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Zusammenfassung

Die vorliegende Doktorarbeit untersucht die Interaktion zwischen dem Alkylierungsmittel
1-Chlor-2-ethylsulfanylethan (CEES) und dem transient receptor potential cation channel
subfamily V member 4 (TRPV4)-Kanalsystem. Obwohl Hautkampfstoffe wie CEES inter-
national verboten sind, stellen sie immer noch eine grof3e Bedrohung in der modernen
Kriegsfithrung dar. Die zelluldren Signalwege, welche der toxischen Wirkung von CEES
zugrunde liegen, sind jedoch immer noch unklar und bediirfen tiefgehender Untersuchun-
gen in diesem Bereich. Vorausgehende Untersuchungen und Recherchen deuteten auf eine
Bedeutung des Kationenkanals TRPV4 in der Lungentoxikologie hin.

Mithilfe eines Aequorin-basierten Lumineszenz-Assays konnte eine inhibierende Wirkung
von CEES auf Ca?*-permeable TRPV4-Kanile der neu etablierten Zelllinie HEK293 mit
Uberexpression des Membrankanals TRPV4 (HEK293-V4) in Abhéngigkeit von Dosis und
Inkubationszeit nachgewiesen werden. In Bezug auf Untersuchungen zur Zellviabilitit zeig-
te sich, dass HEK293-V4-Zellen eine erhohte Suszeptibilitit gegeniiber CEES im Vergleich
zu Zellen der Zelllinie HEK293-Wildtyp (HEK293-wt) aufweisen. Dieser Effekt kann durch
eine vorherige Inkubation der HEK293-V4-Zellen mit dem spezifischen TRPV4-Agonisten
GSK1016790A abgeschwicht werden. Der protektive Effekt des Agonisten steigt mit seiner
Dosis. Vor allem letztere Erkenntnis bietet einen vielversprechenden Ansatz fiir weitere
Untersuchungen zur Behandlung von Vergiftungen durch CEES und TRPV4-vermittelten
Pathologien.
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1 Einleitung

1.1 TRP-Kanalproteine

Die transient receptor potential (TRP)-Kanéle bilden eine Gruppe von Membrankanélen, die
im Menschen in 9 Familien unterteilt werden kann [1]. Die meisten dieser membrandurch-
spannenden Proteine tragen dazu bei, verschiedene Stimuli physikalischer oder chemischer
Natur zu erkennen, indem sie mit Anderungen in der Konformation reagieren und oft nach-
geschaltete Signalkaskaden in betreffenden Zellen anstol3en. TRP-Kanéle sind deshalb es-
senziell fiir mannigfaltige Sinneswahrnehmungen [2, 3].

So kommen TRP-Kanile beispielsweise in den Photorezeptoren der schwarzbauchigen Tau-
fliege Drosophila melanogaster vor, wo sie 1969 erstmals beschrieben wurden [4]. In den
Retinae der Fliegen sind sie nach kontinuierlichem Lichtreiz fiir ein transientes elektrisches
Potential verantwortlich — so der Name transient receptor potential (TRP) — welches im
Elektroretinogramm gemessen wurde [4]. Das entsprechende TRP-Gen auf Chromosom
3 dieser Fliege wurde 1985 identifiziert [5, 6, 7] und 1989 sequenziert [8, 9]. Heute ist
klar, dass dieses erstmals entdeckte TRP-Gen fiir den Drosophila TRP-Kanal codiert, wel-
cher vermutlich indirekt iiber konformationelle Anderung des IP3-Rezeptors im Rahmen
der Phototransduktion durch einfallendes Licht aktiviert wird [10, 11]. AufSerdem konnte
durch die Patch-Clamp-Technik festgemacht werden, dass das Kanalprotein durchléssig fiir
Ca2*-Ionen ist [12].

1.1.1 Nomenklatur, Aufbau und Eigenschaften

Die meisten dieser TRP-Familien haben einen dhnlichen Bauplan gemein. Ein TRP-Kanal
besteht dabei aus 4 identischen (Homotetramere) oder unterschiedlichen (Heterotetrame-
re) Untereinheiten. Eine Untereinheit besteht wiederum aus 6 Transmembrandoménen,
wobei jeweils Doméne 5 und 6 zentral lokalisiert sind und mit jeweiligen Doménen der
anderen Untereinheiten die Pore des Kanals bilden [13]. Sowohl die im Zytosol gelegenen
C- und N-Termini als auch die iibrigen Transmembrandoménen vermitteln die vielfaltigen
Funktionen der einzelnen TRP-Kanile [14].

Phylogenetisch konnen die 9 Familien der TRP-Superfamilie in 2 Gruppen unterteilt wer-
den. Merkmale, welche die Zuordnung zu Gruppe 1 begriinden, sind unter anderem C-
terminale TRP-Doménen und N-terminale ankyrin repeats [15]. TRP-Doménen sind Se-
quenzen von 23-25 Aminosiduren, die in dhnlicher Art in vielen Mitgliedern von Gruppe 1
vorkommen [16]. Gruppe 1 besteht aus folgenden Familien [1]:

1. TRPA (ankyrin)
. TRPV (vanilloid)
. TRPVL (vanilloid-like)

2
3
4. TRPN (no mechanoreceptor potential C)
5. TRPC (canonical)

6

. TRPM (melastatin)



7. TRPS (soromelastatin)

Gruppe 2 zeichnet sich durch lange extrazelluldre Schleifen zwischen Transmembrandomaé-
ne 1 und 2 aus. TRP-Doménen und ankyrin repeats fehlen [15]. Folgende Familien gehoren
zu Gruppe 2 [1]:

1. TRPP (polycystin)
2. TRPML (mucolipin)

Neben den Mitgliedern dieser 2 Gruppen wurde auf3erdem TRPY/TRPF beschrieben — eine
Familie von TRP-Kanélen die ausschlieBlich intrazelluldr in Pilzen exprimiert wird.
TRP-Kandle sind, bedingt durch die Struktur der Poren, als nicht-selektive Kationenkanile
beschrieben. Somit sind sie permeabel fiir K*, Na™, Ca?* und Mg?* [14].

1.2 TRPV4

Der transient receptor potential cation channel subfamily V member 4 (TRPV4) wurde im
Jahr 2000 erstmals als Vanilloid Receptor-Related Osmotically Activated, cation-selective Chan-
nel (VR-OAC) von Liedtke et al. identifiziert und kloniert [17]. Weniger geldufige Bezeich-
nungen fiir den Membrankanal sind TRP12, SSQTL1, BCYM3, CMT2C, VRL2, HMSN2C,
OTRPC4, SMAL und SPSMA, VROAC [18].

1.2.1 Aufbau

Der Zugehorigkeit von TRPV4 zur Gruppe 1 entsprechend, besitzt der Kanal N-terminal
eine ankyrin repeat domain (ARD) und C-terminal eine TRP Doméne. Ebenso C-terminal
befindet sich eine Calmodulin Bindungsstelle und eine PSD95/SAP90-Discs-large-Zonula-
occludentes-1 Doméne (PDZ). Die ARD besteht — wie auch in TRPV1, TRPV2, TRPV3 und
TRPV6 — aus 6 repeats [13, 19].

TRPV4 Proteine bilden bevorzugt Homomultimere aus 4 gleichen Untereinheiten (Homo-
tetramere) [20, 21, 22]. Moglich scheint jedoch beispielsweise auch eine alternierende
Heteromerisierung aus je 2 TRPP2 und TRPV4 Untereinheiten [23].

TRPV4 ist wie die meisten TRP-Kanéle ein nicht-selektiver Kationenkanal. Er besitzt nach
Aktivierung mittels 1 ptM 4oPDD ein relatives Ca2*-Permeabilitdsverhaltnis (Pca/Pna) von
5,8 [24]. TRPV5 und TRPV6 sind im Vergleich selektiver fiir Ca%* [25].

TRPV4 besitzt mit 871 aa eine Molekiilmasse von 98 kDa [18].

Funktionelle Bedeutung der strukturellen Merkmale Innerhalb der ARD wurde eine Bin-
dungsstelle beschrieben, um die intrazelluldres ATP und Calmodulin konkurrieren. Bindung
einer der beiden Konkurrenten bewirkt eine Sensibilisierung des Kanals. Mutagenetische
Veranderungen der Bindungsstelle resultierten in einer reduzierten Bindung von ATP oder
Calmodulin. Die Verbindung zum zelluldren Energiespeicher ATP legt einen Einfluss des
Zellmetabolismus auf die Kanalaktivitat nahe [26].

Die C-terminale Calmodulin-Bindungsstelle vermittelt eine Potenzierung der TRPV4-Akti-
vierung bei Erhéhung von [Ca?*];. Bei anhaltendem Ca?"-Einstrom folgt im Anschluss an
die Potenzierung eine Inhibierung der Aktivitat, welche iiber einen negativen Feedback-
Mechanismus iiberschieBende Werte von [Ca®*]; verhindert. Eine durch Mutagenese ver-
anderte Calmodulin-Bindungsstelle verhindert die Ca?*-abhingige Potenzierung [27].

Die PDZ stellt eine Proteininteraktionsdoméne dar.

Eine Region zwischen den Transmembrandoménen 3 und 4 scheint essenziell fiir die Ak-
tivierung von TRPV4 durch die beiden chemischen Agonisten Bisandrographolide A und
40PDD (s. Kapitel 1.2.3) zu sein [28].



1.2.2 Funktion und Expression

Eine Northern Blot Analyse der Organe von Ratten zeigte, dass TRPV4 reichlich in den Nie-
ren, der Lunge, der Milz, den Hoden und in Fettgewebe vertreten ist [17]. Im Innenohr
wurde der Membrankanal in inneren und dul’eren Haarzellen des Corti-Organs und in
den Haarzellen des Vestibularorgans in Cristae ampullares und Maculae staticae gefunden
[17]. Auch im Epithel der Regio olfactoria ist TRPV4 vertreten [29]. Bezogen auf das Ner-
vensystem ist TRPV4 in terminalen parasympathischen Ganglien und in Spinalganglien zu
finden [17, 30]. Ebenso exprimieren das Organum vasculosum laminae terminalis (OVLT)
rostral des Hypothalamus, das Organum subfornicale (SFO) unterhalb des Fornix cerebri,
der Nucleus praeopticus medianus (MnPO) des anterioren Hypothalamus und andere Teile
des Gehirns den TRPV4-Kanal [17].

Der MnPO und das SFO gehoren dabei zur Gruppe der zirkumventrikuldren Organe (CVO)
und sind beide an der Wahrnehmung von osmotischem Druck beteiligt. AuRerdem projizie-
ren Neurone beider Organe zu den Nucli supraopticus und paraventricularis des Hypothala-
mus, welche iiber die Neurohypophyse das Antidiuretische Hormon (ADH) freisetzen und
somit an der Osmoregulation beteiligt sind [31, 32, 33, 34].

Ebenfalls im anterioren Hypothalamus lokalisiert befinden sich Neuronen mit, durch War-
me aktivierbaren, nicht-selektiven Kationenkanélen [35]. Entsprechend der Lokalisation
von TRPV4-Kanélen im MnPO und im Nucleus praeopticus medialis (MPO), sowie deren
Eigenschaft der Aktivierbarkeit durch Hitze (s. Kapitel 1.2.3), konnte es sich bei diesen
nicht-selektiven Kationenkanilen um TRPV4-Kanile handeln [17, 30].

GefaBtonus. Beziiglich der Regulation des Tonus von Gefif3en wurde der TRPV4-bedingte
Ca?*-Einstrom in Verbindung mit Vasodilatation gebracht. So konnte gezeigt werden, dass
TRPV4 an der Synthese des Vasodilatators Stickstoffmonoxid (NO) beteiligt ist [36]. Au-
Rerdem wird nach Aktivierung der PLA,, welche auch essenziell fiir die Aktivierung von
TRPV4 durch hypotone Zellschwellung ist (s. Kapitel 1.2.3), endothelium-derived hyperpo-
larizing factor (EDHF) frei — ein weiterer Vasodilatator [37].

So ist TRPV4 nicht nur {iber eine mogliche zentrale Steuerung der Diurese (s. oben), son-
dern auch tiiber die Steuerung der Gefallweite an der Regulation des Blutdruckes beteiligt.

Nozizeption. TRPV4 spielt eine wichtige Rolle im Rahmen von Nozizeption und Hyperalge-
sie [38, 39, 40, 41]. So konnte gezeigt werden, dass afferente C-Fasern nach Erlanger und
Gasser, welche an der Nozizeption beteiligt sind, durch hypotonen Reiz aktiviert werden.
Diese Aktivitat konnte durch TRPV4-Antagonisten unterbunden werden und scheint somit
spezifisch fiir den Kanal zu sein. Des Weiteren hat man herausgefunden, dass die hypotone
Aktivierung von TRPV4 durch Vorbehandlung mit Prostaglandin E; (PGEy) verstarkt wer-
den kann. Diese Kombination von PGE, und hypotonem Reiz fiihrte in Hinterpfoten von
Ratten auch zu verstdrktem zuriickschreckenden Verhalten, was mit verstarkter Nozizepti-
on erklarbar ist. Dies konnte fiir Ratten mit TRPV4-Knockdown nur abgeschwacht gezeigt
werden [40].

Die Verbindung von TRPV4 zur Nozizeption und Hyperalgesie konnte ebenso fiir Hitzerei-
ze gezeigt werden. Carrageen, ein proinflammatorisches Extrakt aus Rotalgen, bewirkte
nach Injektion in Hinterpfoten von Ratten eine verminderte Latenz, sich dem Hitzereize zu
entziehen. Was wiederum nicht in TRPV4”- Ratten zu beobachten war [38].

Zuletzt konnte ein dhnlicher Effekt auch fiir mechanische Reize nachgewiesen werden.
TRPV4/- Méuse zeigten im Verglich zum Wildtyp ein weniger deutlich ausgeprigteres Ver-
meidungsverhalten gegeniiber mechanischer Applikation von Druck auf den Schwanz. Die-
se Beobachtung konnte, im Unterschied zu beiden zuvor erwdhnten nozizeptiven Reizen,
auch ohne vorherige Injektion einer sensibilisierenden Substanz gemacht werden. [41].



1.2.3 Stimuli
Chemische Stimuli und Inhibitoren

Agonisten
Tabelle 1.1 zeigt eine Ubersicht iiber endogene und exogene Agonisten des TRPV4-Kanals.

Tabelle 1.1: Agonisten des TRPV4-Kanals.

Substanz Quelle

Endogene D536—E1;10)1<yﬁiclosatri(;nsé1;1re E:g
) imethylallylpyrophosphat

Agonisten Citronensaure [41]
GSK1016790A [44]
Bisandrographolide A [45]
Exogene Apigenin [46]
Agonisten 40PDD [47]
RN-1747 [48]

Phorbol-12-myristat-13-acetat ~ [49]

Antagonisten
Zur Vollstandigkeit werden an dieser Stelle in Tabelle 1.2 endogene und exogene Antago-
nisten des TRPV4-Kanals aufgelistet.

Tabelle 1.2: Antagonisten des TRPV4-Kanals.

Substanz Quelle
Endogener  p olwinD1  [50]
Antagonist
GSK2193874 [51, 52]
HC-067047 [53]
RN-1734 [48]
Exogene Rutheniumrot [24]
Antagonisten RN-9893 [54]
Capsazepin [48]
GSK205 [55]
Citral [56]

Physikalische Stimuli und Inhibitoren

Neben den eben aufgefiihrten chemischen Stimuli und Inhibitoren werden TRPV4-Kanéle
auch durch physikalische Phdnomene aktiviert beziehungsweise inhibiert.

Scherkrafte. So kann TRPV4 beispielsweise durch mechanische Reize aktiviert werden. Es
wurde gezeigt, dass eine gesteigerte Scherspannung (t) durch luminalen Fluss in Sammel-
rohren und Verbindungstubuli von Miusen zu einer anhaltenden Erhéhung von [Ca?*];
fiihrt, welche nach Reduktion des Fliissigkeitsstroms auf das Ausgangsniveau zuriickging.



Eine erneute gleichartige Stimulation fithrte Sekunden nach der ersten Stimulation zu Si-
gnalen, die mit einer leichten Desensibilisierung des Kanals erklirbar wéren. In TRPV4”/-
Miusen konnte im Vergleich kein Anstieg von [Ca®*]; registriert werden [57].

Beziiglich muriner Blutgefa3e konnte gezeigt werden, dass auch hier eine erhohte Scher-
spannung, durch Perfusion mit Fliissigkeit grol3erer Viskositdt [58] oder Erhohung der
Flussgeschwindigkeit [59], zu TRPV4-Aktivierung in Endothelzellen fiihrt [60, 61, 62]. Die-
se hat, wie in Kapitel 1.2.2 beschrieben, eine Vasodilatation zur Folge, welche in TRPV4”-
Maéusen nicht zu verzeichnen war [58, 59]. Beziiglich der Untersuchungen mit Fliissigkei-
ten unterschiedlicher Viskositét fiihrte eine erhohte Scherspannung sogar zu einer gering-
fligigen Vasokonstriktion [58].

Die Erhohung der Scherspannung durch ein viskoseres Perfusionsmedium fiihrt zu einer
Aktivierung der PLA; und zu einer Aktivierung des TRPV4-Kanals [36]. Bei Inhibierung
der PLA, bleibt eine Vasodilatation aus [36, 58]. Die Erkenntnis, dass TRPV4 im Rahmen
hypotoner Zellschwellung durch 5,6-Epoxyeicosatriensdure nach PLA,-Aktivierung stimu-
liert wird (s. unten), legt nahe, dass fiir die Aktivierung durch Scherspannung ein dhnlicher
Mechanismus zugrunde liegt.

Osmotischer Druck und Zellvolumen. Fiir den Mechanismus, welcher die osmotische Akti-
vierung von TRPV4 erklért, wurden 2 Studien mit widerspriichlicher Evidenz ver6ffentlicht
[63, 64]. Eine Moglichkeit wire dabei eine Phosphorylierung von TRPV4 durch die Tyrosin-
kinase Lyn [63]. Demgegeniiber steht der Nachweis einer durch Zellschwellung bedingten
Freisetzung von 5,6-Epoxyeicosatriensidure. Das Schwellen der Zelle fithrt zur Aktivierung
der PLA,, welche Arachidonylethanolamid zu Arachidonsédure hydrolysiert. Diese wird im
Anschluss mit molekularem Sauerstoff durch Cytochrom P450 zu 5,6-Epoxyeicosatriensiure
und H,O gespalten [64]. 5,6-Epoxyeicosatriensdure stellt dabei einen endogenen Agonis-
ten des TRPV4-Kanals dar (s. [42], Tabelle 1.1).

Die Erkenntnisse der Aktivierung von TRPV4 durch Phosphorylierung [63] konnten im Ver-
lauf widerlegt werden [64].

Analog zur Aktivierung des Kanals durch mechanischen Druck von auf3en (s. unten) kommt
die Aktivierung durch hypotone Zellschwellung gewissermaf3en einem mechanischen Druck
von innen gleich. Sowohl fiir Zellen mit Expression des TRPV4-Kanals als auch fiir Zellen
ohne Expression kann eine vergleichbare Zunahme des Zellvolumens beobachtet werden
[65].

Mechanischer Druck. Wie bereits in Kapitel 1.2.2 zur nozizeptiven Funktion von TRPV4
angefiihrt, scheint der Zellmembrankanal auch an der Wahrnehmung von Druck beteiligt
zu sein. Von aul’en applizierter Druck mit einer Nadel auf unbehaarte Haut von Mausen
fiihrte ab einem Schwellenwert von etwa 120 mmHg zu gemessenen Aktionspotentialen. In
Maéusen ohne Expression des TRPV4 Kanals war dieser Schwellenwert mit etwa 350 mmHg
signifikant hoher zu verorten [41].

Temperatur. Im Kontext von Temperaturdnderung konnte gezeigt werden, dass fiir
HEK293-Zellen mit stabiler TRPV4 Expression ein wellenférmiger Hitzestimulus von 25—
40 °C ab etwa 34 °C zu signifikant héherem [Ca?* ]; fiihrt, wihrend der Hitzereiz in HEK293-
wt-Zellen nur einen verhaltenen Anstieg von [Ca?"]; verursacht. Auch konnte das gemes-
sene Signal durch Rutheniumrot, ein chemischer Antagonist des TRPV4-Kanals, weitest-
gehend unterdriickt werden. Dies legt nahe, dass der gemessene Anstieg von [Ca®*]; wei-
testgehend auf die hitzebedingte Aktivierung des TRPV4-Kanals zuriickzufiihren ist [30].
Somit ist TRPV4 ab geringeren Temperaturen als TRPV1 (~43 °C) und TRPV2 (~52 °C)
aktivierbar [66, 67, 68]. Auerdem wurde gezeigt, dass eine Mutation der Aminosaure Ty-



rosin an Stelle 555 des TRPV4-Kanals, welche an der Ausbildung eines aromatischen Restes
beteiligt ist, essenziell fiir die hitzebedingte Aktivierung ist [64].

Wechselwirkungen. Ebenso besteht Grund zur Annahme, dass verschiedene Arten der Ak-
tivierung von TRPV4 koexistieren. Welche Modi sich dabei gegenseitig beeinflussen und
welche nicht wurde bereits teilweise aufgeklart.

So wurde gezeigt, dass TRPV4 in isotoner Losung starker durch einen Hitzereiz aktivierbar
ist als in hypertoner [30].

Ergdnzend wurde festgestellt, dass TRPV4 in warmerer Umgebung (37 °C) stark durch hy-
poosmolaren Reiz, Scherspannung, 4¢PDD und Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) akti-
vierbar ist. Bei Raumtemperatur (~22 °C) jedoch war TRPV4 nur schwécher durch hypoos-
molaren Reiz und 4oPDD zu aktivieren. Eine Erhéhung von [Ca®"]; nach Applikation von
PMA oder nach Erhéhung der Scherspannung blieb jedoch aus.

Da PMA einen Proteinkinase C (PKC)-abhingigen Phorbolester darstellt, ist zu vermuten,
dass iiber die Aktivierung der Kinase ein weiterer Mechanismus der Aktivierung existiert
[17, 49].

Im Kontrast zu diesem synergistischen beziehungsweise antagonistischen Effekt der Akti-
vierung, steht die Erkenntnis, dass eine Inhibition von PLA; und Cytochrom P450 zwar zu
einer Unterdriickung der TRPV4-Aktivierung durch hypotone Zellschwellung fiihrt, nicht
jedoch zur Unterdriickung der Aktivierung nach Hitzestimulus oder durch den exogenen
Agonisten 40PDD [64]. Die letzteren beiden Modi der TRPV4-Aktivierung konnten durch ei-
ne N-terminale Mutation zweier Aminosiuren innerhalb der Transmembrandoméne 3 des
Kanals unterbunden werden. Auch die basalen Werte von [Ca%™ ]; waren fiir diese Mutante
auf dem Niveau von nicht mit TRPV4 transfizierten Zellen. Die Aktivierung durch hypoos-
molare Losung, Arachidonsdure oder 5,6-Epoxyeicosatriensdure blieb unberiihrt méglich,
wobei die Steigerung von [Ca®*]; der Aktivierung der Zelllinie ohne Mutation entsprach
[64].

1.2.4 Pathologien und therapeutische Konzepte

Ionen und deren gesteuerter Fluss durch Membranen bilden die Grundlage fiir die physio-
logische Funktion von Zellen. Kleinste Anderungen der jeweiligen Konzentration der Ionen
haben weitreichende Folgen.

Ca?"-Ionen ermdglichen als second messenger nach Aktivierung des TRPV4-Kanals die in Ka-
pitel 1.2.2 beschriebenen Sinneswahrnehmungen. Ein anhaltender Einfluss von Ca?*-Ionen
durch TRPV4 kann jedoch auch zu abtrédglichen Prozessen wie programmiertem Zelltod
fiihren. Dies wurde unter anderem fiir den Prozess der Pyroptose beschrieben [69]. Auch
nekrotischer Zelltod kann durch TRPV4-Aktivierung evoziert werden [70].

Auch an inflammatorischen Prozessen ist TRPV4 beteiligt. So wurde gezeigt, dass nach
Aktivierung pro-inflammatorische Zytokinen wie IL-1(3, IL-6, IL-8 oder TNF-a freigesetzt
werden [71, 72]. Fiir viele der im Folgenden beschriebenen Pathologien ist dies von grof3er
Bedeutung.

Pathologien. Der fortgesetzte Einstrom von Ca?*-Ionen in das Innere von Endothelzellen
durch nachhaltige Storung der Homdostase tréagt iiber die Proliferation von Gefaldmuskel-
zellen der arteriellen Intima wesentlich zur Entstehung kardiovaskuldrer Erkrankungen
wie der Arteriosklerose bei. Dafiir unter anderem verantwortlich, ist die durch NO-Mangel
bedingte chronisch endotheliale Dysfunktion [73]. Der Ca?"-Haushalt spielt dabei eine
zentrale Rolle und trégt {iber die Proliferation glatter Gefalmuskulatur zum Fortschreiten
kradiovaskuldrer Erkrankungen bei [74]. Die Entdeckung, dass die Aktivierung von TRPV4



in Endothelzellen zur Vasodilatation des betreffenden Gefif3es fiihrt, legt nahe, dass der
Kanal eine wichtige Stellschraube in diesem Gleichgewicht der Ionen darstellt (s. Kapitel
1.2.2).

Auch beziiglich der Pathogenese der Acute Lung Injury (ALI) ist TRPV4 beteiligt. Fiir die
Alveolarmembranen in Lungen von Ratten und Mausen konnte gezeigt werden, dass der
Ca?*-Einstrom nach TRPV4-Aktivierung signifikant zur Entstehung von Blédschen und Ris-
sen im Endothel, sowie zum Ablosen von Epithelzellen von der Basallamina fiihrt [75].
Eng damit verbunden ist die Entstehung des ARDS [76]

Weitere TRPV4 assoziierte Krankheitsbilder sind durch fibrotische Prozesse gekennzeich-
net. So wurde gezeigt, dass die Aktivierung des Kanals eine entscheidende Rolle in der
Pathogenese der Lungenfibrose, der Myokardfibrose, der Leberfibrose, der Pankreasfibrose
und der zystischen Fibrose spielt [77]. In Fibroblasten, welche den Lungen von Patienten
mit idiopathisch pulmonaler Fibrose entstammen, ist die TRPV4-Aktivitdt hochreguliert.
Aullerdem wurden TRPV4-Defizienz in Médusen oder pharmakologische Inhibition des Ka-
nals als protektive Faktoren gegeniiber Lungenfibrose identifiziert [78].

Auch fiir entziindliche Lungenerkrankungen wie Asthma oder chronic obstructive pulmona-
ry disease (COPD) ist TRPV4 von Bedeutung. So kann die bronchiale Hyperreagibilitét, als
pathologisches Korrelat des Asthma bronchiale, durch Inhibition von TRPV4 abgeschwécht
werden. Analog zu dieser Erkenntnis steigt die Expression von TRPV4 im Bronchialsystem
nach Induktion der Hyperreagibilitdt an [79]. Auch fiir das Krankheitsbild der COPD wur-
de eine im Rahmen der Inflammation gesteigerte Expression von TRPV4 im Lungengewebe
nachgewiesen. Diese kann durch Blockade des Kanals abgeschwécht werden [80].

1.3 S-Lost

Bis(2-chlorethyl)sulfid, Schwefel-Lost oder 1-Chlor-2-[(2-chlorethyl)sulfanyl]ethan (S-Lost)
wurde frither auch als Senfgas bezeichnet. Im Englischen sind die Bezeichnungen sulfur

mustard und mustard gas iiblich. Die Assoziation des Namens zur Senfpflanze ist hierbei

etwas irrefithrend, denn S-Lost ist in Reinform eine geruchslose, farblose Fliissigkeit [81].

Verunreinigungen kénnen jedoch einen typischen Geruch nach Knoblauch beziehungswei-

se Senf verursachen [82]. Auch die Bezeichnung als Gas ist triigerisch, liegt die Substanz

mit einem Siedepunkt von 217 °C bei Raumtemperatur doch als Fliissigkeit vor [81, 82].

1.3.1 Pathologien und Behandlungsansaitze

Pathologien. S-Lost gehort in die Gruppe der Hautkampfstoffe und verursacht bei Exposi-
tion somit hauptsédchlich dermale, aber auch okuldre Pathologien. Als blister agent evoziert
S-Lost entziindliche Verdnderungen der Haut, welche sich als erythematés und spater ves-
ikular oder bullos beschreiben lassen und eine subepidermale Fliissigkeitsansammlung mit
sich bringen [83]. Subjektiv geht die anfingliche Inflammation mit starkem Juckreiz und
Brennen einher [82]. Die Blasenbildung kann in Verbindung mit der Erkenntnis gebracht
werden, dass Kollagen durch S-Lost zerstort wird und Kollagenasen nicht vermogen diese
veranderten Kollagenstrukturen abzubauen [84]. Die Priméreffloreszenzen heilen relativ
schnell, jedoch kommt es haufig zu Wundheilungsstorungen und es bleiben oft dauerhafte
Verdanderungen wie Atrophien, Angiome und Farbverdnderungen (Hypo- oder Hyperpig-
mentationen) zuriick [85].

An den Augen kann sich der Kontakt mit Konjunktividen und periorbitalem und cornealem
Odem oder cornealen Erosionen #ufern. Die okuldren Verletzungen fiihren teils zu Neo-
vaskularisation [86, 87].

Seltener, jedoch umso gefihrlicher, sind inhalative Expositionen [88]. Ahnlich der Blis-



chenbildung der Haut, entstehen nach Inhalation des Giftes Pseudomembranen an expo-
nierten Stellen des Respirationstraktes [89]. Diese Membranen konnen zur Obstruktion der
Atemwege fithren und konsekutiv zum Erliegen der Herz-Kreislauf-Funktion [87].

Durch Schéddigung der Alveolarmembran mit epithelialer und endothelialer Dysfunktion
entsteht nach Exposition teils auch das Bild der ALI mit alveoldrer beziehungsweise inters-
titieller Ansammlung von Fliissigkeit [90, 91]. Dieses nicht-kardiale Lungenodem kann als
erste Phase in der Pathophysiologie des Acute Respiratory Distress Syndrome (ARDS) gese-
hen werden [92].

In weniger fatalen Fillen entstehen teils ausgeprégte Pneumonien [86]. Als Langzeitfolge
ist die sogenannte mustard lung beschrieben — eine Form der Bronchiolitis obliterans mit
teils ausgepragter Fibrosierung [93].

Systemische Vergiftungen fithren unter anderem zu einer Knochenmarksdepression in Form
einer Anidmie und Leukopenie, aber auch zu Ubelkeit und Erbrechen [94, 95]. Die Vertei-
lung iiber den Blutkreislauf fithrt auch zur Schiadigung vieler Organe wie der Leber, den
Nieren, der Milz oder des Gehirns [96, 97].

Akut letale Verlaufe werden nur in etwa 3 % der Fille beschrieben [98], resultieren aber
meist aus fulminanten systemischen Infektionen, welche unter anderem durch die S-Lost-
induzierte Neutropenie befeuert werden [95, 99].

Wie regelhaft in der Toxikologie, hangt das Ausmal® der Schidigung erheblich von der
Konzentration der Substanz und der Dauer der Exposition ab [82].

Behandlungsansiatze. Obwohl S-Lost seit seiner ersten Synthese extensiv beforscht wurde,
existiert bis heute kein spezifisches Antidot fiir Vergiftungsfalle. Betroffenen Patienten kon-
nen nur symptomatisch behandelt werden [87, 100, 101].

Pulmonale Symptomatiken begegnet man gegebenenfalls mit Sauerstoffapplikation zur
Aufrechterhaltung der Sauerstoffsattigung des Blutes und praventiver systemischer Antibio-
se [95]. Makrolide scheinen hierbei die beste Wahl darzustellen, denn neben der bakterio-
statischen Wirkung ist ein antiinflammatorischer Effekt mit verminderter Freisetzung von
IL-1, IL-6, IL-8 and TNF-a [101]. Eine intensivmedizinische Uberdruckbeatmung (PEEP)
kann in schweren Féllen notwendig werden [102].

Cutane Entziindungsreaktionen sollten wie Verbrennungen behandelt werden [103]. Der
Heilungsprozess von durch S-Lost bedingten Blasen nimmt jedoch mit mindestens 12 Wo-
chen einen langeren Zeitraum in Anspruch als klassische Brandblasen. Diese Beobachtung
der verzogerten Wundheilung wird mit dem alkylierenden Effekt der Substanz in Verbin-
dung gebracht [104]. Vor diesem Hintergrund ist auch nicht verwunderlich, dass Antioxi-
dantien wie AEOL-10150 (Aeolus) bei der Rekonvaleszenz der Verletzungen dienlich sind
[100]. Es wurde gezeigt, dass eine friihe Dermabrasio und eine Wundbehandlung mit Sul-
fadiazin silber zur schnelleren Heilung beitragen [104].

Pathologien der Augen weisen meist einen eher milden Verlauf auf. Wiederholtes vorsich-
tiges Spiilen und topisch antibiotische Behandlung verhindern Infektionen und Synechi-
en [95]. Ein Konzept zur Analgesie der Patienten darf dabei nicht vernachlassigt werden
[105].

Aullerdem muss im Rahmen der Therapie von Vergiftungsopfern auf eine ausreichende
Analgesie geachtet werden [82].

1.3.2 Geschichte

Der erste Einsatz von S-Lost als chemischer Kampfstoff wurde im 1. Weltkrieg verzeichnet.
Das Akronym Lost geht dabei auf die beiden deutschen Chemiker Lommel und Steinkopf
zuriick, welche vorschlugen, die Substanz zur Kriegsfiihrung des Deutschen Heeres einzu-



setzen. Zusammen entwickelten sie ein Verfahren zur massenhaften Herstellung des Giftes
[106].

Eine weitere, weniger geldufige Bezeichnung des Kampfstoffes ist assoziiert mit dem Ort
des ersten Einsatzes zu Kampfzwecken Ypern. Im Spatsommer 1917 wurden die englischen
Gegner des Deutschen Heeres nahe Ypern in Belgien angegriffen, weshalb die Substanz
auch als Yperit bezeichnet wird [82].

Auch in Konflikten nach dem 1. Weltkrieg wurde S-Lost wiederholt eingesetzt. Bei einigen
der aufgefiihrten Punkte ist der Einsatz umstritten:

1. 1919 durch Grof3britannien in Afghanistan [82]
. 1925 durch Frankreich und Spanien gegen Marokko [82]
. 1935 durch Italien gegen Athiopien [82]

2
3
4. 1934-1944 durch Japan gegen China [82]
5. 1963-1967 durch Agypten im Yemen [82]
6

. 1983-1988 durch Irak gegen Iran und gegen die eigene kurdische Bevolkerung [82,
107]

7. 2015 im Rahmen des Biirgerkriegs in Syrien [108]

Seit 1997 ist die Produktion, die Vorratsbildung und der Gebrauch von S-Lost durch die
Chemiewaffenkonvention der Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons (OP-
CW) verboten. Auch wurde urspriinglich die Vernichtung der Vorriate chemischer Waffen
der unterzeichnenden Staaten innerhalb von 10 Jahren vereinbart [109]. Dies konnte mit
grollen Verzogerungen mittlerweile zumindest zu 99 % erreicht und die Lagerbestédnde
auf etwa 450 Tonnen reduziert werden. Vor allem vor dem Hintergrund, dass etwa 98 %
der Weltbevolkerung unter dem Schutz der Konvention stehen, ist dies als groer Erfolg
anzusehen [110].

Die vergleichsweise unkomplizierte Produktion unterstreicht jedoch einmal mehr, dass S-
Lost auch in Zukunft eine grolle Gefahr darstellen kann und die strikte Einhaltung der
Konvention unabdingbar ist [88, 111].

1.3.3 Chemische Struktur, Alkylierung und andere Mechanismen der Schadigung

S-Lost (C4HgCl,S) ist eine symmetrische Verbindung mit zentralem Schwefelatom und beid-
seits endstandigem Chloratom (s. Abbildung 1.1). Es wurde als sehr reaktive Substanz be-
schrieben, welche mit den meisten zelluldren Bestandteilen eine Verbindung eingeht oder
oxidiert und in Threr Funktion stort — darunter Proteine, Lipide und Nukleinsduren [95,
112, 113]. Auch Glutathion, ein Tripeptid welches vor allem zum Schutz vor oxidativem
Stress durch freie Radikale in allen menschlichen Zellen vorliegt, wird gern zum Reaktions-
partner und es entstehen Glutathion-Addukte [114, 115, 116]. Auch entgiftende Enzyme,
wie Superoxiddismutasen oder die Katalase konnen durch S-Lost beeintrichtigt werden
[117]. Diese Prozesse fiihren zum Erliegen elementarer Zellfunktionen, wie der Protein-
biosynthese, und in Folge meist zu programmiertem Zelltod [113]. Sind akute Zellschadi-
gungen nicht gravierend genug, um zu unmittelbarem Untergang der Zelle zu fiihren, so
gewinnen die Schddigungen der DNA an Bedeutung. Diese wurden in Verbindung mit der
Entstehung von Krebs gebracht [113].



CI/\/S\/\CI

Abbildung 1.1: Strukturformel von S-Lost.

Alkylierung. Die Reaktion von S-Lost mit zelluldren Bestandteilen und vor allem der DNA
folgt dabei dem Mechanismus der Alkylierung. Zunéchst entsteht in wassriger Umgebung,
also beispielsweise im Zytoplasma, durch Abspaltung von Cl" ein einfach positiv geladenes
Episulfonium-Ion [118]. Im Falle der Alkylierung von DNA geht das Episulfonium-Ion durch
elektrophilen Angriff eine Bindung mit Aminogruppen der Nukleotide ein und es entstehen
S-Lost-Addukte [119]. Nachdem S-Lost 2 dieser sehr reaktiven funktionellen Gruppen be-
sitzt, ist dieser Vorgang fiir beide Seiten moglich, was zur Quervernetzung von DNA fiihren
kann [120].

DNA-Schadigung. Die geschidigten Nukleotide werden im Idealfall mittels Basen- oder Nu-
kleotidexzisionsreparatur durch neue ersetzt [121]. Fiihrte die Schadigung der DNA jedoch
zu einem Doppelstrangbruch, kann nur eine homologe Rekombination zweier Schwester-
chromatiden eine fehlerfreie Reparatur gewahrleisten. Eine nicht-homologe Endverkniip-
fung jedoch fiihrt zu einer fehlerbehafteten Reparatur des Doppelstrangbruchs, was kan-
zerogene Effekte mit sich bringt.

Die Schadigung der DNA fiihrt unter anderem auch zur Aktivierung der Poly(ADP-ribose)-
Polymerase (PARP), welche an der Reparatur von Einzelstrangbriichen beteiligt ist [122,
123]. Eine Ubersteigerte Aktivierung der PARP fiihrt jedoch zur Erschopfung der NAD- und
ATP-Speicher. Der Prozess der Apoptose, welcher durch PARP-Aktivierung initiiert wird, ist
jedoch energieintensiv und so endet der angestofsene Prozess teils in der Nekrose [123,
124].

Oxidativer Stress. Der grofRe Energieverlust, der mit einer erh6hten PARP-Aktivierung ein-
hergeht, ist aullerdem Grund fiir eine verminderte Regeneration zelluldrer Antioxidantien,
wie beispielsweise Glutathion [125]. Dieser Effekt sowie eine gesteigerte Freisetzung re-
aktiver Sauerstoffspezies durch neutrophile Granulozyten (oxidative burst) im Rahmen der
akuten Inflammation fiihren zu oxidativem Stress, welcher wiederum in der Schadigung
von Proteinen, der Zellmembran, oder der DNA miindet [126].

1-Chlor-2-ethylsulfanylethan (CEES), eine weitere alkylierende Verbindung, unterscheidet
sich von S-Lost nur durch ein Chloratom (vgl. Abbildungen 1.1 und 1.2) und wird deshalb
auch als half mustard bezeichnet. Auch CEES kann Sulfonium-Ionen bilden und reagiert
somit chemisch vergleichbar mit S-Lost [127]. Die mittlere letale Wirkstoffkonzentration
(LCsp) von CEES fiir die orale Verabreichung in Ratten liegt bei 252 mg/kg. CEES ist somit
um einiges harmloser im Vergleich zu S-Lost mit einem LCso-Wert von 2,4 mg/kg [128].
Im Unterschied zu S-Lost ist CEES auch in zivilen Laboren einsetzbar.

NN

Abbildung 1.2: Strukturformel von CEES.
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1.4 Fragestellung

Alkylierungsmittel wie S-Lost oder CEES wurden als Aktivatoren des menschlichen che-
mosensorischen TRPA1-Kationenkanals beschrieben. Die Aktivierung von TRPA1 durch S-
Lost oder CEES fiihrte zu einem dosisabhdngigen Anstieg des intrazellularen Kalziumspie-
gels ([Ca?*];). Insbesondere in A549-Lungenepithelzellen, die TRPA1 endogen exprimie-
ren, konnte der induzierte Anstieg von [Ca®*]; jedoch nicht vollstindig durch spezifische
TRPA1-Antagonisten gehemmt werden [129]. Daher scheinen andere Kanéle in diesem Zu-
sammenhang eine Rolle zu spielen.

Eine strukturierte Uberpriifung der verfiigbaren Literatur wies auf eine bedeutende Rol-
le der Vanilloid-Rezeptor-verwandten Unterfamilie der TRP-Kanéle in der Toxikologie hin
[130]. Der Membrankanal wird, neben verschiedenen anderen Geweben, vor allem auch in
der Lunge exprimiert [17]. Ebenso wurde festgestellt, dass dieser die Sekretion von Zytoki-
nen vermittelt [71, 72], welche an der Entstehung oder der Exacerbation der ALI [75], wie
auch des ARDS [76], der Lungenfibrose [77, 78] und entziindlicher Lungenerkrankungen
wie Asthma [79] oder COPD [80] beteiligt sind.

Schwere Lungenverletzungen konnen auch nach S-Lost-Exposition beobachtet werden [90,
91, 92, 127], und dariiber hinaus induziert S-Lost die Freisetzung von pro-inflammatori-
schen Zytokinen wie IL-13, IL-6, IL-8 [127, 131, 132] oder TNF-a [126, 127, 132, 133],
die alle nachweislich auch nach TRPV4-Aktivierung freigesetzt werden [71, 72].

Daher untersuchten wir im vorliegenden Projekt die Wechselwirkung zwischen CEES als
Alkylierungsmittel und TRPV4.

1.4.1 Hypothese

Das Alkylierungsmittel 1-Chlor-2-ethylsulfanylethan (CEES) trégt zur Aktivierung des tran-
sient receptor potential cation channel subfamily V member 4 (TRPV4) bei.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Utensilien

Gerit

Erklarung

Hersteller

T100™ Thermal Cycler

Thermozykler

Bio-Rad Laboratories

Mini-Sub Cell GT Cell

DNA-Gelelektrophosese
Kammer

Bio-Rad Laboratories

Gel Doc™ EZ System

DNA-Gel Kamera

Bio-Rad Laboratories

Mini-PROTEAN Tetra Cell

SDS-Gelelektrophosese
Kammer

Bio-Rad Laboratories

Trans-Blot® Turbo™
Transfer System

Semi-dry western blotting
system

Bio-Rad Laboratories

Odyssey® Fc Westernblot LI-COR Biosciences
Abbildungssystem

Chemi-Smart 5000 Westernblot Peglab Biotechnologie
Lumineszenzkamera

FLUOstar® Omega

multi-mode Microplate
Reader

BMG LABTECH

Port-a-Patch®

Planares Patch-Clamp
System

Nanion Technologies

TC20™ Automated Cell
Counter

Automatisierte Zellzihlung

Bio-Rad Laboratories

Heracell™ 240i CO-
Incubator

CO> Inkubator

Thermo Fisher Scientific
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Utensil Erklarung Hersteller
Immobilon®-E PVDF Polyvinylidendifluorid- Merck
Membrane Membran

(PVDF-Membran)

Transfer stacks

Western Blot Filterpapiere

Bio-Rad Laboratories

Mini-PROTEAN® TGX™
Precast Gels

Polyacrylamid-Gele

Bio-Rad Laboratories

Pierce™ BCA Protein Assay
Kit

Proteinquantifizierung

Thermo Fisher Scientific

Wizard® SV Gel and PCR  DNA-Aufreinigung Promega

Clean-Up System

NucleoSpin® RNA Plus RNA-Isolation MACHEREY-NAGEL
NucleoBond® Xtra Maxi Plasmid-DNA Aufreinigung MACHEREY-NAGEL
Plus

Zellkulturgefal3e Sarstedt

Nunc™ F96 MicroWell™
Polystyrolplatte, schwarz

96-well Mikrotiterplatte

Thermo Fisher Scientific

CellCamper® Mini

Einfrierbox fir
Kryor6hrchen

neoLab Migge
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2.1.2 Chemikalien, Puffer und Losungen

Zellkultur Inhalt Hersteller
0,

lysogeny broth (LB)-Medium Pepton 1 %

Hefe 0,5 %

NacCl 0,5 %

ddH,O ad 1L
Dulbecco’s Modified Eagle low glucose, GlutaMAX™ Gibco
Medium (DMEM) Supplement
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco
Penicillin-Streptomycin Sigma-Aldrich
Kulturmedium DMEM

+ FBS 10 %

+ Penicillin-Streptomycin

1%
Dulbecco’s Ohne Calcium und Gibco
phosphate-buffered saline Magnesium
(PBS)
Trypsin-EDTA (0,05 %), Gibco
Phenolrot
TrypLE Express Enzym Gibco
(1X), Phenolrot
G418-disulfat Sigma-Aldrich
(Salz)-Losung
PCR Inhalt Hersteller
GoScript™ Reverse Promega
Transcription Mix,
Oligo(dT)
GoTaq® G2 Hot Start Promega
Green Master Mix
TRIS-Borat-EDTA (TBE) TRIS1M

Borsaure 1 M

EDTA 0,02 M

ddH,O ad 1L
DirectLoad™ PCR 100 bp Sigma-Aldrich
Low Ladder
Nancy-520 DNA Gel Stain Sigma-Aldrich
Western Blot Inhalt Hersteller
Radioimmunoprecipitation =~ NaCl 150 mM

assay buffer (RIPA-Puffer)
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Western Blot

Inhalt

Hersteller

EDTA 5 mM, pH 8,0
TRIS 50 mM, pH 8,0
NP-40 1,0 %
Natriumdesoxycholat
0,5 %

SDS 0,1%

ddH,0 ad 100 mL

Protease Inhibitor Cocktail
(50X)

Promega

Lammli-Probenpuffer (4X)

TRIS/HCI 62,5 mM pH 6,8

Glycerin 20 %

SDS 4 %
B-Mercaptoethanol 5 %
Bromphenolblau 0,1 %
ddH,0 ad 100 mL

Lammli-Laufpuffer (10X) TRIS 0,25 M
(TRIS-Glycin-SDS-Puffer) Glycin 1,92 M
SDS1%
Precision Plus Protein™ Bio-Rad Laboratories
Dual Color Standards
Trans-Blot Turbo Transfer Bio-Rad Laboratories
Buffer
TRIS-buffered saline (TBS) TRIS 0,2 M
(10xX) NaCl 1,37 M
ddeO ad1L
pH 7,6
TRIS-buffered saline mit TRIS 20 mM
Tween20 (TBST) NacCl 137 mM
Tween20 0,05 %
ddH,O0ad 1L
pH 7,5

Intercept® (TBS) Blocking
Buffer

LI-COR Biosciences

TRPV4 Antikorper Sigma-Aldrich
(SAB2104243)

TRPV4 Antikorper Thermo Fisher Scientific
(PA5-41066)

TRPV4 Antikorper Thermo Fisher Scientific
(OST00035W)

TRPV4 Antikorper Merck

(MABS466)

GAPDH Antikorper Thermo Fisher Scientific
(PA1-988)
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Western Blot Inhalt

Hersteller

Goat anti-Rabbit IgG
HRP-Konjugat (A0545)

Sigma-Aldrich

Donkey anti-Sheep IgG
HRP-Konjugat (A16041)

Thermo Fisher Scientific

Goat anti-Mouse IgG
HRP-Konjugat (170-6516)

Bio-Rad Laboratories

IRDye® 680RD Donkey
anti-Mouse IgG

LI-COR Biosciences

IRDye® 800CW Goat
anti-Rabbit IgG

LI-COR Biosciences

Chemiluminescent Sigma-Aldrich
Peroxidase Substrate
Aequorin-Assay Inhalt Hersteller
HEPES-buffered saline NaCl 145 mM
(HBS) KCI 5 mM

CaCl, (Dihydrat) 1 mM

MgCl, (wasserfrei) 1 mM

HEPES 10 mM

D-Glucose 10 mM

ddH,O ad 1L
Benzyl-Coelenterazine PJK

High Pure
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Patch-Clamp

Inhalt

Hersteller

Internal CsF 110

CsCl 50 mM

NaCl 10 mM

CsF 60 mM

EGTA 20 mM
HEPES/CsOH 10 mM
pH 7,2

Nanion Technologies

External Standard

NaCl 140 mM

KCl 4 mM

MgCl, 1 mM

CaC12 2 mM
HEPES/NaOH 10 mM
D-Glucose (Monohydrat)
5 mM

pH 7,4

Nanion Technologies

Seal Enhancer

NaCl 80 mM

KCI 3 mM

MgCl, 10 mM

CaCl, 35 mM

HEPES (Na™-Salz)/HCl
10 mM

Nanion Technologies

pH 7,4
WST-1-Assay Hersteller
Cell Proliferation Reagent WST-1 Roche
Agonisten, Antagonisten Hersteller
GSK1016790A Sigma-Aldrich
GSK2193874 Sigma-Aldrich
CEES Sigma-Aldrich
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2.2 Software

Software Erklarung Hersteller

Image Lab™ Bildverarbeitung Bio-Rad Laboratories
DNA-Gelelektrophorese

Image Studio™ Bildverarbeitung LI-COR Biosciences
Immunoblot

SnapGene® Gentechnik Software GSL Biotech

OMEGA Steuersoftware multi-mode BMG LABTECH
Microplate Reader

MARS Datenanalyse Software BMG LABTECH
multi-mode Microplate
Reader

PatchContol Steuersoftware Nanion Technologies
Patch-Clamp-Aufbau

RStudio Benutzeroberfldche RStudio
Programmiersprache R

Texmaker BTEX Editor Pascal Brachet

TeX Live TeX-Distribution TeX User Groups

JabRef Literaturverwaltung JabRef e.V.

Zur Auswertung und Visualisierung der Daten wurde die Programmiersprache R verwendet.
Die beiden libraries ggplot2 [134] und drc [135] wurden fiir die Darstellung der Graphen
und die Schitzungen der ECso- beziehungsweise ICso-Werte verwendet. Fiir den fit der
Kurven wurde die Logistische Regression mit 4 Parametern angewandt. Die Formel fiir die
Berechnung lautet [136, 137]:
Y = a—d
1 ()

Dabei stellt a die obere Asymptote, d die untere Asymptote, ¢ den Umschlagspunkt (ECsg
oder ICsg), und b die Hill’sche Steigung (Hill’s slope) dar.

2.3 Zellkultur

2.3.1 Zellkulturpassage

Zum Passagieren der Zellen wurde zunéchst das Kulturmedium in der Zellkulturflasche
abgenommen. Daraufhin wurden die Zellen mit dem doppelten Volumen des verwende-
ten Kulturmediums an 37 °C warmem PBS gewaschen und der Zellrasen mit 1-2 mL Tryp-
sin/EDTA fiir 5 Minuten bei 37 °C vom Boden des Kulturgefildes abgelost. Zur Inaktivierung
des Enzyms wurde ein Teil der Zellen (s. Kapitel 2.3.4) im gewiinschten Volumen an Kul-
turmedium (37 °C) wieder aufgenommen und in eine neue Zellkulturflasche transferiert.
Das im Kulturmedium befindliche FBS enthélt unter anderem das Enzym o-1-Antitrypsin,
welches die weitere Aktivitdt von Trypsin unterbindet. Im Falle der etablierten HEK293-V4
Zelllinie wurden bei jeder Passage zusatzlich 600 ng/mL G418 eingesetzt, um die Prado-
minanz erfolgreich transfizierter Zellen aufrecht zu erhalten (s. Kapitel 2.4.1). Diese Kon-
zentration des Selektionsmarkers entspricht der ermittelten absolut letalen Wirkstoffkon-
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zentration (LCioo) von HEK293-Wildtyp (HEK293-wt) (s. Kapitel 3.1). Im CO;-Inkubator
waren bei 37 °C und einer CO,-Konzentration von 5 % optimale Wachstumsbedingungen
fiir die Zellen gewéhrleistet.

2.3.2 Zellzahlung

Gezahlt wurden die Zellen entweder mit einer Neubauer-Zihlkammer oder mit dem ,,TC20™
Automated Cell Counter®.

Auf der Neubauer-Zahlkammer wurde durch Adhésionskraft von kondensiertem Wasser-
dampf ein Deckglas befestigt. Zwischen Deckglas und Zahlkammer wurden 10 pL einer
Zellsuspension injiziert, fiir welche die Zellkonzentration bestimmt werden sollte. Durch
Kapillarkréfte fiillte sich der Zwischenraum vollstdndig mit der Fliissigkeit. Um die Zahl
der Zellen pro mL zu errechnen, wurde unter dem Lichtmikroskop 4 der Zellen gezahlt
und mit dem Faktor 10.000 multipliziert. Morphologisch wurde zwischen lebendigen Zel-
len und Zelldebris unterschieden und nur erstere gezéahlt.

Die Variante der automatisierten Zellzdhlung beruhte auf optischer Bildanalyse. Dazu wur-
den 10 pL einer Zellsuspension auf einen Trager gegeben und mit einer Kamera in verschie-
denen Fokusebenen untersucht. Dabei wurde automatisch die Form jeder Zelle bestimmt
und aufgrund dieser Information ebenfalls nur als lebend deklarierte Zellen gezahlt.

2.3.3 Kryokonservierung

Das Einfrieren von Zellen verlief zundchst analog zum Passagieren. Der Zellrasen in ei-
ner Kulturflasche wurde durch Abnahme des Mediums freigelegt, mit PBS-Puffer gewa-
schen und mit Trypsin/EDTA abgelost. Zur Neutralisierung von Trypsin wurde die Losung
in 20 mL Kulturmedium aufgenommen. Nun wurde die Zellkonzentration bestimmt (s. Ka-
pitel 2.3.2) und je 1 Million Zellen bei 500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert. Das Zellpellet
wurde in 1,6 mL FBS gelost und mit 10 % DMSO in ein Kryorohrchen gegeben. Das DM-
SO verhindert eine Kristallbildung der Losung beim Einfrieren, was eine Beschiddigung der
Zellmembranen vermeiden kann. In einem speziellen Isolationsgefal$ (,,CellCamper® Mi-
ni“), welches eine kontinuierliche Temperaturabnahme von 1 °C pro Minute gewéhrleistet,
wurden die Zellen bei —-80 °C eingefroren. Fiir die Langzeitlagerung wurden die Kryorohr-
chen dann in fliissigen Stickstoff iiberfiihrt.

Um Zellen wieder aufzutauen, wurde ein Kryorohrchen 1 Minute unter etwa 37 °C warmes
Wasser gehalten und von auf3en fiir die Arbeit unter der Sterilbank desinfiziert. Die nun fliis-
sige Zellsuspension wurde mit DMEM auf 10 mL aufgefiillt und bei 500 g fiir 5 Minuten
zentrifugiert. Nachdem der Uberstand verworfen wurde, konnte das Pellet im gewiinsch-
ten Volumen an Kulturmedium resuspendiert und gegebenenfalls Selektionsantibiotikum
hinzugegeben werden.

Es bietet sich an, die Zellen vor dem Einfrieren zu zdhlen, um fiir den erneuten Beginn der
Zellkultur nach Ende der Konservierung zu wissen, welches Kulturgefal$ geeignet ist.

2.3.4 Aussaat von Zellen

Die Zahl der ausgesiten Zellen war bestimmt durch das Wachstumsverhalten der kultivier-
ten Zelllinie und die Grof3e des gewiinschten Kulturgefa3es. Ebenso war die Dauer bis zur
néchsten Passage bestimmend. Hier wird mit 48 bis 72 Stunden jedoch nur der gebréduch-
lichste Fall dargestellt.

In Tabelle 2.4 wird beschreiben, wie viele Zellen im Mittel, jeweils abhédngig von Zelllinie
und Wachstumsflache, ausgesédt wurden. Das Volumen an Kulturmedium nach Wachstums-
flache des Kulturgefél3es wird in Tabelle 2.5 beschrieben.
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Tabelle 2.4: Zellaussaat nach Zelllinie und Wachstumsfldche.

Anzahl pro cm? Faktor

HEK293-wt 2.000 1:4
HEK293-V4 100.000 1:2
A549 30.000 1:2

Tabelle 2.5: Volumen an Kulturmedium nach Wachstumsfldche des Kulturgeféal3es.

Wachstumsfliche [ecm?] Volumen [mI]

6-well 9,6 5
T25 25 5
T75 75 10
T175 175 20

2.4 Etablierung einer TRPV4-iiberexprimierenden Zelllinie

2.4.1 Expressionsvektor

Um eine Zelllinie mit Uberexpression eines Kanalproteins herzustellen, wird eine deoxyri-
bonucleic acid (DNA)-Vorlage benotigt. In unserem Fall war diese Vorlage ein zirkulédres
Plasmid — auch (Expressions-)Vektor genannt.

Auf diesem ist neben dem sog. vector backbone ,,pCl-neo Mammalian Expression Vector*
auch die kodierende Sequenz von hTRPV4 verortet. Das backbone stellt dabei die Uberex-
pression und die Stabilitdt der ribonucleic acid (RNA) nach Transkription sicher. Der Pro-
motor des humanen Zytomegalievirus [138] und ein chiméres Intron [139, 140] vermit-
teln die erhohte Expression des Kanalproteins durch vermehrte Transkription des TRPV4-
Gens. Das SV40 late polyadenylation signal, welches dem hTRPV4-Gen nachgeschaltet ist,
bewirkt eine Polyadenylierung des Transkripts. Es wurde gezeigt, dass die Addition von
Adenosin-Resten am 3’-Ende des Transkripts sowohl die folgende Translation als auch die
Stabilitat der RNA verbessert [141, 142]. Ebenfalls auf dem backbone befindet sich das
Neomycin-Phosphotransferase-Gen mit eigenem Polyadenylierungssignal. Das exprimier-
te Enzym vermittelt die Resistenz gegeniiber einem Aminoglykosid-Antibiotikum (G418).
Durch Phosphorylierung von G418 [143] kann die Neomycin-Phosphotransferase eine sta-
bile Expression der genetischen Information des Vektors (s. Kapitel 2.4.7) erreichen und
als Basis fiir eine Selektion genutzt werden. Ein weiterer relevanter Bestandteil auf dem
backbone ist das Gen fiir eine -Lactamase, welche die bakterielle Resistenz gegentiber
Ampicillin vermittelt. Dieses Aminopenicillin kann als Selektionsmarker fiir die bakterielle
Transformation (s. Kapitel 2.4.3) verwendet werden.

Im Folgenden wird der Expressionsvektor auch TRPV4-Plasmid genannt.
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Expression Vector

9531 bp

Abbildung 2.1: Expressionsvektor fiir die Uberexpression von TRPV4.

2.4.2 Herstellung von LB-Agar-Platten

Als Wachstumsmedium fiir Bakterienklone im Rahmen des Klonierens wurden Agarplatten
verwendet. Das Ausstreichen von Bakterien auf der Oberflache einer lysogeny broth (LB)-
Agar-Platte bietet den Vorteil, dass einzelne Klone rdaumlich getrennt wachsen konnen und
dabei jedes Bakterium eines Klons génzlich identisches Genmaterial besitzt. Durch die Ver-
wendung eines Selektionsmarkers kann sichergestellt werden, dass sich auf einer Agarplat-
te nur Bakterien vermehren, welche eine Resistenz gegeniiber dem eingesetzten Antibioti-
kum aufweisen; bei denen also eine bakterielle Transformation (s. Kapitel 2.4.3) erfolgreich
war. Dabei kann man von folgendem Grundsatz ausgehen: Je mehr Vektor-DNA inklusive
bakterieller Resistenz im Bakterium vorhanden ist, desto ungehinderter das Wachstum ei-
nes Klons auf der Agarplatte.

Dem Protokoll von Oswald [144] folgend wurden 300 mL LB-Medium mit 3 g Agarose
verriihrt und autoklaviert. Dieses Volumen geniigt zur Herstellung von 10 Agar-Platten mit
einem Durchmesser von 9 cm. In einem Wasserbad wurde die Losung auf 55 °C abgekiihlt,
um ein vorzeitiges Erstarren ab 50 °C zu verhindern. Um eine Zielkonzentration des Se-
lektionsmarkers Ampicillin von 100 pg/mL in der Fliissigkeit zu erreichen wurden 30 mg
des Antibiotikums eingewogen und untergeriihrt. Daraufhin wurden 30 mL der Lésung
in je eine Petrischale gegossen und geschlossen fiir etwa 3 Stunden bei Raumtemperatur
inkubiert. Dabei wurde die Fliissigkeit fest. Zur Lagerung wurden die LB-Agar-Platten mit
Paraffin-Wachs versiegelt und auf 4 °C gekiihlt.

2.4.3 Bakterielle Transformation

Fiir die Klonierung des Expressionsvektors, der fiir die Transfektion der HEK293-wt-Zellen
verwendet wurde, kamen kompetente ,DH50®“-Bakterien zum Einsatz. Dieser Escherichia
coli-Stamm besitzt die Fihigkeit fremde DNA aufzunehmen und zu amplifizieren [145,
146]. Fiir die Transformation wurden die ,DH50®“-Zellen zunéchst auf Eis aufgetaut.
50 pL der Zellsuspension wurden danach mit 100 ng der Vektor-DNA versehen und vor-
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sichtig invertiert. Anschlie@end wurde die Losung fiir 30 Minuten auf Eis inkubiert und
dann fiir 30 Sekunden auf 42 °C erhitzt. Dieser sog. heat shock verbessert die Effizienz der
Transformation [147]. Nun wurden die Bakterien erneut 2 Minuten auf Eis gekiihlt, be-
vor sie mit 250 pL vorgewarmtem und autoklaviertem LB-Medium bei 37 °C eine Stunde
geschiittelt wurden. Die Suspensionen wurden sodann mit einem abgeflammten Drigalski-
spatel auf einer LB-Agar-Platte (s. Kapitel 2.4.2) ausgestrichen und danach iiber die Nacht
bei 37 °C invertiert inkubiert. Das in den Platten enthaltene Ampicillin erhélt wéhrend des
Wachstums der Bakterien einen Selektionsdruck, ohne den die transformierte Vektor-DNA
wieder verloren ginge. Es liegt nahe, dass bei Klonen, welche besonders gut gedeihen, die
Transformation effektiver war und mehr TRPV4-Plasmid vorlag.

2.4.4 Bakterienkultur zur Plasmidaufbereitung

Um nun die Vermehrung der DH50®“-Bakterien, und somit des TRPV4-Plasmids, zu er-
moglichen, wurde eine Bakterienkultur angelegt.

Zunachst wurden je 4 mL autoklaviertes LB-Medium in ein Rohrchen mit 15 mL Fassungs-
volumen gegeben und 400 pg Ampicillin hinzugefiigt, sodass sich eine Konzentration von
100 pg/mL ergab. Die Ubergrole des GefilRes stellt wihrend des Wachstums der Kultur
eine ausreichende O,-Sattigung sicher. Nun wurden mehrere Klone auf einer beimpften
Agarplatte (s. Kapitel 2.4.3) ausgewahlt (colony picking) und jeweils in ein Rohrchen iiber-
fiihrt. Diese Vorkulturen wurde bei 37 °C fiir etwa 8 Stunden bei 300 rpm geschiittelt.
Dabei waren die Rohrchen abgedeckt, wobei jedoch die nétige Luftzufuhr sichergestellt
war. Nach Inkubation wurde eine Vorkultur mit besonders gutem Wachstum ausgewdahlt
und die anderen, weniger triiben Kulturen verworfen.

Wihrenddessen wurde fiir die Hauptkultur ein Erlenmeyer-Kolben mit einem Fassungs-
volumen von 1 L mit 400 mL LB-Medium befiillt, abgedichtet und autoklaviert. Danach
wurden 40 mg Ampicillin hinzugegeben (Zielkonzentration 100 pg/mL) und die gewéhlte
Vorkultur in den Erlenmeyer-Kolben iiberfiihrt. AnschlieBend wurde dieser bei 300 rpm
und 37 °C fiir 12 Stunden geschiittelt. Auch hier wurde trotz Abdeckung des Gefédl3es eine
ausreichende Sauerstoffversorgung der Bakterien gewéhrleistet.

2.4.5 Aufreinigung der Plasmid-DNA

Die im folgenden verwendeten Losungen und Utensilien stammen aus dem Aufreinigungs-
set ,,NucleoBond® Xtra Maxi Plus*“.

Zu Beginn der Aufreinigung wurde die Bakterienkultur aus 2.4.4 bei 4 °C und einer Be-
schleunigung von 6000 g fiir 10 Minuten zentrifugiert, der Uberstand verworfen und das
Zellpellet in 12 mL Resuspensionspuffer aufgenommen. Dieser Puffer enthielt auch eine
RNase zum Verdau von RNA-Kontaminationen. Um die Zellwand der Bakterien zu durch-
brechen wurden 12 mL Lysepuffer hinzugegeben. Nach fiinfmaligem Invertieren und fiinf-
miniitiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde die Suspension mit 12 mL Neutralisati-
onspuffer versetzt und invertiert. Das durch die Lyse entstandene Prézipitat wurde dadurch
wieder zu einer homogenen Losung, welche dann auf einen equilibrierten Filter aufgetra-
gen wurde. Das Filtrat durchfloss daraufthin eine Siule, die Plasmid-DNA auffing, indem ne-
gativ geladene Phosphat-Reste des Riickgrats der Plasmid-DNA an positiv geladene Methyl-
Hydroxyethyl-Amino-Gruppen der Sdulen-Matrix banden. AnschlieRend wurde zunéchst
der Filter mit 15 mL Equilibrationspuffer und danach nur die Saule mit 25 mL eines Wasch-
puffers gewaschen, um die Reinheit der spéter eluierten Plasmidlosung weiter zu erhéhen.
Mithilfe eines Elutionspuffers (15 mL) wurde die Vektor-DNA aus der Sédule gelost und auf-
gefangen.

Fiir das Aufkonzentrieren wurde die DNA aus dem Eluat mit 10,5 mL Isopropanol fiir 2 Mi-
nuten ausgefallt und danach an eine Kieselgel-Membran adsorbiert. Dabei wurde die Fliis-
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sigkeit langsam durch eine Spritze gepresst, an deren Ende besagte Filter-Membran be-
festigt war. Die Membran wurde anschlielfend mit 4 mL 70 %-igem Ethanol gewaschen
und mit Luftdruck getrocknet. Herausgelost wurde die Plasmid-DNA mit 1 mL TRIS-Puffer.
Nach beendeter Aufreinigung des Plasmids, wurde die Konzentration auf 1 pg/pL mit TRIS-
Puffer nivelliert.

2.4.6 Bestimmung des LC,o,-Wertes von G418 fiir HEK293-wt-Zellen

Um eine stabile Expression von TRPV4 nach Transfektion (s. Kapitel 2.4.7) sicherzustel-
len war es noétig, die transfizierten Zellen stets mit dem Selektionsmarker G418 zu be-
handeln. Dies bewirkt, dass nur Zellen iiberleben, welche eine Resistenz gegeniiber dem
Antibiotikum aufweisen. Gewohnlich wird fiir die Aufrechterhaltung der Transfektion eine
Konzentration von 200-600 ng/mL G418 eingesetzt [148, 149, 150]. Fiir die individuel-
le Anwendung muss jedoch immer eine gesonderte absolut letale Wirkstoffkonzentration
(LC100) der Wildtyp-Zellen festgestellt werden.

Hierfiir wurden je 11.000 HEK293-wt-Zellen in eine Vertiefung einer 24-well Platte gesét
und in 1 mL Kulturmedium mit 0-1000 pg/mL G418 inkubiert. Dabei wurde nicht wie
iiblich passagiert, sondern jeden 2.-3. Tag nur die Zielkonzentration des Selektionsmar-
kers erneuert. Nach 7 Tagen wurde der Effekt fotografisch dokumentiert und subjektiv der
LC100-Wert bestimmt. Eine Zelle wurde nur dann als lebendig gewertet, wenn sie noch
am Boden des Kulturgefildes adhédrent war. Der LCigp-Wert wurde bei 600 png/mL G418
festgestellt (s. Kapitel 3.1)

2.4.7 Transfektion von HEK293-wt-Zellen mit TRPV4-Plasmid

Fiir die Erstellung einer Zelllinie mit stabiler TRPV4-Expression wurden neben dem TRPV4-
Plasmid Zellen der Linie HEK293 verwendet [151]. Diese erweisen sich seit 1998 als sehr
geeignet fiir eine spéitere transiente Transfektion mit Aequorin-Plasmid [152] (s. Kapitel
2.6.1).

Die Transfektion wurde mithilfe des Reagenzes ,PromoFectin“ durchgefiihrt. Enthalten
sind darin kationische Polymere, welche im Komplex mit der Plasmid-DNA an negativ ge-
ladene Bestandteile der Zelloberflache binden. Per Endozytose wird das Plasmid in das
Innere der Zelle iiberfiihrt. Durch Pufferung eines alkalischen pH-Werts werden endoso-
male Nukleasen inaktiviert. Dies fiihrt {iber einen kontinuierlichen Zustrom von Protonen
zur Ruptur der Endosomen. Somit liegt die Vektor-DNA frei im Zytoplasma vor, was nach
Migration in den Zellkern die gewiinschte Integration in das Genom der Zelle ermoglicht.
Hierbei wurde der Ansatz verfolgt, die Wahrscheinlichkeit der Integration in das Genom
der HEK293-wt-Zellen zu erh6hen, indem man die Menge an Plasmid-DNA erhoht. Die
Wahrscheinlichkeit der konsekutiv erwiinschten stabilen Expression der eingebrachten ge-
netischen Information ist hiervon natiirlich nicht mafgeblich beeinflusst. Im Folgenden
wird in Kiirze das Protokoll zur Transfektion der HEK293-wt-Zellen dargestellt.

Fiir drei verschiedene Transfektionskonditionen wurden zunéchst Losungen vorbereitet,
welche aus dem TRPV4-Plasmid und ,,PromoFectin“ bestanden (s. Tabelle 2.6). Das jeweili-
ge Volumen TRPV4-Plasmid (1 pg/pL) wurde in 60 pL. DMEM gel6st und im Vortex-Mischer
geriihrt. Dem entsprechend wurde das doppelte Volumen an Transfektionsreagenz in 60 pL
DMEM gelost und vermischt. Beide Losungen wurden danach zusammen vermischt und fiir
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Die entstandene Losung mit einem Volumen
von 129-156 pL war jeweils ausreichend fiir einen Transfektionsansatz in einer Vertiefung
einer 6-well Platte.
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Tabelle 2.6: Konditionen fiir die Transfektion von HEK293-wt-Zellen.

Kondition TRPV4-Plasmid [pg] PromoFectin [pL]

1 3 6
2 6 12
3 12 24

In je ein well der Platte wurden 20.000 HEK293-wt-Zellen in 200 pL Kulturmedium aus-
gesit (s. Kapitel 2.3.4). Daraufhin wurde je ein Ansatz der vorbereiteten Losung (Plasmid-
DNA plus ,PromoFectin“ in DMEM) tropfenweise auf der Zellsuspension verteilt und der
Ansatz bei 37 °C fiir 30 Minuten inkubiert. Nun wurde jedes well auf ein Volumen von
2 mL mit Kulturmedium angefiillt. Um die Konzentration der Transfektionsreagenz hoch-
zuhalten, wurde hier nicht das iibliche Volumen von 5 mL fiir die Zellkultur verwendet (s.
Tabelle 2.5). Zuletzt wurde die Suspension mit 12 pL. G418 (100 mg/mlL) versetzt, um eine
ungefihre Zielkonzentration von 600 ng/mL G418 zu erhalten. Mit dem Ziel der Selektion
erfolgreich transfizierter Zellen, wurde diese Konzentration nun fortwahrend nach jeder
Passage eingesetzt. Da die Plasmid-DNA in eukaryontischen Zellen nicht mehr vervielfal-
tigt, sondern mit jeder Zellteilung numerisch halbiert wird, konnte man nach einigen Pas-
sagen bei lebendigen Zellen davon ausgehen, dass die Sequenz des Plasmids zumindest
teilweise in das Genom der Zelle integriert wurde. Die Resistenz erfolgreich transfizierter
Zellen gegeniiber G418 riithrt von der in Kapitel 2.4.1 beschriebenen Expression des En-
zyms Neomycin-Phosphotransferase.

Die generierte Zelllinie wird im folgenden HEK293-V4 genannt. Die entstandenen Zellpools
finden sich in 3.1 aufgelistet.

2.5 Molekularbiologische Methoden

Der Erfolg der Transfektion wurde auf unterschiedlichen Ebenen nachgewiesen. Dieses Ka-
pitel beschéaftigt sich mit den Methoden des molekularbiologischen Nachweises. Wie in
2.4.7 beschrieben, war zum Zeitpunkt der Untersuchungen von einer stabilen Expression
von TRPV4 auszugehen.

2.5.1 Nachweis von TRPV4-mRNA
Zuerst wurde iiberpriift, ob die durch Transfektion eingebrachte Geninformation erfolg-

reich in messenger ribonucleic acid (mRNA) umgeschrieben wurde.

Primerdesign

Fiir den Nachweis von TRPV4-mRNA mittels Reverse transcription polymerase chain reaction
(RT-PCR) und die Sequenzierung der kodierenden Sequenz fiir TRPV4 — beide Methoden
sind gesondert beschrieben — wurden verschiedene Primerpaare entwickelt, die bestimm-
ten Qualitétskriterien entsprachen [153]:

1. Ein Primer sollte aus 18-30 bp bestehen

2. Fiir eine PCR mit anschlie3ender Agarose-Gelelektrophorese sollte die Linge des Am-
plikons etwa 500 bp entsprechen

3. Der GC-Gehalt eines Primers sollte zwischen 40 und 60 % liegen

24



4. Das 3’-Ende eines Primers sollte nicht mehr als zwei Guanin- oder Cytosin-Basen
enthalten, um unspezifische Primeranlagerungen zu vermeiden

5. Primer-Dimere sollten verhindert werden, indem die 3’-Enden des Paares auf Kom-
plementaritit gepriift werden

6. Die Schmelztemperatur (Ty,) der beiden Primer sollte nicht um mehr als 4 °C diffe-
rieren

Fiir beide Verfahren, also der mRNA-Nachweis {iber RT-PCR und eine Sequenzierung des
transfizierten TRPV4-Gens, wurden verschiedene Primerpaare mit ihren resultierenden Am-
plikons entwickelt.

Fiir den zunéachst durchgefiihrten PCR-Nachweis wurden mehrere Amplikons gewahlt die
iiber das ganze hTRPV4-Gen verteilt waren (s. Tabelle 2.7).

Tabelle 2.7: Kombinationen von TRPV4-Primern fiir eine RT-PCR. Je in 5-3’-Richtung darge-
stellt. Angaben zu den Primern: GC-Gehalt; Ty,; Linge des Primers.

Forward Reverse Amplikon
| GCACACCGCCGTACCCTTA AGACCAGGGCTGAAGCGTAG 414b
63 %; 59 °C; 19 bp 60 %; 61 °C; 20 bp P
, CATGATCCAGAAGATTCTCTTCAAGG ~ CTCATCCACCCTGAAGCACCAC 535 b
42 %; 58 °C; 26 bp 59 %; 61 °C; 22 bp P
5 CAAGATTGAGAACCGCCACG CTTGAAGAGAATCTTCTGGATCA 514
55 %; 58 °C; 20 bp 39 %; 54 °C; 23 bp P
4 GTGCTCAACAACGACGGCCT CAAGTCTTTGATGTTGGTGAAGAAG ¢/, ¢
60 %; 62 °C; 20 bp 40 %; 56 °C; 25 bp P
s GAGTTTCGAGAGCCATCTACG GAAGAGGCGGGCACACTTGA 5291
52 %; 56 °C; 21 bp 60 %; 60 °C; 20 bp P

Fiir die spater im Laufe des Projekts durchgefiihrte Sequenzierung wurden ebenfalls Ampli-
kons gewdhlt, die iiber die ganze Sequenz des Membrankanals verteilt waren. Zuséatzlich
mussten sich diese auch iiberlappen und das jeweilige Ende des Gens iiberragen, um ein
ganzheitliches Bild der Sequenz zu erhalten (s. Tabelle 2.8).
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Tabelle 2.8: Kombinationen von TRPV4-Primern fiir die Sequenzierung. Je in 5’-3’-Richtung
dargestellt. Angaben zu den Primern: GC-Gehalt; Ty,; Lange des Primers.

Forward Reverse Amplikon
| GAGCTCGGATCCACTAGTCCAGT GTAGATGTCACGGAAGGGCGAGTT 748h
57 %; 61 °C; 23 bp 54 %; 62 °C; 24 bp P
, GAGTTTCGAGAGCCATCTACG CTTGAAGAGAATCTTCTGGATCA 12871
52 %; 56 °C; 21 bp 39 %; 54 °C; 23 bp P
5 GAGTTTCGAGAGCCATCTACG CAAGTCTTTGATGTTGGTGAAGAAG |0,y
52 %; 56 °C; 21 bp 40 %; 56 °C; 25 bp P
4, GTGCTCAACAACGACGGCCT CTTGAAGAGAATCTTCTGGATCA saab
60 %:; 62 °C; 20 bp 39 %; 54 °C; 23 bp P
5 GTGCTCAACAACGACGGCCT AGACCAGGGCTGAAGCGTAG 808 b
60 %; 62 °C; 20 bp 60 %; 61 °C; 20 bp P
¢ GCACACCGCCGTACCCTTA CTCATCCACCCTGAAGCACCAC 860 b
63 %; 59 °C; 19 bp 59 %; 61 °C; 22 bp P
,  CATGATCCAGAAGATTCTCTTCAAGG ~ CGTCATCAGTCCTCCACTTGC 94 b
42 %; 58 °C; 26 bp 57 %; 59 °C; 21 bp P
g GTGGTGCTTCAGGGTGGATGAG TCTGCAGAATTGTCTTGACCCT 3511
59 %; 61 °C; 22 bp 45 %; 59 °C; 22 bp P
o CTGGAACCAGAACTTGGGCATC GGCCAGGACCTCTCTGAATG —
55 %; 59 °C; 22 bp 60 %; 58 °C; 20 bp P

Konzentrationshestimmung von RNA- und DNA-Proben

Nach Isolation oder Aufreinigung von Nukleinsduren war es teils notig, deren Konzentra-
tion in einer Losung zu bestimmen. Dies erfolgte durch Bestimmung der Absorption im
Mikrotiterplatten-Lesegerat ,,FLUOstar® Omega“ mit der zugehorigen ,LVis“-Platte. Zu-
nédchst wurde auf alle Mikrotropfen-Népfe je 2 pL bidestilliertes Wasser fiir die Ermittlung
des Blindwerts gegeben und damit das Messgerat kalibriert. Nun wurden ebenfalls 2 pL der
jeweiligen Messprobe auf je ein well pipettiert und die Platte im Messgerét platziert. Die
Messung der Nukleinsduren-Konzentration der betreffenden Losung erfolgte durch Photo-
metrie, wobei die Absorption bei einer Wellenldnge von 260 nm (Ay¢0) gemessen wurde.
Davon wurde der Wert fiir die Hintergrundabsorption bei 340 nm (As4o) subtrahiert und
mit einem Kehrwert des Absorptionskoeffizienten € multipliziert. Fiir double-stranded de-
oxyribonucleic acid (dsDNA) (¢ = %) ist ein anderer Absorptionskoeffizient definiert als
fiir RNA (e = 45).

Die Konzentration [ng/ul] von dsDNA wurde also nach dem Lambert-Beer’schen Gesetz
wie folgt errechnet:

¢ =50 (A260 — Asa0)

Die Konzentration [ng/uL] von RNA wurde mit folgender Formel errechnet:

c =40 (A260 — Asa0)

Die Absorptionswerte Ay und Asyg sind dabei durch Subtraktion des Blindwertes korri-
giert.
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RNA-Isolation

Um untersuchen zu kénnen, ob in der stabil transfizierten Zelllinie HEK293-V4 die kodie-
rende Sequenz in mRNA transkribiert wurde, musste zundchst RNA aus den Zellen isoliert
werden. Hierbei wurden Materialien aus dem Isolationskit ,,NucleoSpin® RNA Plus“ ver-
wendet.

Analog zum Procedere des Passagierens (s. Kapitel 2.3.1) wurden 107 Zellen geerntet und
die Suspension fiir 5 Minuten bei 300 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das
Zellpellet in 350 pL Lysepuffer aufgenommen und im Vortex-Mischer homogen geriihrt. Ei-
ne Komponente des Lysepuffers waren chaotrope Ionen der Hofmeister-Reihe, welche eine
sofortige Denaturierung von RNasen bewirken. Eine Beschadigung der RNA durch Verdau
wurde dadurch ausgeschlossen. Um die tiberfliissige genomic deoxyribonucleic acid (gDNA)
aus dem Lysat zu entfernen, wurde die Losung auf eine Saule gegeben und fiir 30 Sekun-
den bei 11.000 g zentrifugiert. Zum nun von DNA befreiten Filtrat wurden 100 nL einer
Losung gegeben, welche den pH-Wert und die Salzkonzentrationen der Losung so adap-
tierte, dass eine nachfolgende Bindung der RNA an eine Matrix aus Kieselgel moglich war.
Entstandene Prazipitate wurden durch mehrmaliges Auf- und Abpipettieren aufgelost und
die gesamte Losung auf besagte Membran gegeben. Das Filtrat wurde nach 15-sekiindiger
Zentrifugation bei 11.000 g verworfen. Anschliefend wurde die Membran mit der adsor-
bierten RNA zunéchst mit 200 pL eines ersten Waschpuffers versetzt und fiir 15 Sekunden
bei 11.000 g zentrifugiert, dann mit 600 pL eines zweiten Waschpuffers durch analoge Zen-
trifugation gewaschen und zuletzt mit 250 puL des zweiten Waschpuffers bei 11.000 g fiir
2 Minuten gewaschen und getrocknet. Um nun eine méglichst grofse Menge an isolierter
RNA aufzufangen, wurden auf die Kieselgel-Membran zweimal konsekutiv 30 pL Nuklease-
freies Wasser gegeben, bei 11.000 g zentrifugiert und dadurch aus der Membran geldst. Die
Probe wurde dann fiir eine ladngerfristige Lagerung bei —80 °C eingefroren.

Reverse Transkription

Fiir den nachfolgenden PCR-Nachweis der kodierenden Sequenz fiir TRPV4 war comple-
mentary deoxyribonucleic acid (cDNA) als Ausgangsmaterial notig. Daflir wurde eine re-
verse Transkription der RNA-Vorlage mit den Losungen des Produkts ,,GoScript™ Reverse
Transcription Mix, Oligo(dT)“ durchgefiihrt. Im Folgenden wird in Kiirze das verwendete
Protokoll dargestellt.

Alle Komponenten, die fiir die reverse Transkription notig waren, wurden auf Eis aufgetaut.
Neben der RNA-Vorlage wurde ein Reaktionspuffer und eine Enzym-Mischung verwendet.
In letzterem befand sich neben der reversen Transkriptase auch ein RNase-Inhibitor, der
zusatzlich absichern sollte, dass keine Degradierung der Vorlage stattfand. Im Reaktions-
puffer befanden sich sowohl Magnesium?*-Ionen (MgCl,), die als Cofaktor der reversen
Transkriptase dienen, als auch Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs) fiir die Synthese
des komplementéren Stranges, und Oligo(dT)-Primer, welche den Startpunkt der Reaktion
am Poly-A-Schwanz der mRNA festlegten.

Die Bestandteile wurden nach dem Auftauen kurz im Vortex-Mischer geriihrt und mitein-
ander vermengt (s. Tabelle 2.9). Dabei wurde nach jeder Addition vorsichtig auf- und ab-
pipettiert. Die Masse der eingesetzten RNA sollte dabei 5 pg nicht tibersteigen.
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Tabelle 2.9: Pipettierplan fiir eine reverse Transkription.

Komponente Volumen [pL]
GoScript™ Reaction Buffer, Oligo(dT) 4
GoScript™ Enzyme Mix 2
RNA-Vorlage (<5 ng) 10
ddH,0 4
Gesamt 20

Die fertig pipettierten Proben wurden daraufhin bei 25 °C fiir 5 Minuten inkubiert, um
die Anlagerung der Oligo(dT)-Primer zu ermoglichen. Danach wurde die Elongation des
Synthese-Stranges durch die reverse Transkriptase fiir eine Stunde bei 42 °C begiinstigt und
sodann fiir 15 Minuten bei 70 °C durch thermische Inaktivierung des Enzyms beendet. Im
Gegensatz zur kurzfristigen Lagerung bei 4 °C, ist eine langerfristige bei —20°C empfohlen.

Tabelle 2.10: Inkubationsplan fiir eine reverse Transkription.

Phase Temperatur [°C] Dauer [min]
Primerhybridisierung 25 5
Elongation 42 60
Inaktivierung 70 15
Lagerung 4

PCR

Um nachzuweisen, dass die Transfektion mit dem Expressionsvektor auf Ebene der Tran-
skription (mRNA) erfolgreich war, wurde eine konventionelle Polymerase-Kettenreaktion
(PCR) durchgefiihrt.

Alle fiir die PCR notigen Bestandteile wurden bei Raumtemperatur aufgetaut. Der ver-
wendete ,,GoTaq® G2 Hot Start Green Master Mix“ enthielt eine DNA-Polymerase (Tag-
Polymerase aus dem Bakterium Thermus aquaticus) zur Vervielféltigung eines Amplikons.
Diese benotigt fiir die Synthese des jeweiligen Komplementéarstrangs weitere Komponen-
ten des master mix. Dies sind unter anderem Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTPs),
Magnesium?*-Ionen (MgCl,) als Cofaktor und ein Reaktionspuffer zur Optimierung des
pH-Wertes. Zu 25 pL des zweifach konzentrierten master mix wurden je 2 pL Forward
und Reverse primer (10 uM) gegeben. Diese definieren in Kombination die Lange des Am-
plikons. Ebenso markieren sie mit ihrem 3’-Ende den Angriffspunkt der DNA-Polymerase,
welche dort ihre Synthese beginnt. Auflerdem wurde 1 pL der cDNA-Vorlage verwendet,
welche das Produkt der vorangegangenen reversen Transkription war. Weil eine Masse von
250 ng dabei nicht iiberschritten werden sollte, wurden 200 ng DNA-Vorlage hinzugegeben
und zuletzt mit 20 pL Nuklease-freiem Wasser zu 50 uL Endvolumen aufgefiillt.
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Tabelle 2.11: Pipettierplan fiir eine PCR.

Komponente Volumen [pl] Endkonzentration
GoTag® G2 Hot Start Green Master Mix (2X) 25 1X
Forward primer (10 pM) 2 0,4 uM
Reverse primer (10 uM) 2 0,4 ntM
DNA-Vorlage (<250 ng) 1 4 ng/nL
ddH-0 20

Gesamt 50

Im Thermozykler wurden die Proben daraufhin bei verschiedenen Temperaturen inkubiert.
Eine initiale Denaturierung fiir ein Intervall von 2 Minuten bei 94 °C bewirkt die Disso-
ziation eines an die Polymerase gebundenen Antikorpers, welcher einen vorzeitigen Start
der Reaktion verhindert [154]. Die exponentielle Vervielfiltigung des Amplikons wurde
durch die Wiederholung der Schritte Denaturierung, Primerhybridisierung und Elongation
in 30 Zyklen erreicht. Die Denaturierung, also das Trennen der Doppelstringe, erfolgte bei
94 °C fiir je 15 Sekunden. In Abhéingigkeit der Schmelztemperaturen (Tp,) der einzelnen
Primerpaare, wurde fiir die 15-sekiindige Anlagerung der Primer an einen Einzelstrang
des Amplikons (Primerhybridisierung) eine Temperatur von 55-68 °C gewahlt. Jeweils die
niedrigere Schmelztemperatur der beiden eingesetzten Primer war dabei ausschlaggebend.
Fiir die Elongation durch die Taq-Polymerase wurden die Proben auf 72 °C erhitzt. Die Dau-
er dieser Phase bestimmt sich dabei aus der Lange des Amplikons und sollte 1 Minute pro
Kilobase betragen. Das Enzym weist dabei auch eine Aktivitdt als Exonuklease auf, was
einen Austausch bisher falsch verbauter Basen ermoglicht und Fehler in der Amplifikati-
on minimiert. Eine abschlielende Elongation fiir 5 Minuten bei 72 °C stellte sicher, dass
unvollstdndige Doppelstréange zu Ende synthetisiert wurden.

Tabelle 2.12: Inkubationsplan fiir eine PCR.

Phase Temperatur [°C] Dauer
Initiale Denaturierung 94 2 min
Denaturierung 94 15s

30 Zyklen | Primerhybridisierung 55-68 15s
Elongation 72 1 min/kb
Finale Elongation 72 5 min
Lagerung 4

Agarose-Gelelektrophorese

Im Rahmen einer Agarose-Gelelektrophorese wurden die Produkte einer RT-PCR ihrer Gro-
Re nach aufgetrennt und im Nachgang mittels Ultraviolettfotografie dokumentiert.

In Vorbereitung zur spéteren Elektrophorese wurden fiir das Gel 0,5 g Agarose mit 50 mL
TBE-Puffer vermischt und im Mikrowellenherd bei einer Leistung von 600 W abwechselnd
fiir 10-30 Sekunden erhitzt und geschwenkt. Diese Prozedur wurde wiederholt, bis sich ei-
ne klare Fliissigkeit ergab und alle Kristalle des Agarosepulvers gelost waren. Nachdem die
Losung beim Abkiihlen nicht mehr als handwarm war, wurden 10 uL des Fluoreszenzfarb-
stoffs ,,Nancy-520 DNA Gel Stain“ hinzugegeben. Dieser sendet nach Anregung durch eine
UV-Lampe gelbgriines Lichte der Wellenldnge 560 nm aus und ermoglicht so eine Detekti-
on einzelner DNA-Banden. Anschlielend wurde die Losung in die Elektrophoresekammer
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eingefiillt und ein Kamm als Platzhalter nahe der Kathode fiir die Probentaschen des Gels
eingesetzt. Nach Erkalten und Erhérten des Gels, wurde die Kammer biindig zur Oberkante
des Gels mit TBE-Puffer aufgefiillt, wobei auch die Taschen des Gels gefiillt wurden. Neben
den einzelnen DNA-Proben als Produkte einer PCR wurde auch 5 pL eines Komigrations-
standards (,,DirectLoad™ PCR 100 bp Low Ladder“) eingesetzt. Nun wurde eine Spannung
von 100 V angelegt und so ein elektrisches Feld erzeugt, in dem die, durch ihre Phosphat-
reste negativ geladenen, Amplikons zur Anode wanderten. Je kleiner dabei das Amplikon,
desto schneller die Bewegung durch das Gel. Nach 30 Minuten wurde die Elektrophorese
beendet und das Gel mit der UV-Kamera ,,Gel Doc™ EZ System“ fotografiert.

DNA-Aufreinigung aus Agarose-Gelen

Fiir eine Sequenzierung war nach der Agarose-Gelelektrophorese die Aufreinigung der DNA
notwendig. Hierfiir wurde das Kit ,Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System“ verwendet.
Zunachst wurde die betreffende DNA-Bande auf einem UV-Transluminator dargestellt und
so ausgeschnitten, dass moglichst wenig tiberfliissiges Gel in den nachgeschalteten Extrak-
tionsprozess mitgenommen wurde. Der gewogene Ausschnitt wurde danach in einem Ver-
héltnis von 1 pL auf 1 pg mit einer Losung versetzt, die Guanidiniumthiocyanat enthalt.
Dieser Bestandteil vermittelt als chaotropes Agens die spatere Bindung der DNA an eine
Kieselgel-Membran. Der noch solide Gel-Wiirfel wurde in einem Wasserbad bei 60 °C und
durch wiederholtes kurzes Riihren im Vortex-Mischer aufgelost. Die Losung wurde dar-
aufthin auf die beschriebene Membran transferiert und nach einminiitiger Inkubation bei
16.000 g fiir 60 Sekunden zentrifugiert. Das Filtrat wurde verworfen und auf die Saule
wurden 700 L eines Waschpuffers gegeben. Danach wurde der Aufbau abermals fiir 1 Mi-
nute bei 16.000 g zentrifugiert und nun mit 500 pL des Waschpuffers beladen. Die Losung
wurde bei 16.000 g fiir 5 Minuten zentrifugiert und das Filtrat verworfen. Nun wurde die
leere Saule, um das verbleibende Ethanol verdunsten zu lassen, bei 16.000 g fiir 1 Minu-
te zentrifugiert. Nun wurden auf die Membran 50 pL Nuklease-freies Wasser pipettiert,
um die gebundene DNA nach 1-miniitiger Inkubation bei 16.000 g fiir 60 Sekunden zu
eluieren. Eine gewonnene Probe wurde entweder bei —20 °C eingefroren oder direkt zur
Sequenzierung eingesandt.

Sequenzierung

Um sicher zu gehen, dass die gesamte kodierende Sequenz fiir das TRPV4-Kanalprotein
in der transfizierten Zelllinie HEK293-V4 vorlag, wurde eine Sequenzierung durchgefiihrt.
Nachdem der Prozess der Sequenzierung an den Enden der PCR-Amplikons am fehleran-
falligsten ist und es des ofteren zu Punktmutationen kommt, wurden sich iiberlappende
Sequenzen gewahlt. Tatsdchliche Mutationen konnen dadurch von Fehlern der Polymerase
unterschieden werden.

Die aufgereinigten PCR-Amplikons und die entsprechenden Primer wurden bei , Eurofins
Genomics“ eingesandt. Fiir die Reaktion wurden je 20 uL eines Primers mit einer Stoffmen-
genkonzentration von 10 uM verwendet. Die jeweilige DNA-Vorlage hatte eine Konzentra-
tion von 10-50 ng/ulL.

2.5.2 Nachweis von TRPV4-Kanalprotein

Im néchsten Schritt wurde iiberpriift, ob die durch stabile Transfektion eingebrachte Se-
quenz nach Transkription in mRNA auch in TRPV4-Kanalprotein translatiert wurde.
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Protein-Isolation

Fiir den Nachweis des TRPV4-Kanals mittels Western Blot wurde das Gesamtprotein von
HEK293-V4-Zellen isoliert. Hierfiir wurden 5 Millionen Zellen aus der Kultur entnommen
und zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen. Dem Herstellerprotokoll entsprechend,
wurden fiir die Lyse 98 pL RIPA-Lysepuffer und 2 pL eines 50-fach konzentrierten Protease-
Inhibitors auf das Zellpellet pipettiert. Die entstandene Suspension wurde zur Lyse fiir ei-
nen Zeitraum von 30 Minuten abwechselnd je 5 Minuten im Vortex-Mischer geriihrt und
auf Eis gekiihlt. Abschliefend wurde die Losung fiir 10 Minuten bei 4 °C und einer Be-
schleunigung von 15.000 g zentrifugiert. Der Uberstand mit geldstem Protein wurde bei
-20 °C eingefroren.

Konzentrationsbhestimmung von Protein-Proben

Um fiir die nachfolgende SDS-PAGE die Konzentration des isolierten Proteins einstellen zu
konnen, wurde eine kolorimetrische Bestimmung des Gesamtproteins mittels Bicinchonin-
saure-Assay (BCA-Assay) durchgefiihrt. Die verwendeten Reagenzien stammten dabei aus
dem ,,Pierce™ BCA Protein Assay Kit"“.

Die Methodik des Assays beruht auf einer Reduktion von zweiwertigen zu einwertigen Kup-
ferionen in Anwesenheit von Proteinen — im Speziellen deren Peptidbindungen. Dabei
ist die Menge an gebildeten Cu™-Ionen proportional zur vorhandenen Menge an Protein.
Je zwei Molekiile der farblosen BCA bilden mit einem Cu*-Ion einen Chelatkomplex, wo-
bei die Bicinchoninsdure als Elektronendonator fungiert. Der entstandene Komplex zeigt
durch sein aromatisches Elektronensystem eine violette Farbe und besitzt bei 562 nm sein
Absorptionsmaximum [155]. Diese Wellenlédnge wurde auch fiir die Auswertung des Assays
im microplate reader verwendet.

+

cu + 2

Bicinchoninic Acid
BCA sodium salt

BCA - copper complex

Abbildung 2.2: Komplexbildung Bicinchoninsdure-Assay. Adaptiert nach Smith w. a. [155].

Zunichst wurde eine Arbeitsreagenz aus zwei Losungen des Kits hergestellt. Die erste ent-
hélt Chemikalien fiir ein Puffersystem bei einem alkalischen pH-Wert von 11,25 und Bicin-
choninsiure, wihrend die zweite Kupfersulfat als Quelle der Cu?*-Ionen enthalt. Fiir jede
Probe wurden 200 pL der Arbeitsreagenz angesetzt, wobei 50 Teile des ersten Reagenzes
mit einem Teil der zweiten vermischt wurden.

Als zweiter Teil der Vorbereitung wurde eine Verdiinnungsreihe von bovinem Serumalbu-
min (BSA) angefertigt. Diese diente in der Auswertung der Ergebnisse als Standard mit
bekannten Proteinkonzentrationen. Dem Protokoll folgend, wurde mithilfe einer vom Her-
steller bereitgestellten BSA-Stammlosung der Konzentration 2 mg/mL folgende Verdiin-
nung mit RIPA-Puffer als Losungsmittel pipettiert (s. Tabelle 2.13):
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Tabelle 2.13: Pipettierplan fiir eine BSA-Verdiinnungsreihe.

GefiR Volumen [plL] Volumen [pL] Finale Konzentration
Losungsmittel BSA BSA [pg/ml]

1 0 300 der Stammlosung 2000
2 125 375 der Stammldsung 1500
3 325 325 der Stammlbsung 1000
4 175 175 aus Gefal3 2 750
5 325 325 aus Gefal3 3 500
6 325 375 aus Gefal3 5 250
7 325 325 aus Gefald 6 125
8 400 100 aus Gefal} 7 25

9 400 0 0

In die Népfe einer durchsichtigen 96-well Platte wurden sodann je 25 nL des Standards
oder einer Protein-Probe unbekannter Konzentration gegeben und 200 nL der Arbeitsre-
agenz hinzugefiigt. Sowohl die Standard-Verdiinnungsreihe als auch die Proben wurden
als zweifaches Replikat pipettiert, um spater einen Mittelwert bilden zu kénnen, der die
Reliabilitdt der Daten erhoht. Die Mikrotiterplatte wurde anschliel3end bei 37 °C fiir 30 Mi-
nuten inkubiert. Nach fiinfminiitigem Abkiihlen auf Raumtemperatur wurde die Platte im
Mikrotiterplatten-Lesegerat untersucht, indem die Absorption der Losungen bei 562 nm ge-
messen wurde. Mit den Werten der BSA-Verdiinnungsreihe wurde eine lineare Standard-
Kurve durch die Datenanalyse Software ,MARS“ errechnet. Ausgehend von der ermittel-
ten Standard-Kurve wurden die Proteinkonzentrationen der zu untersuchenden Proben
bestimmt. Um spater moglichst identische Mengen an Gesamtprotein fiir die SDS-PAGE
einzusetzen, wurden die Konzentrationen auf 2.000 pg/mL mit RIPA-Puffer nivelliert.

SDS-PAGE

Fiir eine Auftrennung der Proteine einer Zelle nach ihrem Molekulargewicht wurde eine
Polyacrylamid-Gelelektrophorese (PAGE) durchgefiihrt. Im Folgenden wird in Kiirze das
Protokoll zur Durchfiithrung dieser Methode dargestellt.

Zunéachst wurden auf Eis die Proteinproben, Lammli Probenpuffer (Ladepuffer) und ,Pre-
cision Plus Protein™ Dual Color Standards“ als Komigrationsstandard aufgetaut. Zu 30 ug
Gesamtprotein wurden 5 nL des 4-fach konzentrierten Lammli Probenpuffers gegeben. Im
Probenpuffer befindet sich unter anderem Natriumlaurylsulfat (SDS), was als Detergens
bei 5-miniitigem Erhitzen der Proben auf 95 °C Wasserstoffbriickenbindungen 16st und die
Proteine in ihre Priméarstruktur verwandelt. Auflerdem werden durch das im Ladepuffer
befindliche B-Mercaptoethanol Disulfidbriicken aufgespalten, die normalerweise zur Aus-
bildung der Tertidrstruktur von Proteinen beitragen. Darauthin wurde die Elektrophore-
sekammer mit etwa 600 mL, und die darin befestigte Vorrichtung mit zwei montierten
,Mini-PROTEAN® TGX™ Precast Gels“ mit 150 mL einfach konzentriertem TRIS-Glycin-
SDS-Puffer (Lammli Laufpuffer) befiillt. Die Taschen der Gele wurden mit Laufpuffer ge-
spiilt und nacheinander mit Proteinproben bzw. Komigrationsstandard beladen.
Schlief3lich wurde in der Kammer zwischen beiden Elektroden eine Spannung von 100 V
angelegt, wodurch sich kleinere Proteine schneller durch das Gel hin zur Anode bewegten
als groRere. Eine gleichmél3ig negative Ladung der Proteine wird dabei durch das gebun-
dene SDS vermittelt. Nachdem die Laufmittelfront eine gegebene Migrationslinie erreicht
hat, wurde die PAGE beendet und die Gele vorsichtig aus der Vorrichtung befreit.
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Immunoblot

Der erste Abschnitt des Immunoblottings ist der Western Blot selbst. Bei diesem Verfahren
werden die aufgeschliisselten Proteine aus dem Gel der PAGE durch abermalige Elektro-
phorese auf eine Membran transferiert.

Im Rahmen eines semi-dry Blots wurde auf der Anode zunichst ein in ,Trans-Blot Tur-
bo Transfer Buffer” getrankter Filterpapier-Stapel (transfer stack) platziert. Im Transfer-
puffer vermittelt TRIS die Leitfdhigkeit und die Pufferung eines pH-Wertes von 8,9. Eine
,Jmmobilon®-E“ PVDF-Membran in zum Gel passender Grof3e wurde fiir 30 Sekunden in
Ethanol eingelegt, auf dem Stapel platziert und Luftblaschen, welche zwischen Membran
und transfer stack entstanden sind, vorsichtig mit einer Walze entfernt. Darauf wurde ein
Gel gelegt, welches in vorheriger SDS-PAGE vorbereitet wurde. Als Abschluss des Aufbaus
wurde ein zweiter in Transferpuffer getrankter Filterpapier-Stapel auf dem Gel platziert
und die Kathode obenauf befestigt, nachdem letzte Luftblaschen ausgestrichen wurden.
Mit einem auf die Grol3e des Gels abgestimmten Protokoll wurde zwischen den Elektroden
fiir 3 Minuten eine Spannung von bis zu 25 V und eine Stromstédrke von 2,5 A angelegt.
Dabei wurden die Proteine aus dem Gel gelost und dem Elektronenstrom folgend auf die
Membran iibertragen.

Nun folgte die sog. Immunodetektion, welche das Firben gebundener Proteine unter Zu-
hilfenahme verschiedener Antikérper und deren finale visuelle Darstellung beschreibt.
Zunichst wurde die PVDF-Membran fiir 5 Minuten in 20 mL TBS-Puffer auf einem Horizon-
talschiittler bei 30 rpm gewaschen. Daraufhin wurde der TBS-Puffer entfernt und 20 mL des
Blockierungspuffers ,Intercept®“ hinzugegeben. Dieser Puffer blockierte Stellen der Mem-
bran, die bis dahin nicht mit Proteinen besetzt waren, wobei im Puffer befindliche, nicht
aus Saugetieren stammende Proteine an die freien Stellen gebunden wurden. Damit sollte
erreicht werden, dass im Verlauf keine weiteren Proteine an die Membran banden, welche
das spater aufgenommene Bild hétten storen konnen. Die eingesetzten, nicht humanen Pro-
teine verhinderten auch eine Kreuzreaktivitiat der Antikorper. In diesem Blockierungspuffer
wurde die Membran fiir 1 Stunde leicht geschiittelt (30 rpm) und anschlieend zweimal
fiir 10 Minuten in 20 mL TBST-Puffer bei 30 rpm gewaschen. Im néchsten Schritt wurde die
Membran so beschnitten, dass nur noch der Bereich von Interesse verblieb. Dieser war in
der Hohe durch den Komigrationsstandard und in der Breite durch die iibertragenen Prote-
inproben definiert. Danach wurde die Membran in 15 mL eines Puffers gelegt, welcher die
Primarantikorper und , Intercept®“-Blockierungspuffer enthielt. Das Verhéltnis der beiden
Komponenten (s. Tabelle 2.14) wurde durch den jeweils verwendeten Antikorper festgelegt.
Neben Antikorpern gegen Epitope des hTRPV4-Membrankanals wurden zur Ladekontrolle
teils Antikorper gegen das Enzym Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase (GAPDH)
eingesetzt. Das Molekulargewicht der eingesetzten GAPDH betrug 36 kDa.

Tabelle 2.14: Verdiinnungsverhaltnisse der Primarantikorper.

Ausgangs- Verdiinnungs-
Antikorper Quelle  konzentration 1y s
verhaéltnis
[mg/mlL]
TRPV4 (SAB2104243) Kaninchen 0,5-1 1:1.000
TRPV4 (PA5-41066) Kaninchen 0,5 1:1.000
TRPV4 (OSTO0035W) Schaf - 1:1.000
TRPV4 (MABS466) Maus 1 1:10.000
GAPDH (PA1-988) Kaninchen 1 1:2.000
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In der Losung mit Primdrantikdrpern wurde die Membran bei 30 rpm und 6 °C iiber Nacht
inkubiert und danach dreimal je 5 Minuten bei 50 rpm in 25 mL TBST-Puffer gewaschen,
um nicht gebundene Antikorper zu entfernen. Fiir die nachgeschaltete Fluoreszenz- oder
Chemilumineszenz-Detektion wurde die Membran nun mit Sekundérantikérpern fiir ei-
ne Stunde bei 30 rpm inkubiert. Die nun eingesetzten Antikorper waren an deren Fc-
Abschnitt mit Fluoreszenzmarkern beziehungsweise Peroxidasen versehen (Immunkonju-
gate). Mit einem der je zwei Fab-Fragmente sollten die in 15 mL TBST-Puffer gelosten Se-
kundarantikorper an die Priméarantikorper binden. Eine Membran, die mittels Fluoreszenz-
Detektion untersucht werden sollte, wurde ab dem Zeitpunkt der Inkubation mit Sekun-
darantikérpern vor Lichteinstrahlung geschiitzt.

Tabelle 2.15: Verdiinnungsverhaltnisse der Sekundérantikorper.

Ausgangs- Verdiinnungs-
Antikorper konzentration 1y Detektion
verhiltnis
[mg/ml]
Goat anti-Rabbit IgG 4-11 1:100.000 Chemilumineszenz
(A0545)
Donkey anti-Sheep IgG - 1:10.000 Chemilumineszenz
(A16041)
Goat anti-Mouse IgG - 1:5.000 Chemilumineszenz
(170-6516)
IRDye® 680RD Donkey 1 1:15.000 Fluoreszenz
anti-Mouse IgG
IRDye® 800CW Goat 1 1:15.000 Fluoreszenz

anti-Rabbit IgG

Nun wurde die PVDF-Membran dreimal in 20 mL TBST-Puffer fiir 5 Minuten bei 50 rpm
gewaschen und zuletzt zweimal in TBS-Puffer (20 mL) fiir ebenfalls 5 Minuten bei 50 rpm.
Im Falle einer Detektion mittels Chemilumineszenz wurde die Membran gleichméf3ig mit
dem Substrat der Peroxidase fiir die Chemilumineszenz (0,1 mL pro cm?) betriufelt und fiir
5 Minuten inkubiert. Der Blot wurde dabei vor Lichteinstrahlung geschiitzt. Im Anschluss
wurde die Membran mit der Lumineszenzkamera ,,Chemi-Smart 5000“ fotografiert.

Fiir eine Fluoreszenz-Detektion wurde der fertig bearbeitete Blot zuletzt mit der Nahinfra-
rotkamera ,,Odyssey® Fc“ bei einer Wellenlédnge von 700 nm fotografiert.

2.6 Funktionelle Nachweismethoden

2.6.1 Nachweis relativer zytosolischer Ca?*-Konzentrationsanderung im
Aequorin-Assay

Die Luciferase Aequorin ist ein Enzym, welches urspriinglich in Quallen der Gattung Aequo-
rea gefunden wurde [156]. Zusammen mit ihrem Luciferin Coelenterazin vermittelt sie die
Eigenschaft, in Anwesenheit von Ca?*-Ionen blaues Licht (Amax = 496 nm) zu emittieren
[157]. Dies verleiht den Nesseltieren die Fahigkeit zur Biolumineszenz. Die Bindung von
Ca?*-Tonen an 3 EF-Hand-Motive des Proteins bewirkt iiber eine Konformationsinderung
die Oxidation der prosthetischen Gruppe Coelenterazin zu Coelenteramid [158, 159, 160].
Beim Ubergang von angeregtem Coelenteramid zu dessen Grundzustand wird Energie in
Form von Licht frei [157, 160].
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Fiir die Molekularbiologie wurde das Enzym interessant, als 1990 zum ersten Mal die Klo-
nierung des Aequorin-Gens gelang [161]. Seither konnte die Sequenz des Photoproteins
in andere Organismen eingebracht und das exprimierte Enzym als Vehikel des Kalzium-
Imagings verwendet werden.

Die Quallenart Aequorea victoria innerhalb der Gattung Aequorea exprimiert neben Aequo-
rin auch das GFP [156]. Durch den Forster-Resonanzenergietransfer (FRET) wird ein Teil
des emittierten Lichtes durch das GFP absorbiert [162]. Beim Ubergang vom angeregten
Zustand des GFP zu dessen Grundzustand wird Energie in Form von griinem Licht (\pmax =
509 nm) frei [163]. Nachdem die beiden Proteine in Aequorea victoria nicht kovalent gebun-
den vorliegen, wird sowohl Licht der Wellenldnge 496 nm (blau) als auch der Wellenlédnge
509 nm (griin) emittiert, wodurch die Qualle in blau-griinem Licht erscheint [164].

Im Lumineszenz-Assay wurde das Hybridprotein pSG5A verwendet, in welchem das GFP
durch einen 50 Aminoséduren langen Linker mit Apoaequorin verbunden ist [159]. Die Ent-
wicklung des Fusionsproteins diente vor allem der Erhéhung der Quantenausbeute (®c)
und der Erhohung der Effizienz des Energietransfers zwischen beiden Proteinen [159].
Die Quantenausbeute ist eine Zahl, welche beschreibt, wie viele Photonen von einem Ca?*-
bindenden Protein emittiert werden. Sie liegt fiir Aequorin bei 0,12-0,20 und fiir GFP bei
0,72--0,85 [159, 162]. Nachdem iiber intramolekularen chemiluminescence resonance ener-
gy transfer (CRET) ein grofRer Teil der Energie von angeregtem Coelenteramid auf das GFP
iibertragen wird, ist logisch nachvollziehbar, dass das Emissionsmaximum des Fusionspro-
teins, ahnlich dem von GFP, bei etwa 510 nm liegt [159].

Der TRPV4-Kanal ist als nicht selektiver Kationenkanal fiir eine Analyse im Lumineszenz-
Assay gut geeignet, denn auch Ca?*-Ionen kénnen nach Aktivierung des Kanals in das Inne-
re einer Zelle gelangen. Nachdem die Kulturbedingungen fiir die Zellen im Lumineszenz-
Assay konstant blieben, wurde auch fiir die Menge der Co-Faktoren der Prozesse, welche
die Chemilumineszenz beeinflussen, angenommen, dass diese konstant blieben. In diesem
Zusammenhang wurden die im Lumineszenz-Assay gemessenen relativen Lichteinheiten
auch als relative zytosolische Ca®*-Konzentrationsinderung angesehen. Dies ist eine in
der Literatur ibliche Interpretation der Signale [30, 57].

Plasmid-Amplifizierung

Analog zu den Kapiteln 2.4.2 bis 2.4.5 musste zunidchst das Plasmid vervielfaltigt und auf-
gereinigt werden, auf dem die Sequenz von Aequorin verortet war. Die einzige Abweichung
vom beschriebenen Protokoll stellte die Verwendung des Selektionsmarkers Kanamycin dar.
Hier wurde ebenfalls eine Zielkonzentration von 100 pg/mL eingesetzt. Nach beendeter
Aufreinigung des Plasmids, wurde die Konzentration auf 1 pg/uL nivelliert. Im folgenden
wird der Expressionsvektor auch Aequorin-Plasmid genannt.

Transfektion von HEK293-V4-Zellen zur transienten Expression von Aequorin

Mithilfe einer sekundaren Transfektion wurde nun das Aequorin-Plasmid in Zellen der Li-
nie HEK293-V4 eingeschleust. Hierfiir wurde analog zu Kapitel 2.4.7 , PromoFectin®“ als
Reagenz fiir die Transfektion verwendet. Ziel war eine transiente Expression von Aequorin,
um die Zellen anschliel3end im Lumineszenz-Assay untersuchen zu koénnen.

Zunichst wurden in einer Kulturflasche mit 25 cm? Wachstumsfliche 1,5-3 Millionen
HEK293-V4-Zellen ausgesét (s. Kapitel 2.3.2). Die Zahl der Zellen war dabei vom aktu-
ellen Wachstum in der Kultur abhéngig. Nach 24 Stunden sollte eine Konfluenz von etwa
60 % erreicht sein, um fiir den dritten Tag eine optimale Transfektionseffizienz bei einer
80 % konfluenten Kulturflasche zu erreichen. Am zweiten Tag wurden die Zellen mit einer
Losung behandelt, welche das Aequorin-Plasmid und ,PromoFectin“ enthielt. Zur Vorberei-
tung dieser Losung wurden 13 pg Aequorin-Plasmid (13 pL einer Vorlage der Konzentration
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1 pg/pL) in 50 u. DMEM gelost und im Vortex-Mischer geriihrt. Dem entsprechend wur-
den 13 pL der Transfektionsreagenz in 50 uL. DMEM gel6st und vermischt. Beide Losungen
wurden danach zusammen vermischt und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
AnschlieBend wurde die Mischung tropfchenweise auf die Zellen in der Kulturflasche ge-
geben. Weitere 24 Stunden danach waren die Zellen bereit fiir den Lumineszenz-Assay.

Lumineszenz-Assay

Zunichst wurde die Transfektionseffizienz mithilfe eines Fluoreszenzmikroskops bestimmt,
indem die Anzahl der transfizierten Zellen durch die Anzahl aller Zellen in der Kulturfla-
sche geteilt wurde. Sobald sich eine Transfektionseffizienz von mehr als 40 % ergab, konnte
mit dem Assay in abgedunkelter Umgebung begonnen werden.

Dafiir wurden die Zellen, wie in Kapitel 2.3.1 beschrieben, gewaschen, vom Boden der Kul-
turflasche geldst und in 4 mL Kulturmedium resuspendiert. Dazu wurde in einem Verhéltnis
von 1:1.000 (4 pL) das Luciferin Coelenterazin gegeben und das Gefal? zusétzlich vor Licht-
einstrahlung geschiitzt. Nach vorsichtigem Invertieren wurde die Losung fiir 15 Minuten
bei Raumtemperatur inkubiert und anschlief3end bei 500 g fiir 5 Minuten zentrifugiert.
Das Zellpellet wurde in 5 mL HBS-Puffer gelost. Von dieser Zellsuspension wurden fiir die
Untersuchung im microplate reader je 190 pL in eine Vertiefung einer schwarzen 96-well
Platte ,,Nunc™ F96 MicroWell™“ gegeben. Die Mikrotiterplatte wurde anschlief3end in das
Lesegerat ,,FLUOstar® Omega“ iiberfiihrt und dort bei 37 °C fiir 10 Minuten inkubiert.
Im Lumineszenz-Assay wurden verschiedene Versuchsbedingungen untersucht, indem je
10 pL unterschiedlicher Substanzen im Inneren des microplate reader mit einer Geschwin-
digkeit von 300 uL/s an den Rand eines well injiziert wurden. Wahrenddessen wurde in
Intervallen von 0,5 Sekunden die Lumineszenz in relativen Lichteinheiten (RLU) doku-
mentiert. Uber eine Integrationszeit von ebenfalls jeweils 0,5 Sekunden wurde dabei im
Spektrum von 240-740 nM die einfallende Lichtmenge (Q,) oberhalb des jeweiligen well
gemessen [165]. Auch wihrend der Messung war die Umgebungstemperatur im microplate
reader auf 37 °C eingestellt. Zur Bestimmung eines gemittelten Bezugswerts (baseline) wur-
den vor der ersten Injektion 20 Messpunkte (10 Sekunden) erhoben. Der zeitliche Abstand
zwischen erster und moglicher zweiter Injektion variierte abhiangig vom zu untersuchen-
den Effekt. Nach der zweiten Injektion wurden noch 120-240 Messpunkte (1-2 Minuten)
ermittelt. Dies war abhangig davon, wie schnell sich am Ende Werte nahe der baseline
einstellten. Mit der Kontroll-Software des Lesegeréts ,,OMEGA“ wurden die Parameter der
Messungen festgelegt und die Daten erhoben.

[159]

Tabelle 2.16: Versuchsbedingungen des Aequorin Lumineszenz-Assays.

Kondition 1. Injektion/Vorbehandlung 2. Injektion
A GSK1016790A (Agonist) -
B GSK2193874 (Antagonist) GSK1016790A (Agonist)
C CEES -
D CEES GSK1016790A (Agonist)

Die ersten Versuchskonditionen dienten im Rahmen des Proof of Concept der Analyse der
Funktionalitdt des TRPV4-Kanals in den HEK293-V4-Zellen:

A Ein spezifischer TRPV4-Agonist (GSK1016790A) wurde auf die Zellsuspension im
Lesegerit gegeben.
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B Zuerst wurde ein spezifischer TRPV4-Antagonist (GSK2193874) injiziert und nach
bestimmter Zeit der TRPV4-Agonist (GSK1016790A).

Im Anschluss wurde die Substanz von Interesse (CEES) auf ihren Effekt am TRPV4-Kanal
untersucht.

C Zunéachst wurde nur CEES auf die Zellen gegeben.

D Hier wurde zunichst eine Vorbehandlung mit CEES durchgefiihrt und nach bestimm-
ter Zeit der TRPV4-Agonist (GSK1016790A) injiziert.

Innerhalb der einzelnen Versuchskonditionen wurden unterschiedliche Konzentrationen
der Substanzen injiziert. Die niedrigste Konzentration einer Messreihe wurde gefolgt von
der jeweils hoheren untersucht.

Ausgehend von einem in der Literatur gefundenen Wert fiir die halbmaximal effektive
Wirkstoffkonzentration (ECsg) fiir GSK1016790A von 5 nM in einer HEK293 Zelllinie mit
TRPV4-Uberexpression, wurde fiir Versuchsbedingung A eine Verdiinnungsreihe von
GSK1016790A angefertigt [166]. So wurden verschiedene Konzentrationen um den, fiir
die Zelllinie HEK293-V4 erwarteten, ECso-Wert gewahlt, im Verlauf angepasst und fiir die
Injektion verwendet. Aus einer 10 mM Stammlésung GSK1016790A in DMSO, wurden
Arbeitskonzentrationen in HBS-Puffer angefertigt. Durch die Injektion der Losung in die
jeweils vorgelegte Zellsuspension (190 uL) wurde die gewiinschte Endkonzentration er-
reicht.

Versuchskondition A; beschreibt die Selektion eines der generierten HEK293-V4 Pools (s.
Kapitel 2.4.7) mit einer kleinen Bandbreite an Injektionskonzentrationen GSK1016790A
(s. Tabelle 2.17).

Tabelle 2.17: Injektionskonzentrationen GSK1016790A im Aequorin-Assay fiir die Selektion
eines der generierten HEK293-V4 Zellpools. %o-Angaben auf zwei Dezimalen
gerundet. Losemittel: DMSO.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%o0]

Kondition [aM] [nM] Losemittel
01 5 0,00
0’2 10 0,00
A, 2 100 0,01
10 500 0,10
15 750 0,30
20 1.000 0,10

In Versuchskondition A; wurde eine gro3ere Bandbreite an Konzentrationen GSK1016790A
fiir die Injektion verwendet (s. Tabelle 2.18). Mit dem in A; selektierten Zellpool konnte
so ein ECso-Wert errechnet werden.
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Tabelle 2.18: Injektionskonzentrationen GSK1016790A im Aequorin-Assay fir die Bestim-
mung der ECsg. %o-Angaben auf zwei Dezimalen gerundet. Losemittel: DMSO.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%o]

Kondition [uM] [nM] Losemittel

0.2 10 0,00

1 50 0,01

2 100 0,01

5 250 0,03

N 10 500 0,10
15 750 0,30

20 1.000 0,10

40 2.000 0,20

60 3.000 0,30

100 5.000 0,51

Im Vergleich wurden HEK293-wt-Zellen untersucht. Hierfiir wurde das Protokoll fiir Kon-
dition A nur beziiglich der ausgesiten Zelllinie abgewandelt.

Fiir die 2. Injektion in Kondition B wurden je 10 uL einer 6 uyM Losung GSK1016790A
verwendet, sodass eine Endkonzentration von 285,7 nM (0,03 %o DMSO) nach Injektion
erreicht war.

Fiir die 1. Injektion wurden sieben Konzentrationen von GSK2193874 festgelegt. Die Aus-
wabhl dieser Werte basierte auf, in der Literatur beschriebenen Werten der jeweiligen halb-
maximal inhibierende Wirkstoffkonzentration (ICsq) im Bereich von 40-50 nM bei Aktivie-
rung mit 10 nM GSK1016790A in Zellen der Zelllinie human umbilical vein endothelial cell
(HUVECQC) [52] und eigenen Versuchen. Aus einer 10 mM Stammlosung GSK2193874 in
DMSO, wurden Arbeitskonzentrationen in HBS-Puffer angefertigt. Die jeweilige Endkon-
zentration wurde durch Injektion der Losung in die vorgelegte Zellsuspension (190 nuL)
erreicht (s. Tabelle 2.19).

Tabelle 2.19: Injektionskonzentrationen GSK2193874 im Aequorin-Assay. %o-Angaben auf
zwei Dezimalen gerundet. Losemittel: DMSO.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%o0]

Kondition [nM] [nM] Losemittel
0,002 0,0001 0,00
0,02 0,001 0,00
L 200 10 0,00
1. Injektion 2.000 100 0,01
20.000 1.000 0,08
40.000 2.000 0,20

Zur Vehikelkontrolle wurde fiir erste und zweite Injektion DMSO in HBS-Puffer verwendet.
Die Konzentration des Losemittels DMSO entsprach dabei fiir Kondition B 0,2 %o.

In Versuchsbedingung C wurden unterschiedliche Konzentrationen von CEES iiber den In-
jektor im microplate reader auf die Zellsuspension (190 pL) im jeweiligen well gegeben.
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Zur Vorbereitung wurden aus einer 20 M Stammlosung von CEES in Ethanol verschiede-
ne Arbeitskonzentrationen in HBS-Puffer hergestellt. Fiir die erste Arbeitskonzentration
(200 mM) wurde die 20 M Stamml6sung im Verhéltnis 1:99 in HBS-Puffer verdiinnt. Durch
diesen Verdiinnungsschritt konnte die Konzentration des Lésungsmittels Ethanol im well ge-
ringgehalten werden. Auch die anderen Arbeitskonzentrationen wurden aus einer 2.000-
fach konzentrierten Stammlosung hergestellt und durch Injektion auf die Zellsuspension
zur jeweiligen Endkonzentration verdiinnt.

Tabelle 2.20: Injektionskonzentrationen CEES im Aequorin-Assay. Losemittel: Ethanol.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%o]

Kondition [mM] [pM] Losemittel

0,125 6,25 0,5

0,25 12,5 0,5

0,5 25 0,5

C 2 100 0,5

10 500 0,5

40 2.000 0,5

200 10.000 0,5

Fiir die letzte Kondition D wurden die Zellen vor der Ernte fiir mit verschiedenen Kon-
zentrationen von CEES inkubiert. Fiir Versuchskondition D; betrug die Inkubationsdauer
30 Minuten. Dafiir wurden Arbeitskonzentrationen in DMEM hergestellt, indem 10 pL der
jeweiligen Stammlésung von CEES in Ethanol mit 990 uL. DMEM vermischt wurden. Auf
dem Zellrasen eines Kulturgefdl3es befand sich zum Zeitpunkt der Zugabe der Losung jewei-
liger Arbeitskonzentration bereits 1 mL DMEM, wodurch sich eine finale Verdiinnung um
den Faktor 2 ergab. Die jeweilige Stammlosung von CEES musste also die 200-fache End-
konzentration aufweisen. Das Kulturgefals wurde dann 15 Minuten unter dem Abzug der
Sicherheitssterilbank belassen und dann weitere 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Schliel3-
lich folgte die Ernte der Zellen nach dem zu Beginn in Kapitel 2.6.1 (Lumineszenz-Assay)
beschriebenen Protokoll.

Im Messprotokoll wurde nach 10 Sekunden der TRPV4-Agonist GSK1016790A injiziert.
Die gewahlte Endkonzentration betrug 300 nM GSK1016790A.

Tabelle 2.21: Konzentrationen von CEES fiir die Vorbehandlung im Aequorin-Assay. Losemit-
tel: Ethanol.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%]

Kondition [uM] [uM] Losemittel
250 125 0,5
500 250 0,5
- 1.000 500 0,5
2.000 1.000 0,5
4.000 2.000 0,5
8.000 4.000 0,5

Fiir Versuchskondition Dy wurden lediglich die Inkubationszeiten von CEES abgewandelt,
um zu untersuchen ob die Dauer der Exposition eine Rolle spielt. Hierfiir wurde eine
Endkonzentration von 1.000 pM CEES gewdéhlt. Als Expositionszeiten wurden 0 Minuten,
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0,5 Minuten, 5 Minuten, 15 Minuten, 30 Minuten ausgewéhlt. Im Ubrigen unterschied sich
der Versuchsaufbau nicht von Kondition D;.

Nach Abschluss einer Messung wurden die Injektionsschlduche des Mikrotiterplatten-Lese-
gerdts je nach zuvor injizierter Substanz gereinigt. Wenn ein Schlauch fiir die Injektion
einer CEES-Losung verwendet wurde, folgte eine sequenzielle Spiilung mit 10 mL Na-
OCl, 5 mL Ethanol und 5 mL ddH,O. Im Falle einer Injektion von Lésungen in DMSO
(GSK1016790A, GSK2193874) wurde statt NaOCl in der ersten Spiilung DMSO verwen-
det und anschlieend ebenfalls mit Ethanol und ddH,O gespiilt.

2.6.2 Patch-Clamp-Technik

Die Messungen der HEK293-V4 Zelllinie im Aequorin-Assay lieferten Daten aus einem Sys-
tem mit Uberexpression des TRPV4-Kanals. Um einen Vergleich mit Zellen anzustellen,
die den Kanal endogen exprimieren, wurde die Zelllinie A549 verwendet [167]. Die Zell-
linie basiert auf der Entnahme und Kultivierung von Zellen des Lungenkarzinoms eines
58-jahrigen Mannes im Jahr 1972 [168]. In darauffolgenden Untersuchungen wurde nach-
gewiesen, dass A549-Zellen typische Eigenschaften von Typ-2-Pneumozyten des Alveolar-
epithels besitzen [169]. Die Zellen stammen somit aus einem Adenokarzinom der Lunge.
Neben TRPV4exprimiert die Zelllinie A549 auch viele andere Membrankanéle [170, 171,
172, 173], weshalb der Whole-Cell-Ansatz der Patch-Clamp-Technik nur als Methode zur
Unterstiitzung der gefundenen Daten fiir die Zelllinie HEK293-V4 dienen konnte.

Im Verlauf wurde klar, dass eine Transfektion von A549-Zellen mit Aequorin-Plasmid nicht
moglich war und die Zellen deshalb im Patch-Clamp-Ansatz untersucht werden mussten.
Dafiir wurde der planare Patch-Clamp Aufbau ,,Port-a-Patch“ und die Software , PatchCon-
tol“ der Firma Nanion Technologies eingesetzt. Auch die notigen Losungen stammten von
diesem Hersteller.

i C D

AN

Abbildung 2.3: Schematische Darstellung des planaren Patch-Clamp Aufbaus. In Anlehnung
an Fertig u. a. [174].

Eine einzelne Zelle wird bei dieser Methode von oben an eine mikrometergroRe Offnung
in einem Plattchen aus Borsilikatglas (chip) gesaugt. Wie bei der konventionellen Patch-
Clamp-Technik mit einer Glaskapillare wird dann die kreisrunde Kontaktfliche zwischen
chip und Zelle stark durch Unterdruck abgedichtet (gigaseal) und die Zellmembran iiber
der Offnung des Chips (patch) rupturiert. Uber die entstandene Offnung der Zelle ist der
Kontakt eines chloridierten Silberdrahts (Ag/AgCl-Elektrode) zum Zytosol moglich. Diese
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befindet sich an der Unterseite des Chips in einer Elektrolytlosung ,Internal CsF 110, die
der Zusammensetzung des Zellplasmas dhnelt. Eine zweite Ag/AgCl-Elektrode kommt der
Membran der Zelle von oben nahe und befindet sich wie die Zelle auch in einer Losung, wel-
che die Zusammensetzung extrazelluldrer Matrix widerspiegelt (,,External Standard). Mit-
hilfe beider Elektroden lassen sich nun Strome im Nanoampere-Bereich ableiten, die durch
Ionen-Bewegungen durch aktivierte Membrankanile der ganzen Zelle entstehen (Whole-
Cell-Ansatz). Wie im Aequorin-Assay wird die Eigenschaft des TRPV4-Kanals genutzt, nach
Aktivierung permeabel fiir Kationen zu sein.

In Vorbereitung auf die Messung wurden etwa 2,5 Millionen A549-Zellen aus der Kultur
entnommen. Nach Protokoll der Firma Nanion Technologies wurde besonders auf eine scho-
nende Ernte der Zellen geachtet. Der Zellrasen wurde zweimal mit 5 mL PBS-Puffer gewa-
schen und dann fiir 3,5 Minuten bei 37 °C mit 1 mL ,TrypLE“ vom Boden der Kulturflasche
geldst, wobei nach 10-sekiindiger Einwirkzeit der Uberstand der Enzym-Lésung vorsichtig
abgenommen wurde, sodass nur noch wenige Mikroliter den Zellrasen bedeckten. Anschlie-
Rend wurden die Zellen in 1 mL externem Standard resuspendiert und fiir 15 Minuten bei
4 °C inkubiert.

Aullerdem wurden die Elektroden mit destilliertem Wasser und 70 %-igem Ethanol gewa-
schen und anschlief3end fiir 3 Minuten in Natriumhypochlorit gebadet. Die Chloridierung
der Silberdrdhte bewirkt eine Stabilisierung des Grenzflichenpotentials in den Elektrolyt-
l6sungen.

Wihrend des Versuchs kamen Losungen zum Einsatz, die zu Beginn von —20 °C Lagertempe-
ratur auf Raumtemperatur erwarmt wurden. Neben dem bereits erwdhnten externen und
internen Standard wurde auch eine Losung zur Verbesserung der Verbindung zwischen
Zelle und Chip (,,Seal Enhancer) eingesetzt.

Nun wurde ein Chip vom Typus ,,NPC-1“ mit einem Widerstand von 3-5 MY fiir die Appli-
kation der Zellen vorbereitet. Dafiir wurden 5 pL des internen Standards auf die Offnung
des Chips an der Unterseite pipettiert. Der Chip wurde sodann auf die Vorrichtung des
,Port-a-Patch® geschraubt, wodurch sich ein luftdichter Raum unterhalb des Chips ergab
und die erste Elektrode in Kontakt mit der injizierten Losung kam. Anschliefend wurden
15 pL des externen Standards von oben auf die Offnung des Chips gegeben und ein kleiner
Faradaykafig inklusive zweiter Elektrode auf dem Aufbau befestigt, wobei auch hier der
Kontakt des chloridierten Silberdrahts zum externen Standard gewdihrleistet wurde. Mit
der Software , PatchContol“ wurde nun das Versuchsprotokoll gestartet und 15 pL der Zell-
suspension in den Tropfen aus externer Standardlosung pipettiert.

Sobald eine Zelle an der Offnung des Chips einen Kontakt aufgebaut hat, wurde die ,,Seal
Enhancer“-Losung eingewaschen, indem 15 pL zur Suspension auf dem Chip hinzuge-
fligt wurden, 15 pL der Suspension wieder abgenommen wurden und wieder 15 pL der
,Seal Enhancer“-Lésung addiert wurden. Die hohere Konzentration an Ca®*-Ionen im ,,Seal
Enhancer” bewirkt eine stirkere Abdichtung der Kontaktflache zwischen Chip und Zelle.
Auch ein erneuter Verschluss der Zello6ffnung nach Ruptur soll dadurch verhindert werden.
Uberschiissige Zellen werden bei diesem Schritt ebenfalls aus dem Tropfen entfernt.
Nachdem nun idealerweise eine Verbindung mit einem Widerstand von 1 G2 (gigaseal),
mindestens aber 600 MS2, entstanden ist, wurde die elektrische Kapazitit der Zellmem-
bran (C-slow) und des Chips (C-fast) automatisch kompensiert. Nur wenn jetzt ein Seri-
enwiderstand (R-series) von unter 10 MS2 ermittelt wurde, konnte die Zelle fiir die spa-
tere Messung verwendet werden. Nun wurden 15 pL externer Standard zur Losung auf
dem Chip hinzugefiigt und 15 pL des Tropfens entfernt. Dieser Schritt wurde ein weite-
res Mal wiederholt, bevor 15 puL externer Standard ohne folgende Abnahme hinzugefiigt
wurden. Das Gesamtvolumen der Losung auf dem Chip betrug nun 45 pL. Im Anschluss
wurde das Messprotokoll gestartet. Hierbei wurde alle 500 Millisekunden ein rampenfor-
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miger (Spannungs-)Puls von —100 bis +100 mV generiert. Die Dauer des Pulses betrug
dabei 361 ms. Fiir je einen Puls wurde die Stromstarke bei einer Spannung von —100 und
+100 mV dokumentiert. Fiir eine spitere baseline-Normalisierung wurden mindestens 40
Paare von Messpunkten erhoben, bevor die Injektion von 15 pL einer Losung mit dem
TRPV4-Agonisten GSK1016790A durchgefiihrt wurde. Diese Losung wurde kurz vor der
Injektion aus 190 pL externem Standard und 10 pL einer hoher konzentrierten Losung mit
GSK1016790A (Arbeitskonzentration in Tabelle 2.23) vorbereitet und im Vortex-Mischer
geriihrt. Mit der Injektion in die Losung auf dem Chip und der verbundenen 4-fachen Ver-
diinnung, wurde die gewiinschte Endkonzentration erreicht. Die Messung wurde beendet,
nachdem sich am Ende Werte nahe der baseline einstellten.

Tabelle 2.22: Versuchsbedingungen des Patch-Clamp-Ansatzes.

Kondition 1. Injektion 2. Injektion
A - GSK1016790A (Agonist)
B CEES GSK1016790A (Agonist)

Im Patch-Clamp-Ansatz wurden analog zum Lumineszenz-Assay in Kapitel 2.6.1 mehrere
Versuchskonditionen untersucht:

A Zunéichst wurde der spezifische TRPV4-Agonist GSK1016790A auf eine Zelle in Whole-
Cell-Konfiguration pipettiert.

B Im zweiten Ansatz wurde eine Vorbehandlung mit CEES vor der Injektion des Ago-
nisten (GSK1016790A) durchgefiihrt.

Ausgehend von den Ergebnissen des Aequorin-Assays (s. Kapitel 3.4) wurden verschiedene
Konzentrationen der Substanzen zur Injektion bzw. Vorbehandlung gewahlt.

In Kondition A wurde folgende Verdiinnungsreihe aufgestellt und fiir die Injektion von
GSK1016790A verwendet:

Tabelle 2.23: Injektionskonzentrationen GSK1016790A im Patch-Clamp-Ansatz. Losemittel:

DMSO.
Kondition Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%]
[uM] [uM1] Losemittel
80 1 1,25
A 800 10 1,25
8.000 100 1,25

Fiir Versuchskondition B wurde fiir CEES eine Endkonzentration von 5 mM gewdhlt. 45
Minuten vor Messbeginn wurde mit der Vergiftung der A549-Zellen begonnen. Dafiir wur-
de eine Losung der Arbeitskonzentration 500 mM in Ethanol angefertigt. Nach zweimali-
gem Waschen des Zellrasens einer zu untersuchenden Passage mit PBS-Puffer (s. Kapitel
2.3.1) wurde vorsichtig eine Losung aus 4950 uL. DMEM und 50 pL der vorbereiteten CEES-
Verdiinnung (500 mM) auf den Zellrasen pipettiert. Hierdurch ergab sich die gewiinschte
Endkonzentration von CEES (5 mM). Die Konzentration des Losemittels Ethanol betrug
final 1 %. Die Zellkulturflasche wurde dann 15 Minuten unter dem Abzug der Sterilbank
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belassen und dann weitere 15 Minuten bei 37 °C inkubiert. Nachdem die Zellen 30 Minu-
ten in Kontakt mit CEES waren, folgte die Ernte der Zellen nach zu Beginn in Kapitel 2.6.1
(Lumineszenz-Assay) beschriebenem Protokoll.

Im Messprotokoll wurde analog zu Kondition A der TRPV4-Agonist GSK1016790A injiziert.
Die gewéhlte Endkonzentration der Substanz fiir Kondition B betrug 1 pM (s. Tabelle 2.23).

Als Negativkontrolle wurde DMSO in externem Standard zur Injektion verwendet. Der An-
teil an DMSO betrug dabei, wie in Kondition A 1,25 %.

2.7 Zellviabilitatsuntersuchung

Ein weiterer Bestandteil der Untersuchungen war die Analyse der Zellviabilitidt im Zusam-
menhang mit CEES. Hierfiir kam das Tetrazolium-Salz WST-1 zum Einsatz.

2.7.1 WST-1-Assay

Im WST-1-Assay wird die Aktivitdt mitochondrialer Dehydrogenasen gemessen [175, 176].
Physiologisch reduzieren diese Enzyme das Tetrazolium-Salz WST-1 zu einer Formazan-
Verbindung (s. Abbildung 2.4). Dabei entsteht durch das delokalisierte Elektronensystem
ein Absorptionsmaximum bei etwa 450 nm. Die Absorption bei dieser Wellenlénge ist direkt
proportional zur Aktivitdt reduzierender Enzyme und somit zur Zahl metabolisch aktiver
Zellen.

Je hoher also die Zytotoxizitédt einer Substanz, desto geringer die Zahl aktiver mitochon-
drialer Dehydrogenasen, desto geringer die Absorption bei 450 nm.

z NO, I z NO,
JN

N N—
e
=N . N =N
SO;Na SO;Na
NaO;S NaO5S
WST -1 Formazan

Abbildung 2.4: Spaltung von WST-1 zu einer Formazan-Verbindung. Adaptiert nach Ishiyama
u.a. [175].

Fiir den Assay wurde das ,,Cell Proliferation Reagent WST-1“ verwendet. Dem Protokoll
entsprechend wurden in die Népfe einer durchsichtigen 96-well Mikrotiterplatte HEK293-
V4-Zellen, sowie HEK293-wt als Kontrolle ausgesét. 24 Stunden spéter wurde die Vorbe-
handlung und die Vergiftung der Zellen durchgefiihrt und nach weiteren 24 Stunden die
Detektion der Viabilitat mittels WST-1 (s. Tabelle 2.24).
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Tabelle 2.24: Versuchsbedingungen des WST-1-Assays.

Kondition Vorbehandlung Vergiftung
A - CEES
B GSK1016790A (Agonist) CEES

Fiir Versuchskondition A wurden in jedes well 75.000 Zellen in 75 pL Kulturmedium ausge-
sit. Zur Vergiftung der Zellen am 2. Tag wurden aus einer 2 M Stammlosung von CEES in
Ethanol verschiedene Arbeitskonzentrationen in DMEM hergestellt. Fiir die erste Arbeits-
konzentration (20.000 ptM) wurde die 2 M Stammldsung im Verhéltnis 1:99 in DMEM
verdiinnt. Dieser Schritt der Verdiinnung in DMEM war nétig, um die Konzentration des
Losungsmittels Ethanol im well moglichst gering zu halten und eine Verschleierung des
Ergebnisses durch konkurrierende Zytotoxizitdt zu vermeiden. Analog zur ersten Verdiin-
nung wurden die weiteren Arbeitskonzentrationen hergestellt. Die 2 M Stammlosung wur-
de immer wieder im Verhaltnis 1:2 mit Ethanol verdiinnt und daraus wurde die jeweilige
Arbeitskonzentration in DMEM angefertigt. Schliel3lich wurden je 75 pL einer Arbeitskon-
zentration in eine Vertiefung der 96-well Platte gegeben, sodass sich ein Gesamtvolumen
von 150 pL im well ergab. Dadurch war die jeweilige Endkonzentration von CEES erreicht
(s. Tabelle 2.25).

Tabelle 2.25: Konzentrationen von CEES fiir die Vergiftung im WST-Assay: Kondition A.
Konzentrations-Angaben auf zwei Dezimalen gerundet. Losemittel: Ethanol.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%]

Kondition [pnM] [nM] Losemittel
20.000,00 10.000,00 0,5
6.666,66 3.333,33 0,5
2.222.22 1.111,11 0,5
740,74 370,37 0,5
246,91 123,47 0,5
A 82,30 41,15 0,5
27,43 13,72 0,5
9,14 4,57 0,5
3,05 1,52 0,5
1,02 0,51 0,5
0,39 0,17 0,5

Als Kontrolle wurden die fiir Kondition A hergestellten Konzentrationen von CEES auf
HEK293-wt-Zellen gegeben. Das Protokoll unterschied sich bis auf die Art der ausgesé-
ten Zelllinie nicht von dem soeben beschriebenen.

Fiir Versuchskondition B wurden in jedes well 75.000 Zellen in 50 pL Kulturmedium aus-
gesat. Nach 24 Stunden wurden die HEK293-V4-Zellen zunéchst mit verschiedenen Kon-
zentrationen von GSK1016790A behandelt. Dafiir wurde aus einer Stammldsung von

GSK1016790A in DMSO zwei Verdiinnungen in DMEM angefertigt (Arbeitskonzentratio-
nen s. Tabelle 2.26). Davon wurden je 50 uL in jeweilige Napfe der 96-well Platte pipettiert.
Vor der Vergiftung der Zellen, wurde die Mikrotiterplatte fiir 30 Minuten bei 37 °C in-
kubiert. Nun wurde analog zu Versuchskondition A eine Verdiinnungsreihe mit CEES in
DMEM angefertigt (s. Tabelle 2.27). Eine 3 M Stammlosung von CEES in Ethanol war da-
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bei der Ausgangspunkt. Nun wurden erneut 50 pL der Losungen mit Arbeitskonzentration
in jeweilige Napfe pipettiert, sodass sich ebenfalls ein Gesamtvolumen von 150 puL ergab.

Tabelle 2.26: Konzentrationen von GSK1016790A fiir die Vorbehandlung im WST-Assay: Kon-
dition B. %o-Angaben auf zwei Dezimalen gerundet. Losemittel: DMSO.

Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%o]

Kondition [nM] [nM] Losemittel
5 900 300 0,03
2.250 750 0,30

Tabelle 2.27: Konzentrationen von CEES fiir die Vergiftung im WST-Assay: Kondition B. Alle
Angaben auf zwei Dezimalen gerundet. Losemittel: Ethanol.

Kondition Arbeitskonzentration Endkonzentration Anteil [%]
[nM] [uM] Losemittel

30.000,00 10.000,00 0,33

10.000,00 3.333,33 0,33

3.333,33 1.111,11 0,33

1.111,11 370,37 0,33

370,37 123,47 0,33

B 123,47 41,15 0,33

41,15 13,72 0,33

13,72 4,57 0,33

4,57 1,52 0,33

1,52 0,51 0,33

0,51 0,17 0,33

Nach Vergiftung der Zellen wurden die Mikrotiterplatten fiir 24 Stunden bei 37 °C inkubiert.
Anschlief3end wurden 15 pL. des WST-1 Reagenzes in jedes well pipettiert. Dies entsprach
einem gewiinschten Verhéltnis von 1:10. Die Reaktion wurde nun 1-3 Stunden bei Raum-
temperatur inkubiert. Im microplate reader wurde nun die relative Zellviabilitit bestimmt,
indem bei 450 nm die Absorption der Suspension gemessen wurde. Von den ermittelten
Werten wurde als Referenz die Hintergrundabsorption bei 650 nm subtrahiert. Die Ergeb-

nisse wurden erst dokumentiert, sobald sich in der Photometrie eine optische Dichte (OD)
von mehr als 1,5 einstellte.

45



3 Ergebnisse

3.1 Bestimmung des LC;oo-Wertes von G418 fiir HEK293-wt-Zellen

Als erster Schritt des Projektes wurde die Etablierung der Zelllinie HEK293-V4 iiber die
Einbringung von fremder extrachromosomaler Plasmid-DNA angestrebt. Nach Transfek-
tion der Zelllinie HEK293 mit TRPV4-Plasmid musste hierfiir die stabile Expression von
TRPV4 tiber die ebenso auf dem Plasmid befindliche Resistenz gegeniiber G418 gewéhr-
leistet werden. Eine Konzentration des Selektionsantibiotikums musste gefunden werden,
welche alle Zellen ohne Transfektionserfolg abtétet — die absolut letale Wirkstoffkonzen-
tration (LC1gg) von G418 fiir HEK293-wt-Zellen.

Wie in Kapitel 2.4.6 beschrieben, wurde nach 7 Tagen der Effekt von G418 auf HEK293-
wt-Zellen dokumentiert. Das Absterben von Zellen wurde fiir die Bestimmung des LC1o-
Wertes mit dem Ablosen der Zellen vom Grund des Kulturgeféal3es gleichgesetzt. Abbildung
3.1 zeigt, dass bei einer Konzentration von 300 pg/mL G418 noch Zellen am Grund des
Kulturgeféaes zu sehen waren. Daher wurde ein LC;go-Wert von 600 pg/mL G418 als Ziel-
konzentration fiir die Selektion von Zellen mit stabiler Expression festgelegt. Auch bei einer
Konzentration von 400 pg/mL G418 waren bereits keine viablen Zellen mehr sichtbar. Um
sicher zu gehen, wurde an dieser Stelle jedoch die noch hohere Konzentration gewéhlt.

0prws s s Io00 s 1300

Abbildung 3.1: Lichtmikroskopische Darstellung von HEK293-wt-Zellen nach Inkubation mit
G418 [ng/mL] fiir 7 Tage.
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3.2 Nachweis von TRPV4-mRNA

Mithilfe einer RT-PCR und nachfolgender Agarose-Gelelektrophorese wurden verschiedene
Amplikons der kodierenden Sequenz des TRPV4-Gens nachgewiesen (s. Kapitel 2.5.1). Ei-
ne erfolgreiche Transkription des kodierenden Bereiches des Gens in mRNA konnte somit
bestatigt werden. Als Qualitatskriterium wurde der mRNA-Nachweis an mehreren Stellen
innerhalb der kodierenden Sequenz durchgefiihrt. Abbildung 3.2 zeigt 5 detektierte PCR-
Amplikons aus Zellen der Zelllinie HEK293-V4 an den jeweiligen Stellen der in der Litera-
tur bekannten Sequenz der cDNA von TRPV4. Wie in Kapitel 2.4.7 beschrieben, bezeichnet
HEK293-V4 eine Zelllinie mit Uberexpression des Membrankanals TRPV4. Der Nachweis
dafiir wird in Kapitel 3.2, 3.3 und 3.4.3 erbracht.

5 |
I
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—_

Abbildung 3.2: Detektierte TRPV4-mRNA in HEK293-V4-Zellen (schematisch).

In Abbildung 3.3 wird das UV-Bild einer DNA-Bande nach RT-PCR und Agarose-Gelelek-
trophorese gezeigt. Das dokumentierte Amplikon der mRNA aus HEK293-V4-Zellen des
Zellpools 24 (s. Kapitel 2.4.7 und Tabelle 3.1) entspricht mit einer Lange von 414 bp dem
PCR-Ansatz 1 in Tabelle 2.7 und in Abbildung 3.2. Zum Vergleich wurde mit mRNA aus
HEK293-wt-Zellen und ebenfalls Primerpaar 1 eine RT-PCR und eine Elektrophorese durch-
gefiihrt. Hier war keine Bande sichtbar.

400 bp

wi V4

Abbildung 3.3: UV-Bild eines RT-PCR-Amplikons der cDNA von TRPV4 in HEK293-V4-Zellen
des Zellpools 24. Primerpaar 1. HEK293-V4 Bande bei 414 bp im Vergleich zu
HEK293-wt.
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Um die Ergebnisse des PCR-Nachweises zu vervollstidndigen und um sicher zu gehen, dass
die gesamte kodierende Sequenz von TRPV4 unverandert in der Zelllinie HEK293-V4 vor-
lag, wurde eine Sequenzierung der cDNA durchgefiihrt. Abbildung 3.4 zeigt 7 erfolgreich
sequenzierte PCR-Amplikons an den jeweiligen Stellen der in der Literatur bekannten ko-
dierenden Sequenz von TRPV4. Die Amplikons iiberlappen sich jeweils so, dass in Génze
die gesamte kodierende Sequenz von TRPV4 nachgewiesen werden konnte (s. 2.5.1).

o |
c_ |
1400 1800 11200 11600 12000 12400

Abbildung 3.4: Sequenzierte TRPV4-mRNA in HEK293-V4-Zellen (schematisch).

Das Alignment der PCR-Amplikons mit der Originalsequenz von TRPV4 findet sich im An-
hang.
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3.3 Nachweis von TRPV4-Kanalprotein

Um auch den Nachweis von translatiertem TRPV4-Protein in HEK293-V4-Zellen zu er-
bringen, wurde nach Isolation des Gesamtproteins der Zellen ein Immunoblot nach SDS-
PAGE durchgefiihrt (s. Kapitel 2.5.2). Hierfiir wurden Zellen des Zellpools 7 der Zelllinie
HEK293-V4 verwendet (s. Kapitel 2.4.7 und Tabelle 3.1). Zum Vergleich der Expression
wurde ebenso das Gesamtprotein aus HEK293-wt-Zellen untersucht. Abbildung 3.5 zeigt
ein Nahinfrarot-Bild eines Immunoblots mit den Antikérpern MABS466 (s. Tabelle 2.14)
und IRDye® 680RD Donkey anti-Mouse IgG (s. Tabelle 2.15) zum TRPV4-Nachweis. Zur
Ladekontrolle wurde das Protein GAPDH mit den Antikérpern PA1-988 (s. Tabelle 2.14)
und IRDye® 800CW Goat anti-Rabbit IgG (s. Tabelle 2.15) markiert. Die rot gefarbte Ban-
de mit markiertem TRPV4-Protein besal} ein Molekulargewicht von etwa 90 kDa. Dies ent-
spricht dem Molekulargewicht von TRPV4 (98 kDa; s. Kapitel 1.2.1). Die griin gefarbte
Bande mit markiertem GAPDH-Protein besal} ein Molekulargewicht von etwa 30 kDa. Dies
entspricht dem Molekulargewicht von GAPDH (36 kDa; s. Kapitel 2.5.2 (Immunoblot)). Ein
Nachweis von TRPV4-Protein in HEK293-wt-Zellen gelang nicht.

90 kDa

30 kDa

wi V4

Abbildung 3.5: Nahinfrarot-Bild eines Immunoblots mit markiertem TRPV4-Kanalprotein und
markierter GAPDH aus Zellen des Zellpools 7. HEK293-V4 Bande bei 98 kDa
im Vergleich zu HEK293-wt und GAPDH Bande bei 36 kDa.
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3.4 Lumineszenz-Assay

3.4.1 Vergleich verschiedener HEK293-V4 Zellpools

Im Rahmen der Etablierung der Zelllinie HEK293-V4 wurden urspriinglich 24 verschiedene
Zellpools mit unterschiedlichen Transfektionskonditionen generiert (s. Kapitel 2.4.7). Die-
se wurden im Anschluss molekularbiologisch mit Hinsicht auf die Expression von TRPV4-
mRNA und TRPV4-Protein miteinander verglichen. Daraufhin wurden, wie in Tabelle 3.1
ersichtlich, 12 Zellpools mit hoher, stabiler Expression von TRPV4-Protein ausgewéahlt und
der nachfolgenden funktionellen Untersuchung im Lumineszenz-Assay zugefiihrt. Die Ab-
bildungen 3.6 bis 3.41 illustrieren die Ergebnisse dieses Assays graphisch. Es ergaben sich
fiir die verschiedenen Zellpools unterschiedliche Dosis-Wirkungs-Beziehungen nach Injek-
tion von GSK1016790A. Ebenso aufgefiihrt sind die Auswertungen iiber die jeweilige Area
Under the Curve (AUC) und das jeweilige Maximum im Kurvenverlauf des Ca®*-Signals. Ta-
belle 3.2 fasst die fiir die jeweiligen Zellpools berechneten ECso-Werte von GSK1016790A
fiir HEK293-V4 und deren Standardabweichung (8) zusammen. Fiir den fit der Kurven und
die Berechnung der ECso-Werte wurde die Logistische Regression mit 4 Parametern ange-
wandt (s. Kapitel 2.2).

Fiir die weitere Charakterisierung der Zelllinie HEK293-V4 und die Analyse der Wirkung
von CEES auf den TRPV4-Kanal musste ein einziger Zellpool ausgewéhlt werden. Hier er-
wies sich Zellpool 7 als der am besten geeignete. Bei der Auswahl wurde auf eine gute Diskri-
minierbarkeit der Kurvenverlaufe fiir die jeweilige Injektionskonzentration GSK1016790A
geachtet. Auch die jeweilig berechneten ECso-Werte spielten eine Rolle fiir die Auswahl. Je
kleiner dabei der Wert, so der Ansatz, desto besser die globale Antwort des Zellpools iiber
das Ca?*-Signal.

In Kapitel 3.4.3 wird das Ca®*-Signal nach GSK1016790A-Injektion gesondert fiir HEK293-
wt und HEK293-V4-Zellen verglichen.
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Tabelle 3.1: Auswahl der Zellpools der Zelllinie HEK293-V4 fiir die Untersuchung im
Lumineszenz-Assay

Menge an TRPV4-Plasmid

Zellpool fiir die Transfektion [pg] Auswahl
1 3 v
2 3 v
3 3 v
4 3 v
5 3 v
6 3 v
7 3 v
8 3 v
9 6 v
10 12 v
11 12 v
12 12 v
13 3 X
14 3 X
15 3 X
16 3 X
17 6 X
18 6 X
19 6 X

20 6 X
21 6 X
22 12 X
23 12 X
24 12 X
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Tabelle 3.2: Vergleich der ECso-Werte von GSK1016790A fiir die verschiedenen HEK293-V4
Zellpools berechnet iiber die AUCs und die Maxima des Ca2*-Signals

AUCs Maxima
Zellpool ECso [nM] & [nM] ECso [nM] & [nM]
1 222,5 2.143,8 226,2 2.074,0
2 - 22.965,4 - 15.292,8
3 - 1.203,4 - 481,8
4 494,2 51,8 576,4 59,4
5 108,7 29,3 491,5 235,0
6 - 12.263,5 - 5.692,2
7 49,0 19,1 - 79.363,9
8 - 872,3 - 10.472,9
9 587,8 1.220,7 502,6 21,2
10 18,4 8.766,2 119,1 227.9
11 - 5.504,8 - 26.102,8
12 121,2 37,3 - 47.126,8
Mittelwert 228.8 4.589,8 383,2 15.595,9
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Abbildung 3.6: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-

trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 1. ny;, = 3.
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Abbildung 3.7: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standardabwei-

chung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A. HEK293-
V4 Zellpool 1. ny;, = 3.
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Abbildung 3.8: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standardabwei-

chung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A. HEK293-
V4 Zellpool 1. ny;, = 3.

54



HEK293-V4 Zellpool 2

800 -
GSK1016790A
e — 0nM
8
8 - 5nM
£ 600+ Injektion — 10nM
IS
3 —— 50 nM
9 — 100 nM
= —_
3 soo. 500 nM
x — 750 nM
‘_E 1000 nM
2 "
%)
e
& 200+
04 _/C f @ﬁ%
0 10 20 30 40 50

Zeit [s]

Abbildung 3.9: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 2. ny;, = 3.
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Abbildung 3.10: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 2. ny;, = 3.
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Abbildung 3.11: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 2. ny;, = 3.
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HEK293-V4 Zellpool 3

8001

600 A Injektion

400 1

2004

Ca2+—SignaI [Relative Lumineszenz]

GSK1016790A

0nM
5nM

10 nM
50 nM
100 nM
500 nM
750 nM
1000 nM

Zeit [s]

30

40

50

Abbildung 3.12: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 3. ny;, = 3.
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Abbildung 3.13: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 3. ny;, = 3.
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Abbildung 3.14: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 3. ny;, = 3.
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Abbildung 3.15: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 4. ny;, = 3.

59



2500 -

ECso = 494.2 + 51.8 nM

n
o
o
o

—

o]

o

o
'

—_

o

o

o
'

500 -

ca* —Signal [AUCs der relativen Lumineszenz]

10 100 1000
GSK1016790A [nM]
Abbildung 3.16: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 4. ny;, = 3.

1501
ECso =576.4 +59.4 nM

100

501

Ca2+—SignaI [Maxima der relativen Lumineszenz]

10 100 1000
GSK1016790A [nM]
Abbildung 3.17: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 4. ny;, = 3.
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HEK293-V4 Zellpool 5
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Abbildung 3.18: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 5. ny;, = 3.
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Abbildung 3.19: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 5. ny;, = 3.
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Abbildung 3.20: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 5. ny;, = 3.
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Abbildung 3.21: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-

trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 6. ny;, = 3.
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Abbildung 3.22: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 6. ny;, = 3.
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Abbildung 3.23: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 6. ny;, = 3.
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Abbildung 3.24: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-

trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 7. ny;, = 3.
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Abbildung 3.25: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 7. ny;, = 3.
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Abbildung 3.26: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 7. ny;, = 3.
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Abbildung 3.27: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 8. ny;, = 3.
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Abbildung 3.28: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 8. ny;, = 3.
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Abbildung 3.29: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 8. ny;, = 3.
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Abbildung 3.30: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-

trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 9. ny;, = 3.
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Abbildung 3.31: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 9. ny;, = 3.
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Abbildung 3.32: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 9. ny;, = 3.
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Abbildung 3.33: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 10. ny;, = 3.
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Abbildung 3.34: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 10. ny, = 3.
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Abbildung 3.35: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 10. np;, = 3.
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Abbildung 3.36: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 11. ny;, = 3.
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Abbildung 3.37: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-
abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 11. ny, = 3.
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Abbildung 3.38: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-
abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 11. ny;, = 3.
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Abbildung 3.39: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. HEK293-V4 Zellpool 12. ny;, = 3.

75



3000 A
ECso=121.2+37.3nM

2000

1000 -

ca* —Signal [AUCs der relativen Lumineszenz]

10 100 1000
GSK1016790A [nM]
Abbildung 3.40: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 12. ny;, = 3.
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Abbildung 3.41: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
HEK293-V4 Zellpool 12. ny;, = 3.
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3.4.2 Finale Bestimmung der ECs5o-Werte von GSK1016790A fiir die Zelllinie HEK293-V4

Zur Bestimmung der endgiiltigen ECso-Werte von GSK1016790A fiir HEK293-V4-Zellen
wurde eine im Vergleich zur Zellpoolselektion erweiterte Bandbreite von Injektionskonzen-
trationen verwendet (s. Kapitel 2.6.1). Wie in Kapitel 3.4.1 beschrieben, wurde hierfiir der
HEK293-V4 Zellpool 7 ausgewahlt. Fiir das gewahlte Spektrum der Injetionskonzentratio-
nen von GSK1016790A wurden bei niedrigen und hohen Werten keine grofsen Schwan-
kungen fiir die AUC oder das Maximum im Kurvenverlauf der relativen Lumineszenz im
Vergleich zu benachbarten Werten beobachtet. Dies ist als Voraussetzung fiir valide ECsp-
Werte anzusehen. Abbildung 3.42 zeigt den Kurvenverlauf der Mittelwerte der relativen
Lumineszenz nach jeweiliger Injektion von GSK1016790A. Die Grof3e der Stichprobe be-
trug ng;, = 6.
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Abbildung 3.42: Mittelwerte der relativen Lumineszenz nach Injektion verschiedener Konzen-
trationen GSK1016790A. ny;,, = 6.

Im Anschluss wurden die ECsg-Werte von GSK1016790A fiir die Zelllinie HEK293-V4 mit-
hilfe der jeweiligen AUCs und der jeweiligen Maxima analog zur Auswertung in Kapitel
3.4.1 errechnet. Ein in der Literatur gefundener ECso-Wert von GSK1016790A befand sich
bei 5 nM (s. [166], Kapitel 2.6.1). Fiir den fit der Kurven und die Berechnung der ECsg-
Werte wurde die Logistische Regression mit 4 Parametern angewandt (s. Kapitel 2.2).
Abbildung 3.43 zeigt die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der AUCs der
relativen Lumineszenz fiir die jeweiligen Injektionskonzentrationen von GSK1016790A.
Der kalkulierte Wert fiir die ECsq lag bei 47,5 = 14 nM.

Abbildung 3.44 zeigt die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der Maxima
der relativen Lumineszenz fiir die jeweiligen Injektionskonzentrationen von GSK1016790A.
Der kalkulierte Wert fiir die ECsq lag bei 562 + 54,5 nM.
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Abbildung 3.43: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standard-
abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
Npip = 6.
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Abbildung 3.44: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-

abweichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK1016790A.
Npip = 6.
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3.4.3 Vergleich der Zelllinien HEK293-V4 und HEK293-wt

Als Teil des Nachweises der Uberexpression von TRPV4 der Linie HEK293-V4 wurde im
Vergleich die Zelllinie HEK293-wt im Lumineszenz-Assay mit GSK1016790A untersucht.
Abbildung 3.45 zeigt die Mittelwerte des Kurvenverlaufes der relativen Lumineszenz nach
jeweiliger Injektion von GSK1016790A. Beispielhaft sind hier die Konzentrationen 500 nM
und 1000 nM GSK1016790A dargestellt. Die Gro3e der Stichprobe betrug in diesem Fall
Npip = 4.
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Abbildung 3.45: Vergleich der Zelllinien HEK293-V4 und HEK293-wt beziiglich der Mittelwer-
te der relativen Lumineszenz und deren Standardabweichung nach Injektion
von GSK1016790A. ny;, = 4.

Nachdem auch im Kurvenverlauf der Zelllinie HEK293-wt nach Injektion des TRPV4-Ago-
nisten GSK1016790A ein leichter Anstieg fiir das Ca®"-Signal zu verzeichnen war, kann
davon ausgegangen werden, dass ebenso eine leichte endogene Expression des Zellmem-
brankanals TRPV4 in HEK293-wt-Zellen besteht.
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3.4.4 Bestimmung des ICs,-Wertes von GSK2193874 fiir die Zelllinie HEK293-V4

Im Anschluss an die Untersuchungen der Zelllinien HEK293-wt und HEK293-V4 mit dem
spezifischen TRPV4-Agonisten GSK1016790A sollte gezeigt werden, dass das gemessene
Lumineszenzsignal durch Aktivierung des Kanals auch zu unterdriicken ist.

Hierfiir wurde, wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben, vor Injektion des TRPV4-Agonisten
GSK1016790A der spezifische Antagonist GSK2193874 injiziert. Abbildung 3.46 zeigt ei-
ne Auswahl von Kurvenverldufen und deren Standardabweichung nach Injektion des Ant-
agonisten (Injektion 1) und des Agonisten (Injektion 2). Beispielhaft sind hier die Kon-
zentrationen 0 nM, 100 nM und 250 nM GSK2193874 dargestellt. Die Konzentration des
Agonisten GSK1016790A entsprach jeweils 285,7 nM (~300 nM). Auch der Kurvenverlauf
der Vehikelkontrolle ist zum Vergleich dargestellt. Tabelle 3.3 zeigt zur Verdeutlichung die
in Abbildung 3.46 dargestellten Injektionskonditionen. Die Grof3e der Stichprobe betrug
Npio = 2-8.

Tabelle 3.3: Ubersicht der in Abbildung 3.46 dargestellten Injektionskonditionen

1. Injektion 2. Injektion
GSK2193874 [nM] GSK1016790A [nM]
Vehikelkontrolle 0 (DMSO) 0 (DMSO)
Positivkontrolle 0 (DMSO) 300
Suppression 1 100 300
Supperssion 2 250 300

80



800 1

GSK2193874
0nM
Injektion 2 100 nM
600 - Injektion 1 250 nM

—— Vehikelkontrolle

400 1

Ca2+—SignaI [Relative Lumineszenz]

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110
Zeit [s]

Abbildung 3.46: Mittelwerte der relativen Lumineszenz und deren Standardabweichung nach
Injektion verschiedener Konzentrationen GSK2193874 (Injektion 1) und
300 nM GSK1016790A (Injektion 2). ny;, = 2-8.

Uber die AUCs und Maxima der relativen Lumineszenz wurde im Anschluss die jeweilige
halbmaximal inhibierende Wirkstoffkonzentration (ICsq) von GSK2193874 fiir HEK293-
V4-Zellen bei einer Injektionskonzentration des Agonisten GSK1016790A von 300 nM er-
rechnet. In der Literatur gefundene ICso-Werte von GSK2193874 betrugen 40-50 nM bei
einer Aktivierung mit 10 nM GSK1016790A (s. [52], Kapitel 2.6.1). Fiir den fit der Kurven
und die Berechnung der ICso-Werte wurde die Logistische Regression mit 4 Parametern
angewandt (s. Kapitel 2.2).

Abbildung 3.47 zeigt die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der AUCs der
relativen Lumineszenz bei den Injektionskonzentrationen von GSK2193874. Der kalkulier-
te Wert fiir die ICsg lag bei 38,5 nM. Die GroRe der Stichprobe betrug ny;, = 2-8.
Abbildung 3.48 zeigt die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der Maxima
der relativen Lumineszenz bei den Injektionskonzentrationen von GSK2193874. Der kal-
kulierte Wert fiir die ICso lag bei 4,5 nM. Die Grolse der Stichprobe betrug ny;,, = 2-8.
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Abbildung 3.47: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standardab-
weichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK2193874 und
300 nM GSK1016790A. ny;, = 2-8.
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Abbildung 3.48: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standardab-
weichung nach Injektion verschiedener Konzentrationen GSK2193874 und
300 nM GSK1016790A. ny;, = 2-8.
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3.4.5 Untersuchungen der Zelllinie HEK293-V4 im Zusammenhang mit CEES

Um nun den Effekt von CEES auf HEK293-V4-Zellen im Lumineszenz-Assay zu untersuchen,
wurden wie in Kapitel 2.6.1 beschrieben, verschiedene Versuchskonditionen entwickelt.

Untersuchung eines agonistischen Effektes

Ein moglicher agonistischer Effekt (s. Kapitel 1.4) der Substanz am TRPV4-Kanal wurde
durch direkte Injektion der Substanz im Lumineszenz-Assay untersucht. Wie in Tabelle
2.20 dargestellt, wurden mehrere Endkonzentrationen von 6,25 uM bis 10.000 uM CEES
gewahlt. Bei keiner der Injektionen war jedoch ein relevanter Ausschlag der relativen Lu-
mineszenz festzustellen. Abbildung 3.49 zeigt den Kurvenverlauf und dessen Standardab-
weichung nach Injektion von 10 mM CEES. Zum Vergleich ist ebenso der Kurvenverlauf
nach Injektion der Vehikelkontrolle dargestellt. Die Grof3e der Stichprobe betrug n = 2.
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Abbildung 3.49: Mittelwerte der relativen Lumineszenz und deren Standardabweichung nach
Injektion von 10 mM CEES. ny;, = 2.
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Untersuchung eines antagonistischen Effektes

Fiir den Nachweis eines moglichen antagonistischen Effekts wurden die Zellen im Lumi-
neszenz-Assay vor Injektion des Agonisten GSK1016790A mit CEES inkubiert (s. Kapitel
2.6.1).

Abbildung 3.50 zeigt die AUCs der relativen Lumineszenz nach Injektion von 300 nM
GSK1016790A nach 30-miniitiger Prainkubation mit CEES in verschiedenen Konzentratio-
nen. Die Grol3e der Stichprobe betrug np;,, = 3-9. Die statistische Analyse der Daten nach
Kruskal-Wallis ergab einen signifikanten Unterschied zur Vergleichsgruppe 0 uM CEES ab
1.000 uM CEES.
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Abbildung 3.50: AUCs der relativen Lumineszenz nach Injektion von 300 nM GSK1016790A
nach 30-miniitiger Prdinkubation mit CEES in verschiedenen Konzentratio-
nen. np, = 3-9. **p < 0,01. ****p < 0,0001.

Uber die AUCs und Maxima der relativen Lumineszenz wurde im Anschluss der jeweilige
ICs0-Wert von CEES fiir HEK293-V4-Zellen bei einer Injektionskonzentration des Agonis-
ten GSK1016790A von 300 nM errechnet. Fiir den fit der Kurven und die Berechnung der
ICs0-Werte wurde die Logistische Regression mit 4 Parametern angewandt (s. Kapitel 2.2).
Abbildung 3.51 zeigt die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der AUCs
der relativen Lumineszenz nach Injektion von 300 nM GSK1016790A und vorheriger 30-
miniitiger Pradinkubation mit CEES in verschiedenen Konzentrationen. Der kalkulierte Wert
fiir die ICsq lag bei 1486 uM. Die Grofde der Stichprobe betrug ny;,, = 3-9.

Abbildung 3.52 zeigt die Mittelwerte und die jeweilige Standardabweichung der Maxima
der relativen Lumineszenz nach Injektion von 300 nM GSK1016790A und vorheriger 30-
miniitiger Prainkubation mit CEES in verschiedenen Konzentrationen. Der kalkulierte Wert
fiir die ICsg lag bei 1315,9 uM. Die GrofRe der Stichprobe betrug ng;,, = 3-9.
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Abbildung 3.51: Mittelwerte der AUCs der relativen Lumineszenz und deren Standardabwei-
chung nach Injektion von 300 nM GSK1016790A nach 30-miniitiger Préin-
kubation mit CEES in verschiedenen Konzentrationen. np;, = 3-9.
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Abbildung 3.52: Mittelwerte der Maxima der relativen Lumineszenz und deren Standard-
abweichung nach Injektion von 300 nM GSK1016790A nach 30-miniitiger
Prainkubation mit CEES in verschiedenen Konzentrationen. ny;, = 3-9.
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Untersuchung des antagonistischen Effektes nach Dauer der Exposition

Um zu untersuchen, ob die Dauer der Exposition der HEK293-V4-Zellen mit CEES eine Rol-
le spielt, wurde eben diese in einer weiteren Versuchskondition abgewandelt. Abbildung
3.53 zeigt die AUCs der relativen Lumineszenz nach Injektion von 300 nM GSK1016790A
und vorheriger Prainkubation verschiedener Dauer mit 1.000 pM CEES. Die GroRe der
Stichprobe betrug ny;, = 3-9. Die statistische Analyse der Daten nach Kruskal-Wallis ergab
einen signifikanten Unterschied zur Vergleichsgruppe 0 Minuten ab 5 Minuten Prdinkuba-
tion mit CEES.
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Abbildung 3.53: AUCs der relativen Lumineszenz nach Injektion von 300 nM GSK1016790A

nach Priinkubation verschiedener Dauer mit 1.000 pM CEES. n;, = 3-9.
s'.“.':p S 0,01 7':‘.'::‘:p S 0,001
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3.5 Patch-Clamp-Technik im endogenen System

Die Patch-Clamp-Technik wurde gewahlt, um die gefundenen Ergebnisse im Lumineszenz-
Assay zu unterstreichen. Die {iberraschend inhibierende Wirkung von CEES auf TRPV4
sollte nun in einer Aequorin unabhéingigen Methode untersucht werden. Wie in Kapitel
2.6.2 beschrieben, wurden dafiir Zellen der Linie A549 im Whole-Cell Patch-Clamp-Ansatz
untersucht. Nachdem A549-Zellen den TRPV4-Kanal endogen exprimieren, war dies eine
willkommene Méglichkeit, einen Vergleich zur Zelllinie HEK293-V4 mit Uberexpression
des TRPV4-Kanals anzustellen [167].

Abbildung 3.54 zeigt die gemessene relative Stromstdrke nach Injektion von 1 pM
GSK1016790A im Vergleich zur Injektion von 1 pM GSK1016790A nach 30-miniitiger
Prainkubation der Zellen mit 5 mM CEES und der Vehikelkontrolle DMSO. Die Grof3e der
Stichprobe betrug np;, = 2-3.
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Abbildung 3.54: Relative Stromstarke nach Injektion von 1 ptM GSK1016790A (= 5 mM CEES-
Prainkubation fiir 30 Minuten) fiir A549-Zellen. ny;,, = 2-3.
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Abbildung 3.55 zeigt die Maxima der relativen Stromstirke nach Injektion von 1 pM
GSK1016790A im Vergleich zur Injektion von 1 uM GSK1016790A nach 30-miniitiger
Prainkubation der Zellen mit 5 mM CEES und der Vehikelkontrolle DMSO. Bei einer Gro-
Re der Stichprobe von np;, = 2-3 konnte die statistische Auswertung keinen signifikanten
Unterschied zur Vergleichsgruppe der Vehikelkontrolle ergeben.
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Abbildung 3.55: Maxima der relativen Stromstirke nach Injektion von 1 uyM GSK1016790A
(= 5 mM CEES-Priinkubation fiir 30 Minuten) fiir A549-Zellen. np;, = 2-3.
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3.6 Zellviabilitat

Um mogliche Auswirkungen von CEES auf die Zellviabilitiat der Zelllinie HEK293-V4 zu
untersuchen, wurden wie in Kapitel 2.7.1 beschrieben, mehrere Konzentrationen der Sub-
stanz zur Vergiftung verwendet.

Abbildung 3.56 zeigt fiir die beiden Zelllinien HEK293-wt und HEK293-V4 die jeweilige Re-
gressionsanalyse der Einzelwerte der relativen Zellviabilitdt nach 24-stiindiger Exposition
mit verschiedenen Konzentrationen CEES. Als relative Zellviabilitat wird hier der prozen-
tuale Anteil an der Viabilitat von unbehandelten Zellen der jeweiligen Zelllinie verstanden.
Die Grofde der Stichprobe betrug ny;, = 16-18.
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Abbildung 3.56: Relative Zellviabilitdt als prozentualer Anteil der Viabilitdt von nicht mit
CEES vergifteten Zellen der Zelllinien HEK293-wt und HEK293-V4 nach 24-
stiindiger Exposition mit verschiedenen CEES-Konzentrationen.
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Abbildung 3.57 prasentiert eine Auswahl der Daten aus Abbildung 3.56 bei Exposition mit
370,37 uM (~370 uM) CEES. Zunéchst sieht man den Vergleich der Zelllinien HEK293-
wt beziehungsweise HEK293-V4. Ebenso dargestellt sind fiir die Zelllinie HEK293-V4 zwei
Konditionen mit Prdinkubation der Zellen mit 300 nM und 750 nM GSK1016790A. Diese
wurden fiir die Exposition mit CEES bei 370 ptM gesondert untersucht. Als relative Zellviabi-
litdt wird hier der prozentuale Anteil an der Viabilitdt von nicht mit CEES vergifteten Zellen
der jeweiligen Zelllinie verstanden. Im Falle der Prainkubation mit GSK1016790A bedeutet
eine Viabilitdt von 100 % also, dass die Zellen mit GSK1016790A behandelt wurden, nicht
aber mit CEES. Die Grolde der Stichprobe betrug np,, = 16-18. Die statistische Analyse
der Daten nach Kruskal-Wallis ergab einen signifikanten Unterschied zur Vergleichsgruppe
HEK293-V4 (ohne Prainkubation).
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Abbildung 3.57: Relative Zellviabilitat als prozentualer Anteil der Viabilitidt von nicht mit
CEES vergifteten Zellen der Zelllinien HEK293-wt und HEK293-V4 nach
24-stiindiger Exposition mit 370 utM CEES *+ GSK1016790A-Prédinkubation.
Npip = 16-18. ****p < 0,0001.
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4 Diskussion

In diesem Teil der Arbeit werden die Ergebnisse des Projektes diskutiert und in Kontext mit
dem aktuellen Stand der Forschung gesetzt.

4.1 Etablierung der Zelllinie HEK293-V4

Als erster Teil der Arbeit konnte die Etablierung der TRPV4-iiberexprimierenden Zelllinie
HEK293-V4 erfolgreich abgeschlossen werden. Diese Zelllinie wurde fiir die meisten der
nachfolgenden Untersuchungen benétigt.

Die stabile Expression von TRPV4 wurde auf verschiedenen Ebenen erfolgreich nachgewie-
sen. Molekularbiologische Untersuchungen zeigten, dass sowohl TRPV4-mRNA als auch
TRPV4-Kanalprotein in den Zellen der transfizierten Zelllinie vorlag. Insbesondere wurde
durch Sequenzierung nachgewiesen, dass die gesamte kodierenden Sequenz von TRPV4
unverdndert im Vergleich zur Sequenz des transfizierten Plasmids vorlag.

Im Anschluss wurde auch die Funktionalitit des transfizierten Proteins als Membrankanal
nachgewiesen:

1. Zunichst konnte der erwartete Anstieg von [Ca®"]; nach Aktivierung des Kanals
durch den spezifischen TRPV4-Agonisten GSK1016790A beobachtet werden.

2. In einem zweiten Schritt wurde vor Injektion des Agonisten der spezifische TRPV4-
Antagonist GSK2193874 injiziert. Das gemessene Lumineszenzsignal war wie erwar-
tet dosisabhingig supprimierbar.

3. Ein Vergleich zur Zelllinie HEK293-wt konnte des Weiteren eine grof3e Differenz der
gemessenen Ca?*-Signale nach GSK1016790A-Injektion darstellen.

Alle 3 Faktoren deuten auf einen spezifisch durch TRPV4-Membrankanile verursachten
Ca2*-Einstrom hin [52, 166].

Das gemessene Ca®*-Signal nach TRPV4-Aktivierung fiir die Zelllinie HEK293-V4 erreicht
jeweils schnell ein Maximum und geht alsbald wieder auf Werte nahe der baseline zuriick.
Dieser Kurvenverlauf ist typisch fiir TRP-Kanéle [4].

Die Tatsache, dass auch fiir HEK293-wt-Zellen ein kleines TRPV4-spezifisches Signal ver-
zeichnet werden konnte, ist nicht weiter verwunderlich und kénnte durch eine geringe
endogene Expression von TRPV4 in der Niere erklart werden [17].

Fiir nachgeschaltete Untersuchungen wurde ein HEK293-V4-Zellpool mit besonders nied-
rigem ECsg-Wert (47,5 = 14 nM) ausgewdhlt. Die Auswertung nach AUC der relativen
Lumineszenz lag dabei im Bereich aus der Literatur bekannter Werte (~5 nM) [166]. Der
im Vergleich hohere ECso-Wert unserer Auswertung kénnte durch viele Einflussfaktoren
erklart sein. Beispielhaft zu nennen wére eine etwas niedrigere Transfektionseffizienz.

Ein Vergleich der ICso-Werte von GSK2193874 fiir die Zelllinie HEK293-V4 mit aus der
Literatur bekannten Vergleichswerten [52] ist nur bedingt sinnvoll, da diese nicht wenig
von den verwendeten Konzentrationen des Agonisten abhangen.
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4.2 Inhibierender Effekt von CEES fiir TRPV4-vermitteltes Ca?*-Signal

Zunachst wurde ein moglicher agonistischer Effekt von CEES am TRPV4-Kanal untersucht.
Eine ausfiihrliche Literaturrecherche und Vorversuche des Instituts fiihrten zur Formulie-
rung der urspriinglichen Hypothese (s. Kapitel 1.4). Ein agonistischer Effekt von CEES
konnte fiir die Zelllinie HEK293-V4 im Lumineszenzassay jedoch nicht nachgewiesen wer-
den.

Um die moglichen Effekte von CEES auf Zellen der Zelllinie HEK293-V4 jedoch vollumféng-
lich im Lumineszenzassay zu untersuchen, wurde in einem zweiten Schritt ein méglicher
antagonistischer Effekt untersucht.

Interessanter Weise wurde ein solcher nicht nur in dosisabhéngiger Wirkung, sondern auch
in Abhéngigkeit zur Einwirkungsdauer vor Injektion von GSK1016790A festgestellt. Im
Falle der nachgewiesenen Dosis-Wirkungs-Beziehung wurde zuséatzlich zum Nachweis im
Lumineszenzassay der Ansatz der Patch-Clamp-Technik gewahlt, um die Ergebnisse mit ei-
ner Methode zu verifizieren, die nicht auf einer 2. Transfektion mit Aequorin basiert. Dies
gelang nicht nur durch die alternative Untersuchungsmethode, sondern auch mit einer al-
ternativen Zelllinie (A549). Stenger u. a. [129] hatten diese Methodik fiir Untersuchungen
im Zusammenhang mit alkylierenden Substanzen bereits ebenfalls im Einsatz. A549-Zellen
weisen eine endogene Expression von TRPV4 auf und lassen somit vermuten, dass der Ef-
fekt auch im menschlichen Korper dhnlich aussehen kénnte [167].

Der durch Einwirkungsdauer vermittelte Effekt kann durch mehrere Mechanismen erklart
sein:

Einer der Erklarungsansétze wére ein enzymkinetischer. Durch die ldngere Inkubations-
zeit konnten immer weitere TRPV4-Proteine besetzt und eine spatere Aktivierung durch
GSK1016790A dadurch verhindert werden. Auch eine kovalente Bindung mit moglicher
konformationeller Anderung wire denkbar.

Ein weiterer Erklarungsweg wére eine toxische Wirkung von CEES auf HEK293-V4. Eine
geringere Anzahl voll funktionstiichtiger Zellen in der untersuchten Suspension wiirde logi-
scher Weise ein kleineres gemessenes Ca?*-Signal vermitteln. Diese Erklirungsmoglichkeit
waren im Einklang mit den Ergebnissen der Untersuchungen zur Zellviabilitédt, welche in
Kapitel 4.3 diskutiert werden.

Moglich ware auch eine Storung der Integritdt der Zellmembran durch CEES. Diese konnte
bewirken, dass der elektrochemische Gradient fiir Ca?* fallt und folglich nach Aktivierung
von TRPV4 nur weniger Ca2* in die Zellen strémen kann.

4.3 Einfluss von CEES und GSK1016790A in Bezug auf Zellviabilitat

Im Rahmen der Untersuchungen zur Zellviabilitdt im Zusammenhang mit CEES wurde eine
erhohte Suszeptibilitit der Zelllinie HEK293-V4 im Vergleich zu HEK293-wt nachgewiesen.
Diese Erkenntnis ist durch mehrere Ansétze erklarbar:

Erstens konnte eine gestorte Detoxifikation fiir die erhohte Anfélligkeit von HEK293-V4
gegeniiber CEES verantwortlich sein. Mutationen in zentralen Bereichen fiir die Expressi-
on von Enzymen fiir die Detoxifikation oder die Reparatur von DNA-Schiaden kénnten ein
schnelleres Absterben der Zellen nach Behandlung mit CEES bewirken.

Ein zweiter Ansatz zur Erklarung wére eine in HEK293-V4 erhohte Zellmembranpermea-
bilitat. Die Membranen von HEK293-wt-Zellen konnten resistenter sein, wodurch CEES
langsamer ins Zellinnere eindringen und somit langsamer eine toxische Wirkung entfalten
wiirde. Losgelost davon kénnten schlichtweg andere Signalwege, die durch die Vergiftung
mit CEES angestof3en werden, zur unterschiedlichen Suszeptibilitdt gegeniiber CEES fiih-
ren. Um die genauen Ursachen unserer Beobachtung zu verstehen, sind ohne Zweifel weiter
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Untersuchungen notwendig.

Eine weitere Entdeckung im Rahmen der Untersuchungen zur Zellviabilitat war, dass das
Uberleben von HEK293-V4-Zellen nach Vergiftung mit CEES héher war, nachdem die Zel-
len mit GSK1016790A vorbehandelt wurden. Dabei stieg die protektive Wirkung von
GSK1016790A mit der Konzentration. In diesem Zusammenhang liegt nahe, dass die ein-
malige Aktivierung der TRPV4-Kanile diesen protektiven Effekt vermittelt. Mehrere Inter-
pretationen dieser Einsicht sind méglich:

Einer der Erkldrungsansitze ware eine Internalisierung von TRPV4-Membrankanalen nach
Aktivierung durch den spezifischen Agonisten. Dieser Mechanismus wurde bereits in der Li-
teratur beschrieben und wére auch im Zusammenhang mit einer Aktivierung durch
GSK1016790A denkbar [177]. Je nach Grad der Aktivierung konnte ein Teil der Mem-
brankanéle internalisiert werden und somit fiir eine néchste potentielle Aktivierung nicht
mehr zur Verfiigung stehen. Dies konnte ein Schutzmechanismus der Zellen sein, denn zu
groRRe Ca?*-Konzentrationen bewirken pathologische Prozesse [69, 71, 72, 73, 74, 76, 77,
79]. Diese Kanalinternalisierung hatte den Nebeneffekt, dass auch der Effekt von CEES auf
HEK293-V4-Zellen weniger schéadlich wére. Zellen der Zelllinie HEK293-V4 wiren nach
Internalisierung einiger TRPV4 Kandile den Zellen der Zelllinie HEK293-wt dhnlicher und
resistenter gegeniiber einer Vergiftung durch CEES. Eine weitere mogliche Interpretation
waére ein sekundar inhibierender Effekt von GSK1016790A. Die Substanz konnte zu einem
gewissen Teil an TRPV4 gebunden verbleiben und so eine Form der Enzymhemmung ver-
mitteln.

4.4 Kontext und Forschungsperspektiven

Wie in Kapitel 1.2.4 beschrieben, ist ein TRPV4 vermittelter Ca2*-Einstrom ins Zellinnere
in zu grof3em Mal3e schadlich. Pathologien wie Arteriosklerose, ARDS, COPD, Asthma oder
fibrotische Prozesse sind die Folge [69, 71, 72, 73, 74, 76, 77, 79]. Unsere Untersuchungen
haben gezeigt, dass die Expression von TRPV4 auch einen Vulnerabilitdtsfaktor in Bezug
auf die Vergiftung mit CEES darstellt.

Zwar ist ein Ca2*-Einstrom in die Zellen keine TRPV4-vermittelte Folge der Exposition mit
CEES, wohl aber eine Folge, welche durch andere Kanéle vermittelt wird [129, 130].

Vor diesem Zusammenhang ist eine Beteiligung von TRPV4 an destruktiven Prozessen in
indirekter Form durchaus denkbar. Um die moglichen zelluldren Signalwege in Zusammen-
hang mit CEES besser zu verstehen sind weitere Untersuchungen unabdingbar.
Insbesondere die Erkenntnis, dass die Applikation von GSK1016790A mit einer Protekti-
on von HEK293-V4-Zellen gegeniiber CEES verbunden ist, bietet einen vielversprechenden
Ansatz fiir weitere Untersuchungen zur Behandlung von Vergiftungen durch CEES und
TRPV4-vermittelten Pathologien.

So konnte GSK1016790A auch iibertragen auf den menschlichen Organismus protektive
Prozesse vermitteln und beispielsweise zur Pravention genannter TRPV4-vermittelter Pa-
thologien beitragen.

Vorausgesetzt es existieren keine zu groen adversen Effekte, konnte eine préaventive sys-
temische Gabe von GSK1016790A auch einen grof3en Nutzen beziiglich der Exposition
mit CEES darstellen. Zumindest potenziell von einer Exposition bedrohte Personengrup-
pen konnten von solch einer MaSnahme im Idealfall profitieren.

Der nachgewiesene antagonistische Effekt von CEES auf das TRPV4-vermittelte Ca?*-Signal
wurde im Zusammenhang der Studien in einem System der Uberexpression nachgewiesen.
Um letztendlich zu beweisen, dass dieser Effekt von TRPV4 abhéngig ist, bedarf es wei-
terer Untersuchungen. Diese konnten beispielsweise pharmakologischer Natur sein, oder
sich auf andere Zellsysteme und Organismen konzentrieren.
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Nachdem die Ausgangshypothese im Verlauf falsifiziert werden musste, bleibt offen, wie
sich das Ca?*-Signal nach Aktivierung durch CEES und vollstindige Antagonisierung des
TRPA1-Signals erklart [129]. Neben TRPV4 existieren zahlreiche andere in der Lunge ex-
primierte Membrankanéle, die damit in Verbindung stehen konnten [130]. Aus der Gruppe
der TRP-Kandle lasst sich hier beispielsweise TRPV1 nennen. Weitere Untersuchungen mit
dieser Fragestellung sind ohne Zweifel sinnvoll und notwendig.
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Anhang

Code der Datenauswertung mit R

Die Daten der Abbildungen 3.6 bis 3.57 wurden mit der Programmiersprache R ausgewertet
und visualisiert. Im Folgenden stehen relevante Code-Abschnitte des data wrangling und
der statistischen Auswertung fiir die jeweiligen Abbildungen niedergeschrieben.

#Tibble mit Baseline-Mittelwert
tibble_mean <- dplyr::slice(tibble_df, 1:40)

# Baseline hier von Sekunde O bis 19,5 -> 40 Werte
tibble_mean <- summarise_all(tibble_mean, funs(mean))

tibble_mean[[1, 1]] <- 1

n <- nrow(tibble_df)

tibble_mean <- tibble_mean[rep(seq_len
tibble_mean <- as_tibble(tibble_mean)

#Urspruengliches Tibble durch Baseline
tibble_df <- tibble_df/tibble_mean

#Nur Werte von 10s bis 60s
tibble_df <- dplyr::slice(tibble_df, 2

#wide -> long-Format

tibble_df_1 <- tidyr::gather(data = tibble_df,
centration,

key = con

(nrow(tibble_mean)), each=n),]

-Mittelwert teilen

1:120)

value = RLU,

-1, -2)

#Neuer Tibble mit berechnetem Mittelwe
tibble_sd <- tibble_df_1 %>%

rt und Standardabweichung

-

N

group_by(.,concentration, rowid) %>%
summarise (RLU_mean = mean(RLU), RLU_sd = sd(RLU))

Code 5.1: Abschnitte des R-Codes reprasentativ fiir die Abbildungen 3.6, 3.9, 3.12, 3.15, 3.18,
3.21, 3.24, 3.27, 3.30, 3.33, 3.36, 3.39, 3.42, 3.45, 3.46, 3.49 und 3.54.

#Tibble mit Baseline-Mittelwert
tibble_mean <- dplyr::slice(tibble_df, 1:20)

#Baseline hier von Sekunde 0 bis 9,5 -> 20 Werte

tibble_mean <- summarise_all(tibble_mean, funs(mean))

n <- nrow(tibble_df)

tibble_mean <- tibble_mean[rep(seq_len(nrow(tibble_mean)), each=n),]

tibble_mean <- as_tibble(tibble_mean)

#Urspruengliches Tibble durch Baseline
tibble_df _b <- tibble_df/tibble_mean

3 #Baseline-Werte aus Tibble entfernen

tibble_df_b <- tibble_df_b[-c(1:20), ]

#Tibble auf AUC reduzieren
AUC_df <- function(i) {

x <- DescTools::AUC(x=tibble_df$X, y=tibble_df[[i]])

return(x)}

-Mittelwert teilen
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=

50
51

c_auc <- NULL
for (1 in 2:67){
new_value <- AUC_df (1)
c_auc <- c(c_auc, new_value)}

#Tibble auf Spaltennamen rezuzieren
tibble_df <- dplyr::select(tibble_df, -1)
tibble_df <- dplyr::slice(tibble_df, 1)

#Tibble mit AUC-Werten fillen
tibble_df[1,] <- c_auc

3 #wide -> long-Format

tibble_df_1 <- tidyr::gather(data = tibble_df,
key = concentration,
value = RLU_auc)

#Neuer Tibble mit berechnetem Mittelwert und Standardabweichung
tibble_sd <- tibble_df_1 %>%

group_by(.,concentration) ¥>%

summarise (RLU_auc_mean = mean (RLU_auc), RLU_auc_sd = sd(RLU_auc))

#EC50 Schéatzung

DR.m <- drm(RLU_auc_mean ~ concentration,
data= tibble_sd,
robust = 'mean', #non-robust least squares estimation ("mean")
fct = LL.4(names = c("Hill slope", "Min", "Max", "EC50")))

v_ec_50 <- DR.m[["coefficients"]][["EC50: (Intercept)"]]
v_ec_50_r <- round(v_ec_50, 1)

sd_ec_50 <- summary(DR.m)$coefficients[4 , 2]
sd_ec_50_r <- round(sd_ec_50, 1)

Code 5.2: Abschnitte des R-Codes représentativ fiir die Abbildungen 3.7, 3.10, 3.13, 3.16, 3.19,
3.22, 3.25, 3.28, 3.31, 3.34, 3.37, 3.40, 3.43, 3.47 und 3.51.

#Tibble mit Baseline-Mittelwert

tibble_mean <- dplyr::slice(tibble_df, 1:40)

# Baseline hier von Sekunde O bis 19,5 -> 40 Werte

tibble_mean <- summarise_all(tibble_mean, funs(mean))

n <- nrow(tibble_df)

tibble_mean <- tibble_mean[rep(seq_len(nrow(tibble_mean)), each=n),]
tibble_mean <- as_tibble(tibble_mean)

#Urspruengliches Tibble durch Baseline-Mittelwert teilen
tibble_df <- tibble_df/tibble_mean

#Tibble auf Maxima reduzieren
tibble_df <- summarise_all(tibble_df, funs(max))

#wide -> long-Format

tibble_df_1 <- tidyr::gather(data = tibble_df,
key = concentration,
value = RLU_max)

#Neuer Tibble mit berechnetem Mittelwert und Standardabweichung
tibble_sd <- tibble_df_1 %>%

group_by (., concentration) %>%

summarise (RLU_max_mean = mean(RLU_max), RLU_max_sd = sd(RLU_max))

#EC50 Schéatzung

DR.m <- drm(RLU_max_mean ~ concentration,
data= tibble_sd,
robust = 'mean', #non-robust least squares estimation ("mean"
fct = LL.4(names = c("Hill slope", "Min", "Max", "EC50")))
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v_ec_50 <- DR.m[["coefficients"]][["EC50: (Intercept)"]]

v_ec_50_r <- round(v_ec_50, 1)

sd_ec_50 <- summary(DR.m)$coefficients[4 , 2]

sd_ec_50_r <- round(sd_ec_50, 1)

Code 5.3: Abschnitte des R-Codes reprasentativ fiir die Abbildungen 3.8, 3.11, 3.14, 3.17, 3.20,

3.23, 3.26, 3.29, 3.32, 3.35, 3.38, 3.41, 3.44, 3.48 und 3.52.

#Tibble mit Baseline-Mittelwert

tibble_mean <- dplyr::slice(tibble_df, 1:20)

#Baseline hier von Sekunde 0 bis 9,

tibble_mean <- summarise_all(tibble_mean,

n <- nrow(tibble_df)

5

-> 20 Werte
funs (mean) )

tibble_mean <- tibble_mean[rep(seq_len(nrow(tibble_mean)), each=n),]

tibble_mean <- as_tibble(tibble_mean)

#Urspruengliches Tibble durch Baseline-Mittelwert teilen

tibble_df _b <- tibble_df/tibble_mean

tibble_df_b <- tibble_df_b[-c(1:20)

#Tibble auf AUC reduzieren
AUC_df <- function(i) {

x <- DescTools::AUC(x=tibble_df$X, y=tibble_df[[i]l])

return(x)}

c_auc <- NULL
for (1 in 2:55){
new_value <- AUC_df (1)
c_auc <- c(c_auc, new_value)l}

#Tibble auf Spaltennamen rezuzieren

tibble_df <- dplyr::select(tibble_df,

tibble_df <- dplyr::slice(tibble_df

#Tibble mit AUC-Werten fillen
tibble_df[1,] <- c_auc

#wide -> long-Format

tibble_df_1 <- tidyr::gather(data =
key =
value

Code 5.4: Abschnitte des R-Codes reprasentativ fiir die Abbildungen 3.50, 3.53, 3.55 und 3.57.

#wide -> long-Format
tibble_df _11 <- tidyr::gather (data
key =
value
tibble_df_12 <- tidyr::gather (data
key =
value

3 #Baseline-Werte aus Tibble entfernen

>

>

]

-1)
1)

tibble_df,

time,

concentration,

RLU_auc)

tibble_df1,

viability)
tibble_df2,

concentration,

viability)

# Neuer Tibble mit berechnetem Mittelwert und Standardabweichung

tibble_sdl <- tibble_df_11 %>%
group_by(.,concentration) %>%

summarise(viability_mean = mean(viability), viability_sd

tibble_sd2 <- tibble_df_12 %>
group_by(.,concentration) %>%

summarise(viability_mean = mean(viability), viability_sd
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#In logscale nicht darstellbare Werte entfernen
tibble_sdl <- tibble_sdi[-c(1:2),]
tibble_sd2 <- tibble_sd2[-c(1:2),]

#viability_mean fiir Prozentangabe normalisieren und linearen Beginn der Fit-
Curve auf 100 % adjustieren

tibble_sdil$viability_mean <- tibble_sdil$viability_mean/(max(tibble_sdil$
viability_mean) -0.008)

tibble_sd2$viability_mean <- tibble_sd2$viability_mean/(max(tibble_sd2$
viability_mean) -0.092)

#Ein Tibble gruppiert mnach Zelllinie
tibble_sdi$cellline <- "HEK293-V4"
tibble_sd2$cellline <- "HEK293-wt"

tibble_sd <- bind_rows(tibble_sdl, tibble_sd2)

Code 5.5: Relevante Abschnitte des R-Codes fiir Abbildung 3.56.
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Alignment verschiedener Sequenzieransatze mit der Originalsequenz
des TRPV4-Plasmids

10 20 30 40 50 60
1Fw
lgagctcggatccactagtccagt
5" gagaattagcttggtaccgagctcggatccactagtccagtgtggtggaattgcccttaccatgg
coe
3’ ctcttaatcgaaccatggctcgagcctaggtgatcaggtcacaccaccttaacgggaatggtacc
[ TRPV4 B
Restiction site pCI
gagaattagcttggtaccgagctcggatccactagtccagtgtggtggaattgcccttaccatgg
9 —» GG
10 <+ gGatCCACTAGTCCAGTGTGGTGGAATTGCCCTTACCATGG

70 80 90 100 110 120 130
cggattccagcgaaggcccccgcgcggggcccggggaggtggctgagctccccggggatgagagt

gcctaaggtcgcttccgggggcgcgccccgggcccctccaccgactcgaggggcccctactctca

. >

cggattccagcgaaggcccccgcgcggggcccggggaggtggctgagctccccggggatgagagt
9 > CGGATTCBAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGT

10 <+ CGGATTCCAGCGAAGGCCCCCGCGCGGGGCCCGGGGAGGTGGCTGAGCTCCCCGGGGATGAGAGT

140 150 160 170 180 190

ggcaccccaggtggggaggcttttcctctctcctccctggccaatctgtttgagggggaggatgg

ccgtggggtccacccctccgaaaaggagagaggagggaccggttagacaaactccccctcctacec

. >

ggcaccccaggtggggaggcttttcctctctcctccctggccaatctgtttgagggggaggatgg
9 —» GGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGG

10 <+ GGCACCCCAGGTGGGGAGGCTTTTCCTCTCTCCTCCCTGGCCAATCTGTTTGAGGGGGAGGATGG

200 210 220 230 240 250 260

ctccctttcgccctcaccggctgatgccagtcgeccctgectggcccaggcgatgggcgaccaaatec

gagggaaagcgggagtggccgactacggtcagcgggacgaccgggtccgctacccgctggtttag

. >

ctccctttcgccctcaccggctgatgccagtcgccctgectggcccaggcgatgggcgaccaaatec
9 > CTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATC

10 CTCCCTTTCGCCCTCACCGGCTGATGCCAGTCGCCCTGCTGGCCCAGGCGATGGGCGACCAAATC

270 280 290 300 310 320

tgcgcatgaagttccagggcgccttccgcaagggggtgcccaaccccatcgatctgctggagtcc

acgcgtacttcaaggtcccgcggaaggecgttcccccacgggttggggtagctagacgacctcagg

. >

tgcgcatgaagttccagggcgccttccgcaagggggtgcccaaccccatcgatctgctggagtcec
9 > TGCGCATGAAGTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCC

10 <+ TGCGCATGAAGTTCCAGGGCGCCTTCCGCAAGGGGGTGCCCAACCCCATCGATCTGCTGGAGTCC
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9 —»
10 <

9 >
10 <

9 —»
10 <

9 >
10 <

5>
9 —»
10 <

330 340 350 360 370 380 390

accctatatgagtcctcggtggtgcctgggcccaagaaagcacccatggactcactgtttgacta

tgggatatactcaggagccaccacggacccgggttctttcgtgggtacctgagtgacaaactgat

. >

accctatatgagtcctcggtggtgcctgggcccaagaaagcacccatggactcactgtttgacta
ACCCTATATGAGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTA

ACCCTATATGAGTCCTCGGTGGTGCCTGGGCCCAAGAAAGCACCCATGGACTCACTGTTTGACTA

400 410 420 430 440 450

cggcacctatcgtcaccactccagtgacaacaagaggtggaggaagaagatcatagagaagcagec

gccgtggatagcagtggtgaggtcactgttgttctccacctccttecttctagtatctcttcgteceg

. >

cggcacctatcgtcaccactccagtgacaacaagaggtggaggaagaagatcatagagaagcagec
CGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAGC

CGGCACCTATCGTCACCACTCCAGTGACAACAAGAGGTGGAGGAAGAAGATCATAGAGAAGCAGC

460 470 480 490 500 510 520

cgcagagccccaaagcccctgcccctcagccgeccccccatcctcaaagtcttcaaccggcecctatec

gcgtctcggggtttcggggacggggagtcggcggggggtaggagtttcagaagttggccggatag

. >

cgcagagccccaaagcccctgcccctcagccgccccccatcctcaaagtcttcaaccggcctatec
CGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATC

CGCAGAGCCCCAAAGCCCCTGCCCCTCAGCCGCCCCCCATCCTCAAAGTCTTCAACCGGCCTATC

530 540 550 560 570 580

ctctttgacatcgtgtcccggggctccactgctgacctggacgggctgctcccattcttgctgac

gagaaactgtagcacagggccccgaggtgacgactggacctgcccgacgagggtaagaacgactg
TRPV4

ctctttgacatcgtgtcccggggctccactgctgacctggacgggctgctcccattecttgectgac
CTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGAC

CTCTTTGACATCGTGTCCCGGGGCTCCACTGCTGACCTGGACGGGCTGCTCCCATTCTTGCTGAC

590 600 610 620 630 640 650

3Fw
lyagtttcgagagccatctacg

2Fw
[gagtttcgagagccatctacg

ccacaagaaacgcctaactgatgaggagtttcgagagccatctacggggaagacctgcctgccca

ggtgttctttgcggattgactactcctcaaagctctcggtagatgccccttctggacggacgggt
TRPV4

ccacaagaaacgcctaactgatgaggagtttcgagagccatctacggggaagacctgcctgccca
CCA

CCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCA
CCACAAGAAACGCCTAACTGATGAGGAGTTTCGAGAGCCATCTACGGGGAAGACCTGCCTGCCCA
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5 —»
9 >
10 <

5>
9 >
10 +

5>

5>
6 <

5 >
6 ¢

660 670 680 690 700 710

aggccttgctgaacctgagcaatggccgcaacgacaccatccctgtgctgctggacatcgcggag

tccggaacgacttggactcgttaccggcgttgctgtggtagggacacgacgacctgtagcgccte

. >

aggccttgctgaacctgagcaatggccgcaacgacaccatccctgtgctgctggacatcgcggag
aGGCCTTGCTGAacCTGAGCAaAaTGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAG

AGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAG
AGGCCTTGCTGAACCTGAGCAATGGCCGCAACGACACCATCCCTGTGCTGCTGGACATCGCGGAG

720 730 740 750 760 770
cgcaccggcaacatgcgggagttcattaactcgcccttccgtga catctactatcgaggtcag

gcgtggccgttgtacgccctcaagtaattgagcgggaaggcact gtagatgatagctccagtc
TRPV4

Qiiagcgggaaggcact gtagatg]
1Rv

cgcaccggcaacatgcgggagttcattaactcgcccttccgtga catctactatcgaggtcag
CGCACCGGCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCGTGA CATCTACTATCGAGGTCAG

CGCACCGGCAACATGCGGGAGTTCATTAACTCGCCCTTCCgTGA-;ATCTA
CGCaCCGGCAAC

0 790 800 810 820 830 840

acagccctgcacatcgccattgagcgtcgctgcaaacactacgtggaacttctcgtggcccaggg

tgtcgggacgtgtagcggtaactcgcagcgacgtttgtgatgcaccttgaagagcaccgggtccec
TRPV4

acagccctgcacatcgccattgagcgtcgctgcaaacactacgtggaacttctcgtggcccaggg
ACAGCCCTGCACATCGCCATTGAGCGTCGCTGCAAACACTACGTGGAACTTCTCGTGGCCCAGGG

850 860 870 880 890 900

agctgatgtccacgcccaggcccgtgggcgcttcttccagcccaaggatgaggggggctacttct

tcgactacaggtgcgggtccgggcacccgcgaagaaggtcgggttcctactccccccgatgaaga

>

>

v P2

agctgatgtccacgcccaggcccgtgggcgcttcttccagcccaaggatgaggggggctacttct
AGCTGATGTCCACGCCCAGGCCCGTGGGCGCTTCTTCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCT

cenjgeeceCt [Tt TCCAGCCCAAGGATGAGGGGGGCTACTTCT

0 920 930 940 950 960 970

actttggggagctgcccctgtcgctggectgecctgcaccaaccagccccacattgtcaactacctg

tgaaacccctcgacggggacagcgaccgacggacgtggttggtcggggtgtaacagttgatggac

A . >

actttggggagctgcccctgtcgctggctgcctgcaccaaccagccccacattgtcaactacctg
ACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTGGCTGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTG

ACTTTGGGGAGCTGCCCCTGTCGCTYgGCtGCCTGCACCAACCAGCCCCACATTGTCAACTACCTG
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980 990 1000 1010 1020 1030

acggagaacccccacaagaaggcggacatgcggcgccaggactcgcgaggcaacacagtgctgca

tgcctcttgggggtgttcttccgcctgtacgeccgcggtcctgagecgctcecgttgtgtcacgacgt

. >

acggagaacccccacaagaaggcggacatgcggcgccaggactcgcgaggcaacacagtgctgca
ACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCA

ACGGAGAACCCCCACAAGAAGGCGGACATGCGGCGCCAGGACTCGCGAGGCAACACAGTGCTGCA

0 1050 1060 1070 1080 1090 1100
tgcgctggtggccattgctgacaacacccgtgagaacaccaagtttgttaccaagatgtacgacc
acgcgaccaccggtaacgactgttgtgggcactcttgtggttcaaacaatggttctacatgctgg
7 >

tgcgctggtggccattgctgacaacacccgtgagaacaccaagtttgttaccaagatgtacgacec
TGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACC

TGCGCTGGTGGCCATTGCTGACAACACCCGTGAGAACACCAAGTTTGTTACCAAGATGTACGACC

1110 1120 1130 1140 1150 1160

lgtgctcaa caacga

4Fw
lgtgctcaa caacga

tgctgctgctcaagtgtgcccgecctcttccccgacagcaacctggaggeccgtgctcaa caacga

B
acgacgacgagttcacacgggcggagaaggggctgtcgttggacctccggcacgagtt gttgecet
TRPV4 >

tgctgctgctcaagtgtgcccgcctcttccccgacagcaacctggaggccgtgctcaa caacga
TGCcTCAAAfaACGA
gTGCTCAA CAACGA
TGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAA CAACGA
TGCTGCTGCTCAAGTGTGCCCGCCTCTTCCCCGACAGCAACCTGGAGGCCGTGCTCAA CAACGA

\70 1180 1190 1200 1210 1220 1230

5Fw
cggcct

4Fw
cggcct
cggcctctcgcccctcatgatggctgccaagacgggcaagattgggatctttcagcacatcatcec

gccggagagcggggagtactaccgacggttctgcccgttctaaccctagaaagtcgtgtagtagg
TRPV4 >

cggcctctcgcccctcatgatggctgccaagacgggcaagattgggatctttcagcacatcatcec
CGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCC

GGCEFaAGACGGGCAaGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCC
gGCTGCCaAgACGGGCAaGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCC
CGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCC
CGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCC
CGGCCTCTCGCCCCTCATGATGGCTGCCAAGACGGGCAAGATTGGGATCTTTCAGCACATCATCC
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1240 1250 1260 1270 1280 1290

ggcgggaggtgacggatgaggacacacggcacctgtcccgcaagttcaaggactgggcctatggg

ccgccctccactgcctactcctgtgtgccgtggacagggcgttcaagttcctgacccggataccece

. >

ggcgggaggtgacggatgaggacacacggcacctgtcccgcaagttcaaggactgggcctatggyg
GGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGG

GGCGGGAGGTGACGGATGAGGa[jCACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGG
GGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGG
GGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGG
GGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGG
GGCGGGAGGTGACGGATGAGGACACACGGCACCTGTCCCGCAAGTTCAAGGACTGGGCCTATGGG

300 1310 1320 1330 1340 1350 1360

ccagtgtattcctcgctttatgacctctcctccctggacacgtgtggggaagaggcctccgtgcet

ggtcacataaggagcgaaatactggagaggagggacctgtgcacaccccttctccggaggcacga

. >

ccagtgtattcctcgctttatgacctctcctccctggacacgtgtggggaagaggcctccgtgecet
CCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCT

CCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCT
CCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCT
CCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCT
CCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCT
CCAGTGTATTCCTCGCTTTATGACCTCTCCTCCCTGGACACGTGTGGGGAAGAGGCCTCCGTGCT

1370 1380 1390 1400 1410 1420

ggagatcctggtgtacaacagcaagattgagaaccgccacgagatgctggctgtggagcccatca

cctctaggaccacatgttgtcgttctaactcttggcggtgctctacgaccgacacctcgggtagt

. >

ggagatcctggtgtacaacagcaagattgagaaccgccacgagatgctggctgtggagcccatca
GGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCA

GGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCA
GGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCA
GGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCA
GGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCA
GGAGATCCTGGTGTACAACAGCAAGATTGAGAACCGCCACGAGATGCTGGCTGTGGAGCCCATCA

130 1440 1450 1460 1470 1480 1490

atgaactgctgcgggacaagtggcgcaagttcggggccgtctccttctacatcaacgtggtctcec

tacttgacgacgccctgttcaccgcgttcaagccccggcagaggaagatgtagttgcaccagagg

. >

atgaactgctgcgggacaagtggcgcaagttcggggccgtctccttctacatcaacgtggtctcece
ATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCC

ATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCC
ATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCC
ATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCC
ATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCC
ATGAACTGCTGCGGGACAAGTGGCGCAAGTTCGGGGCCGTCTCCTTCTACATCAACGTGGTCTCC
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1500 1510 1520 1530 1540 1550

6Fw

|gcacaccgcc

tacctgtgtgccatggtcatcttcactctcaccgcctactaccagccgctggagggcacaccgcc

atggacacacggtaccagtagaagtgagagtggcggatgatggtcggcgacctcccgtgtggcgg

. T >

tacctgtgtgccatggtcatcttcactctcaccgcctactaccagccgctggagggcacaccgcc
TACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCC

TACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCC
TACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCC
TACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCC
TACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCC
TACCTGTGTGCCATGGTCATCTTCACTCTCACCGCCTACTACCAGCCGCTGGAGGGCACACCGCC

GCACACCGCC

560 1570 1580 1590 1600 1610 1620

6Fw
gtaccctta

gtacccttaccgcaccacggtggactacctgcggctggctggcgaggtcattacgctcttcactg

catgggaatggcgtggtgccacctgatggacgccgaccgaccgctccagtaatgcgagaagtgac
TRPV4

gtacccttaccgcaccacggtggactacctgcggctggctggcgaggtcattacgctcttcactg
GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG

GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG
GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG
GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG
GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG
GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG

CTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG
GTACCCTTACCGCACCACGGTGGACTACCTGCGGCTGGCTGGCGAGGTCATTACGCTCTTCACTG

1630 1640 1650 1660 1670 1680
gggtcctgttcttcttcaccaacatcaaagacttgttcatgaagaaatgccctggagtgaattct

cccaggacaagaagaagtggttgtagtttctgaacaagtacttctttacgggacctcacttaaga
TRPV4

QSZQaagtggttgtagtttctgaaq
3Rv

gggtcctgttcttcttcaccaacatcaaagacttgttcatgaagaaatgccctggagtgaattct
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT

GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAgACTTGTTCATGAaE}AaTGCCCTGGagtGAATTCt
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT
GGGTCCTGTTCTTCTTCACCAACATCAAAGACTTGTTCATGAAGAAATGCCCTGGAGTGAATTCT
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590 1700 1710 1720 1730 1740 1750

ctcttcattgatggctccttccagctgctctacttcatctactctgtcctggtgatcgtctcage

gagaagtaactaccgaggaaggtcgacgagatgaagtagatgagacaggaccactagcagagtcg
1 £ . >
ctcttcattgatggctccttccagctgctctacttcatctactctgtcctggtgatcgtctcage
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC
ctcttcAaTTGaGlsecTccTTcCcAGCTofglt[nfracTTcAaTCcAhC tnnftcclglofgleaTcet/nltclnnn]
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC
CTCTTCATTGATGGCTCCTTCCAGCTGCTCTACTTCATCTACTCTGTCCTGGTGATCGTCTCAGC

1760 1770 1780 1790 1800 1810

agccctctacctggcagggatcgaggcctacctggccgtgatggtctttgccctggtcctgggcet

tcgggagatggaccgtccctagctccggatggaccggcactaccagaaacgggaccaggacccga

1 - . >
agccctctacctggcagggatcgaggcctacctggccgtgatggtctttgccctggtcctgggcet
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT
hgccctcTacnGlegcAGG6aTCgaGgCcCTACCtggCCE
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT
AGCCCTCTACCTGGCAGGGATCGAGGCCTACCTGGCCGTGATGGTCTTTGCCCTGGTCCTGGGCT

320 1830 1840 1850 1860 1870 1880

7Fw
ggatgaatgccctttacttcacccgtgggctgaagctgacggggacctatagcatcatgatcc a

=
cctacttacgggaaatgaagtgggcacccgacttcgactgcccctggatatcgtagtactagg t
TRPV4 >

actagg ¢t
4Rv

actagg ¢t
2Rv

ggatgaatgccctttacttcacccgtgggctgaagctgacggggacctatagcatcatgatcec
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCC

a
A
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCC A
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCC A
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGtGGGCTGAAGCTGACGG
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCgtGgQGCTGAAGCTGACGG
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCC A
GGATGAATGCCCTTTACTTCACCCGTGGGCTGAAGCTGACGGGGACCTATAGCATCATGATCC A
tCATGATcC|Cn
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L A SR A A A

LR A AR

LR A

1890 1900 1910 1920 1930 1940

7Fw
gaagattctcttcaagg

gaagattctcttcaaggaccttttccgattcctgctcgtctacttgctcttcatgatcggctacg

cttctaagagaagttcctggaaaaggctaaggacgagcagatgaacgagaagtactagccgatge
TRPV4

cttctaagagaagttc) gatgc

4Rv 5Rv

cttctaagagaagttc]

2Rv

gaagattctcttcaaggaccttttccgattcctgctcgtctacttgctcttcatgatcggctacg
GAAGATTCTCTTCAAGGACCTTT[E[cCGattcCTgctcnnctac

GAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACG
TCTTCAAg

GAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACG
GAAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACG

TCCtGCTCGTCtACTTGCTCTTCATGATCGGCTACG
NYgIAGATTCTCTTCAAGGACCTTTTCCGATTCCTGCTCGTCTACTTGCTCTTCATGATCGGCTACG

1950 1960 1970 1980 1990 2000 2010

cttcagccctggtctccctcctgaacccgtgtgccaacatgaaggtgtgcaatgaggaccagacec

gaagtcgggaccagagggaggacttgggcacacggttgtacttccacacgttactcctggtctgg

' . Y >
gaagtcgggaccagal
5Rv

cttcagccctggtctccctcctgaacccgtgtgccaacatgaaggtgtgcaatgaggaccagacc
CTTCAGCCCTGGTcC

CTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACC
CTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACC
CTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACC
CTTCAGCCCTGGTCTCCCTCCTGAACCCGTGTGCCAACATGAAGGTGTGCAATGAGGACCAGACC

2020 2030 2040 2050 2060 2070

aactgcacagtgcccacttacccctcgtgccgtgacagcgagaccttcagcaccttcctcctgga

ttgacgtgtcacgggtgaatggggagcacggcactgtcgctctggaagtcgtggaaggaggacct
I v,
aactgcacagtgcccacttacccctcgtgccgtgacagcgagaccttcagcaccttcctcctgga
AACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGA
AACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGA
AACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGA
AACTGCACAGTGCCCACTTACCCCTCGTGCCGTGACAGCGAGACCTTCAGCACCTTCCTCCTGGA
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LR A N

LR A I

2080 2090 2100 2110 2120 2130 2140

cctgtttaagctgaccattggcatgggcgacctggagatgctgagcagcaccaagtaccccgtgg

ggacaaattcgactggtaaccgtacccgctggacctctacgactcgtcgtggttcatggggcacc

. >

cctgtttaagctgaccattggcatgggcgacctggagatgctgagcagcaccaagtaccccgtgg
CCTGTTTAAGCTGACCATTGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGG

CCTGTTTAAGCTGACCATTGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGG
CCTGTTTAAGCTGACCATTGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGG

CCTGTTTAAGCTGACCATTGGCATGGGCGACCTGGAGATGCTGAGCAGCACCAAGTACCCCGTGG

2150 2160 2170 2180 2190 2200

tcttcatcatcctgctggtgacctacatcatcctcacctttgtgctgctcctcaacatgctcatt

agaagtagtaggacgaccactggatgtagtaggagtggaaacacgacgaggagttgtacgagtaa

. T >

tcttcatcatcctgctggtgacctacatcatcctcacctttgtgctgctcctcaacatgctcatt
TCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATT

TCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATT
TCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATT

TCTTCATCATCCTGCTGGTGACCTACATCATCCTCACCTTTGTGCTGCTCCTCAACATGCTCATT

2210 2220 2230 2240 2250 2260 2270

gccctcatgggcgagacagtgggccaggtctccaaggagagcaagcacatctggaagctgcagtg

cgggagtacccgctctgtcacccggtccagaggttcctctcgttcgtgtagaccttcgacgtcac

. >

gccctcatgggcgagacagtgggccaggtctccaaggagagcaagcacatctggaagctgcagtg
GCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTG

GCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTG
GCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTG
GCCCTCATGGGCGAGACAGTGGGCCAGGTCTCCAAGGAGAGCAAGCACATCTGGAAGCTGCAGTG

2280 2290 2300 2310 2320 2330

ggccaccaccatcctggacattgagcgctccttccccgtattcctgaggaaggccttccgcectctg

ccggtggtggtaggacctgtaactcgcgaggaaggggcataaggactccttccggaaggcgagac

A 2 >

ggccaccaccatcctggacattgagcgctccttccccgtattcctgaggaaggccttccgctctyg
GGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTG

GGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTG
GGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTG

GGCCACCACCATCCTGGACATTGAGCGCTCCTTCCCCGTATTCCTGAGGAAGGCCTTCCGCTCTG
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2340 2350 2360 2370 2380 2390 2400

8Fw

lgtggtgcttcagggt

gggagatggtcaccgtgggcaagagc tcggacggcactcctgaccgcaggtggtgcttcagggt

ccctctaccagtggcacccgttctcg agcctgccgtgaggactggcgtccaccacgaagtccca

>

TRPV4
caccacgaagtccca
6Rv

gggagatggtcaccgtgggcaagagc tcggacggcactcctgaccgcaggtggtgcttcagggt
GGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGC TCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGT

GGGAGATGGTCACCGtgGCcAAGAGNNltcgga
GGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGC TCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGT
GGGAGATGGTCACCGTGGGCAAGAGC TCGGACGGCACTCCTGACCGCAGGTGGTGCTTCAGGGT

2410 2420 2430 2440 2450 2460

8Fw 9Fw
ggatgag [ctggaaccagaacttgggcatc

ggatgaggtgaactggtctcactggaaccagaacttgggcatcatcaacgaggacccgggcaaga

cctactccacttgaccagagtgaccttggtcttgaacccgtagtagttgctcctgggcccgttet
TRPV4

cctactc'

6Rv

ggatgaggtgaactggtctcactggaaccagaacttgggcatcatcaacgaggacccgggcaaga
GGATGag
GGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGA
GGATGAGGTGAACTGGTCTCACTGGAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGA
CTGGAACCAGAACTTGGGCATCATCAACGAGGACCCGGGCAAGA

2470 2480 2490 2500 2510 2520 2530

atgagacctaccagtattatggcttctcgcataccgtgggccgcctccgcagggatcgctggtcc

tactctggatggtcataataccgaagagcgtatggcacccggcggaggcgtccctagcgaccagg

>

O .

atgagacctaccagtattatggcttctcgcataccgtgggccgcctccgcagggatcgctggtcec
ATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCC

ATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCC
CGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCC
ATGAGACCTACCAGTATTATGGCTTCTCGCATACCGTGGGCCGCCTCCGCAGGGATCGCTGGTCC

2540 2550 2560 2570 2580 2590

tcggtggtaccccgcgtggtggaactgaacaagaactcgaacccggacgaggtggtggtgcctct

agccaccatggggcgcaccaccttgacttgttcttgagcttgggcctgctccaccaccacggaga

e .

tcggtggtaccccgcgtggtggaactgaacaagaactcgaacccggacgaggtggtggtgcctecet
TCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCT

TCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCT
TCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCT
TCGGTGGTACCCCGCGTGGTGGAACTGAACAAGAACTCGAACCCGGACGAGGTGGTGGTGCCTCT
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2600 2610 2620 2630 2640 2650 2660
ggacagcatggggaacccccgctgcgatggccaccagcagggttacccccgcaagtggaggactg

cctgtcgtaccccttgggggcgacgctaccggtggtcgtcccaatgggggcgttcacctcctgac
TRPV4 >

cgttcacctcctgac
7Rv

ggacagcatggggaacccccgctgcgatggccaccagcagggttacccccgcaagtggaggactg
11 —» GGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGag

124 |GGACAGCATgGG-pACCCCCGCTGCGAtfngccaccage
13> |6GACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGTGGAGGACTG
144 |GGACAGCATGGGGAACCCCCGCTGCGATGGCCACCAGCAGGGTTACCCCCGCAAGEGGAGGACH

2670 2680 2690 2700 2710 2720

atgacgccccgctctagaaatccattcgcattcagagaggtcctggccgcgctaagggtcaagac

tactgcggggcgagatctttaggtaagcgtaagtctctccaggaccggcgcgattcccagttctg

tactgc| gtaagtctctccaggaccgg] tcccagttctg
7Rv 9Rv 8Rv

atgacgccccgctctagaaatccattcgcattcagagaggtcctggccgcgctaagggtcaagac
13 > ATGACGCCCCGCTCTAGAAATCCATTCGCATTCAGAGAGGTCCTGGQgC

14 < A@a

Original Sequence: pCINeo IRES-GFP hVRL-2
1: 5Rv ==

773 bases

1..770 (2 mismatches, 2 gaps)

2: 5SFw =

775 bases

3 .. 773 (3 mismatches, 1 gap)
31 4Fw >

716 bases

7 .. 715 (1 mismatch)

4: 4Rv =
711 bases
4..709

5: 2Fw =
1147 bases
4 ..1146 (15 mismatches)

6: 2Rv ==

1003 bases

7 .. 1000 (2 mismatches)
7: 6Fw =

823 bases

1..822

8: 6Rv ==
824 bases
4 .. 823 (1 mismatch, 2 gaps)

9: 1Fw =
713 bases
8..710 (2 gaps)
10: 1Rv ==
721 bases
0..712
11: 7Fw =
758 bases
1..755
12: 7Rv ==
763 bases
1..762 (4 mismatches, 2 gaps)
13: 9Fw =
220 bases
6..220
14: SRv =
245 bases
2 .. 244 (2 mismatches)
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