut nötig ist. Durch 30-60 malige Wie-

derholung dieser Schritte wird die DNA nahezu exponentiell ampli�ziert (siehe Abbildung 6.3 im Anhang).

Die Ampli�zierung des gesuchten DNA-Stranges spiegelt sich in der mit jedem Zyklusschritt zunehmenden

Fluoreszenz des Ansatzes wider. Sind alle SYBR Green-Moleküle gebunden, stellt sich eine Sättigung ein. Es

ergibt sich eine sigmoide Kurve wie Abb. 3.3 beispielhaft für β-Aktin zeigt.

Durchführung Für den Ansatz der PCR wurde das �LightCycler® 480 DNA SYBR Green I Master�-

Kit von Roche nach Angaben des Herstellers verwendet. Die zu untersuchende cDNA wurde hierfür 1:100

in qPCR-H2O verdünnt und der gewünschte Primer zugegeben (siehe Tabelle 3.2). Eine Einstellung der

MgCl2-Konzentration ist bei diesem Kit nicht nötig.

Tabelle 3.2: LightCycler® FastStart DNA Master PLUS SYBR Green I - Mengenangaben

Reagenz Volumen/Probe (µl)

MasterMix: 5
FastStart Taq-DNA-Polymerase, Reaktionspu�er,

MgCl2, SYBR Green I - Farbsto� und dNTPs

cDNA 4
Primer 1

Nach Pipettieren des Ansatzes auf eine 96-Well-Platte wird diese mit einer Folie beklebt, zentrifugiert

(3000 rpm, 3 min, RT, Zentrifuge Heraeus Biofuge Stratos, Fa. Thermo Scienti�c) und in den LightCycler

eingelegt. Dort werden folgende Phasen nach Herstellerempfehlung durchlaufen (siehe Tabelle 3.3).

Tabelle 3.3: Protokoll der real-time RT-qPCR entsprechend Herstellerangaben und Primerpro�l

Schritt 2 bis 4 wird 55x wiederholt, Schritt 2 bis 4 beschreiben die Polymerasekettenreaktion im engeren Sinne

Phase Temperatur (°C) Dauer

1 Präinkubation 95 15 min
2 Denaturierung 95 10 s
3 Annealing 55 10 s
4 Elongation 72 10 s
5 Denaturierung 95 10 s
6 Annealing 60 1 min
7 Schmelzkurve 60-95 7 s
8 Abkühlen 40 30 s

Am Ende erfolgt eine langsam steigende Temperaturkurve die zuerst zu einem vollständigen Annealing

und bei weiterem Temperaturanstieg zu einer Auftrennung der Doppelstränge und somit einem Fluoreszenz-

abfall führt. Dieser �ndet in Abhängigkeit vom GC-Gehalt der Syntheseprodukte statt und setzt deshalb

bei jedem Syntheseprodukt bei einer anderen Temperatur ein. So ergibt sich für jedes Syntheseprodukt

eine charakteristische Schmelzkurve, die u.a. zur Überprüfung der Reinheit der Ampli�kation herangezogen
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Abbildung 3.4: Schmelzkurve einer in DNA umgeschriebener hTRPA1-mRNA in HEK293-Zellen
x-Achse: Temperatur; y-Achse obere Abb.: Fluoreszenzänderung (Ableitung); y-Achse untere Abb.: Fluoreszenz
(absolut);

werden kann. Abb. 3.4 zeigt zwei typische Schmelzkurven für in DNA umgeschriebene hTRPA1-mRNA. Eine

doppelgipfelige Kurve würde für eine Verunreinigung sprechen.

3.8 Proteinanalyse mittels SDS-PAGE und Immunoblot

Die Phosphorylierung von Proteinen wurde mittels Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-

PAGE) und anschlieÿendem Immunoblot veri�ziert. Der Nachweis einer Proteinaktivierung erfolgte dabei

anhand der Darstellung dessen Proteinphosphorylierungsgrades durch eine Anfärbung der phosphorylierten

Bereiche mit Antikörpern nach Auftrennung der Zellproteinmasse mittels SDS-PAGE nach Molekulargewicht.

Grundlage für die Analyse der Proteinaktivierung bildet die von Laemmli 1970 entwickelte Methode

zur Auftrennung von Proteinen nach Molekulargewicht mittels Gelelektrophorese. In einem anschlieÿenden

zweiten Schritt wurden die aufgetrennten Proteine auf eine Nitrozellulosemembran übertragen, welche weitere

Analyseverfahren wie z. B. eine Immunfärbung ermöglicht. Dieser als �blotting� bezeichnete Schritt wird in

Anlehung an das 1975 von Edwin Southern erfundenen Verfahren als sogenannter �Western Blot� bezeichnet.

Zur Visualisierung der auf einer Membran be�ndlichen Proteine können mit der 1983 von Ogata et al.

entwickelten Methode die Proteine von Interesse mit Hilfe von Antikörpern, welche an ihrem Fc-Teil ein eine

Chemilumineszenzreaktion katalysierendes Enzym tragen, sichtbar gemacht werden. In diesem Fall spricht

man auch von einem �Immunoblot� [137, 195, 258, 238].
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3.8.1 SDS-PAGE

Bei der SDS-PAGE handelt es sich um eine Methode, mit deren Hilfe Proteine elektrophoretisch in einem

Polyacrylamidgel nach ihrem Molekulargewicht aufgetrennt werden. Gleichartige Proteine können dann unter

einer entsprechenden Färbung als �Banden� im Gel sichtbar gemacht werden.

Das Polyacrylamidgel entsteht aus einer Reaktion von Acrylamid mit N,N'-Methylenbisacrylamid. Zur Ka-

talyse dieser radikalischen Polymerisation wird der Polymerisierungskatalysator Tetramethylethylendiamin

(TEMED) sowie der Radikalstarter Ammoniumperoxodisulfat (APS) hinzugegeben. Dabei bildet sich ein

�Polyacrylamidnetz� innerhalb des Geles aus, welches gröÿere durch SDS negativ geladene Proteine stärker

an ihrer elektrophoretischen Migration Richtung Anode behindert als kleine und so die Proteine aufgetrennt

werden. Durch die Acrylamidkonzentration des Gels lässt sich die Dichte des �Netzes� und somit die Trenn-

schärfe des Gels, die für unterschiedlich groÿe Proteine nötig ist, festlegen. Für die vorliegende Analyse wurde

ein diskontinuierliches Verfahren angewandt und das Gel in Sammel- und Trenngel unterteilt. Für die in dieser

Arbeit beschriebenen Gele wurde eine 9 %ige Acrylamidlösung als Trenngel verwendet sowie eine 5,5 %ige

Acrylamidlösung als Sammelgel. Zur Herstellung von zwei 9 %igen Gelen wurden 15 ml Trenngellösung ver-

wendet und mit 67,5 µl APS und 135 µl TEMED versetzt. Mit einem speziellen Kamm wurden �Taschen� für

die Proteinproben im Gel freigehalten. Verwendet wurde das Gelkammersystem von Amersham Biosciences.

Die fertigen Gele wurden in die Kammer eingesetzt und von Laufpu�er um�ossen.

Das Proteingemisch bzw. die Zellen, die im Polyacrylamidgel aufgetrennt werden sollten, wurden dafür zu-

vor mit dem sog. Laemmli-Pu�er versetzt, der zur Zelllyse führt [137]. Er enthält unter anderem SDS, β-Mer-

captoethanol und Glycin. Das darin enthaltene SDS, ein negativ geladenes Detergenz, lagert sich gleichmäÿig

an die Zellproteine an und führt neben einer Linearisierung der Proteine zu einem gleichmäÿigen, homogenen

Ladungs- zu Masseverhältnis (1,4 g SDS/g Protein). Letzteres ermöglicht eine Gröÿenauftrennung entlang

eines elektrischen Gradienten in einem Polyacrylamid-haltigen Gel. Des Weiteren enthält der Laemmli-Pu�er

β-Mercaptoethanol, welches die noch in den Proteinen verbliebenen Schwefelbrücken au�öst und so zur Auf-

lösung von Sekundär-, Tertiär- und Quartärstruktur der Proteine beiträgt. Als weiterer Bestandteil ist Glycin

enthalten. Es ist wichtig für die Konzentrierung des Proteingemisches am Boden der Geltaschen.

Nach Herstellung der Gele wurden die Lämmli-haltigen Zell-Lysate für die SDS-PAGE vor dem Übertragen

in die Geltaschen für 5 min auf 90 °C erhitzt. Hierbei wurden je 20 µl der Lämmli-haltigen Proben pro

Geltasche aufgetragen und für ca. 2,8 h bei 20 mA entlang eines elektrischen Gradienten aufgetrennt. Neben

den Proben wurde ggf. in eine weitere Geltasche ein farbiger Proteinmarker mit bekannten Proteinmassen

gegeben, um später die Proteinmasse der untersuchten Proteine bestimmen zu können.

3.8.2 Immunoblot

Die in den Gelen aufgetrennten Proteine werden nach dem 1979 entwickelten Verfahren nach Towbin et al.

elektrophoretisch auf eine Nitrozellulosemembran übertragen und mit Antikörpern, welche eine Immuno-

�uorenzreaktion katalysieren visualisiert [258].

Elektrophoretisch wurden die im Gel nun aufgetrennt vorliegenden Proteine vom Gel auf eine Nitro-

cellulosemembran übertragen. Das im hierbei verwendeten Transferpu�er enthaltene Methanol aktiviert die

Bindungsstellen der Nitrocellulosemembran und ermöglicht so ein Anlagern der Proteine durch hydrophobe

Wechselwirkungen. Das Gel wurde für die Übertragung auf die Membran gelegt und in einer Blottingkammer

für 1,5 h bei 180 mA in Methanol-haltigem Transferpu�er �geblottet�. Die nun proteinhaltige Nitrocellulose-

transfermembran wurde für mindestens 1 Std. mit einer Blockierlösung (Roti-Block) behandelt um unspezi�-

sche Antikörperbindungen zu unterbinden. Anschlieÿend wurde die Membran mit dem ersten Erstantikörper

(z. B. Anti-pERK1/2) in 5 % Milchpulver in PBS über Nacht bei 4 °C im Kühlraum inkubiert. Am nächsten

27



Tag wurde der Antikörper mit dreimaligemWaschen mit PBS à 10 min entfernt und für mindestens zwei Stun-

den mit dem passenden Zweitantikörper bei Raumtemperatur inkubiert. Dieser Zweitantikörper trägt nun

an seinem Fc-Ende ein die Chemilumineszenzreaktion katalysierendes Enzym. Mit dreimaligen Waschen mit

PBS + Tween und einmaligen Waschen mit PBS für jeweils 10 min wird überschüssiger Zweitantikörper ent-

fernt. Mittels dem �SuperSignalTM West Pico/Femto Maximum Sensitivity�-Kit von ThermoFisher Scienti�c

(Waltham, Massachusetts, USA) wurde das �antikörpergefärbte� Protein durch eine Chemilumineszenzre-

aktion sichtbar gemacht. Zur Herstellung einer �Protein-Ladekontrolle� wurde die Membran über Nacht bei

Raumtemperatur in Stripping-Pu�er gegeben und am nächsten Tag dreimal mit PBS + Tween und einmal

mit PBS jeweils 10 min gewaschen. Dadurch werden zum groÿen Teil die gebundenen Antikörper wieder ent-

fernt. Anschlieÿend wurde die Membran wieder mit der Blockierlösung behandelt und wie oben beschrieben

ein zweiter Erstantikörper (z. B. Anti-ERK1/2) zur Ladekontrolle verwendet.

3.8.3 Semiquantitative Auswertung

Die Helligkeitssignale der Immunoblots wurden mittels Image Studio Lite ausgewertet. Hierbei wurde das

Signal des phosphorylierten Proteins der jeweils unteren Bande (z. B. p-ERK2) gemessen und ins Verhält-

nis zum Helligkeitssignal der Gesamtproteinmenge dieses Bereiches (z. B. ERK2) gesetzt. Hierdurch erhielt

man ein relatives Helligkeitsverhältnis. Als Fold Change wurde das Verhältnis zwischen dem relativen Hel-

ligkeitsverhältnis der Bande, welche dem Basalwert entspricht, und dem relativen Helligkeitsverhältnis der

behandelten Bande berechnet:

FoldChange = Helligkeitsverhältnis behandelt
Helligkeitsverhältnis basal

Zur statistischen Auswertung wurden die Experimente mehrfach und unabhängig voneinander wiederholt.

Es wurde für die statistische Auswertung der Fold Change herangezogen (siehe auch Abschnitt 3.9)

3.9 Statistische Methoden

Zum Vergleich der Helligkeitssignale der Immunoblots bzw. des gemessenen Fold Change (vergleiche Ab-

schnitt 3.8.3) und zum Vergleich der verschiedenen Expressionslevel der TRP-Kanäle wurde bei Gauÿscher

Normalverteilung ein Paardifferenzentest durchgeführt. Bei nicht normalverteilten Variablen wurde ein nicht-

parametrischer Tests, wie der Mann-Whitney-U-Test, verwendet. Der Kolmogorov-Smirnov Test und der

Shapiro�Wilk Test wurden zur Di�erenzierung zwischen normalverteilten und nicht-normalverteilten Varia-

blen angewandt. Alle statistischen Analysen wurden mittels SPSS Statistics 20 (IBM) durchgeführt. Gra�ken

wurden mit Hilfe von Prism erstellt. Ein p<0,05 wurde als statistisch signi�kant gewertet.
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4 Ergebnisse

4.1 Entwicklung eines HEK293-TRPA1-Modellsystems

Zur Untersuchung von TRPA1-vermittelten E�ekten in Lungentumorzellen wurde zur besseren Unterschei-

dung von TRPA1-abhängigen und -unabhängigen E�ekten ein TRPA1-Modellsystem in HEK293-Zellen eta-

bliert. Hierzu wurden, wie in Abschnitt 3.2.4 beschrieben, HEK293-Zellen mit einem TRPA1-kodierenden

Plasmid trans�ziert. Anschlieÿend erfolgte der Nachweis einer erfolgreichen Expression zum einen mittels

Fluoreszenzmikroskopie und zum anderen mittels qPCR, welches die Zunahme der TRPA1-mRNA in trans�-

zierten Zellen zeigt. Anschlieÿend wurde die Anwesenheit des Kanal-Proteins mittels Western Blot bestätigt.

4.1.1 Fluoreszenznachweis nach erfolgreicher Transfektion von Zellen mit GFP/TRPA1

Die GFP-Expression und somit indirekt die hTRPA1-Kanalexpression wurde mittels Fluoreszenzmikroskopie

nachgewiesen. Es wurde hierzu ein Plasmid trans�ziert, das das sogenannte �grün-�uoreszierende Protein�

(engl.: green �uorescent protein, GFP) und vorgeschaltet den TRPA1-Kanal enthält. Unter der Annahme,

dass ein Ablesen des trans�zierten Plasmides zu einer Produktion des hTRPA1-Kanal-Proteins und GFP

führt, lässt sich die Kanalexpression indirekt durch eine Fluoreszenz des GFPs nach Anregung mit Licht

in lebenden Zellen nachweisen. Abb. 4.1 zeigt exemplarisch eine Überlagerungsaufnahme von trans�zierten

HEK293-Zellen, in denen transkribiertes GFP nach Anregung grünes Licht emittiert (s. Abschnitt 3.5).

Abbildung 4.1: Fluoreszenz-Overlay-Aufnahme von hTRPA1/GFP-trans�zierten HEK293-Zellen
HEK293-Zellen wurden auf einen Objektträger ausgesät, am zweiten Tag mittels PromoFectin mit 1µg Plasmid-DNA trans�ziert
und am dritten Tag unter dem Mikroskop beobachtet. Ein Durchlichtbild und ein bei 498 nm angeregtes Fluoreszenzbild
wurden hierbei mittels Gra�kverarbeitungsprogramm übereinandergelegt. Die Fluoreszenz ist hier in grüner Farbe dargestellt.
Vergröÿerung A: 10-fach B & C: 60-fach

Insgesamt lag die durch optische Kontrolle am Mikroskop erfasste Transfektionsrate unter Berücksichti-

gung der ausschlieÿlich sehr stark �uoreszierenden Zellen bei 45-55 %. Zellen mit geringerer Fluoreszenz bei

geringerer Transfektion wurden hierbei nicht berücksichtigt.

4.1.2 Nachweis der TRPA1-Expression in HEK293-Zellen auf mRNA-Ebene

Eine Quanti�kation der Expressionslevel des TRPA1-Kanals in trans�zierten und untrans�zierten HEK293-

Zellen wurde mittels quantitativer RT-PCR, wie in Abschnitt 3.7 beschrieben, ermittelt. Abbildung 4.2

zeigt exemplarisch die PCR-Zyklus-Fluoreszenzkurve von in cDNA umgeschriebener hTRPA1-mRNA und β-

Aktin-mRNA in hTRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen. Der Cp-Wert � der Punkt, an dem die Fluoreszenz

erstmals signi�kant die Hintergrund-Fluoreszenz übersteigt � lag für β-Aktin im Mittel bei 34,7 Zyklen und
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für hTRPA1 in nativen HEK293-Zellen bei 35,9 Zyklen. In trans�zierten HEK293-Zellen lag der Cp-Wert für

hTRPA1-cDNA im Durchschnitt bei 18,4 Zyklen.

Tabelle 4.1: Expressionslevel von TRPA1, TRPV1-6 und TRPM7 in TRPA1-untrans�zierten und
-trans�zierten HEK293-Zellen relativ zur β-Aktin-Expression

Die relativen Expressionslevel wurden mit der folgenden Formel errechnet: Level x=(2(Cp-Aktin-Cp-cDNA))*100. Das

Ergebnis wurde in Prozent relativ zu β-Aktin angegeben. Cp=Kurvenpunkt, an dem die Fluoreszenz erstmals

exponentiell über den Hintergrundwert ansteigt.

ampli�zierte cDNA TRPA1-untransf. HEK293-Zellen TRPA1-transf. HEK293-Zellen p-Wert

TRPA1 1,3 % 3,1·106 % <0,001

TRPV1 1,8 % 174,4 % 0,80

TRPV2 303,8 % 49,2 % 0,42

TRPV3 37,5·106 % 60,5·106 % 0,63

TRPV4 48,0 % 38,6 % 0,73

TRPV5 6,5 % 2,5 % 0,64

TRPV6 14,7 % 11,1 % 0,71

TRPM7 38,4 % 18,5 % 0,20

Abbildung 4.2: SYBR Green-Fluoreszenzkurven einer Ampli�kation von in DNA umgeschriebener
hTRPA1-mRNA (n=4) und β-Aktin-mRNA (n=11) in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen
x-Achse: Zyklenzahl; y-Achse: Fluoreszenz (absolut); hTRPA1 (linkes Kurvenbündel); β-Aktin (rechtes
Kurvenbündel).

Eine Übersicht über die experimentell ermittelte, relative Expression des hTRPA1-Kanals und anderer

TRP-Kanäle in den verwendeten HEK293-Zellen gibt Tabelle 4.1. Es zeigte sich eine vernachlässigbare Ex-

pression von hTRPA1-Kanälen in nativen HEK293-Zellen. Nach Transfektion war eine signi�kante Zunahme

nachgewiesener hTRPA1-cDNA als Ausdruck einer erfolgreichen Transfektion vorhanden. Der TRPV3-Kanal

zeigte als einziger, untersuchter TRP-Kanal hohe, aber nach Transfektion gleichbleibende Expressionslevel.

Die sonstigen TRP-Kanäle zeigten niedrig-basale Expressionslevel, die über die Transfektion hinweg konstant

blieben.

30



4.1.3 Nachweis des TRPA1-Kanalproteins in trans�zierten Zellen mittels Western Blot

Die erfolgreiche Translation eines hTRPA1-Kanal-Proteins wurde mittels Western-Blot-Verfahren nachge-

wiesen (Verfahren siehe Abschnitt 3.8). Abb. 4.3 zeigt einen Western Blot mit TRPA1-trans�zierten und

untrans�zierten Zellen. In der Ladekontrolle (untere Banden) mit Antikörpern gegen unphosphoryliertes

ERK1/2 zeigte sich eine gleichmäÿige Beladung des Gels mit Protein. In trans�zierten HEK293-Zellen ist

im erwarteten Bereich von 120-130 kDa eine Bande sichtbar, sowie eine zweite Bande bei ca. 150 kDa (siehe

Abschnitt 5.2). In untrans�zierten HEK293-Zellen lieÿ sich kein TRPA1-Kanal-Protein nachweisen.

Abbildung 4.3: TRPA1-Kanalproteinnachweis
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert und am
darau�olgenden Tag lysiert. Die Auswertung erfolgte mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen TRPA1
(obere Banden) und ERK1/2 (untere Banden).

4.1.4 Nachweis eines funktionellen TRPA1-Kanals durch Aktivierung mittels AITC

Zum Nachweis einer funktionalen Expression des TRPA1-Kanals wurde dieser mit dem etablierten TRPA1-

Agonist AITC in einer üblichen Konzentration von 30 µg stimuliert [47]. Eine aus eigenen Vorarbeiten in

Lungentumoren bekannte ERK1/2-Phosphorylierung wurde als Zeichen einer erfolgreichen TRPA1-Kanalak-

tivierung gewertet. ERK1/2 selbst kann in einer aktivierten, phosphorylierten und unphosphorylierten Form

vorliegen. Unphosphoryliertes ERK1/2 wurde als Kontrolle einer gleichmäÿigen Proteinbeladung der Gele

verwendet.

Abbildung 4.4: Mit hTRPA1 und mTRPA1 trans�zierte HEK293-Zellen reagieren auf AITC-
Stimulation mit einer ERK1/2-Phosphorylierung im Gegensatz zu untrans�zierten HEK293-Zellen
(exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 2 µg cDNA mTRPA1 und hTRPA1 mittels FuGENE trans�ziert und
am nächsten Tag mit 30 µM AITC für 5 min nach einer Nacht in serumfreien Medium stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte
die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2
(untere Banden p-44/42). Durch ungenügendes Entfernen der vorherigen pERK1/2-Antikörper von der Membran sind potentielle
Bindungsstellen für ERK1/2-Antikörpern bereits besetzt und es kommt zu einer Minderbeladung mit ERK1/2-Antikörpern. Die
Ladekontrolle wird in ihrer Proteinmenge unterschätzt. Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

Für den Versuch in Abb. 4.4 wurden zwei verschiedene TRPA1-Kanäle verwendet � der murine und der hu-

mane TRPA1-Kanal, welche sich sehr ähnlich, aber nicht identisch, in ihrem Aufbau sind (siehe auch Abschnitt

1.3.2). Stimulierte TRPA1-trans�zierte Zellen zeigen nach Stimulation mit dem TRPA1-spezi�schen Ago-
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nisten AITC eine deutliche ERK1/2-Phosphorylierung, wobei sowohl Zellen mit murinen als auch humanen

TRPA1-Kanal auf AITC reagieren. Native HEK293-Zellen indessen zeigen keine relevante Reaktion auf AITC

(p=0,22 ; n=3). Die angedeutete Anhebung des p-ERK1/2-Basallevels durch eine hTRPA1-Transfektion ist

nicht signi�kant (p=0,71; n=6). Das vermeintlich starke Signal in den Banden 5 und 6 könnte aus einem

unzureichenden Stripping resultieren und könnte so zu einer Überinterpretation der Ergebnisse führen.

Des Weiteren lieÿ sich die beobachtete ERK1/2-Phosphorylierung durch den Pan-TRP-Blocker Rutheni-

umrot (RR) blockieren. Hierzu wurden die Zellen jeweils 30 min mit RR vorbehandelt, um ein Einlagern des

RR-Moleküls in den Kanal zu ermöglichen, wodurch dieses seine Hemmung entfaltet.

Abbildung 4.5: Inhibition der ERK1/2-Phosphorylierung durch RR in HEK293-Zellen (exemplarische
Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1)
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 2 µg hTRPA1-Plasmid mittels FuGENE trans�ziert, über Nacht in
serumfreien Medium gehalten und am nächsten Tag mit RR für 30 min vorbehandelt und anschlieÿend mit 30 µM AITC für
5 min stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen
p-ERK1/2 (P-p-44/42) und ERK1/2 (p-44/42); *RR=Rutheniumrot; Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde
angegeben.

Abbildung 4.5 zeigt neben einer deutlichen ERK1/2-Phosphorylierung TRPA1-trans�zierter und AITC

stimulierter Zellen (Bande 5), dass eine Behandlung von AITC-stimulierten, TRPA1-trans�zierten Zellen mit

RR zu einer Unterbindung der ERK1/2-Phosphorylierung führt (Bande 6).

In den TRPA1-untrans�zierten Zellen (Abb. 4.5, Bande 1-3) fällt auf, dass unter RR das p-ERK1/2-

Basallevel erniedrigt wird (Bande 3). Dies ist auch bei ausschlieÿlicher Behandlung der Zellen mit RR zu

beobachten und von AITC unbeein�usst. (Daten nicht gezeigt). Ebenfalls ist dieser E�ekt RR-konzentrations-

abhängig (Daten nicht gezeigt).

4.2 Sticksto�monoxid vermittelte TRPA1-Kanal-Aktivierung

Zur Untersuchung der E�ekte von NO auf Tumorzellen und zur Überprüfung, ob NO ebenfalls E�ekte über

den TRPA1-Kanal vermittelt, wurden die zuvor mit AITC durchgeführten Versuche mit NO im Modellsys-

tem wiederholt. Zuvor wurde jedoch die Freisetzungskinetik der NO-Donatoren näher betrachtet (Verfahren

s. Abschnitt 3.6). Um sicherzustellen, dass es sich tatsächlich um NO-vermittelte E�ekte handelt, wurden

die Versuche jeweils mit zwei nicht-strukturgleichen NO-Donatoren durchgeführt. Hierbei wurden die NO-

Donatoren SIN-1 (ein aktiver Metabolit des Molsidomins) und MAHMA NONOate (s. Abb. 3.2) verwendet.

4.2.1 Fluorometrische Bestimmung der NO-Freisetzung durch SIN-1 und MAHMANONOate

Zur �uorometrischen Untersuchung der NO-Freisetzung unter Zellkulturbedingungen wurden HEK293-Zellen

mit DAF-2DA vorbehandelt. Die nach Zugabe der NO-Donatoren emittierte Fluoreszenz wurde dann re-

lativ zum Basalwert gemessen und ist in Abb. 4.6 und 4.7 zu sehen. Um eine ähnliche Darstellung unter-

schiedlicher biologischer Replikate wegen unterschiedlich starker NO-Freisetzung zu gewährleisten, wurde der

Verstärkungsfaktor (engl.: gain) angepasst. Dadurch sind die Kurven jedoch nicht mehr direkt miteinander

vergleichbar.
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Abbildung 4.6: DAF-2T-Assay: Messung der relativen DAF-2T-Fluoreszenz zum Ausgangswert unter
einer Endkonzentration von 100 µM SIN-1 bei einem Verstärkungsfaktor von 70 %.
Die x-Achse beschreibt die Zeit in 10 s-Intervallen. Messung der relativen DAF-2T-Fluoreszenz zum Ausgangswert (n=3) unter
einer Endkonzentration von 100 µM SIN-1 bei einem Verstärkungsfaktor von 70 %. Es wurde jeweils der Standardfehler des
arithmetischen Mittels berechnet.

Abbildung 4.7: DAF-2T-Assay: Messung der DAF-2T-Fluoreszenz unter einer Endkonzentration von
10 µM (A) und 50 µMMAHMA NONOate (B), sowie unter 100 µMNaOH (D) und keiner Behandlung
(Basalwert) (C)
Die x-Achse beschreibt die Zeit in 5 s-Intervallen. Alle Messwerte sind relativ zum Ausgangswert der jeweiligen Messung angege-

ben. Es wurde jeweils der Standardfehler des arithmetischen Mittels berechnet. (A) Messung der relativen DAF-2T-Fluoreszenz

zum Ausgangswert (n=4) unter einer Endkonzentration von 10 µM MAHMA NONOate bei einem Verstärkungsfaktor von 35 %.

(B) Messung der relativen DAF-2T-Fluoreszenz zum Ausgangswert (n=5) unter einer Endkonzentration von 50 µM MAH-

MA NONOate bei einem Verstärkungsfaktor von 1 %. (C) Messung der basalen DAF-2T-Fluoreszenz im zeitlichen Verlauf

bei einem Verstärkungsfaktor von 35 %. (D) Messung der relativen DAF-2T-Fluoreszenz zum Ausgangswert (n=3) unter einer

Endkonzentration von 100 µM NaOH bei einem Verstärkungsfaktor von 35 %, welche der Zugabemenge von 100 µM MAH-

MA NONOate entsprechen würde.

Abb. 4.6 zeigt den Kurvenverlauf nach Zugabe von 100 µM SIN-1 auf die mit DAF-2DA vorbehandelte

Zellmediumssuspension. Aufgrund der langsamen Freisetzungskinetik von SIN-1 ist eine geringe, aber deutlich

erkennbare relative Fluoreszenzzunahme von ca. 6,5 % bei einem Verstärkungsfaktor von 70 % in Form einer

Sättigungskurve erkennbar. Eine Sättigung ist nach ca. 320 Sekunden zur Hälfte erreicht.

Unter Zugabe von MAHMA NONOate mit einer Endkonzentration von 10 µM (Abb. 4.7 (A)) ist eine

Fluoreszenzzunahme um das 1,8-Fache bei einem Verstärkungsfaktor von 35 % zu messen. Bei einer Endkon-

zentration von 50 µ M MAHMA NONOate (Abb. 4.7 (B)) ist eine Fluoreszenzzunahme bei einem Verstär-
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kungsfaktor von 1 % um das Achtfache in Form einer Sättigungskurve zu beobachten. Durch die Verwendung

von unterschiedlichen Verstärkungsfaktoren sind die Kurven A und B jedoch nicht direkt miteinander ver-

gleichbar. Eine Sättigung ist bei beiden Konzentrationen nach ca. 210 Sekunden zur Hälfte erreicht.

In Abbildung 4.7 (C) ist der Basalwert ohne Zugabe von NO-freisetzenden Substanzen dargestellt. Die

dabei statt�ndende Fluoreszenzverminderung um ca. 0,5 % innerhalb von 1250 s ist am ehesten auf das

Ausbleichen des DAF-2T-Fluoreszenzfarbsto�es zurückzuführen. Abb. 4.7 (D) zeigt den Kurvenverlauf nach

Zugabe von 10 mM NaOH Lösung, in dem MAHMA NONOate zur Stabilisierung gelöst ist, in entsprechender

Endkonzentration. Zu Beginn kommt es dabei zu einer Fluoreszenzzunahme von ca. 1,5 %, welche dann durch

Ausbleichen des DAF-2T wieder leicht abfällt.

Für die Berechnung der Fluoreszenzkurven wurden aufgrund der in Abb. 4.7 (C+D) beschriebenen pro-

zentual nur geringen Veränderung gegenüber der Zugabe von NO-Donatoren diese nicht in die Berechnungen

miteinbezogen. Dadurch wird die tatsächliche NO-Freisetzung eher unterschätzt.

Abbildung 4.8: Messung der DAF-2T-Fluoreszenz unter einer Endkonzentration von 10 µM MAH-
MA NONOate und 5µM RR
Die x-Achse beschreibt die Zeit in 5 s-Intervallen. (A) absolute Messwerte der DAF-2T-Fluoreszenz auf einer Skala von 0 bis
250000 und zwei beispielhaften Messungen mit jeweiligem Basalwert; Die durchgezogenen Kurven beschreiben den DAF-2T-
Fluoreszenzanstieg nach Zugabe von 10 µM MAHMA NONOate Endkonzentration bei einem Verstärkungsfaktor von 35 %.
Die gepunkteten Kurven beschreiben den gleichen Versuchsaufbau mit zusätzlicher Zugabe von 5 µM RR. (B) Die Kurve
beschreibt die relative DAF-2T-Fluoreszenz zum Ausgangswert des Standardfehlers des arithmetischen Mittels (n=3) unter
einer Endkonzentration von 10 µM MAHMA NONOate (dunkelgrau) sowie unter Kombination von 10 µM MAHMA NONOate
mit 5 µM RR (hellgrau) bei einem Verstärkungsfaktor von 35 %.

Der Ein�uss von RR auf die Substanz NO selbst wurde anschlieÿend untersucht um auszuschlieÿen, dass

RR die NO-Freisetzung moduliert oder freigesetztes NO inaktiviert. Hierzu wurden Fluoreszenzmessungen

mit DAF-2DA in Anwesenheit von RR und NO durchgeführt. Abb. 4.8 (A) zeigt vier beispielhafte Einzelmes-

sungen mit absoluten Werten bei einem voreingestellten Verstärkungsfaktor von 35 %. Die durchgezogenen

Linien stellen die NO-Freisetzung nach Zugabe von 10 µ M MAHMA NONOate mit zugehörigen Basalwert,

wie zuvor schon beschrieben, dar. Bei den gepunkteten Kurven wurde zusätzlich noch 5 µ M RR zugegeben.

RR führt zu einer Absenkung des Basalwertes und somit auch zu einer Herabsetzung aller Werte einschlieÿ-

lich einer leichten Ab�achung der Sättigungskurve. RR selbst ist eine Rot emittierende Substanz, die das

restliche Lichtspektrum absorbiert. Dies könnte die vorliegende Gesamt�uoreszenzminderung erklären ohne

dass eine Interaktion mit NO selbst vorliegt. Abb. 4.8 (B) zeigt die sich überlappenden Standardfehler des

arithmetischen Mittels der beiden Kurven ohne RR (dunkelgrau) sowie mit RR (hellgrau).

Die Versuche mit SIN-1 wurden bei einem weit höheren Verstärkungsfaktor aufgenommen als die mit

MAHMA NONOate. Folglich wird deutlich weniger NO von SIN-1 als von MAHMA NONOate freigesetzt.

Des weiteren wird die Hälfte der maximalen Fluoreszenz unter SIN-1-Zugabe deutlich später erreicht. Im

Verlauf wurden deshalb unterschiedliche Zeitintervalle und Konzentrationen an NO-Donatoren verwendet,

die diese Unterschiede widerspiegeln.
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4.2.2 TRPA1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung durch den NO-Donator SIN-1

In Abschnitt 4.1.4 konnte ein Zusammenhang zwischen einer Aktivierung des TRPA1-Kanals durch AITC und

einer ERK1/2-Phosphorylierung gezeigt werden. Zum Nachweis einer NO-abhängigen TRPA1-vermittelten

ERK1/2-Phosphorylierung wurden die Versuche mit zwei NO-Donatoren � SIN-1 und MAHMA NONOate �

wiederholt. Es wurden verschiedene Konzentrationen und Zeitintervalle basierend auf der Freisetzungsdyna-

mik beider Substanzen verwendet (siehe Abschnitt 4.2.1).

(a) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantita-
tiver Auswertung des gezeigten Blots

(b) TRPA1-untrans�zierte HEK293-Zellen mit semiquanti-
tativer Auswertung des gezeigten Blots

(c) Semiquantitative Auswertung in
TRPA1-trans�zierten Zellen, n=4;

Abbildung 4.9: Zeitkinetik der ERK1/2-Phosphorylierung unter 100 µM SIN-1
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert (a) oder nativ
belassen (b). Am nächsten Tag wurden sie mit 100 µM SIN-1 in Zeitintervallen von 0, 10, 20, 30, 60, 120 min nach einer
Nacht in serumfreien Medium stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot
mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42). Es wurde jeweils eine
semiquantitative Auswertung der Helligkeiten angegeben. *=p<0,05; **=p<0,01; �=p=0,06;

Abbildung 4.9a zeigt eine deutliche ERK1/2-Phosphorylierung unter Zugabe von 100 µM SIN-1 in TRPA1-

trans�zierten HEK293-Zellen mit einem Maximum zwischen 20 und 30 min. Nach 120 min hat sich das Signal

nahezu vollständig zurückgebildet und ist nicht mehr signi�kant unterschiedlich vom Basalwert (p=0,19, n=4,

Abb. 4.9c). In TRPA1-untrans�zierten Zellen hingegen ist bei gleicher Versuchsanordnung die zuvor nach

30 min beobachtete ERK1/2-Phosphorylierung nicht zu erkennen, dafür eine leichte nach 10 min (Abb. 4.9b).
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(a) Western Blot mit semiquantitativer Auswertung des ge-
zeigten Blots

(b) Semiquantitative
Auswertung in TRPA1-
trans�zierten Zellen

Abbildung 4.10: RR* blockiert eine ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten HEK293-
Zellen unter SIN-1
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat zum Teil mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert, am
nächsten Tag mit 10 µM RR vorbehandelt und 30 min später mit 100 µM SIN-1 für 30 min nach einer Nacht in serumfreien
Medium stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern ge-
gen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); *RR=Rutheniumrot; Eine semiquantitative
Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben. *=p<0,05;

In Analogie zu Abschnitt 4.1.4 wurden die Versuche mit RR auch unter SIN-1-Zugabe, als alternativen

TRPA1-Agonisten zu AITC, wiederholt (Abb. 4.10). In den untrans�zierten Zellen (Bande 2) zeigt sich nach

Zugabe von SIN-1 eine nicht signi�kante Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung (n=4, p=0,16) gegenüber

den unstimulierten Zellen (Bande 1). Ebenso zeigt sich in untrans�zierten HEK293-Zellen (Bande 3) die

bekannt RR-bedingte Absenkung des pERK1/2-Basallevels, was auch für TRPA1-unabhängige E�ekte von

RR in diesen Zellen spricht. Da RR einen unspezi�scher TRP-Kanal-Blocker darstellt, ist dieser E�ekt even-

tuell auf die Blockade anderer TRP-Kanäle zurückzuführen, die durch ihre Kanalö�nung zu einem geringen

pERK1/2-Basallevel führen.

Eine gewisse zytotoxische Wirkung der Transfektion des TRPA1-Kanals sieht man speziell in Abb. 4.10

anhand der Ladekontrollen, welche über die Versuche hinweg jedoch nicht konsistent ist (n=6, p=0,71). Wie

bereits in Abb. 4.9 gezeigt werden konnte, ist hier ebenfalls in TRPA1-trans�zierten Zellen nach SIN-1-Zugabe

eine ausgeprägte ERK1/2-Phosphorylierung zu beobachten (Bande 5), welche sich durch RR auf pERK1/2-

Basalwerte absenken lässt (Bande 6).

Zusammenfassend ist eine TRPA1-abhängige SIN-1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung in Analogie

zur Stimulation mit AITC zu beobachten (siehe Abschnitt 4.1.4). Eine TRPA1-Abhängigkeit zeigt sich durch

die Blockierbarkeit des Signals durch den TRP-Blocker RR.
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4.2.3 TRPA1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung durch den NO-Donator

MAHMA NONOate

Um Strukture�ekte auszuschlieÿen, wurden die Versuche mit einem zweiten zu SIN-1 nicht-strukturverwandten

NO-Donator namens MAHMA NONOate wiederholt (siehe Abb. 3.2). Somit sind unter beiden Substanzen

beobachtete E�ekte sehr wahrscheinlich NO-vermittelt.

(a) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitativer Aus-
wertung des gezeigten Blots

(b) TRPA1-untrans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitati-
ver Auswertung des gezeigten Blots

Abbildung 4.11: p-ERK1/2-Zeitkinetik unter 10 µM MAHMA NONOate (exemplarische Darstellung
mit semiquantitativer Auswertung, n=1)
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert (a) oder
nativ belassen (b). Am nächsten Tag wurden sie mit 10 µM MAHMA NONOate in Zeitintervallen von 0, 2, 5, 10, 15,
20 min nach einer Nacht in serumfreien Medium stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE
und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42). Eine
semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

Abb. 4.11 zeigt die Kinetik der ERK1/2-Phosphorylierung nach Zugabe von 10 µMMAHMA NONOate in

TRPA1-trans�zierten und -untrans�zierten HEK293-Zellen. Dabei kommt es in TRPA1-trans�zierten Zellen

bereits nach 2 min zu einer ERK1/2-Phosphorylierung, die nach 5 und 20 min jeweils andeutungsweise

einen Höhepunkt erreicht (Abb. 4.11a). Die E�ekte sind aber insgesamt eher schwach ausgeprägt und stellen

vermutlich unvollständige E�ekte einer TRPA1-Kanalaktivierung dar .

Abb. 4.11b zeigt den gleichen Versuchsaufbau in TRPA1-untrans�zierten HEK293-Zellen. Hier fällt eine

isolierte ERK1/2-Phosphorylierung nach 5 min auf, welche nach 10 min wieder auf den Basalwert abgesunken

ist. Dieses Ergebnis zeigt, dass es sich bei dem ersten Gipfel in TRPA1-trans�zierten Zellen um einen TRPA1-

unabhängigen E�ekt handeln muss. Ähnliches ist in abgeschwächter Form auch in nativen HEK293-Zellen

unter SIN-1 nach etwa 10 min zu beobachten (Abb. 4.9b)

Nach Verwendung höherer Konzentrationen von NO (50 µ M MAHMA NONOate) zeigt sich in TRPA1-

trans�zierten Zellen eine deutliche ERK1/2-Phosphorylierung mit einem Maximum nach 10 min (Abb. 4.12a).

Die dargestellte Zeitkinetik passt insgesamt zur zuvor gemessenen Freisetzungskinetik von MAHMA NONO-

ate und spiegelt somit im Gegensatz zu dem Versuch mit 10 µ M MAHMA NONOate vermutlich die tat-

sächlichen, TRPA1-vermittelten E�ekte wider. In TRPA1-untrans�zierten Zellen stellt sich die bereits zuvor

beobachtete, isolierte Phosphorylierung nach 5 min in Analogie zu den Versuchen in Abb. 4.11 und 4.12 dar.

Um einen Vergleich der E�ekte von NO auf trans�zierte und untrans�zierte Zellen ziehen zu können,

wurden die Versuche zu den Zeitpunkten 0, 10 und 15 min in trans�zierten und untrans�zierten Zellen

wiederholt (Abb. 4.13). Hierbei zeigt sich, dass in untrans�zierten Zellen zu den Zeitpunkten 10 min und

37



15 min keine relevante NO-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung gegenüber trans�zierten HEK293-Zellen

mehr messbar ist. Somit sind die zuvor in untrans�zierten Zellen beobachteten NO-E�ekte nur sehr gering

ausgeprägt und nehmen keinen relevanten Ein�uss auf die TRPA1-abhängigen Signale im Modellsystem.

Zur Überprüfung einer TRPA1-Abhängigkeit der Befunde, wurde erneut mit dem pan-TRP-Blocker RR

präinkubiert. Auch hier unterbleibt die ERK1/2-Phosphorylierung zu den Zeitpunkten 10 min und 15 min

nach 50 µ M MAHMA NONOate (Abb. 4.14). Somit ist von einer NO-vermittelten TRPA1-abhängigen

ERK1/2-Phosphorylierung auszugehen. Eine leichte Absenkung des Basalwertes unter RR ist wie zuvor be-

schrieben erneut zu beobachten.

Um E�ekte der Trägerlösung von MAHMA NONOate auszuschlieÿen, wurde abschlieÿend noch ein Ver-

such mit der reinen NaOH-haltigen Trägerlösung durchgeführt. Vor allem in trans�zierten HEK293-Zellen

kommt es hierbei zu keiner relevanten ERK1/2-Phosphorylierung (siehe Abb. 4.15).

Zusammenfassend stellt sich das hier vorgestellte HEK293-Modellsystem als geeignet dar, um TRPA1-

abhängige und unabhängige E�ekte zu beobachten.

(a) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitati-
ver Auswertung des gezeigten Blots

(b) TRPA1-untrans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitativer
Auswertung des gezeigten Blots

(c) Semiquantitative
Auswertung in TRPA1-
trans�zierten HEK293-
Zellen, n=3

Abbildung 4.12: Zeitkinetik der ERK1/2-Phosphorylierung durch 50 µ M MAHMA NONOate mit
semiquantitativer Auswertung
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert (a) oder nativ
belassen (b). Am nächsten Tag wurden sie mit 50 µM MAHMA NONOate in Zeitintervallen von 0, 2, 5, 10, 15, 20 min
nach einer Nacht in serumfreien Medium stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und
Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Es wurde
jeweils eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten angegeben. *=p<0,05; �=0,06;
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Abbildung 4.13: ERK1/2-Phosphorylierung durch 50 µ M MAHMA NONOate zu den Zeitpunkten 10
und 15 min (exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1)
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat zum Teil mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert, über
Nacht in serumfreien Medium gehalten und am nächsten Tag mit 50 µM MAHMA NONOate für 10 und 15 min stimuliert. Nach
Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (P-p-44/42)
und ERK1/2 (p-44/42); Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

Abbildung 4.14: RR* blockiert eine ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten HEK293-
Zellen unter MAHMA NONOate (exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1)
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert und am
nächsten Tag mit 5 µM RR für 60 min behandelt und 10 bzw. 15 min vor Versuchsende mit 50 µM MAHMA NONOate nach
einer Nacht in serumfreien Medium stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot
mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); *RR=Rutheniumrot; Eine
semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

Abbildung 4.15: NaOH als Trägerlösung von MAHMA NONOate führt selbst nicht zu einer ERK1/2-
Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen (exemplarische Darstellung mit semiquan-
titativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat zum Teil mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert
und am nächsten Tag nach einer Nacht in serumfreien Medium mit 10 µM NaOH für 0, 5 und 15 min behandelt. Nach Lyse
der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-
44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben. �= jeweils
zur Normierung des Fold Change verwendeter Ausgangswert.
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4.3 Aufklärung NO-TRPA1-vermittelter Signalwege

In den vorangegangenen Versuchen konnte ein Zusammenhang zwischen einer NO-vermittelten TRPA1-

Aktivierung und einer ERK1/2-Phosphorylierung gezeigt werden. ERK1/2 steht am Ende der MAPK-

Kaskade. Diese wiederum kann über verschiedenste andere Signalwege aktiviert werden [274]. Zur Identi-

�zierung möglicher weiterer beteiligter Proteine, welche TRPA1-vermittelt in ERK1/2 münden, wurden im

Folgenden verschiedene Inhibitoren eingesetzt. Das Ausbleiben einer ERK1/2-Phosphorylierung nach Zugabe

eines bestimmten Inhibitors spricht für die Beteiligung des durch den Inhibitor gehemmten Signalmoleküls

am NO/TRPA1/ERK1/2-Signalweg.

4.3.1 Unabhängigkeit der ERK1/2-Phosphorylierung über NO von sGC, cGMP und PKG

NO kann seine E�ekte über zwei zentrale Mechanismen vermitteln. Zum einen beein�usst es Proteine direkt

über eine S-Nitrosylierung von Cysteinen, zum anderen vermittelt es, wie in Abschnitt 1.2 beschrieben, seine

E�ekte über die sGC, welche cGMP herstellt. Das cGMP kann wiederum die PKG oder andere Zielmoleküle

aktivieren. In den vorangegangenen Versuchen wurde gezeigt, dass es zu einer NO-vermittelten TRPA1-ab-

hängigen ERK1/2-Phosphorylierung im HEK293-Modellsystem kommt. Zur Klärung, ob im Fall der NO-ver-

mittelten TRPA1-abhängigen ERK1/2-Phosphorylierung ein sGC-abhängiger Signalweg vorliegt, wurden die

folgenden Experimente angeschlossen.

(a) TRPA1-untrans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitativer
Auswertung des gezeigten Blots

(b) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitativer Aus-
wertung des gezeigten Blots

Abbildung 4.16: ODQ und Rp-8-Br-cGMPS haben keinen E�ekt auf die NO/TRPA1-vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen (exemplarische Darstellung mit
semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat zum Teil mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am
nächsten Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 10 µM ODQ oder 30 µM Rp-8-Br-cGMPS
inkubiert und 30 min vor Lyse mit 100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE
und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42). Eine
semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

H-(1,2,4)oxadiazolo(4,3-a)quinoxalin-1-one (ODQ) ist ein hoch-selektiver irreversibler Inhibitor der sGC

und Rp-8-Br-cGMPS, als Analogon von cGMP, ein Phosphodiesterasenresistenter Inhibitor der cGMP-ab-

hängigen Proteinkinase (PKG). Abbildung 4.16 zeigt zwei Versuche mit jeweils TRPA1-trans�zierten und
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untrans�zierten HEK293-Zellen. Die in Abb. 4.11b und 4.12b beschriebene ERK1/2-Phosphorylierung in

untrans�zierten Zellen stellt sich nach 5-minütiger Inkubation mit dem NO-Donator MAHMA NONOate

erneut dar und ist durch ODQ vollständig blockbar. Der in nativen HEK293-Zellen beobachtete NO-E�ekt

scheint somit auf eine sGC-Aktivierung zurückzuführen zu sein und ist unabhängig vom der Anwesenheit des

TRPA1-Kanals. Unter Rp-8-Br-cGMPS in Kombination mit MAHMA-NONOate scheint es zu einer leichten

Verstärkung der ERK1/2-Phosphorylierung zu kommen. Die Hemmung der PKG scheint also eine NO-ver-

mittelte ERK1/2-Phosphorylierung noch zu begünstigen und ist somit nicht an den beobachteten E�ekten

unmittelbar beteiligt.

In TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen bleibt die starke NO-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung nach

Blockade mit ODQ und Rp-8-Br-cGMPS bestehen, so dass eine relevante Beteiligung dieser beiden Prote-

ine an einer NO/TRPA1-vermittelten ERK1/2-Phosphorylierung nicht vorliegt. Erneut scheint eine Hem-

mung der PKG eine ERK1/2-Phosphorylierung unter der Anwesenheit von NO sogar noch zu begünsti-

gen. Zusammenfassend handelt es sich bei der NO/TRPA1-vermittelten ERK1/2-Phosphorylierung um einen

sGC/cGMP/PKG-unabhängigen Vorgang.

4.3.2 Unabhängigkeit der ERK1/2-Phosphorylierung über NO von Calmodulin, CaMKII,

PI3-Kinase, PKC und PLC

Neben den zuvor beschriebenen am NO/TRPA1/ERK1/2-Signalweg beteiligten Proteinen wurden im Fol-

genden weitere Proteine auf ihre Beteiligung an einem NO/TRPA1/ERK1/2-Signalweg getestet.

(a) W7 und KN93 haben keinen E�ekt auf
die SIN-1/TRPA1-vermittelte ERK1/2-
Phosphorylierung.

(b) 20 µM W7 mit TRPA1-
trans�zierten HEK293-Zellen

(c) 20 µM W7 mit TRPA1-
untrans�zierten HEK293-Zellen

Abbildung 4.17: (a) Der Calmodulin-Inhibitor W7 und der CaMKII-Inhibitor KN93 haben keinen
E�ekt auf die SIN-1/TRPA1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung in HEK293-Zellen. (b)+(c) In
höheren Konzentrationen führt W7 (20 µM) ebenfalls zu einer ERK1/2-Phosphorylierung sowohl in
TRPA1-trans�zierten (b) als auch TRPA1-untrans�zierten (c) HEK293-Zellen (exemplarische Dar-
stellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat zum Teil mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am
nächsten Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 2 µM oder 20 µM W2 oder 10 µM KN93
inkubiert und ggf. 30 min vor Lyse mit 100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-
PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42).
Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde jeweils angegeben.

Unabhängigkeit von Calmodulin und der Calmodulin-abhängigen Proteinkinase II (CaMKII)

Liu et al. konnten zeigen, dass in Lungenkrebszellen gegenüber normalem Lungengewebe erhöhte Calmodulin-
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Level nachweisbar sind und mit einem höherem Tumorstadium zunehmen [147]. Auÿerdem sind Interaktionen

zwischen K-Ras, ein Protein der MAPK-Kaskade, und Calmodulin in Adenokarzinomen der Lunge beschrie-

ben worden [147]. Auch für Verwandte des TRPA1-Kanals, wie z. B. dem TRPC1-Kanal oder den TRPC6-

Kanal, ist die Fähigkeit zur Interaktionen mit Calmodulin bekannt [20, 53]. Lang nach der experimentellen

Fertigstellung dieser Arbeit konnte auch eine Interaktion des TRPA1-Kanals mit einem CaMKII-abhängigen

Signalweg in Kardiomyozyten gezeigt werden [6]. Vor diesem Hintergrund wurde eine mögliche Beteiligung

am NO/TRPA1-vermittelten ERK1/2-Signals mittels Inhibition durch W7, einem Calmodulin-Inhibitor und

KN93, einem CaMKII-Inhibitor untersucht.

In Abbildung 4.17a & 4.17b zeigen beide Inhibitoren keinen E�ekt auf die ERK1/2-Phosphorylierung nach

Stimulation TRPA1-trans�zierter HEK293-Zellen. In höheren Konzentrationen führt W7 im Gegenteil zu

einer ERK1/2-Phosphorylierung unabhängig vom Transfektionsstatus (Abb. 4.17c). Somit ist die Beteiligung

dieser beiden Proteine im gesuchten Signalweg unwahrscheinlich.

Unabhängigkeit von der Phosphoinositid-3-Kinase (PI3-Kinase)

Bereits 1998 konnte in mehreren SCLC-Zelllinien eine dauerhaft aktivierte PI3-Kinase nachgewiesen werden,

welche in diesen Zellen Proliferation begünstigt [173]. Ebenso zeigte aus Patienten mit SCLC gewonnenes

Tumorgewebe in 36 % aller Fälle eine PI3-Kinase-Überexpression [260]. Zur Bewertung einer Beteiligung der

PI3-Kinase am untersuchten Signalweg wurden deshalb die beiden PI3-Kinase-Inhibitoren LY-294002 und

Wortmannin, welche sehr breit auf alle PI3-Kinase-Isoformen wirken, verwendet. In TRPA1-trans�zierten

HEK293-Zellen führte LY-294002 zu keiner signi�kanten Inhibition der NO/TRPA1-vermittelten ERK1/2-

Phosphorylierung. Für Wortmannin, zeigte sich jedoch eine Verringerung der ERK1/2-Phosphorylierung nach

Stimulation (siehe Abb. 4.18a). Ursächlich könnte hierfür die unter Wortmannin zu beobachtende starke Ab-

lösung der adherenten HEK293-Zellen sein. Diese könnte Zeichen einer verminderten Vitalität und somit

auch verminderten Reaktionsfähigkeit auf SIN-1 darstellen. Im Analogie berichten von Maulik et al. von

einer reduzierten Lebensfähigkeit und verminderten Proliferation von SCLC-Zellen (H69) nach Gabe des

PI3-Kinase-Inhibitors LY-294002 [157]. Da LY-294002 in den vorliegenden Experimenten keine signi�kanten

E�ekte vermittelt und Wortmannin zu einer deutlichen Veränderung der Zellmorphologie führt, ist der be-

obachtete E�ekt in Bande 6 vermutlich nicht in Zusammenhang mit einer isolierten PI3-Kinase-Inhibition

in trans�zierten HEK293-Zellen zu sehen, sondern mehr mit einer zytotoxischen Wirkung von Wortmannin.

Zusammenfassend ist eine Beteiligung der PI3-Kinase am gesuchten Signalweg eher unwahrscheinlich.

Unabhängigkeit von der Proteinkinase C (PKC)

In SCLC konnte gezeigt werden, dass eine Aktivierung von PKCs durch neurosekretorische Peptidhormone

zu einer vermehrten Proliferation und Aktivierung von ERK1/2 führt [230]. Deshalb wurde der kompetitive

PKC-Inhibitor Bisindolylmaleimide (BIM) ebenfalls auf TRPA1-trans�zierte NO-stimulierte HEK293-Zellen

gegeben.

In den vorliegenden Experimenten zeigt sich keine verminderte ERK1/2-Phosphorylierung, was eine maÿ-

gebliche Beteiligung der PKC im gesuchten Signalweg ausschlieÿt (siehe Abb. 4.19a). Zum Beweis der Funkti-

onstüchtigkeit und Wahl der richtigen Konzentration wurde ergänzend ein Versuch mit Phorbol-12-myristat-

13-acetat (PMA), einem PKC-aktivierenden Diacylglycerol-Analogon durchgeführt. Wie zu erwarten lässt sich

eine PMA-induzierte, PKC-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung durch BIM hemmen (siehe Abb. 4.19b).

Unabhängigkeit von der Phospholipase C (PLC)

Beekman et al. zeigte, dass die Inhibition der PLC in SCLC zu einem reduzierten Wachstum führt und

dass eine über GPCR (hier: Acetylcholin-Rezeptoren) vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung über die PLC
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(a) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitativer
Auswertung des gezeigten Blots

(b) Semiquantitative Auswertung, n=4

Abbildung 4.18: Keine Inhibition der SIN-1-induzierten ERK1/2-Phosphorylierung durch die PI3-K-
Inhibitoren LY-294002 und Wortmannin in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen.
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am nächsten
Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 10 µM LY-294002 oder 10 µM Wortmannin inkubiert
und 30 min vor Lyse mit 100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und
Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Es wurde
jeweils eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten angegeben. *=p<0,05;

vermittelt wird [21]. Für den Bradykinin-Rezeptor, ebenfalls ein GPCR, konnte gezeigt werden, dass eine

Aktivierung des letzteren zu einer PLC-abhängigen Sensitivierung des TRPA1-Kanals führt [270]. Ebenso

wurde bereits für andere Mitglieder der TRP-Familie eine Abhängigkeit von der PLC beschrieben [64]. So ist

also eine Relevanz der PLC auch im gesuchten Signalweg möglich.

Zur Untersuchung einer Abhängigkeit des Signalweges von der PLC wurde der unspezi�sche PLC-Blocker

U73122 verwendet. Im vorliegenden Experiment zeigt dieser keinen E�ekt auf die TRPA1/NO-vermittel-

te ERK1/2-Phosphorylierung, sodass eine Beteiligung der PLC an diesem Signalweg unwahrscheinlich ist

(siehe Abb. 4.20). Ob dennoch eine der TRPA1-Kanal-Aktivierung vorgeschaltete Interaktion zwischen dem

TPRA1-Kanal und der PLC vorliegt, ist durch die Versuchsanordnung nicht zu beurteilen, jedoch auch nicht

Teil der engeren Fragestellung. Nebenbefundlich sieht man einen leichten zuvor schon beschriebenen Anstieg

der p-ERK1/2-Level in trans�zierten HEK293-Zellen gegenüber untrans�zierten, welcher jedoch nicht über

die Versuche hinweg reproduzierbar ist (p=0,71; n=6).
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(a) BIM hat keinen E�ekt auf die SIN-1/TRPA1-ver-
mittelte ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�-
zierten HEK293-Zellen. DMSO ist die Trägerlösung von
BIM.

(b) Eine durch PMA induzierte PKC-vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung lässt sich durch BIM unter-
binden.

Abbildung 4.19: (a) Der PKC-Inhibitor BIM hat keinen E�ekt auf die SIN-1/TRPA1-vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen, (b) ist aber in der Lage den PKC-
Aktivator PMA zu blockieren (exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am nächsten
Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für (a) 60 min mit 1 µM BIM inkubiert und 30 min vor Lyse mit
100 µM SIN-1 stimuliert oder (b) 40 min mit 1 µM BIM inkubiert und 5 min und 10 min vor Lyse mit 10 µM PMA stimuliert.
Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere
Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

(a) U73122 hat keinen E�ekt auf die SIN-1/TRPA1-vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung.

(b) Bande 6-9 aus (a)

Abbildung 4.20: Der PLC-Inhibitor U73122 hat keinen E�ekt auf die SIN-1/TRPA1-vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen. Abbildung (b) stellt Bande 6-9
aus (a) erneut entwickelt dar (exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat zum Teil mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am
nächsten Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 5 µM U73122 inkubiert und 30 min vor Lyse mit
100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern
gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Eine semiquantitative Auswertung der
Helligkeiten wurde angegeben. �= jeweils zur Normierung des Fold Change verwendeter Ausgangswert.
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4.3.3 Identi�zierung einer Pyk2/Src-Abhängigkeit

Als Transaktivierung wird im engeren Sinne das Übersprechen zwischen zwei Rezeptoren wie z. B. den GPCR

und Rezeptor-Tyrosinkinase-Signalwegen bezeichnet. Für den Histaminrezeptor, einen GPCR, konnte z. B.

gezeigt werden, dass er die Emp�ndung von Juckreiz in neuronalen Zellen über den TRPV1-Kanal vermit-

telt. Ähnliches konnte auch für den EGFR und dem TRPC3-Kanal gezeigt werden [232, 268]. Der EGF-

Rezeptor (engl.: epithelial growth factor) und der PDGF-Rezeptor (engl.: platelet derived growth factor)

gehören zu den Tyrosinkinase-Rezeptoren. Die Aktivierung des EGF-Rezeptors durch EGF führt u.a. zu

einer starken ERK1/2-Phosphorylierung und EGF-Rezeptor-Mutationen �nden sich in 15 % aller NSCLC in

Europa [207, 286]. Unter der Annahme einer möglichen Transaktivierung zwischen dem EGF-Rezeptor bzw.

dem PDGF-Rezeptor und dem TRPA1-Kanal wurden die folgenden Versuche durchgeführt.

Abbildung 4.21: Der EGF-Rez.-Antagonist AG1478 hat keinen E�ekt auf die NO/TRPA1-vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung, wohingegen der unspezi�sche Tyrosinkinaseinhibitor AG17 eine ERK1/2-
Phosphorylierung unterbindet (exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am nächsten
Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 100 nM AG1478 oder 10 nM AG17 inkubiert und 30 min
vor Lyse mit 100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot
mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Eine semiquantitative
Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

(a) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit semiquantitativer
Auswertung des gezeigten Blots

(b) Semiquantitative Auswer-
tung, n=3

Abbildung 4.22: Der Pyk2-Inhibitor PF-431396 führt zu einer Hemmung der NO/TRPA1-vermittelten
ERK1/2-Phosphorylierung wohingegen der PDGF-Inhibitor AG1296 eine ERK1/2-Phosphorylierung
nicht unterbindet.
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am nächsten
Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 1 µM PF431396 oder 1 µM AG1296 inkubiert und
30 min vor Lyse mit 100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot
mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Es wurde jeweils eine
semiquantitative Auswertung der Helligkeiten angegeben. *=p<0,05; **=p<0,01
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Nach Zugabe von AG1478, einem spezi�schen EGF-Rezeptor-Antagonisten lässt sich die SIN-1 induzierte

ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-trans�zierten Zellen nicht unterbinden (Abb. 4.21). Somit ist von kei-

ner Transaktivierung zwischen EGF-Rezeptoren und TRPA1-Kanälen auszugehen. Unter einer 30 minütigen

Vorinkubation mit AG17, einem unspezi�schen Tyrosinkinaseinhibitor, ist jedoch eine deutliche Inhibition

der ERK1/2-Phosphoylierung sichtbar. Unter der Hypothese, dass dieser E�ekt auf die Inhibition einer Ty-

rosinkinase-Aktivität zurückgeht, wurde nun mit einem weiteren Tyrosinkinaseinhibitor behandelt. Unter

AG1217, einem PDGF-Rezeptor-Antagonisten, zeigte sich jedoch keine Inhibition (Abb. 4.22).

AG17 ist in der Literatur nicht nur als unspezi�scher Tyrosinkinaseinhibitor bekannt, sondern auch als

Pyk2-Inhibitor [188]. Sollte der beobachtete E�ekt durch AG17 auf eine Pyk2-Inhibition zurückgehen, sollte

er durch einen spezi�schen Pyk2-Inhibitor reproduzierbar sein. Wie Abbildung 4.22 zeigt, konnte mithilfe

des Pyk2-Inhibitor PF-431396 das Ergebnis mit AG17 (Abb. 4.21) wiederholt werden. Folglich ist für eine

NO-vermittelte TRPA1-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung Pyk2 notwendig. Hinweise auf eine Beteiligung

von EGFR und PDGFR am NO/TRPA1/ERK1/2-Signalweg ergaben sich nicht.

(a) TRPA1-trans�zierte HEK293-Zellen mit se-
miquantitativer Auswertung des gezeigten Blots

(b) Semiquantitative Aus-
wertung, n=4

Abbildung 4.23: Der Src-Kinase-Inhibitor PP2 unterbindet eine NO/TRPA1-vermittelte ERK1/2-
Phosphorylierung in HERK293-Zellen
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am nächsten
Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 60 min mit 10 µM PP2 inkubiert und 30 min vor Lyse mit
100 µM SIN-1 stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern
gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Es wurde jeweils eine semiquantitative
Auswertung der Helligkeiten angegeben. *=p<0,05; **=p<0,01

Des Weiteren ist eine Interaktion von Pyk2 mit Src-Kinasen bekannt, über welche eine ERK1/2-Phos-

phorylierung vermittelt werden könnte [224]. Nach Zugabe von PP2, einem Src-Kinase-Inhibitor zeigt sich in

TRPA1-trans�zierten Zellen ein Basale�ekt des Inhibitors (Abb. 4.23). Ebenfalls zeigt sich eine signi�kante

Inhibition der ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation mit SIN-1. Hierbei ist die Inhibition so stark, dass

wieder die basalen ERK1/2-Phosphorylierungslevel erreicht werden. Somit scheinen auch Src-Kinasen eine

essentielle Rolle in diesem Signalweg zu spielen.

Zusammenfassend konnte die Beteiligung von Rezeptor-Tyrosinkinasen ausgeschlossen werden. Dafür zeig-

te sich eine Beteiligung der beiden Proteine Src und Pyk2 an der NO/TRPA1-vermittelten ERK1/2-Phos-

phorylierung. Den somit identi�zierten Signalweg, könnte man sich wie folgt vorstellen (siehe Abb. 4.24).

Ausgeschlossene mögliche Signalwege wurden hierbei in grau dargestellt.
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Abbildung 4.24: Angenommener, schematischer Aufbau einer NO/TRPA1-vermittelten Src/Pyk2-ab-
hängigen ERK1/2-Phosphorylierung. Signalwege, deren Beteiligung weniger wahrscheinlich ist, sind
in grau dargestellt. Grüne Kreise symbolisieren Calcium-Ionen, rote Kreise NO.

Dass eine mögliche Verallgemeinerbarkeit der hier vorliegenden Ergebnisse bezüglich des TRPA1-Ak-

tivators vorliegt, zeigt Abb. 4.25. Auch unter Stimulation mit AITC ist eine ERK1/2-Phosphorylierung

zu beobachten. Diese ist ebenso wie unter NO durch den zuvor verwendeten Pyk2-Inhibitor und den Src-

Kinasen-Inhibitor blockierbar. Der neu identi�zierte Signalweg scheint also vor allem von der Aktivierung

des TRPA1-Kanals abhängig zu sein.

Abbildung 4.25: Der Pyk2-Inhibitor PF-431396 und der Src-Kinase-Inhibitor PP2 führen jeweils zu ei-
ner Hemmung der AITC/TRPA1-vermittelten ERK1/2-Phosphorylierung (exemplarische Darstellung
mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
HEK293-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat mit 1 µg hTRPA1-Plasmid mittels PromoFectin trans�ziert. Am nächsten
Tag wurden sie nach einer Nacht in serumfreien Medium für 35 min mit 1 µM PF43139660 min oder mit 10 µM PP2 inkubiert und
5 min vor Lyse mit 30 µM AITC stimuliert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung mittels SDS-PAGE und Immunoblot
mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden p-44/42); Eine semiquantitative
Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.
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4.4 Übertragung in ein endogenes Expressionsmodell

Zur Validierung des im Modellsystem neu identi�zierten Signalweges, wurde ein Versuch in H69-Zellen � einer

small cell lung cancer Zellreihe (SCLC) � wiederholt. H69-Zellen besitzen endogen exprimierte TRPA1-

Kanäle, wie in unserer Arbeitsgruppe gezeigt werden konnte [221]. In Abbildung 4.26 ist eine Zeitkinetik

mit SIN-1 dargestellt, welche vergleichbar mit der Zeitkinetik in TRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen ist.

Insbesondere ist analog eine deutliche ERK1/2-Phosphorylierung nach 30 min zu erkennen, welche nach

120 min wieder vergangen ist. Als Kontrolle einer positiven ERK1/2-Phosphorylierung wurde hier ergänzend

eine Stimulation mit FCS durchgeführt, welche, wie erwartet, zu einer starken ERK1/2-Phosphorylierung

führt.

Abbildung 4.26: Nach SIN-1-Stimulation in H69-Zellen zeigt sich eine deutliche ERK1/2-Phosphory-
lierung nach 30 min (exemplarische Darstellung mit semiquantitativer Auswertung, n=1).
H69-Zellen wurden einen Tag nach ihrer Aussaat in serumfreien Medium inkubiert. Am nächsten Tag wurden sie für 5 min,
10 min, 30 min und 120 min mit 100 µM SIN-1 und 10 min mit 10 % FCS inkubiert. Nach Lyse der Zellen erfolgte die Auswertung
mittels SDS-PAGE und Immunoblot mit Antikörpern gegen p-ERK1/2 (obere Banden P-p-44/42) und ERK1/2 (untere Banden
p-44/42). Eine semiquantitative Auswertung der Helligkeiten wurde angegeben.

Die Ergebnisse sprechen klar für ein physiologisches Korrelat der in dieser Arbeit beschriebenen Ergebnisse

und unterstreichen die Validität des HEK293-TRPA1-Zellmodellsystems. In weitergehenden Untersuchungen,

die nicht mehr Gegenstand dieser Dissertation waren, konnte von Dr. Thomas R. Büch und Dr. Eva A. M.

Schäfer gezeigt werden, dass sich die durchgeführten Ergebnisse auch in der den TRPA1-Kanal endogen

exprimierenden, nicht-neuronalen Lungen-Zelllinie A549 reproduzieren lieÿen (siehe [37] & Abb. 5.2).

4.5 Etablierung einer stabilen hTRPA1-HEK293-Zelllinie

Mit Abschluss der Arbeit gelang die Etablierung eines stabilen Überexpressionssystems des hTRPA1-Kanals

in HEK293-Zellen (Verfahren siehe 3.3). Grundlage war die gleichzeitige Transfektion eines Zeocin-Resistenz-

Plasmids und eines hTRPA1-tragenden Plasmids (siehe Abschnitt 3.3). Die Zellen tragen auch nach mehreren

Passagen stabil den TRPA1-Kanal, was sich sowohl �uoreszenzmikroskopisch als auch auf RNA- und Prote-

inlevel nachweisen lieÿ (Büch et al., persönliche Mitteilung, unpublizierte Daten).
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5 Diskussion

NO stellt, wie ausführlich in Abschnitt 1.2 dargestellt, einen relevanten Ein�ussfaktor auf die Aggressivität von

Lungentumoren dar. In der vorliegenden Arbeit konnte nun im Rahmen eines TRPA1-Überexpressionsmodells

gezeigt werden, dass NO den TRPA1-Kanal aktivieren kann und konsekutiv eine potentiell wachstumsför-

dernde Signalkaskade anspricht. Die gleichen Zusammenhänge konnten in der SCLC-Zelllinie H69 beobachtet

werden. Somit könnte der TRPA1-Kanal nachhaltig zur Unterhaltung eines Tumorgeschehens beitragen.

5.1 Stärken und Schwächen eines HEK293-TRPA1-Überexpressionsmodells

Für die vorliegende Arbeit wurde ein hTRPA1-Überexpressionsmodell generiert und für weitere Untersu-

chungen genutzt. Der Einsatz eines Überexpressionssystem ermöglicht die grundlegende Untersuchung von

Signaltransduktionsvorgängen, die im endogenen System aufgrund geringer Expressionslevel oft maskiert

werden und sich hierdurch einer Untersuchung entziehen. In dieser Arbeit wurden HEK293-Zellen als Ex-

pressionssystem gewählt, die endogen keine TRPA1-Kanäle exprimieren und unter basalen Bedingungen nur

eine geringe p-ERK1/2 Aktivierung aufweisen. Somit stellen HEK293-Zellen ein ideales Zellmodell für die

vorliegende Fragestellung dar.

Im Hinblick auf die Untersuchung endogener TRPA1-Funktionen in Neuronen, aber auch in small cell

lung cancer -Zellen (SCLC), denen ein neuroendokriner Ursprung zugeschrieben wird, scheinen sich HEK293-

Zellen besonders gut zu eignen, da sie auch neuronale Marker tragen. HEK293-Zellen wurden bei ihrer

Etablierung mit dem humanen Adenovirus Typ 5 trans�ziert. Für diese Transfektion wurden nur DNA-

Schnittfragmente (sog. sheared fragments) verwendet, um eine Zelllyse durch den humanpathogenen Virus

zu vermeiden. In den HEK293-Zellen blieb hiervon der linke �Arm� des Adenovirusgenomes in deren DNA

integriert. Weiterführende Analysen durch Shaw et al. konnten zeigen, dass dies in Ad5-HEK293-Zellen zur

Expression neuronaler Zellmuster führt. Unter anderem konnten die vier groÿen Neuro�lamentuntereinheiten

in HEK293-Zellen nachgewiesen werden [91, 231]. Auf Basis dieser Verö�entlichungen scheinen HEK293-

Zellen eine nähere Verwandtschaft zu neuronalen Zellen zu besitzen als ihr Name bisher vermuten lässt und

weisen so eine deutliche Ähnlichkeit zu der oben genannten endogenen neuro-endokrinen Zelllinie eines SCLC

auf. Dies macht sie zu einem idealen sowohl neuronalen als auch nicht-neuronalen Modellsystem.

Die grundsätzliche Übertragbarkeit der Ergebnisse auf die (patho-) physiologische, endogene Situation

zeigt der Versuch zu Abb. 4.26 in SCLC-Zellen, welche endogene TRPA1-Kanäle tragen. SCLC-Zellen sind

neuroendokrine Lungentumore und stammen vermutlich aus dem Neuroektoderm, aus dem sich auch Nerven-

zellen entwickeln [141]. So erscheint vor obigen Hintergrund die Wahl der HEK293-Zellen sehr passend. In den

Versuchen mit SCLC-Zellen zeigt sich in Analogie zum HEK293-Modellsystem nach Zugabe des NO-Donators

SIN-1 eine ERK1/2-Phosphorylierung mit vergleichbarer Zeitkinetik, so dass eine Übertragbarkeit gegeben

zu sein scheint. Weitere Versuche mit SCLC waren nicht mehr Teil dieser Arbeit, jedoch konnte Dr. Eva Anna

Maria Schäfer im Rahmen ihrer Dissertation an unserem Institut in der endogen TRPA1-Kanal-tragenden

SCLC-Zelllinie H146 auch die in dieser Arbeit beschriebene Src-Kinase-Abhängigkeit des TRPA1/ERK1/2-

Signalweges nachweisen (siehe Abb. 5.1) [221]. Dies unterstreicht die Validität des entwickelten Zellmodels.

Des Weiteren gibt es aber auch Hinweise, dass sich das hier vorliegende HEK293-TRPA1-Überexpressions-

modell auch auf nicht-neuronale Bereiche ausweiten lässt. Mukhopadhyay et al. führten 2011 den Nachweis

von TRPA1-Kanälen in einer nicht-neuronalen humanen Alveolarepithelzelllinie der Lunge (A549-Zelllinie,

Adenokarzinom der Lunge) [177]. Unsere Arbeitsgruppe konnte experimentell in eben dieser Lungenkarzinom-

zellreihe, den A549-Zellen, zeigen, dass sich die in dieser Arbeit nachgewiesenen Zusammenhänge ebenfalls

in A549-Zellen reproduzieren lassen (Abb. 5.2, Kongressbeitrag [24]). Auch in A549-Zellen �ndet sich eine
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Abbildung 5.1: Inhibition der AITC/TRPA1-vermittelten ERK1/2-Phosphorylierung durch den Src-
Inhibitor PP2 in der SCLC-Zelllinie H146; aus [221]
TRPA1-positive H146-Zellen wurden mit dem TRPA1-Agonisten AITC behandelt. Hierbei zeigt sich eine ERK1/2-
Phosphorylierung, welche extrazellulär vorhandenes Calcium voraussetzt, und sich durch den Src-Inhibitor PP2 blockieren lässt.

TRPA1-abhängige NO-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung, welche sich durch Src-Kinase- und Pyk2-In-

hibitoren unterdrücken lässt, so dass es sich bei dem entdeckten Signalweg nicht um einen ausschlieÿlich

Neuronen-spezi�schen TRPA1-vermittelten Signalweg handelt. Gestützt wird dies noch von Wang et al., wel-

che in A549-Zellen ebenfalls eine Src-abhängige ERK1/2-Phosphorylierung nachweisen konnten [269]. Aus

diesem Grund werden die im Modellsystem erhaltenen Ergebnisse im Folgenden für beide Lungentumorenti-

täten diskutiert.

Abbildung 5.2: ERK1/2-Phosphorylierung in TRPA1-tragenden A549-Zellen nach Zugabe von SIN-1,
welche sich durch den Pyk2-Inhibitor PF-431396, dem Src-Inhibitor PP2 und dem Pan-TRP-Blocker
Rutheniumrot (RR) blockieren lässt; aus [24]

In Hinblick auf das Modellsystem und seine Aussagekraft muss kritisch angemerkt werden, dass bei den

durchgeführten Experimenten in den untrans�zierten HEK293-Zellen keine mock-Transfektion durchgeführt

wurde. Hierbei handelt es sich um eine Transfektion ohne Kanal/GFP, mit der ein möglicher Ein�uss durch

das verwendete Transfektionsreagenz sicher ausgeschlossen werden kann. Aus der Gesamtheit der Ergebnisse

ergibt sich aber kein Verdacht, dass das Transfektionsreagenz eine gröÿere Ein�ussgröÿe darstellen könnte.

Als Weiteres muss eingeschränkt werden, dass einige Western Blots nur einmal durchgeführt wurden, wenn

sich im Rahmen des Screenings kein Verdacht ergab, dass die verwendete Substanz Ein�uss auf den gesuchten

NO/TRPA1-abhängigen Signalweg nimmt.
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5.2 Funktioneller Nachweis des TRPA1-Kanals in trans�zierten HEK293-Zellen

Der Nachweis eines funktionstüchtigen TRPA1-Kanals in HEK293-Zellen wurde über mehrere Verfahren

erbracht. Ein erster indirekter Nachweis wurde mittels Fluoreszenznachweis des GFPs geführt, welches Teil

des trans�zierten TRPA1-tragenden Plasmids ist und co-exprimiert wird. Eine di�us über die Zellen verteilte

Fluoreszenz des GFP lieÿ sich in einem Groÿteil der Zellen nachweisen, so dass wegen der Co-Expression von

GFP und dem TRPA1-Kanal auch die Expression des TRPA1-Kanalprotein postuliert werden kann. Ähnliche

Nachweisverfahren einer erfolgreichen Transfektion wurden auch in anderen Arbeiten geführt [182, 159]. Die

tatsächliche Anzahl trans�zierter Zellen wird hierbei meist unterschätzt, da erst ab einer bestimmten Expres-

sionsmenge von GFP eine Fluoreszenz nach Anregung mittels Laser sichtbar wird.

Das Protein konnte mit Hilfe des Western Blot-Verfahrens detektiert werden. Hierbei zeigte sich im er-

warteten Bereich von 120-130 kDa eine Bande ausschlieÿlich in trans�zierten HEK293-Zellen. Darüber er-

scheint noch eine zweite Bande von ca. 150 kDa, welche in Atoyan et al. 2009 und Dai et al. 2007 nicht

zu beobachten ist [8, 61]. Im Gegensatz hierzu beschreiben Che et al. 2007 eine weitere 150 kDa-Bande

in hTRPA1-trans�zierten A8-P5-Zellen [47]. Bei der zusätzlichen Bande könnte es sich um eine Form der

posttranslationellen Proteinmodi�kation handeln. Ähnliche Doppelbanden wurden auch bereits für andere

Kanäle wie dem TRPM4 beschrieben [148]. Gegen eine Proteinmodi�kation spricht, dass Nagata et al. 2005

von einer 150 kDa schwereren, zweiten Bande in mTRPA1-trans�zierten HEK293-Zellen berichten, welche

nach Zugabe von Harnsto� verschwindet. Die Autoren mutmaÿen, dass �TRPA1 eine abnorme Beweglichkeit

in Standard-SDS-PAGE-Gelen� haben könnte [183]. Eine erst 2016 von Egan et al. publizierte Arbeit zeigt

jedoch, dass es sich in HEK293-Zellen tatsächlich um eine N-Gykosylierung handelt, welche auch funktionelle

Relevanz bezüglich der Dosis-Wirkungs-Kurven von TRPA1-Agonisten hat [71].

Für den Nachweis eines funktionell aktiven Kanals wurde AITC, einer der potentesten und am besten

charakterisiertesten Agonisten, in üblicher Dosierung auf die Zellen gegeben [163, 47]. Hierauf konnte eine

Phosphorylierung von ERK1/2, Vertreter der MAPK-Familie, wie vorbeschrieben, gezeigt werden, was für

einen funktionell aktiven Kanal spricht [221]. Dies konnte sowohl für den humanen als auch den murinen

TRPA1-Kanal in dieser Arbeit demonstriert werden. Auch konnte diese Aktivierung mit dem TRP-Blocker

Rutheniumrot wieder unterbunden werden, so dass es sich bei der Phosphorylierung um einen TRP-vermittel-

ten Prozess handelt [206, 263]. Einzuwenden ist, dass Rutheniumrot kein spezi�scher TRPA1-Blocker ist und

auch potentiell zytotoxisch wirken kann. Neuere Antagonisten wie AP18, HC030031 oder A-967079 würden

die Ergebnisse hier weiter stützen können [205, 72, 161].

Beim Vergleich von TRPA1-trans�zierten mit untrans�zierten HEK293-Zellen lässt sich vor allem bei

mit dem mTRPA1-Kanal trans�zierten Zellen eine leichte Anhebung des p-ERK1/2-Basallevels beobachten.

Der TRPA1-Kanal ist bereits im unstimulierten Zustand leicht geö�net, so dass ein geringer Ionen�uss mög-

lich ist [266]. Die erhöhten p-ERK1/2-Level könnten bei starker Expression des Kanals auf diesem geringen

Ionen�uss beruhen. So zeigt sich auch bei Karashima et al. nach Transfektion von TRPA1-Kanälen ein erhöh-

tes intrazelluläres Calcium [121]. Ebenfalls führt eine Behandlung mit Rutheniumrot, einem wasserlöslichen

polykationischen Farbsto� und TRP-Blocker, zu einer Absenkung des p-ERK1/2-Levels auf das untrans�zier-

te Basalniveau, da Rutheniumrot die Kanalpore vollständig durch Einlagerung in die Pore blockieren kann

[240, 85]. Über die Versuche hinweg lässt sich die vermehrte ERK1/2-Phosphorylierung jedoch nicht statis-

tisch signi�kant reproduzieren und scheint Ausdruck einer variierenden Expressionsmenge des TRPA1-Kanals

zu sein.
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5.3 Ein�uss der NO Freisetzung auf die ERK1/2-Phosphorylierungsdynamik

Da NO eng mit einer Lungentumorgenese assoziiert ist (siehe Abschnitt 1.2), wurde, nach dem Nachweis
von funktionell exprimierten TRPA1-Kanälen in HEK293-Zellen, NO als endogener Agonist für die wei-
teren Experimente verwendet. Um Strukture�ekte durch den Agonisten selbst auszuschlieÿen, wurden zwei
NO-freisetzende Substanzen mit verschiedenem molekularen Aufbau verwendet. Zunächst wurde die Freisetz-
ungsgeschwindigkeit von NO durch die beiden Substanzen SIN-1 und MAHMA NONOate mittels DAF2T-
Messung getestet. Shirai et al. und Bohn et al. konnten eine ähnliche NO-Freisetzungskinetik wie in dieser
Arbeit für SIN-1 unter Anwesenheit von Sauersto� darstellen [234, 34]. Homer et al. zeigten für MAHMA NO-
NOate sogar eine noch kürzere Freisetzungs-Halbwertszeit von nur 1,3 min statt 3,5 min. Diese Unterschiede
könnten durch die bei den vorliegenden Experimenten vermutlich höher gelegenen pH-Werte und eine somit
langsamere Freisetzung von NO aus MAHMA NONOate zu erklären sein [105]. Blachier et al. konnten zei-
gen, dass gerade die Zugabe von MAHMA NONOate zu einer extrem starken, schnellen, fast vollständigen
NO-Freisetzung führt. So bestimmten sie für 100 µM eine Nitrit-Produktion von 103,8 µM (±12,6), was die
frühe, bereits nach 2 min beginnende ERK1/2-Phosphorylierung in den vorliegenden Ergebnissen erklären
könnte [31].

Insgesamt zeigte sich eine signi�kant schnellere und stärkere Freisetzung von NO durch 10 µM und

50 µM MAHMA NONOate als durch 100 µM SIN-1. Die NO-Menge, nicht aber die Geschwindigkeit, war

hierbei dosisabhängig. In Analogie zur NO-Freisetzung zeigte sich unter MAHMA NONOate ebenfalls eine

schnellere und stärkere TRPA1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung in den Zellen passend zur Freisetz-

ungskinetik. Versuche mit NaOH, der Trägerreagenz von MAHMA NONOate, zeigten, dass NaOH keinen

Ein�uss auf die Versuche nimmt. Da SIN-1 in Wasser gelöst war, waren diesbezüglich keine weiteren Versuche

nötig.

Die vorliegende Arbeit zeigt klar, das der TRPA1-Kanal durch NO aktiviert werden kann. Eine funktionelle

Aktivierung von TRPA1-Kanälen durch NO mittels S-Nitrosylierung ist anzunehmen [249, 169]. Wie in den

Versuchen mit AITC ist auch hier eine ERK1/2-Phosphorylierung zu beobachten, welche sich kongruent zur

NO-Freisetzungsdynamik der verschiedenen NO-Donatoren verhält und nur in TRPA1-trans�zierten Zellen

auftritt. Ebenso ist eine Blockade der ERK1/2-Phosphorylierung durch Rutheniumrot induzierbar. Somit

handelt es sich hier um eine NO-abhängige TRPA1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung in HEK293-Zellen.

5.4 Guanylylcyclase-unabhängige Sticksto�monoxid E�ekte

Wie eingangs beschrieben kann NO seine E�ekte klassischerweise über die lösliche Guanylylcyclase (sGC)

vermitteln, welche über die Synthese von cGMP weitere Proteine wie die PKG aktiviert [180]. Es konnte

gezeigt werden, dass diese für die beobachtete NO-abhängige TRPA1-vermittelte ERK1/2-Phosphorylierung

nicht relevant ist und dass auch weitere Proteine wie die PKG nicht involviert sind.

Ein denkbarer Mechanismus über NO/cGMP/PKG wäre eine Aktivierung des Kanals über eine Phospho-

rylierung durch die PKG. Ähnliches konnte bei dem verwandten TRPC1-Kanal in glatter Gefäÿwandmus-

kulatur gezeigt werden. Hier kommt es über NO/cGMP/PKG zu einer direkten TRPC1-Phosphorylierung

durch die PKG, die eine Hyperpolarisation der Muskulatur verhindert [294]. Eine ähnliche Regulation über

NO konnte auch für TRPC6-Kanäle gezeigt werden [250]. Da dies ausgeschlossen werden konnte, ist es wahr-

scheinlicher, dass die vorliegende Kanalaktivierung über eine direkte S-Nitrosylierung des Kanals erfolgt

[249].

Nebenbefundlich zeigten native HEK293-Zellen eine kurzzeitige NO/cGMP/PKG-abhängige ERK1/2-

Phosphorylierung. Im Rahmen der Experimente konnte aber eine relevante Beein�ussung der zuvor gezeigten

TRPA1-abhängigen Ergebnisse ausgeschlossen werden.
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5.5 Mögliche Beteiligung des neu identi�zierten TRPA1-abhängigen Signalwe-

ges an der Lungentumorgenese

In der vorliegenden Arbeit konnte eine NO/TRPA1- abhängige ERK1/2-Phosphorylierung im Modell gezeigt

werden, welche sich durch Rutheniumrot, einem TRP-Blocker, unterbinden lässt. Die Inhibition von Src-

Kinasen und Pyk2 unterband ebenfalls diese ERK1/2-Phosphorylierung vollständig, so dass diese beiden

Proteine einen essentiellen Beitrag zu diesem Signalweg leisten. Im Weiteren soll dieser neue TRPA1-ab-

hängige Signalweg und seine mögliche Bedeutung in vivo sowohl im SCLC als auch im NSCLC diskutiert

werden.

5.5.1 Relevanz von TRPA1-Kanälen in Lungentumoren

Nach der Fertigstellung des experimentellen Teils dieser Arbeit wurden weitere Arbeiten zur Expression des

TRPA1-Kanals auf Lungentumorzellen verö�entlicht. In diesem Abschnitt soll ein kurzer Überblick über

den derzeitigen Wissensstand gegeben werden. Mittlerweile ist bekannt, dass sich im Vergleich zu normalem

Lungengewebe bei Adenokarzinomen eine 3,5-fach und in Plattenepithelkarzinomen eine 7,8-fach erhöhte

Expression des TRPA1-Kanals �ndet [197]. Bei SCLC ist die Expression sogar nochmal deutlich höher (siehe

Abb. 5.3). Unsere Arbeitsgruppe konnte als erste und bisher einzige eine funktionelle Expression des TRPA1-

Kanals auf SCLC-Zelllinien nachweisen. Hierbei war der TRPA1-Kanal sowohl in 5 von 6 Zelllinien als auch

in Gewebeproben von SCLC-Patienten exprimiert [221]. Ebenso konnte unsere Arbeitsgruppe zeigen, dass die

Anwesenheit stimulierter TRPA1-Kanäle sich positiv auf das Wachstum von SCLC auswirkt [221]. Ähnliches

konnte die Gruppe um Gang-Jun Du auch anschaulich in einem Mausmodell für Lungenkrebs darlegen. Hier

zeigen v.a. Lungentumore, welche den TRPA1- und TRPM8-Kanal gemeinsam exprimieren, ein besonders

invasives Wachstum.

Abbildung 5.3: Expression des TRPA1-Kanals in Gewebeproben von Personen mit gesunden Lungen
und Patienten mit NSCLC und SCLC; aus [221]

Für die Ursachen, die zu einer vermehrten Expression von TRPA1-Kanälen auf Lungentumoren führen,

lassen sich mehrere Hypothesen generieren. Zum einen wurde mittlerweile ein Zusammenhang zwischen Ta-

bakrauch und der TRPA1-Expression hergestellt. Der TRPA1-Kanal stellt einen Sensor für potentiell schäd-

liche und irritierende Sto�e dar, welche u.a. auch volatil und damit inhalierbar sind (siehe Abschnitt 1.3.2).

Gerade Zigarettenrauch beinhaltet einige Bestandteile, wie z. B. Crotonaldehyde, Acrolein oder � wie in dieser

Arbeit gezeigt � NO, welche den TRPA1-Kanal aktivieren können [5]. Gleichzeitig stellt das Rauchen den
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Hauptrisikofaktor für die Entwicklung von Lungentumoren dar. Nie et al. konnten für die Adenokarzinom-

zellreihe A549 zeigen, dass die Exposition dieser Zellen mit Zigarettenrauch zu einer deutlichen Erhöhung

der TRPA1-Expressionslevels führt [190]. Aufgrund der zuvor genannten Punkte erscheint es wahrscheinlich,

dass Zigarettenrauch auch in vivo zu einer erhöhten TRPA1-Expression in der Lunge führt.

Mittlerweile liefert die Literatur mehrere Ansätze wie Zigarettenrauch zu einer erhöhten TRPA1-Expression

führen könnte. Eine Substanz des Zigarettenrauches � das Nikotin � könnte hierfür unmittelbar ursächlich

sein. Nikotin fördert innerhalb von Lungenzellen die Bildung des Hypoxia-Inducible-Factor-1α (HIF-1α). Wie

der Name bereits sagt, ist die Bildung von HIF-1α eine Reaktion auf Hypoxie, welche oft gerade im Inneren

von schnell wachsenden Tumoren herrscht, da oft das zusätzliche Wachstum von Gefäÿen dem Gesamttu-

morwachstum hinterherhinkt. Interessanterweise besitzt das TRPA1-kodierende Gen mehrere Promotoren

� unter anderem auch einen mit einer Bindungsstelle namens Hypoxia Response Element, an das HIF-1α

binden kann [98]. Hatano et al. konnten zeigen, dass HIF-1α die Expression des TRPA1-Kanals induzieren

kann [98]. Nikotin wiederum ist in der Lage über die Bindung an nikotinerge Acetylcholinrezeptoren auf A549-

Zellen zu einer HIF-1α-Expression und somit womöglich zu einer HIF-1α-abhängigen TRPA1-Expression zu

führen [295]. Interessanterweise ist Nikotin gleichzeitig selbst ein TRPA1-Agonist [251] wie auch andere Be-

standteile des Zigarettenrauches [5]. Somit führt Zigarettenrauch möglicherweise über Nikotin sowohl zu einer

Zunahme der TRPA1-Expression in NSCLC als auch zu einer TRPA1-Kanal-Aktivierung. Hierdurch könnte

ein Tumorwachstum bei rauchenden Lungenkrebspatienten kontinuierlich befeuert werden. Das könnte er-

klären, warum Patienten mit Lungenkrebs von einer Beendigung des Rauchens auch nach Diagnosestellung

prognostisch pro�tieren [198].

Eine weitere Hypothese ist, dass die vermehrte Anwesenheit von TRPA1-Kanälen durch Il-1α induziert

wird. Sowohl in menschlichem Lungengewebe von Rauchern als auch im provozierten Sputum ist eine vermehr-

te Expression von Il-1α-kodierender mRNA beziehungsweise vermehrt Il-1α im Vergleich zu Nichtrauchern

messbar [200]. Für Adenokarzinome, die zu den NSCLC zählen, konnte gezeigt werden, dass die Anwesen-

heit von Il-1α eine vermehrte Translokation von TRPA1-Kanälen in der Adenokarzinomzellreihe A549-Zellen

an die Zellober�äche bewirkt und so eine vermehrte Responsivität der Zellen auf TRPA1-Agonisten för-

dern könnte [248]. Als Quelle für Il-1α könnte man plasmazytoide dendritische Zellen vermuten, die sich

in NSCLC-Tumorgeweben vermehrt und pathologisch verändert ansammeln und viele pro-in�ammatorische

Zytokine wie Il-1α produzieren [237]. Mehrere Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Mäusetracheae und Hams-

terlungen auf eine Zigarettenrauchexposition mit einer Proteinextravasion im Sinne einer in�ammatorischen

Gewebsreaktion als auch einer Freisetzung von Entzündungsmediatoren wie Calcitonin Gene�Related Pep-

tide und Substanz P reagieren, sofern der TRPA1-Kanal vorhanden ist [125, 5]. Möglicherweise könnte es

bei dieser pro-in�ammatorischen Reaktion auf Zigarettenrauch auch zu einer Il-1α-Ausschüttung kommen,

so dass das Rauchen hierüber ebenfalls eine dauerhafte TRPA1-Kanal-Expression unterhält. Erwähnens-

wert ist auch, dass die oben genannte Il-1α-induzierte Translokation von TRPA1-Kanälen ERK1/2-abhängig

ist, so dass man mutmaÿen könnte, dass die in dieser Arbeit beschriebene ERK1/2-Phosphorylierung nach

TRPA1-Aktivierung auch zu einer Verstärkung des eigenen Signals beitragen könnte [248]. Neben plasmazy-

toiden dendritischen Zellen, könnten auch Makrophagen eine Il-1α-Quelle darstellen, da im Tierversuch diese

ebenfalls nach längerer Zigarettenrauchexposition eine vermehrte Il-1α-Expression aufweisen [175].

Woher die starke o. g. TRPA1-Kanal-Expression in SCLC herrührt, ist bisher nicht näher untersucht

worden. Ein möglicher Mechanismus könnte, wie zuvor beschrieben, Hypoxie sein. Wie bereits erwähnt ist

Hypoxie häu�g in soliden, schnell wachsenden Tumoren wie dem SCLC vorzu�nden und wird meist noch be-

günstigt von oft begleitenden Lungenerkrankungen wie COPD in dieser Patientengruppe oder die Obstruktion

von Lungenarealen durch den Tumor. Eine Hypoxie zieht meist eine konsekutive HIF-1α-Expression in betrof-

fenen Zellen nach sich [179]. So weisen auch 49 - 61 % aller SCLC-Tumor eine deutliche HIF-1α-Expression
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auf [144, 151]. SCLC-Tumore, welche HIF-1α-positiv sind, gehen mit einem aggressiveren Tumorwachstum,

mehr Metastasen, einem fortgeschrittenerem Tumorstadium und Chemotherapie-Resistenz einher [214]. Auch

weisen Patienten mit SCLC-Tumoren, die HIF-1α exprimieren, gegenüber Patienten mit HIF-1α-negativen

SCLC-Tumoren eine deutlich verkürzte Überlebenszeit sowie ein 39,2-fach erhöhtes Risiko früh zu versterben

auf (durchschnittlich 102 Tage vs. 311 Tage nach Diagnosestellung) [151, 144]. Wie bereits oben beschrieben,

kann HIF-1α eine TRPA1-Kanal-Expression induzieren [98]. Interessanterweise ist eine Parallelität in der

HIF-1α- und TRPA1-Expression in Lungengeweben zu beobachten. So exprimieren gesundes Lungengewebe,

Adenokarzinome, Plattenepithelkarzinome und SCLC jeweils kaum, mäÿig, viel und sehr viel HIF-1α- und

TRPA1-Kanäle [214, 221, 197]. Jedoch gab es hierzu noch keine vergleichenden Studien. Man kann nur vermu-

ten, dass aufgrund der oben beschriebenen Promotorregion des TRPA1-Kanal-Gens eine HIF-1α-Expression

auch zu einer verstärkten TRPA1-Expression führt und somit vor allem die aggressiveren (HIF-1α-positiven)

Tumore TRPA1-Kanäle tragen. Ob nun die Aggressivität des SCLC auf der Expression von TRPA1-Kanälen

beruht oder auf der durch weitere von HIF-1α-induzierte Genprodukte wie z. B. VEGF, lässt sich derzeit nicht

abschlieÿend sagen [179]. Die Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe mit SCLC und TRPA1-Kanälen legen

zumindest einen zusätzlichen Wachstumsvorteil von SCLC-Zellen mit aktivierten TRPA1-Kanälen nahe [221].

5.5.2 TRPA1-Kanäle und ERK1/2

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine TRPA1-Kanalaktivierung zu einer ERK1/2-Phos-

phorylierung im Modellsystem führt. Auch im Übertrag auf ein endogen TRPA1-exprimierendes Zellsystem,

der Zellreihe H69, welche aus SCLC-Zellen kultiviert wurde, lässt sich diese ERK1/2-Phosphorylierung nach

TRPA1-Kanalaktivierung nachweisen. Der TRPA1-Kanal stellt hierbei jedoch nicht den einzigen TRP-Kanal

dar, der zu einer ERK1/2-Phosphorylierung führen kann. Für den TRPC6-Kanal, dessen Mutation, wie in

der Einleitung erwähnt, zur FSGS führen kann, ist hierzu ebenfalls in der Lage [53]. Ebenso konnte dies für

den TRPV1-Kanal beschrieben werden [290].

Die Versuche mit den SCLC-Zellen und die konsekutive ERK1/2-Phosphorylierung könnte auch in vivo

eine Relevanz besitzen, da in den meisten SCLC-Zellen eine sehr starke TRPA1-Kanalexpression vorhanden

ist [221]. Gleichzeitig konnte unsere Arbeitsgruppe auch für die NSCLC-Zellreihe A549, die ebenfalls TRPA1-

Kanäle exprimiert, eine ERK1/2-Phosphorylierung nach Zugabe eines TRPA1-Agonisten beobachten, weshalb

im folgenden die mögliche Relevanz einer ERK1/2-Phosphorylierung allgemein in Lungentumoren beleuchtet

werden soll.

Bezüglich ERK1/2 müssen NSCLC und SCLC di�erenziert betrachtet werden, da hier ERK1/2 zum Teil

verschiedene Rollen bzw. nach aktuellem Kenntnisstand einen unterschiedlichen Stellenwert einnimmt. In

NSCLC-Zellen sind häu�g Mutationen in der MAPK-Signalkaskade oberhalb von ERK1/2 zu �nden, die

in der Folge zu einer ERK1/2-Aktivierung führen. So liegt in 15 % aller NSCLC zum Beispiel eine EGF-

Rezeptor-Mutation (eine Rezeptor-Tyrosinkinase) oder in 30 % der Fälle eine K-Ras-Mutation vor. Somit

führen beide zu einer ERK1/2-Aktivierung (siehe Abb. 5.4) [44] . Hierhingegen sind in SCLC-Zellen quasi

nie Mutationen in diesen Signalwegen zu �nden [167, 265].

SCLC und ERK1/2-Phosphorylierung In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass eine TRPA1-

Kanalaktivierung zu einer ERK1/2-Phosphorylierung in der SCLC-Zelllinie H69 führt. Ebenso konnte dies für

die SCLC-Zelllinie H146 gezeigt werden [221]. Dies ist vor dem Hintergrund, dass in SCLC-Zellen im Grunde

keine Mutationen im Bereich der MAPK-Kaskade gefunden wurden, ein überraschender Befund [167, 265].

Vielmehr wäre zu erwarten, dass wachstumsrelevante Signalwege bevorzugt Mutationen erwerben, die zu einer

dauerhaften Aktivierung dieses Signalweges führen. Jedoch führt eine Aktivierung der MAPK-Kaskase z. B.

durch eine Überexpression von Raf-1, sogar zu einem Wachstumsarrest in SCLC [212]. Vielleicht deswegen
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Abbildung 5.4: Aufteilung der NSCLC-Tumore nach Histologie sowie darin häu�g auftretender Mu-
tationen, Translokationen und Veränderungen in der Kopienanzahl; aus [44] Stand: 2014

�ndet sich auch in 80 % der Fälle eine Deletion auf Chromosom 3, die meistens Raf-1 einschlieÿt und so zu

einem Verlust der heterozygoten Raf-1 Expression führt [93].

Obwohl dies auf den ersten Blick somit eine Relevanz der hier im Modell gezeigten, TRPA1-abhängigen

ERK1/2-Phosphorylierung in Frage stellen könnte, gibt es auch Befunde, die eine Aktivierung der MAPK-

Kaskade und ihre Relevanz in SCLC-Zellen zeigen: SCLC-Zellen, die sich wie neuroendokrine Zellen verhalten,

reagieren auf eine Stimulation mit neuroendokrinen Botensto�en wie Galanin, Neurotensin, Gastrin-Releasing

Peptide, Bradykinin, Oxytocin, Bombesin und Vasopressin mit einer ERK1/2-Phosphorylierung, die die Pro-

liferation von SCLC anregt [230, 202, 215, 141, 62, 100]. Es konnte gezeigt werden, dass SCLC-Zellen diese

Neuropeptide einerseits selbst bilden und andererseits, weil sie auch Rezeptoren hierfür tragen, dass sie auch

wieder von diesen Neuropeptiden stimuliert werden können. Deshalb wird hier auch ein auto- und parakriner

Wachstumsreiz durch Neuropeptide bei SCLC-Zellen angenommen [100]. Folglich scheint gerade im Kon-

text von neuroendokrin-vermitteltem Wachstum von SCLC-Zellen der MAPK-Kaskade eine zentrale Rolle

zuzukommen.

Dass ein ERK1/2-abhängiger Wachstumsreiz bei gleichzeitiger Raf-1-Deletion, welcher sich somit auf die

MAPK-Kaskade und ERK1/2 auswirkt, kein Widerspruch sein muss, legen Park et al. anschaulich dar. In

der Tumorbiologie wird ERK1/2 vornehmlich mit malignem Wachstum in Verbindung gebracht und deshalb

werden z. B. Ras und Raf als (Proto-) Onkogene bezeichnet. Folglich würde man erwarten, dass die Einbrin-

gung eines mutierten, dauerhaft aktivierten Onkogens zu einer Entartung einer bisher gesunden Zelle führt.

Die von Park, Newbold und Serrano beschriebenen Zusammenhänge zeigen, dass in gesunden Zellen genau

das Gegenteil der Fall ist. So führte die Überexpression von aktiviertem Ras-1 in gesunden Zellen zu keiner

malignen Transformation, sondern zu einem Wachstumsarrest [196, 189, 228]. Dies könnte eine Art Schutz-

mechanismus sein, um eine Entartung bisher gesunder Zellen zu verhindern. Da Mutationen regelmäÿig in

allen Körperzellen vorkommen, sind solche Mechanismen in jeder Zelle nötig, um eine mutationsbedingte

Entartung zu verhindern. Als Antwort auf eine überaktivierte MAPK-Kaskade werden in gesunden Zellen
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vermehrt Tumorsuppressoren hochreguliert [228]. Allem voran sind hier das Tumorsuppressorgen p53 und Rb

(Retinoblastom-Protein) zu nennen, welche in nahezu allen SCLC-Zellen inaktiviert sind [273, 277], denn erst

die Inaktivierung dieser Tumorsuppressorgene kann den ERK1/2-induzierten Wachstumsarrest durchbrechen

und eine Entartung der Zelle ermöglichen [196]. Gerade neuroendokrine Tumore wie SCLC-Zellen und Phäo-

chromozytome scheinen zu einem bestimmten Teil noch diesen Schutzmechanismus gegen Entartung, nämlich

den ERK1/2-induzieren Wachstumsarrest, zu beherrschen [261]. So führt z. B. eine Überexpression von p53

zur Apoptose von SCLC-Zellen und eine Ras-Überaktivierung in Phäochromozytoma zur Ausdi�erenzierung

und Wachstumsarrest [1, 261]. Deshalb erscheint hier eine Reduktion der möglichen Gesamt-Raf-1-Menge

durch Deletion des Raf-1-tragendenden Chromosomenarms als auch die Inaktivierung von Arrest-fördernden

Proteinen wie p53 und Rb in SCLC als sinnvoll [93, 277]. Hierdurch ist möglicherweise das für neuroen-

dokrine Zellen nötige, neuropeptid-vermittelte Wachstum über eine ERK1/2-Aktivierung möglich ohne die

kritischen zu einem Zellarrest führenden hohen ERK1/2-Level zu erreichen. Der TRPA1-Kanal könnte so-

mit ähnlich wie Neuropeptide zu dieser ausgewogenen leicht erhöhten, proliferationsfördernden ERK1/2-

Phosphorylierung beitragen. Dass eine TRPA1-Kanal-Aktivierung in SCLC-Zellen wachstumsfördernd ist,

konnten Schäfer et al. zeigen [221].

Das Neuropeptid-induzierte Wachstum in SCLC-Zellen wird über GPCR vermittelt [219]. Hierbei spielt

Calcium eine zentrale Rolle, über das verschiedene Signalwege in SCLC-Zellen angestoÿen werden [215].

GPCR können jedoch als reine Rezeptoren selbst kein Calcium in die Zelle hineinlassen und benötigen hierzu

Calcium-gängige Kanäle oder interne Calciumspeicher. Roelle et al. konnten zeigen, dass das Calcium unter

anderem in SCLC-Zellen von extrazellulär stammt und relevant für das Wachstum dieser Zellen ist. Denkbar

in diesem Zusammenhang wäre, dass der Calciumeinstrom über TRPA1-Kanäle erfolgt, da dieser die selben

nachgeschalteten Signalmoleküle wie bei Roelle et al. anspricht, wie im vorliegenden Zellmodell als auch durch

Schäfer et al. in SCLC-Zellen gezeigt werden konnte [215, 221]. Auch die vermehrte Expression von TRPA1-

Kanälen führt bereits zu einer erhöhten intrazellulären Calciumkonzentration und könnte hierüber proliferativ

wirken [121]. Somit könnten die TRPA1-Kanäle möglicherweise unterstützend beim neuropeptid-vermittelten

Wachstum sein.

Wie bereits zuvor erwähnt, sind TRPA1-Kanäle bereits im unstimulierten Zustand leicht geö�net, so dass

es hierdurch zu einem geringen Calcium�uss kommt. Auch dieser könnte gerade bei der ausgeprägten Expres-

sion des TRPA1-Kanals auf SCLC-Zellen das Wachstum durch eine leichte Anhebung der phosphorylierten

ERK1/2-Basallevel positiv fördern (siehe Abschnitt 5.2 & 5.5.1) und eine Aktivierung des TRPA1-Kanals

das Wachstum ähnlich wie nach Neuropeptidstimulation verstärken.

Relevanz einer ERK1/2-Phosphorylierung in der pulmonalen Adenokarzinom-Zellreihe A549

und anderen NSCLC-Zelllinien Wie eingangs erwähnt, stellt die MAPK-Kaskade einen wichtigenWachs-

tumsfaktor für Adenokarzinome dar (Abb. 5.4) [44]. So ist z. B. die Zellmigration und damit die Tumorinvasi-

vität deutlich verringert in NSCLC-Zellreihen, wenn ERK1/2 inhibiert wird [289]. Auch in Zelllinien, die v.a.

über eine Mutation verfügen, die die MAPK-Kaskade aktiviert, wie z. B. eine MET-Mutation, stellt sich die

Inhibition von MEK, welche für die Phosphorylierung von ERK1/2 verantwortlich ist, als wachstumshem-

mend dar [51]. Mittlerweile wurden viele Substanzen entwickelt, die entweder Mitglieder der MAPK-Kaskade

oder vorgeschaltete Rezeptor-Tyrosinkinasen, die ihre E�ekte meist über eine ERK1/2-Phosphorylierung ver-

mitteln, inhibieren. Diese Substanzen konnten bereits deutliche Erfolge in der Therapie des Adenokarzinoms

verbuchen [94]. Zum Teil stellten sich diese Therapieansätze erfolgreicher als die gängigen Chemotherapien

dar [94]. Jedoch ist hierbei auf das Vorliegen einer passenden Mutation zu achten, da diese Therapeutika

im Sinne einer targeted therapy, also einer gezielten Krebstherapie, nicht generell auf alle Adenokarzinome

gleichermaÿen e�ektiv wirken [94].
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Ob eine Inhibition des TRPA1-Kanals auf NSCLC-Tumoren zu einer reduzierten Proliferation führt, ist

unklar. Nach unserem Wissen gibt es keine Studien, die eine Untersuchung eines direkten Zusammenhangs

zwischen dem Wachstum von A549-Zellen und dem TRPA1-Kanal bisher unternommen hätten. Jedoch ist

denkbar, dass eine Reduzierung der TRPA1-vermittelten ERK1/2-Phosphorylierung in Tumoren, in denen

keine z. B. Ras-Mutation vorliegt, erfolgversprechend sein könnte. Eventuell könnten gerade Raucher oder Pa-

tienten mit in�ammatorischen Lungenerkrankungen, also Patienten, die TRPA1-Kanal-Agonisten ausgesetzt

sind und keine intrinsische mutationsbedingte ERK1/2-Aktivierung besitzen, hier einen zusätzlichen Vorteil

haben.

Der TRPA1-Kanal und die ERK1/2-Aktivierung in Neuronen Dass der TRPA1-Kanal in

SCLC-Zellen zu einer ERK1/2-Phosphorylierung führt ist gut vereinbar vor dem Hintergrund der weiteren

Expression dieses Kanals im Körper. So ist der TRPA1-Kanal stark auf nozizeptiven und chemosensorischen

Neuronen exprimiert. Gerade im Kontext mit Neuronen konnte bereits ein Zusammenhang zwischen dem

TRPA1-Kanal und einer ERK1/2-Phosphorylierung demonstriert werden. So konnte in Spinalganglienzellen

(DRG) gezeigt werden, dass eine Behandlung mit Senföl (AITC) als auch Kälte, zwei typischen TRPA1-

Aktivatoren, zu einer ERK1/2-Phosphorylierung in DRG-Neuronen führt [65] (siehe auch [66]). Ähnliches

konnte auch im Bereich des akuten viszeralen Schmerzes in gastralen DRG-Zellen gezeigt werden. In diesen

Zellen konnte eine durch eine Magendehnung induzierte ERK1/2-Phosphorylierung nachgewiesen werden,

welche sich spezi�sch sowohl durch ein TRPA1-Antisense-Oligodeoxynucleotid als auch durch den hochpo-

tenten TRPA1-Blocker HC-030031 unterbinden lässt [132, 131].

(a) ERK1/2-Phosphorylierung (p-
ERK1/2) im Rückenmark im Be-
reich des Hinterstrangs nach Li-
gation des Nervus ischiadicus. Die
Ratten wurden hierfür 2 Tage nach
Nervendurchtrennung untersucht.
Der L5 Bereich des Rückenmarks
wurde für eine Immunohistochemie
mit p-ERK1/2-Antikörpern behan-
delt; aus [115]

(b) Immunhistochemische Fär-
bung des lumbalen Rückenmar-
kes von Ratten zeigt eine positive
Immunoreaktivität für TRPA1 im
Bereich des Hinterstrangs. aus [3]

Abbildung 5.5: Verteilungsmuster von p-ERK1/2 nach Nervendurchtrennung und TRPA1-Kanälen im
lumbalen Rückenmark

Der TRPA1-Kanal ist ein essentieller Bestandteil bei der Entwicklung von mechanischer Hypersensitivität

unter anderem nach Nervenligation [72, 60]. Exemplarisch für eine ERK1/2-Phosphorylierung nach externen

Reiz zeigt Abb 5.5a das Rückenmark nach Ligation des Nerves L5 mit einer deutlichen Immunoreaktivität auf

p-ERK1/2. Die TRPA1-Kanäle sind im Rückenmark in den selben Regionen nachweisbar (Abb. 5.5b). Viele

Versuche zu chronischen Schmerzen werden oft im Tiermodell mit TRPA1-Aktivatoren durchgeführt. Die

darau�olgende chronischen Anpassungsreaktion im Sinne eines Schmerzgedächtnisses sind ebenfalls mit einer

ERK1/2-Phosphorylierung vergesellschaftet (weiterführende Literatur siehe: [70, 58, 115, 32, 203, 247]). Somit
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gibt es bereits aus der Schmerzforschung viele Hinweise, dass eine TRPA1-Aktivierung zu einer ERK1/2-

Phosphorylierung führt, so dass es sehr wahrscheinlich ist, dass der hier in HEK293-Zellen nachgewiesene

Signalweg ein physiologischen Korrelat hat und sich nicht rein auf das hier dargestellte Modellsystem und

Lungentumorzellen beschränkt.

5.5.3 Src-Kinasen und Pyk2 in Lungentumorzellen

Diese Arbeit beschreibt zum ersten Mal einen Zusammenhang zwischen dem TRPA1-Kanal und den Kina-

sen Src und Pyk2. Hierbei führte im hTRPA1-HEK293-Zellmodell eine TRPA1-Kanalaktivierung zu einer

ERK1/2-Phosphorylierung als Folge einer Aktivierung der Src-Kinase und der Kinase Pyk2. Im Folgenden soll

sowohl ein möglicher Mechanismus als auch eine potentielle Relevanz im Rahmen eines endogenen Zellmodells

beleuchtet werden.

Möglicher Mechanismus einer Src/Pyk2-abhängigen ERK1/2-Phosphorylierung Für die zel-

luläre Src-Kinase als auch die Kinase Pyk2 konnte gezeigt werden, dass sie Bestandteil der TRPA1-abhängigen

ERK1/2-Phosphorylierung im vorliegenden Modellsystem sind. Die zelluläre Src-Kinase ist ein Prototyp der

Nicht-Rezeptor-Tyrosinkinase-Familie, welche als Signalüberträger verschiedenster membrangebundener Re-

zeptoren fungiert [140]. Tyrosinkinasen wie focal adhesion kinase (FAK), zu denen auch Pyk2 (engl.: proline

rich tyrosine kinase) gehört, sind bekannte Substrate von Src-Kinasen. Pyk2 ist ebenfalls eine Nicht-Rezep-

tor-Tyrosinkinase und wird vornehmlich im zentralen Nervensystem exprimiert. Sie ist aber auch in anderen

Geweben beschrieben worden [27, 52, 33]. Pyk2 zeichnet sich gegenüber anderen Mitgliedern seiner Fami-

lie aus, dass es durch Calcium aktiviert werden kann [158]. Ein Mechanismus, der Src/Pyk2 mit ERK1/2

verknüpft, wird wie folgt angenommen: Die Aktivierung eines Src-Pyk2-Komplexes � im Sinne einer gegen-

seitigen Phosphorylierung � ermöglicht die Bindung von Grb2 (engl.: growth factor receptor-bound protein 2 )

über seine SH2-Domäne an die phosphorylierten Tyrosine von Pyk2. Grb2 kann wiederum im Komplex mit

SOS (engl.: son of sevenless) vorliegen, einem GTP-Austauschfaktor, der die Bildung von Ras-GTP indu-

ziert. Ras-GTP ist hierbei die aktive Form des G-Proteins Ras, welches Teil der MAPK-Kaskade ist und

in eine ERK1/2-Phosphorylierung mündet [224, 223, 33, 225]. Inwiefern der vorliegende Mechanismus über

Grb2/SOS an einer TRPA1-abhängigen Src/Pyk2-Phosphorylierung beteiligt ist, ist bisher noch nicht näher

untersucht worden und Gegenstand zukünftiger Forschung.

Pyk2 wird klassischerweise als Ausgangspunkt für die weitere Aktivierung von Signalwegen beschrieben,

welche Zellproliferation, -wanderung und -überleben kontrollieren [199]. Ähnliches wurde ebenfalls für Src-

Kinasen und ERK1/2 beschrieben [291, 140, 63]. Eine TRPA1-vermittelte Src/Pyk2/ERK1/2-Aktivierung

könnte also relevant in Zellwachstum und Zellmigration bzw. Tumormetastasierung sein.

SCLC-Zellen Normales Lungengewebe weist nur einen geringen Anteil an Src und phosphorylierten

Src-Kinasen auf [218]. Hierhingegen ist Src in SCLC-Zellen exprimiert und aktiviert [164]. Roelle et al.

konnten zeigen, dass die Kinasen Src und Pyk2 eine relevante Rolle beim neuropeptid-vermittelten Wachstum

von SCLC-Zellen spielen [215]. Eine Herabregulierung von Src und Pyk2 führte in SCLC-Zellen zu einer

deutlich verminderten Proliferation und reduzierten Leveln an phosphoryliertem ERK1/2, was sich mit den

Ergebnissen des HEK293-Zellmodels deckt [215]. Auch Maulik et al. konnten eine neuropeptid-vermittel-

te Pyk2-Phosphorylierung zeigen [158]. Eine Herabregulierung von Pyk2 führte zu einer reduzierten Akt-

Phosphorylierung und in der Kombination mit Amrubicin, einem Chemotherapeutikum aus der Familie der

Anthracycline, zu einem vermindertem Wachstum von SCLC-Zellen [259]. Ebenso konnte der in dieser Arbeit

gezeigte Zusammenhang von Src und ERK1/2 durch Schäfer et al. in SCLC-Zellen nachgewiesen werden [221].
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Basierend auf den wachstumshemmenden in vitro Versuchen, wurden klinische Studien mit Src-Kinase-In-

hibitoren wie Dasatinib und Saracatinib durchgeführt. Leider zeigte die alleinige Therapie mit diesen Substan-

zen weder ein verlängertes progressionsfreies Überleben noch ein verlängertes Gesamtüberleben [165, 170].

Somit hat sich die alleinige Src-Inhibition nicht als sinnvoll herausgestellt. Ursächlich für das Therapiever-

sagen könnte sein, dass in den Experimenten von Roelle et al. die Herabregulierung von Src und Pyk2 nur

zu einer verminderten Proliferation der Zellen führte. Die Arbeitsgruppe um Roelle konnte aber gleichzeitig

zeigen, dass es zu keiner vermehrten Apoptose dieser Zellen kam [215]. Dass die alleinige Gabe von Src-In-

hibitoren also keinen E�ekt in SCLC-Patienten zeigte, erscheint unter diesem Aspekt nicht verwunderlich,

da hierdurch kein Absterben induziert wird, wie man es von der Wirkung anderer Substanzen auf NSCLC-

Zellen kennt. Deshalb könnte man weiterhin postulieren, dass Src und Pyk2 als wachstumsrelevant gelten

könnten. Möglicherweise würde die Kombination eines Src-Inhibitors zur Unterbindung weiteren Wachstums

in Kombination mit einer zytotoxischen oder apoptoseinduzierenden Substanz vielversprechendere klinische

Ergebnisse in der Zukunft liefern.

NSCLC Src-Kinasen sind in NSCLC exprimiert und vermehrt aktiviert [160, 155]. Ihre Inhibition führt

in den meisten NSCLC-Zelllinien zur Apoptose und einer reduzierten Zellmigration und somit zu einer gerin-

geren Metastasierung [117, 291, 142, 269]. Die im vorliegenden HEK293-Zellmodell postulierte Src-abhängige

ERK1/2-Phosphorylierung konnte unsere Arbeitsgruppe in der NSCLC-Zelllinie A549 ebenfalls zeigen. Diese

Beobachtung deckt sich auch mit den Befunden weiterer Arbeitsgruppen [117, 269, 291].

Wie zuvor erwähnt, liegen in NSCLC häu�g Mutationen des EGFR oder von ALK (engl.: anaplastic

lymphoma kinase), zwei Rezeptor-Tyrosinkinasen, vor (siehe Abb. 5.4). Für beide sind auf demMarkt mehrere

Inhibitoren entwickelt worden, welche sich bereits in klinischer Anwendung be�nden. Als Beispiele sind hier

Erlotinib, Afatinib, Ge�tinib und Osimertinib als EGFR-Inhibitoren und Alectinib, Crizotinib und Ceritinib

als ALK-Inhibitoren zu nennen [94]. Eine targeted therapy mit diesen Substanzen hat sich bei vorliegender

Mutation als z. T. e�ektiver als die klassische Chemotherapie herausgestellt. Zum Beispiel führt Erlotinib bei

europäischen Patienten mit NSCLC und bekannter EGFR-Mutation zu einem verlängertem progressionsfreien

Überleben von 9,7 Monaten gegenüber der Therapie mit einer Platin-basierten Chemotherapie (5,2 Monate).

Auch die (partielle) Ansprechrate auf die Therapie lag mit 56 % bei Erlotinib deutlich höher als mit 15 %

bei Chemotherapie [217]. Jedoch kommt es unter diesen Therapien im Verlauf häu�g zu einer Resistenz

gegen die Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren innerhalb von 9-12 Monaten nach Therapiebeginn [227, 217,

94]. Die häu�gste Resistenz bei EGFR-Inhibitoren ist in 50 % der Fälle die Miss-Sense Mutation T790M

des EGFR [243]. Alternativ ist als Resistenzmechanismus auch eine sogenannte epithelial to mesenchymal

transition (EMT) oder eine Progression zu einem SCLC möglich, welche beide mit einem aggressiveren und

invasiveren Phänotyp einhergehen [243, 229].

Auf molekularer Ebene konnten mehrere Arbeitsgruppen zeigen, dass die Resistenzbildung gegen Rezep-

tor-Tyrosinkinaseinhibitoren jeweils mit einer Src-Aktivierung einhergeht [297, 272]. Eine Hemmung von Src

führte in vitro wieder zu einer Sensibilisierung für Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren sowohl in EGFR- als

auch ALK-positiven, inhibitorresistenten NSCLC-Zellen [288, 181, 272, 297]. Hieraus ergab sich der Ansatz

NSCLC mit entsprechender Mutation sowohl mit einem Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor als auch mit Src-

Inhibitoren gleichzeitig zu behandeln. Erste Phase II Studien zeigten jedoch gemischte Ergebnisse [89, 99].

Auch die reine Src-Inhibition war zwar in vitro vielversprechend, konnte jedoch in klinischen Studien ähnlich

wie beim SCLC nicht überzeugen und ist eventuell nur für eine molekular noch nicht klassi�zierte Subgrup-

pe geeignet [117, 116, 123]. Eine Schwäche der genannten Studien liegt darin, dass die Src-Inhibitoren in

einem unselektionierten Patientengut mit unbekanntem Rezeptormutationsstatus und multiplen Vortherapi-

en getestet wurden. Ein mögliches Anwendungsgebiet von Src-Inhibitoren könnte jedoch in selektionierten
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Patienten und in der Verhinderung von bestimmten Resistenzmechanismen gegen Rezeptor-Tyrosinkinasein-

hibitoren in NSCLC liegen. Sesumi et al. konnten in vitro zeigen, dass eine kombinierte Erstlinientherapie von

Src-Inhibitoren mit Osimertinib eine Resistenzentwicklung im Sinne einer EMT verhindern konnte [229, 272].

Eine mögliche Relevanz des TRPA1-Kanals in diesem Kontext könnte in Zusammenhang mit der Beob-

achtung stehen, dass Raucher insgesamt schlechter auf Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren ansprechen und

früher einen Progress ihrer Erkrankung erleben [82, 128]. Sowohl das progressionsfreie Überleben (6,4 gegen-

über 11,8 Monate) als auch das Gesamtüberleben (34 Monate gegenüber 46 Monate) war in Patienten mit

mehr als 30 Packyears deutlich schlechter als bei Nichtrauchern [128]. Mit Abstand am schlechtesten war

das progressionsfreie und das Gesamtüberleben unter Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor-Therapie bei Patien-

ten mit aktivem Zigarettengebrauch (jeweils 5 Monate und 11 Monate) [257]. Möglicherweise ist dies auf die

in Abschnitt 1.2 beschriebenen oxidativen Kurz- und Langzeite�ekte des Rauchens zurückzuführen, die eine

TRPA1-Kanalaktivierung auf Lungenzellen begünstigen.

Sowohl Zhang et al. als auch Li et al. konnten zeigen, dass eine Zigarettenrauchexposition von Lungen-

tumorzellen, welche mit einer vermehrten Freisetzung von ROS einhergeht, zu einer Resistenzbildung des

EGFR gegenüber Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren führt [293, 143]. Die Arbeitsgruppe um Tzipora Gold-

korn konnte in diesem Kontext zeigen, dass diese Resistenz unter oxidativen Stress bzw. Zigarettenrauchex-

position auf einer Phosphorylierung von anderen Tyrosinresten am EGFR beruht als sie nach EGF-Zugabe

erfolgt [124]. Diese andersartige Phosphorylierung führt wie auch EGF zu einer Aktivierung des EGFR und

einer ERK1/2-Phosphorylierung, reduziert jedoch dessen Responsivität auf Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibi-

toren und beeinträchtigt dessen Ubiquitinierung, so dass hierdurch ein EGFR-abhängiges Tumorwachstum

verstärkt wird [124, 78]. Zigarettenrauch führt des Weiteren zu einer Src-Aktivierung in Lungentumorzellen

und zu einer unüblichen Bindung von phosphoryliertem Src an den EGFR [77]. Die Bindung von Src an

den zigarettenrauchexponierten EGFR geht wiederum mit einer Kon�rmationsänderung des EGFR einher,

welche eine Inhibition durch Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren verhindert und deshalb zu einer Resistenz

führt [78, 124]. Eine zelluläre Konsequenz dieser Src-abhängigen Resistenzbildung ist die bereits oben er-

wähnte EMT [143]. Die Zugabe eines Src-Inhibitors (PP2 und Dasatinib) oder von N-Acetyl-L-Cysteine,

einem Radikalfänger, konnte die zigarettenrauchinduzierte Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz wieder

aufheben [293, 77]. Die Autoren vermuten, dass Zigarettenrauch vor allem über ROS eine Aktivierung von

Src und eine Veränderung des EGFR bewirkt und so eine Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz ent-

steht [293, 143]. Da der TRPA1-Kanal eben über Zigarettenrauch und ROS aktiviert wird und, wie in dieser

Arbeit gezeigt, konsekutiv Src aktivieren kann, könnte er an dem beschriebenen Prozess beteiligt sein [221].

Gestützt wird diese Hypothese ebenfalls durch die Beobachtung, dass sowohl NO als auch Zigarettenrauch

eine EMT in NSCLC-Zelllinien induzieren können [210, 292]. Auch konnte für N-Acetyl-L-Cystein, welches

eine Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz unterbinden kann, gezeigt werden, dass dieser den TRPA1-

Kanal-Calcium-In�ux nahezu vollständig hemmen kann, so dass neben einer Reduzierung der ROS auch ein

TRPA1-Kanal-Antagonismus die beobachteten E�ekte von N-Acetyl-L-Cystein erklären könnte, sofern der

TRPA1-Kanal mit der resistenzinduzierenden Src-Aktivierung in Zusammenhang steht [242]

Interessanterweise sind nach einer Zigarettenrauchexposition sowohl der wild-typ EGFR als auch mehrere

dauerhaft aktivierte Mutanten des EGFR, die ohne Zigarettenrauchexposition sensibel auf Rezeptor-Tyrosin-

kinaseinhibitoren wären, nicht mehr durch Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren zu inhibieren [78]. Dies schlieÿt

auch den EGFR-spezi�schen Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor AG1478 ein, der in dieser Arbeit verwendet

wurde. In dieser Arbeit sollte eine Interaktion zwischen dem TRPA1-Kanal und dem EGFR-Rezeptor unter

anderem unter Verwendung von AG1478 untersucht werden. Die Arbeitsgruppe um Goldkorn et al. legt

nahe, dass AG1478 in Anwesenheit von oxidativen Substanzen wie Zigarettenrauch durch Src-Aktivierung

und Kon�rmationsänderung des EGFR keine Wirkung mehr auf den EGFR hat. Sollte NO also vergleichbar
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mit Zigarettenrauch wirken, ist hier anzunehmen, dass AG1478 wegen den beschriebenen Mechanismen per

se in den vorliegenden Versuchen (Abschnitt Ergebnisse, Abb. 4.21) keine Wirkung auf den EGFR hat. Auch

konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass der TRPA1-Kanal über Src seine E�ekte vermittelt. Über Src

könnte es zu einer konstitutiven AG1478-unabhängigen Aktivierung des EGFR kommen, so dass kein E�ekt

von AG1478 zu beobachten wäre. Somit kann rückblickend eine Interaktion zwischen dem TRPA1-Kanal und

dem EGFR-Rezeptor nicht mehr sicher ausgeschlossen werden [78, 77]. Ganz im Gegenteil ist, da für den

EGFR bereits gezeigt werden konnte, dass er über Src transaktiviert werden kann, nun auch denkbar, dass

eine TRPA1-vermittelte Src-abhängige Transaktivierung des EGFR vorliegen könnte [285].

Das ebenso im Modellsystem als relevant identi�zierte Pyk2 ist auch in vivo in NSCLC-Zellen überex-

primiert [296]. Auch zeigte sich eine stärkere Pyk2-Phosphorylierung in Zelllinien mit höherem Potential zur

Metastasierung, welche ebenfalls mit einer vermehrten ERK1/2-Phosphorylierung positiv korrelierte [296].

Dies deckt sich auch mit der klinischen Beobachtung, dass eine vermehrte Pyk2-Expression vor allem in fort-

geschritteneren Tumorstadien und Metastasen zu �nden ist [136]. Unabhängig vom Tumorstadium war eine

erhöhte Pyk2-Expression in NSCLC mit einem schlechteren Gesamtüberleben assoziiert [136]. Der Ein�uss

von Pyk2 auf die oben beschriebene Resistenz gegen Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren in NSCLC, ist bisher

noch nicht untersucht worden.

Ob Src oder Pyk2 bereits in unbehandelten NSCLC ein relevantes Treibermolekül für die Tumorgenese

darstellen, lässt sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht sicher sagen, auch wenn bereits in Lungenpräkanzerosen

erste Veränderungen im Sinne einer Überexpression von Src und FAK, einem Verwandten von Pyk2, zu �nden

sind und Pyk2 in NSCLC ebenfalls überexprimiert ist [184, 296]. Jedoch scheint Pyk2 für die Gesamtprognose

und Src vor allem bei der Resistenzentwicklung gegenüber Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren in NSCLC bei

Rauchern eine zentrale Rolle zu spielen. Da der TRPA1-Kanal, wie in dieser Arbeit gezeigt, über zigaretten-

rauchinduzierten, oxidativen Stress Src aktivieren kann, könnte er einen neuen, bisher nicht identi�zierten

Angri�spunkt bei der Vermeidung einer Resistenz gegen Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren darstellen. Eine

Inhibition des Kanals könnte möglicherweise eine vorzeitige Resistenzbildung bei Rauchern oder ehemaligen

Rauchern verhindern.

5.5.4 TRPA1-Kanäle und Wachstum von Lungentumorzellen

Da der TRPA1-Kanal bisher nur wenig im Kontext von Lungentumorzellen untersucht wurde, gibt es nach

jetzigem Kenntnisstand nur die Publikation von Schäfer et al. zur Proliferation von SCLC-Zellen. Die Her-

abregulierung der TRPA1-Expression mittels siRNA führte hier zu einem massiven Wachstumsarrest trotz

Anwesenheit von wachstumsstimulierenden FCS. Gleichzeitig führte eine TRPA1-Stimulation zu einer Un-

terbindung von Apoptose-Signalen und förderte das Wachstum von SCLC-Zellen [221]. Dies lässt vermuten,

dass die Anwesenheit mit Aktivierung des TRPA1-Kanals hoch relevant für das Wachstum von SCLC ist, was

sich auch mit seiner starken Expression in SCLC-Zellen gegenüber normalem Lungengewebe decken würde.

Des Weiteren scheint der TRPA1-Kanal, gerade in einem Umfeld mit TRPA1-Agonisten wie Zigarettenrauch

und vermehrter endogener NO-Produktion (siehe Abschnitt 1.2), das Zellwachstum zusätzlich zu fördern und

Apoptose-Mechanismen gleichzeitig zu unterbinden. Möglicherweise könnte der TRPA1-Kanal deshalb ur-

sächlich für die Beobachtung sein, dass die Beendigung des Rauchens nach Diagnosestellung eines SCLC das

Sterberisiko um 45 % und die Wahrscheinlichkeit eines Rezidives beziehungsweise eines Therapieversagens

um 41 % reduziert [45].
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6 Ausblick: der TRPA1-Kanal als neue Zielstruktur in Lungentu-

moren

In der vorliegenden Arbeit konnte erfolgreich ein Modellsystem etabliert werden, welches ein besseres Ver-

ständnis des TRPA1-Kanals und der von ihm induzierten Signalwege ermöglicht. Nach aktuellem Wissens-

stand ist eine Übertragbarkeit der im Modellsystem gewonnen Befunde in ein endogenes Zellsystem gegeben.

Bei einer Übertragung des Modellsystems in den Kontext von Lungentumoren könnte der TRPA1-Kanal

die beobachteten Zusammenhänge zwischen Lungentumoraggressivität, Zigarettenrauchexposition und NO

verknüpfen und neu erklären.

Der TRPA1-Kanal lässt sich sowohl durch NO als auch durch andere Entzündungsmediatoren und ROS

aktivieren. Ebenso kann Zigarettenrauch über verschiedene Inhaltssto�e (unter anderem NO) den TRPA1-

Kanal aktivieren und gleichzeitig in der Lunge eine chronische In�ammation anstoÿen. Deshalb könnte der

TRPA1-Kanal auch als ein Mittler zur Bündelung von in�ammatorisch-toxischen Sto�en in der Lungen

angesehen werden [249, 4, 252, 246, 200, 5, 186, 80, 40]. Des Weiteren wird die Expression des TRPA1-Kanals

in der Lunge durch Zigarettenrauch induziert und ist deutlich stärker auf Lungentumoren als in gesundem

Lungengewebe zu �nden [190, 197, 221].

Ein SCLC entsteht nahezu ausschlieÿlich bei Rauchern und die stärkste Expression des TRPA1-Kanals im

Vergleich zu anderen Lungentumoren �ndet sich auf SCLC-Zellen [221, 74]. Für SCLC-Zellen konnte gezeigt

werden, dass die Anwesenheit eines aktivierten TRPA1-Kanals sich positiv auf die Zellproliferation auswirkt,

Apoptosesignale vermindert werden und eine Herabregulierung der TRPA1-Expression zu einem massiven

Rückgang des Tumorwachstums führt [221]. Hier könnte also der TRPA1-Kanal ein mögliches Bindeglied

zwischen Rauchen und der Entstehung von SCLC darstellen. In NSCLC könnte der TRPA1-Kanal vor allem

bei der Resistenzentwicklung gegenüber Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitoren bei Rauchern relevant sein, da

sich hier eine starke Korrelation zwischen dem Rauchverhalten und dem Therapieansprechen auf Rezeptor-

Tyrosinkinaseinhibitoren zeigt, die auch mit der Menge an vorhandenen ROS in Zusammenhang steht [143,

293, 128, 82]. Letztendlich bleibt der Beweis dieser Hypothesen jedoch Aufgabe zukünftiger Forschung.

Sollten sich die hier generierten Hypothesen bewahrheiten, kommt den noch zu entwickelnden klinischen

TRPA1-Antagonisten ein neues Anwendungsgebiet zu. Bisherige Bemühungen TRPA1-Antagonisten zu ent-

wickeln entstammen dem eigentlichen groÿen Hauptforschungsbereich des TRPA1-Kanals � der Schmerz-

forschung. Da der TRPA1-Kanal diesbezüglich ausgiebig untersucht wurde, gibt es Bemühungen TRPA1-

Antagonisten zur Behandlung chronischen Schmerzes oder in�ammatorischer (Schmerz-) Erkrankungen zu

entwickeln [236, 185, 235]. Sollte ein klinisch anwendbarer Antagonist des TRPA1-Kanals in den nächsten

Jahren auf den Markt kommen, so könnte er basierend auf der vorliegenden Arbeit gegebenenfalls auch

Anwendung im Bereich der Lungenkrebstherapie �nden.

Zusammenfassend könnte der TRPA1-Kanal einen neuen Angri�spunkt in der Behandlung von Lungen-

tumoren darstellen und so neue therapeutische Möglichkeiten erö�nen. Ein Anwendungsgebiet von TRPA1-

Antagonisten könnte vor allem in der Prävention zigarettenrauchbedingter Tumorprogression, -aggressivität,

Chemotherapie- oder Rezeptor-Tyrosinkinaseinhibitor-Resistenz oder der allgemeinen Prognoseverschlechte-

rung bei aktivem oder ehemaligem Zigarettenkonsum liegen.
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Anhang

Abbildung 6.1: Verwendetes hTRPA1-kodierendes Plasmid: pCAGGSM2-IRES-
GFP/hTRPA1_patapoutian_seq-Plasmid
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Figure 6.2: Verwendetes mTRPA1-kodierendes Plasmid: pCAGGSM2-IRES-GFP/mTRPA1_seq-
Plasmid
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Abbildung 6.3: Vervielfältigung und Quanti�zierung einer spezi�schen DNA-Sequenz mittels PCR und
SYBR Green; aus [38]
(A) Denaturierung: bei 95 °C liegen nur einsträngige DNA und deshalb ungebundenes SYBR Green vor, welches
deshalb nur gering �uoresziert (B) Primerhybridisierung (Annealing): bei niedrigeren Temperaturen binden Primer
an die Einzelstränge. Einige SYBR Green-Moleküle lagern sich dazwischen und führen zur mäÿiger Fluoreszenz nach
Exzitation (C) Elongation: immer mehr Doppelstänge werden mithilfe der Taq-Polymerase synthetisiert, in die sich
SYBR Green-Moleküle einlagern. Die Fluoreszenz nimmt proportional zu. Die Fluoreszenzmessung erfolgt am Ende der
Elongation (D) Erneute Denaturierung: bei 95 °C wird die DNA erneut in Einzelstränge aufgetrennt. Die Fluoreszenz
sinkt wieder ab. Es folgt im Anschluss wieder (B).
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