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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Transkriptomanalysen unter Verwendung FACS-sortierter kortikaler Mikrogliazellen der
Maus haben ergeben, dass Transkripte des lonenkanals Trpv2 im Vergleich zu anderen
lonenkandlen der TRP-Familie stark exprimiert werden. In meiner Masterarbeit hatte ich bereits
mit der pharmakologischen Charakterisierung des Ca?*-permeablen nicht-selektiven TRPV2-
Kationenkanals begonnen (Malihpour, 2017). In der vorliegenden Arbeit habe ich diese
Charakterisierung fortgesetzt und die Rolle von TRPV2 in den Mikrogliazellen der Maus
untersucht. Hierzu wurden Whole-Cell Patch Clamp und Ca?* Imaging Experimente, sowie
Migrations- und Phagozytoseversuche, auch unter Verwendung der Mikrogliamodellzelllinie
BV2, durchgefuhrt. Ebenso wurde sowohl das murine als auch das humane TRPV2-Protein in

HEK293- und COS-7-Zellen Giberexprimiert und pharmakologisch charakterisiert.

Die TRPV2 Agonisten 2-APB und THC (A9-Tetrahydrocannabinol) induzieren sowohl in
den Mikrogliazellen der Maus als auch in BV2-Zellen Membranstrome, die unabhangig von
der Aktivierung von Cannabinoidrezeptoren sind, durch TRPV2 Antagonisten (Ruthenium Rot,
Valdecoxib und Tiloron) inhibiert werden und in Mikrogliazellen aus Trpv2-defizienten
Maéusen nicht auftreten. Ein weiterer TRPV2-Agonist, Cannabidiol, induzierte weder in
Mikrogliazellen der Maus noch in HEK293-Zellen, in denen murines TRPV?2 tberexprimiert
wurde, einen messbaren Strom. Im Gegensatz dazu konnte durch Cannabidiol, THC und 2-APB
sowohl in HEK293- als auch in COS-7-Zellen, in denen das humane TRPV2 Protein
Uberexprimiert wurde, Strome induziert werden, die durch Ruthenium Rot, Valdecoxib und
Tiloron inhibiert wurden. Das Endocannabinoid 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) fiihrte nicht
zu einer Aktivierung von TRPV2, induzierte aber TRPV2- und Cannabinoidrezeptor-
unabhéngige Strome, die sowohl in den Mikrogliazellen als auch in den BV2-Zellen auftraten,

nicht jedoch in HEK293-Zellen. Die Grundlage dieser Stréme muss noch untersucht werden.

Mikrogliazellen kdnnen in vivo durch verschiedene Stimuli wie Traumata oder auch durch
bakterielle Infektion aktiviert werden. Dabei dndern sie ihre Morphologie und Genexpression,
wandern zum Ort des Geschehens, phagozytieren Zelltriimmer und Bakterien und produzieren
reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Um eine mogliche Beteiligung des TRPV2-Proteins an
diesen Mikroglia-spezifischen Reaktionen nachzuweisen, habe ich das Migrationsverhalten, die
Phagozytoseaktivitat und die Produktion reaktiver Sauerstoffspezies, in Ab- bzw. Anwesenheit
verschiedener TRPV2 Agonisten und Antagonisten in priméaren Mikrogliazellen von Wildtyp

und Trpv2-defizienten M&usen, sowie in BV2-Zellen untersucht.




Zusammenfassung

Zunéchst habe ich, als Modell fur eine bakterielle Infektion, Mikrogliazellen mit
Lipopolysacchariden (LPS) stimuliert und das Migrationsverhalten analysiert. Dabei zeigte
sich, dass nach Stimulation mit LPS das Migrationsverhalten sowohl von primaren
Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus als auch von BV2-Zellen im Vergleich zu nicht
stimulierten Zellen erhoht ist. Dieser Effekt konnte in Mikrogliazellen, die aus Trpv2-
defizienten M&usen isoliert waren, nicht beobachtet werden, was darauf hinweist, dass TRPV2
eine Rolle bei der Migration der Mikrogliazellen einnimmt. In der vorliegenden Arbeit konnte
aullerdem gezeigt werden, dass die ROS-Produktion in in priméaren Mikrogliazellen und in
BV2-Zellen nach einer 24-stindigen Inkubation mit LPS signifikant erhdht war und diese
Erh6hung durch die TRPV2 Antagonisten Ruthenium Rot und Valdecoxib wieder reduziert
werden konnte. Folglich ist das ein Hinweis darauf, dass die Produktion von ROS in
Mikrogliazellen ebenfalls von der Aktivitat des TRPV2-Proteins abhéngt. Desweiteren war die
Phagozytoserate der Mikrogliazellen nach Stimulation mit LPS in Trpv2”- Zellen signifikant

gegentber dem Wildtyp reduziert.

Ich konnte in der vorliegenden Arbeit mittels des pharmakologischen Profils und der
Verwendung von Trpv2-defizienten Mausen zeigen, dass murine Mikrogliazellen tber
funktionelle TRPV2 Kanédle verfligen, die an Mikroglia-spezifischen Funktionen wie
Migration, Phagozytose und ROS-Produktion signifikant beteiligt sind. Somit kénnte TRPV?2
in Zukunft ein interessantes Zielmolekul darstellen, um bei pathologischen Ereignissen im
zentralen Nervensystem die Aktivitat und Funktion von Mikrogliazellen pharmakologisches zu

regulieren.




Summary

Summary

About the Characterization and function of TRPV2 ion channels in mouse cortical
microglial cells

Transcriptome analysis from FACS-sorted cultured murine cortical microglia cells
demonstrated that transcripts of the ion channel Trpv2 are highly expressed compared to other
ion channels of the TRP family. During my master thesis | had started to characterize the
pharmacological properties of the Ca2*-permeable non-selective cation channel TRPV2
(Malihpour, 2017). In the present work, | continued this characterization and investigated the
role of TRPV2 in mouse microglia cells. For this purpose, | performed whole-cell patch clamp
and Ca®* imaging experiments, as well as migration and phagocytosis assays in the microglial
model cell line BVV2 and in cultured mouse cortical microglia cells. Furthermore, I characterized
the pharmacological properties of murine and human TRPV2 proteins after overexpression in
HEK?293 and COS-7 cells.

| could show that TRPV2 agonists 2-APB and THC (A9-tetrahydrocannabinol) induced
membrane currents in murine microglial cells and in BV2 cells. These currents are independent
of cannabinoid receptor activation and can be inhibited by the TRPV2 antagonists ruthenium
red, valdecoxib, and tilorone. Cannabidiol, another TRPV2 agonist, did not induce measurable
currents in mouse microglial cells and in HEK293 cells in which murine TRPV2 was
overexpressed. In HEK293 and in COS-7 cells, in which the human TRPV2 protein was
overexpressed, cannabidiol, THC and 2-APB induced currents which could be inhibited by
ruthenium red, valdecoxib and tilorone. The endocannabinoid 2-arachidonoylglycerol (2-AG)
did not activate TRPV2 but induced TRPV2- and cannabinoid receptor-independent currents in
microglial cells and in BV2 cells but not in HEK293 cells. The underlying channel of these
currents remains to be investigated.

Microglial cells can be activated in vivo by various stimuli such as trauma or bacterial
infection. After stimulation microglia cells change their morphology and gene expression,
migrate to the site of infection and phagocytose cell debris and bacteria and produce reactive
oxygen species (ROS). To demonstrate a possible involvement of TRPV2 protein in these
microglia-specific responses, | investigated the migration rate, the phagocytosis activity, and
the production of reactive oxygen species, in the absence or presence of different TRPV2
agonists and antagonists in primary microglial cells from wild-type and Trpv2-deficient mice,
as well as in BV2 cells.

10



Summary

First, as a model for bacterial infection, 1 stimulated microglial cells with
lipopolysaccharides (LPS) and analyzed the migration behavior. After LPS stimulation the
migration behavior of primary microglial cells from mouse cortex and BV2 cells increased in
comparison to non-stimulated cells. This increase was not observed in microglial cells isolated
from Trpv2-deficient mice. The experiments indicate that TRPV2 plays an important role in
microglial cell migration. The present work also demonstrates that LPS stimulates the ROS
production in primary microglial cells and in BV2 cells. The ROS production could be reduced
using the TRPV2 antagonists ruthenium red and valdecoxib. This indicates that the production
of ROS in microglial cells also depends on the activity of the TRPV2 protein. Furthermore, the
phagocytosis rate of microglial cells after stimulation with LPS was significantly reduced in
Trpv27 cells compared with the wild type.

In the present work, | can demonstrate by the pharmacological profile that murine microglial
cells have functional TRPV2 channels. TRPV2 is involved in microglia-specific functions such
as migration, phagocytosis, and production of ROS. Thus, TRPV2 may represent a promising
pharmacological target protein to influence microglial cell activity during pathological events

in the central nervous system.
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Einleitung

2 Einleitung

2.1 Nervensystem

Das Nervensystem ist wichtig fur das Kontroll-, Regulierungs- und Kommunikationssystem
im Kdrper. Es ist das Zentrum flrs Denken, Lernen und Gedachtnis. Das Nervensystem ist mit
dem endokrinen System fur die Regulierung und Aufrechterhaltung der physiologischen
Homoostase wichtig. Das Nervensystem besteht aus zwei Teilen: (A) Das zentrale
Nervensystem (ZNS), bestehend aus Gehirn und Rickenmark, und (B) das periphere
Nervensystem (PNS) bestehend aus Nerven, die sich auf alle Korperteile erstrecken. Letzteres
uberwacht die Bedingungen innerhalb und auf3erhalb des Kérpers und schickt Informationen
an das ZNS.

Die Basiseinheit des Nervensystems ist eine Nervenzelle oder ein Neuron. Sie besteht aus
einem Zellkorper und speziellen Auslaufern, die als Dendriten und Axone bezeichnet werden,
uber die Neurone miteinander kommunizieren. Das menschliche Gehirn besteht aus ungeféahr
100 Milliarden Nervenzellen und ebenso viele nicht-neuronale Zellen, die sogenannten
Gliazellen (Azevedo et al., 2009). Diese wurden zum ersten Mal von Rudolf Virchow, Santiago
Ramon y Cajal und Pio del Rio-Hortega in der Mitte des neunzehnten Jahrhunderts beschrieben
(Jakel und Dimou, 2017). Die gesamte Gliazellenpopulation kann in vier Hauptgruppen
unterteilt werden: (1) Mikroglia, die Immunzellen des ZNS, (2) Astrozyten, welche unter
anderem die Blut-Hirn-Schranke bilden, (3) Oligodendrozyten, welche die Myelinscheiden um
die Axone der Neurone zur schnelleren Signalweiterleitung ausbilden, und (4) deren
Vorlauferzellen, die NG2-Glia (Jakel und Dimou, 2017).

2.2 Mikrogliazellen

Monozyten aus der embryonalen Leber wéhrend der Entwicklung und dem Knochenmark
bei Erwachsenen gelten als Ursprung der Mikrogliazellen im ZNS. Sie sind die residenten
Makrophagen im zentralen Nervensystem und machen 10-15% der Gliazellpopulation im ZNS
aus (Ling und Leblond, 1973). Es ist beschrieben, dass Mikrogliazellen nicht wie das ZNS dem
Ektoderm entstammen, sondern mesodermalen Ursprungs sind, und wahrend der friihen
Entwicklung in das Gehirn einwandern. Uber die BlutgefaRe gelangen sie in alle Hirnregionen.
Sie haben eine ramifizierte Morphologie (Abb. 2.1, links) mit einen kleinen Zellkdrper und sind

im reifen Gehirn fast gleichméfiig verteilt. Nach einem pathologischen Ereignis erhalten sie
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Einleitung

eine amoOboide Morphologie und die Fahigkeit zu wandern, sich zu vermehren und zu
phagozytieren (Kettenmann et al., 2011). Es gibt verschiedene morphologischen Phanotypen
von Mikroglia. Im reifen ZNS sind ramifizierte Mikroglia der h&ufigste Phanotyp im
stationdren Zustand. Sie suchen mit ihren Ausldufern die Umgebung ab und kommunizieren
direkt mit Neuronen, Astrozyten und BlutgefalRen (Savage et al., 2019). Die meisten Mikroglia
existieren im sich entwickelnden Gehirn als rund oder amdboide Zellen, die als Amdboid-
Mikrogliazellen (AMCs) bezeichnet werden. Sie sind morphologisch dhnlich zu anderen
Makrophagen im Rest des Kdrpers. Sie haben einen gréReren Zellkérper mit kurzen und flachen
Auslaufern. Es wird angenommen, dass sie eine Rolle bei der Myelogenese spielen (Savage et
al., 2019). Daneben finden sich auch hypertrophe Mikrogliazellen, die als "hyperreaktiv"
beschrieben wurden. Sie sind z.B. bei Menschen mit Alzheimer-Krankheit (AD), Schlaganfall,
chronischem  Stress, Parkinson-Krankheit (PD), Depressionen und traumatischen

Hirnverletzungen zu finden (Savage et al., 2019).

Manche Studien zeigen, dass Mikrogliazellen auch in ihrem vermuteten Ruhezustand hoch
aktiv sind. Sie interagieren im gesunden Gehirn sowohl strukturell als auch funktionell mit
neuronalen und nicht neuronalen Elementen (Tremblay et al., 2011). Wenn Mikroglia aktiviert
werden, z.B. durch Infektionen, Traumata, Schlaganfalle, Toxine und andere Reize, erhéhen
sie ihre Genexpression und dadurch ldsen die Produktion zahlreicher neurotoxischer
Mediatoren und die Sekretion von Zytokinen wie Tumornekrosefaktor (TNF) -a, Interleukin
(IL) -1 und Chemokinen z.B. monocytisches Chemoattraktionsprotein-1 (MCP-1) aus.
Desweiteren sezernieren sie z.B. bei akuten Entziindungen zytotoxische Faktoren wie
Stickstoffmonoxid (NO) und reaktive Sauerstoffspezies (ROS; Superoxid, Hydroxylradikale,
Wasserstoffperoxid). Diese proinflammatorischen Effekte sind an verschiedenen Signal-
Transduktionskaskaden beteiligt (Kaur et al., 2014). Neurodegenerative Erkrankungen,
einschlieBlich  Alzheimer-Krankheit, Parkinson-Krankheit, Huntington-Krankheit (HD),
multiple Sklerose (MS) und Amyotrophe Lateralsklerose (ALS) sind assoziiert mit chronischer
Neuroinflammation (Venero et al., 2011).

Bei akuten Verletzungen im ZNS andern ,,ruhende® ramifizierte Mikrogliazellen innerhalb
von 30-60 min ihre Morphologie und werden amoboid. Durch verletzte Gewebe werden
bestimmte Molekile freigesetzt und diese stimulieren die Motilitat der Mikrogliazellen, die
dann in Richtung der Verletzung migrieren (Garden und Moller, 2006). Diese Migration kann
durch Chemoattraktoren wie Peptide und Proteine (z.B. Chemokine), kleine hydrophile

13
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Molekile (z.B. Nukleotide) und bioaktive Lipide (z.B. Endocannabinoide) ausgeldst werden
(Inoue, 2002).

Neben ihrer morphologischen Unterscheidung kénnen Mikrogliazellen auch anhand ihres
molekularen Phanotyps und ihre Effektorfunktionen in zwei Untergruppen eingeteilt werden.
Die "klassisch aktivierte" entziindungsfordernde M1-Mikroglia (Abb. 2.1, oben), aktiviert z.B.
durch Bakterienbestandteile wie Lipopolysaccharide (LPS, Zellwand GRAM-negativer
Bakterien) oder durch das proinflammatorische Cytokin IFN-y, produziert hohe Mengen an
oxidativen Metaboliten und entziindungsfordernden Zytokinen. M1-Mikrogliazellen spielen
damit eine zentrale Rolle in der Immunabwehr gegen Pathogene und Tumorzellen, kénnen aber
auch gesunde Zellen im ZNS wie Neurone und Astrozyten belasten (Gordon und Martinez,
2010). Im Gegensatz zu den entzindungsfordernden M1-Mikroglia werden M2-Mikroglia
(Abb. 2.1, unten) durch IL-4 und IL-13 "alternativ aktiviert, zeigen entziindungshemmende
Eigenschaften und fordern Umbau und Reparatur von Gewebe (Gordon und Martinez, 2010).
(Zur Ubersicht siehe z.B. (Ashford et al., 2020; Orihuela et al., 2016).

M1 Mikroglia
A
@\
N\
9 \ ArIN-Y \ \?_.
4‘5’:}“) 'Jt / ‘*«f =
Dt e
_\‘f‘l‘ “\A e
N o N\
IL-13 Y g
|
ramifizierte Mikroglia \\.__ )
\
M2 Mikroglia

Abbildung 2.1: Die Morphologie der Mikrogliazellen im ZNS. Ramifizierte Mikrogliazellen, die
lange unter physiologischen Bedingungen als inaktiv (,,resting*) angesehen wurden. Sie usuchen jedoch
unabl&ssig ihre Umgebung ab. Nach Aktivierung zeigen die Mikrogliazellen verschiedene Phanotypen.
Der klassische pro-inflammatorische, neurotoxische Phanotyp M1 und anti-inflammatorische Phanotyp
M2 (modifiziert nach (Muth, 2018)).

Mikrogliazellen besitzen eine ganze Reihe von Rezeptoren und lonenkandlen (siehe z.B.
(Eder, 1998; Kettenmann et al., 2011), die unter anderem intrazellulare Signalkaskaden
induzieren, die an der Aktivierung, Chemotaxis und Phagozytose der Mikroglia beteiligt sind.
Hierzu gehdren unter anderem a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-1soxazolpropionsaure (AMPA)

—Rezeptoren, die durch Glutamat aktiviert werden, P2-Purinozeptoren, die tber ATP und
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andere Nukleotide stimuliert werden (Sakaba und Neher, 2003), Zytokinrezeptoren, die durch
TNF-o und IL-1p aktiviert werden, sowie Rezeptoren fur die Antigene des
Haupthistokompatibilitatskomplexs (MHC) (Koizumi et al., 2007). Cannabinoid-Rezeptoren
(CB1 und CB2) werden z.B. bei Entziindungszustdnden in Mikrogliazellen hochreguliert
(Cabral und Marciano-Cabral,  2005). Mikrogliazellen  exprimieren  auch
Mustererkennungsrezeptoren (pattern recognition receptors, PRRs) wie Toll-like Rezeptoren
(TLRs) (Akira und Takeda, 2004), wobei TLR4 als primérer Rezeptor fur LPS in
Mikrogliazellen beschrieben wurde (Kaisho und Akira, 2000). LPS 16st die entziindlichen
Reaktionen, einschliel3lich der Freisetzung von proinflammatorischen Zytokinen und reaktiver
Sauerstoffspezies (ROS) aus (Chakravarty und Herkenham, 2005). Neben Rezeptoren und
lonankandlen exprimieren Mikrogliazellen diverse spezifische Proteine, die experimentell und
klinisch als Marker verwendet werden. Das Zelladhdsionsmolekil CD11b wird z.B. in
dendritischen Zellen, Monozyten, Makrophagen allgemein und Mikrogliazellen exprimiert.
CD68 ist ebenfalls ein Oberflachenprotein auf Zellen der Monozytenlinie und wird in geringen
Mengen auch auf nicht aktivierten Mikroglia exprimiert (Hulette et al., 1992). Das ionisierte
Calcium-bindende Adaptermolekil-1 (Iba-1) ist ein hdaufig verwendeter Marker, der selektiv in

Mikroglia exprimiert wird (Hirasawa et al., 2005).

Eine der wichtigsten Funktionen von Mikrogliazellen im Gehirn ist die Phagozytose von
ZelltrGmmern zerstorter Zellen und von ins ZNS eingedrungenen Fremdpartikeln oder
Fremdzellen wie z.B. Bakterien. Escherichia coli (E. coli) Bakterien werden z.B. von AMCs
im sich entwickelnden Gehirn einer neugeborenen Ratte in weniger als 3 Stunden nach der
Injektion fast komplett phagozytiert (Kaur et al., 2004). Desweiteren ist bekannt, dass in
Mikrogliazellen sowohl FcyRI- als auch FcyRIIb-Rezeptoren an der lgG-vermittelten
Phagozytose beteiligt sind (Quan et al., 2009).

2.3 Calcium

Das zweiwertige Kation Calcium (Ca?") ist das fiinfthaufigste Element und ist in der belebten
Natur ein wesentlicher Bestandteil von Knochen und Zahnen. Aber auch auf zellularer Ebene
wie die Freisetzung von Neurotransmittern und die Gentranskription sowie die Zellteilung,
Differenzierung, Migration und Apoptose ist Ca?* essentiell. Hier spielt es eine wichtige Rolle
als Second Messenger bei der Signaliibertragung. Desweiteren kann Ca?* selbst als

Ladungstrager das Membranpotential der Zelle depolarisieren oder (iber Ca?*-aktivierte
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Anionen und Kationenkanédle modulieren (de- oder hyperpolarisieren). Die basale
zytoplasmatische Ca?* Konzentration in Zellen liegt zwischen 100 und 200 nM und wird durch
Ca?*-Pumpen wie die Plasmamembran-Ca**-ATPase (PMCA) und die Sarko-
Endoplasmatische Retikulum Ca?*-ATPase (SERCA) auf dieses niedrige Niveau reguliert. Die
Erhohung des zytoplasmatischen Ca?* wird durch die Aufnahme von Ca?* in die Zelle aus dem
extrazellularen Raum oder die Freisetzung von Ca?* aus den intrazellularen Ca?* Speichern
vermittelt. Das komplette intrazelluldr vorhandene Ca?* wird hauptsachlich durch das
endoplasmatische Retikulum (ER) bilden und liegt zwischen 100 und 800 uM (Samtleben et
al., 2013). Uber Gg-gekoppelten Rezeptoren kann Phospholipase C (PLC) aktiviert werden.
Hierzu wird Phosphatidylinositol 4,5-Bisphosphat (PIP2) durch PLC in Inositol 1,4,5-
Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin (DAG) gespalten. Inositol-1,4,5-Trisphosphat-
Rezeptorkanale (IP3Rs) werden durch IP3 aktiviert. Ca?* aus dem ER wird bei Offnung der
IP3Rs und Ryanodin-Rezeptorkanadle (RyR) aufgrund des Konzentrationsgradienten ins
Zytoplasma freigesetzt. Eine weitere Ca** Quelle fur die Zelle ist der extrazelluldre Raum, der
1 bis 2 mM Ca?* enthalt. Ca®" gelangt Uber selektive Ca** Kanile und Ca?*-permeable nicht
selektive Kationenkanale in die Zelle. Zu den selektiven Ca?* Kanéilen zéhlen spannungs-
aktivierte Ca?* Kanile (CaVs) und speicher-aktivierte Ca?* Kanile (ORAIs). Letztere werden

aktiviert, wenn die intrazelluldren Ca?* Speicher des ER entleert sind.

2.4 Ca’* Kanale in Mikrogliazellen

In Mikrogliazellen konnten bisher diverse Ca?*-permeable lonenkanale identifiziert werden.
Die Anwesenheit von spannungs-aktivierten Ca?* Kanalen in Mikrogliazellen ist umstritten, es
gibt jedoch einige wenige Berichte (iber die funktionelle Expression von L-Typ Ca?* Kandalen
in primaren Mikrogliazellen und der Mikroglia-Modellzelllinie BV2 (Colton et al., 1994;
Espinosa-Parrilla et al., 2015; Hegg et al., 2000; Silei et al., 1999). Als selektive Ca?* Kanile
ist die funktionelle Expression von speicher-aktivierten Ca?* Kanalen und der dazugehorige
Strom (ICRAC, Ca?* release-activated Ca?* current) in kultivierten Mikrogliazellen aus Ratte
und Maus gezeigt (Beck et al., 2008; Ohana et al., 2009). Daneben konnten auch HCN-Kandle
(hyperpolarization-activated cyclic nucleotide-gated cation channel) in priméren
Mikrogliazellen der Ratte (Vay et al.,, 2020) und purinerge P>X Rezeptorionenkanéle in
Mikrogliazellen aus Maus, Ratte und Mensch nachgewiesen werden (McLarnon et al., 1999;
Norenberg et al., 1994; Walz et al., 1993).
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Weitere in Mikrogliazellen identifizierte Ca®"-permeable nicht-selektive Kationenkanile
gehéren zur Gruppe der Transient Rezeptor Potential (TRP) Kanéle (siehe 2.4). Hier wurden
TRPC3 in Mikrogliazellen der Ratte (Mizoguchi et al., 2014) und die funktionelle Expression
von TRPM2 (Jeong et al., 2017; Kraft et al., 2004), TRPM7 (Jiang et al., 2005; Sato-Kasai et
al., 2016; Siddiqui et al., 2014; Siddiqui et al., 2012), TRPV1 (Kim et al., 2006; Schilling und
Eder, 2009; Talbot et al., 2012) und TRPV4 (Konno et al., 2012b; Wang et al., 2019) in
kultivierten Mikrogliazellen aus dem ZNS von Ratte und Maus nachgewiesen (zur Ubersicht
siehe auch (Echeverry et al., 2016b). TRPV2 konnte in BV2 Zellen, einer immortalen Maus
Mikrogliamodellzellinie, und in kultivierten Mikrogliazellen der Maus (Cao und Ramsey,
2016; Hassan et al., 2014b; Maksoud et al., 2019; Malihpour, 2017) nachgewiesen werden.

Neben den Ca?*-permeablen TRP Kanilen TRPC3, TRPM2, TRPM7, TRPV1, TRPV2 und
TRPV4 (siehe oben) konnten auch Dioazoxid-induzierte TRPM4 bzw. Ca?*-aktivierte TRPM4-
ahnliche Strome in isolierten Mikrogliazellen der Maus gemessen werden (Beck et al., 2008;
Kurland et al., 2016).

2.5 TRP-Kanaéle

Transient Rezeptor Potential (TRP) Kanale wurden zuerst in einer Mutante von Drosophila
melanogaster entdeckt. Bei Lichtreiz zeigten die Lichtrezeptorzellen der Mutante lediglich ein
transientes Rezeptorpotential anstelle eines dauerhaften Kationeneinstroms. Das zugehdrige
Gen, welches die Mutation tragt, wurde als transient receptor potential = trp bezeichnet (Minke
etal., 1975).

TRP Proteine verfligen Uber sechs Transmembransegmente, einer Porenregion zwischen
dem funften und sechsten Transmembransegment sowie Uber N- und C-Termini, die
intrazellular lokalisiert sind. Sie konnen als Homo- oder Heterotetramere kationenselektive
lonenkandle bilden (Nilius und Voets, 2005) (Abb. 2.2).
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Abbildung 2.2: Transient Receptor Potential (TRP)-Kanale. (A) Phylogenetischer Stammbaum der
TRP Kandle: TRPC (7 Mitglieder), TRPV (6 Mitglieder), TRPM (8 Mitglieder), TRPA (1 Mitglied),
TRPML (3 Mitglieder) und TRPP (3 Mitglieder) (Nilius und Owsianik, 2011). (B) Jedes TRP-Protein
hat 6 Transmembransegmente (S1-S6) mit einer Porenregion zwischen S5 und S6. N-terminal
lokalisierte Ankyrin-Wiederholungen (A) findet man in den TRPC-, M-, und V-Familien als auch in
TRPAL. Die Porenregionen der TRP Proteine sind durchlassig fir verschiedene Kationen.

Innerhalb der N-Termini der TRP Familien TRPC, V, M als auch des TRPAL1 Proteins
befinden sich meist mehrere Sequenzabschnitte mit Homologie zum Ankyrin Protein und
werden daher als ,,Ankyrin repeats* bezeichnet. An C- oder N-Terminus gibt es sogenannte
coiled-coil Regionen, denen eine Rolle bei der Multimerisierung der TRP Proteine
zugesprochen wird. Der C-Terminus enthélt eine charakteristische Abfolge von 13
Aminoséuren, die als TRP-Box bezeichnet werden. Die TRP Kanéle werden anhand ihrer
Sequenzhomologie in sieben Gruppen eingeteilt: Canonical (TRPC1-7), Vanilloid (TRPV1-6),
Melastatin (TRPM1-8), Ankyrin (TRPA1), NOMP-C: no mechanoreceptor potential-C
(TRPN), Polycystin (TRPP2, 3 und 5) und Mucolipin (TRPMLZ1-3). AuRBer TRPN konnten
Vertreter aus allen anderen Unterfamilien in Sdugetieren nachgewiesen werden
(Venkatachalam und Montell, 2007).

Alle TRP Proteine bilden Kationenkandle, wobei die meisten nicht-selektiv permeabel fur
monovalente und divalente Kationen wie Na*, K* und Ca?* sind. Die meisten TRP-Kanéle sind
Ca?* permeabel (Alexander et al., 2004). TRPM4 und TRPMS5 sind fiir Ca** undurchléssig,
werden aber durch intrazelluldres Ca?* aktiviert. TRPV5 und TRPV6 sind die einzigen Ca®*
selektiven TRP-Kanile mit einer Leitfahigkeit Pca+/Pna+ >100. Sie leiten Ca?* unter

physiologischen Bedingungen jedoch in Abwesenheit von extrazellularem Ca?* sind sie auch
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fiir einwertige Kationen permeabel (Nilius et al., 2000). Bei Bindung von intrazelluléren und
extrazellularen Botenstoffen, chemischen Substanzen, osmotischem Stress und mechanischen
Reizen werden TRP-Kanale aktiviert, aber einige scheinen konstitutiv offen zu sein (Clapham,
2003). Einige Mitglieder der TRP-Familie fungieren als intrazelluldre Ca?* Freisetzungskanile.
TRPP-Kandle sind hauptsachlich in intrazellularen Membranen und TRPML-Kandle in
Lysosomen und Endosomen lokalisiert (Raychowdhury et al., 2004). TRPP2 befindet sich in
den ER-Membranen und in priméren Zilien (Delmas, 2004). Die meisten TRP Kandle befinden

sich jedoch in der Plasmamembran.

Es gibt diverse Hinweise auf die Beteiligung von trp Genen an verschiedenen Krankheiten,
wobei ein  Zusammenhang zwischen dem Level der Kanalexpression und den
Krankheitssymptomen besteht (Nilius et al., 2005). Bei Patienten mit idiopathischer pulmonaler
arterieller Hypertonie (IPAH), die zum Herzversagen fihrt, wurde eine Zunahme der
Héufigkeit von TRPC-Kandlen nachgewiesen (Nilius et al., 2005; Yu et al., 2004). TRPC1
spielt z.B. eine Rolle bei Asthma und chronisch obstruktiven Lungenerkrankungen (COPD),
die zu chronischer Bronchitis und Emphysemen fuihren (Sweeney et al., 2002). Gain- und loss-
of-funktion Mutationen von TRPC6 sind z.B. an der fokalen segmentalen Glomerulosklerose
(FSGS), einer fatalen Nierenerkrankung beteiligt (Riehle et al., 2016; Winn et al., 2005) und
die gain-of-function Mutation von TRPV3 fihrt zum sogenannten Olmstedt-Syndrom mit
palmoplantaren und periorifacialen Keratosen und Haarausfall (Lai-Cheong et al., 2012; Lin et
al., 2012). Der TRPV1 Kanal scheint allgemein an dysfunktionellen Schmerzempfindungen,
Erkrankungen wie neuropathischen Schmerzen, Hyperasthesie (verstarkt Empfindlichkeit bei
Berlihrung oder anderen Sinnesreizen), Hyperalgesie (gesteigerte Schmerzempfindlichkeit),
Allodynie (abnorme Schmerzempfindung schon bei normal nicht schmerzhaften Reizen) und
spontan brennenden Schmerzen beteiligt zu sein (Nilius et al., 2005). TRPM3 wird als
maoglicher Ausloser fiir die amyotrophe Lateralsklerose (ALS) angesehen (Lee et al., 2003).
Diese Beispiele zeigen, dass TRP Kanale potentielle Zielproteine fur die Pharmakotherapie
darstellen.

2.6 TRPV-Kanale

TRPV1 war der erste TRPV Kanal, der als Rezeptor fir Vanilloide wie z.B. das Capsaicin,
der Unterfamilie den Namen gab (Tominaga et al., 1998). TRPV1 ist relativ selektiv fiir Ca*

und Mg?* (Pcaz+/Pna+ = 10 und Pmgo+/Pna+ = 5) und wird durch viele Stimuli wie Capsaicin,

19



Einleitung

Resiniferatoxin, Olvanil, Hitze (43°C), niedriger pH-Wert (5,9), Cannabinoidrezeptorligand
Anandamid, Eicosanoide 12 (S) -HPETE, 15 (S) -HPETE, 5 (S) -HETE, Leukotrien B4, N-
Arachidonoyldopamin, Adenosin und 2-APB (2-Aminoethoxyphenylborat) aktiviert
(Alexander et al., 2004). TRPV1 als auch TRPV2, 3 und 4 werden ebenfalls durch Hitze
aktiviert. Die Agonisten fir TRPV3 sind 2-APB (Chung et al., 2004) und die natlrliche
Substanz Campher (Moqrich et al., 2005). TRPV4 kann zusétzlich durch Aphorbol, 4a-Phorbol
12,13-Didecanoat (4a-PDD), Anandamid und Arachidonsédure aktiviert werden (Nilius et al.,
2004; Watanabe et al., 2003). TRPV4 wird vermehrt in den Atemwegen exprimiert (Jia et al.,
2004) und konnte in glatten Bronchialmuskelzellen und sensorischen Nervenenden an
bronchialer Hyperreaktivitat, einem Kennzeichen von Asthma, beteiligt sein (Liedtke und
Simon, 2004). TRPV5 und TRPV6 sind in apikalen Membranen von Epithelzellen des distalen
Tubulus der Niere sowie in epithelialen Zellen des Darms und in Trophoblasten der Plazenta
exprimiert, und eine Beteiligung am transzellularen Ca?* Transport in diesen Geweben wird
diskutiert (den Dekker et al., 2003; Wissenbach et al., 2004).

2.7 TRPV2

TRPV2 ist ein nicht selektiver Kationenkanal, der permeabel fur divalente und monovalente
Kationen ist. Er ist eng mit TRPV1 verwandt und wurde auch aus Ratte, Maus und Mensch
kloniert (Caterina et al., 1999; Kanzaki et al., 1999). Der aus Maus klonierte TRPV2 wurde
zunachst als wachstumsfaktorregulierter Kanal (growth factor regulated channel, GRC)
bezeichnet, da er abhéngig von einer Stimulation mit Insulin-Wachstumsfaktor-1 (IGF-1) einen
Calciumeinstrom nach heterologer Expression in CHO-K1 Zellen induziert (Kanzaki et al.,
1999). TRPV2 wurde auch als osmotisch bzw. stretch-activated channel, der als
Mechanosensor in glatten GefaBmuskelzellen funktioniert, beschrieben (Beech et al., 2004;
Muraki et al., 2003). TRPV?2 ist relativ selektiv fir Ca?* und Na* (Pcaz+/Pna+ = 1-3)(Clapham,
2003) und wird durch 2-APB (Hu et al., 2004), Hitze (>53°C) (Caterina et al., 1999) aktiviert.
Wachstumsfaktoren wie IGF-1 fordern moglicherweise die Translokation des Kanals an die
Plasmamembran (Boels et al., 2001; Iwata et al., 2003). Obwohl TRPV2 durch potentiell
schadliche (>53°C) Hitzereize aktiviert werden kann reagieren TRPV2-Knockout-Mause auf
so einen Hitzereiz dhnlich wie Wildtyp Mause (Park et al., 2011b). A®-Tetrahydrocannabinol
(A%-THC), der psychoaktive Bestandteil aus Cannabis sativa, weitere Cannabinoide wie

Cannabidiol (CBD) als auch das Urikosurikum Probenecid werden ebenfalls als effektive
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Aktivatoren von TRPV2 beschrieben (Bang et al., 2007; Russo, 2011). Daneben wurden auch
Lysophospholipide wie Lysophosphatidylcholin (LPC) und Lysophosphatidylinositol (LPI) als
TRPV2 Aktivatoren beschrieben (Monet et al., 2009). Dabei fuhren LPC und LPI ber Gg/Go-
Proteine und Phosphatidylinositol-3,4-Kinase (P13,4K) zur Translokation von funktionellen

TRPV2-Kanalen an die Plasmamembran.

Tranilast und der unspezifische Kationenkanalblocker Ruthenium Rot werden als TRPV2
Antagonisten verwendet (Benham et al., 2003; Maksoud et al., 2019). Ausserdem scheinen
SKF96365, Tetraethylammonium (TEA), 4-Aminopyridin und 1- (2- (Trifluormethyl) Phenyl)
imidazol (TRIM) die Aktivitdt von TRPV2 zu hemmen (Juvin et al., 2007). Die vorhandene
Literatur zeigt eindeutig, dass TRPV2 in Abhédngigkeit von der Spezies durch verschiedene
Agonisten und Antagonisten moduliert werden kann (Neeper et al., 2007; Qin et al., 2008);
siehe auch Tabelle 3.4 und 3.5). Beispielsweise werden TRPV2 aus Maus und Ratte durch 2-
APB aktiviert (Iwata et al., 2018), nicht jedoch TRPV2 aus Mensch (Neeper et al., 2007).

TRPV2 wird in den sensorischen Neuronen des Spinalganglions und in den Geweben wie
die Lunge, Milz und Darm (Caterina et al., 1999), in Trigeminalganglien (lchikawa und
Sugimoto, 2000) und im Riickenmark (Lewinter et al., 2004) exprimiert. Auch im Herzen spielt
TRPV2 eine wichtige Rolle: zum einen in kardialen Myozyten, wo es mdglicherweise an
Kardiomyopathie und Herzhypertrophie beteiligt ist (Katanosaka et al., 2014) und zum anderen
in kardialen Makrophagen wo TRPV2 bei einer Infektion oder Entzindung an die
Plasmamembran gebracht wird und an deren Migration und Phagozytose und damit
maoglicherweise am Schutz des Herzgewebes beteiligt ist (Iwata et al., 2013). Viele Studien
behaupten, dass die Aktivierung von TRPV2 in den Makrophagen im Herzen vorteilhaft sein
kann, jedoch Blockade sich unglnstig auswirkt (Entin-Meer und Keren, 2020; Jones et al.,
2017). Auch in Zahnpulpa-Stammzellen (HDPCs) und peritubuldren Zellen, Sertoli- und
Interstitialzellen im Hoden sowie im Endometrium konnte die Expression von funktionellen
TRPV2 Kandlen gezeigt werden (De Clercq et al., 2015; De Clercq et al., 2017; Eubler et al.,
2018; Liu et al., 2019). Die Infektion TRPV2-defizienter Mduse mit Listeria monocytogenes
flhrt zu einer erhohten Mortalitat (Link et al., 2010). In diesem Zusammenhang konnte gezeigt
werden, dass die Phagozytose der TRPV2-defizienten Makrophagen signifikant beeintréchtigt
ist. Phagozytose von z.B. Bakterien durch Makrophagen ist ein komplexer physiologischer
Prozess mit Erkennen der Bakterien durch spezifische Rezeptoren, Umlagerung des Aktin-
Zytoskeletts und Internalisierung (Aderem und Underhill, 1999). Dabei spielen Ca?* und Na*

eine wichtige Rolle, einschliel3lich der Ansduerung der Phagolysosomen (Carrithers et al.,
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2007). TRPV2 ist permeabel fiir beide lonen. Auch in Alveolarmakrophagen in der Lunge
konnte TRPV2 detektiert werden, wo es ebenfalls eine wichtige Rolle bei der Phagozytose
spielt (Masubuchi et al., 2019). Makrophagen aus Patienten mit zystischer Fibrose
(Mukoviszidose) weisen einen Defekt im Trpv2 Gen auf mit der Folge einer gestorten Ca®*-

Homoostase sowie einer veranderten Phagozytosekapazitat (Leveque et al., 2018).

Neben der Phagozytose konnte eine Beteiligung von TRPV2 auch an der Migration von
Makrophagen nachgewiesen werden (Link et al., 2010). Die Migration und Invasion
immortaler Zellinien, die aus Brustkrebs (Gambade et al., 2016), Prostatakrebs (Monet et al.,
2009; Oulidi et al., 2013) und Blasenkrebs (Liu und Wang, 2013) abgeleitet worden waren,
konnte ebenfalls tUber TRPV2 vermittelte Ca?-Strome reguliert werden. In diesem
Zusammenhang wurde TRPV2 als Marker bei Magenkrebs (Zoppoli et al., 2019), der eine
schlechte Prognose anzeigt, vorgeschlagen, wahrend bei Brustkrebs (Elbaz et al., 2018) ein
postives prognostisches Potential diskutiert wird. Ebenso wurde das TRPV2 Protein als
maogliches Zielprotein bei der Behandlung von Leukamie (Siveen et al., 2019) vorgeschlagen.
Maoglicherweise dient TRPV2 als zellularer Eintrittskanal fiir Chemotherapeutika wie

Doxorubicin (Neumann-Raizel et al., 2019).

TRPV2 wird auch in Mikrogliazellen, den phagozytierenden Zellen im ZNS exprimiert
(Maksoud et al., 2019; Malihpour, 2017). In den Anfangsstadien der Phagozytose produzieren
Mikrogliazellen Uber die induzierbare Stickstoffmonoxidsynthase (iNOS) vermehrt
Stickstoffmonoxid (NO), wobei priméare Mikroglia aus iNOS Knockout Méusen eine reduzierte
TRPV2 Aktivitat und Phagozytosekapazitdt im Vergleich zu Wildtypméausen aufwiesen
(Maksoud et al., 2020). In BV2 Zellen, einer Modellzelllinie fir Mikrogliazellen, konnte
gezeigt werden, dass die Stimulation durch Cannabidiol (CBD) zu einer vermehrten Expression
von TRPV2 Proteinen an der Plasmamembran, einem Anstieg der zytosolischen Ca?*
Konzentration und einer signifikanten Erhéhung der Phagozytoserate fuhrt (Hassan et al.,
2014a). Desweiteren wurde vorgeschlagen, dass die Stimulation des Toll-like Rezeptors (TLR-
4) durch Lipopolycaccharide (LPS) TRPV2 Kanidle in BV2 Zellen und primaren
Mikrogliazellen der Maus aktiviert und TRPV2 in Mikrogliazellen mdglicherweise als neues
anti-inflammatorisches Zielprotein zur Therapie neurodegenerativen Erkrankungen und

Hirntraumata in Frage kommt (Cao und Ramsey, 2016).
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2.8 Zielsetzung der Arbeit

Es gibt bisher nur eine Hand voll Studien zur Expression von TRPV2 in Mikrogliazellen
bzw. in davon abgeleiteten Zelllinien. Die meisten Studien wurden an BV2 Zellen, also einer
Modellzellinie fur Mikrogliazellen, durchgefihrt. Eine einzige Arbeit zeigt NO induzierte
Strome in priméaren Mikrogliazellen, die TRPV2 zugerechnet werden, jedoch nicht den
typischen Strom-Spannungs-Verlauf von TRPV2 aufweisen (Maksoud et al., 2019).

In meiner Masterarbeit (Malihpour, 2017) habe ich TRPV2 aus der Maus nach heterologer
Expression in HEK293 Zellen mithilfe der Patch Clamp Technik pharmakologisch
charakterisiert und begonnen elektrophysiologische Messungen von TRPV2 Stromen in
kultivierten Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus zu etablieren.

Die vorliegende Arbeit fokussiert auf:

1) Die pharmakologische Charakterisierung von TRPV?2 in kultivierten Mikrogliazellen aus

dem Kortex neugeborener Méuse

2) Die Aktivitat von TRPV2 in nicht-stimulierten und mit LPS stimulierten (aktivierten)

kultivierten Mikrogliazellen
3) Die zelluldre Funktion von TRPV?2 in den kultivierten Mikrogliazellen

4) Die pharmakologische Charakterisierung des humanem TRPV2 Proteins nach transienter
Expression in HEK293 und COS-7 Zellen

Zur pharmakologischen Charakterisierung des TRPV2 Proteins wurden diverse Agonisten
(Tab. 3.4) und Antagonisten (Tab. 3.5) appliziert. Die Aktivitdt von TRPV2 wurde sowohl
elektrophysiologisch, mithilfe der Whole-Cell Patch Clamp Technik als auch
mikrofluorometrisch unter Verwendung des Ca®*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs Fura-2
untersucht. TRPV2 wurde in Mikrogliazellen der Maus als auch in einer Zelllinie, BV2, die
TRPV2 exprimieren untersucht. Zusaztlich wurde TRPV2 in HEK293 als auch COS-7 Zellen
Uberexprimiert. Zur Untersuchung der zellularen Funktion von TRPV2 wurden Zellviabilitat,
Migration, Phagozytose und ROS-Produktion von BV2 bzw. kultivierten Mikrogliazellen, die
aus dem Kortex der Maus isoliert worden waren, verwendet. Als Kontrolle dienten auch

Mikrogliazellen aus TRPV2-defizienten Mé&usen .
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3 Material und Methoden

3.1 Praparation und Kultivierung von murinen Mikrogliazellen

Die Mikrogliazellen wurden aus neonatalen, 0-3 Tage alten (P0-P3) Wildtyp Mausen der
Linie 129/B6 oder 129S6/C57BI6/N (gemischter Background) und aus homozygoten TRPV2-
defizienten (TRPV27) sowie heterozygoten TRPV2*- Mausen der Linie 129/S6 isoliert. Die
TRPV2-defizienten Méuse (Park et al., 2011a) wurden uns von Prof. Dr. Michael Caterina
(Johns Hopkins University, Baltimore, USA) Uberlassen und von Dr. Petra Weissgerber in die
Tierhaltung des Instituts fir Experimentelle und Klinische Pharmakologie in Homburg tber
Embryotransfer eingefiihrt. Die Isolierung von Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus
wurde durchgefuhrt, wie zuvor beschrieben in (Malihpour, 2017) (Abb. 3.1). Die Mause
wurden mittels Schere dekapitiert. Die Schédeldecke wurde ert6ffnet und das Cerebrum
entnommen. Das Gehirn wurde in eine mit 1x PBS geflllten Schale tUberfuhrt. Die beiden
Kortizes Gehirnhalften wurden getrennt und die Meningen und Hippocampus, Amygdala und
Thalamus entfernt. Die isolierten Kortexe wurden in ein 50 ml Falcon-Réhrchen mit 20 ml
kaltem DMEM-Medium (Dulbecco's modifiziertes Eagle-Medium), 1% GlutaMAX
(Invitrogen), 100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin gesammelt. Das Gewebe wurde
in 5 ml Trypsin (1%) (Sigma) tberfuhrt und fur 15 Minuten bei 37 °C im Wasserbad inkubiert.
Um den enzymatischen Verdau von Trypsin zu unterbinden, wurden 12 ml DMEM-Medium
mit 10% FKS (fotales Kélberserum) (Gibco) zugegeben und fir 5 Minuten bei 200 g und 22°C
zentrifugiert (Heareus, Hanau, Deutschland). Der Uberstand wurde entfernt und die Kortexe
wurden anschlieRend durch wiederholtes Aufsaugen (zehnmal) durch eine 20G-Kaniile (0,90 x
40 mm) (B. Braun) homogenisiert. Die Zellsuspension wurde durch einen 40 um Zellfilter (BD
Falcon) gegeben, um Fibroblasten und Fibrozyten abzutrennen. Dann wurden die gefilterten
Zellen aus Astrozyten und Mikrogliazellen in Kulturmedium (10% FKS, 1% GlutaMAX, 100
U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin) in Poly-L-lysin (P-L-L, 0,1 mg/ml) (Sigma)
beschichteten 75 cm? groRe Kulturflaschen (BD Falcon) ausplattiert und bei 37 °C und 5% CO:
in einem befeuchteten Inkubator (Binder, Tuttlingen, Deutschland) kultiviert. 2 bis 3 Tage nach
der Préparation wurde das Medium gewechselt, um tote Zellen zu entfernen. Dann wurde jede
Woche einmal das Medium gewechselt. Nach ein bis zwei Wochen in der Kultur hatte sich ein
konfluenter Astrozytenrasen gebildet, auf dessen Oberflache Mikroglia als rundliche, lose
anhaftende Zellen sichtbar waren. Die Mikrogliazellen wurden durch Aufklopfen der

Zellkulturflasche von den Astrozyten gelést und fiir Patch Clamp Experimente und Ca?*
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Imaging subkultiviert. Die Primérkultur konnte mehrfach verwendet werden, da
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Abbildung 3.1: Praparation der Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus. (A, B, C) Entfernen
der Hirnhdute. (D) Extrahiertes Gehirn. (E) Trennen der Hemispharen und Entfernen des Kortex-
fremden Gewebes wie Hippocampus, Amygdala und Thalamus. (F) Der abgetrennte Kortex kann flr
die Kultivierung der Mikrogliazellen verwendet werden.

3.2 HEK293 und COS-7 Zellkulturen

In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden die humane embryonale
Nierenzelllinie (HEK293; CRL-1573; LGC Standards, Teddington, UK) und die
immortalisierte Nierenfibroblastenzelllinie aus Chlorocebus aethios COS-7 (CRL-1651;
Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen (DSMZ), Braunschweig)
verwendet. Die Zellen wurden in 75 cm? Kulturflaschen mit DMEM Medium (Gibco, Life
Technologies, Minimum Essential Medium, Earle's Balanced Salts, L-Glutamine, 10 % FKS
und 1 % Penicillin/Streptomycin (P/S)) bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Sie wurden alle 2-3
Tage nach Erreichen eines konfluenten Zellrasens passagiert, d.h. das Medium wurde
verworfen und die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen. Dann wurden sie mit 3 ml Trypsin 2-3
Minuten bei Raumtemperatur vom Boden und Nachbarzellen abgeldst und danach wurde 7 ml
frisches Medium mit 10% FKS, welches die Wirkung von Trypsin inhibiert, zugegeben. Die
Zellen wurden anschliessend in neue Kulturflaschen mit 12 ml frischem Medium verdiinnt.
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3.3 HEK?293 und COS-7 Transfektion

HEK293 Zellen bzw. COS-7 Zellen wurden in 35 mm Petrischélchen ausplattiert und nach
Erreichen von 80-90% Konfluenz (i.d.R. 24 h nach Ausplattieren) transfiziert. Das
Kulturmedium wurde vor der Transfektion durch frisches Medium (DMEM, erganzt mit 10%
FKS) ersetzt. Zur Transfektion von HEK293-Zellen wurde pro Schélchen 200 pl OptiMEM als
reduziertes Medium, 2,5 pg Plasmide (nNTRPV2-pCAGGS-IRES-GFP, hTRPV2-pCAGGS-
IRES-GFP oder pCAGGS-IRES-GFP) und 2,5 pl Transfektionsreagenz 293 Cell Avalanche
(EZ Biosystems, Rockville, USA) zusammen gemischt und fur kurze Zeit auf dem Vortex-
Mixer geschuttelt. Zur Transfektion von COS-7 Zellen wurde 2,5 pg Plasmid (hTRPV2-
pCAGGS-IRES-GFP oder pCAGGS-IRES-GFP) in 250 ul OptiMEM gegeben, gemischt und
dann 2 pl Transfektionsreagenz COS-7 Cell Avalanche (EZ Biosystems, Rockville, USA)
hinzugegeben. Die verwendeten Plasmide wurden in unserem Labor von Stefanie Buchholz
und von Dr. Eva Schwarz (Biophysik, Universitat des Saarlandes) kloniert. Nach 15 min
Inkubation bei Raumtemperatur wurde das Gemsich tropfenweise auf die Zellen gegeben.
Danach wurden die Zellen 24 bis 48 Stunden bei 37 ° C und 5% CO: inkubiert. Die HEK293
Zellen wurden 24 bis 72 h und die COS-7 Zellen 24 h nach Transfektion fir die Messungen
verwendet. Fr die Patch Clamp Experimente wurden die Zellen am Tag nach der Transfektion
auf mit P-L-L beschichtete 12 mm? runde Glasplattchen vereinzelt ausplattiert.

3.4 BV2-Zellen

Die BV2 Zelllinie (CVCL-0182) st durch Immortalisierung einer priméren
Mikrogliazellkultur aus der Maus entstanden (Blasi et al., 1990a) und wurde uns
freundlicherweise vom Institut fir Neurologie (Frau Letiembre bei Prof. Fassbender) am
Universitatsklinikum des Saarlandes in Homburg tberlassen. BV2 Zellen werden vielfach als
Modellzelllinie fur Mikrogliazellen verwendet. Die Zellen wurden in 75 cm? Kulturflaschen
mit DMEM-Medium (Dulbecco's modifiziertes Eagle-Medium), 2% GlutaMAX (Invitrogen),
100 U/ml Penicillin und 100 pg/ml Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO: kultiviert. Nach
Erreichen von 80-90% Konfluenz wurden sie passagiert. Das Medium wurde verworfen und
die Zellen wurden mit 10 ml PBS gewaschen. Danach wurde 3 ml Trypsin (5 g/L) auf die Zellen
gegeben und 3 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wurde 7 ml vom Kulturmedium
mit 10% FKS auf die Zellen hinzugegeben, um den enzymatischen Verdau durch Trypsin zu

hemmen. Die Zellklumpen in der Zellsuspension wurden gegen den Flaschenboden pipettiert
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und dies wiederholte sich 10 Mal. 1 ml Zellensuspension wurde in einer neuen Kulturflasche
mit einem Endvolumen von 13 ml Kulturmedium verdiinnt. Fir die Patch Clamp Experimente
wurden die Zellen auf mit P-L-L beschichtete 12 mm? runde Glasplattchen vereinzelt

ausplattiert.

3.5 Patch Clamp Technik

Die Patch Clamp Technik ermdglicht die Messung von lonenstromen und somit die
Untersuchung der physiologischen und pathophysiologischen Funktion von lonenkanélen in
Zellen. Diese Technik wurde von Erwin Neher und Bert Sakmann im Jahr 1991 entwickelt. Es
kann verschiedene Konfigurationen in der Patch Clamp Technik verwendet werden,
einschlieBlich des cell-attached, inside-out, outside-out und whole-cell Modus. In dieser Arbeit
wurde der Whole-Cell Modus verwendet (Abb. 3.2). Das Prinzip ermdglicht die Messung aller

aktiven lonenkanéle in der Plasmamembran.

Die HEK293, COS-7, BV2 und Mikrogliazellen wurden mit dem Deckglas, auf dem sie
ausplattiert waren, in eine Messkammer Uberfihrt und mit externer Losung (Tabelle 3.1)
bedeckt. Patchpipetten wurden aus Glaskapillaren GB150T-8P (Borosilikat, Innendurchmesser
1,5 mm, Science Products, Hofheim, Deutschland) an einem Pipettenziehgeréate (Narishige,
Modell PC-10, Tokyo, Japan) gezogen. Wenn die Patchpipetten mit der internen
Standardlosung (Pipettenldsung; Tabelle 3.2) geflllt waren, hatten sie Widerstande zwischen 2
und 4 MQ. Um den Whole-Cell Modus zu erreichen wurde die Patchpipette dicht auf die
Zellmembran aufgesetzt, so dass keine Liicke zwischen Offnung der Patchpipette und
Zellmembran entstand (Giga Seal). In der Giga Seal Konfiguration wurde der Membranflecken
(Patch) unterhalb der Patchpipettenspitze eingesaugt (Break-In), so dass ein Zugang von der
Pipette zum Zellinneren entstand (Abb. 3.2A). AnschlieRend wurden alle 2 Sekunden 400 ms
lange Spannungsrampen von -100 mV bis 100 mV generiert und Membranstrome im Verlauf
dieser Spannungsrampen gemessen (Abb. 3.2B). Hierzu wurde ein computergestitztes
Verstarkersystem (EPC-9, HEKA Electronics, Lambrecht, Deutschland) und die Software
PatchMaster (HEKA) verwendet. Die angelegten Spannungen wurden gegen ein liquid junction
Potenzial von 10 mV korrigiert. Um den Strom (ber die Zeit darzustellen, wurden die Stréme
bei -80 mV (Einwartsstréme) und +80 mV (Auswartsstrome) einer jeden Rampe extrahiert und
gegen die Zeit aufgetragen. Zwischen den einzelnen Rampen wurde die Zellmembran auf ein
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Haltepotential (Vh) von 0 mV geklemmt. Stréme wurden bei 2,9 kHz gefiltert und in Intervallen

von 100 ps aufgezeichnet.

+80 mV

/./‘ +100 mV

-100mV _gomv

400 ms

Abbildung 3.2: Whole-Cell Patch Clamp Messung. (A) Schema einer Whole-Cell Patch Clamp
Konfiguration mit Badelektrode und Patchpipette (Messelektrode). Der Membranflecken unterhalb der
Patchpipette wurde weggesaugt, damit Kontakt zum Zellinneren entsteht. Dadurch kann der Strom (ber
lonenkanéle in der kompletten Plasmamembran der Zelle gemessen werden. (B) Patch Clamp Protokoll.
Alle 2 Sekunden wurden 400 ms lange Spannungsrampen von -100 mV bis 100 mV generiert und
Membranstrome gemessen. Das Haltepotential (Vnola) Zwischen den Rampen war 0 mV. Der Strom bei
-80 mV und 80 mV wurde dann gegen die Zeit aufgetragen.

Bei Applikationsexperimenten wurden die Stocklésungen der verschiedenen verwendeten
Pharmaka entsprechend der einzustellenden Konzentration in der extrazellularen Ldsung
verdiinnt (pharmakologische Substanzen, Tabelle 3.3) und direkt tiber eine leicht abgebrochene
luftdruckgesteuerte Applikationspipette auf die gemessene Zelle appliziert. Die TRPV2
Antagonisten wurden direkt in das Bad gegeben und die Zellen damit inkubiert. Die Osmolaritat
der intra- und extrazelluldren Losungen waren zwischen 290 und 310 mOsm/ml. Kapazitive

Strome und Serienwiderstdnde wurden vor jeder Spannungsrampe unter Verwendung der
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automatischen Kapazitats-Kompensation des EPC-9 bestimmt und Korrigiert. Um die
Stromdichten zu erhalten, wurden die Strome auf die Kapazitat (représentiert die ZellgroRRe) der
Zelle normalisiert (pA/pF) und zur Darstellung der Strom-Spannungs-Kurven wurde der
Basisstrom abgezogen, um den Nettostrom nach Applikation eines Agonisten zu erhalten. Als

Basisstrom diente dabei eine der letzten Strom-Spannungs-Kurven vor Beginn der Applikation.

3.6 Fluorometrische Messung zytosolischer Ca?* Anderungen

Um zytosolische Ca?* Anderungen fluorometrisch zu detektieren, wurde in der vorliegenden
Arbeit der Ca?*-sensitive Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 verwendet. Da Fura-2 geladen und daher
nicht membranpermeabel ist, wurden die Zellen mit der Zell-permeablen veresterten Form,
Fura-2-Acetoxy-methyl (Fura-2-AM) beladen. Die Ester-Gruppen werden durch intrazellulére
Esterasen abgespalten, sobald Fura-2-AM sich in der Zelle befindet (Abb. 3.3A). Das geladene
Fura-2 reichert sich in der Zelle an und verdndert durch Bindung von Ca®" sein
Fluoreszenzspektrum: Nach Bindung von Ca?* steigt die Fluoreszenzintensitat bei einer
Anregungswellenldnge von 340 nm an, sinkt aber durch eine Anregungswellenlange von 380
nm ab (Abb. 3.3B). Nach Anregung durch 340 bzw. 380 nm emittiert Fura-2-AM Licht einer
Wellenldnge von 510 nm. Fura-2 hat den Vorteil, dass es als ratiometrischer Farbstoff
verwendet werden kann indem man einen Quotienten der Fluoreszenzen betrachtet
(F340/F380). Verschiedene StorgrélRen, wie unter anderem die Variabilitat der Fluoreszenz
durch ungleiche Beladungen der Zellen mit dem Farbstoff in individuellen Experimenten,
koénnen somit vernachldssigt werden Verschiedene StorgroRen, wie unter anderem die
Variabilitat der Fluoreszenz durch ungleiche Beladungen der Zellen mit dem Farbstoff in
individuellen Experimenten, kénnen somit vernachlassigt werden. Bei einem Anstieg des
zytosolischen Ca?* wird der Quotient F340/F380 (Ratio F340/F380) groRer, bei einer Reduktion
des zytosolischen Ca?* nimmt dieser ab. Die Anderungen des Quotienten F340/F380 ist direkt

proportional zur intrazellularen Ca?*-Konzentration und kann iiber die Zeit verfolgt werden.

Mikroglia und BV2 Zellen wurden fiir Ca?* Imaging Experimente auf Poly-L-Lysine (P-L-
L) beschichteten Deckglésern ausplattiert. Vor den Experimenten wurden die Zellen fur 20 min
mit 5 uM Fura-2-AM (Biotium) im Medium bei Dunkelheit, 5% CO > und 37 °C im Inkubator
beladen. Danach wurden die Deckgléser mit den beladenen Zellen mit Badldsung gewaschen
und in einer Messkammer fixiert und mit Badlésung (Tabelle 3.1) bedeckt. Die Ca?* Messungen

wurden an einem inversen Mikroskop (Axiovert S100, Carl Zeiss, Deutschland) durchgefiihrt,
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welches mit einem Monochromator ausgestattet war (Polychrome V, TILL-Photonics,
Deutschland). Im zeitlichen Abstand von 2 s wurde Fura-2 alternierend fir die Dauer von 30
ms mit einer Wellenldnge von Wellenlang 340 nm bzw. 380 nm angeregt und die Fluoreszenz
(510 nm) mit einer EMCCD-Kamera (iXon DV-885, Andor) aufgenommen. Aus den Bildern
der Fluoreszenz beider Wellenldangen (F340 nm und F380 nm) wurden nach Abzug der
Fluoreszenz des Hintergrunds die Fluoreszenzquotienten F340/F380 errechnet. Auf diesen
korrigierten Bildern wurden alle Einzelzellen markiert und die entsprechenden Ratios
(F340/F380) uber die Zeit ausgewertet und aufgetragen. Pharmakologische Substanzen zum
Stimulieren der Zellen (Tabelle 3.6) wurden in entsprechender Verdlnnung ins Bad appliziert.
Fur die Durchfiihrung und die Analyse der Experimente wurden die Software TILLviSION
(TILL-Photonics, Deutschland) und IGOR Pro (WaveMetrics) verwendet.

Em« 510 nm

Zedle

Welksniange (nm)

Abbildung 3.3: Zur Ca*" imaging Methode. (A) Fura-2 AM ist unpolar und daher membranpermeabel.
Sobald es in der Zelle ist, werden die AM-Gruppen durch intrazellulére Esterasen abgespalten und Fura-
2 kann an freies Ca?* binden. (B) Anregungsspektrum von Fura-2 bei unterschiedlichen Konzentrationen
von freiem Ca?*. Die Fluoreszenzintensitat fiir Fura-2 hangt von der Anregungswellenlange und von der
Calciumkonzentration ab. Der Anregungspeak verschiebt sich bei Ca?* Bindung von 380 nm zu 340 nm.
Die Fluoreszenzemission bei 360 nm ist unabhangig von der Ca** Bindung (modifiziert nach Vorlagen
von der Homepage von Cayman Chemicals).

3.7 Migrations-Assay

Migrationsexperimente wurden mit BV2 und Mikrogliazellen unter Verwendung von
Costar® transwell Inserts (8 um PorengroBe, Falcon) durchgefiihrt. Die Zellen wurden mit einer
Neubauer Z&hlkammer (12 mm, Marienfeld) gezahlt und in entsprechender Anzahl (BV2
Zellen: 20000, 40000, 60000; Mikrogliazellen 20000) in 24-Well Platten (Falcon®) mit
sogenannten Transwell-Insert und Medium ohne Serum ausplattiert. Lipopolysaccharid, ein

Bestandteil der Zellwand Gram-negativer Bakterien (LPS, 1 pg/ml) wurde zur Aktivierung der
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Zellmigration in die untere Seite des Transwell-Inserts gegeben. Pharmakologisch wirksame
Substanzen wie Ruthenium Rot (RR, 10 uM), Valdecoxib (100 pM) und Cytochalasin D (Cyto
D, 5 uM) wurden je nach Experiment gleichzeitig mit LPS in die Wells hinzugegeben. Nach
24 h Inkubation bei 37°C und 5 % CO2 wurde die obere Seite der Membran des Transwell-
Inserts mit Wattestabchen von nicht durch die Membran migrierten Zellen befreit. Die Zellen,
die innerhalb der 24 h zur unteren Seite der Membran wanderten, wurden mit Fixierungsldsung
(Methanol) fixiert und fir je 5x1 Sekunde in den HAEMA-Fé&rbelosungen Eosin und Azur
gefarbt (Abb. 3.4). Die Membranen wurden mit Wasser gespult und fur 24 Stunden bei
Raumtemperatur an der Luft getrocknet. Nach dem Trocknen wurden die Membranen
ausgeschnitten und auf einem Objekttrdger mittels DEPEX Mounting Media (VWR)
eingebettet. VVon jeder Membran wurde mittels Lichtmikroskopie (Axiovert 40C, ZEISS, bei
10facher VergroRerung) mit einer Kamera (AxioCam, ZEISS) an flnf zufalligen Stellen Bilder
gemacht und die migrierten Zellen mit der Software ImageJ (NIH) quantifiziert. Die Flache
eines Bildes betrug 0,006 cm? und die Flache der Membran insgesamt 0,3 cm?. Die mittlere
Anzahl der Zellen pro Bild wurde errechnet und auf die Flache der Gesamtmembran
hochgerechnet. Am Ende wurde die Anzahl der migrierten Zellen ins Verhaltnis zur Anzahl der

insgesamt ausplattierten Zellen gesetzt und die Migrationsrate berechnet.

'
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Abbildung 3.4: Migrations-Assay. Die Zellen wurden in Abwesenheit von Serum auf Transwell-
Inserts in 24-Well-Platten ausplattiert (links). Nach 24 h Inkubation bei 37°C und 5% CO. wurden die
Zellen, die von der oberen Seite zur unteren Seite migrierten (mitte), gefarbt (rechts) und quantifiziert.
(modifiziert nach https://www.biocompare.com).

3.8 Messung reaktiver Sauerstoffspezies in BV2 und Mikrogliazellen

Mikrogliazellen und andere immunkompetente Zellen synthetisieren reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) um eingedrungene Viren und Bakterien zu eliminieren. Superoxid,
Peroxylradikal, Wasserstoffperoxid, Hydroxylradikale und Peroxynitrit sind Beispiele fir
ROS-Verbindungen. 2¢,7°-Dichloro-Dihydrofluorescein Diazetat (DCFH-DA, Cayman,
Deutschland) ist ein membrangéngiger fluoreszierender Farbstoff, mit dem die Aktivitat von

reaktiven Sauerstoffspezies in der Zelle gemessen werden kann. Nach der Diffusion in die Zelle
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wird DCFH-DA durch zellulére Esterasen zu einer nicht-fluoreszierenden Substanz deacetyliert
und diese kann durch ROS zu 2', 7' -Dichlorfluorescein (DCF), einer fluoreszierenden Substanz,
oxidiert werden. Nach Anregung mit einer Wellenlange von 485 nm kann die Fluoreszenz-
Emission von DCF bei 535 nm gemessen werden (Abb. 3.5). Zur Untersuchung der ROS
Produktion wurden 50000 BV2-Zellen bzw. 20000 Mikrogliazellen pro Well in 96-Well-
Platten (Hight Content Imaging Plate with clear 127 um Bottom, Corning, USA) ausgesat. Am
nachsten Tag wurden 1 pg/ml LPS, 10 uM RR oder 100 uM Valdecoxib zu den Zellen pipettiert
und diese weitere 24 h bei 37 °C und 5% CO- inkubiert. AnschlieBend wurden die Zellen mit
50 uM DCFH-DA fur 1 h bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Dann wurden die Zellen dreimal
mit PBS gewaschen und die Fluoreszenz in einem Sunrise™ Plate Reader (TECAN,
Mannedorf, Switzerland) gemessen. Zur Hintergrundkontrolle wurde die Fluoreszenz einige
Wells nur mit Zellen und/oder nur mit DCFH-DA Reagenz detektiert.

CCH00 =, 0.~ CCH,00
A i1
o N T
-COO
DCFH-DA

Abbildung 3.5: ROS-Assay. Nach Diffusion in die Zelle wird DCFH-DA durch zellulére Esterasen zu
nicht fluoreszierendem DCFH gespalten, das durch ROS zum fluoreszierenden 2', 7' -Dichlorfluorescein
(DCF) oxidiert wird.

3.9 Latex Beads Phagozytose Assay mit BV2-Zellen

In der vorliegenden Arbeit wurde versucht die Phagozytoseaktivitat der BV2-Zellen von
Fluoreszenz-markierten Latex-Beads mit Hilfe des Durchflusszytometer Guava easyCyte 8HT
der Firma Merck Millipore (3.9.1) bzw. in einen Sunrise™ Plate Reader (TECAN, Mannedorf,
Switzerland; 3.9.2) zu messen. Hierfur wurden Latex Beads (0,1 micron Partikelgrof3e), die mit

Fluoreszenz-markierten Kaninchen-Immunglobulin G beschichtet sind (IgG FITC, Biomol
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GmbH, Deutschland) verwendet. IgG Antikérper werden von FCy Rezeptoren erkannt und die

gekoppelten Beads von phagozytierenden Zellen internalisiert.

3.9.1 Phagozytosemessung mittels Durchflusszytometrie in BV2-Zellen

Der Begriff Durchflusszytometrie definiert ein Messverfahren, bei dem Zellsuspensionen in
hohem Tempo einzeln in einer Kapillare an einem Lichtstrahl bestimmter Wellenlange
vorbeiflieBen. Die Eigenschaften einer jeden Zelle beziuglich Form, Struktur oder Intensitat
eines Fluoreszenzfarbstoffes konnen dabei detektiert und die Zahl der Zellen mit gleichen bzw.
unterschiedlichen Eigenschaften quantifiziert werden. Das sogenannten Fluoreszenz-aktivierte
Zellsortieren (FACS, engl. fluorescence-activated cell sorting) ermdglicht zudem Fluoreszenz-
markierte Zellen aufgrund der entsprechenden Fluoreszenz zu abzutrennen und fur weitere
Untersuchungen zu verwenden. Die Parameter Vorwartsstreulicht (FSC) und
Seitwaértsstreulicht (SSC) werden bei dem Durchflusszytometer ausgewertet. Das
Vorwartsstreulicht gescheht mit dem Laserstrahl und zeigt die ZellgréfRe und ist abhéngig vom
Volumen der Zelle, da das Licht im flachen Winkel an der Zelle gebrochen wird. Das
Seitwartsstreulicht wird senkrecht zum Laserstrahl von einem Detektor gemessen und zeigt die
Granularitét der Zelle durch die Beugung des Lichts im rechten Winkel (Abb. 3.6). Wenn die
zu untersuchenden Zellen zusétzlich mit fluoreszierenden Markern Zelltyp-spezifischer
Strukturen markiert sind, konnen neben FSC und SSC auch die Emmissionen dieser
Fluoreszenzen detektiert und zur Charakterisierung bzw. Identifizierung verwendet werden

(Abb. 3.6).
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Abbildung 3.6: Durchflusszytometrie. Nach Absaugen der Fluoreszenz-markierten Zellen werden die
Zellsuspensionen durch den Laserstrahl angeregt und die Signale durch einen Photomultiplier verstarkt
und mittels einer Fotodiode detektiert (modifiziert nach Vorlagen von der Homepage von BioOptics
World).
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Die BV2 Zellen wurden zunédchst mit Trypsin vom Boden der Kulturflasche geldst, welches
durch Zugabe von frischem Medium mit 10% FKS inhibiert wurde. Die Zellen wurden mithilfe
der Neubauer Z&hlkammer gezéhlt und anschliessend 200000 Zellen pro Well in 24 Well-
Platten fur 24 h bei 37 °C und 5% CO- inkubiert. Nach 24 h wurden die Zellen mit LPS (1
pg/ml) fur 2 h inkubiert. Danach wurden die Zellen mit verschiedenen Pharmaka fiir 15 min
und spater mit den FITC-markierten Latex Beads (siehe oben) in einer 1:100 Verdiinnung far
2 h bei 37 °C und 5% CO- inkubiert (Abb. 3.7).

24 h 2h 15 min 2 h
= ; |
Medium + L
1 pug/ml LPS +
{ \ Valdecoxib +
H,O (Kontrolle
( olle) Ruthenium Rot Beads
SKF

DMSO (Kontrolle)

Abbildung 3.7: Die Behandlung der BV2 Zellen mit verschiedenen Pharmaka. 200000 Zellen
wurden in 24 Well-Platten fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO- inkubiert. Die Zellen wurden mit VValdecoxib,
RR, SKF und DMSO fiir 15 min und danach mit den FITC-markierten Latex Beads fiir 2 h inkubiert.

Die 24 Well-Platte wurde nach 2 h Inkubation mit den Beads mit dem Zellschaber
abgeschabt und anschliessend bei 1000 rpm fiir 3 min zentrifugiert und mit Trypan Blau (im
Latex-Beads Kit von Biomol mitgeliefert) behandelt um die Beads, die phagozytiert wurden
von den Beads, die nur an der Oberflache der Zellen haften zu unterscheiden. Trypan Blau
I6scht die extrazelluldre FITC Fluoreszenz (Quenching) der Beads. Danach wurden 250 pl der
behandelten Zellen in jeweils ein Well der 96-Well Platte pipettiert. Vorwartsstreulicht (FSC,
forward scatter) und Seitwartsstreulicht (SSC, side scatter) wurden mithilfe des Guava
ExpressPlus-Programms (Software guavaSoft 2.7) eingestellt (Abb. 3.8A). Hierzu wurden die
BV2 Zellen markiert (Gating) und diese Zellpopulation ausgezéhlt. AnschlieRend wurden griine
Zellen durch 485 nm angeregt und die Emmission bei 535 nm detektiert. In jeder Messung
wurden 5000 Zellen analysiert, mit der Guava ExpressPlus-Software quantifiziert und die
Mittelwerte der griinen Zellen bestimmt. Die Auswertungen wurden mithilfe der FlowJo-V10
Software (FlowJo LLC) verarbeitet und der relative Anteil phagozytierender Zellen berechnet
(Abb. 3.8B).
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Abbildung 3.8:. Guava ExpressPlus-Programm und FlowJo-V10 Software. (A) Vorwartsstreulicht
(FSC) und Seitwartsstreulicht (SSC) wurden mithilfe des GuavaSoft 2.7 Software eingestellt. Die BV2
Zellen wurden markiert und als Gate gesetzt (Zellpopulation). (B) der relative Anteil phagozytierender
Zellen wurde mithilfe der FlowJo-V10 Software bestimmt.

3.9.2 Phagozytosemessung mittels Plate Reader in BV2-Zellen

BV2-Zellen wurden am Tag vor dem Assay mit einer Z&hlkammer ausgezéhlt und zu 50000
Zellen pro Well in eine 96-Well-Platte (Hight Content Imaging Plate with clear 127 um Bottom,
Corning, USA) ausplattiert. Danach wurden LPS (1 pg/ml), THC (30 uM), RR (10 uM), 2-
APB (1 mM) und Cytochalasin D (5 pM) zusammen mit Beads (1:100 Verdiinnung) zugesetzt.
Nach 1, 2 und 6-stindiger Inkubation bei 37 °C und 5% CO> wurden die Zellen dreimal mit
Assay Puffer (Biomol GmbH, Deutschland) gewaschen. Die Zellen wurden dann 1-2 Minuten
mit Trypan Blau inkubiert (siehe oben). Die Fluoreszenz der Zellen wurde in einen Sunrise™
Plate Reader (TECAN, Méannedorf, Switzerland) bei 535 nm nach Anregung mit Licht der
Wellenlange 485 nm gemessen. Zur Hintergrundkontrolle wurden Wells ohne Zellen, nur mit

Beads ohne weitere Waschschritte gemessen.

3.10 pHrodo® Phagozytose Assay

In einem weiteren Verfahren zur Messung der Phagozytoseaktivitait von BV2- bzw.
Mikrogliazellen wurden pHrodo® E.coli BioParticles® Konjugate (Thermo Fisher Scientific,
Deutschland) verwendet. Der Farbstoff pHrodo ist dabei mit E.coli Partikeln konjugiert. Das
pH-abhéngige Farbstoffkonjugat ist bei neutralem pH (7.4) aullerhalb der Zelle nicht

fluoreszent. Werden die Partrikel von Zellen aufgenommen und in Lysosomen verpackt, in
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denen ein saurer pH-Wert vorherrscht (etwa pH = 5), fluoreszieren sie orange (Abb. 3.9). Die
Zellen wurden einen Tag vor der Durchfuhrung des Assays in 96-Well-Platten (Hight Content
Imaging Plate with clear 127 um Bottom, Corning, USA) ausgesét, mit dem Ziel am Tag des
Assays etwa 50000 BV2-Zellen und 20000 Mikrogliazellen pro Well zu haben. Verschiedene
pharmakologisch wirksame Substanzen (10 uM RR, 30 uM THC, 100 puM Valdecoxib, 5 uM
Cytochalasin D, 1 pg/ml LPS) und 100 pl einer vorbereiteten pHrodo Suspension (1 mg/mL
pHrodo gelost in Badlosung (Tabelle 3.1)) wurden auf die Zellen gegeben und diese dann fiir 3
und 24 h bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Die Fluoreszenz der Zellen wurde in einen Sunrise™
Plate Reader (TECAN, Mannedorf, Switzerland) bei 585 nm (orange) nach Anregung mit Licht
der Wellenlange 560 nm gemessen. Zur Hintergrundkontrolle wurden ein paar Wells ohne
Zellen, nur mit pHrodo oder nur mit RR gemessen. In allen Messungen wurde pHrodo als

Hintergrundkontrolle von den Experimenten nicht abgezogen sondern nur dargestellt.

Abbildung 3.9: Phagozytose von pHrodo Red E.coli Biopartikeln. Der pH-sensitive pHrodo
Farbstoff ist mit E.coli Partikel konjugiert. Partikel die in der Lsung bleiben oder unspezifisch an die
Zellen gebunden haben, fluoreszieren aufgrund des neutralen pH-Werts der extrazellularen Umgebung
nicht. Phagosomen verschmelzen mit Lysosomen zu Phagolysosomen, die einen sauren pH-Wert
besitzen, wobei die pHrodo Partikel orange fluoreszieren.

3.11 Bestimmung der Zellviabilitat von BV2-Zellen

Da im Phagozytose Assay die Zellen mit verschiedenen Substanzen behandelt wurden, die
die Viabilitat stark beeintrachtigen, wurde diese zusatzlich untersucht. Zur Bestimmung der
Anzahl der lebenden Zellen in Proliferations- oder Zytotoxizitatstests wurde der CellTiter 96®
AQueous One Solution-Zellproliferationstest (Promega Corporation, Madison, USA)
verwendet. Das CellTiter 96® AQueous One Solution Reagenz ist eine kolorimetrische
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Methode und besteht aus 3- (4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium; MTS] und ein Elektronenkopplungsreagenz (Phenazinethosulfat;
PES). MTS-Tetrazolium wird von lebenden Zellen zu farbigem Formazan bioreduziert.
Formazan ist 16slich im Kulturmedium und kann Licht einer Welleldange von 490 nm
absorbieren. Diese Umwandlung wird durch NADPH oder NADH ausgeldst, Substanzen die
von Dehydrogenasen in metabolisch aktiven Zellen produziert werden. Die Ldsung wird zu
Zellen hinzugegeben und Zeitabhéngig wird MTS-Tetrazolium in Formazan umgewandelt. Die
Menge an enstehendem Formazan ist proportional zur Anzahl der lebenden Zellen. 20 pl des
CellTiter 96® AQueous One Solution Reagenz wurden direkt zu 100 pl Kulturmedium mit
50000 Zellen gegeben und 1, 2 und 6 h in Anwesenheit von TRPV2-Agonisten wie 2-APB (1
mM), THC (30 uM) und Antagonist RR (10 puM) inkubiert und dann die Absorption bei 490
nm mithilfe eines 96-well-Plate Readers (Sunrise™, TECAN, Mannedorf, Switzerland)

gemessen.

3.12 Losungen und pharmakologisch wirksame Substanzen

Alle Badlgsungen (externe Losungen) und Pipettenlosungen (interne Losungen) fiir Ca?*
Imaging und Patch Clamp Experimente wurden nach Bedarf aus Stockldsungen hergestellt
(Tabelle 3.1 und 3.2). Die Losungen wurden mit NaOH bzw. CsOH auf pH 7,2 eingestellt und
hatten eine Osmolaritit zwischen 280 und 300 mOsm/L. Die Kombination von BAPTA und
Ca?* um 100 nM und 300 nM freies Ca?* zu erhalten wurden mit Webmaxc Standard berechnet

(http://web.stanford.edu/~cpatton/webmaxcS.htm).

Tabelle 3.1: Badlosungen (externe Losung) fur Patch Clamp und Ca?* Imaging

Stock (M) | Standard mit Ca?* (mM) ohne Ca?* (0Ca) mM
NaCl 5 140 140
KCI 1 2,8 2,8
MgCl. 1 2 3
CaCl> 1 1 0
HEPES 1 10 10
Glukose 1 10 10

In einigen Losungen wurde NaCl d&quimolar durch Na-Aspartat oder NMDG-CI ersetzt.
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Tabelle 3.2: Pipettenldsung (interne Losung) fur Patch Clamp

Stock (M) 0 Ca?®* 100 nM freies Ca?* | 300 nM freies Ca?*
Cs-Glutamat 0,2 140 140 140
NaCl 5 8 8 8
MgCls 1 1 1 1
Cs-BAPTA 1 10 10 10
CaCl> 1 0 3,1 5.7
HEPES 1 10 10 10

Fur einige Experimente wurde Cs-Glutamat dquimolar durch K-Glutamat ersetzt.

Tabelle 3.3: Pharmakologische Substanzen

Substanz Stockldsung Quelle
1-Oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) 50 mM in DMSO Sigma Aldrich
2-Aminoethoxydiphenylborat (APB) 400 mM in Methanol Sigma Aldrich

2-Arachidonoylglycerol (2-AG) 50 mM in DMSO Cayman, Biomol

40PDD 10 mM in DMSO Sigma Aldrich

8-Br-cAMP 100 mM in H2Okentionisiert Sigma Aldrich

Adenosindiphosphoribose (ADPR) 100 mM in H2Oentionisiert Sigma Aldrich

Allylisothiocyanat (AITC) 100 mM in DMSO Sigma Aldrich

AM251 100 mM in DMSO Sigma Aldrich

Amilorid 100 mM in DMSO Sigma Aldrich

Anandamid 100 mM in DMSO Sigma Aldrich
Cannabidiol (CBD) 100 mM in DMSO LGC Standards GmbH

Cytochalasin D 5mM in DMSO Thermo Fisher
DCFH-DA 20 mM in DMSO Cayman, Biomol
GSK-1016790A 10 uM in DMSO Cayman, Biomol

GTPyS 20 mM in DMSO Sigma Aldrich

H.02 200 mM in H2Oentionisiert Sigma Aldrich

HC-067047 4 mM in DMSO Sigma Aldrich

Insulin-like Growth Faktor 1 (IGF1) 10 UM in H2Oentionisiert Sigma Aldrich

JTEQ907 100 mM in DMSO Sigma Aldrich

L-a-Lysophosphatidylcholin (LPC) 10 mM in Methanol Sigma Aldrich
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Lipopolysaccharide (LPS) 5 mg/ml in H2Oentionisiert Sigma Aldrich
Pertussis Toxin (PTX) 100 pg/ml in DMSO Sigma Aldrich
pHrodo 1 mg/ml in Badldsung Thermo Fisher
Pregnenolonsulfat (PregS) 100 mM in DMSO Sigma Aldrich
Probenecid 1 M in H2Oentionisiert Sigma Aldrich
Ruthenium Rot (RR) 10 mM in DMSO Sigma Aldrich
Tiloron 20 mM in PBS Sigma Aldrich
Tranilast 100 mM in DMSO Sigma Aldrich
Valdecoxib 80 mM in DMSO Cayman, Biomol
A%-Tetrahydrocannabinol (THC) 3 mM in DMSO Toxilforloc:c Qilza/,lelzceaiﬁburg

Tabelle 3.4: Konzentrationen verwendeter TRPV2 Agonisten

_ _ Konzentration
Agonist Spezies : Quelle
verwendet Literatur
). MTRPV2 | 0,4u. 1 mM 200 uM (Iwata et al., 2018)
Aminoethoxydiphenyl- | rTRPV2 - ECs0 522 uM (Gao et al., 2016)
S () hTRPV2 | 1mM 300uM | (Neeper etal., 2007)
A% mTRPV2 | 10, 30 uM 10 uM (Hassan et al., 2014a)
Tetrahydrocannabinol | rTRPV2 - ECs0 16 UM | (Neeper et al., 2007)
(THC) hTRPV2 | 10,30 uM | ECso43uM | (Neeper et al., 2007)
MTRPV?2 1 mM 10 uM (Hassan et al., 2014a)
- rTRPV2 - ECs0 3,7 UM in et al., 2008
Cannabidiol (CBD) 0500 @ )
0,10,3u.1 | ECso 31,7 u. (Qinetal., 2008)
hTRPV2 - '
mM 22,2 uM (Nabissi et al., 2013)
(Bang et al., 2007)
MTRPV2 1 mM 100 uM
H (Hassan et al., 2014a)
Probenecid
I rTRPV?2 - chfl\i 19 (Bang et al., 2007)
hTRPV2 |  1mM - -
Insulin-like Growth .
Faktor 1 (IGF1) MTRPV2 10 nM 2nM (Kanzaki et al., 1999)
L-a- MTRPV2 20 uM 10 uM (Monet et al., 2009)
Lysophosphatidylcholin
(LPC) hTRPV2 20 uM 10 uM (Monet et al., 2009)
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Tabelle 3.5: Konzentrationen verwendeter TRPV2 Antagonisten

Konzentration

Antagonist Spezies : Quelle
verwendet | Literatur
) MTRPV2 1 mM 75 uM (Mihara et al., 2010)
Tranilast
hTRPV2 1mM 100 uM (Iwata et al., 2018)
MTRPV2 10 uM 10 uM (Hassan et al., 2014a)
Ruthenium Rot (RR) | rTRPV2 - ICs0 22,7 UM | (Neeper et al., 2007)
hTRPV2 10 uM ICs0 16,1 uM (Qin et al., 2008)
- mTRPV2 | 200 uM - -
Amilorid
I'TRPV2 - 100 puM (McGahon et al., 2016)

3.13 Auswertung, graphische Darstellung und Statistik

Die Patch Clamp Experimente wurden mit der Software PatchMaster bzw. FitMaster
(HEKA) ausgewertet und die Daten (Strom bei -80 mV, Strom bei +80 mV, Zellkapazitat und
ausgewdhlte Strom-Spannungs-Kurven) exportiert und in IGOR Pro (WaveMetrics)
weiterverarbeitet. Die Ca?* Imaging Experimente wurden mithilfe der Software TILLvisION
(TILL-Photonics) vorausgewertet, die Hintergrund-korrigierte Ratio F340/380 der einzelnen
Zellen exportiert und in IGOR Pro weiterverarbeitet. Sowohl Patch Clamp als auch Imaging
Abbildungen wurden in IGOR Pro erstellt. Dargestellte Daten sind Mittelwerte +
Standardfehler (S.E.M.) und n gibt die Anzahl der gemittelten Zellen an. Fir Imaging
Experimente wurde angegeben, wieviel Zellen (n) aus wieviel unabhéngigen Experimenten (X)
gemittelt wurden (n/x). Die Daten der Phagozytose mittels Durchflusszytometrie wurden
mithilfe der Software FlowJo-V10 (FlowJo LLC) verarbeitet. Daten des Tecan Plate Reader
wurden als Excel Dateien gespeichert und in Excel ausgewertet und als Balkendiagramme
dargeestellt. Zur Uberpriifung eines statistisch signifikanten Unterschiedes wurden Student’s
T-Test (Graph Pad Prism 5) fur zwei Gruppen und One way-ANOVA mit Tukey-Test (Graph
Pad Prism 5) fur mehr als zwei Gruppen verwendet. Der Unterschied wurde als signifikant
befunden, wenn der P-Wert <0,05 (*), <0,01 (**) oder <0,001 (***) war.
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4  Ergebnisse

Transkriptomanalysen aus FACS-sortierten kultivierten kortikalen Mikrogliazellen der
Maus haben gezeigt, dass im Vergleich zu anderen TRPs Trpv2 sehr stark exprimiert ist (Abb.
4.1; (Malihpour, 2017)). Die Daten stammen aus Analysen von der Arbeitsgruppe um Dr.
Andreas Beck an unserem Institut und wurden bisher lediglich in meiner Masterarbeit gezeigt
(Malihpour, 2017).
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Abbildung 4.1: Transkripte von TRP Genen aus FACS-sortierten kultivierten kortikalen
Mikrogliazellen der Maus. Die Hohe der Balken stellt die ,,fragments per kilobase of transcript per
million mapped reads“ (FPKM) als Mittelwert +SEM aus drei RNA Sequenzierungen von drei
unabhéngigen FACS-sortierten Mikrogliakulturen dar. (Nicht publizierte Transkriptomanalyse aus der
Arbeitsgruppe Beck, Pharmakologie und Toxikologie, Universitét des Saarlandes)

Im Folgenden sind die Ergebnisse der vorausgehend geschilderten Versuche dargestellt. Zu
Beginn wurde eine funktionelle Charakterisierung von TRPV2 durch Patch Clamp Exprimente
und Ca?* Imaging in Mikrogliazellen durchgefiihrt. Die Aktivierung von TRPV2 kann als
Strom mithilfe der Whole Cell-Patch-Clamp-Technik gemessen werden. Hierfir wurde in allen
dargestellten Patch Clamp Experimenten alle 2 s eine 400 ms lange Spannungsrampe von -100
mV bis 100 mV verwendet und der Einwartsstrom bei -80 mV und der Auswartsstrom bei +80
mV gegen die Zeit aufgetragen. Zwischen den Spannungsrampen wurde ein Haltepotential (Vh)
von 0 mV angelegt. Es ist beschrieben, dass TRPV2-Kanale Ca®*-permeable lonenkanéle sind
(Pcaz+/Pna+ = 1-3) (Clapham, 2003). Daher wurden im Folgenden auch intrazellulidre Ca2*
Messungen unter Verwendung des Ca®*-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes Fura-2 als
Detektionsmethode fiir die Aktivitdt von TRPV2 durchgefiihrt.
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4.1 Funktionelle Charakterisierung von TRPV2 in Mikrogliazellen

In meiner Masterarbeit konnte ich bereits zeigen, dass TRPV2 Agonisten wie 2-APB, und
THC Dosis-abhdngig Strome in Mikrogliazellen aktivieren (ECso 2-APB 1,18 mM fir den
Auswartsstrom und 1,26 mM fur den Einwértsstrom, ECso THC 6,3 uM fiir den Auswirtsstrom
und 8,1 uM fiir den Einwértsstrom (Malihpour, 2017)). Die 2-APB-abhangigen Strdme in den
Mikrogliazellen wurden dosisabhédngig durch mehr oder weniger selektive TRPV2
Antagonisten wie Ruthenium Rot (RR) und Compound V (Valdecoxib, Michael Schéfer,
Leipzig, bisher noch nicht als Antagonist publiziert) inhibiert (ICso RR 121 nM fiir den
Einwartsstrom; 1Cso Valdecoxib 2,0 uM fiir den Einwértsstrom und 7,2 puM fiir den
Auswaértsstrom).

In der vorliegenden Arbeit wurden zur Untersuchung von TRPV2 in kultivierten kortikalen
Mikrogliazellen der Maus Whole-cell patch clamp Experimente und Messungen zytosolischer
Ca?" Veranderungen durchgefilhrt. Als Kontrolle dienten Mikrogliazellen, die aus
heterozygoten (TRPV2*") bzw. homozygoten (TRPV27) TRPV2-defizienten Mausen isoliert

wurden.

4.1.1 Mikroglia Stimulation mit méglichen TRPV2 Agonisten und Antagonisten

Abbildung 4.2A zeigt, dass 1 mM 2-APB, ein Agonist von Maus TRPV2, einen Ein- und
Auswartsstrom in kultivierten kortikalen Mikrogliazellen der Maus aktiviert, der in
Mikrogliazellen aus heterozygoten TRPV2*" Mausen deutlich reduziert war und in
Mikrogliazellen aus homozygoten TRPV2-defizienten (TRPV27) Mausen ganzlich fehlte.
Abbildungen 4.2B zeigt die Strom-Spannungs-Kurven der maximalen Netto-Strome (netto)
wahrend der Applikation von 1 mM 2-APB. Der 2-APB-induzierte Strom wies den fiir TRPV2
typischen Stromspannungsverlauf auf. Abbildung 4.2C zeigt die Strom-Spannungs-Kurven
nach Einbruch in die Zellen (schwarz) und vor Beginn der Applikation (rot). Neben dem 2-
APB-induzierten Strom wiesen die kultivierten Mikrogliazellen auch eine 2-APB (1 mM) -
abhangigen zytosolischen Ca?*-Anstieg auf, der in Mikrogliazellen aus TRPV2*" und TRPV2
I~ Mé&usen deutlich geringer ausfiel (Abb. 4.2D).

Um zu Gberprifen, ob extrazellulares Chlorid einen Einfluss auf den 2-APB-vermittelten
Strom in den Mikrogliazellen hatte wurde extrazellular NaCl &quimolar durch Na-Aspartat
ersetzt. Dabei konnte keine Verdnderung des 2-APB-induzierten Stromes Uber die Zeit sowie

der Stromspannungsabhangigkeit festgestellt werden (Abb. 4.2E, F).
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Abbildung 4.2: 2-APB-induzierte Strome und Ca?* Signale in Mikrogliazellen der Maus. Ein- und
Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV (ber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 1
mM 2-APB (A, E) sowie zytosolische Ca?* Konzentrationen (Fura-2 Ratio F340/F380) vor und wahrend
der Applikation von 1 mM 2-APB (D) in Mikrogliazellen isoliert aus Wildtyp (WT; A, D, E),
heterozygoten TRPV2*" (Heterozygot; A, D) und homozygoten TRPV2" (KO; A, D) Mausen. (B, F)
Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen 2-APB-induzierten Netto-Strome (netto =
Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in A bzw. E. In E wurde extrazelluldres NaCl aquimolar
durch Na-Aspartat ersetzt. (C) IVs des Initialstrom (Einbruch) und vor Beginn der Applikation (vor) in
Wildtyp Mikrogliazellen. Balken in A, D und E markieren den Zeitraum der Applikation. Dargestellt
sind Mittelwerte +S.E.M fiir Strom und Ca?*-Signale Uiber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir IVs.
Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben, wobei fiir Ca?* Messungen
n Zellen aus x Experimenten (n/x) gemittelt wurden.

A9-Tetrahydrocannabinol, ein weiterer beschriebener Aktivator von Maus TRPV?2, fiihrte
ebenfalls zu einem signifikanten Ein- und Auswartsstrom in den kultivierten Mikrogliazellen
der Maus (Abb. 4.3A, C). Aus der Literatur ist bekannt, dass die Mikrogliazellen CB1 und CB>
Cannabinoidrezeptoren besitzen (Cabral und Marciano-Cabral, 2005) und THC ist ein Agonist
fir CB:1 und CB2-Rezeptoren (Stella, 2009). Im Folgenden sollte Uberprift werden ob die
Cannabinoidrezeptoren einen Einfluss auf den THC-induzierten TRPV2 Strom in Mikroglia
haben. Hierzu wurden die CB: und CB: Inhibitoren AM251 (100 nM) und JTE907 (100 nM)
in die Badlosung hinzugegeben. Der TRPV2 Strom war nicht abhdngig von der Aktivierung

eventuell vorhandener Cannabinoidrezeptoren (CB1 bzw. CBy), da die Inkubation der
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Mikrogliazellen mit AM251 und JTE907 keinen Einfluss auf den THC-induzierten Strom hatte
(Abb. 4.3A, C). Genau wie der 2-APB-induzierte Strom trat auch der THC-induzierte Strom in
Mikrogliazellen aus TRPV2-defizienten M&usen nicht auf (Abb. 4.3 B, C). Der THC-induzierte
Strom wurde durch den noch nicht publizierten TRPVZ2 Inhibitor Valdecoxib, einem
Arzneistoff aus der Gruppe der Cyclooxygenase-2-Hemmer, komplett geghemmt (Abb. 4.3D, E;
grun). Ruthenium Rot (RR), ein nicht-selektiver TRPV2 Inhibitor, hemmte potentialabhangig
den THC-induzierten Einwaérts- aber nicht den Auswaértsstrom (Abb. 4.3D, E; rot). Wie bei
Applikation von 2-APB fiihrte auch 30 uM THC zu einem zytosolischen Ca?* Anstieg in den
Mikrogliazellen aus Wildtyp Méausen, der bei Mikrogliazellen aus TRPV2*" und TRPV2"
Mausen so gut wie nicht vorhanden war (Abb. 4.3F). Wie in meiner Masterarbeit (Malihpour,
2017) gezeigt, fuhrte Cannabidiol (CBD) zu keinem signifikanten Strom in Mikrogliazellen der
Maus und in HEK293 Zellen, die Maus TRPV2 heterolog exprimieren. Abbildung 4.3G zeigt,
dass 1 mM CBD in den kultivierten Mikrogliazellen der Maus im Vergleich zu 2-APB oder
THC lediglich zu einem einem geringen zytosolischen Ca?* Anstieg fiihrt.
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Abbildung 4.3: THC-induzierte Strome in Abwesenheit und
M”“";ngj ST Anwesenheit von TRPV2-Antagonisten und Ca?* Signale in
- Mikrogliazellen der Maus. Ein-und Auswartsstrome bei -80 mV
Ve e und +80 mV uber die Zeit vor, wéhrend und nach der Applikation
1.0M von 30 uM THC in Gegenwart von AM251 und JTE907 (A) bzw.
05- Ruthemium Rot (RR) und Valdecoxib (D) in Mikrogliazellen
0.0 Jisua) isoliert aus Wildtyp Mausen, und 50 uM THC in Mikrogliazellen
' BT L aus TRPV2” Mausen (TRPV2-KO; B). Balken markieren den
Zeit {s) Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der
maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in A (C) und in D (E).
Zytosolische Ca?* Konzentrationen (Fura-2 Ratio F340/F380) vor und wahrend der Applikation von 30
UM THC in Mikrogliazellen isoliert aus Wildtyp (WT), TRPV2*" (heterozygot) und TRPV2-KO (KO)
Maéusen (F), und 1 mM Cannabidiol (CBD) in Mikrogliazellen aus Wildtyp Mausen (G). Dargestellt
sind Mittelwerte +S.E.M flir den Strom uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl
der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben, wobei fiir Ca?* Messungen n Zellen
aus x Experimenten (n/x) gemittelt wurden.

Ratio (F340/F380)

Wahrend der Praparation der drei Genotypen Wildtyp, TRPV2*" und TRPV2', konnte
festgestellt werden, dass die neugeborenen TRPV2*- und TRPV27- Mause kleiner waren als die
gleichaltrigen Wildtyp Méause. Die Gewichtsanalyse an Tag 3 ergab ein signifikant geringeres
Gewicht der TRPV2*" und TRPV2”" Mause gegeniber den Wildtyp Mausen, wobei
heterozygote und homozygote TRPV2-defizienzte Neugeborene an Tag 3 gleich schwer waren
(Abb. 4.4).

’ ] Abbildung 4.4: Gewichtsanalyse neugeborener Mause an Tag
f 2 3. Kérpergewicht (in g) von neugeborenen Wildtyp, TRPV2*" und
§ TRPV2" Mausen. Die Daten stellen Mittelwerte + s.e.m. aus
2 M jeweils 7 gewogenen Mausen dar (*** p<0.001).
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Neben den als TRPV2 Inhibitoren publizierten Ruthenium Rot und Tranilast wurde auch
Amilorid, ein Blocker des epithelialen Natriumkanals (ENaC) in Nierentubulusepithelzellen,
als nicht-selektiver Antagonist flir TRPV2 beschrieben (McGahon et al., 2016). Die Inkubation
mit 200 UM Amilorid fir mindestens 15 min hatte jedoch keinen Einfluss auf den zeitlichen
Verlauf, die Stromamplitude und den Verlauf der Stromspannunsgkurve des 2-APB-

induzierten Stromes in den Mikrogliazellen (Abb. 4.5A). Auch auf den 2-APB-induzierten
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Strom in Maus TRPV2 (mTRPV2) exprimierenden HEK293 Zellen hatte Amilorid keinen
hemmenden Effekt (Abb. 4.5B). Dipyridamol, ein Phosphodiesterasehemmer und Inhibitor des
Adenosintransports, blockiert Ca?* Signale in glatten Muskelzellen von Blutgeféssen (Saino et
al., 2008), von denen berichtet wird, dass sie funktionelle TRPV2 Kanale besitzen (Muraki et
al., 2003). Um zu Uberpriifen ob die Blockade der Ca?* Signale moglicherweise uber die
Hemmung von TRPV2 funktioniert, wurden Mikrogliazellen in Anwesenheit von 50 pM
Dipyridamol mit 2-APB stimuliert. Der 2-APB-aktivierte Strom in den Mikrogliazellen wurde
jedoch durch Dipyridamol nicht beeinflusst (Abb. 4.5C).
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Abbildung 4.5: Effekt von Amilorid und Dipyridamol auf 2-APB-induzierte Strome in Mikroglia
bzw. HEK-mTRPV2-Zellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor,
wahrend und nach der Applikation von 1 mM 2-APB in Mikrogliazellen (A, C) und in HEK-mTRPV2-
Zellen (B) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von 200 uM Amilorid (A, B) bzw. 50 uM
Dipyridamol (C). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven der
maximalen Netto-Strome (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) bei Applikation von 2-
APB sind jeweils darunter dargestellt. Die Daten zeigen Mittelwerte £S.E.M fur den Strom Uber die Zeit
und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern
angegeben.

Im Gegensatz zu Amilorid konnte die Inkubation mit 50 uM Tiloron, den 2-APB-induzierten
Strom in den Mikrogliazellen signifikant reduzieren (Abb. 4.6A). Dabei fiel auf, dass zwar der
Auswartsstrom komplett inhibiert war, jedoch ein zusatzlicher Einwértsstrom durch 2-APB in

Anwesenheit von Tiloron in den Mikrogliazellen auftrat (Abb. 4.6A). Um zu Uberprifen ob
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dieser abhdngig war von TRPV2 wurde dasselbe Experiment in TRPV2-defizienten
Mikrogliazellen durchgefuhrt. Hier induzierte die Applikation von 2-APB in Anwesenheit von
Tiloron lediglich einen kleinen Auswartsstrom (Abb. 4.6B). Wie in den Mikrogliazellen aus
Wildtyp Mausen wurde der 2-APB-abhdngige Auswartsstrom in mTRPV2-exprimierenden
HEK293 Zellen in Anwesenheit von 50 UM Tiloron inhibiert, wohingegen der Einwartsstrom
potenziert wurde (Abb. 4.6C). Die Experimente weisen darauf hin, dass Tiloron, wie
Ruthenium Rot, potentialabhdngig TRPV2 moduliert. W&hrend Ruthenium Rot allerdings den
Einwartsstrom inhibiert und den Auswartsstrom verstarkt (Abb. 4.3D, E), inhibiert Tiloron den
Auswarts- und verstarkt den Einwartsstrom (Abb. 4.6). Tiloron ist ein antivirales Medikament,
welches die Produktion von Interferonen aktiviert, und wie Valdecoxib von der Arbeitsgruppe
Michael Schafer in Leipzig als TRPV2 Inhibitor neu identifiziert und noch nicht publiziert

wurde.
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Abbildung 4.6: Effekt von Tiloron auf den 2-APB-induzierten TRPV2 Strom. Ein- und
Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 1
mM 2-APB in Mikrogliazellen aus Wildtyp (A) und TRPV2” (TRPV2-KO) Mausen (B) sowie in HEK-
mTRPV2-Zellen (C) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von Tiloron. Balken markieren den
Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven der maximalen Netto-Strome (netto =
Maximalstrom minus Strom vor Applikation) bei Applikation von 2-APB sind jeweils darunter
dargestellt. Gezeigt sind Mittelwerte £S.E.M fur den Strom (ber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir
die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.
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Die hier dargestellten Experimente zeigen, wie auch schon die Experimente in meiner
Masterarbeit (Malihpour, 2017), dass kultivierte Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus
funktionelle TRPV2 Kandle exprimieren, deren pharmakologische Eigenschaften den
Eigenschaften von Maus TRPV2 heterolog exprimiert in HEK293 Zellen entsprechen.

4.1.2 Stimulation der Mikrogliazellen mit IGF1

In einer der ersten Arbeiten zu TRPV2 wurde beschrieben, dass IGF1 Uber die Stimulation
des IGF1 Rezeptors aktive TRPV2 Kanéle in die Plasmamembran von CHO Zellen transloziert
(Kanzaki et al., 1999). Daher wurde TRPV2 zunéchst als wachstumsfaktorregulierter Kanal
(growth factor regulated channel, GRC) bezeichnet. In den folgenden Experimenten sollte
dieser Aktivierungsmechanismus auch fiir Mikrogliazellen untersucht werden. Doch weder
fuhrte die Applikation von 10 nM IGF1 zu einer Aktivierung eines Stromes (Abb. 4.7A, D)
noch zu einem intrazelluliren Ca?* Anstieg (Abb. 4.7B) in den kultivierten Mikrogliazellen der
Maus, noch wurde der 2-APB-induzierte Strom durch Inkubation mit IGF1 (10 nM fur
mindestens 15 min) signifikant beeinflusst (Abb. 4.7C, D).
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Abbildung 4.7: Effekt von IGF1 auf den 2-APB-induzierten
Mikroalia Strom in Mikrogliazellen. Ein- und Auswaértsstréme bei -80 mV
1 ml.102£-]&°B 409, . . . ; . .
Konkolle (12) PA/PF und +80 mV (Uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation
. 2 von 10 nM IGF1 (A) und 1 mM 2-APB in Abwesenheit (Kontrolle)
netio 20 und Anwesenheit von 10 nM IGF-1 (C) sowie zytosolische Ca?*
50 Anderung (Fura-2 Ratio F340/F380) vor und wahrend der
mv Applikation von 10 nM IGF-1 (B) in Mikrogliazellen isoliert aus
x T Y 1 H A H H i i
_1W % {00 Wildtyp Mdusen. Balken markieren der_1 Zeitraum der A?pllkatlon.
10 (D) Strom-Spannungs-Kurven der maximalen Netto-Stréme (netto

= Maximalstrom minus Strom vor Applikation) bei der Applikation
von IGF1 und 2-APB in A bzw. C. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M flr den Strom Uber die Zeit und
Mittelwerte ohne SEM fiir die 1Vs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern
angegeben, wobei fir die Ca?* Messungen in B n Zellen aus x Experimenten (n/x) gemittelt wurden.
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Auch in HEK293 Zellen, die transient heterolog Maus TRPV2 exprimieren (HEK-
MTRPV?2) fuhrte die Applikation von 10 nM IGF1 nicht zu einer eindeutigen Aktivierung von
TRPV2 (Abb. 4.8A, C). Allerdings kam es im Verlauf der Stimulation mit IGF1 zu einem
kleinen Anstieg des Auswartsstromes, was aber auch in HEK293 Zellen geschah, die kein
TRPV2 exprimierten (siehe Appendix Abb. 6.5A). Wie in Mikrogliazellen hatte die Inkubation
mit 10 nM IGF1 keinen Einfluss auf den 2-APB-induzierten Strom in mTRPV2-
exprimierenden HEK293 Zellen (Abb. 4.8B, C).
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Abbildung 4.8: Effekt von IGF1 auf den 2-APB-induzierten Strom in mTRPV2-expremierenden
HEK?293-Zellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und
nach der Applikation von 10 nM IGF-1 (A) bzw. 400 uM 2-APB in Abwesenheit (Kontrolle) und
Anwesenheit von 10 nM IGF1 (B) in mTRPV2-expremierenden HEK293-Zellen (HEK-mTRPV?2).
Balken markieren den Zeitraum der Applikation. (C) Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen
Netto-Strome (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) bei Applikation von IGF1 bzw. 2-
APB in A bzw. B. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M flr den Strom (ber die Zeit und Mittelwerte
ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

Das Medium zur Kultivierung der Mikrogliazellen enthalt fetales Kélberserum, das unter
anderem auch Wachstumsfaktoren enthalt (Invitrogen), die moglicherweise einen Einfluss auf
die TRPV2 Expression bzw. TRPV2 Proteinmenge in der Plasmamembran haben. Aber auch
die Applikation von 10% FKS fuhrte zu keinem Anstieg des zellularen Stromes in den
kultivierten Mikrogliazellen der Maus (Abb. 4.9A). Um zu Uberprifen, ob wéhrend der
Kultivierung der Mikrogliazellen die Anwesenheit von FKS mit eventuell enthaltenden
Wachstumsfaktoren zu einer Erh6hung der Anzahl von TRPV2 Kanélen in der Plasmamembran
der Zellen fuhrte wurden als ndchstes die Mikrogliazellen fir 24 h in FKS-freiem Medium
inkubiert. Auch hier konnte weder die Applikation von 10 nM IGF1 einen Strom induzieren
(Abb. 4.9B), noch wurde der 2-APB-induzierte Strom durch die Anwesenheit (Préinkubation
mindestens 15 min) von 10 nM IGF1 beeinflusst (Abb. 4.9C).
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Abbildung 4.9: Effekt von FKS auf 2-APB-induzierte Stréme in Mikrogliazellen. Ein- und
Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV (ber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 10%
FKS (A) und 10 nM IGF1 (B) sowie 1 mM 2-APB in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von
IGF1 (C) in Mikrogliazellen der Maus nach 24 h in Kultur ohne FKS. Balken markieren den Zeitraum
der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom
minus Strom vor Applikation) in 10% FKS, IGF1 bzw. 2-APB sind jeweils darunter gezeigt. Dargestellt
sind Mittelwerte +S.E.M flir den Strom Uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl
der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

4.1.3 2-APB-induzierte TRPV2 Strome in LPS-aktivierten Mikrogliazellen
Lipopolysaccharid (LPS) ist ein Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien und
vermag Mikrogliazellen effektiv zu aktivieren. Die LPS-induzierte Aktivierung der
Mikrogliazellen fuhrt zu morphologischen Veranderungen und Veranderungen in der
Genexpression sowie in der Expression von Proteinen. Im Folgenden wurden Mikrogliazellen
mit 1 pg/ml LPS fur verschiedene Zeitpunkte inkubiert und 2-APB zur Aktivierung von TRPV2
in Patch Clamp Experimenten appliziert. Abbildung 4.10 zeigt, dass die Amplitude der 2-APB-
induzierten Strome nach 1 h Inkubation mit LPS ein Maximum erreicht, dann bis 4 h in LPS
wieder abnimmt, bevor sie langsam bis 24 h Inkubation mit LPS wieder ansteigt. Wie schon in
anderen Arbeiten beschrieben (z.b. (Beck et al., 2008)) andert sich nicht nur die Morphologie
(siehe 2.2 und Abb. 2.1), sondern auch die GréRe der Mikrogliazellen nach Inkubation mit LPS,
reprasentiert durch die Flache der Mikrogliazellmembran (Picofarad, pF) (Abb. 4.10C, rot).
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Wie fir alle Experimente in dieser Arbeit wurde der Strom auch hier als Stromdichte, d.h.

normalisiert auf die GroRe der Zellen (pA/pF), dargestellt.
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Abbildung 4.10: 2-APB-induzierte TRPV2 Strome in LPS-aktivierten Mikrogliazellen. (A) Ein-
und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wéahrend und nach der Applikation von
1 mM 2-APB 30 min, 1 h, 2 h, 4 h, 6 h und 24 h nach Inkubationsbeginn mit 1 pg/ml LPS (Kontrolle
ohne LPS). (B) Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen 2-APB-induzierten Netto-Stréme (netto
= Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in A. (C) Maximale Stromamplituden (links, schwarz)
bei -80 mV und +80 mV sowie ZellgroRe (Kapazitadt C in pF, rechts, rot) dargestellt Gber die LPS
Inkubationszeit aus den Experimenten in A. Balken markieren den Zeitraum der Applikation.
Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M fiir A und C und ohne SEM fir die IVs in B. Die Anzahl der
gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

Die Experimente weisen darauf hin, dass TRPV2 nach Stimulation mit LPS in den
Mikrogliazellen hochreguliert wird.

4.1.4 Stimulation der Mikroglia mit Endocannabinoiden

Diverse Cannabinoide wie THC und CBD aktivieren Maus TRPV2. In den folgenden
Experimenten wurde untersucht, ob auch endogene Cannabinoide (Endocannabinoide) wie
Anandamid und 2-Arachidonoylglycerol (2-AG) einen aktivierenden Einfluss auf TRPV2
haben.

Anandamid aktivierte weder in Mikrogliazellen noch nach heterologer Transfektion von
MTRPV2 in HEK293 Zellen in einer Konzentration von 200 bzw. 100 uM einen signifikanten
Strom (Abb. 4.11A, B).
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Abbildung 4.11: Kein Effekt von Anandamid auf Mikrogliazellen und mTRPV2-expremierende
HEK?293-Zellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und
nach der Applikation von 200 uM Anandamid in Mikrogliazellen (A) bzw. 100 puM Anandamid in HEK-
mTRPV2-Zellen (B). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (1Vs)
der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in Anandamid sind
jeweils darunter gezeigt. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M flr den Strom Uber die Zeit und
Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern
angegeben.

In der Literatur gibt es Hinweise darauf, dass 2-AG (ber die Beinflussung von
Mikrogliazellen neuroprotektiv wirkt und zu einer Abnahme der Anzahl beschéadigter Neuronen
nach exzitotoxischer Ldsion in organotypischen Hippocampus-Schnittkulturen (OHSC) fuhrt
(Hohmann et al., 2019). Dabei hatte 2-AG Auswirkungen auf die Morphologie, NO-Produktion
und Migration der Mikrogliazellen. Ausserdem konnte gezeigt werden, dass 2-AG die
Cannabinoidrezeptoren CB1 und CB: aktiviert (Jalin et al., 2015), wobei 2-AG-aktivierte CBo-
Rezeptoren zur Proliferation von Mikrogliazellen aus der Ratte beitragen kénnen (Carrier et al.,
2004).

Im Gegensatz zu Anandamid induzierte 2-AG Dosis-abhéngig einen signifikanten Ein- und
vor allem Auswaértsstrom in Mikrogliazellen aus Wildtyp Mausen, der allerdings auch in
TRPV2-defizienten (KO) Mikrogliazellen, nicht jedoch in HEK-mTRPV2 Zellen auftrat (Abb.
4.12A, B, C). Neben dem Strom induzierte 300 pM 2-AG auch einen zytosolischen Ca?*
Anstieg der sowohl in Mikrogliazellen aus Wildtyp als auch aus TRPV2-defizienten Mdusen
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zu detektieren war (Abb. 4.12D). Die Experimente weisen darauf hin, dass der 2-AG-induzierte
Strom nicht von TRPV2 abhéngt und in Mikroglia, nicht aber in HEK293 vorkommt.

In einem weiteren Experiment wurden die Mikrogliazellen mindestens 10 Minuten mit 100
MM 2-AG inkubiert und dann Patch-Clamp-Experimente durchgefiihrt. Abbildung 4.12E zeigt,
dass nach dem Einbruch in die Zellen (Beginn Whole-cell Experiment) sich ein Strom Uber die
Zeit entwickelte, der vor dem Einbruch, also in der intakten Zelle, bzw. direkt nach dem
Einbruch noch nicht vorhanden war. Dieser Strom scheint sich erst wéhrend bzw. nachdem die
Pipettenlosung in die Zelle diffundiert und das Zytosol ausgewaschen wird zu entwickeln.
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Abbildung 4.12: 2-AG-induzierte Strome und Ca?* Signale in Mikrogliazellen der Maus. Ein- und
Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV (ber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 30,
100, 200 oder 300 uM 2-AG in Wildtyp (WT; A, B) und TRPV2" (KO) Mikrogliazellen (B) sowie 200
MM 2-AG in HEK-mTRPV2-Zellen (C), bzw. in WT Mikrogliazellen nach Inkubation mit 100 uM 2-
AG (E). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der
maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-AG sind darunter
bzw. in F dargestellt. (D) Zytosolische Ca?* Konzentrationen (Fura-2 Ratio F340/F380) vor und
wéhrend der Applikation von 300 uM 2-AG in Mikrogliazellen isoliert aus Wildtyp (WT) und TRPV2-
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" (KO) Mausen. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M fiir den Strom Gber die Zeit und Mittelwerte ohne
SEM flr die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben, wobei
fur die Ca?* Messungen in D n Zellen aus x Experimenten (n/x) gemittelt wurden.

Der in den Mikrogliazellen durch 2-AG aktivierte Strom wurde nicht durch den TRPV2
Antagonisten Valdecoxib inhibiert (Abb. 4.13A). Desweiteren war er auch nicht abh&ngig von
der Stimulation endogener CB1 und CB2 Rezeptoren in Mikrogliazellen, da sowohl Strom (Abb.
4.13B) als auch zytosolischer Ca?* Anstieg (Abb. 4.13C) in Anwesenheit der CB1 und CB>
Inhibitoren AM251 und AM630 bzw. JTE907 nach wie vor auftraten.

In Abwesenheit von extrazellularem Ca?* fiinrte 300 pM 2-AG jedoch zu keinem
signifikanten zytosolischen Ca?* Anstieg, was fir die Aktivierung eines Ca?*-permeablen
Kationenkanals in den Mikrogliazellen spricht (Abb. 4.13C). Fiir Mikrogliazellen aus dem
Kortex der Ratte wurde die funktionelle Expression von TRPV4 beschrieben (Konno et al.,
2012a). Eine andere Arbeit beschreibt die Aktivierung von TRPV4, Uberexprimiert in humanen
Gefallendothelzellen, durch 2-AG und dessen Inhibition durch HC-067047 (Ho et al., 2015).
Um zu Uberprufen ob der 2-AG-induzierte Strom in Mikrogliazellen der Maus von TRPV4
abhangig ist wurden die Mikrogliazellen mit dem TRPV4 Inhibitor HC-067047 (2 uM)
inkubiert und 2-AG appliziert. Der 2-AG-abhéngige Strom war jedoch nach wie vor vorhanden,
so dass die Aktivierung von TRPV4 durch 2-AG in den Mikrogliazellen ausgeschlossen werden
konnte (Abb. 4.13D). In weiteren Experimenten konnte gezeigt werden, dass auch der
spezifische TRPV4 Agonist 40-PDD keinen Strom in den kultivierten Mikrogliazellen der
Maus aktivierte (Anhang Abb. 6.3).

Pertussis-Toxin (PTX) ist ein Inhibitor von Gg-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Infolge der
Inkubation mit PTX wird die Adenylatcyclase nicht mehr geghemmt und der cAMP-Spiegel in
der Zelle erhéht sich (Karimian et al., 2012). Da auch eine 24 h lange Inkubation mit 250 ng/ml
Pertussis Toxin keinen inhibitorischen Effekt hatte, scheint der 2-AG-induzierte Strom in
Mikrogliazellen auch nicht Gber PTX-sensitive G-Protein gekoppelte Rezeptoren (GPCRs)
vermittelt zu sein (Abb. 4.13E).
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Abbildung 4.13: Kein hemmender Effekt von Valdecoxib und Cannabinoidrezeptor-Antagonisten
auf 2-AG-induzierten Strom in Mikrogliazellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV
uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 100 pM 2-AG in Anwesenheit von Valdecoxib
(A), Cannabinoidrezeptor-Antagonisten (B), HC (D) und Pertussis Toxin (E) in Wildtyp (WT).
Zytosolische Ca?* Konzentrationen (Fura-2 Ratio F340/F380) vor und wahrend der Applikation von 300
UM 2-AG (C). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der
maximalen Netto-Strome (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-AG sind jeweils
darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M fir den Strom (ber die Zeit und Mittelwerte
ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.
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Um zu Uberprifen ob der 2-AG-induzierte Strom in den Mikrogliazellen eventuell durch
den zytosolischen Ca?* Anstieg nach 2-AG-Applikation aktiviert wird (siehe Abb. 4.12D und
4.13C), wurde die zytosolische Ca?* Konzentration iiber die Pipettenlésung mit 10 mM BAPTA
gepuffert. Wie in Abb. 4.14A zu erkennen ist tritt der 2-AG-induzierte Strom auch bei
intrazullular massiv gepuffertem Ca?* nach wie vor sehr prominent auf. Zur Identifikation der
lonen, die den 2-AG-induzierten Strom in den Mikrogliazellen tragen, wurde die auf NaCl
basierende extrazelluldre Losung einmal durch Na-Aspartat (Abb. 4.14B) und einmal durch
NMDG-CI (Abb. 4.14C) ausgetauscht. Nach Substitution des extrazellularen Chlorids durch
Aspartat war nach wie vor ein prominenter Ein- und Auswartsstrom bei Applikation von 2-AG
zu erkennen, wobei die Amplitude des Auswartsstromes reduziert und das Umkehrpotential zu
positiveren Potentialen verschoben war (Abb. 4.14B, unten). Dies und das negative
Umkehrpotential in Anwesenheit von extrazellularem CI- spricht fiir eine Beteiligung von CI
am 2-AG-induzierten Strom. Bei Substitution des extrazellularen Na* durch NMDG war der 2-
AG-induzierte Einwartsstrom geringfugig reduziert und der Auswaértsstrom sogar gréfi3er (Abb.
4.14C). Der intrazellulare 2-AG-induzierte Ca?* Anstieg, der in Abwesenheit von
extrazellularem Ca®* in den Mikrogliazellen nicht zu beobachten war (Abb. 4.13C), weist

allerdings auch auf die Beteiligung eines Ca?* permeablen lonenkanals hin.
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Abbildung 4.14: 2-AG-induzierte Stréme in Abwesenheit von zytosolischem Ca?*, extrazellularem
Cl und extrazellularen Na* in Mikrogliazellen der Maus. Ein- und Auswaértsstréme bei -80 mV und
+80 mV (uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 100 pM 2-AG in Abwesenheit von
zytosolischen Ca?* (A), extrazellularem CI- (B) und extrazellularen Na* (C). Balken markieren den
Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen Netto-Strome (netto =
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Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-AG sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind
Mittelwerte £S.E.M flr den Strom (ber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs. Die Anzahl der
gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

4.2 TRPV2in BV2 Zellen, einer Modellzellline fiir Maus Mikroglia
BV2-Mikroglia sind eine immortalisierte Zelllinie, die aus Hirngewebe der Maus isoliert
wurde und viele phé&notypische Eigenschaften von Mikroglia aufweist (Blasi et al., 1990D).
Hassan er al. berichtet, dass BV2-Zellen funktionelle TRPV2-Proteine exprimieren, zeigen
jedoch keine TRPV2 Strome (Hassan et al., 2014a). In den folgenden Experimenten sollten
TRPV2 Agonisten und Antagonisten verwendet werden, um zu tberprifen, ob, wie in isolierten
Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus, TRPV2 Strome in BV2 Zellen zu messen sind.

Wie in Abbildung 4.15 gezeigt fuhren die TRPV2 Agonisten 2-APB und THC ebenso wie
in kultivierten Mikrogliazellen auch in BV2 Zellen zu einem Ganzzellstrom mit typischer
Strom-Spannungsabhéngigkeit von TRPV2 und zu einem zytosolischen Ca?* Anstieg. Der 2-
APB-induzierte Strom in BV2 Zellen wurde durch Valdecoxib komplett geghemmt (Abb. 4.15A,
blau). Genau wie in kultivierten Mikrogliazellen hemmt Ruthenium Rot (RR)
potentialabhangig den 2-APB-induzierten Einwarts- aber nicht den Auswartsstrom (Abb.
4.15A, rot), wohingegen 1 mM Tranilast keinen inhibierenden Effekt aufweist (Abb. 4.15A,
griin). Abbildung 4.15B zeigt die Strom-Spannungs-Verlaufe unmittelbar nach dem Einbruch
(oben) und vor Beginn der Applikation (unten) in den BV2-Zellen. Neben den Ganzzellstrémen
wurden auch die 2-APB-induzierten zytosolischen Ca®* Anstiege in Anwesenheit von
Valdecoxib und Ruthenium Rot inhibiert (Abb. 4.15C). Neben 2-APB flihrt auch THC in den
BV2-Zellen sowohl zu einem Strom mit typischer Stromspannungsabhéngigkeit von TRPV2
sowie zu einem intrazellularen Ca®* Anstieg (Abb. 4.15D, E) und genau wie in Kultivierten
Mikrogliazellen aus der Maus fuhrt die Applikation von 1 mM CBD auch in BV2-Zellen zu
keinem messbaren Strom (Abb. 4.15F).
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Abbildung 4.15: 2-APB und THC-induzierte Strome und Ca?* Signale in BV2-Zellen. Ein- und
Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 1
mM 2-APB (A), 50 uM THC (D) und 1 mM CBD (F), sowie zytosolische Ca?* Konzentrationen (Fura-
2 Ratio F340/F380) vor und wahrend der Applikation von 1 mM 2-APB in Abwesenheit (Kontrolle,
schwarz) bzw. Gegenwart von RR (rot) und Valdecoxib (blau; C) und 50 uM THC (E) in BV2-Zellen.
Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen 2-APB bzw. THC-induzierten Netto-Stréme (netto =
Maximalstrom minus Strom vor Applikation) sind jeweils darunter dargestellt. (B) IVs beim Einbruch
(oben) und vor Beginn einer Applikation bei 120 s (unten, vor). Balken markieren den Zeitraum der
Applikation. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M fiir Strom und Ca?*-Signale tber die Zeit und
Mittelwerte ohne SEM fur die 1Vs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern
angegeben, wobei fiir Ca?* Messungen n Zellen aus x Experimenten (n/x) gemittelt wurden.
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Bei den Experimenten mit 2-AG in Mikrogliazellen aus Wildtyp (WT) und homozygoten
TRPV2-defizienten (TRPV27) Mausen konnte gezeigt werden, dass 2-AG einen Strom
induziert, der durch TRPV2-Antagonisten nicht inhibiert wurde und in Maus TRPV2-
uberexprimierenden HEK293-Zellen nicht auftrat, demnach kein TRPV2 Strom war (Abb.
4.12). In BV2-Zellen wurde durch Applikation von 100 uM 2-AG ebenfalls ein Strom aktiviert
(Abb. 4.16A). Auch hier konnte wie in kultivierten Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus
ausgeschlossen werden, dass der 2-AG-aktivierte Strom ber TRPV4 Kandle vermittelt wird,
da der spezifische TRPV4 Agonist GSK-1016790A weder einen Strom (Abb. 4.16B) noch
einen zytosolischen Ca?* Anstieg in den BV2-Zellen ausloste (Abb. 4.16C). Somit scheint
TRPV4 in den BV2-Zellen funktionell nicht exprimiert.
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Abbildung 4.16: 2-AG-induzierte Strome in BV2-Zellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und
+80 mV uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 100 pM 2-AG (A), 10 nM GSK (B)
sowie zytosolische Ca?* Anderungen (Fura-2 Ratio F340/F380) vor und wahrend der Applikation von
10 nM GSK (C) in BV2-Zellen. Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-
Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Strome (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-
AG bzw. GSK sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M flr Strom und
Ca?*-Signale Uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fir die 1Vs. Die Anzahl der gemittelten
Experimente ist jeweils in Klammern angegeben, wobei fir Ca?* Messungen n Zellen aus x
Experimenten (n/x) gemittelt wurden.
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4.3 Rolle von TRPV2 bei der Migration von Mikrogliazellen

Zur Untersuchung einer moglichen Beteiligung von TRPV2 am Migrationsverhalten von
Mikrogliazellen, wurden Transwell-Assays durchgefuhrt. In Omar Zaki et al., konnte gezeigt
werden, dass BV2-Zellen in Anwesenheit eines Stimulus durch LPS migrieren (Omar Zaki et
al., 2019). Fir das Migrations-Assay wurden die Zellen mit einer Neubauer-Z&hlkammer zu
20000, 40000 und 60000 fur BV2-Zellen und 20000 fur Mikrogliazellen ausgezéhlt und
anschlieRend fur 24 Stunden in FKS-freiem Medium mit und ohne LPS (1 pg/ml) bzw. diversen
Pharmaka (fiir BV2-Zellen, siehe unten) in Costar® transwell Inserts in einer 24-Well-Platte
bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert.

4.3.1 Migration von BV2-Zellen in Ab- und Anwesenheit von TRPV2 Antagonisten

Zur Migrationsanalye von BV2-Zellen wurde in das Medium unterhalb der Inserts die
TRPV2-Antagonisten Ruthenium Rot oder Valdecoxib, bzw. Cytochalasin D als
Postivkontrolle gleichzeitig mit LPS zugegeben. Nach 24 h wurde nach Entfernen der Zellen
auf der Oberseite des Inserts und Férben fiinf zufallige Bilder aufgenommen, die migrierten
Zellen ausgezahlt und auf die gesamte Flache des Inserts und Gesamtanzahl der eingesetzten
Zellen (100%) hochgerechnet. Abbildung 4.17A zeigt reprasentative Bilder der migrierten
Zellen (grau) nach Einsatz von 60000 BV2-Zellen unter Kontrollbedingungen (DMSQO) und in
Anwesenheit von LPS mit und ohne die TRPV2-Antagonisten Ruthenium Rot und Valdecoxib,
sowie als Positivkontrolle mit Cytochalasin D. Um zu untersuchen, in welcher Dichte die Zellen
am Besten migrieren, wurden verschiedene Zellzahlen (20000, 40000 und 60000) in
Anwesenheit und Abwesenheit von LPS ausplattiert und die Prozentzahl der migrierten BV2-
Zellen ausgerechnet (Abb. 4.17B). Die Stimulation mit LPS flhrt zu einer scheinbaren
Erh6hung der Migration von etwa 4% auf etwa 7%, was allerdings nicht signifikant und
unabhdangig von der Zahl der ausplattierten Zellen war. Fir die weiteren Migrationsexperimente
wurden 60000 BV2-Zellen eingesetzt. Wie in Abbildung 4.17C zu sehen ist, reduzieren
Ruthenium Rot (10 uM) und Valdecoxib (100 uM) die Anzahl der migrierten BV2-Zellen ohne
Stimulation mit LPS signifikant von etwa 4% auf 2% (n=6) und nach Stimulation mit LPS von
7% auf 1% (n=6). Dies weist auf eine mogliche Beteiligung von TRPV2 an der Migration der
BV2-Zellen hin. Cytochalasin D (5 uM), was an Aktinfilamente bindet und dadurch dessen
Polymerisation und die Bewegung der Zellen inhibiert, zeigt als Positivkontrolle ebenfalls eine

signifikante Reduktion der Anzahl von migrierten Zellen.
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Abbildung 4.17: Migration von BV2-Zellen in Gegenwart von RR und Valdecoxib. Représentative
Bilder der Unterseite von Transwell-Inserts 24 h nach Ausplattieren von 60000 BV2-Zellen in Ab-
(Kontrolle, DMSO) und Anwesenheit von 1 pg/ml LPS und Ruthenium Rot (RR, 10 uM), Valdecoxib
(100 pM) bzw. Cytochalasin D (Cyto D, 5 uM). (B) Prozentsatz migrierter Zellen nach Ausplattieren
verschiedener Zellzahlen in Ab- (-) und Anwesenheit (+) von LPS. (C) Prozentsatz migrierter Zellen
nach Ausplattieren von 60000 BV2-Zellen in Ab- (-) und Anwesenheit (+) von LPS sowie RR (10 pM),
Valdecoxib (100 uM) und Cyto D (5 uM). Die Daten stellen Mittelwerte +S.E.M. aus jeweils 6 Wells
aus 3 unabhdngigen Experimenten dar. * p <0,05, ** p <0,01). Der Malistabsbalken in A unten rechts
entspricht 40 um.
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4,3.2 Migration von wildtyp und TRPV2”- Mikrogliazellen aus dem Kortex der

Maus

Abbildung 4.18A zeigt reprasentative Bilder der migrierten Mikrogliazellen (grau) aus
wildtyp (WT) und TRPV2-defizienten Mdusen (KO) nach Einsatz von 20000 Zellen unter
Kontrollbedingungen und in Anwesenheit von LPS. Im Gegensatz zu den BV2-Zellen (Abb.
4.17) fuhrte die Stimulation der kultivierten Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus mit 1
pg/ml LPS zu einer signifikanten Erhéhung der Migrationsrate von etwa 8% (Kontrolle ohne
LPS, WT) auf etwa 28% (LPS, WT; n=3; Abb. 4.18B). Die Mikrogliazellen aus TRPV2-
defizienten Mausen (KO) migrierten unter Kontrollbedingungen (ohne LPS) deutlich weniger
als wildtyp Mikrogliazellen, was jedoch nicht signifikant war. AuRerdem war die
Migrationsrate nach Stimulation durch LPS im Gegensatz zu den Mikrogliazellen aus den
wildtyp Mausen nicht signifikant erhéht gegenlber den Kontrollbedingungen ohne LPS. Die
Ergebnisse weisen darauf hin, dass TRPV2 auch an der Migration der Mikrogliazellen beteiligt

ist.

WT WT +LPS KO KO +LPS

B
n.s
40+
H Abbildung 4.18: Beeintrachtigte LPS-stimulierte Migration
'3 i in TRPV2" (KO) Mikroglia. (A) Reprasentative Bilder der
5 2 Unterseite von Transwell-Inserts 24 h nach Ausplattieren von
£ sl e 20000 Mikrogliazellen aus wildtyp (WT) und TRPV2-
3 T = defizienten (KO) Mausen in Abwesenheit und Anwesenheit von
v 1 pg/ml LPS. (B) Prozentsatz migrierter Zellen in Ab- (-) und
SRR ’ ’ " Anwesenheit (+) von LPS. Die Daten stellen Mittelwerte
TREVZ® - : * *  +S.E.M. dar. (3 insert aus 3 unabhangigen Experimenten; ***
LPS ; + . + p<0.001). Der MaRstabsbalken unten rechts entspricht 40 pum.
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4.4 Rolle von TRPV2 in der ROS-Produktion von Mikrogliazellen
Lipopolysaccharid (LPS), der Hauptbestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien, kann
eine  Vielzahl von entzindlichen Reaktionen, einschlieflich der Freisetzung von
proinflammatorischen Zytokine und reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS) auslésen (Chakravarty
und Herkenham, 2005). Oxidationsmittel Chloramin-T (ChT), ultraviolettes A-Licht und
Photosensibilisierungsmittel produzieren reaktive Sauerstoffspezies (ROS) und aktivieren
TRPV2 (Fricke et al., 2019). Um den Effekt von TRPV2 auf die LPS-induzierte ROS-
Produktion zu untersuchen, wurden 50000 BV2-Zellen und 20000 Mikrogliazellen mit einer
Neubauer-Zahlkammer ausgezéhlt und in 96-Well-Platten ausplattiert. Nach 24 h wurden
TRPV2-Antagonisten wie RR (10 pM) und Valdecoxib (100 pM) in Anwesenheit von LPS (1
pg/ml) zu den Zellen hinzugegeben und fiir 24 h bei 37 °C und 5% CO2 inkubiert. Danach
wurden die Zellen mit 50 pM DCFH-DA fiir 1 h bei 37 °C inkubiert. DCFH-DA leuchtet in
Anwesenheit von ROS in der Zelle grun. Die grune Fluoreszenz (535 nm) wurde mit einem
Sunrise™ Plate Reader gemessen. Um zu kontrollieren, ob DCFH-DA und TRPV2-
Antagonisten allein oder zusammen auf die Zellen einen Effekt haben, wurden die Zellen mit
dem Farbstoff (als Hintergrund-Kontrolle) und TRPV2-Antagonisten inkubiert und gemessen.
Wie in Abbildung 4.19A zu sehen ist, hat eine LPS-Stimulation nach 24 h die Produktion von
intrazelluldren reaktiven Sauerstoffspezies in den BV2-Zellen signifikant erhoht. In
Anwesenheit der TRPV2-Antagonisten Ruthenium Rot und Valdecoxib war die LPS-induzierte
ROS-Produktion um mehr als 50% reduziert. Dies weist darauf hin, dass TRPV2 in den BV2-
Zellen an der LPS-induzierten Produktion reaktiver Sauerstoffspezies beteilig ist. Die gleichen
Experimente wurden auch in priméren Mikrogliazellen durchgefuhrt (Abb. 4.19B). Wie in den
BV2-Zellen nahm die Produktion der reaktiven Sauerstoffspezies nach Stimulation mit LPS
signifikant zu und wurde durch die TRPV2-Inhibitoren Ruthenium Rot und Valdecoxib um
mehr als 50% inhibiert (Abb. 4.19B). Somit scheint neben den BV2-Zellen auch in den
kultivierten Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus TRPV2 eine Rolle bei der ROS

Produktion zu spielen.
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Abbildung 4.19: Inhibitoren von TRPV2 reduzieren die LPS-induzierte ROS-Produktion in BV2
und Mikrogliazellen. ROS-Produktion (DCFH-DA Fluoreszenz bei 535 nm) in BV2-Zellen (A) und
wildtyp Mikroglia (WT, B) nach 24 h Inkubation mit den TRPV2-Antagonisten Ruthenium rot (RR 10
UM) und Valdecoxib (100 uM) in Ab- (-) und Anwesenheit (+) von LPS (1 pg/ml). Die Daten stellen
Mittelwerte +S.E.M. von jeweils 36 Wells aus 5 unabhangigen Experimenten mit BV2-Zellen und 4
Wells aus 3 unabhangigen Experimenten mit Mikrogliazellen dar. (*** p<0.001).

4.5 Funktion von TRPV2 bei der Phagozytose in Mikrogliazellen

Es ist bekannt, dass der TRPV2-Kanal bei der Phagozytose in Makrophagen eine Rolle spielt
(Link et al., 2010). Im Folgenden sollte untersucht werden, ob TRPV2 auch in BV2-Zellen und
Mikrogliazellen an der Phagozytoseaktivitat beteiligt ist. Hierfir wurden Experimente mit
FITC-markierten Kaninchen-Immunglobulin G (IgG) beschichteten Latex Beads bzw. mit
pHrodo® Red E.coli BioPartikeIn® an einem Durchflusszytometer und einem Fluoreszenz
Platten Lesegerét (Tecan Plate Reader) an BV2-Zellen und kultivierten Mikrogliazellen aus

dem Kortex der Maus durchgefiihrt.

4.5.1 Untersuchung der Phagozytose in BV2-Zellen mittels Durchflusszytometrie
Die BV2-Zellen wurden mit verschiedenen Pharmaka und griin fluoreszierenden Beads in
Anwesenheit von LPS und Abwesenheit von LPS inkubiert und der prozentuale Anteil der
Zellen, die Latex Beads phagozytiert haben mittels Durchflusszytometrie bestimmt. Hierfur
wurden FITC-markierte Kaninchen-Immunglobulin G beschichtet Beads mit einem
Durchmesser von 100 nm verwendet. Die graue Kurve in der représentativen Abbildung 4.20A
zeigt die nicht mit Beads behandelten Kontrollzellen. Nach Inkubation mit den Beads ist die
Kurve nach rechts verschobenen, und zeigt die griinen Zellen, die Beads phagozytiert haben.
Wie in Abbildung 4.20B und C zu erkennen ist, war der Anteil der phagozytierenden Zellen
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unabhéngig von der Inkubation mit LPS, DMSO (Kontrolle), den TRPV2 Inhibitoren
Valdecoxib und Ruthenium Rot (RR) oder dem nicht-selektiven TRP Inhibitor SKF96365
(SKF) immer bei etwa 60% (jeweils n=4). Weder bei LPS-stimulierten noch bei nicht-
stimulierten Zellen konnte in Ab- oder Anwesenheit der TRPV2 bzw. TRP Antagonisten ein

signifikanter Unterschied detektiert werden.
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Abbildung 4.20: Phagozytosedetektion mittels Cell counter in BV2-Zellen. (A) Reprasentative
Darstellung der Analyse grin fluoreszierender Zellen mithilfe der Durchflusszytometrie von
Kontrollzellen (Kontrolle, ohne griine Beads, grau) und Zellen, die mit Beads inkubiert wurden und in
Ab- (griin) bzw. Anwesenheit von 1 pg/ml LPS (rot) griine Beads phagozytiert haben. Es wurden jeweils
5000 Zellen analysiert. (B, C) Prozentualer Anteil der in der Durchflusszytometrie bestimmten Zellen,
die in Abwesenheit von LPS (B) und Anwesenheit von 1 pug/ml LPS (C) und An- bzw. Abwesenheit
von DMSO (Kontrolle), Valdecoxib, Ruthenium Rot (RR) oder SFK96365 (SKF) griine Beads
phagozytiert haben. Die Daten stellen Mittelwerte +S.E.M. dar. (jeweils 4 wells aus 4 unabhéngigen
Experimenten; *** p<0.001).

4,5.2 Phagozytose von pHrodo® Red E.coliBioParticles® in BV2 und
Mikrogliazellen

50000 BV2-Zellen bzw. 20000 Mikrogliazellen wurden mit 1 mg/mL pHrodo™ E.
coli BioParticles® allein oder in Anwesenheit verschiedener TRPV2 Antagonisten oder
Agonisten flr 3 h und 24 h bei 37 °C inkubiert und die rote Fluoreszenz (F585) mit einem Plate
reader gemessen. Abbildung 4.21A zeigt reprasentative Bilder der pHrodo-Partikel, die durch
BV2-Zellen (links) und Mikrogliazellen (rechts) phagozytiert wurden.

Wie in Abbildung 4.21B und C zu sehen ist, haben die BV2-Zellen nach 3 und 24 h pHrodo-
Partikel phagozytiert. Deswegen ist die Fluoreszenz-Intensitat im Vergleich zu den Zellen ohne

pHrodo angestiegen. Nach 24 h Inkubation haben die BV2-Zellen mehr pHrodo als nach 3 h
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phagozytiert. Die Fluoreszenz-Intensitat der Zellen war in Anwesenheit von RR nach 3 h und
24 h signifikant reduziert, was auf eine signifikante Reduktion der Phagozytose hinweist.
Valdecoxib hatte keinen signifikanten Einfluss auf die Phagozytose nach 3 h (Abb. 4.21B), aber
nach 24 h ist die Phagozytose durch Valdecoxib signifikant reduziert (Abb. 4.21C). Dass die
beiden TRPV2-Antagonisten die Phagozytose inhibieren konnte auf die Beteiligung von
TRPV2 bei der Phagozytose von BV2-Zellen hinweisen.

Als nichstes sollte untersucht werden, ob die BV2-Zellen mehr pHrodo-Partikel
phagozytieren, wenn sie mit LPS (100 ng/ml oder 1 pg/ml) fir 3 h und 24 h inkubiert und
aktiviert werden. Uberraschenderweise haben die Zellen nach Stimulation mit LPS weniger
pHrodo Partikel phagozytiert (Abb. 4.21B, C). RR hat auch hier die Phagozytose der LPS-
stimulierten Zellen nach 3 h und 24 h signifikant inhibiert (Abb. 4.21B, C).

Als néchstes sollte untersucht werden ob THC als Agonist fir TRPV2 einen Effekt auf die
Phagozytose hat. Die BV2-Zellen wurden mit 30 uM THC in An- und Abwesenheit von LPS
(1 pg/ml) fur 3 h und 24 h behandelt (Abb. 4.21D, E). Wie in Abbildung 4.21D, E zu erkennen
ist, fihrt THC alleine zu einer signifikanten Inhibition der Phagozytose in den BV2-Zellen. LPS
und THC-Inkubation hatten zusammen keinen zusatzlichen Effekt auf die Phagozytose.
Cannabidiol (1 mM) hatte ebenfalls einen inhibitorischen Effekt auf die Phagozytose in BV2-
Zellen.

Desweiteren wurden die BV2-Zellen mit RR alleine oder zusammen mit pHrodo inkubiert,
um zu testen, ob RR oder pHrodo aufgrund ihrer rétlichen Farbung einen Effekt auf die
Messsungen bzw. auf den Hintergrund haben (Abb. 4.21F). Es konnte gezeigt werden, dass RR
einen Kkleinen Effekt auf die Messungen hat. Um zu untersuchen, ob pHrodo® Red
E.coli BioParticles®-Assay Uberhaupt funktioniert, wurde der pH des Assay-Puffer auf 5
eingestellt und pHrodo dazugegeben. Wie in Abbildung 4.21F zu sehen ist, hat die Fluoreszenz-
Intensitat dadurch, dass pH von neutral auf sauer (pH=5) gesunken ist, zugenommen. Der
pHrodo Assay funltioniert also.

Aufgrund der hohen Anzahl an benétigten Zellen wurden die bisherigen Experimente zur
Phagozytose an der BV2-Zelllinie durchgefiihrt. Die nachfolgenden Experimente mit 20000
kultivierten Mikrogliazellen aus dem Kortex von wildtyp und TRPV2-defizienten Mdausen pro
Well zeigen, dass nach 3 h wildtyp Mikroglia (TRPV2*"*) signifikant mehr pHrodo Partikel
phagozytiert hatten als die TRPV2-defizienten (TRPV27) Mikrogliazellen. Dies weist
wiederum auf die Beteiligung von TRPV2 an der Phagozytoseaktivitat von Mikrogliazellen
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hin. Als Hintergrundkontrolle wurde pHrodo allein gemessen und in Abbildung 4.21F und G
dargestellt.
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Abbildung 4.21: Phagozytose der pHrodo® Red E.coli BioParticles in BV2 und Mikrogliazellen.
(A) Représentative Fluoreszenzbilder und Durchlichtaufnahmen von BV2-Zellen und Mikrogliazellen
nach der Phagozytose der pHrodo Partikel (rote Partikel). (B-E) Fluoreszenzmessungen (F585) in BV2-
Zellen, die 3 h (B, D) bzw. 24 h (C, E) mit pHrodo-Partikeln in Anwesenheit von Ruthenium Rot (RR,
10 uM), Valdecoxib (100 pM), LPS (1 pg/ml), THC (30 pM) bzw. CBD (1 mM) inkubiert wurden. (F)
Fluoreszenzmessungen (F585) von BV2-Zellen bzw. von Wells ohne Zellen mit und ohne RR oder
pHrhodo (Kontroll-Experimente). (G) Fluoreszenzmessungen (F585) von kultivierten Mikrogliazellen
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aus wildtyp (TRPV2**) und TRPV2-defizienten (TRPV27) Méausen 3 h nach Inkubation mit pHrodo.
Die Daten stellen Mittelwerte +S.E.M. dar. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils fur BV2
16 wells aus 4 unabh&ngigen Experimenten und fur Mikroglia 4 wells aus 2 unabh&ngigen Experimenten
dargestellt. * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0.001. Die Mal3stabsbalken entsprichen 40 um fir BV2 Zellen
und 15 pm fir Mikrogliazellen.

4.5.3 Untersuchung der Phagozytose von Latex Beads in BV2-Zellen mithilfe des
Plate Readers

Neben der Analyse mittels Durchflusszytometrie (4.5.1) wurde die Phagozytose von FITC-
markierten Latex Beads in BV2-Zellen auch mittels Sunrise™ Plate Reader durchgefuhrt. Um
zu untersuchen, ob die Phagozytose sich nach LPS-Stimulation erhéht, wurden die Zellen
(50000 Zellen) mit LPS (1 pg/ml) fir 1 h, 2 hund 6 h bei 37 °C und 5% CO: inkubiert. Die
Zellen wurden mit TRPV2-Agonisten wie 2-APB und THC und dem TRPV2-Antagonisten
Ruthenium Rot (RR) behandelt und die griine Fluoreszenz (F535) mit dem Plate Reader
gemessen. Um zu schauen, ob bei Stimulation der Zellen mit THC auch Effekte tber die CB1
und CB: Rezeptoren auftreten, wurden auch CB1/CB: Blocker (AM/JTE 100 nM) verwendet.

Zunachst konnte festgestellt werden, dass die Fluoreszenz bzw. die Phagozytose der BV2-
Zellen nach 2 h gréRRer war als nach 1 h, sich aber nach 6 h Inkubation mit LPS, 2-APB bzw.
THC nicht weiter erhéhte (Abb. 4.22A, B, C). Nach 1 h war die Phagozytose unabhangig von
der Zugabe von LPS bzw. der TRPV2 Agonisten und Antagonisten nicht signifikant verandert
(Abb. 4.22A). 2 h nach Inkubation mit LPS (1 pg/ml) war die Phagozytose im Vergleich zu
Kontrollzellen ohne LPS erhéht (Abb. 4.22B). Diese LPS-stimulierte Phagozytose wurde durch
RR (10 uM) signifikant reduziert. THC (30 uM) hatte keinen zusatzlichen Effekt auf die
Phagozytose und 2-APB (1 mM) fiihrte zu einer Inhibition (Abb. 4.22B). Als Positivkontrolle
fiihrte Cytochalasin D (5 puM) ebenfalls zu einer signifikanten Fluoreszenzreduktion und somit
zu einer Inhibition der Phagotzytose. Es konnte auch gezeigt werden, dass CB1 und CB;-
Blocker keinen signifikanten Einfluss auf die Phagozytose der Latex Beads in BV2-Zellen hatte
(Abb. 4.22B). 6 h nach Inkubation waren wieder keine signifikanten Unterschiede zu
detektieren (Abb. 4.22C).
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Abbildung 4.22: Phagozytose von Latex Beads in BV2-Zellen gemessen im Plate Reader.
Fluoreszenzmessungen (F535) in BV2-Zellen, die mit FITC-markierten Latex-Beads in Ab- und
Anwesenheit von LPS (1 pg/ml), RR (10 uM), 2-APB (1 mM), THC (30 uM), AM/JTE (100 nM) bzw.
Cyto D (5 uM) fir 1 h (A), 2 h (B) und 6 h (C) inkubiert wurden. Die Daten stellen Mittelwerte +S.E.M.
dar. (jeweils 3 Wells in 3 unabhéngigen Experimenten; * p <0,05, ** p <0,01)

4.6 Effekt der verwendeten Pharmaka auf die Viabilitat der BV2-Zellen

Im Rahmen der Phagozytoseexperimente viel auf, dass nach 2 und vor allem 6 h Inkubation
mit den verschiedenen Agonisten und Antagonisten die Zahl der lebenden Zellen beeintréchtigt
schien. Daher wurde im Folgenden untersucht welchen Einfluss die verwendeten Substanzen
auf die Viabilitdt der BV2-Zellen hatten. Zellviabilitdt beschreibt in der Zellbiologie den
Anteil lebender Zellen in einer Zellpopulation. Der CellTiter 96® AQueous One Solution-
Zellproliferationstest (MTS) von Promega ist eine farbmetrische Methode zur Bestimmung der
Anzahl lebender Zellen in einer Zellkultur. Die Losung enthélt eine Tetrazolium Substanz, die
bei Reduktion einen gefarbten Formazanprodukt erzeugen kann, das in Kulturmedium I6slich
ist und Licht bei 490 nm absorbieren kann. Die Lésung wird einfach zu den Zellen gegeben und
im Laufe der Zeit wird Formazan hergestellt. Die Menge an Formazan, die produziert wird, ist
direkt proportional zur Anzahl lebensféhiger Zellen. Dieser Assay kann verwendet werden, um
die Zytotoxizitat zu testen. Hierfir wurden 20 pl des CellTiter 96® AQueous One Solution
Reagenz direkt in die 100 pl Kulturmedium mit 50000 Zellen zugegeben und 1 h, 2 hund 6 h
in Anwesenheit von Latex Beads, 2-APB (1 mM), THC (30 uM), CB:1 und CB>-Blocker
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(AM/JTE 100 nM), RR (10 uM), LPS (1 pg/ml) und Cytochalasin D (5 uM) bei 37 °C und 5%
COz inkubiert und dann die Absorption bei 490 nm mit einem 96-well-Plate Reader gemessen.

Wie in Abbildung 4.23A zu sehen ist, war die BV2-Zellviabilitdt schon nach 1 h
Inkubationszeit mit 2-APB (1 mM) signifikant reduziert, was darauf hindeutet, dass 2-APB
einen schadlichen Effekt auf die Zellen hat. Cytochalasin D hatte nach 1 h Inkubation ebenfalls
einen kleinen, aber signifikanten zytotoxischen Effekt auf die BVV2-Zellen (Abb. 4.23A). Nach
2 h bzw. 6 h waren insgesamt weniger lebendige BV2-Zellen vorhanden als nach 1 h,
unabhéngig von der Inkubation mit den verschiedenen Substanzen, was sich aber zwischen 2 h
und 6 h nicht mehr groRartig veranderte (Abb. 4.23A, B, C). Lediglich der Anteil der lebenden
Zellen nach Inkubation mit 2-APB nahm nach 6 h weiter ab (Abb. 4.23C).
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Abbildung 4.23: Zellviabilitdit von BV2-Zellen. Zellviabilitdt von BV2-Zellen, gemessen als
Absorption bei 490 nm in MTS-Puffer nach 1 h (A), 2 h (B) und 6 h (C) Inkubation mit Latex Beads, 2-
APB (1 mM), THC (30 uM), CB: und CB,-Blocker (AM/JTE 100 nM), RR (10 puM), LPS (1 pg/ml)
und Cytochalasin D (5 uM). Die Daten stellen Mittelwerte +S.E.M. dar. (jeweils 2 Wells in 2
unabhangigen Experimenten; * p <0,05, ** p <0,01, *** p<0.001)
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4.7 Pharmakologie von humanem TRPV2 exprimiert in HEK293 und COS-7
Zellen

4.7.1 TRPV2-Agonisten

TRPV2 wird durch 2-APB (Hu et al., 2004), THC und CBD Speziesspezifisch aktiviert (Qin
et al., 2008). Laut Literatur wurde hTRPV2 durch 300 uM 2-APB aktiviert (Neeper et al.,
2007). Abbildungen 4.24 zeigt, dass 1 mM 2-APB (Abb. 4.24A), 10 uM THC (Abb. 4.24B)
und 1 mM CBD (Abb. 4.24C) einen Strom in human TRPV2-uberexpremierenden HEK293-
Zellen (HEK-hTRPV2) aktiviert. Bei Applikation von 2-APB und THC ging der induzierte
Strom zuné&chst hoch und dann auch rasch wieder zuriick. Lediglich bei 1 mM CBD gab es
einen langsam steigenden Ein- und Auswaértsstrom, dessen Ausgangswert nach Ende der
Applikation nicht wieder erreicht wurde (Abb. 4.24C). In HEK293 Zellen ohne TRPV2 war
kein Strom durch CBD, 2-APB oder THC (Anhang Abb. 6.5B, C und D) zu messen. Anhang

Abbildungen 6.5C und D wurden aus meiner Masterarbeit (Malihpour, 2017) entnommen.
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Abbildung 4.24: 2-APB, THC und CBD aktivieren TRPV2 Strome in hTRPV2-expremierenden
HEK293-Zellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und
nach der Applikation von 1 mM 2-APB (A), 10 pM THC (B) und 1 mM CBD (C). Balken markieren
den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen Netto-Strome (netto =
Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-APB, THC bzw. CBD sind jeweils darunter
dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M fiir den Strom (ber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM
fiir die 1Vs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.
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Da hTRPV2 durch Cannabinoide (THC, CBD) aktiviert wird (Abb. 4.24), sollte nachfolgend
untersucht werden, ob hTRPV2 auch durch Endocannabinoide wie 2-Arachidonylglycerol (2-
AG) aktiviert wird, was bei Applikation von 100 uM 2-AG jedoch nicht der Fall war (Abb.
4.25A). Monet et al. haben gezeigt, dass Lysophosphatidylcholin (LPC) einen Calciumeinstrom

Uber den TRPV2-Kanal

induziert und TRPV2 Proteine durch Translokation an die

Plasmamembran gebracht werden (Monet et al., 2009). Doch weder in HEK293 Zellen, die
humanes TRPV2 exprimieren, noch in HEK293 Zellen, die Maus TRPV2 exprimieren konnte
ein Strom durch 20 uM LPC gemessen werden (Abb. 4.25B, C). Neben THC und Cannabidiol
wurde in der Literatur beschrieben, dass TRPV2 auch durch Probenecid aktiviert werden kann

(Bang et al., 2007). Aber auch 1 mM Probenecid konnte keinen Strom in hTRPV2-

exprimierenden HEK293 Zellen auslosen (Abb. 4.24D).
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Abbildung 4.25: 2-AG, LPC und Probenecid aktivieren keine Stréme in hTRPV2-expremierenden
HEK?293-Zellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV (ber die Zeit vor, wéahrend und
nach der Applikation von 100 uM 2-AG (A), 20 uM LPC (B, C) und 1 mM Probenecid (D) in HEK293
Zellen die humanes (h)TRPV2 (A, B, D) und Maus (m)TRPV2 (B) exprimieren. Balken markieren den
Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Strome (netto =
Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-AG, LPC und Probenecid sind jeweils darunter
dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M fur den Strom uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM
fur die 1Vs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

COS-7 Zellen sind eine Zelllinie, die aus den immortalisierten CV-1-Zellen einer
afrikanischen griinen Meerkatze (Chlorocebus aethiops) hervorgegangen sind. Humanes
TRPV2 wurde in COS-7 Zellen transfiziert und Patch-Clamp-Messungen durchgefihrt. Wie in
human TRPV2-exprimierenden HEK293-Zellen konnte auch in human TRPV2-
exprimierenden COS-7 Zellen Strome nach Applikation von 2-APB (Abb. 4.26A), THC (Abb.
4.26B) und CBD (Abb. 4.26C) gemessen werden. Die THC-aktivierten Stréme waren
unabhéngig von der Aktvierung eventuell in COS-7 Zellen exprimierter Cannabinoidrezeptoren
(CB1 und CB), da jeweils 100 puM der Cannabinoidrezeptor Antagonisten AM251 (CB1) und
JTE907 (CBy) keinen Effekt auf den THC-aktivierten Strom hatten (Abb. 4.26B). Cannabidiol
fiihrte bei Applikation von 100 uM, 300 uM und 1 mM zu einer Dosis-abhangigen hTRPV2
Aktivierung, wobei auch hier die Cannabinoidrezeptor Antagonisten AM251 (CB:) und
JTE907 (CB2) keinen Effekt auf den 300 uM CBD-aktivierten Strom aufwiesen (Abb. 4.26C).
In COS-7 Zellen ohne Expression von hTRPV2 konnte kein Strom bei Applikation von 1 mM
2-APB, 30 uM THC oder 1 mM CBD gemessen werden (Anhang Abb. 6.6).
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Abbildung 4.26: 2-APB, THC und CBD aktivieren TRPV2 Stréme in hTRPV2-expremierenden
COS-7-Zellen. Ein-und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und nach
der Applikation von 1 mM 2-APB (A), 30 uM THC (B) und 100 pM, 300 uM und 1 mM CBD (C) in
Abwesenheit (A, B Kontrolle, C) und Anwesenheit (B und C blaue Kurven) von 100 uM AM251 und
100 uM JTE907. Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der
maximalen Netto-Strome (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in 2-APB, THC bzw.
CBD sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M fiir den Strom Uber die Zeit
und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern
angegeben.

4.7.2 TRPV2 Antagonisten

Ruthenium Rot (RR) ist ein nicht kompetitiver Inhibitor aller TRP Kanéle, auch von TRPV2,
Benham et al. konnten eine ICso von 0,6 uM RR zur Inhibition von Maus und Human TRPV2
messen und ich in meiner Masterarbeit von 121 nM fiir Maus TRPV2 in Mikrogliazellen
(Benham et al., 2003; Malihpour, 2017). Um den inhibitorischen Effekt von RR auf den
humanen TRPV2 zu testen, wurde 10 uM RR in die Badlésung gegeben und 1 mM 2-APB uber
die Applikationspipette auf die HEK293-hTRPV2 Zellen appliziert. Dabei wurde der 2-APB-
aktivierte Strom signifikant inhibiert (Abb. 4.27). Wie in kultivierten Mikrogliazellen aus dem
Kortex der Maus inhibierten auch 100 uM Valdecoxib und 50 uM Tiloron, beides noch nicht
publizierte TRPV2 Blocker (siehe 4.1.1), den 2-APB-induzierten Strom in HEK-hTRPV2-
Zellen. Tranilast, das in mehreren Arbeiten als TRPV2-spezifischer Antagonist beschrieben
wurde (Peralvarez-Marin et al., 2013), hatte keine inhibitorische Wirkung auf den 2-APB-
induzierten Strom in hTRPV2-exprimierenden HEK293-Zellen (Abb. 4.27).
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Abbildung 4.27: Inhibition von TRPV2 Stréomen in hTRPV2-expremierenden HEK-Zellen. Ein-
und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von
1 mM 2-APB in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von 10 uM RR, 1 mM Tranilast, 100 uM
Valdecoxib und 50 uM Tiloron (A). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-
Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor
Applikation) in A. (C) Statistische Vergleich der Amplituden der 2-APB-induzierten Ein- (unten) und
Auswartsstrome (oben) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von 1 mM Tranilast (TL), 10 uM
RR, 50 puM Tiloron und 100 pM Valdecoxib (CV). Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M flir den Strom
tber die Zeit in A und die Stromamplituden in C und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs in B. Die Anzahl
der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben. * p <0,05, *** p<0.001.

Als nachstes wurde der Effekt von Ruthenium Rot auf THC- und CBD-induzierte Strome in
COS-7 Zellen untersucht, die humane TRPV2 Proteine exprimieren. Die Zellen wurden mit 10
UM RR inkubiert und 30 uM THC (Abb. 4.28A) bzw. 300 uM CBD appliziert (Abb. 4.28B).
Sowohl der der THC- als auch der CBD-induzierte Einwértsstrom wurde durch RR im
Vergleich zu Kontrollzellen komplett inhibiert, wobei sich die Amplitude des Auswartsstroms
nicht anderte. Die Strom-Spannungs-Kurven der maximalen Netto-Strome wahrend der
Applikation von 30 uM THC (Abb. 4.28A, unten) und 300 uM CBD (Abb. 4.28B, unten) in
Anwesenheit von 10 uM RR weisen eine verdnderte Stromspannungsabhangigkeit auf:
Waéhrend der Einwartsstrom komplett inhibiert ist, ist der Auswértsstrom nicht inhibiert, zeigt
aber eine starkere Auswartsrektifizierung als unter Kontrollbedingungen ohne RR (Abb. 4.28A,

B).
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Abbildung 4.28: RR inhibiert Einwartsstrome in hTRPV2-expremierenden COS-7-Zellen. Ein-
und Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV uber die Zeit vor, wéahrend und nach der Applikation von
30 UM THC (A) und 300 uM CBD (B) in Abwesenheit (Kontrolle) und Anwesenheit von Rutehnium
Rot (RR). Balken markieren den Zeitraum der Applikation von THC bzw. CBD. Strom-Spannungs-
Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) ohne
und in RR sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M fir den Strom uber die
Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in
Klammern angegeben.
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5 Diskussion

Mikrogliazellen sind die Immunzellen im zentralen Nervensystem. Ihre Funktion hangt von
ihrer Aktivitit ab, die durch intrazellulare Ca?* Signale moduliert wird. TRPV?2 ist ein nicht-
selektiver Kationenkanal und Ca?* permeabler lonenkanal (Pcaz+/Pna+ = 1-3) ((Clapham, 2003),
den wir und mittlerweile auch andere (Maksoud et al., 2019) in Mikrogliazellen identifiziert
haben, und den ich in meiner Masterarbeit begonnen habe pharmakologisch zu charakterisieren
(Malihpour, 2017). In der vorliegenden Arbeit habe ich die pharmakologische
Charakterisierung von TRPV2 in kultvierten Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus
fortgesetzt und die Funktion von TRPV2 in Mikrogliazellen untersucht. Aufgrund begrenzter
Mengen an kultivierten primédren Mikrogliazellen wurde in dieser Arbeit auch die
immortalisierte permanente BV2-Zellinie verwendet, die vielfach als Modellzelllinie fiir Maus
Mikrogliazellen zum Einsatz kommt. Es gab bereits Hinweise, dass BV2 Zellen funktionelle
TRPV2 Kandle exprimieren (Hassan et al., 2014a), diese Ergebnisse konnten wir in der
vorliegenden Arbeit bestatigen. Zur funktionellen Charakterisierung von TRPV2 in den BV2-
Zellen wurden Whole-Cell Patch Clamp und Ca?* Imaging Experimente durchgefiihrt. Um die
Rolle von TRPV2 in der Funktion der Mikrogliazellen zu untersuchen habe ich die Produktion
reaktiver Sauerstoffspezies (ROS-Assay), das Migrationsverhalten (Migration-Assay) und die
Phagozytoseaktivitat (Phagozytose-Assays) in Ab- und Anwesenheit verschiedener TRPV2
Agonisten und Antagonisten sowie in primédren Mikrogliazellen aus Wildtyp und TRPV2-

defizienten Mausen untersucht.

Bei der Préaparation neugeborener TRPV2-defizienter Mé&use fiel auf, dass diese deutlich
kleiner waren als Wildtyp Mé&use und demzufolge auch ein geringeres Gewicht aufwiesen.
Ahnliche Beobachtungen wurden schon von Park und Mitarbeitern publiziert, die die TRPV2-
defiziente Mauslinie generiert hatten (Park et al., 2011b). Desweiteren konnten die Autoren
beobachten, dass die Anzahl der homozygoten TRPV27 Nachkommen bei heterozygoter
Verpaarung reduziert war und nicht den zu erwartenden Mendel schen 25% entsprach (Link et
al., 2010; Park et al., 2011b). Auch diese Beobachtung konnten wir bestéatigen. Dies weist
darauf hin, dass TRPV2 mdglicherweise bei der embryonalen Entwicklung der Maus eine Rolle
spielt. In diesem Zusammenhang konnte gezeigt werden, dass die Plazenta TRPV2-defizienter
Méuse ein geringeres Gewicht im Vergleich zu Wildtyp Mé&usen aufweist (De Clercq und
Vriens, 2018). Zudem konnte in unserer Arbeitsgruppe funktionelle TRPV2 Kanéle in der
Plazenta und Synzytiotrophoblasten nachgewiesen werden (Belkacemi et al., noch nicht

publizierte Daten).
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5.1 Pharmakologische und funktionelle Charakterisierung von TRPV2 in

Mikrogliazellen

In meiner Masterarbeit (Malihpour, 2017) und in der vorliegenden Arbeit konnte ich zeigen,
dass in den Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus Strome durch die TRPV2 Agonisten 2-
APB und THC aktiviert werden konnten, die in Anwesenheit von TRPV2 Antagonisten
Ruthenium Rot, Valdecoxib und Tiloron nicht auftraten bzw. reduziert waren. Die Blockade
durch Ruthenium Rot ist spannungsabhéngig, d.h. im Fall von Ruthenium Rot, dass der
Einwartsstrom gehemmt wird, der Auswaértsstrom jedoch nicht. 2-APB aktiviert z.B. auch
Kanale wie TRPV1 und TRPV3 und hat einen inhibitorischen Einfluss auf TRPM8 (Gao et al.,
2016). Da die 2-APB bzw. THC-aktivierten Strome in kultivierten Mikrogliazellen aus dem
Kortex von TRPV2-defizienten Mausen jedoch nicht auftraten, konnten sie in Wildtyp
Mikrogliazellen eindeutig als TRPV2 Strome identifiziert werden. Es wurde bereits publiziert,
dass 2-APB Calciumeinstrome (ECso 130 uM) in Maus TRPV2-transfizierten Zellen induziert
(Hu et al., 2004). In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 2-APB und THC zu einem
zytosolischen Ca?* Anstieg in WT-Mikrogliazellen fiihrt, nicht aber in Mikrogliazellen die aus
TRPV2*" und TRPV2' Mausen isoliert worden waren. Probenecid und Amilorid, die als
TRPV2 Agonist bzw. Antagonist bereits publiziert worden waren, zeigten keinen Effekt (Bang
et al., 2007; McGahon et al., 2016). Laut Bang et al. aktiviert Probenecid ein intrazelluldres
Ca?* Signal mit einer EC50 von 31.9 uM in TRPV2 (Ratte) -exprimierenden HEK-Zellen. In
der Arbeit von McGahon und Mitarbeitern konnte intrazelluldres Ca?* Signal durch Amilorid
in Retinal VSMCs (retinal vascular smooth muscle cells) der Ratte inhibiert werden. Eine
mogliche Erklarung wére, dass die unterschiedliche Wirkungseffizienz von Probenecid und
Amilorid in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu schon publizierten Daten an den

unterschiedlichen Spezies (Ratte, Maus, Human) liegen kénnte.

Fir Maus TRPV2 konnten 2-APB, THC, CBD, Probenecid als Agonisten und RR als auch
Tranilast als Antagonisten in heterologer Uberexpression in HEK293 bzw. COS-7 Zellen
nachgwiesen werden. Die Substanzen zeigen &hnliche Effekte auf BV2 Zellen, die endogen
TRPV2 Kanéle exprimieren (Bang et al., 2007; Hassan et al., 2014a; Iwata et al., 2018; Mihara
etal., 2010). In der vorliegenden Arbeit wurden HEK293-Zellen verwendet, die transient Maus
TRPV2 exprimieren. Murine TRPV2 Kandle werden durch 2-APB aktiviert und diese so
aktivierten Auswartsstrome konnen durch Tiloron (50 uM) inhibiert werden. Im Gegensatz

dazu kdnnen 2-APB induzierte Einwartsstrome durch 50uM Tiloron potenziert werden. Eine
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Erklarung hierfir ware, dass Tiloron einen sogenannten Spannungs-abhangigen Block von
Maus TRPV2 verursacht. D.h. bei positiven Membranpotentialen wird Maus TRPV2 durch
Tiloron inhibiert und bei negativen Potentialen potenziert. Es konnte sein, dass es zwei Tiloron
Bindungsstellen im murinen TRPV2 Protein gibt. Tiloron kénnte TRPV2-Kanal von innen
blockieren und dadurch wird keine Kationen aus der Zellen hinaus. Hier sollte weitere
Experimente in Anwesenheit von Tiloron in die Pipettenldsung durchgefuhrt werden. Laut
Literatur aktiviert CBD (10 puM) sowohl humane als auch TRPV6 Kandale der Ratte (Qin et al.,
2008). In dieser Arbeit konnte durch CBD nur ein geringer zytosolischen Ca?* Anstieg in
Zellen, die murines TRPV2 exprimieren, induziert werden. Eine mogliche Erklarung wére, dass

potentielle Bindungsstellen fir CBD im murinen TRPV2 Protein nicht konserviert sind.

TRPV2 aus der Ratte wurde nach Uberexpression in HEK293-Zellen bzw. endogen im
Spinalganglion durch 2-APB, THC, CBD, Probenecid aktiviert und durch RR und Amilorid
inhibiert (Bang et al., 2007; Gao et al., 2016; McGahon et al., 2016; Neeper et al., 2007; Qin
et al., 2008). Bei Ca?* Imaging und Whole-Cell Patch Clamp Experimenten in Spinalganglion-
Zellen der Ratte, die TRPV2 exprimieren, konnte eine halbmaximale effektive aktivierende
Konzentration (ECso) von 14 pM THC und 3,7 uM CBD ermittelt werden (Qin et al., 2008).
Mithilfe elektrophysiologischer und Calcium-Imaging-Techniken konnte gezeigt werden, dass
Probenecid TRPV2 aus der Ratte exprimiert in HEK293T-Zellen aktivieren kann (Bang et al.,
2007). Dabei betrug die ECso von Probenecid 31,9 uM und die maximale Effizienz wurde bei
1 mM erreicht. Erst kiirzlich konnte gezeigt werden, dass TRPV2 aus der Ratte durch reaktive
Sauerstoffspezies (ROS) in der Zelle aktiviert werden kann (Fricke et al., 2019). Fricke und
Mitarbeiter identifizierten konservierte Methioninreste in humanem als auch in TRPV2 der
Ratte, die durch ROS oxidiert werden. Die Oxidation bewirkt eine Modulation der TRPV2
Aktivitat. Wie in der Literatur beschrieben wurde, inhibiert Ruthenium Rot (10 uM) 2-APB-
induzierte TRPV2-Einwaértsstrome (Hu et al., 2004). Die Experimente wurden an

Spinalganglien der Ratte durchgefihert.

Fir humanes TRPV2 wurden THC, CBD als Agonisten und RR, Tranilast als Antagonisten
nach heterologer Expression in HEK293-Zellen, CHO-Zellen und endogen in Makrophagen
von Patienten mit zystische Fibrose beschrieben (Iwata et al., 2018; Leveque et al., 2018;
Neeper et al., 2007; Qin et al., 2008). In der vorliegenden Arbeit wurden HEK293-Zellen und
COS-7-Zellen verwendet, die transient humanen TRPV2 exprimierten, die ebenfalls nach
Applikation von 2-APB, THC und CBD Strome aufwiesen. Im Gegensatz zu Maus und Ratte
TRPV2 konnte in Human TRPV2-transfizierten HEK293-Zellen keine Aktivierung durch 2-
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APB beobachtet werden (Juvin et al., 2007; Neeper et al., 2007). In dieser Arbeit konnte durch
1 mM 2-APB humanes TRPV2 aktiviert werden und Mdglicherweise lag die hTRPV2-
Aktivierung durch 2-APB in der vorliegenden Arbeit daran, dass hier 1 mM 2-APB und nicht
300 uM 2-APB, wie in Neeper et al. verwendet wurde. In Human Glioblastom Zelllinie
(UB7MG) loste CBD (ECso = 22,2 uM) die Human TRPV2-Strome aus und diese Aktivierung
wurde durch RR (ICso =3.25 uM) inhibiert (Nabissi et al., 2013). CBD und THC-induzierten
Strome sind in dieser Arbeit durch RR, Valdecoxib und Tiloron inhibiert. Tranilast, was als
TRPV2 Antagonist bekannt ist (lwata et al., 2018; Peralvarez-Marin et al., 2013; Nie et al.,
1997), fihrte zu keiner Inhibierung von hTRPV2-Strom. Zur Ubersicht (ber die
Speziesspezifischen Agonisten und Antagonisten siehe auch Tabelle 3.4 und 3.5. Laut Monet
et al. (2009) induzierte die Applikation von 10 uM LPC nach wenigen Minuten einen
anhaltenden Ca?* Anstieg in CHO-mTRPV2-Zellen und HEK-hTRPV2 Zellen (Monet et al.,
2009). In der vorliegenden Arbeit wurde 20 uM LPC auf Human und Maus TRPV2
exprimierende HEK293-Zellen appliziert, aber es konnte kein Strom gemessen werden (Abb
4.25B, C). Der Unterschied konnte daran liegen, dass in dieser Arbeit 1-Acyl-sn-glycero-3-
phosphocholin (LPC) aus Eigelb verwendet wurde aber in der Arbeit von Monet et al. (Monet
et al., 2009) wurde 1-Acyl-sn-glycero-3-phosphocholin aus Sojabohnen verwendet. Es wurden
1 mM Probenecid auf Human TRPV2-exprimierende HEK293-Zellen getestet, jedoch hatte die
Applikation von Probenecid keinen Effekt auf die HEK-hTRPV2-Zellen und auch auf HEK-
MTRPV2 (Malihpour, 2017). In der Arbeit von Hassan et al. (Hassan et al., 2014a) konnte die
Phagozytose in BV2-Zellen durch 1 mM Probenecid signifikant erhdht werden aber in dieser
Arbeit wurde durch Probenecid mithilfe elektrophysiologischer-Techniken kein TRPV2-Strom
gemessen. Dieser Unterschied kann an den unterschiedlichen Methoden oder Spezies (Maus,

Human) liegen.

Wie in der Literatur beschrieben, aktiviert THC auch die G-Protein-gekoppelten
Cannabinoidrezeptoren CB: und CB; (Matsuda et al., 1990) und es ist belegt, dass
Mikrogliazellen diese Rezeptoren exprimieren (Cabral und Marciano-Cabral, 2005). Da CB1
und CB2 Rezeptorblocker keinen Einfluss auf den THC-induzierten Strom in Mikrogliazellen
hatten kann davon ausgegangen werden, dass THC wie auch die anderen Cannabinoide TRPV2
in Mikrogliazellen direkt aktivieren. Auch nach heterologer Expression von humanem TRPV2
in COS-7 Zellen fiihrten THC und CBD zu einer Aktivierung von TRPV2 (Abb. 4.26B, C).

In einer der ersten Arbeiten zu TRPV2 wurde beschrieben, dass IGF1 uber die Stimulation
des IGF1 Rezeptors aktive TRPV2 Kanile aus der Maus nach Uberexpression in CHO-K1
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Zellen in die Plasmamembran transloziert. Folglich konnte direkt nach Einbruch der
Plasmamembran der Zellen TRPV2 Stréme gemessen werden (Kanzaki et al., 1999). Daher
wurde TRPV2 zundchst als wachstumsfaktorregulierter Kanal (growth factor regulated
channel, GRC) bezeichnet. In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch weder in Mikrogliazellen
noch nach Uberexpression von Maus TRPV2 in HEK293-Zellen ein Strom durch Applikation
von IGF1 aktiviert werden. Auch hatte eine Inkubation mit IGF1 keinen Einfluss auf den 2-
APB-induzierten Strom in Mikroglia und mTRPV2-exprimierenden HEK293-Zellen (Abb. 4.7,
4.8). Laut Literatur besitzen Mikrogliazellen IGF1 Rezeptoren und diese Rezeptoren haben
einen Antiinflammatorischen Effekt auf die Mikrogliazellen (Labandeira-Garcia et al., 2017;
Palin et al., 2007; Rodriguez-Perez et al., 2016). Es ist auch bekannt, dass HEK293 Zellen und
CHO-K1 Zellen die IGF1 Rezeptoren exprimieren (EI-Shewy et al., 2007; Kanzaki et al.,
1999). Der Unterschied zwischen die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeit und Kanzaki et al

konnte nicht begrindet werden und hierzu bedarf es noch weiterfiihrender Experimente.

In der vorliegenden Arbeit wurden auch BV2-Zellen als Modellzelllinie fur Maus
Mikrogliazellen eingesetzt. BV2-Mikroglia sind eine immortalisierte Zelllinie, die aus
Hirngewebe der Maus isoliert wurden und viele phénotypische Eigenschaften von Mikroglia
aufweisen (Blasi et al., 1990b). In seiner Arbeit zeigte Hassan, dass BV2-Zellen das TRPV2-
Protein exprimieren und CBD die TRPV2-Translokation in die Plasmamembran verstarkt
(Hassan et al., 2014a). In meiner Arbeit konnte ich zeigen, dass BV2-Zellen Strome aufweisen,
die dieselben pharmakologischen Eigenschaften wie TRPV2 in den priméren Mikrogliazellen
besitzen. Im Gegensatz zu Hassan et al. konnten in der vorliegenden Arbeit jedoch keine
Cannabidiol-induzierten zellularen Signale in den BV2-Zellen detektiert werden. Auch die
primaren Mikrogliazellen der Maus reagierten nicht auf die Applikation von CBD.

5.2 2-Arachidonylglycerol induziert Ca-Strome in Mikrogliazellen

Anandamid und 2-Arachidonylglycerol (2-AG) sind naturlich  vorkommende
Endocannabinoide. 2-AG konnte im Gehirn, als auch in Leber, Lunge, Milz und Niere der Ratte
nachgewiesen werden (Kondo et al., 1998). Es konnte in den verschiedenen Studien gezeigt
werden, dass die Cannabinoide eine neuroprotektive Wirkung haben. 2-Arachidonoylglycerin
(2-AG) oder Palmitoylethanolamid (PEA) kénnen Mikrogliazellen beeinflussen und die Anzahl
geschadigter Neuronen nach exzitotoxischer Lasion in OHSC (organotypic hippocampal slice
cultures) verringern (Hohmann et al., 2019). Laut Qin et al. kénnen Endocannabinoide wie 2-
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Arachidonylglycerol (2-AG) und Anandamid (AEA) in Spinalganglien der Ratte endogene
TRPV2-Strome aktivieren (Qin et al., 2008). In dieser Arbeit konnte ich zeigen, dass auch in
BV2-, Mikrogliazellen oder nach Uberexpression in HEK293 Zellen durch 2-AG,
Einwartstrome aktiviert werden kénnen. Allerdings zeigen auch Mikrogliazellen aus TRPV2
defizienten Mausen ahnliche Strome, die wiederum durch TRPV2 Antagonisten nicht inhibiert
werden konnten. Dies weist darauf hin, dass der 2-AG-induzierte Strom nicht von TRPV2
abhangt, und lediglich in den Mikrogliazellen, nicht aber endogen in HEK293 Zellen auftritt.

In der Literatur ist beschrieben, dass 2-AG die Cannabinoid-Rezeptoren CB; und CB:
aktiviert (Reggio, 2010). Jedoch hatte die Inkubation der Mikrogliazellen mit Cannabinoid-
Rezeptor-Antagonisten keinen inhibitorischen Effekt auf den 2-AG-induzierten Strom in
Mikrogliazellen. Da auch eine Inkubation mit Pertussis Toxin (PTX) keinen groRen Effekt
hatte, scheint der 2-AG-induzierte Strom in Mikrogliazellen auch nicht Gber andere PTX-
sensitive G-Protein gekoppelte Rezeptoren vermittelt zu sein. In Mikrogliazellen aus der Ratte
wurde die funktionelle Expression von TRPV4 beschrieben (Konno et al., 2012a) und 2-AG
wurde als Aktivator von TRPV4 in humanen GeféalRendothelzellen postuliert (Ho et al., 2015).
Der 2-AG-abhéangige Strom war jedoch in Anwesenheit des TRPV4 Inhibitors HC-067047 nach
wie vor vorhanden, so dass auch die Aktivierung von TRPV4 durch 2-AG in den
Mikrogliazellen ausgeschlossen werden konnte. In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt
werden, dass 2-AG neben dem Strom auch einen intrazellularen Ca?* Anstieg versursacht.
Dieser war abhangig von extrazellularem Ca?*. Die Substitution von extrazelluldrem Na* durch
NMDG fiihrte zu keiner Veranderung der Stromspannungskurve des 2-AG-aktivierten Stromes
in Mikrogliazellen, lediglich zu einer minimalen Reduktion des Einwértsstromes. Dies weist
darauf hin, dass der Einwartsstrom nur zu einem kleinen Teil durch Na* getragen wird. Die
Substitution von extrazellularem CI° durch Aspartat fiihrte lediglich zu einer leichten
Verschiebung des Umkehrpotentials und weist zumindest auf eine Beteiligung von CI- am 2-
AG-aktivierten Strom hin. Die experimentellen Ergebnisse lassen bisher noch keine
eindeutigen Erkenntnisse zu den molekularen und mechanistischen Grundlagen des 2-AG-
induzierten Stromes in den Mikrogliazellen zu. Hierzu bedarf es noch weiterfuhrender

Experimente.
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5.3 TRPV2 in Mikrogliazellen nach Stimulation mit LPS

Es ist seit langem bekannt, dass Mikrogliazellen an Pathomechanismen neurodengenerativer
Erkrankungen beteiligt sind. Wie in der Einleitung beschrieben kénnen Mikrogliazellen aus
einem nicht-aktivierten Zustand in einen aktivierten Zustand versetzt werden. Mikrogliazellen
konnen hierbei durch einzelne oder mehrere Stimuli aktiviert werden wie beispielsweise durch
die Aktivierung durch Lipopolysaccharide oder durch neuronale Schadigung (Lull und Block,
2010). Es ist bekannt, dass aktivierte Mikrogliazellen zu einer fortschreitenden Schadigung von
Neuronen fiihren und sie eine chronische Quelle fur Tumornekrosefaktor-o, Stickstoffmonoxid,
Interleukin-1B und reaktive Sauerstoffspezies (ROS) sind (Lull und Block, 2010). Wenn
Mikrogliazellen aktiviert werden, spielen sie eine wichtige Rolle bei z.B. pathologischen
Zustéanden wie Verletzungen des ZNS, Schlaganfall, neurodegenerative Erkrankungen, Tumor
oder neuropathischem Schmerz (Cao und Zhang, 2008; Watters et al., 2005). Mikrogliazellen
konnen experimentell durch die Zugabe von Lipopolysaccharid (LPS), einem Bestandteil der
Zellwand gramnegativer Bakterien, aktiviert werden und durch die Aktivierung nimmt ihre
ZellgroRe zu (Beck et al., 2008). Sie verdndern ihre Morphologie, ihre Genexpression sowie
ihren Bestand an lonenkanélen durch LPS-Stimulation (Franco und Fernandez-Suarez, 2015;
Farber und Kettenmann, 2005). In einigen Arbeiten konnte gezeigt werden, dass nach 24-
stiindiger Inkubation mit 1 pg/ml LPS die meisten Zellen eine amoboide Morphologie
(Spiegelei-formig) mit einer 62%-igen Erhéhung der Zellgrolie (Zellkapazitéat) haben (Beck et
al., 2008; Lively und Schlichter, 2013). Wie die Autoren in der Arbeit von Beck et al. (Beck et
al., 2008) zeigen konnten, wird z.B. der Speicher-aktivierte Icrac (Ca?*-release-activated Ca?*
current) nach Stimulation mit LPS reduziert, wohingegen der Ca?*-aktivierte TRPM4-dhnliche
Strom nicht beeinflusst war. In der vorliegenden Arbeit konnte ebenfalls gezeigt werden, dass
auch die ZellgroRe (Zellkapazitét) nach 24 stiindiger Inkubation von 1 pg/ml LPS zugenommen
hatte (Abb. 4.10) und die ermittelten Werte mit denen von Beck et al., gut ibereinstimmen.
Unsere Experimente weisen darauf hin, dass die funktionelle Expression von TRPV2, gemessen
durch die Aktivierung mit 1 mM 2-APB, nach Inkubation mit LPS nach einer Stunde sein
Maximum erreicht, dann zundchst wieder sinkt und nach weiterer Inkubation mit LPS nach 4 h
wieder langsam ansteigt (Abb. 4.10). Es scheint als ob TRPV2 besonders in der friihen Phase
der Aktivierung durch LPS eine besondere Rolle spielt. Es ist auch bekannt, dass LPS
Stimulation die Expression von Kaliumkandlen (Kv1.3) in BV2 Zellen und Natriumkanéle
(Nav1.6) in Mikrogliazellen und Makrophagen aus der Maus stimuliert (Rangaraju et al., 2017,

Craner et al., 2005). Lively und Schlichter (2018) konnten z.B. zeigen, dass in primaren
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Mikrogliazellen aus der Ratte die Expression der Transkripte von Trpm4 und Trpm5 durch 24
h Inkubation mit 10 ng/ml LPS um den Faktor 2-3 erhohte, wahrend die Expression von Trpm2
relativ konstant bliebt (Lively und Schlichter, 2018).

5.4 TRPV2 beeinflusst die LPS aktivierte Migration von Mikrogliazelle
Aktivierte Mikrogliazellen weisen eine amdboide Morphologie auf, ihre Migrationsfahigkeit
ist erhéht und sie erhalten die Fahigkeit zur extensiven Phagozytose (Echeverry et al., 2016a).
In diesem Zusammenhang konnte z.B. gezeigt werden, dass BV2-Mikrogliazellen nach LPS-
Behandlung eine signifikant erhéhte Migration zeigen (Hui et al., 2020; Kim et al., 2014; Nam
et al., 2018). Eine andere Arbeitsgruppe konnte sowohl in Wundheilungs (Scratch)- als auch in
Transwell-Migrations-Assays zeigen, dass LPS-stimulierte BV2-Zellen eine vierfach erhthte
Migrationsrate aufweisen (Do et al., 2020). Primé&re Mikrogliazellen der Ratte zeigen nach LPS

Behandlung (1ug/ml) eine schnellere Wundheilung (Ding et al., 2018).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Stimulation mit LPS zu einer
Erh6hung der Migrationsrate von BV2-Zellen als auch von Kkultivierten priméren
Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus im Vergleich zu nicht stimulierten Zellen fuhrt.
Dabei versursacht LPS in BV2-Zellen eine Vermehrung der tber ein Transwell migrierten
Zellen von etwa 4% auf 7% (Abb. 4.17). Die TRPV2-Antagonisten Ruthenium Rot (10 uM)
und Valdecoxib (100 uM) inhibieren die Migration der BV2-Zellen in nicht LPS-stimulierte
Zellen von etwa 4% auf 2% und in LPS-stimulierte Zellen von 7% auf 1%. Auch primére
Wildtyp Mikrogliazellen weisen nach Stimulation mit LPS eine signifikant erhohte
Migrationsrate im Vergleich zu TRPV2-defizienten Mikrogliazellen auf (Abb. 4.18). Die

Experimente weisen darauf hin, dass TRPV2 die Migration von Mikrogliazellen beeinflusst.

Fir periphere Makrophagen wurde aufgrund von Migrations-inhibitorischen Effekten des
TRPV2-Antagonisten Ruthenium Rot bzw. TRPV2-Silencing bereits vorgeschlagen, dass der
TRPV2-Kanal an der Migration beteiligt ist (Nagasawa et al., 2007). Aullerdem zeigten
TRPV2-defiziente Makrophagen in einem Transwell-Migrations-Assay eine geringere
Migrationsrate (Link et al., 2010; Nagasawa et al., 2007). Ahnliches wurde auch von humanen
PC3 Prostatakrebs-Zellen und Adenomakarzinomzellen berichtet, die nach TRPV2-Silencing
eine verringerte bzw. nach TRPV2 Uberexpression eine erhbhte Migration zeigten (Monet et
al., 2010). SchlieBlich konnten Entin-Meer et al. zeigen, dass durch TRPV2 vermittelte
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Modulation der intrazellularen Calciumkonzentration, die Migration von Makrophagen
beeinflusst wird (Entin-Meer et al., 2017).

5.5 Putative Beteiligung des TRPV2-Proteins an der ROS-Produktion in
Mikrogliazellen

Lipopolysaccharid (LPS) ist der Bestandteil der Zellwand gramnegativer Bakterien und kann
die entzundlichen Reaktionen, einschliellich der Freisetzung von proinflammatorischen
Zytokinen und reaktiver Sauerstoff Spezies (ROS) ausldsen (Chakravarty und Herkenham,
2005; Chuang et al., 2015). Bei der Aktivierung von den Mikrogliazellen werden ROS,
Stickstoffmonoxid (NO) und proinflammatorische Zytokine, die zu den Entziindungsreaktionen
beitragen, produziert (Chuang et al., 2015). Aktivierte Mikrogliazellen koénnen die
inflammatorische Antwort durch die ROS-Produktion modulieren und dadurch die Pathogene
beseitigen (Colton, 2009; Gordon, 2003; Loane und Kumar, 2016). Obwohl die ROS-
Produktion fur die Abwehr der Gewebe vor Pathogenen wichtig ist, kdnnen solche Substanzen
zur Schadigung von Neuronen fihren und sind moglicherweise an neurodegenerativen
Erkrankungen beteiligt (Heneka et al., 2015; Tonnies und Trushina, 2017). Die Reaktion auf
oxidativen Stress durch Mikrogliazellen spielt demnach eine wichtige Rolle bei

Pathomechanismen neurodegenerativer Erkrankungen (Peterson und Flood, 2012).

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass die ROS-Produktion in BV2-Zellen
und in priméaren Mikrogliazellen nach einer 24-stiindigen Inkubation mit 1 pg/ml LPS
signifikant erhoht wird (Abb. 4.19 und 4.20). In beiden Zelltypen wurde die LPS-induzierte
ROS-Produktion durch die TRPV2-Antagonisten Ruthenium Rot und Valdecoxib um mehr als
50% reduziert. Das weist darauf hin, dass TRPV2 maglicherweise an der LPS-induzierten ROS-
Produktion in den Mikrogliazellen beteilig ist. Kirzlich konnte gezeigt werden, dass TRPV2
der Ratte durch ROS aktiviert werden (Fricke et al., 2019). Dies kdnnte bedeuten, dass in
Mikrogliazellen einerseits die Produktion von ROS von der Aktivitdt von TRPV2 abhéngt und
andererseits ROS-Molekile wiederum durch positiven Feedback die Aktivitdt von TRPV2

erhohen.
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5.6 Beteiligung des TRPV2-Kanals an der Phagozytose in Mikrogliazellen

Die Makrophagen vermittelte Phagozytose von Bakterien ist als ein Teil des angeborenen
Immunsystems entscheidend an der Abwehr von pathogenen Keimen beteiligt. Mikrogliazellen
erkennen Krankheitserreger mittels spezifischer Rezeptoren und kénnen durch Umlagerung des
Aktin-Zytoskeletts und durch Clusterbildung von Proteinen Partikel internalisieren (Aderem
und Underhill, 1999). Calcium- und Natriumionen sind wichtig fur die Phagozytose,
einschlieBlich der Ansauerung von Phagolysosomen (Carrithers et al., 2007). Ein cytosolischer
Ca?*-Gradient (von auen nach innen) ist fiir die durch Fcy-Rezeptoren vermittelte Phagozytose
erforderlich (Carrithers et al., 2011; Young et al., 1984). Es ist bekannt, dass TRPV2 an der
Phagozytose als Reaktion auf Zymosan, Immunglobulin G (IgG) und Komplement-vermittelte
Partikelbindung in murinen Makrophagen beteiligt ist und diese Beteilung umfasst die PI3K-
abhangige Rekrutierung von TRPV2 zur Plasmamembran sowie anschlieBender Zell-
Depolarisation, mit der Folge einer Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts (Link et al., 2010).
Dabei weisen murine TRPV2-defiziente Makrophagen eine beeintréchtigte phagozytische
Aktivitdt auf wahrend in Wildtyp Makrophagen nach TRPV2-Stimulation durch den
Antagonisten RR (10 uM) die phagozytische Aktivitat wieder erniedrigt werden kann. Die
Infektion mit P. aeruginosa induziert ein Calciumsignal in priméren menschlichen
Makrophagen, welches durch die TRPV2 Antagonisten Tranilast und Ruthenium Rot blockiert
werden kann und wie beschrieben die Phagozytoseaktivitat signifikant reduziert (Leveque et
al., 2018). AulRerdem konnte gezeigt werden, dass die Phagozytose von FITC-Dextran in
TRPV2KO-abgeleiteten Maus Alveolarmakrophagen signifikant geringer war als in den
entsprechenden Wildtyp Zellen (Masubuchi et al., 2019).

In der vorliegenden Arbeit wurde die Phagozytose von Mikrogliazellen bzw. BV2-Zellen
mithilfe der Durchflusszytometrie und fluoreszierenden Latex Beads untersucht. In den
Experimenten am Durchflusszytometer konnte allerdings lediglich gezeigt werden, dass etwa
60% der BV2-Zellen Latex Beads phagozytiert hatten. Die Rate der phagozytierenden Zellen
wurde allerdings weder durch Inkubation mit LPS (2 h), noch durch die Anwesenheit der
TRPV2 Antagonisten Ruthenium Rot, Valdecoxib oder SKF96365 beeinflusst (Abb. 4.20). Im
Gegensatz dazu zeigte die Untersuchung der Phagozytose der Latex Beads mit Hilfe des Plate
Readers nach 2 h eine signifikante Reduktion der Phagozytoserate bei Inkubation mit
Ruthenium Rot (Abb. 4.22). Diese Unterschiede kdnnten daran liegen, dass viele BV2-Zellen
durch den Zellschaber in der Durchflusszytometrie gestorben sind. LPS und TRPV2 Agonisten
fihrten jedoch zu keiner signifikanten Verénderung der Phagozytoserate. Lediglich 2-APB
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fihrte zu einer deutlich reduzierten Phagozytose, was allerdings eher aus der reduzierten
Viabilitdt der BV2-Zellen nach Inkubation mit 2-APB resultierte (sieh Abb. 4.23). Wéhrend
Hassan et al. zeigen konnten, dass die Aufnahme von Latex-Beads in Gegenwart von LPS (100
ng/ml) in BV2-Zellen verstarkt war (Hassan et al., 2014a), konnte in der vorliegenden Arbeit
weder im Durchflusszytometer, noch im Plate Reader eine signifikante Erhéhung der
Phagozytoserate nach Inkubation mit LPS (2 h bis 6 h) in BV2-Zellen detektiert werden. Der
Unterschied in der vorliegenden Arbeit im Vergleich zu Hassan et al. (Hassan et al., 2014a)
war die Inkubationszeit mit LPS. In der Arbeit von Hassan et al. sind die Zellen mit LPS 24 h
inkubiert aber in dieser Arbeit sind die Zellen mit LPS 2 h bis 6 h inkubiert. Mdglicherweise
ist dies der Grund warum keine erhohte Phagozytoserate in der vorliegenden Arbeit festgestellt

werden konnte.

Die Phagozytose von pHrodo E.coli Partikeln, gemessen im Plate Reader, war 24 h nach
Inkubation in Anwesenheit der TRPV2 Antagonisten Ruthenium Rot und Valdecoxib
signifikant reduziert (Abb. 4.21). Fricke et al. konnten in Makrophagen zeigen, dass die
Hemmung von TRPV2 durch RR (10 pM) zur Verringerung der Phagozytose von
fluoreszierenden E.coli-Biopartikeln fiihrt (Fricke et al., 2019). Die TRPV2 Agonisten THC
und CBD flhrten in der vorliegenden Arbeit wie die TRPV2 Antagonisten zu einer Inhibition
der Phagozytose in BV2-Zellen. Eine Erklarung ware mdoglicherweise, dass Cannabinoide
einen antiinflammatorischen Effekt auf die BV2-Zellen haben, der Giber Cannabinoidrezeptoren
vermittelt wird (Nagarkatti et al., 2009). Mdglicherweise sind die TRPV2 Kandle unter den
gegebenen Bedingungen auch schon maximal stimuliert, so dass eine weitere Stimulation durch
THC keinen zusatzlichen Effekt hat.

Nach 3 h und 24 h Stimulation mit LPS (1 pg/ml und 100 ng/ml) weisen BV2-Zellen im
Vergleich zu den nicht stimulierten-Zellen eine geringere Phagozytoserate von pHrodo Partikel
auf (Abb. 4.21). Hier ist anzumerken, dass der pHrodo-Farbstoff mit E. coli Partikeln konjugiert
ist und LPS Bestandteile der Zellwand gramnegativer Bakterien wie E.coli darstellen. Der
Rezeptor fur LPS in den Mikrogliazellen ist der sogenannte Toll-like Rezeptor 4 (Kaisho und
Akira, 2000). Dieser ist im ZNS auch vornehmlich in Mikroglia exprimiert (Milanski et al.,
2009). Es wird vermutet, dass LPS und E. coli-Partikel beide an TLR4 binden. Durch Zugabe
von beiden, E.coli-Partikeln und LPS, treten diese an TLR4 in Konkurrenz, so dass weniger

pHrodo E.coli-Partikel binden und in die Mikrogliazellen internalisiert werden kann.
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Die Phagozyoseexperimente mit pHrodo E.coli Biopartikeln an kultivierten priméren
Mikrogliazellen aus dem Kortex der Maus weisen ebefalls auf die Beteiligung von TRPV2 bei
der Phagozytose hin. Mikrogliazellen aus TRPV2-defizienten Mausen weisen eine um etwa
40% reduzierte Phagozytoserate auf (Abb. 4.21G). Fur Mikrogliazellen wurde beschrieben,
dass uber Stickstoffmonooxidsynthetase (iNOS) produziert wird und die Phagozytose durch
Erhdhung von TRPV2 an der Plasmamembran (ber Proteinkinase G (PKG)- und
Phosphoinatisitidkinase (P13K)-abhéngige Signalwege reguliert wird (Maksoud et al., 2019).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass wie in peripheren Makrophagen auch in Mikrogliazellen
TRPV2 maligeblich an der Phagozytose beteiligt ist.
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6 Anhang

6.1 Untersuchung der funktionellen Expression weiterer TRP Kandle in
Mikrogliazellen

Die Transkriptomanalyse in Abbildung 4.1 zeigt, dass neben TRPV2 auch Transkripte fir
TRPC1, TRPC2, TRPC4, TRPC7, TRPM2, TRPM3, TRPM4, TRPM7 und TRPV4 in
kultivierten kortikalen Mikrogliazellen der Maus identifiziert werden konnten. Im Folgenden
wurde mit Hilfe verschiedener spezifischer als auch relativ spezifischer Agonisten mittels
Whole-cell Patch clamp Technik und Ca?* Imaging untersucht ob andere TRP-Kanéle
funktionell detektierbar sind.

6.1.1 Stimulation moglicher TRPC Stréme

Oleoyl-1-acetyl-sn-glycerin  (OAG) st ein membranpermeables Analogon von
Diacylglycerin (DAG) und aktiviert TRPC2, TRPC3, TRPC6 und TRPC7-Kanale (Hofmann et
al., 1999). Um den Effekt von OAG zu untersuchen, wurde 100 uM OAG auf die Kontrollzellen
(interne Lésung mit 100 nM Ca?* und externe Losung mit 1 mM Ca?*) appliziert, dabei konnte
kein Strom gemessen werden (Abb. 6.1A). Um zu testen, ob die Abwesenheit von
intrazellularem und extrazellularem Ca?* einen Einfluss auf TRPC2, TRPC3, TRPC6 und
TRPC7-Aktivierung haben, wurden die interne und externe Losung ohne Ca?* verwendet und
100 uM OAG auf die Mikrogliazellen appliziert. Wie in Abb. 6.1 zu sehen ist, gab es keine
Aktivierung eines Stromes.

GTPyS ist ein sehr langsam hydrolysierbares G-Protein-aktivierendes Analogon von
Guanosintriphosphat (GTP), welches alle heterotrimere G-Proteine der Zelle und alle damit
verbundenen Signalwege aktiviert. GTPyS aktiviert TRPC4 und TRPC5-Kandle (Sung et al.,
2011). Im Folgenden sollte untersucht werden inwieweit die Stimulation von G-Proteinen in
Mikrogliazellen TRPCs zu aktivieren vermag. GTPyS wurde in einer Konzentration von 200
MM in die Pipettenldsung, da es nicht membranpermeabel ist, hinzugegeben (Abb. 6.1B). Es
konnte kein Strom mit GTPyS aktiviert werden.
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Abbildung 6.1: Keine Aktivierung von TRPC-Strome durch guanosine 5'-O-[gamma-
thio]triphosphate (GTPyS) und 1-oleoyl-2-acetyl-sn-glycerol (OAG) in Mikrogliazellen. Ein- und
Auswartsstrome bei -80 mV und +80 mV uber die Zeit vor, wéahrend und nach der Applikation von 100
KM OAG (A) und int. 200 uM GTPyS (B). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-
Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor
Applikation) in OAG und GTPyS sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M
fur den Strom Uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs. Die Anzahl der gemittelten
Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

6.1.2 Stimulation moglicher TRPM2, TRPM3 und TRPM8 Strome

Adenosine diphosphate ribose (ADPR) kann an TRPM2-Kandle binden und die oxidative
Stress-vermittelte Signalisierung in verschiedenen physiologischen und pathologischen
Prozessen steuern. Es ist bekannt, dass ADPR TRPM2-Kanéle aktiviert (Yu et al., 2019).
TRPM2-Kandle konnen ebenfalls durch Wasserstoffperoxid (H202) aktiviert werden.
Oxidativer Stress stimuliert die intrazellulare ADP-Ribose-Bildung durch die Erzeugung von
H20,, die wiederum TRPM2-Kanéle 6ffnet (Hecquet und Malik, 2017). H2O> ist auch ein
Agonist fir TRPV1- und TRPV4-Kanéle (Yoshida et al., 2006). Um zu testen, ob ADPR einen
Effekt auf Mikrogliazellen hat, wurde 1 mM ADPR in die Pipettenlésung hinzugegeben, weil
ADPR als 2-fach negativ geladenes Molekul Membran-impermeabel ist (Abb. 6.2A). Wie die
Abbildung 6.2A zeigt, konnte nach ADPR Applikation kein zusatzlicher Strom gemessen
werden. Danach wurde 200 uM H20, auf die Mikrogliazellen appliziert (Abb. 6.2B). Um zu
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untersuchen, ob ADPR von innen und H20, von aufen der Zellen zusammen besser wirken und
den TRPM2-Kanal aktivieren konnen, wurde 1 mM ADPR in die Pipettenldsung und 1 mM
H.0; auf die Zellen appliziert. Hier wurden ADPR mit der verschiedenen Ca?* Konzentrationen
in die Pipettenlosung hinzugegeben (1 uM Ca?*, 300 nM Ca?" und 100 nM Ca?*). Wie in
Abbildung 6.2C zu sehen ist, konnte ebenfalls kein Strom aktiviert werden. Bei den
Experimenten in Abbildung 6.2D wurde 1 mM ADPR mit 140 mM Kalium-Glutamat (statt 140
mM Cs-Glu) in die Pipettenlosung hinzugegeben und 1 mM H20: auf die Zellen appliziert, um
zu testen, ob Cs* einen inhibitorischen Effekt auf TRPM2-Kanale hat. AMP reguliert die
Aktivitat einiger TRP-Kanale durch Aktivierung der Proteinkinasen C und A (PKC und PKA)
und damit durch Katalyse der Ser / Thr-Phosphorylierung von TRP-Kanélen (De Petrocellis et
al., 2007). Die TRPM8-Aktivitat wird durch die cAMP-abhéngige Proteinkinase A (PKA)
moduliert. 8-Br-cAMP aktiviert den PKA-Weg und moduliert indirekt TRPM8-Kanale (De
Petrocellis et al., 2007). TRPM3 ist ein Calcium-durchlassiger Kationenkanal, der durch
Waérme und durch das Neurosteroid Pregnenolonsulfat (PregS) aktiviert wird (Toth et al.,
2015). Hier sollte untersucht werden, ob funktionelle TRPM8 und/oder TRPM3 in Mikroglia
zu finden sind. Um zu untersuchen, ob 8-Br-cAMP von aul3en der Zellen oder von innen besser
auf den TRPM8-Kanale wirkt, wurde 50 uM 8-Br-cAMP in die Pipettenlésung gegeben (Abb.
6.2F) oder, da 8-Br-cAMP auch membrangangig ist, von auflen auf die Zellen (500 pM)
appliziert (Abb. 6.2G). Es konnten weder durch PregS (50puM) noch durch 8-Br-cAMP
zusétzliche Stréme aktiviert werden (Abb. 6.2E, G).
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Abbildung 6.2: Die TRPM Agonisten Adenosine diphosphate ribose (ADPR), Wasserstoffperoxid
(H20-) Pregnenolonsulfat (PregS) und 8-Bromoadenosine 3',5'-cyclic adenosine monophosphate
(8-Br-cAMP) aktivieren keine Stréome in Mikrogliazellen. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und
+80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 200 uM H,0; (B), 1 mM H,0-in
Anwesenheit von int. ADPR (C, D), 50 uM Preg$S (E), 500 uM 8-Br-cAMP (G), int. 50 uM 8-Br-cAMP
(F) und int. 1 mM ADPR (A). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-
Kurven (IVs) der maximalen Netto-Strdme (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in
ADPR, H;0,, PregS und 8-Br-cAMP sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte
+S.E.M flr den Strom uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der gemittelten
Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

6.1.3 Stimulation moglicher TRPV4 und TRPAL Strome
Es ist bekannt, dass die Mikrogliazellen aus dem Kortex der Ratte funktionelle TRPV4-
Kanéle exprimieren. Es wurde gezeigt, dass der TRPV4-Kandle durch 4a-phorbol 12,13-

didecanoate (4aPDD) aktiviert werden. Die TRPV4 Aktivierung mit 40-PDD induziert eine
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Membrandepolarisation hauptsachlich durch Erhéhung des Na* Einstromes, der durch TRPV4-
Antagonisten inhibiert werden kann (Konno et al., 2012a). Hier soll untersucht werden, ob auch
murine kortikale Mikrogliazellen funktionelle TRPV4-Kanéle exprimieren. Die Applikation
von 4aPDD (30 uM) flhrte zu keiner Aktivierung zusatzlicher Strome (Abb. 6.3A). Ebenfalls
GSK-1016790A ein weiterer selektiver TRPV4 Agonist (Baratchi et al., 2019) konnte nach
Applikation (10nM) auf BV2-Zellen keine Strome aktivieren (Abb. 6.3B). Allylisothiocyanat
ist Hauptbestandteil des Senfols des schwarzen Senfs und verursacht Schmerzen durch
Aktivierung von TRPAL, einem exzitatorischen lonenkanal an sensorischen Nervenenden.
AITC aktiviert TRPA1-Kandle durch die kovalente Modifikation von Cysteinresten im
cytoplasmatischen N-Terminus des Kanals (Hinman et al., 2006). Wie in Abbildung 6.3C zu
sehen ist, wurde nach Applikation von AITC (100 puM) auf Mikrogliazellen keine meRbaren

Strome induziert.
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Abbildung 6.3: 4a-Phorbol 12-13-Dicaprinat (4aPDD), GSK-1016790A und Allylisothiocyanat
(AITC) aktivieren keine TRPV4 und TRPA1-Strome in Mikrogliazellen. Ein- und Auswartsstrome
bei -80 mV und +80 mV lber die Zeit vor, wéhrend und nach der Applikation von 30 uM 4aPDD (A),
10 nM GSK (B) und 100 pM AITC (C). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-
Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor
Applikation) in 4aPDD, GSK und AITC sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte
+S.E.M flr den Strom Uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der gemittelten
Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.
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6.1.4 Keine Aktivierung moglicher TRP Strome in LPS-stimulierten
Mikrogliazelle

Nach Stimulation &ndern Mikrogliazellen ihre Genexpression und regulieren
maoglicherweise auch TRP Kandle. Jedoch flhrten auch nach 24 h Inkubation und
Mikrogliastimulation mit LPS die in 6.1.1 — 6.1.3 verwendeten Agonisten zu keinem
eindeutigen Strom in den kultivierten kortikalen Mikrogliazellen der Maus.

OAG aktiviert TRPC6 und TRPC3-Kanéle (Hofmann et al., 1999). GTPyS aktiviert TRPC4
und TRPC5-Kanalen (Sung et al., 2011). Um zu testen, ob GTPyS und OAG einen Strom in
LPS-aktivierte Mikrogliazellen induzieren, der darauf hinweisen wiirde, dass nach Aktivierung
funktionelle TRPC4, TRPC5, TRPC6 und TRPC3 Kandle in den Mikrogliazellen exprimiert
werden, wurde die Mikrogliazellen mit LPS fiir 24 h inkubiert. Durch 200 uM GTPyS konnte
kein Strom gemessen werden (Abb. 6.4C). Um zu untersuchen, ob Abwesenheit von
intrazellularen und extrazelluliren Ca?* einen Einfluss auf die Aktivierung des Stromes in den
LPS-aktivierten Mikrogliazellen haben, wurde die interne und externe Lésung ohne Ca?
verwendet und 100 uM OAG auf den LPS-aktivierten Mikrogliazellen appliziert (Abb. 6.4A).
Gleiche Experimente wurden in Anwesenheit von 100 nM Ca?* in der Pipettenldsung und 1
mM Ca?* im Badlésung durchgefiihrt (Abb. 6.4B). Wie zu sehen ist, gab es keine Aktivierung.
Es sollte untersucht werden, ob ADPR, H202 und PregS einen Strom in den LPS-aktivierten
Mikrogliazellen induzieren. Wie in Abbildungen 6.4D, E, F zu erkennen ist, fuhrte die
Applikation von H20., PregS und Zugabe von ADPR in die Pipettenlésung zu keinerlei

Aktivierung eines Stromes.
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Abbildung 6.4: Die TRP Agonisten OAG, GTPyS, ADPR, H;O, und PregS induzieren in LPS-
stimulierten Mikrogliazellen keine zusatzlichen Strome. Ein- und Auswartsstrome bei -80 mV und
+80 mV Uber die Zeit vor, wéhrend und nach der Applikation von 100 uM OAG (A, B), 200 uM H,0-
(E), 50 uM PregsS (F), in Anwesenheit von 200 uM GTPyS in die Pipettenlésung (C) und 1 mM ADPR
(D). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen
Netto-Strome (netto = Maximalstrom minus Strom vor Applikation) in OAG, GTPyS, ADPR, H;O,
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Pregs sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte +S.E.M flr den Strom Uber die Zeit

und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs. Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern
angegeben.

Es sollte auch untersucht werden, ob 8-Br-cAMP, 40PDD und AITC einen Strom in den
LPS-aktivierten Mikrogliazellen induzieren. Wie in Abbildungen 6.5A, C, D zu erkennen ist,
fiihrte die Applikation von 500 uM 8-Br-cAMP, 30 uM 40PDD und 100 uM AITC zu keinerlei
Aktivierung von Strome. Wie in Abbildung 6.5B zu sehen ist, stieg der Strom Uber die Zeit bei
der intrazellularen Verwendung von 50 uM 8-Br-cAMP an.
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Abbildung 6.5: 8-Br-cAMP, 4ePDD und AITC aktivieren keine Stdome in LPS-stimulierte
Mikrogliazellen. Ein- und Auswaértsstrome bei -80 mV und +80 mV (ber die Zeit vor, wéahrend und
nach der Applikation von 500 pM 8-Br-cAMP (A), 30 uM 4aPDD (C), 100 pM AITC (D) und in
Anwesenheit von 50 uM 8-Br-cAMP in die Pipettenlésung (B). Balken markieren den Zeitraum der
Applikation. Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Strome (netto = Maximalstrom

96



Anhang

minus Strom vor Applikation) in 8-Br-cAMP, 4aPDD und AITC sind jeweils darunter dargestellt.
Dargestellt sind Mittelwerte £S.E.M fiir den Strom Uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs.
Die Anzahl der gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.

In dieser Arbeit konnten die TRP-Kandle TRPC4, TRPC5, TRPC3, TRPC6, TRPM2,
TRPV4, TRPM8, TRPM3 und TRPA1 weder vor noch nach Applikation mit LPS in kortikalen
Mikrogliazellen stimuliert werden. Wie in der Literatur bekannt ist, aktivieren OAG die TRPC6
und TRPC3-Kanéle (Hofmann et al., 1999) und GTPyS die TRPC4 und TRPC5-Kandle (Sung
etal., 2011). Es wurden TRPC3-Kandle in kultivierten Mikrogliazellen der Ratte nachgewiesen
(Mizoguchi et al., 2014). In der vorliegenden Arbeit konnte durch OAG und GTPyS keine
TRPC-Strome weder in Abwesenheit noch in Anwesenheit von intrazelluldarem und
extrazelluldarem Ca?* gemesen werden. Die Unterschiede konnten sich darin begriindet sein,
dass Mizoguchi et al. Ratten-Mikrogliazellen verwendet, wéhrend in der vorliegenden Arbeit
Maus-Mikrogliazellen verwendet wurden. Es ist bekannt, dass ADPR und H2O, den TRPM2-
Kanéle aktivieren (Hecquet und Malik, 2017; Yu et al., 2019). 8-Br-cAMP aktiviert den PKA-
Weg und moduliert indirekt TRPM8-Kanal (De Petrocellis et al., 2007). In dieser Arbeit
konnten durch ADPR, H20. und 8-Br-cAMP keine TRPM-Strome induziert werden. Die
funktionelle Expression von TRPMZ2 wurde in kultivierten Mikrogliazellen der Ratte
nachgewiesen (Jeong et al., 2017; Kraft et al., 2004). In der Arbeit von Kraft et al. (Kraft et al.,
2004) wurde kultivierten Mikrogliazellen aus der Ratte verwendet aber in dieser Arbeit wurde
kultivierten Mikrogliazellen aus der Maus benutzt. Auerdem haben Kraft et al. 100 uM H20>
fur 15 min und 5 mM H20: fiir 4 min appliziert, jedoch in der vorliegenden Arbeit wurde 200
MM und 1 mM H,O: flr 2 min appliziert. Die Unterschiede kénnen daran liegen, dass in meiner
Arbeit unterschiedliche Konzentration von H202 im Gegensatz zu der publizierten Arbeit
verwendet ist. Durch GSK-1016790A und 4aPDD konnte in der vorliegenden Arbeit kein
TRPV4-Strom gemessen werden, wobei jedoch zu beachten ist, dass die funktionelle
Expression von TRPV4-Kanéle in kultivierten Mikrogliazellen der Ratte nachgewiesen werden
konnten (Konno et al., 2012b; Wang et al., 2019). Die Unterschiede kénnen sich an den

verschiedenen Spezies (Ratte, Maus) liegen.
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6.2 HEK293 und COS-7 Kontrollexperimente
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Abbildung 6.6: Keine Aktivierung von Stromen nach Applikation von IGF1, CBD, 2-APB und
THC in GFP-exprimierende HEK293-Zellen (HEK-IRES-GFP). Ein- und Auswaértsstrome bei -80
mV und +80 mV Uber die Zeit vor, wahrend und nach der Applikation von 10 nM IGF1 (A), 1 mM CBD
(B), 3mM 2-APB (C) und 50 pM THC (D). Balken markieren den Zeitraum der Applikation. Strom-
Spannungs-Kurven (IVs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor
Applikation) in IGF1, CBD, 2-APB und THC sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind
Mittelwerte +S.E.M flr den Strom (ber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fiir die IVs. Die Anzahl der

gemittelten Experimente ist jeweils in Klammern angegeben. Die Abbildungen C und D wurden aus
meiner Masterarbeit entnommen (Malihpour, 2017).
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Abbildung 6.7: 2-APB, CBD und THC aktivieren keinen Strom in GFP-exprimierenden COS-7-
Zellen (COS-IRES-GFP). Ein- und Auswaértsstrome bei -80 mV und +80 mV uber die Zeit vor,
wahrend und nach der Applikation von 1 mM 2-APB (A), 1 mM CBD (B) und 30 uM THC (C) in GFP-
exprimierenden COS-7 Zellen (COS-IHRES-GFP). Balken markieren den Zeitraum der Applikation.
Strom-Spannungs-Kurven (1Vs) der maximalen Netto-Stréme (netto = Maximalstrom minus Strom vor
Applikation) in 2-APB, CBD und THC sind jeweils darunter dargestellt. Dargestellt sind Mittelwerte
+S.E.M flr den Strom Uber die Zeit und Mittelwerte ohne SEM fir die IVs. Die Anzahl der gemittelten
Experimente ist jeweils in Klammern angegeben.
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