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Zusammenfassung

Zusammenfassung

Fiur die Funktion von komplexen Organismen ist eine fein abgestimmte Kommunikation auf
zellularer Ebene unabdingbar. So dienen extrazellulare Signalmolekiile wie Hormone als
Sender und Rezeptoren und spezialisierte Kanalproteine als Empfanger. Aus dem Bereich der
Signaltransduktion werden in dieser Arbeit zwei Aspekte beschrieben. Zum einen wurde die
intrazellulare Signalkaskade aufgeklart, die durch die Stimulation des Capsaicin-Rezeptors
TRPV1 initiiert wird. Zum anderen wurden die Funktionen der Stimulus-responsiven
Transkriptionsfaktoren AP-1 und Elk-1 in pankreatischen (3-Zellen transgener Tiermodelle
charakterisiert.

Die Regulation der Genexpressionen kann durch intrazellulare Signalkaskaden gesteuert
werden. Das Aktivieren dieser Signalkaskaden bedarf bestimmter Signalmolekile, die in der
Lage sind an spezifische Rezeptoren zu binden, wie beispielsweise die pflanzliche Verbindung
Capsaicin, die in der Plasmamembran von Spinalganglien an den Capsaicin-Rezeptor/TRPV1
bindet. Im peripheren Nervensystem kommt TRPV1 eine zentrale Rolle in der Wahrnehmung
schmerzhafter Reize zu. In dieser Arbeit wurde die Sighalkaskade untersucht, die nach der
Stimulation des TRPV1-Kanals angeschaltet wird und zu einer Transkription fihrt. Die
Ergebnisse zeigen, dass die TRPV1-Liganden Capsaicin, Resiniferatoxin und N-
Arachydonoyldopamin zu einer Aktivierung der Proteinkinase ,extracellular signal-regulated
protein kinase® (ERK1/2) fiihrten. Nach der Aktivierung von ERK1/2 kam es zur Induktion der
Transkriptionsfaktoren Elk-1 und c-Jun. Infolgedessen wurde das Aktivator-Protein-1 (AP-1)
aktiviert, einem wichtigen Regulator von Proliferation und Differenzierung innerhalb einer
Zelle.

In  einer zweiten Studie wurden die Funktionen der Stimulus-responsiven
Transkriptionsfaktoren AP-1 und Elk-1 in den 3-Zellen des Pankreas naher untersucht. Sowohl
AP-1, als auch Elk-1 werden durch die Stimulation mit Glucose aktiviert. Hierzu wurden
transgene Mause generiert, in denen gezielt und regulierbar die transkriptionelle Aktivitat von
AP-1 bzw. Elk-1 in pankreatischen B-Zellen blockiert werden konnte. Dabei ergab die
Hemmung von AP-1 bzw. Elk-1 eine signifikante Reduktion in der Glukosetoleranz der
transgenen Méause. Die Hemmung von Elk-1 fihrte zu einer signifikanten Reduktion der
InselgroRe. Eine Hemmung der AP-1 Aktivitat hatte keinen Einfluss auf die GroRRe der
pankreatischen Inseln, wodurch die Glukoseintoleranz hier eine andere Ursache haben muss.
Die Zusammenfassung der Daten fuhrt zu dem Schluss, dass die Aktivitdten von AP-1 und

Elk-1 in den B-Zellen des Pankreas, wichtig sind in der Regulation der Glukosehomdostase.

13



Summary

Summary

A fine organized communication on the cellular level is inevitable for the function of a cell.
Extracellular signal molecules bind to receptors that function as receivers for those signals and
transduce the encoded information to the cells. In this thesis, two signaling transduction studies
are described. The first study clarified the induced intracellular signaling cascade after the
stimulation of TRPV1. The second study focused on the role of the stimulus responsive

transcription factors AP-1 and Elk-1 in pancreatic 3-cells.

The regulation of gene expression can be regulated by a great variety of different intracellular
signaling cascades. To activate a signaling cascade a specified signaling molecule must bind
to its defined receptor, for example the plant derived compound capsaicin must bind to its so-
called capsaicin receptor/TRPV1 channel that is located in the plasma membrane of dorsal
root ganglia. TRPV1 plays a central role in the detection of pain in the peripheral nervous
system.

The signaling cascade induced after the stimulation of TRPV1 was investigated. The results
display that the TRPV1 ligands capsaicin, resiniferatoxin and N-Arachidonoyldopamine
induced the activation of the protein kinase “extracellular signal-regulated protein kinase”
(ERK1/2). Activation of ERK1/2 lead to the activation of the transcription factors Elk-1 and c-
Jun. Therefore, the “activator protein-1” (AP-1), a prominent regulator of proliferation and

differentiation in the cell, was activated.

The second study addressed the significance of the stimulus-responsive transcription factors
AP-1 and Elk-1 in pancreatic B-cells. Elk-1 as well as AP-1 are induced in order of the
stimulation of B-cells by glucose. Transgenic mice where generated to investigate impaired
activity of AP-1 and EIk-1 in a specific and regulatable manner. The impairment of AP-1 and
Elk-1 resulted in a significant reduction in glucose tolerance. The inhibition of Elk-1 led to a
significant reduction in islet size, indicating that EkI-1 is required for the generation of
pancreatic islets of proper size. Impairing the activity of AP-1 led to no altered islet size,
indicating that other molecular mechanisms are involved in the AP-1 regulated glucose
homeostasis. Thus, the activity of Elk-1 and AP-1 in the B-cells of the pancreas was essential

for their physiological function.
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Einleitung

1. Einleitung

1.1. Signaltransduktion

In eukaryotischen Organismen liegen Zellen selten isoliert vor. In der Regel bilden sie einen
Verbund und stehen im standigen Austausch miteinander. Um ihre Funktionalitat aufrecht
erhalten zu kénnen, missen sie auf eine Vielzahl unterschiedlicher endogener als auch
exogener Reize reagieren. Rezeptoren stellen dabei das Bindeglied zwischen der
Wahrnehmung von Signalmolekilen zu intrazellularen Signalkaskaden dar, die dann
beispielsweise eine Anderung der Transkription bewirken konnen. So bindet der
Insulinrezeptor Insulin und der EGF-Rezeptor das Mitogen ,epidermal growth factor* (EGF).
Das Binden dieser Signalmolekile fiuhrt bei den Rezeptoren zur einer Aktivierung in deren
Folge eine definierte Signalkaskade in Gang gesetzt wird. So kénnen beispielsweise Ca?*-
lonen als ,second messenger” fungieren. Eine Zelle nimmt Signale aus der Umgebung aber
nicht nur Gber Rezeptoren auf. Es gibt eine grofRe Zahl unterschiedlichster lonenkanéle, die
nicht nur im Menschen zu finden sind, sondern im gesamten Tierreich. Oft weisen sie eine
Selektivitat fur bestimmte lonen auf. Sie konnen tber Anderungen der Druckverhéltnisse,
Liganden oder wie der Cay1.2 ,L-Type voltage-gated calcium channel® Uber
Spannungsanderungen an der Membran aktiviert werden, was zu einem Ca?*-Einstrom in die
Zelle fuhrt. Dieser Einstrom von Ca?*-lonen in das Lumen einer Zell fiihrt zu einem Anstieg der
Calcium-lonen-Konzentration im Inneren der Zelle. In der Folge kénnen dann Proteine wie
Proteinkinasen, -phosphatasen oder Proteasen aktiviert werden. Am Ende vieler
Signalkaskaden steht die Aktivierung stimulus-responsiver Transkriptionsfaktoren, welche
diverse biologische Anderungen in der Zelle auslosen, z.B. Proliferation oder Zelltod. So
vielfaltig wie die Signale sind, die auf eine Zelle einwirken, so vielfaltig konnen und mussen
die zellularen Regelmechanismen zu deren Erkennung und Prozessierung sein. Nur so ist

komplexes Leben Uberhaupt mdglich.

1.2. Die “transient receptor potential” (TRP)-Kanale

Eine menschliche Zelle kann 27 verschiedene ,transient receptor potential“ (TRP)-Kanéle
exprimieren. Diese TRP-Kandle sind nicht-selektive Kationen-Kandle, die zu 6
unterschiedlichen Untergruppen zusammengefasst werden konnen. Die Klassifizierung der
TRP-Kanale erfolgt Giber Sequenzhomologie, wobei die Untergruppen untereinander geringe
Sequenz-Homologien aufweisen kénnen. Allen TRP-Kanalen gemein ist deren Aufbau aus

sechs Membran-durchspannenden Helices, die durch Schleifen miteinander verbunden sind.
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Zwischen der funften und sechsten Transmembrandoméane befindet sich die nicht-selektive
Kationen-Pore. Ebenfalls allen TRP-Kanélen gemeinsam ist die intrazellulare Lokalisation des
N- und C-Terminus, an denen sich zahlreiche regulatorische Doméanen befinden (Bourinet et
al., 2014). Zu diesen regulatorischen Domanen zahlen beispielsweise Ankyrin-Repeats oder
die TRP-Box (Abbildung 1). Alle Mitglieder der TRPV1-Kanale weisen diese Ankyrin-
Wiederholungen an ihrem N-Terminus auf. Diese Motive dienen als regulatorische Stellen fir
Phospholipide und Calmodulin, die so eine Anderung der Kanal-Sensitivitat bewirken kénnen
(Jin et al. 2006; Lishko et al., 2007; Ho et al. 2012; Gregorio-Teruel et al., 2014).

raum
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Zellmembran | Extrazellular-
A
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Ankyrin
Repeats

\ AS

LLGA

Calmodulin,
Phospholipide

Abbildung 1: Schema des TRPV1-Kanals in der Plasmamembran

Die sechs Membrandoménen durchspannen die Plasmamembran und sind tiber Schleifen miteinander verbunden.
Zwischen der funften und sechsten Transmembrandoméne 6ffnet sich nach Aktivierung des Kanals die nicht
selektive Kationen-Pore (griin). Die N- und C-Termini sind innerhalb des Zytoplasmas lokalisiert. Der N-Terminus
weist Wiederholungen von Ankyrin-Strukturen (braune Kreise, Ankyrin-Repeats) auf und ist Ansatzpunkt diverser
regulatorischer Molekile, wie Calmodulin und Phospholipiden. Der C-Terminus enthalt eine sogenannte TRP-Box
(orangenes Rechteck), ebenfalls eine Bindestelle fiir regulatorische Molekile. Im Zytoplasma bindet Capsaicin
unter anderem an die Aminosauren Y511 und Y512 (rotes Pentagon). Die Abbildung wurde enthommen und
verandert nach Thiel, et al., 2020.

Urspringlich wurden die TRP-Kanéle in Drosophila entdeckt und charakterisiert. In Drosophila
kommt dem TRP-Kanal eine essenzielle Bedeutung bei der optischen Sinneswahrnehmung
zu. 1995 wurden durch Homologie-Studien in S&ugetieren erstmals ein zu trp homologes Gen
beschrieben. Aufgrund seiner 40 %igen Ubereinstimmung wurde diese neue Rezeptor-Klasse

in Saugern als ,transient receptor potential channel-related protein 1“ (TRPC1) benannt (Wes
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et al., 1995). Heute werden die TRPC-Kanale als ,canonical“ oder ,classical bezeichnet,
abweichend von ihrer urspriinglichen Namensgebung.

Bedeutung und Funktion der TRP-Kanéle sind sehr breit gefachert. Sie reicht von der
Wahrnehmung von Schmerzen uber die Wahrnehmung von Hitze und Kalte bis hin zur
Regulation des Herzkreislaufs, Proliferation und Zelltod (Nilius, 2007; Nilius et al., 2007; Nilius
und Szallasi, 2014).

1.2.1. Der Capsaicin-Rezeptor TRPV1

Der Vanilloid Rezeptor 1 wurde erstmals 1997 durch Caterina et al. beschrieben. Es handelt
sich um einen nicht-selektiven Kationenkanal, durch den Ca?*-lonen in das Zytoplasma einer
TRPV1-exprimierenden Zelle stromen kdnnen (Abbildung 2) (Caterina et al., 1997). Capsaicin
ist bekannt als die Schéarfe-induzierende Substanz der Chilipflanzen (Abbildung 2 A) und ist
von seiner chemischen Struktur ein Vanilloid, enthalt also eine Vanillyl-Gruppe (Abbildung 2

B), was zur Namensgebung der TRPV-Kanéle flhrte.

OH

Abbildung 2: Chili-Frichte und ihr Scharfe-induzierender Inhaltsstoff Capsaicin

A) Verschiedene Varianten von Chilifrichten der Pflanzengattung Capsicum in unterschiedlichen Schéarfegraden,
in Abhangigkeit der Konzentration des Vanilloids Capsaicin. B) Die chemische Struktur von Capsaicin mit der
charakteristischen Vanillyl-Gruppe (rot markiert) und seiner Hydroxyl- Methoxybenyl-Struktur, sowie dem
assoziierten Rest. Abbildungen enthommen und verandert nach Thiel, et al., 2020.

Durch das Essen von Chili-Friichten kommt es zum Ausbilden von Symptomen, wie einem
brennenden Geflhl im Mundraum, Schweil3ausbriiche und Hitzegefinhl, je nach Konzentration
von Capsaicin und koérperlicher Konstitution. Ursache dafir ist die Expression von TRPVL1 in
den Spinalganglien des peripheren Nervensystems. Hier fihrt die Aktivierung von TRPV1
durch Capsaicin zu einer Depolarisation der Plasmamembran, wodurch ein Aktionspotential in

der Nervenzelle entsteht, welches vom Organismus letztendlich als schmerzhafter Reiz
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interpretiert wird (Caterina et al., 1997). Auch in den Nervenzellen von Vdgeln wird der TRPV1-
Kanal exprimiert, diese zeigen aber keine schmerzbedingte Reaktion beim Fressen von
Chilifrichten. Sequenzvergleiche zwischen dem trpvl Gen von Végeln und Séugern zeigte
eine Abweichung in bestimmten Bereichen der Primarstruktur (Jordt und Julius, 2002).
Hierdurch wurde nachgewiesen, dass die Bindung von Capsaicin an TRPV1 hauptsachlich im
Intrazellularraum erfolgt und die Aminosauren Serin 512 und Tyrosin 511 involviert sind.
Lokalisiert sind diese in der Schleife zwischen der Transmembrandoméane zwei und drei
(Abbildung 1). Neben diesen beiden Hauptbindungsstellen dient auch der Threonin-Rest 550
zwischen der vierten und fiinften Transmembrandoméane als Bindestelle (Jordt und Julius,
2002; Ho et al., 2012).

Neben Capsaicin kénnen Temperaturen Uber 42 °C, saurer pH-Wert und Ethanol (Trevisani et
al., 2002; Ho et al., 2012) den TRPV1-Kanal aktivieren. Aber auch endogene Verbindungen
wie N-Arachidonoyl-Dopamin (NADA) sind als effiziente Agonisten des TRPV1 Kanals
beschrieben worden (Huang et al., 2002; Grabiec und Dehghani, 2017). Mit Resiniferatoxin
wurde zusatzlich ein um das Vielfache wirksamere Pflanzentoxin beschrieben (Szallasi und
Blumberg, 1989).

Hauptsachlich wird TRPV1 in den Spinalganglien des peripheren Nervensystem exprimiert
(Sanchez et al., 2001). Hier konnten Untersuchungen in den letzten Jahren zeigen, dass nicht
nur die Wahrnehmung von Schmerzen aus der Peripherie zentrale Aufgabe des TRPV1-
Kanals ist, sondern auch die Regulation der Genexpression wie beispielsweise die Regulation
der Insulin-Biosynthese und-Sekretion in den 3-Zellen des Pankreas (Akiba et al., 2004; Gram
et al., 2007; Riera et al., 2014). Dabei flhrt die Aktivierung von TRPV1 Uber einen Stimulus in
Pankreas innervierenden Spinalganglien zur Induktion einer ,second messenger*
kontrollierten Signalkaskade. In der Folge wird die Insulin-Sekretion vermindert und die
Glukosehomdostase gestort (Riera et al., 2014). Es besteht somit eine Verbindung zwischen

TRPV1 und der Aktivierung von Signalkaskaden, die zur Insulin Sekretion fuhren.

1.3. Second Messengers

Die Stimulation eines Rezeptors kann dazu fiihren, dass die Konzentration von ,Second
messengern® erhoht wird. Zu ihnen zahlen cAMP, IP3 und Ca?*-lonen. cAMP seinerseits kann
die Proteinkinase A (PKA), sowie den ,exchange factor directly activated by cAMP* (EPAC)
aktivieren. Neben cAMP ist Ca?* ein wichtiger ,second messenger” in der Zelle. Verschiedene
Kompartimente konnen dabei unterschiedliche Calciumkonzentrationen aufweisen. Deren
Erhaltung und Wiederherstellung nach Veranderung kommt eine tbergeordnete Rolle zu. Der

Organismus investiert hohe Mengen an Energie, um Uber ATPasen Calcium-lonen aus dem
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Zytoplasma in den Extrazellularraum bzw. das Endoplasmatische Retikulum (ER) zu
transportieren (Clapham, 2007). Calcium-lonen haben eine wichtige Rolle bei der Ubertragung
von Signalen von der Plasmamembran der Zelle tber das Zytoplasma hin zum Zellkern.
Stromen Calcium-lonen entsprechend ihrem Konzentrationsgefalle in das Zytoplasma einer
Zelle, so konnen sie Proteinkinasen wie die Proteinkinase C und verschiedene
Ca?*/Calmodulin-abhéngige Proteinkinasen aktivieren. Neben dem Einstrom (ber spezielle
Calcium-Kanale wie den ,L-Type voltage-gated channels® kbnnen Calcium-lonen auch aus
intrazellularen Kompartimenten, wie dem Endoplasmatischen Retikulum rekrutiert werden. Am
Ende dieser Signalkaskaden steht unter anderem die Aktivierung von Stimulus-responsiven
Transkriptionsfaktoren.

1.3.1. Proteinkinasen als ,Signaltransducer”

Die durch ,second messengers” aktivierten Kinasen vermitteln nach ihrer Aktivierung die
Weiterleitung eines Signals, indem sie spezifisch Proteine oder Lipide phosphorylieren. Fir
den Menschen sind 518 Proteinkinasen beschrieben, was im Genom 1,7 % aller menschlichen
Gene entspricht (Manning et al., 2002).

Proteinkinasen konnen dabei sowohl im Zytosol, als auch membrangebunden vorliegen. Die
Proteinkinase A (PKA) liegt als PKA Typ | im Zytosol und als PKA Typ Il membrangebunden
vor. Die Aktivierung erfolgt bei beiden Varianten durch cAMP (Di Benedetto et al., 2008).

Bei intrazellularen Signalkaskaden findet man haufig die ,mitogen activated protein kinases"
(MAPKSs). Bedeutsam sind hier vor allem die ,extracellular signal regulated kinase® (ERK1/2),
die ,c-Jun N-terminal kinase“ (JNK) und die Proteinkinase p38. ERK1/2 wurde als erste
Proteinkinase dieser Familien beschrieben und kann durch Wachstumsfaktoren und durch
viele Liganden G-Protein gekoppelter Rezeptoren aktiviert werden (Belcheva und Coscia,
2002). Innerhalb der zellularen Regulation fungiert ERK1/2 unter anderem als Regulator der
Proliferation (Cargnello und Roux, 2011), aber auch anti-apoptotische Prozesse kdnnen unter
ihrer Kontrolle stehen (Lavoie et al., 2020). Eine Stimulation von Gag-gekoppelten Rezeptoren
oder spannungsabhangiger Calcium-Kanale bewirkt einen Anstieg der intrazellularen Calcium-
lonen-Konzentration, in dessen Folge es zu einer verstarkten Aktivierung von ERK1/2 kommt.
Dabei fuihrt der Anstieg der Ca?*-Konzentration zur Aktivierung der Proteinkinase C (PKC), die

wiederum die Serin/Threonin-Proteinkinase Raf-1 phosphoryliert und aktiviert (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Aktivierung des ERK-Signalwegs

Die Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors Uber einen Liganden fihrt zur Bildung von
Inositoltriphosphat (IP3), welches zur Freisetzung von Ca?*-lonen aus dem Endoplasmatischen Retikulum in das
Zytoplasma fihrt. Das freigesetzte Calcium induziert die Aktivierung der Proteinkinase C, die dann die
Serin/Threonin-Kinase RAF aktiviert. RAF wiederum aktiviert MEK1/2 tUber Phosphorylierung. Diese Proteinkinase
phosphoryliert und aktiviert ERK1/2. In der Folge kann ERKZ1/2 in den Zellkern translozieren und dort
genregulatorische Proteine aktivieren.

Die aktivierte Raf-Kinase phosphoryliert und aktiviert MEK1/2, die wiederum die Proteinkinase
ERKZ1/2 phosphoryliert und aktiviert (Payne et al., 1991; Kolch et al., 1993; Schliess et al.,
1996; Schonwasser et al., 1998). Nach der Aktivierung kann ERK1/2 Substrate im Zytoplasma
phosphorylieren und in den Zellkern translozieren. Im Zellkern kann ERK1/2 genregulatorische
Proteine phosphorylieren. Somit  sind Proteinkinasen die  entscheidenden

Verbindungselemente, zwischen Rezeptoren und intrazellularen Zielen.

1.3.2.  Stimulus-responsive Transkriptionsfaktoren

Proteinkinasen wie ERK1/2 kédnnen in Folge ihrer Aktivierung die Expression von ,immediate
early genes” (IEGs) induzieren, um so eine schnelle zellulare Antwort auf ein Signal zu
bewirken. IEGs sind Gene, die sehr schnell transkribiert werden kénnen und es einer Zelle

somit ermdglichen eine schnelle Antwort auf bestimmte Reize zu finden.
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1.3.2.1. Der Transkriptionsfaktor-Komplex ,activator protein-1“ (AP-1)

Zu diesen IEGs gehort das c-fos-Gen. Die Transkription des c-fos-Gens wird durch ERK1/2
induziert, sowie die Phosphorylierung des c-Fos Proteins. c-Fos dimerisiert mit dem
Transkriptionsfaktor c-Jun und bildet dadurch den Transkriptionsfaktorkomplex AP-1 ,activator
protein 1“ (Chiu et al., 1988; Whitmarsh und Davis, 1996). Sowohl c-Jun als auch c-Fos
gehoren zu den ,basic leucine zipper (bZIP) Transkriptionsfaktoren. Die ,leucine zipper®
Region dient der Dimerisierung mit Proteinen der c-Jun Familie, die basische Region wird zur
Bindung an die DNA bendtigt (Abbildung 4) (Hurst, 1994).

Aktivierungs-
domaine

Leucin-Zipper

c-Jun c-Fos

Abbildung 4: Der Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1

AP-1 ist ein Transkriptionsfaktor-Komplex, der sich aus den Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-Fos
zusammensetzen kann. Beide Untereinheiten dimerisieren Uber die Leucin-Zipper-Doméne miteinander, wodurch
sie einen Komplex bilden. Die beiden basischen DNA-Bindedoméanen stof3en sich gegenseitig ab, wodurch die
DNA-Bindefurche entsteht. So kann AP-1 an seine spezifische Erkennungssequenz binden und eine
Transaktivierung induzieren. Abbildung enthommen und verandert nach Backes et al., 2021.

Aktivierbar ist c-Jun beispielsweise durch den ERK1/2-Signalweg (Adiseshaiah et al., 2008).
In seiner Funktion als Transkriptionsfaktor bindet AP-1 an ein ,TPA response element® (TRE)
(Lee et al., 1987) mit der Sequenzfolge 5-TGA(G/C)TCA-3‘ (Angel et al., 1987). TPA (2-O-
tetradecanoylphorbol-13-Acetat) ist eine pflanzliche Verbindung, die eine starke Aktivierung
von AP-1 bewirkt (Karin, 1995). In seiner Rolle als Transkriptionsfaktor fungiert es u.a. als
Regulator der Zellproliferation (Angel und Karin, 1991; Jochum et al., 2001; Shaulian und
Karin, 2001, 2002; Eferl und Wagner, 2003).
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1.3.2.2. Der ,Ternary Complex Factor (TCF) und das “Serum-Response
Element” (SRE)

Die Regulation des c-fos Gens erfolgt u.a. Uiber die Bindung von Transkriptionsfaktoren an das
.serum-response element” (SRE) in der Promotorregion (Johansen und Prywes, 1994). Dieses
Sequenzmotiv wird von einem Dimer des ,serum response factors® (SRF) gebunden
(Treisman, 1992). Die Bindung eines SRF-Dimers genugt jedoch nicht, um eine Transkription
des c-fos-Gens zu initiieren. Es bedarf noch einem Komplex-bildenden Faktor, dem
sogenannten ,ternary complex factor (TCF). Ein wichtiger Vertreter dieser TCFs ist das ,ETS
like-1“ (EIk-1) Protein. Es hat einen modularen Aufbau mit einer DNA-Bindestelle, einer
Aktivierungsdomane und einer B-Doméne, die zur Interaktion mit dem SRF-Dimer dient
(Abbildung 5) (Janknecht und Nordheim, 1992).

SRE regulierte
Zielgene

Ets CArG-BOX

SRE

Abbildung 5: Die Bindung von Elk-1 an das Serumresponse Element und den SRF-Dimer

Ein phosphorylierter ,ternary complex factor” wie Elk-1 kann mittels seiner DNA-Bindedoméane (DBD) an seine
Erkennungssequenz (Ets) innerhalb des ,serum response elements® (SRE) der Promotorregion des Zielgens
binden. Dabei bindet es auRerdem mit der B-Doméane an einen ,serum response factor‘(SRF)-Dimer. Dieses SRF-
Dimer ist an die CArG-Box, innerhalb des SRE, gebundenen. Abbildung entnommen und verandert nach Thiel et
al., 2021.

Elk-1 kann durch die MAP-Kinase ERK1/2 und andere MAP-Kinasen aktiviert werden (Gille et
al., 1995).

1.4, Signaltransduktion in der 3-Zelle

In den B-Zellen des Pankreas kommt den ,voltage-gated calcium channels® (VGCCs) eine
wichtige Rolle in der Regulation der Insulinsekretion zu. Diese Kanale werden auch in anderen
endokrinen Zellen und in Neuronen exprimiert. Dabei sind die induzierten Effekte Gber die
VGCCs sehr vielfaltig und reichen von Sekretion Uber Neurotransmission hin zu einer

Veranderung der Genexpression. Die Aktivierung der Kanale erfolgt tber die Depolarisation
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der Membran, in der sie lokalisiert sind. Offnen sich die Kanéle, so kénnen Calcium-lonen in
das Zytoplasma der Zelle stromen. Innerhalb der VGCCs unterscheidet man verschiedene
Subtypen, abhangig von ihrer Induzierbarkeit durch Depolarisation. Der L-type Subtyp
zeichnet sich dabei durch eine langanhaltende Offnung aus, fiir die es aber eine starke
Depolarisation der Membran braucht (Catterall et al., 2005).

Innerhalb der ,L-type voltage gated calcium channels® spielt der Subtyp Cayl.2 eine
bedeutende Rolle in der Regulation der Glucosehomdéostase. Dabei fiihrt die Aktivierung von
Cay1.2 zu einer schnellen Insulin-Exozytose (Schulla et al., 2003; Vignali et al., 2006). Eine
erhohte Glukosekonzentration im Blut sowie verschiedene Liganden G-Protein gekoppelter
Rezeptoren bewirkt die Exozytose von Insulin (siehe Abbildung 6) (Murthy et al., 2007;
Thorens, 2015).

Ca,1.2-Kanal
GLUT 2 K+-Kanal M
(L-Type)
Glukose a O
Caz*
Caz?*
Zell- / ﬂ
Membran
“56“°“
ADP ATP epo¥? Ca¥ can
Glukose —b ca™
Insulin-
Sekretion

Zytoplasma O O
\ O OO /

Abbildung 6: Regulation der Insulin-Sekretion in pankreatischen B-Zellen

Glukose induziert die Insulin-Sekretion in p-Zellen des Pankreas. Dabei wird Glukose durch einen
Glukosetransporter in das Zytoplasma transportiert. Dort wird die Glukose unter Umwandlung von ADP zu ATP
metabolisiert. Der Konzentrationsanstieg von ATP fuhrt zur Inhibition ATP-abhangiger K*-Kanale. In der Folge
stromt weniger K* aus der Zelle, wodurch es zu einer Depolarisation der Membran kommt. Diese Depolarisation
fihrt zum Offnen von ,L-Type Ca?* channels® wie Cay1.2. Die in das Zytoplasma einstrémenden Calcium-lonen
bewirken eine Sekretion des gespeicherten Insulins.

Die Glukose wird in der Glykolyse, dem Citratzyklus und der Atmungskette metabolisiert,
wodurch es zur Bildung von ATP aus ADP kommt. Die Konzentration von ATP steigt an,
wodurch es zu einer Verschiebung des ADP/ATP Verhéaltnisses kommt. Die gesteigerte ATP-
Konzentration hat einen inhibitorischen Effekt auf ATP-abhéngige Kalium-Kanéle. Die Folge
ist eine Depolarisation der Membran durch eine Anhaufung von K*-lonen im Zytoplasma.
Diese Depolarisation fihrt daraufhin zum Offnen von ,L-Type voltage-gated calcium channels®
und dem Einstrom von Ca?*-lonen in das Zytosol. Dieser Einstrom bewirkt die Freisetzung von

Insulin durch Exozytose (Ashcroft et al., 1994; Meisenberg und Simmons, 2012).
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1.4.1. Stimulus-responsive Transkriptionsfaktoren in [(-Zellen des

Pankreas

Neben der Sekretion des gespeicherten Insulins hat der Anstieg des Ca?*-Spiegels noch einen
weiteren Effekt. In Insulinoma-Zellen fuhrt eine Erhohung der zytoplasmatischen Ca?-
Konzentration zu einer Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1/2 und JNK, welche ihrerseits die
Aktivierung Stimulus-responsiver Transkriptionsfaktoren wie AP-1 induzieren (Miller et al.,
2010). Der Transkriptionsfaktor AP-1 wird durch den ,ternary complex factor* (TCF) ,ETS like-
1 (Elk-1) reguliert, der seinerseits durch ERK 1/2 aktiviert wird. In Insulinoma-Zellen wurde
beobachtet, dass Glukose eine verstarkte Aktivierung von Elk-1 bewirkt (Bernal-Mizrachi et
al., 2001; Mayer und Thiel, 2009). Neben Elk-1 kann auch die Biosynthese des
Transkriptionsfaktors ,Early growth response protein-1“ (Egr-1) durch eine erhdhte
Glukosekonzentration induziert werden. Auch hier ist die Aktivierung der L-type Calcium-
Kanéle durch Glukose unabdingbar (Mayer und Thiel, 2009). Egr-1 ist ein wichtiger Regulator
der Aktivitdt des Pdx-1 Transkriptionsfaktors, einem Regulator der Insulin-Gen-Expression
(Watada et al., 1996).
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1.

Fragestellung der Arbeit

In der Wahrnehmung von Schmerzen in der Peripherie kommt dem TRPV1-Kanal eine
wichtige Rolle zu. Anschlie3end an die Resultate meiner Masterarbeit sollte hier die
TRPV1-induzierte Signalkaskade aufgedeckt werden, sowie die Pharmakologie des

TRPV1-Kanals naher beleuchtet werden.

Glucose bewirkt tiber die Stimulation von pankreatischen B-Zellen eine Aktivierung der
Transkriptionsfaktoren AP-1 und EIk-1. Welche Funktion diese aktivierten
Transkriptionsfaktoren hier (ibernehmen ist bisher aber nicht bekannt. Uber die
Generierung neuer transgener Mausmodelle sollte die Rolle von Ap-1 und EIk-1 in

pankreatischen 3-Zellen entschliisselt werden.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Chemikalien

Produkt Bestellnummer Hersteller, Firmensitz

ATP ATPD-RO Merck, Darmstadt
4-Hydroxytamoxifen H7904 Merck, Darmstadt

BCA UP40840A Interchim, Montlucon
Biozym LE Agarose 840004 Biozym, Hessisch Oldendorf
Calciumchlorid T885.2 Roth, Karlsruhe

Capsaicin M2028 Merck, Darmstadt

Chelex 100 1421253 Bio-Rad, Feldkirchen
Cloroquine diphosphate salt C6628 Merck, Darmstadt

Clozapine N-Oxide

Coenzym A

Complete™, Mini, EDTA-Free
Protease Inhibitor Cocktail
Di-Natriumhydrogenphosphat
DMEM

DME
DMSO
dNTP Mix (10 mM jeweils)

DTT

EDTA

EGTA

GeneRuler 100 bp Plus

Essigsaure
Ethanol, vergallt
Ethanol 99,8%
Ethidiumbromid

BML-NS105-0005
A2056
4693159001

NIST SRM 2186lI
52100047

D5030
A994.1
R0192

6908.1
X986.2
E3889
SM0321

818755
702543
34852-2.5L-M
7870.1

Enzo Life Sciences, Lorrach
Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt

Merck, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Merck, Darmstadt
ZBDS2, Saarbricken
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
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FCS

FURA-2/AM

Glucose
Glutamin
Glycin

1 x HBSS

HCI 37 %

HEPES

H>O (DEPC)

H.0 (nukleasefrei)
Kaliumchlorid
Kaliumhydrogenphosphat
D-Luziferin-Natriumsalz
Magnesiumchlorid

(MgCOs3)4 Mg(OH)2 5 x H>O
Magnesiumhydrogencarbonat
Magnesiumsulfat
Magnesiumsulfat-heptahydrat
Methanol

MTT
N-Arachidonoyldopamine
Natriumchlorid

NP40

Page Ruler Prestained Protein
Ladder

PD98059
Penicillin/Streptomycin
Proteinkinase K
Hexadimethrine Bromide
(Polybrene)

Random Hexamer Primer

Resiniferatoxin

10270-106

F1221

G8270
G7513
HNO7.2
14025

9277.2
H3375
T143.4
P1193
12009

4873
4096.2
2189.2
M5671
1058270250
105886
105886
34860
475989
90057
121221000V
74385
26616

S513000

P4333

7528.1

107689

S0142

1137

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe
Promega, Walldorf
Grissing GmbH, Filsum
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Cayman, Ann Arbor, USA
Grissing GmbH, Filsum
Merck, Darmstadt

Fermentas, St. Leon-Rot

Calbiochem, Darmstadt
Merck, Darmstadt
Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt

Tocris, Wiesbaden
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Revert Aid"™ Reverse Transcriptase

RiboLock-RNase-Inhibitor

RNeasy MiniElute culomns
RNeasy Mini Kit

RNeasy Plus Micro Kit
Triton-X-100

QlAshredder

Rotiphorese® Nf-Acrylamid/Bis-
Ldsung 30 %

SDS

Sodium Lauroyl Sarcosine
Supersignal™ West Femto
Maximum Sensitivity Substrate

Taq DNA Polymerase

TEMED

TPA

Tricine

Tris

Trypsin/EDTA 10x

Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems

Bacillol Plus

RPMI 1640

PREGNENOLON
PROGESTERON

AMG9810

BCTC

JNK-IN-8

EP0441

EO0382

1026497
74104
74034
3051.3
79654
Al24.2

2326.2
L-5125
34094

M0267S

2367.3

524400

39468

4855.2

L2153

G8091

973375

51800-043

P2129
2835

2316

sc-205599

HY13319

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Qiagen, Hilden

Roth, Karlsruhe

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

New England Biolabs,
Frankfurt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Merck, Darmstadt

Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Promega, Walldorf

Bode Chemie GmbH,
Hamburg

Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Merck, Darmstadt
Bio-Techne, Wiesbaden-
Nordenstadt
Bio-Techne, Wiesbaden-
Nordenstadt

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg

Hycultec, Beutelsbach

Tabelle 1: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Chemikalien mit ihren entsprechenden
Bestellnummern, sowie die Namen der herstellenden Firmen und deren Firmensitz.
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3.1.2. Verwendete AntikOrper

Epitop Bestellnummer Verdlinnung Hersteller,
Firmensitz

c-Fos sc-52 1:3000 Santa Cruz,
Heidelberg

c-Jun sc-1694 1:1000 Santa Cruz,
Heidelberg

Cleaved Caspase-3 | 9661 1:400 Cell Signaling,
Frankfurt am Main

ERK sc-7383 1:2000 Santa Cruz,
Heidelberg

FLAG F-1804 1:3000 Merck, Darmstadt

HDAC-1 sc-81598 1:5000 Santa Cruz,
Heidelberg

P-ERK sc-153 1:1000 Santa Cruz,
Heidelberg

Tabelle 2: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Antikérper mit ihren entsprechenden Bestellnummern,
sowie die Namen der herstellenden Firmen und deren Firmensitz. Genannt ist das entsprechende Epitop und die
eingesetzte Verdiinnung.

3.1.3. Verwendete Verbrauchsguter

Name Bestellnummer Hersteller, Firmensitz
1,5 ML ReagiergefalRe 72.706 Sarstedt, NUrnbrecht
15 ml Cellstar® 188272 Greiner bio-one,
Polypropylen Rohrchen Frickenhausen
50 ml Cellstar® 227261 Greiner bio-one,
Polypropylen Réhrchen Frickenhausen
96-Lochplatte, transparent 655101 Greiner bio-one,
Frickenhausen
96-Lochplatte, weil3 236105 Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt
Biosphere® Fil. Tip. 10 pl 70.1130.210 Sarstedt, Nurnbrecht
farblos
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Biosphere® Fil. Tip. 100 pl
farblos

Biosphere® Fil. Tip. 100-
1000 pl farblos

Biosphere® Fil. Tip. 2-20 pl
farblos

Deckglas

Einmalspritze, Injekt® 10 ml

Einmalspritze, Injekt® 20 ml

Filtropur s 0.2

Filtropur s 0.45
Kryordhrchen

Klvetten

Objekttrager 76 x 26 mm

Pipettenspitze, 1000 pl
Pipettenspitze, 200 pl
Zellkulturflasche mit Filter,
250 ml

Zellkulturflasche mit Filter,
550 ml

Zellkulturschaber

Zellkulturschalen 35x15 mm

Zellkulturschalen 60x15 mm

70.760.212

70.762.211

70.760.219

0657.2
4606108V

4606205V

83.1826.001
83.1826
72.379.002
0030106300
MZ-0002

70.762

70.760.002

658175

660175

83.1830
130180

130181

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Sarstedt, Nurnbrecht

Roth, Karlsruhe

Braun Melsungen AG,
Melsungen

Braun Melsungen AG,
Melsungen

Sarstedt, Nurnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, Niurnbrecht
Eppendorf, Hamburg
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Sarstedt, NUrnbrecht
Sarstedt, NUrnbrecht
Greiner bio-one,
Frickenhausen

Greiner bio-one,
Frickenhausen

Sarstedt, NUrnbrecht
Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt

Thermo Fisher Scientific,

Darmstadt

Tabelle 3: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Verbrauchsgiter und deren Bestellnummern, sowie

die Namen der herstellenden Firmen und deren Firmensitz
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3.1.4. Verwendete Laborgerate

Gerat

Hersteller, Firmensitz

Accu-Check Aviva
Analysewaage
Auflichtmikroskop

Autoklav

Brutschrank

BZ-8000 Fluoreszensmikroskop
Eismaschine
Feinanalysewaage
Chemidoc™ Xrs+ System
Heizschattler

Luminometer

Magnetrihrer

Multiskan™ Fc Mikrotiterplatten-Photometer
Mikrotom (Leica SM2000R)
Millipore-Wasseranlage Milli Q
Neubauer Zéahlkammer
pH-Meter, Inolab Ph 720
Photometer

Glaspipetten (5, 10, 25 ml)
Pipetus®Akku

Sterilbank

Biofuge®Pico

Vortexer

Wasserbad

Mr. Frosty™

Roche Diagnostics, Mannheim
Sartorius, Goéttingen

Helmut Hund GmbH, Wetzlar

Schitt, Géttingen

Hareous, Hanau

Keyence, Neu-Isenburg

diverse Hersteller

Sartorius, Gottingen

Bio-Rad, Miinchen

Eppendorf, Hamburg

Berthold Detection Systems, Alabama, USA
diverse Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA
Leica Mikrosysteme Vertrieb GmbH, Wetzlar
Millipore, Milford, USA

VWR, Darmstadt

WTW, Wellheim

Eppendorf, Hamburg

diverse Hersteller

Hirschmann Laborgeréte, Heilbronn
Hareus, Hanau

Hareus, Hanau

diverse Hersteller

diverse Hersteller

Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA

Tabelle 4: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Laborgerate, sowie die Namen der herstellenden

Firmen und deren Firmensitz.
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3.1.5. Verwendeten Enzyme und Nukleotide

Name

Bestellnummer

Hersteller, Firmensitz

Tag DNA Polymerase

Gel Loading Dye, Purple (6x)

DATP Solution, 100 Mm

DCTP Solution, 100 Mm

DGTP Solution, 100 Mm

DTTP Solution, 100 Mm

Revertaid Reverse

Transcriptase

Random Hexamer

Ribolock RNase Inhibitor

M0267L

B7024S

R0141

R0O151

RO161

R1191

EP0441

S0142

EO0381

New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main
New England Biolabs
GmbH, Frankfurt am Main

Thermo Fisher Scientific,

Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA
Thermo Fisher Scientific,
Waltham, USA

Tabelle 5: Dargestellt sind die in dieser Arbeit verwendeten Enzyme und Nukleotide mit deren Bestellnummern,

sowie die Namen der herstellenden Firmen und deren Firmensitz.

3.1.6. Verwendete Zelllinien

3.1.6.1. H2C1 Zellen

H2C1-Zellen sind HEK293-Zellen, welche den humanen TRPV1 (hTRPV1)-Kanal exprimieren

(Mergler et al., 2012). Die Zellen wurden mir freundlicherweise von Herrn Dr. rer. nat. Carsten

Grotzinger (Charité, Berlin) zur Verfuigung gestellt.
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3.1.6.2. HEK293-TN

HEK293-TN-Zellen sind embryonale Nierenzellen, die das groR3e T-Antigen des SV40-Virus

exprimieren.

3.1.6.3. HEK293/T17

HEK293/T17 ist eine Zelllinie, die 1977 aus einer embryonalen Niere gewonnen und mit dem
grof3en T-Antigen aus SV-40 transformiert wurde (DuBridge et al., 1987; Graham et al., 1977).

Aufgrund der gesteigerten Transfizierbarkeit wurde Klon 17 ausgewabhlt.

3.1.6.4. HEK293ABRaf.ER

Fiur diese Zelllinie wurden HEK293T-Zellen mit Retroviren infiziert, die mit dem retroviralen
Transfervektor pBabepuro3AB-Raf:ER generiert wurden. Dieses kodiert fur die aktive Form
des B-Raf Proteins, welches mit der Hormonbindedoméne des murinen Ostrogenrezeptors
fusioniert ist und die Induzierbarkeit Uber 4-Hydroxytamoxifen ermdglicht (Al-Sarraj et al.,
2005).

3.1.6.5. INS-1832/13

INS-1 832/13-Zellen sind immortalisierte Insulinomazellen der Ratte, welche Glukose-
abhangig Insulin sezernieren. Dazu wurden die Zellen durch Transfektion so verandert, dass
sie das humane Insulin produzieren (Hohmeier et al., 2000; Henkel-Rieger et al., 2007,
Hectors et al, 2013). Die INS-1 832/13 Zelllinie wurde mir freundlicherweise von Hindrik Mulder
von der Lund University in Schweden zur Verfiigung gestellt und deren Verwendung, durch
Hans-Ewald Hohmeier und Christopher Newgard von der Duke University in den USA,

genehmigt.

3.1.6.6. INS-1ABRaf:ER

Um diese stabile Zelllinie zu generieren, wurden Insulinomazellen (INS-1 Zellen) der Ratte mit
Retroviren infiziert, die mit dem retroviralen Transfervektor pBabepuro3AB-Raf.ER generiert
wurden (Muller et al., 2010).
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3.1.7. Plasmide und Vektoren

Die Generierung der in dieser Arbeit verwendeten Lentiviren basiert auf einem System mit drei
Plasmiden. Zur Generierung der Viren wurden jeweils ein Verpackungsplasmid, ein
Expressionsplasmid und der lentivirale Transfervektor transient in HEK293-TN-Zellen

transfiziert.

3.1.7.1. Verpackungsplasmid A8.91

Das Verpackungsplasmid enthalt die genetischen Informationen des HI Virus fur gag, pol und
rev. Im 5-Bereich der Transkriptionseinheit ist ein Promotor/Enhancer des ,Cytomegalovirus®
(CMV) vorangeschaltet (Abbildung 7), welcher eine starke Expression der lentiviralen Gene
gag, pol und rev ermdglicht. Am 3‘-Ende befindet sich eine Polyadenylierungssequenz des
Simian-Virus 40 (SV40) (Thiel und Roéssler, 2007).

o %9

rev

Abbildung 7: Transkriptionseinheit des Verpackungsplasmides A8.91

Das Verpackungsplasmid kodiert fur die viralen Gene gag, pol und rev. Vorangestellt ist ihnen der
Promotor/Enhancer des Cytomegalovirus (CMV). Der kodierenden Region ist an ihrem Ende ein
Polyadenylierungssignal (pA) des Simian-Virus 40 (SV40) angeschlossen. Abbildung entnommen aus Backes
2014.

3.1.7.2. Expressionsplasmid pCMV-G

Das Expressionsplasmid pCMV-G kodiert fur ein virales Glykoprotein des ,Vesicular Stomatitis
Virus® (VSV) (Abbildung 8), welches den Tropismus des Virus erweitert. Es ermdglicht somit,
dass ein groRBeres Spektrum an unterschiedlichen Zelltypen infiziert werden kann. Der
Kodierregion des VSV-Glykoprrotiens ist der CMV Promotor/Enhancer vorangestellt. Die
kodierende Region wird von einem Polyadanylierungssignal des SV40 abgeschlossen (Thiel
und Rdossler, 2007).
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> cmv >—H VSV-G —"svao pA |

Abbildung 8: Funktionale Transkriptionseinheit des Expressionsplasmides pCMV-G

Das virale Hullprotein (VSV-G) wird im 5‘-Bereich von dem starken Promotor des Cytomegalovirus und im 3'-

Bereich von einem Polyadenylierungssignal des Simian-

Backes 2014.

3.1.7.3. Lentivirale Transfervektoren

Virus 40 (SV40) flankiert. Abbildung entnommen aus

Der Transfervektor enthalt genetische Information des rekombinanten Lentivirus (Tabelle 6).

Transfervektor

Funktion

pFUW

pFUW-FLAG-REST/EIk-1AC

pFUW-MKP-1

pFUW-c-junAN

pFW-Coll.luc

pFW-Coll.lucATRE

Lentiviraler Expressionsvektor (Lois et al.,
2002)

Lentiviraler Expressionsvektor, der fur die
dominant negative Mutante von EIk-1
kodiert. Zuséatzlich enthélt dieser Vektor die
Information fur einen FLAG-Tag (Stefano et
al., 2006)

Lentiviraler Expressionsvektor, der fir die
»,MAP-Kinase-Phosphatase-1* (MKP-1)
kodiert (Bauer et al., 2007)

Lentiviraler Expressionsvektor, der fur die
dominant negative Mutante des
Transkriptionsfaktors c-Jun kodiert (Bauer et
al., 2007)

Lentiviraler Expressionsvektor, der fir das,
Luziferasegen kodiert, vor welches der
Promotor des Kollagenase-Gens kloniert
wurde. Der Kollagenase Promotor enthalt
eine Bindestelle fur den Transkriptionsfaktor
AP-1 (Rossler et al., 2008)

Lentiviraler Expressionsvektor, der fir das
Luziferasegen kodiert, vor welches ein
mutierter Kollagenasegenpromotor kloniert

wurde. Die AP-1 Bindestelle wurde hier aber
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mutiert, wodurch ein Binden von AP-1
verhindert wird (Mdiller et al., 2010)

pFW-StRE.luc Lentiviraler Expressionsvektor, der fir das
Luziferasegen kodiert. Vor dem
Luziferasegen wurden in einem

Minimalpromotor drei Kopien des ,stress-
response elements” des ,Hamoxygenase-1*
(ho-1) Promotors inseriert (Alam et al., 2003;
Muller et al., 2009)

plentilox3.7(pLL3.7) Lentiviraler Transfervektor zur Expression
von shRNAs (American Type Culture
Collection, Manassas, VA). Zusatzlich
exprimiert der Vektor EGFP unter der
Kontrolle des CMV Promotors (Rubinson et
al., 2003). Siehe Kapitel 3.2.1.6.
pl13.7-shtrpvl Lentiviraler Transfervektor, der fir eine
shRNA kodiert, die gegen die humane
TRPV1 mRNA gerichtet ist (Christoph et al.,
2006). Siehe Kapitel 3.2.1.6.

Tabelle 6: Liste der verwendeten lentiviralen Transfervektoren und ihrer kodierenden genetischen Information.

3.2. Methoden

3.2.1. Zellkultur

Alle Zellkultur betreffenden Arbeiten wurden in einem der Sicherheitsstufe 2 klassifizierten
Labor durchgefihrt. Die sterilen Arbeiten wurden entsprechend unter einer Sterilbank nach
den gangigen Verfahrensweisen und unter Einhaltung der entsprechenden
Sicherheitsbestimmungen ausgeftihrt. Die Kultivierung der verwendeten Zelllinien erfolgte bei

konstant 37 °C und einer feuchten Atmosphére mit 5 % CO..

Fir die Kultivierung der unterschiedlichen Zelllinien wurden die folgenden Fertig-Medien aus
dem entsprechenden Pulvergemisch als Stockldsung angesetzt und mit entsprechenden

Zusatzen in das gebrauchsfertige Medium tberfuhrt.
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3.2.1.1. Zellkulturmedium der HEK293/T17-, HEK293-TN- und H2C1-

Zelllinien

Die humanen Zelllinien HEK293/T17, HEK293-TN und H2C1 wurden in ,Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium® (DMEM) kultiviert, dem die in Tabelle 7 aufgefihrten Zusatze beigemengt

wurden.

Zuséatze Endkonzentration
FCS 10 %

L-Glutamin 2mM

Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/mi

Tabelle 7: Das DMEM-Kulturmedium fir die Zelllinien HEK293/T17, HEK293-TN und H2C1 mit den zur fertigen
Nahrldsung beigemengten Agentien in ihrer jeweiligen Endkonzentration.

3.2.1.2. Zellkulturmedium der INS-1 832/13- und INS-1ABRaf:ER-
Zelllinien

Die Ratten-Zelllinien INS-1 832/13 und INS-1ABRaf.ER wurden in RPMI-1640-Medium
kultiviert. Dem Medium wurden vor der Inkubation der Zellen die in Tabelle 8 gezeigten

Zusatze beigemengt.

Zusatze Endkonzentration
FCS 10 %

L-Glutamin 2mM

Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/mi
Natriumpyruvat 1mM
B-Mercaptoethanol 50 uM

Tabelle 8: Dem RPMI-1640-Medium flr die Zelllinien INS-1 832/13 und INS-1ABRaf.ER wurden zur Herstellung
der fertigen Nahrldsung die gezeigten Agentien in ihrer jeweiligen Endkonzentration beigemengt.
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3.2.1.3. Passage von Saugerzellen

3.2.1.3.1. Passage der HEK293/T17-, HEK293-TN- und H2C1-Zelllinien

Mit allen drei Zelllinien wurde nach dem gleichen Kultivierungsschema verfahren.
Entsprechend der Wachstumsstarke dieser Zellen wurden diese an drei Tagen in der Woche
mit ,phosphate buffered saline* (PBS) (pH 7,2) gewaschen (Tabelle 9) und danach von der
Zellkulturflasche mittels Trypsin/EDTA (Tabelle 9) enzymatisch abgeldst.

Name Zusammensetzung Konzentration pH-Wert
PBS KCI 3,4 mM
KH2PO4 1,8 mM
Na;HPO4 x H.0 4 mM 7.2
NaCl 170 mM
Trypsin/EDTA EDTA 0,1 % (wiv)
Trypsin 0,25 % (w/v) -

Tabelle 9: Zusammensetzung des zur Passage der Zelllinien verwendeten PBS- sowie des Trypsin/EDTA-
Gemischs.

Durch die Zugabe von frischem Medium wurde die Enzymaktivitat des Trypsin/EDTA gestoppt
und die Zellen in der Flasche resuspendiert. Die HEK293/T17- bzw. HEK293-TN-Zelllinien
wurden stets in einem Verhdltnis von 1:10 umgesetzt. Wegen des langsameren Wachstums
der H2C1 Zellen wurden diese weniger stark verdiinnt in die Zellkulturflasche zurtickgegeben
(1/7). Zu den in der Flasche befindlichen Zellen wurde jeweils 40 ml frisches Medium gegeben.

In regelméafigen Abstadnden wurden die Zellkulturflaschen der einzelnen Zelllinien erneuert.

3.2.1.3.2. Passage der INS-1 832/13- und INS-1ABRaf:ER-Zelllinien

Aufgrund ihres langsamen Wachstums wurden die Insulinomazellen an zwei Tagen in der
Woche im Verhaltnis 1:5 umgesetzt. Abweichend davon erfolgte das Vorgehen wie fiir die
HEK293-Zellen beschrieben.
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3.2.1.4. Kryokonservierung und Auftauen von Saugerzellen

Um Zelllinien Uber einen langen Zeitraum nutzen zu kénnen, wurden diese kryokonserviert.
Dazu wurden die Zellen in der Zellkulturflasche mittels Zugabe von PBS (20 ml) gewaschen
(Tabelle 9). Das PBS wurde abgenommen und die Zellen mit einer Trypsin/EDTA-LOsung
abgeldst (Tabelle 9). Unmittelbar nach dem Ablésen, wurde Medium (entsprechend der
verwendeten Zelllinie) zugegeben und die Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen
Uberfihrt. Nach einer dreiminitigen Zentrifugation bei 200 g (4 °C) wurde das Medium
abgenommen und das entstandene Pellet mit FCS, supplementiert mit 10 % DMSO, versetzt
und vorsichtig resuspendiert. Die entstandene Zellsuspension wurde auf 1,5 ml in
Kryordhrchen aufgeteilt. Die Kryokonservierung erfolgte in einem Mr. Frosty™ fir 24 h bei -80
°C. Zur kurzzeitigen Aufbewahrung wurden die Zellen bei -80 °C gelagert. Fur eine
langerfristige Lagerung wurden die Zellen bei -198 °C in flussigem Stickstoff eingelagert.

Das Auftauen der Zellen erfolgte langsam in einem 37 °C Wasserbad. Nach dem Auftauen
wurde die Zellsuspension in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen tberfiihrt und fir drei Minuten bei
200 g zentrifugiert (Zimmertemperatur). Das Uberschissige FCS/IDMSO Gemisch wurde
entfernt und das Zellpellet in frischem Zellkulturmedium aufgenommen. Das Resuspendieren
erfolgte durch vorsichtiges Auf- und Abpipettieren. Danach wurden die Zellen in eine neue

Zellkulturflasche mit frischem Medium Uberflhrt.

3.2.1.5. Lentivirale Infektion von Saugerzellen

3.2.1.5.1. Lentivirales System

Lentiviren wie das HI-Virus haben einen engen Tropismus und kdnnen somit nur wenige
spezifische Zelltypen infizieren. Da dies in der Forschung von Nachteil ist, wurden die in dieser
Arbeit hergestellten Lentiviren genetisch so verandert, dass ihr Tropismus erweitert war.

Zur Generierung der Lentiviren wurden drei Plasmide verwendet. Das Verpackungsplasmid
A8.91 (Abbildung 7) kodierte flr die viralen Proteine gag, pol und rev. Das Expressionsplasmid
pCMV-G (Abbildung 8) kodierte fiir das virale Glykoprotein des ,vesicular stomatitis virus®
(VSV-G), welches zur Erweiterung des Tropismus diente (Thiel und Rossler, 2007). Als drittes
Plasmid wurde ein Transfervektor verwendet, welcher die genetische Information des
rekombinanten Lentivirus enthielt. Die in dieser Arbeit verwendeten Transfervektoren sind in

Tabelle 6 aufgelistet.
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3.2.1.5.2. Generierung von Lentiviren

Die Generierung von Lentiviren erfolgte unter S2 Laborbedingungen. Zur Erzeugung der
Lentiviren wurden HEK293/T17-Zellen auf 60 mm Zellkulturschalen zu je 1,5 Millionen Zellen
pro Schale ausgebracht. Im weiteren Verlauf der Arbeit wurde auf HEK293-TN-Zellen
umgestiegen, da diese eine hohere Effizienz in der Produktion der Virus-Partikel aufwiesen.
Die Zellen wurden mit 4 ml Medium je Zellkulturschale fur 24 h im Brutschrank kultiviert.
Danach erfolgte die transiente Transfektion der Zellen mittels der Calciumphosphat-Methode.
Dazu wurde eine 2 x HBSS (pH 7,09)-Gebrauchslésung (Tabelle 10) hergestellt und in ein

Polystyrol Rundboden-Gefal vorgelegt (im Folgenden als Ansatz B bezeichnet).

Name Zusammensetzung Konzentration pH-Wert
2 Xx HBSS NaCl 274 mM
Na:HPO4 3,75 mM
7,09
Glukose 27,75 mM
KCI 25 mM
HEPES 105 mM

Tabelle 10: Die Zusammensetzung der zur Transfektion verwendeten 2 x HBSS-Ldsung mit ihren Konzentrationen
und ihrem pH-Wert.

In ein zweites Gefall wurde H,O, CaCl,, Expressionsplasmid, Verpackungsplasmid und
Transfervektor gegeben (im Folgenden als Ansatz A bezeichnet). Die entsprechenden

Mengen pro einfachen Ansatz kénnen Tabelle 11 enthommen werden.

Transfer- Verpackungs- Expressions- HO CaCl; 2 XHBSS
Vektor Plasmid Plasmid [2,5 mM]
6,6 pG/Ansatz | 5 pg/Ansatz 2,3 pg/Ansatz 250 27,5 275

pI/Ansatz p/Ansatz  pl/Ansatz

Tabelle 11: Die eingesetzten Mengen der Plasmide, sowie die Mengen an Wasser, CaCl2 und 2 x HBSS je
einfachem Ansatz.

Danach wurde Ansatz A zu Ansatz B mittels einer elektronischen Pipettierhilfe Gberfuhrt und
der Ansatz mittels Luftausstol3 in das Gefaf fur einige Sekunden vermengt. Dabei prézipitierte
die Losung und band die Plasmide an das sich bildende Calciumphosphat. Bevor das
Prazipitat zu den Zellen gegeben wurde, wurde diesen frisches Medium zugefihrt. In das

Medium wurde Chloroquin in einer Konzentration von 25 pM gegeben, um die
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Transfektionseffizienz zu verbessern. Je Platte wurde daraufhin 500 ul des Prazipitates
gegeben und durch kreisende Bewegungen auf der Platte vermengt. Die Ansdtze wurden
darauf fur 24 Stunden kultiviert. Am Folgetag wurde das Transfektionsmedium abgenommen
und die Zellen zweimal mit PBS gewaschen. Anschliel3end wurde je Platte 4 ml frisches

Medium zugegeben und fur 48 Stunden im Inkubator kultiviert.

3.2.1.5.3. Infektion von Saugerzelllinien

Die zuvor hergestellten Lentiviren wurden, nach der 48-72 h-Inkubation von den
Zellkulturschalen abgenommen und in ein Zentrifugenrdhrchen tberfuhrt. Danach wurde die
virale Losung in eine Einmalspritze (25 ml) aufgenommen und mittels eines Filtropur S 0.45
UM-Filters gefiltert und in ein neues Zentrifugenrdhrchen Uberfihrt. Das Virus-Medium-
Gemisch wurde im Anschluss mit neuem Medium oder einem zweiten Lentivirus-Gemisch, je
nach Versuchsansatz, vermischt. In die Ansatze wurde Hexadimethrine-bromide (Polybrene)
(8 pg/ml) zur Steigerung der Infektionseffizienz im Verhéltnis 1:1000 zugegeben.
Entsprechend des Versuchsansatzes wurden dann die entsprechenden Zelllinien mittels
Trypsin/EDTA von der Zellkulturflasche abgeldst und die Zellzahl unter dem Mikroskop mit
einer Neubauer Zahlkammer bestimmt. Die verwendete Zellzahl je 30 mm Zellkulturschale

kann Tabelle 12 entnommen werden.

Zelllinie Zellzahl/30 mm Zellkulturschale
HEK293/T17 200.000
H2C1 200.000
INS-1 832/13 500.000
INS-1ABRAF:ER 500.000

Tabelle 12: Die eingesetzten Zellzahlen der entsprechenden Zelllinien je 30 mm Zellkulturschale fir die Infektion
mit Lentiviren.

Nach dem Aufbringen des Virus-Gemischs auf die Zellkulturschalen wurden die Zellen zu den
einzelnen Platten pipettiert und durch vorsichtige Kreisbewegungen gleichmaRig verteilt. Die
Zellkulturschalen wurden fur 24 h im Inkubator kultiviert. Am Folgetag wurde der virale Ansatz
von den Zellen abgenommen und durch frisches Medium ersetzt. Nach 6-24 h wurde das
Vollmedium abgenommen und durch Serum-reduziertes Medium ausgetauscht (Tabelle 13)
und fiir 24 h inkubiert. Die Serum-Reduktion der HEK293 basierten Zelllinien erfolgte in serum-
reduziertem DMEM-Medium. DME-Medium wurde fir die Serum-Reduktion der INS-1
basierten Zelllinien verwendet.
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Name Zelllinie Zuséatze Endkonzentration
Serum-reduziertes HEK293/T17 FCS 0,05 %
DMEM-Medium HEK293-TN L-Glutamin 2 mM
H2C1 Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Serum reduziertes INS-1 832/13 FCS 0,5 %
DME-Medium INS-1ABRaf:ER L-Glutamin 2mM
Penicillin 100 U/ml
Streptomycin 100 pg/ml
Natriumpyruvat/ 1mM
B-Mercaptoethanol 50 uM

Tabelle 13: Die verwendeten Serum-reduzierten Medien fur die Zelllinien HEK293/T17, HEK293-TN, H2C1, INS-1
und INS-1ABRaf.ER. Zusatzlich dargestellt sind die zugegebenen Agentien flr die gebrauchsfertige Losung.

3.2.1.6. RNA-Interferenz

Zur Reduktion der TRPV1-Expression in H2C1-Zellen wurde die Methode der RNA-Interferenz
genutzt. Dazu wurde auf Grundlage der von Christoph et al. (2006) beschriebenen Sequenz
eine  ,small  hairpin  RNA“ (shRNA) nach folgendem  Protokoll erstellt:

http://mcmanuslab.ucsf.edu/protocols/lI37stemloop design.pdf. Die shRNA setzte sich aus

dem Sense- und dem Antisense-Strang zur TRPV1 mRNA zusammen. Verbunden waren

diese durch eine Haarnadelstruktur bildende Nucleotid-Sequenz (s.h. Abbildung 9).

42


http://mcmanuslab.ucsf.edu/protocols/ll37stemloop_design.pdf

Material und Methoden

pLentiLox 3.7 (pLL3.7)
n o o
O X X
= S S
={SIN-LTR { ¥ HcPPT}-U6 WRE < SIN-LTR -

Loop

Abbildung 9: Ausschnitt des fir shTRPV1 kodierenden lentiviralen Vektors pLL3.7

Der lentivirale Vektor pLentiLox (pLL3.7) diente als viraler Vektor zur Expression der TRPV1 shRNA. Die Sequenz
des Sense-und Antisense-Stranges (fett hinterlegt), sowie die Loop-Sequenz und deren Insertion in die ,Multiple
Cloning Site* (MCS) sind gezeigt. Als Promoter der Expression diente die murine Polymerase Il U6. In 3‘-Richtung
war dieser ein ,central polypurine tract* (cPPT) fur eine gesteigerte Transduktion vorangeschaltet. Das W-Element
des HIV diente als Verpackungssignal. Hinter der MCS waren, von zwei LoXP-Sequenzen eingerahmt, eine
regulatorische Promotor-Region des Cytomegalovirus (CMV) zur Expressionssteigerung und eine Sequenz des
grun fluoreszierenden Proteins (EGFP) geschaltet. Weiter in Richtung 5° war zur erhéhten Expression die Sequenz
des ,woodchuck hepatitis virus response element” (WRE) lokalisiert. Sowohl in 3'-, als auch in 5'-Richtung war
diese Sequenzfolge von einem ,self-inacitivating construct-long terminal repeat® (SIN-LTR) umschlossen, welches
als SchutzmalRnahme, die Generierung von wildtypischem Virus verhindern sollte. Die Abbildung wurde
entnommen und verandert nach Rubinson et al., 2003.

Die in Abbildung 9 gezeigte shRNA-Sequenz wurde in die ,Multiple Cloning Site* (MCS) in den
viralen Vektor pLentiLox 3.7 (pLL3.7) (siehe Tabelle 6) eingefligt. Zur Expression der shRNA
diente der murine Polymerase llI-Promotor U6, welcher der MCS vorangeschaltet war. Ein
Nachweis der Expression der shRNA war durch die Expression des grin-fluoreszierenden
Proteins (EGFP) gegeben. Der pLL3.7-shTRPV1-Vektor wurde dann wie in Kapitel 3.2.1.5
beschrieben, zur Generierung von fir shTRPV1 kodierenden Lentiviren verwendet und H2C1-
Zellen damit infiziert (s.h. Abbildung 10).
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Abbildung 10: Die Wirkungsweise der small hairpin RNA in der Zelle

Das Lentivirus, welches fur die shRNA kodiert, integriert nach der Infektion der Zelle die genetische Information fur
die shRNA in das Genom der Zelle. Durch die starken und konstitutiv aktiven Promotoren kommt es dann zu einer
Expression der shRNA. Der Sense-und Antisense-Strang lagern sich zusammen und es bildet sich eine
Haarnadelstruktur, da sich die Nucleotide an dieser Stelle nicht paaren kdnnen. Danach wird die dsRNA aus dem
Zellkern geschleust und die Haarnadelstruktur von einem DICER abgespalten. Die dsRNA wird darauf in den ,RNA
induced silencing complex® (RISC) aufgenommen. Hier l6sen sich beide Strdnge voneinander, wobei nur der
Antisense-Strang im RISC verbleibt und dann komplementdre mRNA bindet. Kommt es zur Paarung, wird die
erkannte mMRNA aufgespalten und somit inaktiviert.

Nach der Infektion der Zielzelle und dem Integrieren der genetischen Information fur die
shRNA in das Genom wurde die shRNA exprimiert. Dabei lagerten sich der Sense- und der
Antisense-Strang zusammen, wodurch sich die namensgebende Haarnadelstruktur zwischen
diesen beiden Sequenzen ausbildete. Die noch unfertige shRNA wird dann aus dem Zellkern
geschleust und die Haarnadelstruktur von der Ribonuklease Dicer abgespalten. In dessen
Folge wurde die kurze dsRNA von einem ,RNA induced silencing complex® kurz RISC erkannt
und in diesen integriert. In diesem Komplex kam es zum Aufspalten von Sense-und Antisense-

Strang, wodurch nur noch ein einzelner Strang im RISC verblieb. Der nun aktive RISC-
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Komplex war dadurch in der Lage, zu der in ihm enthaltenen RNA, komplementdre RNA zu
binden und ein Aufspalten dieser zu bewirken. In der Folge kam es zu verringerter TRPV1-

Bildung.

3.2.1.7. Stimulation und Inhibition von Saugerzelllinien

Nach der 24 stiindigen Infektion der Zellen erfolgte die Stimulation bzw. Inhibition der Zellen
mit den entsprechenden Pharmaka (Tabelle 14) in serumreduziertem Medium. Fur die
Inhibitionsversuche wurden die Zellen drei Stunden mit dem entsprechenden Inhibitor

vorinkubiert.

Name Konzentration Losemittel Stimulans (S)/
Inhibitor (1)

2-APB 75 uM DMSO S/l

40HT 200 nM Ethanol S

AMG 9810 50 uM Ethanol [

Capsaicin 10 uM Ethanol S

CNO 1uM Ethanol S

NADA 10 uM Ethanol S

PD98059 50 uM DMSO I

RTX 5nM DMSO S

Clotrimazol 2 uM DMSO -

BCTC 10 uM DMSO I

Progesteron 30 uM DMSO I

Pregnenolon 30 uM DMSO I

JNK-IN-8 1uM DMSO I

Tabelle 14: Die verwendeten Stimulantien (S) bzw. Inhibitoren (I) mit ihren eingesetzten Konzentrationen und
Losemitteln.

Die Stimulation mit den agonistisch wirkenden Pharmaka erfolgte fir 24 h. Im Falle der
Versuche, in denen Inhibitoren eingesetzt wurden, fand eine Vorinkubation statt. Die Dauer
der Vorinkubation ist den jeweiligen Versuchen im Ergebnisteil zu entnehmen. Folgte eine

Stimulation, so blieb der Inhibitor fiir die Dauer der Stimulation auf den Zellen.

45



Material und Methoden

3.2.1.8. Reportergenanalyse

3.2.1.8.1. Gewinnung und Aufschluss der zellularen Proben

Die stimulierten bzw. inhibierten Zellen wurden nach 24 Stunden zur weiteren Analyse
geerntet. Dazu wurde das Zellkulturmedium von den Schalen abgenommen und verworfen.
Nach zweimaligem, vorsichtigem Waschen mit kaltem PBS (Tabelle 9) wurde zu den Zellen je
500 pl kaltes PBS pipettiert. Danach wurden die Zellen mittels Zellschaber von der Platte
geschabt und mittels Pipette in ein 1,5 ml Reaktionsgefal? (gekuhlt) Uberfihrt. Nach
funfmindtiger Zentrifugation bei 13 000 rpm (4 °C) wurde das Uberschissige PBS
abgenommen und verworfen. Zur weiteren Analyse konnten die Proben direkt
weiterverwendet, oder bei — 20 °C konserviert werden.

Fur die Analyse wurden die Proben mit Reporterlysepuffer versetzt und mehrmals mit etwas
Kraft Gber ein feinmaschiges Metallgitter gezogen. Hierdurch wurden die Zellen mechanisch
aufgeschlossen. Anschliel3end wurden die Proben erneut fur funf Minuten bei 13 000 rpm

(4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand enthielt das Lysat.

3.2.1.8.2. Luziferase-Assay

Bei einem Luziferase-Assay spaltet das Enzym Luziferase ein spezifisches Substrat und
induziert dadurch die Emmission von Lumineszenz. Die Intensitat dieser Lumineszenz ist
dabei direkt proportional zur vorhandenen Menge an Luziferase. Alle in dieser Arbeit
verwendeten Reportergenkonstrukte kontrollierten die Expression der Luziferase. Die Aktivitat
der Luziferase, wurde mit einem Luminometer gemessen.

Zur Messung der Luziferase Aktivitdt wurde jeweils 5 pl des Zelllysats auf eine weil3e 96
Lochplatte aufgetragen und mit jeweils 50 pl Luziferasesubstratldsung versetzt. Die
Zusammensetzung der Luziferasesubstratlidsung kann der Tabelle 15 entnommen werden.
Fur die gebrauchsfertige Loésung wurde 1 ml D-Luziferin-Natriumsalz auf 9 ml
Luziferasesubstratlosung gegeben. Je nach untersuchtem Probentyp unterschieden sich die
zugegebenen Volumina der Luziferasesubstratlosung. Die Proben wurden daraufhin in einem

Luminometer vermessen und die Luziferaseaktivitat bestimmt.
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Name Konzentration pH-Wert
(MgCO3)s Mg(OH)2 5 | 1,177 Mm -

x HO

ATP 583 uM -
Coenzym A (CoA) 297 uM -

DTT 36,3 mM -

EDTA 110 uM -

MgSO4 7xH,0 2,94 mM -

Tricine 22 mM 7,8

- D-Luziferin Natriumsalz

Tabelle 15: Die enthaltenen Verbindungen der Luziferasesubstratldsung mit ihren jeweiligen Konzentrationen und
dem pH-Wert.

3.2.1.8.3. Bestimmung der Proteinkonzentration mittels Bicinchonin-

saure Assay (BCA)

Der Bicinchoninséure Assay ist eine Standartmethode zur Bestimmung einer unbekannten
Proteinmenge in einer LOsung. Dabei wird Bicinchoninsaure im Verhéltnis 1:50 mit
Kupfersulfat gemischt, wobei eine grinliche Lésung entsteht, die in Verbindung mit Proteinen
einen Komplex bildet. Diese Komplex-Bildung ist direkt proportional zur vorhandenen
Proteinkonzentration und flihrt zu einer lila gefarbten Losung, welche ihr Absorptionsmaximum
bei 570 nm hat und somit photometrisch gemessen werden kann.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration wurden die Proben auf eine transparente 96
Lochplatte pipettiert (12,5 ul) und mit jeweils 100 ul der BCA-L6sung versetzt. Um die genaue
Konzentration der Proben bestimmen zu kénnen wurde eine Verdinnungsreihe mit ,Bovinen
Serum Albumin® (BSA) bekannter Konzentration erstellt. Mittels linearer Regression konnte
somit Ruckschluss auf die unbekannten Konzentrationen in den Proben geschlossen werden.
Der Standard wurde in gleicher Weise auf die 96 Lochplatte aufgetragen und mit BCA-Ldsung
versetzt. Nach 30-mindtiger Inkubation bei 37 °C wurde die Platte in einem Multiplatereader

vermessen. Zur weiteren Berechnung wurden die Rohdaten der Messung verwendet.
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3.2.1.8.4. Relative Luziferase Aktivitat

Die erhaltenen Werte der Luziferase-Messung wurden zu den jeweiligen Werten der
Proteinkonzentrationsmessung ins Verhaltnis gesetzt. Nach der Mittelung der Werte wurde
der jeweilige Protein/Luziferin-Wert auf diesen Mittelwert normiert. Die nicht stimulierten
Kontrollen wurden gleich eins gesetzt und die stimulierten Werte dazu ins Verhaltnis gesetzt.
Es ergab sich ein Faktor, der hier als relative Luziferase-Aktivitdt bezeichnet wird. Die
Standartabweichungen und die Signifikanzen (zweiseitiger Student’s t-test) der Proben wurde
rechnerisch ermittelt. Zur Auswertung aller in dieser Arbeit dargestellten Daten, wurde

Microsoft Excel verwendet.

3.3. Proteinbiochemische Methoden

3.3.1. MTT-Assay

Der MTT-Assay ist ein klassischer Test zur Bestimmung der Zellaktivitat. Dabei wird das
Tetrazoliumsalz MTT (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazoliumbromid) in das
Nahrmedium einer Zellkultur gegeben. Das MTT wird von den Zellen aufgenommen und von
NAD(P)H abh&ngigen Oxidreduktasen zu Formazan reduziert. Formazan ist wasserunl@slich
und fiuhrt zu einer violetten Farbung der Zellen (Berridge et al., 2005). Die Intensitat der
violetten Farbung ist proportional zur Zellaktivitdit und kann in einem Multiplatereader
photometrisch vermessen werden.

Zur Bestimmung der MTT-Aktivitat wurden auf eine transparenten 96 Lochplatte 5000
HEK293-Zellen bzw. 10 000 INS-1 832/13-Zellen respektive, pro Loch ausgesét und mit
jeweils 200 pl des entsprechenden Mediums versetzt. Nach 48-stiindiger Kultivierung im
Brutschrank bei 37 °C und 5 % CO, wurde das Medium abgenommen und durch Serum-
reduziertes Medium ersetzt. Nach 24 Stunden wurde das Serum-reduzierte Medium
abgenommen und erneuert. Das frische Medium war mit den zu testenden Pharmaka versetzt.
Nach weiteren 24 Stunden wurde zu jeder der einzelnen Proben 20 pl der MTT-Lésung (MTT-
Stocklésung: 5 mg/ml) pipettiert und fir zwei Stunden inkubiert. Bei stoffwechsel-aktiven
Zellen konnte die Bildung der Formazan-Kristalle unter dem Mikroskop beobachtet werden.
Nach der zweistindigen Inkubationsdauer wurde das Medium/MTT-Gemisch entfernt und
durch 200 pyl DMSO zum L6sen der Kristalle ersetzt. Nach weiteren 10 Minuten wurden die
Proben bei 570 nm vermessen. Zur Korrektur des Hintergrundes wurde eine zweite Messung

bei 620 nm durchgefihrt. Bei der Auswertung der Daten wurde der Hintergrund von der

48



Material und Methoden

Messung bei 570 nm subtrahiert. Die nicht stimulierten Kontrollen wurden gleich 100 % gesetzt
und die stimulierten Proben darauf bezogen. Standardabweichung und Signifikanz wurden

mittels Microsoft Excel ermittelt.

3.3.2. Caspase 3/7-Assay

Der Caspase 3/7-Assay ist eine Methode zur Bestimmung von apoptotischen Prozessen in
vitro. Dazu wird auf eine definierte Zellzahl ein Substrat gegeben, welches durch die
gespaltene und somit aktive Form der Caspasen 3 und 7 umgesetzt werden kann. Die
Umsetzung des Substrates fuhrt zu einer Emission von Licht, welche in einem Luminometer
gemessen werden kann. Die gemessene Menge an emittiertem Licht ist dabei proportional zur
Apoptoserate der untersuchten Zellen.

Zur Bestimmung der Apoptoserate wurden die entsprechenden Zellen auf eine 35 mm
Zellkulturschale ausgesat (570.000 Zellen/Zellkulturschale) und fir 24 Stunden im Inkubator
(37 °C, 5 % CO,) kultiviert. Danach wurde das Medium abgenommen und durch Serum-
reduziertes Medium ersetzt und mit den entsprechend zu untersuchenden Pharmaka versetzt.
Nach weiteren 24 Stunden wurden die Proben, wie in Kapitel 3.2.1.8.1 beschrieben,
gewonnen. Durch die Zugabe des Caspase-Lysepuffers (Tabelle 16) wurden die Zellen fiir
den Aufschluss vorbereitet und danach mechanisch aufgeschlossen. Die Proben wurden stets
mit Eis gekdhlt. Im Anschluss an den mechanischen Aufschluss wurden die Zellen fir funf
Minuten bei 7000 rpm (4 °C) zentrifugiert. Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml
Reaktionsgefal? Uberfuhrt und die Proteinkonzentration mittels BCA-Assay (siehe Kapitel
3.2.1.8.3) bestimmt. Danach wurden die Proben auf 1 pg/pl mit Caspase-Lysepuffer eingestellt
und dann wiederum auf 100 ng/ul mit Caspase-Proteinpuffer (Tabelle 16) verdiinnt. Von dieser
Verdinnung wurden 10 pl auf eine weil3e 96 Lochplatte pipettiert und mit 10 pl Caspase-
Substratlésung der Firma Promega (Caspase-Glo® 3/7 Assay Systems) inkubiert. Nach 60
Minuten (Raumtemperatur) wurde die Platte in ein Luminometer gegeben und vermessen. Die
gemessenen Werte wurden dann statistisch mit Microsoft Excel ausgewertet. Die nicht
stimulierten Kontrollen wurden gleich 100 % gesetzt und die stimulierten Proben auf diese

bezogen.
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Puffer Stoff Konzentration  pH-Wert
Caspase- cOmplete™ 1x
Lysepuffer MgCl2 10 mM

NacCl 150 mM

NP-40 0,5 %

Tris-HCI 10 mM 7,4
Caspase- DTT 1mM
Proteinpuffer | Glycerin 5%

KCI 10 mM

Tris-HCI 50 mM 7,4

Tabelle 16: Die Konzentrationen des Caspase-Lysepuffers und des Caspase-Proteinpuffers mit ihrer jeweiligen
Zusammensetzung und pH-Wert.

3.3.3. Western Blot

3.3.3.1. Aufschluss von Zellen zur Western Blot Analyse

Die Zellen wurden zu je 1,5 Millionen Zellen pro 60 mm Zellkulturschale ausgesat und mit
Zellkulturmedium versetzt. Die Zellen wurden in Serum-reduziertem Medium kultiviert und die
entsprechenden Stimulantien zugegeben. Die Ernte der Zellen folgte dem in Kapitel 3.2.1.8.1
beschrieben Prinzip.

Um zytoplasmatische Proteine nachzuweisen, wurden die Zellen mit Puffer A (Tabelle 17)
versetzt und fur 20 Minuten auf Eis inkubiert. Alle fiunf Minuten wurden diese dann Uber ein
Metallgitter gezogen. Danach folgte eine finfminitige Zentrifugation bei 4 °C und 13000 rpm.
Der Uberstand enthielt die zytoplasmatische Fraktion und konnte direkt zum Protein-Nachweis
verwendet oder bis zum spateren Gebrauch bei -80 °C eingefroren werden. Die Zellkerne mit
ihren enthaltenen Proteinen waren im entstandenen Pellet lokalisiert, und wurden mit Puffer C
(Tabelle 17) versetzt. Danach wurden die Proben fiir 20 Minuten (4 °C) alle finf Minuten
mechanisch aufgeschlossen. Nach dem Aufschluss wurden die Proben bei 13000 rpm (5 min)
zentrifugiert. Im Uberstand befanden sich die nuklearen Proteine. Zur weiteren Verwendung

wurden die Konzentrationen der Proben mittels BCA (Kapitel 3.2.1.8.3) bestimmt.
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Puffer Stoff Konzentration  pH-Wert
Puffer A cOmplete™ 1x
DTT 1 mM
EGTA 1mM
Glycerol 10 %
HEPES-KOH 10 mM 7,9
KCI 10 mM
MgCl, 1,5 mM
NP40 1%
Puffer C cOmplete™ 1x
DTT 1 mM
EDTA 200 uM
Glycerol 10 %
HEPES-KOH 10 mM 7,9
MgCl, 1,5mM
NacCl 500 mM
Triton-X-100 0,5 %

Tabelle 17: Die Zusammensetzung der Pufferlésungen A und C mit ihren jeweiligen Stoffkonzentrationen und pH-
Werten.

Danach wurden die Proben zu gleichen Konzentrationen auf ein SDS-Gel aufgetragen.

3.3.3.2. SDS-Gel

Vor dem Auftragen der Proben auf das SDS-Gel wurden diese mit 6 x SDS PAGE Loading
Dye verdunnt. Durch das SDS wurden die Proteine in der Probe negativ geladen und konnten
entsprechend ihrem Molekulargewicht im Gel aufgetrennt werden. Der SDS PAGE besteht
aus zwei Gelbereichen. Das obere Sammelgel (Tabelle 18), in dem die Proben gesammelt
und auf die gleiche Laufhthe gebracht werden und das darunterliegende Trenngel (Tabelle

18), in dem die Proteine ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt werden.
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Gel Stoff Konzentration pH-Wert
Sammelgel Tris 125 mM 8,9
SDS 0,1%

Rotiphorese 30 % 3,5 %

- auf 10 ml auffillen mit H,O

- Zugabe von 0,1 % APS (10 %) und 1 % TEMED
Trenngel Tris 375 mM 8,9

SDS 0,1%

Rotiphorese 30 % 10 %

- auf 10 ml auffiillen mit H.O

- Zugabe von 0,1 % APS (10 %) und 1 % TEMED

Tabelle 18: Die Zusammensetzungen des Sammel- und Trenngels mit ihren entsprechenden pH-Werten.

Zum Polymerisieren des Gels wurde wie in Tabelle 18 dargestellt TEMED und APS
zugegeben. Das Gel wurde in eine Apparatur eingespannt und diese mit 10 x Lammlipuffer
(Tabelle 19) aufgeftillt und ein elektrisches Feld angelegt. Die Proben wanderten nun von der

Kathode zur Anode.

Puffer Stoff Konzentration
10 x Lammlipuffer ‘ Tris 248 mM
‘ Glycin 1,92 M

‘ SDS (10 %) 0,1 %

Tabelle 19: Die Zusammensetzung des 10 x Lammlipuffers mit den dazugehérigen Konzentrationen.

3.3.3.3. Das Tank-Blot Verfahren zur Proteinauftrennung

Nachdem die Proteine in der SDS PAGE aufgetrennt wurden, wurde das Gel auf eine
Nitrozellulose-Membran gegeben und von beiden Seiten mit ,Whatman®“-Papier umschlossen.
Dieses Papier wurde zuvor in Transferpuffer (Tabelle 20) getrankt. Das entstandene ,Gel-
Membran-Whatman“-Paket wurde in eine Vorrichtung eingespannt und in einen ebenfalls mit
Transferpuffer gefullten Behalter geschoben und tber Nacht bei 50 mA laufen gelassen. Durch

die angelegte Spannung wurden die Proteine auf die Membran Ubertragen und dort fixiert.
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Puffer Stoff Konzentration
Transferpuffer ‘ Tris 2,48 mM
‘ Glycin 192 mM

‘ Methanol 20 %

Tabelle 20: Zusammensetzung des Transferpuffers und die dazugehdrigen Konzentrationen.

Am Folgetag wurde die Membran mit destilliertem Wasser gewaschen und die Proteine mittels
einer Ponceau-Lésung angefarbt. Die Ponceau-Farbung zeigte, ob das Transferieren der
Proteine auf die Nitrozellulose-Membran erfolgreich war. Durch Waschen mit destilliertem
Wasser wurde die Ponceau-Farbung wieder entfernt. Im Anschluss wurde die Membran mittels
4 % Magermilch-Losung in 1x TBST (Tabelle 21) fur eine Stunde geblockt, um das Binden der

Antikérper an die Membran zu verhindern.

Puffer Stoff Konzentration pH-Wert
10X TBS NacCl 15M
Tris 0,1 M 8,0

- Auffullen auf 1 L mit H>O dd
- Fur 1x TBST Zugabe von 500 pl Tween 20 zu 1 L 1x
TBS

Tabelle 21: Zusammensetzung des 10x TBS-Puffers mit seinen entsprechenden Konzentrationen und dem
jeweiligen pH-Wert. Zusatzlich ist die Zusammensetzung des 1x TBST angegeben.

3.3.3.4. Proteinnachweis mittels Antikorper

Nach dem Blockvorgang der Membran wurde die Blockier-Losung mittels eines 1x TBST-
Waschschritts entfernt und der entsprechende primare Antikdrper (siehe Tabelle 2), welcher
in 1x TBST verdunnt wurde (Tabelle 21), auf die Membran gegeben. Die Inkubation erfolgte
Uber Nacht bei 4 °C. Danach wurde der primére Antikdrper entfernt und die Membran durch
dreimalige Wiederholung mit 1x TBST gewaschen. AnschlieRend wurde der sekundare
Antikdrper (1:5000 in 1x TBST) hinzugegeben und fir 2 %2 h inkubiert. Nach der Inkubation
folgte wieder dreimaliges Waschen mit 1x TBST. Im Anschluss daran wurde die Membran
mittels optischer Messverfahren betrachtet und dokumentiert. Dazu wurde entsprechend des
Protokolls ,SuperSignal™ West Femto Maximum Sensitivity“-Substrate auf die Membran

gegeben und dann mittels des ,ChemiDoc™ XRS+ Systems* detektiert.
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3.3.4. Bestimmung der zytoplasmatischen Calcium-lonen-

Konzentration mittels Fura-2

Die Bestimmung der zytoplasmatischen Calcium-lonen-Konzentration mittels Fura-2 wurde
wie in Backes et al. (2018) beschrieben von Dr. Xin Hui, Institut fir Zellbiologie, Universitéat

des Saarlandes, durchgefuhrt.

3.3.5. Gewinnung von RNA und reverse Transkription

Die Methodik der RT-PCR wurde zur Untersuchung der Genexpression verwendet. Hierzu
wurde aus den Zellen zun&chst die RNA isoliert und danach mittels reverser Transkription (RT-
PCR) in cDNA umgeschrieben und durch PCR vervielfaltigt.

Zur Isolation der RNA aus den Zellen wurden diese zunachst mittels einer 0,25 % Trypsin-
Ldsung von der Platte abgelost. Zur Gewinnung der RNA wurde im Anschluss das RNeasy
Micro Kit der Firma Qiagen verwendet. Das zuvor gewonnene Zellpellet (Zentrifugation fr finf
Minuten bei 13.000 rpm und 4 °C) wurde durch Auftragen auf eine ,QIAshredder®-Séaule
homogenisiert. Vor dem Auftragen auf die ,QlAshredder“-Saule wurde das Zellpellet mit 350
pl ,RLT Puffer” lysiert und anschlieRend auf die “QlAshredder‘-Saule gegeben und zwei
Minuten bei 13.000 rpm zentrifugiert. Die weiteren Schritte folgten dem Protokoll des
Herstellers zur Isolation von RNA aus Zellkultur (siehe Qiagen RNeasy Micro Kit Protokoll).
Die isolierte RNA stand dann fur weitere Anwendungen zur Verfigung und wurde nach der
Konzentrationsbestimmung bei — 80 °C konserviert. Alle Schritte wurden (soweit nicht anders
angegeben) entgegen dem Protokoll auf Eis durchgefuhrt und in Kihlzentrifugen bei 4 °C

zentrifugiert.

3.3.5.1. Erststrang cDNA-Synthese (RT-PCR)

Die zuvor gewonnene RNA wurde mittels der RevertAid Reverse Transcriptase von
ThermoFisher in cDNA umgeschrieben.

Im ersten Schritt wurde die Template-RNA (1 pug) mit Random Hexamer Primern und DEPC
behandeltem Wasser versetzt (Tabelle 22) und fiir 2 Minuten bei 65 °C (unter Beriicksichtigung

GC reicher Sequenzen) vorinkubiert.
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Template Totale RNA 2> 1 ug
Primer Random Hexamer Primer - 0,2 ug
Endvolumen Auf 12,5 pl mit H.O (DEPC) auffiillen

Tabelle 22: Der erste Reaktionsansatz zur Erststrang cDNA Synthese. Angegeben sind die Menge des
verwendeten Random Hexamer Primers, sowie die Menge an einzusetzender Template-RNA. Der Ansatz wurde
mit DEPC behandeltem Wasser auf ein Endvolumen von 12,5 pl aufgefulit.

Nach der angegebenen Inkubationszeit wurde zu diesem Ansatz der in Tabelle 23 aufgelistete

zZweite Ansatz hinzugegeben, wodurch sich ein Endvolumen von 20 pl ergab.

5 x Reaction Buffer 4 ul
RiboLock RNase Inhibitor 0,5 ul
dNTP Mix (10 mM jeweils) 2ul
RevertAid Reverse Transcriptase 1l
Endvolumen 20 pl

Tabelle 23: Der zweite Reaktionsansatz der Erststrang cDNA-Synthese. Zum ersten Ansatz aus Tabelle 22 wurde
5 x Reaction Buffer, RiboLock RNase Inhibitor, dNTP Mix und RevertAid Reverse Transcrriptase in den
angegebenen Volumina hinzugegeben. Beide Reaktionsansatze ergaben ein Endvolumen von 20 pl fUr eine
einfache Reaktion.

Entsprechend der Herstellerangabe wurde der fertige Ansatz erst fir 10 Minuten bei 25 °C
inkubiert und anschlie3end fir 60 Minuten bei 42 °C. Um die Reaktion zu beenden, folgte eine
10-minitige Inkubation bei 72 °C. AnschlieBend konnte die gewonnene cDNA fir

Folgeuntersuchungen mittels PCR verwendet werden.

3.3.6. Polymerasekettenreaktion (PCR)

Die DNA wurde zunéachst bei 95 °C denaturiert. In der folgenden Annealing-Phase, konnten
sich die Primer an ihre komplementaren DNA-Sequenzen anlagern. Die Temperatur war
abhangig von den verwendeten Primern und dem GC-Gehalt. Im nachsten Schritt, der
Elongations-Phase, wurden die komplementdren Strange von der Tag-Polymerase
synthetisiert. Je nach gewunschter Produktmenge wurden diese Schritte beliebig oft
wiederholt. Die so entstandenen DNA-Fragmente konnten mittels eines Agarose-Gels
aufgetrennt und nachgewiesen werden. Die in dieser Arbeit verwendeten Primer sind in
Tabelle 24 dargestellt.
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hTRPV1 forward = AAG GGT GAC TCG GAG GAG

#1 194 60 27
reverse = CTG CGA TCA TAG AGC CTG AGG

hTRPV1 forward CTG CCC GAC CAT CACAGTC

#2 132 60 27
reverse | CTG CGA TCA TAG AGC CTG AGG
B-Gal forward = CAA ACC ATC GAA GTG ACC AG
389 62 35
reverse | CCT GAC TGG CGG TTAAAT TG
rTA forward | GTG AAG TGG GTC CGC GTA CAG

391 62 35

reverse | GTA CTC GTC AAT TCC AAG GCATCG
REST/ forward CTG CCATTT ACT TCCCCAGTTA
Elk-1AC

272 62 | 35

reverse | GAT TAC AAG GAT GAC GAT GA
A-Fos forward  CCA CGC TGT TTT GAC CTC CAT AG
reverse | ATT CCACCACTG CTC CCATTC

700-800 64 @ 35

Tabelle 24: Primersequenzen zum Nachweis spezifischer mMRNAs mittels RT-PCR. Angegeben sind ihre
Orientierung in 5°-3"-Richtung mit den dazugehérigen Sequenzen und die zu erwartenden Gro3en der Amplifikate.
Zusatzlich sind die Temperaturen der Annealing Phase in °C angegeben.

Die PCR Bedingungen fir eine einfache PCR-Reaktion folgten den Angaben des Herstellers

der Taq Polymerase (New England Biolabs) und kénnen der Tabelle 25 entnommen werden.
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Komponente Konzentration Volumen

Thermopol Reaction Buffer 10 x 2,5 ul

dNTPs 10 mM 0,5

Primer Forward 10 uM 0,5 ul

Primer Reverse 10 uM 0,5u

Template - 1l

Taq Polymerase - 0,125 pl

H20O (nukleasefrei) Auf 25 pl mit H,O auffillen

Tabelle 25: Die Zusammensetzung des Ansatzes fur eine einfache PCR-Reaktion mit ihren jeweiligen
Konzentrationen und Volumina mit einem Endvolumen von 25 pl.

Der so hergestellte PCR-Reaktionsansatz wurde, wie in Tabelle 26 gezeigt, mittels eines
,PCR-Cyclers” inkubiert. Entsprechend der verwendeten Primer und Template ergaben sich
unterschiedliche Anzahlen von Zyklen, welche der Tabelle 24 entnommen werden koénnen.
Die entstandenen Amplifikate wurden entweder direkt mittels Agarose-Gelelektrophorese

aufgetrennt oder zur weiteren Verwendung eingefroren (-80 °C).

Zyklusphase Temperatur (°C) Dauer (S)
Denaturierung ‘ 95 °C 30
Annealing siehe Tabelle 24 30
Elongation 68 °C 30

Tabelle 26: Zyklenzahl und Temperatur der PCR-Reaktionen.

3.3.7.  Agarose-Gelelektrophorese zur Auftrennung von DNA

Zum Nachweis der mittels PCR amplifizierten DNA-Sequenzen wurde eine Gelelektrophorese
mit einem Agarosegel durchgefuhrt. Die in dieser Arbeit nachgewiesenen Amplifikate wurden
mit einem 1,5 % Agarosegel detektiert. Dabei wurde 0,9 g Biozym LE Agarose in 60 ml TAE-
Puffer (Tabelle 27) gelést. Die Losung wurde dazu immer wieder in einer Mikrowelle

aufgekocht, bis die entstandene Lésung keine Klumpen mehr aufwies.
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Substanz pH-Wert Konzentration
Essigsaure - 0,114 %
TRIS - 40 mM

EDTA ‘ 8,0 1 mM

Tabelle 27: Zusammensetzung desTAE-Puffers.

Nach 10 Minuten war die Lésung so weit abgekihlt, dass sie mit Ethidiumbromid (5 mg/ml)
versetzt und zum Abkihlen in eine Gelkammer gegossen wurde. Nach dem Aushéarten des
Gels wurden die in PCR-Proben mit ,Purple Loading Dye“ (1:5) in die Taschen des Gels
pipettiert. Das ausgehartete Gel wurde mit TAE bedeckt und eine Spannung von 70 mV
angelegt. Nach Abschluss der Gelelektrophorese wurde das Gel mittels des ChemiDoc™
Imagingsystems der Firma Bio-Rad UV-Licht ausgesetzt und dokumentiert. Zur Bestimmung
der Grof3e der Amplifikate (Tabelle 24) wurde 5 pl eines GréfRenstandards (GeneRuler 100 bp

Plus) auf das Gel aufgetragen.

3.4. Mausexperimente

3.4.1. Regularien der durchgeflihrten Mausexperimente

Die Mausexperimente waren durch das Landratsamt des Saarpfalz-Kreises genehmigt
worden. Die Aktenzeichen der Genehmigungen kdnnen der Tabelle 28 entnommen werden.
Die Zucht der Mause wurde in den Tierstdllen des Institutes fur Klinisch-Experimentelle
Chirurgie durchgefiihrt. Dabei erfolgte die Haltung der Tiere den entsprechenden EU-
Regularien, welche auf dem ,NIH Guide for Grants and Contracts® (Vol. 14, No. 8, 25 Jun

1985. Special Edition: Laboratory Animal Welfare) beruhen.

Mauslinie Aktenzeichen der Genehmigung

[tetO]; REST/Elk-1AC ‘ 2.4.2.2/29-2015
RIP ‘ 2422
[tetO]; A-Fos ‘ C-12.4.2.2/49-2013

Tabelle 28: Aktenzeichen der genehmigten Mauslinien.
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Die Tiere wurden unter standardisierten Bedingungen bei 20-24 °C und einer Luftfeuchtigkeit
zwischen 50 und 60 % gehalten. Die sterilisierten Makrolonkéfige mit Einstreu waren dabei an
ein Beluftungssystem angeschlossen und garantierten keimfreie Bedingungen. Jederzeit war
der Zugang zu Wasser und Haltungsdiatfutter (Altromin, Lage) garantiert. Bei
Zuchtverpaarungen kam spezielles Zuchtdiatfutter (Altromin, Lage) zum Einsatz. Ein
Rhythmus von Tag/Nacht (12h / 12h) wurde eingehalten.

Entsprechend der Tierschutzrichtlinie der UdS wurden die durchgeflihrten Experimente von
der Tierschutzbeauftragten Dr. med. vet. Monika Frings tUberwacht. Fur die Durchfiihrung der
Tierversuche wurden die notwendigen Module 1-3 der Versuchstierkunde wahrgenommen
und weiterfihrende Vortrage besucht.

Die fur die Versuche verwendeten Tiere waren zwischen 10 und 14 Wochen alt und erhielten
eine Doxycyclin (1 mg/ml)/0,8 % Sucrose-Losung ad libidum. Die Kontrolltiere erhielten eine

0,8 % Sucrose Ldsung.

3.4.2. Das bakterielle Tetracyclin-Resistenz-System

In bestimmten Bakterien existiert ein Regulationsmechanismus, welcher es ihnen ermdglicht,
Resistenzen gegen Tetracyclin auszubilden. Dabei wird in den entsprechend resistenten
Bakterien in Anwesenheit von Tetracyclin ein Gen exprimiert, welches den aktiven Transport
des Antibiotikums aus der Zelle erméglicht. Dieses tetA steht unter der Kontrolle eines
Repressors, dem tetR. Dieser unterdriickt in Abwesenheit des Tetracyclins die Expression des
tetA-Gens. Notwendig wird dies dadurch, dass die Produktion des Tetracyclin-Exporters einen
evolutiondren Wachstumsnachteil zur Folge hat, weshalb eine geregelte Expression
notwendig ist. In Anwesenheit des Tetracyclins bindet dieses an das tetR-Protein, wodurch es
zu einer Konformationsdnderung des Repressors kommt und dieser nicht mehr an seine
Bindestellen im Promotorbereich des tetA, dem sogenannten Tet-Operator (tetO), binden kann
(Hillen und Berens, 2002).

3.4.3. Das Tet-Expressionssystem

Das bakterielle Tetracyclin-Resistenz-System war der Ausgangspunkt fir ein System zur
induzierbaren Regulation eukaryotischer Gene und wurde 1992 von Gossen und Bujard
erstmals beschrieben (Gossen und Bujard, 1992). Es handelt sich dabei um eine
abgewandelte Form des nativen bakteriellen Kontrollsystems. Dabei wurde das Tet-

Repressor-Molekil mit der transkriptionellen Aktivierungsdoméane des VP16-Transaktivators
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des Herpes-Simplex-Virus fusioniert, wodurch das Fusionsprotein tTA entstand. Dieses war in
der Lage, spezifisch an tetO-Sequenzen zu binden. Durch die Gabe von Tetracyclin oder
seines Derivates Doxycyclin wurde die Bindung des Transaktivators tTA an seine Zielsequenz
verhindert und die Expression des Zielgens konnte nicht stattfinden (Gossen und Bujard,

1992). Dieses System wurde als Tet-Off-System beschrieben.

3.4.3.1. Das reverse Tet-Expressions-System (Tet-On System)

Bei der Betrachtung entwicklungsbiologischer Prozesse kann es sinnvoll sein, dass eine
Anderung der Genexpression durch die Gabe von Doxycylin induziert werden kann. Dieses
System ist als Tet-On-System bekannt. Um die Genexpression durch Gabe von Doxycyclin zu
steuern, wurde das tTA-Fusionsprotein so mutiert, dass es erst dann zu einem Anschalten der
Genexpression von Zielgenen kam, wenn Doxycyclin appliziert wurde (Gossen et al., 1995).
Das so entstandene reverse tTA wurde als rtTA bezeichnet (Abbildung 11). Um eine verstéarkte
Expression zu erreichen, waren der TATA Box des Zielgens sieben tetO-Kopien
vorangeschaltet.

Das Tet-On-System fand, bei der in dieser Arbeit dargestellten Tierversuche, seine

Anwendung.

Promotor

sy )
e——)
G 1A
+ Doxycyclin - Doxycyclin O Doxycyclin
I:ll:| -
(1]

\— teto TATA]—[ Zielgen ]—// \ @m /

Transkription keine Transkription

Abbildung 11: Schematische Darstellung des Tet-On Systems zur gezielten Induktion der Genexpression.

Der reverse Tet-Repressor (rTetR) ist mit der Transaktivator-Doméane des VP16-Proteins des Herpes simplex Virus
fusioniert. Das rtTA-Protein kann nur bei Anwesenheit von Doxycyclin an die Tet Operatoren (tetO) binden und die
Expression des Zielgens induzieren (linker Teil). Fehlt Doxycylin, so kann rtTA nicht an die Tet-Sequenz binden
(rechter Teil). Diese Abbildung wurde verandert nach Gossen et al., 1995.
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3.4.4. Transgene Mause

3.4.4.1. Transgene [tetO];REST/EIk-1AC-Mause

Die Generierung der [tetO];REST/Elk-1AC-M&ause wurde von Rossler et al. (2016)
beschrieben. In Abbildung 12 wird die Transkriptionseinheit beschrieben, welche in das
Genom der Mause integriert worden war. Sowohl das Transgen REST/EIk-1AC als auch die
Kodierregion der B-Galactosidase standen unter der Kontrolle des bidirektionalen [tetO];
Promotors. Das Binden des reversen Transaktivators rtTA aktivierte den Promotor (siehe
3.4.3.1), wodurch es zur gleichzeitigen Expression beider Transgene kam. Der Nachweis einer
aktiven Expression von REST/EIk-1AC konnte somit indirekt Uber den Nachweis der
Expression der B-Galaktosidase mittels PCR erfolgen. Die Expression der B-Galaktosidase
wurde zusatzlich im Western Blot und histochemisch nachgewiesen. An Elk-1 regulierten
Genen konnte das REST/Elk-1AC-Protein die Elk-1-Bindestellen blockieren. Die TCF-Proteine
Elk-1, SAP-1 und SAP-2 sind stark homolog, wodurch das REST/EIk-1AC-Protein die
transkriptionelle Aktivitat von allen drei TCFs unterbinden kann.

Somit konnten diese Mause fur die Betrachtung von Fragestellungen herangezogen werden,

in denen die Rolle von TCF’s auf die Transkription untersucht werden sollte.

Bi-[tetO],
Promotor

-Globin
oly A

SV40
Poly A

Q.

2 N
W {Teear R R R ResTencaac | 1
-

Abbildung 12: Schematischer Aufbau der Transkriptionseinheit des REST/EIk-1AC-Transgens.

Der Aufbau der REST/EIk-1AC-Transkriptionseinheit, mit ihrem bidirektionalen Promotor (Bi-[tetO]7). Die CMV-
Elemente waren Minimalpromotoren und dienten als Startpunkt der Transkription. Beide Gene verfligten Uber ein
,nuclear localisation signal“ (NLS). Dem REST/EIk-1AC-Gen war zusétzlich ein FLAG Tag zum besseren Nachweis,
mittels Western Blot, vorangestellt. Zur Transkriptionstermination befand sich hinter dem -Galaktose kodierenden
Gen ein Poly A Schwanz des B-Globins. Hinter REST/EIk-1AC war ein Poly A Schwanz des Simian-Virus 40 (SV40)
geschaltet. Die Abbildung wurde verandert nach Rossler et al. 2016.

3.4.4.2. Transgene [tetO]; A-Fos-Mause

Die [tetO]; A-Fos-Mause wurden freundlicherweise von Charles Vinson vom National Cancer

Institute in Bethesda, zur Verfligung gestellt. Die A-Fos-Kodierregion stand bei diesen Mausen
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unter der Kontrolle von 7 tetO-Kopien oberhalb eines Minimalpromotors. Eine Aktivierung der
Expression, war nur bei gleichzeitiger Expression des rtTA-Proteins und der Gabe von
Doxycyclin moglich (siehe 3.4.3.1). Hinter der A-Fos-Kodierregion wurde der Poly A-Schwanz
des Simian-Virus 40 (SV40) kloniert (siehe Abbildung 13) (Gerdes et al., 2006).

HA
\\—[ tetO ]—[ A-Fos Marker}[ SV40 Poly A H

x7

Abbildung 13: Schematischer Aufbau der A-Fos-Kodierregion.

Das A-Fos Gen stand unter der Kontrolle von 7 tet Operatoren (tetO), welche das gezielte Anschalten der
Expression Uber Tetracyclin ermdéglichten. Das Transgen war mit einem Hamagglutinin Marker (HA) versehen, um
einen Nachweis mittels Western Blot zu ermdglichen. Hinter das A-Fos Gen war ein Poly A Schwanz des Simian-
Virus 40 (SV40) zur Expressions-Termination geschaltet.

3.4.5. Generierung doppelt transgener Mause

Damit die Transgene der transgenen [tetO]; REST/EIk-1AC- und [tetO]; A-Fos-Mause gezielt
in den B-Zellen des Pankreas exprimiert werden konnten, wurden die Mause mit einem zweiten
transgenen Mausstamm verpaart. Hierzu diente die RIP-rtTA-Mauslinie, die freundlicherweise
von Herrn Prof. Hussain der Johns Hopkins University in Baltimore zur Verfligung gestellt
wurde. Diese rtTA-Mause exprimierten das ,reverse tetracyclin transactivator® (rtTA)
ausschliefYlich in den B-Zellen des Pankreas, da sie unter der 9,5 kb 5° grof3en regulatorischen
Region des Insulin Promotors Il der Ratte standen (Abbildung 14) (Milo-Landesman et al.,
2001).

9,5 kb Insulin
\ Promotor Il Region

Abbildung 14: Schematische Darstellung des RIP-rtTA-Transgens.

Das ,reverese tetracyclin transactivator” (rtTA) Transgen stand unter der Kontrolle des 9,5 kb grof3en Abschnittes
des Insulin Il Promotors der Ratte. Das rtTA-Transgen setzte sich aus dem rTetR-Gen und dem Herpes simplex
Transaktivator VP16 zusammen. Der Startpunkt und die Transkriptionsrichtung sind durch einen Pfeil
gekennzeichnet.

Durch die exklusive Expression des RIP-rtTA in den B-Zellen des Pankreas war garantiert,
dass die Expression des gewlinschten Transgens ausschlieBlich in den B-Zellen des Pankreas
erfolgte. Die transgenen Nachkommen wurden mittels PCR auf die Expression des
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entsprechenden Transgens Uberprift und entsprechend fiir die Fragestellung der

Forschungsarbeit ausgewahlt.

3.4.6. Genotypisierung transgener Mause

Um das Vorhandensein des entsprechenden Transgens in den generierten Mauslinien
nachweisen zu kénnen, wurden den drei Wochen alten Tieren eine Biopsie an den Ohren
entnommen. Die Gewebeproben wurden fur die Genotypisierung mittels PCR vorbereitet.
Dazu wurde, zu jeweils einer Gewebeprobe, 200 pl Chelex Lysepuffer (siehe Tabelle 29) und
Proteinase K (0,5 mg/ml) gegeben und tber Nacht bei 55 °C inkubiert. Darauf folgte eine
funfminutige Zentrifugation bei 13.000 rpm mit anschlielendem zehnmindtigen Kochschritt bei
96 °C. Am Ende wurde der Ansatz erneut bei 13.000 rpm zentrifugiert und stand fir die
Genotypisierung mittels PCR zur Verfiigung. Das hier angegebene Protokoll wurde veréndert
nach (Rossler et al., 2016). Die lysierten Gewebeproben konnten nun direkt in einer PCR

analysiert werden, oder fir den spateren Gebrauch bei -20 °C eingefroren werden.

Puffer Stoff Konzentration
Chelex Lysepuffer ‘ Chelex 100 5%

‘ NaCl 100 mM
‘ Sodium Lauroyl Sarcosine 0,5 %

Tabelle 29: Die Zusammensetzung des Chelex Lysepuffers, der zur Lyse der Mausohr-Biopsien verwendet
wurde.

3.4.6.1. Polymerase Kettenreaktion (PCR) der Gewebeproben

Im Anschluss an die Lyse der Gewebeproben erfolgte der Transgennachweis mittels PCR.
Der Ablauf der PCR sowie die Primer kénnen Kapitel 3.3.6 entnommen werden. Abweichend
zu dem dort angegebenen Protokoll wurden je 2 pl der aufgeschlossenen Gewebeproben in

die PCR eingesetzt.
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3.4.7. Operative Gewinnung und Isolierung von pankreatischen Inseln

aus Mausen

Zur Praparation pankreatischer Inseln aus den transgenen Mauslinien wurden die Mause mit
Isofluran (100 % Forene® v/v) betaubt und mittels zervikaler Dislokation getotet. Nach dem
Toten wurden die Tiere auf einer sauberen Unterlage, in Rickenlage, an den Extremitaten
fixiert und unter einem Binokular mit ausreichender Beleuchtung positioniert. Um zu
verhindern, dass sich bei dem Aufschneiden der Bauchdecke Fellreste auf die inneren Organe
legten, wurde das Fell im Bauchbereich mit 70 % Ethanol befeuchtet. Nach dem Aufschneiden
des Abdomens wurden die Organe mit einer 0,9 % NaCl-Losung befeuchtet, um ein
Austrocknen zu verhindern. Mittels eines befeuchteten Wattestédbchens wurde der Gallengang
freigelegt und mit zwei Pinzetten und einem dinnen Faden nahe an der Leber fest
abgebunden. Ein weiterer Faden wurde nahe dem Duodenum um den Gallengang gelegt,
jedoch nicht zugebunden. Mit einer feinen Schere wurde der Gang vorsichtig, in zum Gang
paralleler Haltung, angeschnitten. Dabei war wichtig, dass der Gang beim Schneiden nicht
durchtrennt wurde. Danach wurde eine elastische Polyethylen-Kantle durch den noch offenen
Fadenbogen gefuhrt und durch die Schnittdéffnung in den Gallengang eingefuihrt. Nach dem
Schlie3en des Knotens um die eingefiihrte Kanile wurde eine Einmalspritze mit 2 ml einer
PBS-Ldsung, welche 1 mg/ml Kollagenase P und Neutralrot (0,1 mg/ml) enthielt, aufgezogen.
Das hier beschriebene Protokoll wurde nach Gotoh et al., (1987) fur den experimentellen
Ablauf angepasst. Diese Losung wurde dann vorsichtig injiziert. Dies fiihrte zu einem
Aufblahen des Pankreas und einer rétlichen Farbung. Nach erfolgreicher Injektion wurde das
Pankreas mittels Pinzette und Schere vorsichtig von Darm und Milz entfernt und in ein 15 ml
Zentrifugenréhrchen gegeben. Das entnommene Pankreas wurde darauf fir ca. 4 Minuten in
einem 37 °C warmen Wasserbad unter moderatem Schutteln inkubiert und wéahrenddessen
durch die Kollagenase P verdaut. Um den Degradations-Prozess zu verlangsamen, wurde die
Probe in einem Eisbad gekuhlt. Durch mehrfache Zugabe von kalter PBS-L6sung wurde die
Suspension gewaschen und anschlieRend sedimentiert. Die entstandene untere Phase
enthielt die sich sedimentierenden Inselzellen des Pankreas. Diese Phase wurde mittels einer
Pipette entnommen und auf eine durchsichtige Nockenschale aufgebracht. Unter einem
Mikroskop konnte daraufhin mittels einer Handpipette die sich klar rund und rétlich
abzeichnenden Inselzellen aufgenommen und in ein 1,5 ml Reaktionsrohrchen utberfihrt
werden. Beim Aufnehmen der Zellen wurde darauf geachtet, keine unerwinschten
Azinuszellen, welche die Proben verunreinigen wirden, mit aufzunehmen. Der sich
sammelnde Fliissigkeits-Uberstand wurde vorsichtig abgenommen und die Probe zur weiteren

Verwendung bei - 80 °C konserviert.
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3.4.8. Intraperitonealer Glukosetolleranztest

Bei diesem Test wurde die Veranderung des Blutzuckerspiegels von Versuchsmausen in einer
zeitlichen Abhé&ngigkeit nach einer intraperitonealen Glukose-Injektion bestimmt. Dazu
bekamen die Versuchsmause nach der Geburt Doxyzyklin (1mg / ml) / 0,8 % Sucrose Uber 8-
12 Wochen Uber das Trinkwasser verabreicht. Die Kontrollméause erhielten nur Trinkwasser
mit 0,8 % Sucrose. Zur Bestimmung des Glukosespiegels wurden die Tiere zunachst fur 6 h
nichtern gesetzt. Der Zugang zu frischem Trinkwasser war jederzeit gewéhrleistet. Das
Korpergewicht der Versuchstiere wurde mittels einer Waage bestimmt (erste
Nachkommastelle). Abhéngig von ihrem Korpergewicht bekamen die Tiere nach ihrer
Nuchterungs-Phase 2 mg / g Glukose intraperitoneal injiziert. Nach der Injektion erfolgte die
Messung der Glukosekonzentration im Blut mittels eines handelsublichen
Blutzuckermessgerétes (siehe 3.1.4) und den entsprechenden Teststreifen. Die Entnahme
des Blutes erfolgte mittels einer sterilen Lanzette aus der Schwanzvene zu den Zeitpunkten:
0, 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten.

3.4.9. Histologie

3.4.9.1. Apoptose-Nachweis mittels Antikdrperfarbung von

Gewebsschnitten

Um den Nachweis der Caspase-3-Aktivitat im Gewebskontext pankreatischer B-Zellen zu
ermdoglichen, wurde das Pankreas als Ganzes aus den entsprechenden Versuchstieren
entnommen. Durch Gabe in Paraformaldehyd fir 24 h wurde das Organ fixiert und in Paraffin
immobilisiert. Mittels eines Mikrotoms (Leica SM2000R) wurden 5 um starke Schnitte des
Kopf-, Mittel- und Schwanzstiickes angefertigt und im Anschluss daran deparaffinisiert. Es
wurde jeder sechste Schnitt verwendet, um zu verhindern, dass es zu einer irrtimlichen
mehrfachen Auswertung der gleichen Inseln kam. Die Schnitte wurden im Anschluss auf
Objekttrager (76 x 26 mm, geputzt und gebrauchsfertig, Menzel GmbH & Co. KG,,
Braunschweig) ausgebracht. Das Paraffin wurde mittels Xylene von den Schnitten gewaschen
und diese in einer sich abschwachenden Alkoholreihe rehydriert. Um die Gewebsstrukturen
im Schnitt sichtbar zu machen, wurden die Schnitte einer Hamatoxylin/Eosin-Farbung
unterzogen. Der Hamatoxylin-Farbstoff wurde Uber Folgereaktionen zu Hamalaun, welches im
sauren Milieu die Zellkerne blau féarbte. Die Verwendung von Eosin bewirkte ein rotes Anfarben

von Zytoplasma und Kollagenfasern. Zur Verhinderung einer endogenen Peroxidase-Aktivitat
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wurden die Schnitte fir 10 Minuten mit Wasserstoffperoxid (3 %) behandelt. Damit die
Schnitte, nach der vorangegangenen Prozedur wieder zur Antigenprasentation in der Lage
waren, wurden diese in Citrat-Puffer (pH 6,0) fir 10 Minuten erhitzt (Mdller et al., 2012).

Der Nachweis der Caspase-3-Aktivitat in den Schnitten erfolgte durch die Verwendung eines
Antikérpers, der gegen das Epitop der gespaltenen Caspase-3 (cleaved caspase-3) und damit
der aktiven Form der Caspase-3 (siehe Tabelle 2) gerichtet war. Dabei wurde der verwendete
Antikérper in einer 1:400 Verdinnung eingesetzt und bei 4 °C iber Nacht inkubiert. Durch
Zugabe des Substrates erfolgte der Nachweis der aktiven Caspase. Die Dokumentation
erfolgte mittels eines Mikroskops (BZ-8000, Keyence, Neu-Isenburg).

Das Anfertigen der Schnitte sowie die Farbungen wurden freundlicherweise von Frau Janine

Becker (Experimentelle Chirurgie) durchgefuhrt.

3.4.9.2. Morphometrie von B-Zellen des Pankreas

Zur Bestimmung der Flache von B-Zellen des Pankreas wurde zunachst das exokrine
Pankreas aus den Versuchsmausen entnommen und anschliel3end in 4 % Formaldehyd fixiert
(24 h). Nach anschlielBender Fixation in Paraffin wurden mittels eines Mikrotoms (Leica
SM2000R) Schnitte des Kopf-, Mittel- und Schwanzstiicks des Pankreas angefertigt (5 uM,
400 Serienschnitte). Von diesen Schnitten wurde jeder sechste Schnitt ausgewertet, um eine
Mehrfach-Interpretation ausschliel3en zu kénnen. Die Schnitte wurden auf Objekttragern (76 x
26 mm, geputzt und gebrauchsfertig, Menzel GmbH & Co. KG., Braunschweig) immobilisiert
und dann mittels Hamatoxylin-Eosin-Farbung angefarbt. Im Nachfolgenden wurden die
gefarbten Schnitte dann unter einem BZ-8000 Mikroskop (Keyence, Neu-Isenburg) betrachtet
und die Innenflache (mm?) der Inseln, mittels der integrierten Software ermittelt.

Das Anfertigen der Schnitte sowie die Farbung wurde freundlicherweise von Frau Janine
Becker (Experimentelle Chirurgie) durchgefuhrt.
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3.5. Statistik und Abbildungen

Die in dieser Arbeit dargestellten Abbildungen wurden in Microsoft PowerPoint erstellt.
Microsoft Excel diente zur Auswertung der statistischen Signifikanz mittels des zweiseitigen,
gepaarten Student’s t-test. Eine Signifikanz der Versuche wurde angegeben, wenn *=p < 0,05;
**=p < 0,01 und ***=p < 0,001.

Die Balkendiagramme wurden mit ihrer Standartabweichung dargestellt. Die Punktdiagramme
des IPGTT wurden mit ihrem jeweiligen Standartfehler abgebildet.

Zur Darstellung der durch Calcium-Imaging ermittelten Daten, durch Dr. Xin Hui, diente IgorPro
(Wavemetrics, Lake Oswego, USA). Die letztendliche statistische Auswertung erfolgte mittels
der Pism 6 Software der Firma GraphPad Software Inc. (Florida,USA).
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4. Ergebnisse

4.1. Pharmakologie und Signaltransduktion des ,Transient receptor
potential vanilloid 1(TRPV1)-Kanals

Der erste Teil meiner Dissertation behandelt die Pharmakologie des TRPV1-Kanals sowie die
Signalkaskade, die nach Stimulation dieses Kanals initiiert wird. In meiner Masterarbeit konnte
ich die Bedeutung des TRPV1-Kanals und seines prominenten Agonisten Capsaicin in der
Regulation der Genexpression zeigen. Diese Untersuchungen wurden in der hier vorliegenden

Arbeit fortgefihrt und erweitert.

4.1.1. Die H2C1-Zelllinie exprimiert den TRPV1-Kanal

Zur Untersuchung des TRPV1-Kanals verwendete ich H2C1-Zellen. Dabei handelte es sich
um HEK293-Zellen, die den humanen TRPV1-Kanal stabil exprimierten und bereits in
zahlreichen wissenschatftlichen Arbeiten verwendet wurden.

Die Expression des menschlichen TRPV1-Kanals in den H2C1-Zellen wurde durch RT-PCR-
Analyse bestatigt. Aus den kultivierten H2C1-Zellen wurde die RNA isoliert und diese darauf
mittels reverser Transkription in ihre cDNA umgeschrieben. Im Anschluss wurde die cDNA
mittels PCR vervielfaltigt. Die verwendete Primer-Kombination fiir den Nachweis des humanen
TRPV1 (hTRPV1) kann Tabelle 24 entnommen werden. Durch Auftrag auf ein Agarosegel
wurden die PCR-Proben aufgetrennt und anschlieRend dokumentiert. Dabei zeigte sich ein
193 bp grofRes Produkt fiir die Proben aus den H2C1-Zellen (Abbildung 15). Dieses Produkt
entsprach der erwarteten FragmentgrofRe. Die HEK293/T17-Zelllinie exprimierten
nachweislich kein hnTRPV1.
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Abbildung 15: Die H2C1-Zelllinie exprimiert den menschlichen TRPV1-Kanal.

Aus H2C1- und HEK293-Zellen wurde RNA prapariert und durch reverse Transkription in cDNA umgeschrieben.
Das Produkt der PCR-Amplifikation hat eine Gré3e von 193 bp und ist ausschlieRlich in den TRPV1 exprimierenden
H2C1-Zellen nachweisbar. Der Marker ist im linken Teil der Abbildung mit seinen entsprechenden Gré3en in bp
gezeigt. Die mit — gekennzeichneten Bereiche entsprechen den PCR-Reaktionen, bei denen keine reverse
Transkriptase (RT) zugegeben wurde. Sie dienten als Kontrolle.

4.1.2. Zeitabhangige Induzierbarkeit der AP-1 Aktivitdt durch

Stimulation des TRPV1-Kanals mit Capsaicin

In meiner Masterarbeit konnte ich bereits zeigen, dass die Stimulation der TRPV1-
exprimierenden H2C1-Zellen mit Capsaicin zur Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors
fuhrte (Backes, 2014). Zum Nachweis der AP-1 Aktivitat verwendete ich ein Reportergen,
welches ich Uber lentiviralen Gentransfer in das Chromatin der H2C1-Zellen inseriert hatte.
Damit wurde sichergestellt, dass das Reportergen dieselbe nukleosomale Struktur besaf? wie
alle anderen Gene in der Zelle. Das Reportergen (siehe Abbildung 16 A) kodierte fur das
Luziferasegen, welches unter der Kontrolle des Collagenase-Promotors (Coll.luc) stand. Der
Collagenase-Promotor enthalt ein TRE-Element, an das AP-1 binden kann (Angel et al., 1987;
Steinmuiller et al., 2001).

Im hier vorliegenden Versuch wurde untersucht, wie nach Stimulation des TRPV1-Kanals die

AP-1 Aktivitat zeitabh&ngig zunimmt.
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Abbildung 16: Die TRPV1-Stimulation aktiviert den Transkriptionsfaktor AP-1.

A) Das integrierte Provirus, welches fiir das Reportergen Coll.luc kodiert. Dabei stand das Luciferasegen unter der
Kontrolle des Collagenase-Promotors, der ein ,TPA-response element® (TRE) besal, an welches der
Transkriptionsfaktor AP-1 binden konnte. Die U3-Region des ,Long Terminal Repeats® war entfernt worden. Das
HIV-1 flap Element und das ,Woodchuck Hepatitis Virus Posttranscriptional Regulatory Element” (WPRE) sind
entsprechend in der Abbildung aufgefiihrt. B) Reportergenanalyse von H2C1-Zellen, die mit Viren infiziert wurden,
die fur das Collagenase-Reportergen (Coll.luc) kodierten. Nach der 24-stiindigen Infektion erfolgte eine Reduktion
des Serums fur weitere 24 h. Die Zellen wurden darauf mit 10 uM Capsaicin (Cap.) zu den Zeitpunkten 0, 2, 5, 10
und 24 Stunden (h) stimuliert. Das Ernten der Zellen erfolgte zu den jeweiligen Zeitpunkten. Danach wurden die
Zellen auf ihre Luziferaseaktivitat hin in einem Luminometer gemessen und die Proteinkonzentration mittels BCA-
Assay bestimmt. Die Werte der Luziferase-Messung wurden auf die entsprechende Proteinkonzentration normiert
und der mit Cap. stimulierte Probenteil auf die Kontrolle (0 h) bezogen. Dieser Wert ist in der Abbildung als relative
Luziferaseaktivitat wiedergegeben. Der Versuch wurde fur jede Bedingung in einem vierfachen Ansatz durchgefihrt
und die Ergebnisse gemittelt. Das gesamte Experiment wurde dreimal (n=3) wiederholt. Zur Bestimmung der
statistischen Signifikanz wurden die Daten einem Student’s t-test unterzogen (n.s = nicht signifikant; *** = P <
0,001). Die Standartabweichung ist zu den einzelnen Bedingungen angegeben.

Hierzu wurden H2C1-Zellen mit Lentiviren infiziert, die flir das Collagenase-Reportergen
Coll.luc kodierten. Die so infizierten Zellen wurden mit Capsaicin stimuliert und zu
unterschiedlichen Zeitpunkten geerntet (Abbildung 16 B). Capsaicin bewirkte einen
zeitabhangigen Anstieg in der Aktivitdit des AP-1 Transkriptionsfaktors. Bereits nach
funfstundiger Stimulation kam es zu einem signifikanten Anstieg der AP-1-Aktivitdt. Die
Aktivitat hatte sich hier mehr als verdoppelt. Auch nach 24 h war eine signifikant hohe AP-1-

Aktivitat messbar.

4.1.3. Die TRPV1-Liganden Resiniferatoxin (RTX) und N-
Arachidonoyldopamin (NADA)

Neben Capsaicin sind zahlreiche weitere Verbindungen beschrieben worden, die in der Lage

sind, den TRPV1- Kanal zu aktivieren.
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4.1.3.1. Die Stimulation von TRPV1 durch Resiniferatoxin (RTX) erhoht
die Aktivitdt des AP-1 Transkriptionsfaktor-Komplexes

Zu diesen Verbindungen gehért das hochwirksame Gift der Pflanze Euphorbia resinifera,
Resiniferatoxin (RTX) (Abbildung 17 A). Um zu Uberprifen, ob RTX ebenso wie Capsaicin in
der Lage ist eine Aktivierung von AP-1 zu induzieren, wurden H2C1- und HEK293/T17-Zellen,

analysiert, in deren Chromatin die Information fiir das Collagenase-Reportergen integriert

worden war.
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Abbildung 17: Der TRPV1-Ligand Resiniferatoxin aktiviert den AP-1-Transkriptionsfaktor.

A) Die Strukturformel des hochwirksamen TRPV1-Aktivators Resiniferatoxin (RTX), der Pflanze Euphorbia
resinifera. Sie besitzt ebenso wie Capsaicin eine Vanillyl-Gruppe (rot) wodurch sie zu den Vanilloiden gezahlt wird.
B) Reportergen-Analyse nach der Stimulation von H2C1- und HEK293/T17-Zellen mit RTX. Die Zellen wurden mit
Lentiviren infiziert (24 h) die fur das Reportergen Coll.luc kodierten (s.h. Abbildung 16 A). Darauf wurden diese
Zellen fur weitere 24 h mit Serum-reduziertem Medium inkubiert und danach fir 24 h mit RTX (5 nM) stimuliert.
Nach der Stimulation wurden die Zellen geerntet und die Luziferaseaktivitat, sowie die Proteinkonzentration
bestimmt. Zur Auswertung wurden die Luziferase-Werte auf die jeweilige Proteinkonzentration bezogen. Die
stimulierte Probe wurde dabei auf ihre Kontrolle normiert und ist in der Abbildung als relative Luziferaseaktivitat
wiedergegeben. Der Versuch wurde zu jeder Bedingung als vierfach Ansatz durchgefiihrt und gemittelt. Zusatzlich
wurde der ganze Versuch dreimal wiederholt (n=3), um ihn mittels Student’s t-test einer statistischen Signifikanz zu
unterziehen. Als Signifikant *** wurden die Ergebnisse gewertet, wenn *** = P< 0,001; n.s= nicht signifikant. Die
Standartabweichung zu den einzelnen Bedingungen ist angegeben.

Abbildung 17 B zeigt die Ergebnisse der Reportergen-Analyse. Die Stimulation der TRPV1-
exprimierenden H2C1-Zelllinie mit RTX fuhrte bei einer verwendeten RTX-Konzentration von
5 nM zu einem hohen und signifikanten Anstieg in der AP-1-Aktivitat. Die Inkubation der
HEK293/T17-Zellen mit RTX fuhrte zu keiner signifikanten Aktivierung von AP-1.
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4.1.3.2. Die Stimulation von TRPV1 durch N-Arachidonoyldopamin
(NADA) aktiviert AP-1

Im Gegensatz zu den exogenen Agonisten Capsaicin und RTX ist N-Arachidonoyldopamin
(NADA) als endogener Aktivator des TRPV1-Kanals beschrieben worden (Huang et al., 2002).
Aus diesem Grund untersuchte ich, ob auch NADA in der Lage war eine gesteigerte Aktivitat
des Transkriptionsfaktors AP-1, Uber TRPV1, zu induzieren. Abbildung 18 A zeigt die
chemische Struktur des Endocannabinoids NADA.
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Abbildung 18: Chemische Struktur des N-Arachidonoyldopamin und seine Aktivierung des AP-1
Transkriptionsfaktors.

A) Chemische Struktur des N-Arachidonoyldopamin (NADA). Es weist in seiner Struktur, abweichend von Capsaicin
und RTX, keine Vanillyl-Gruppe auf, sondern eine Arachidonséure (rot), und ist damit kein Vanilloid. B) H2C1- und
HEK293/T17-Zellen, die ein integriertes Coll.luc Reportergen besalien, wurden mit 10 pM NADA fir 24 h stimuliert.

Die Auswertung erfolgte wie in der Legende zu Abbildung 17 beschrieben. Das Experiment entspricht einem n= 3.
Als signifikant *** wurden die Ergebnisse gewertet, wenn P< 0,001. Die Standartabweichungen sind angegeben.

Ich untersuchte sowohl H2C1- als auch HEK293/T17-Zellen, die ein in das Chromatin
integriertes Reportergen enthielten (Abbildung 18 B). Die so veranderten Zellen wurden fr 24
Stunden mit NADA (10 puM) stimuliert. Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation der H2C1-
Zellen eine starke und signifikante Erhdhung der AP-1-Aktivitat bewirkte. In der HEK293-
Zelllinie, die als Kontrolle diente, war ebenfalls ein signifikanter, wenn auch wesentlich
geringerer Anstieg in der AP-1-Aktivitat messbar. Die Aktivierung von AP-1 durch NADA
erfolgte somit TRPV1-abhangig als auch TRPV1-unabhangig.
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4.1.4. Die Rolle des TRPV1-Kanals und Gug-gekoppelter Rezeptoren
in der Capsaicin, NADA und RTX induzierten Aktivierung des
AP-1 Transkriptionsfaktors

4.1.4.1. Der TRPV1-Kanal ist essenziell fur die Induktion der AP-1
Aktivitat nach Stimulation der H2C1-Zellen mit Capsaicin, RTX
oder NADA

Die vergleichenden Experimente zwischen den TRPV1-exprimierenden H2C1-Zellen mit den
HEK293/T17-Zellen zeigten bereits die Bedeutung des TRPV1-Kanals in der Aktivierung von
AP-1. Bestatigt wurden diese Ergebnisse durch die Expression einer ,small hairpin“ (sh) RNA.
Dazu exprimierte ich durch lentivirale Infektion eine TRPV1-spezifische-shRNA (shTRPV1) in
H2C1-Zellen. Aus den geernteten Zellen wurde die RNA prépariert und mittels RT-PCR in

cDNA umgeschrieben und danach in einem Agarosegel aufgetrennt (Abbildung 19 A).
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Abbildung 19: Der TRPV1-Kanal vermittelt die Capsaicin-, RTX- oder NADA-induzierte Aktivierung des AP-
1 Transkriptionsfaktors.

A) Die Expression einer TRPV1-spezifischen shRNA (shTRPV1) filhrt zu einer geringeren Konzentration an TRPV1
MRNA in H2C1-Zellen. H2C1-Zellen wurden mit Viren infiziert, die mit dem Transfervektor pLL3.7 (Kontrolle) oder
dem Transfervektor pLL3.7-shTPRV1, generiert wurden. Nach der Infektion erfolgte eine 48 h Serum-Reduktion
bei 37 °C. Danach wurden die Proben geerntet und die RNA aus den Extrakten préapariert. Die RNA wurde darauf
mittels RT-PCR in cDNA umgeschrieben und via RT-PCR vervielfaltigt. Das PCR-Fragment wurde auf einem
Agarosegel aufgetrennt. Zu sehen sind die 194 bp grof3en PCR-Fragmente. GAPDH diente als Ladekontrolle. Der
Marker wurde mit seinen entsprechenden Gréf3en in bp angegeben. Das hier gezeigte Experiment entspricht einer
Versuchsreihe und wurde mit demselben Ergebnis insgesamt dreimal durchgefiihrt. B, C und D) Die Expression
einer TRPV1-spezifischen shRNA reduziert die AP-1 Aktivierung nach Stimulation von H2C1-Zellen mit Cap (10
uM) (B), RTX (5 nM) (C) oder NADA (10 uM) (D). Die Versuche wurden wie in Abbildung 17 beschrieben
durchgefuihrt. Zusétzlich zur Expression des Coll.luc Reportergens wurden die Zellen mit Viren infiziert, die
entweder mit dem Transfervektor pLL3.7 (Kontrolle) oder dem Transfervektor pLL3.7-shTRPV1 (shTRPV1)
generiert wurden. Der Versuch wurde dreimal wiederholt (n=3). Eine *** Signifikanz wurde angegeben, wenn P<
0,001 war. Die Standartabweichung ist der Abbildung zu entnehmen.

Die Expression der TRPV1-spezifischen shRNA flhrte zu einer deutlich reduzierten
Konzentration an TRPV1 mRNA, im Vergleich zu Kontrolle. Somit war die verwendete shRNA
in der Lage die Expression des TRPV1-Kanals herabzusetzen.

Im nachsten Versuch wurde die Wirkung der shTRPV1 auf die Aktivierung von AP-1 nach
Stimulation der Zellen mit Capsaicin, RTX oder NADA untersucht. Nach lentiviraler Infektion
waren die H2C1-Zellen in der Lage, sowohl das Coll.luc Reportergen, als auch die TRPV1-
spezifische shRNA zu exprimieren. Zur Expressionsanalyse wurden die Zellen entweder mit
Capsaicin (10 puM) (Abbildung 19 B), RTX (5 nM) (Abbildung 19 C) oder NADA (10 uM)
(Abbildung 19 D) stimuliert und danach geerntet. Durch die Expression der TRPV1-

spezifischen shRNA kam es zu einer signifikanten Reduktion der AP-1-Aktivitat nach
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Stimulation mit Capsaicin, RTX oder NADA. Der TRPV1-Kanal war somit unabdingbar fir die
Aktivierung von AP-1 nach Stimulation durch Capsaicin, RTX oder NADA.

4.1.4.2. Die Aktivierung von AP-1 durch Capsaicin oder NADA st

unabhangig von G.g-gekoppelten Rezeptoren

Innerhalb einer Zelle gibt es eine Vielzahl unterschiedlichster Rezeptoren, die Einfluss auf die
Genexpression nehmen kénnen. So wird AP-1 auch durch die Stimulation von Ggg-
gekoppelten Rezeptoren aktiviert. Zudem wurde beschrieben, dass Gaq-gekoppelte
Rezeptoren zu einer Sensitivierung des TRPV1-Kanals fihren kdnnen (Salzer et al., 2019).
Aus diesem Grund Uberprifte ich, ob die erhdhte AP-1 Aktivitat nach Stimulation von H2C1-
Zellen mit Capsaicin Uber Gqg-gekoppelte Rezeptoren gesteuert wurde. Dazu exprimierte ich
das inhibitorisch auf Gqq wirkende Protein RGS2 (,regulator of G-Protein signaling 2) in H2C1-
Zellen. Als GTPase-aktivierendes Protein ist es in der Lage die Signalkaskaden von Gqg-
gekoppelten Rezeptoren zu inhibieren (Park-Windhol et al., 2012). Gleichzeitig integrierte ich
mittels Lentiviren das Reportergen Coll.luc in die H2C1-Zellen. Nach der Infektion wurden die
Zellen fur 24 h mit Capsaicin (Abbildung 20 A) oder NADA (Abbildung 20 B) stimuliert und

einer Reportergen-Analyse unterzogen.
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Abbildung 20: Die Uberexpression von RGS2 hat keinen Effekt auf die AP-1 Aktivitat nach Stimulation von
H2C1-Zellen mit Capsaicin oder NADA.

H2C1-Zellen, die das Coll.luc Reportergen enthielten, wurden mit Lentiviren infiziert, die fir den Inhibitor des Gaq
(RGS2) kodierten. Als Kontrolle wurden die Zellen mit einem -Gal kodierenden Lentivirus infiziert. Stimuliert
wurden die Zellen mit A) 10 uM Capsaicin (Cap.) oder B) mit 10 uM NADA. Der Versuch wurde, wie in der Legende
zu Abbildung 17 beschrieben, durchgefiihrt. Die Versuche wurden dreimal wiederholt (n=3) und mittels Student’s t-
test auf statistische Signifikanz untersucht (n.s = nicht signifikant). Die Standartabweichungen sind angegeben.
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Die Messergebnisse zeigen, dass die Uberexpression des RGS2-Proteins die Capsaicin- oder
NADA- induzierte Aktivierung von AP-1 nicht beeintrachtigte. Gqg-gekoppelte Rezeptoren
waren somit nicht an der Aktivierung von AP-1 nach Stimulation von H2C1-Zellen mit

Capsaicin oder NADA beteiligt.

4.1.5. Die TRPV1-vermittelte Signaltransduktion

4.1.5.1. Die gesteigerte Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors nach
Stimulation von TRPV1-Kanélen durch Capsaicin, RTX oder
NADA ist abhangig vom Ca?*-Einstrom in die Zelle

Sowohl fiir Capsaicin als auch fir RTX und NADA wurde beschrieben, dass sie ein Offnen des
TRPV1-Kanals bewirken. Dadurch kommt es zu einem Ca?*-Einstrom in das Zytoplasma
(Winter et al., 1990; Acs et al., 1996; Caterina et al., 1997; Huang et al., 2002).

Im Folgenden wurde daher untersucht, ob ein Einstrom von extrazellularem Ca?* durch den
TRPV1-Kanal in das Zytoplasma notwendig ist, um AP-1 zu aktivieren. Zunéchst wurde dazu
in Zusammenarbeit mit Dr. Xin Hui (Zellbiologie, Universitéat des Saarlandes) untersucht, ob
Capsaicin, RTX oder NADA in der Lage waren, in der H2C1-Zelllinie die intrazellulare Ca?*-
Konzentration zu erhéhen. Dazu wurden H2C1-Zellen und HEK293/T17-Zellen (Kontrolle) mit
Capsaicin, RTX oder NADA stimuliert und der Konzentrations-Anstieg von Calcium-lonen im

Zytoplasma mit Fura-2 gemessen.

76



Ergebnisse

A B sk
0.51
—_ 1.0‘7
8 0.4
% S0 RTX 0 3
3 0.8{ —1TRPV NADA 5.3 037
= =293 NADA 2%
w — TRPV Cap. o I 0.2-
» == 293 Cap. £ Sk ke
g 0.6 <L |
= 0.1+ I
R L
5 0.0 .
g 04, /- ’ v - x - v -
& I3 8§ g
g T T T T I I I I I I
Z 0 20 40 60 80 — P
i o = a
Zeit (s) 8 " <zt

Abbildung 21: Capsaicin, RTX oder NADA induzieren einen TRPV1-abhangigen Ca?*-Einstrom in H2C1-
Zellen.

A) Fura-2 Messung in H2C1-(TRPV) und HEK293/T17 (293) -Zellen nach der Stimulation mit Capsaicin (10 pM),
RTX (5 nM) oder NADA (10 uM). Dargestellt ist das FAsso/Fsso Verhéltnis als Liniendiagramm in Abh&ngigkeit von

der Zeit (s). B) Quantifizierung der ermittelten Fura2-Verhaltnisse als Balkendiagramm von n=170-770 Zellen. Die
Daten wurden mittels Student’s t-test auf ihre Signifikanz Uberpruft (***=P<0,001).

Abbildung 21 A zeigt den Ca2*-Anstieg im Zytoplasma Uber die Zeit als Fura-2-Fluoreszenz-
Differenz. Dabei lasst sich erkennen, dass die Stimulation mit Capsaicin, RTX oder NADA in
H2C1-Zellen zu einem starken Anstieg der intrazellularen Calcium-lonen-Konzentration fuhrte.
Capsaicin und RTX waren nicht in der Lage in HEK293/T17-Zellen eine Erhéhung der
zytoplasmatischen Ca?*-Konzentration zu induzieren. Nur die Stimulation mit NADA konnte
einen Anstieg der Calcium-lonen im Zytoplasma der HEK293/T17-Kontrollzellen bewirken.
Abbildung 21 B zeigt die Quantifizierung der in Abbildung 21 A ermittelten Fura2-Verhaltnisse.
Das nachste Experiment ubertrug diese Beobachtung auf die TRPV1-induzierte Aktivierung
von AP-1. Dazu wurden H2C1-Zellen mit Lentiviren, die fir das Coll.luc Reportergen kodierten,
infiziert. Ein Teil der Zellen wurde mit serum-reduzierten Medium versetzt und die Zellen mit
Capsaicin, RTX oder NADA stimuliert. In einem parallelen Experiment wurden die H2C1-Zellen
mit serum-reduziertem Medium versetzt, das kein Calcium enthielt. Auch diese Zellen wurden
mit Capsaicin, RTX oder NADA stimuliert (Abbildung 22).
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Abbildung 22: Der Einstrom von Ca?" in das Zytoplasma ist ein essenzielles Bindeglied zwischen der
Stimulation des TRPV1-Kanals mit Capsaicin, RTX oder NADA und der Aktivierung von AP-1.

H2C1-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die flir das Reportergen Coll.luc kodierten. Die infizierten Zellen wurden
fur 24 Stunden bei 37 °C inkubiert und danach fir weitere 24 Stunden und 37 °C in serum-reduziertem Medium
(CaClz [1,8 mM]) bzw. in serum-reduziertem Medium ohne Calcium (- Ca?*) inkubiert. Danach wurde der Versuch
wie in Abbildung 17 beschrieben durchgefiihrt und ausgewertet. Die Stimulation erfolgte mit A) Cap. (10 uM), B)
RTX (5 nM) oder C) NADA (10 uM). Der Versuch wurde dreimal wiederholt (n=3) und mittels Student’s t-test einer
statistischen Signifikanz unterzogen (*** = P< 0,001). Die Standartabweichung ist angegeben.

Die Verwendung von Ca?*- freiem Medium fuhrte, wie in Abbildung 22 gezeigt wird, zu einer
signifikant geringeren Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors nach Stimulation mit
Capsaicin (Abbildung 22 A), RTX (Abbildung 22 B) oder NADA (Abbildung 22 C), im Vergleich
zur Kontrolle, die in ihrem Medium Calcium-lonen (1,8 mM) enthielten. Die veranderte
Transkription nach Stimulation mit Capsaicin, RTX oder NADA war somit abhangig vom

extrazellularen Ca?*-Einstrom.
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4.1.5.2. Der ERK1/2-Signalweg verbindet die Stimulation des TRPV1-
Kanals mit der gesteigerten AP-1 Aktivitdt in Capsaicin

stimulierten H2C1-Zellen

In meiner Masterarbeit konnte ich zeigen, dass die Uberexpression der MAP-Kinase-
Phosphatase 1 (MKP-1) zu einer signifikant geringeren Aktivierung von AP-1 nach Stimulation
von H2C1-Zellen mit Capsaicin fuhrte (Backes, 2014). MKP-1 dephosphoryliert und inhibiert
die Aktivitdt der MAP-Kinasen ERK1/2, JNK und p38 (Shapiro und Ahn, 1998). Lesch et al.
(2017) konnten zeigen, dass die Stimulation von TRPM3-Kanélen zu einer Aktivierung von
AP-1 Uber den ERK1/2-Signalweg fuhrte. Daher lag es nahe, die Rolle von ERK1/2 im TRPV1-
Kontext zu untersuchen. Dazu wurden H2C1-Zellen mit Capsaicin unterschiedlich lange
stimuliert. Die Kernextrakte der Zellen wurden isoliert, die Proteine auf einem SDS-PAGE
aufgetrennt und mittels Western Blot analysiert. Zur Detektion der phosphorylierten Form von
ERK1/2 verwendete ich Antikérper, die gegen die phosphorylierte Form von ERK1/2 (P-
ERK1/2) gerichtet waren. Abbildung 23 zeigt den Western Blot der so behandelten H2C1-
Zellen. Als Kontrolle dienten Antikorper, die sowohl die nicht-phosphorylierte als auch die

phosphorylierte Form von ERK1/2 erkannten.
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Abbildung 23: Capsaicin induziert eine zeitabhangige Phosphorylierung der Proteinkinase ERK1/2 in H2C1-
Zellen.

Western Blot-Analyse von Kernproteinen aus H2C1-Zellen. H2C1-Zellen wurden 24 h in serum-reduziertem
Medium (0,05 % FCS) inkubiert. Darauf wurden die Zellen mit Capsaicin (10 uM) stimuliert, zu den entsprechenden
Zeitpunkten (0, 0.2, 0.5, 1, 3 und 5 Stunden [h]) geerntet und die Kernextrakte gewonnen. Der Nachweis von P-
ERK1/2 (obere Abbildung) erfolgte mit gegen P-ERK1/2 gerichteten Antikdrpern. Als Kontrolle wurde das gesamte
ERK1/2-Protein (untere Abbildung) analysiert.

Bereits 15 Minuten nach der Stimulation mit Capsaicin (0.2 h) war ein starker Anstieg der
Immunreaktionen von P-ERK1/2 nachweisbar und blieb bis zu drei Stunden nach der
Stimulation relativ konstant. Die Konzentration an dem gesamten ERK1/2 blieb Uber den

Zeitverlauf konstant.
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4.1.5.3. c-Junist Teil des AP-1-Komplexes nach Stimulation von H2C1-

Zellen mit Capsaicin

Nach der Aktivierung (Phosphorylierung) transloziert die Proteinkinase ERK1/2 in den Zellkern
und kann dort genregulatorische Proteine phosphorylieren (Chen et al.,, 1992). c-Jun ist
beispielsweise ein Substratprotein von ERK1/2. In vielen AP-1-Komplexen konnte c-Jun
identifiziert werden (Chiu et al., 1988). In meiner Masterarbeit konnte ich bereits nachweisen,
dass c-Jun an der Aktivierung von AP-1 nach Stimulation des TRPV1-Kanals beteiligt ist. Zur
Prazisierung dieser Daten wurde die Expression von c-Jun in Capsaicin-stimulierten H2C1-
Zellen mittels Western Blot gemessen (Abbildung 24). Als Kontrolle wurde die Expression von
HDAC1 bestimmit.

W e e - = | g C-Jun
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Abbildung 24: Die Expression von c-Jun wird durch die Stimulation von TRPV1 mit Capsaicin gesteigert.

Western Blot-Analyse von Kernproteinen aus H2C1-Zellen. H2C1-Zellen wurden fur 24 h in DMEM-Medium
kultiviert und darauf mit serum-reduziertem Medium (0,05 % FCS) fur 24 h inkubiert. Anschlielend wurden die
Zellen mit Capsaicin (10 puM) stimuliert und zu den entsprechenden Zeitpunkten (0, 1, 3, 5, 8 und 16 Stunden [h])
geerntet und die Kernextrakte gewonnen. Der Nachweis von c-Jun (obere Abbildung) erfolgte mit spezifisch gegen
c-Jun gerichteten Antikdrpern. Als Ladekontrolle ist die Immunreaktion von HDAC1 (untere Abbildung) mit
angegeben.

Abbildung 24 zeigt die zeitabhangige Zunahme des c-Jun-Transkriptionsfaktors in Capsaicin
stimulierten H2C1-Zellen. Dabei war bereits nach einer Stunde ein Anstieg in der
Konzentration des c-Jun-Proteins zu beobachten. Nach funf Stunden war die maximale c-Jun-
Proteinkonzentration erreicht, die bis zur achten Stunde nach der Stimulation mit Capsaicin

anhielt und nach 16 Stunden wieder absank.

4.1.5.4. c-Fos ist Teil des induzierten AP-1-Komplexes in mit Capsaicin

stimulierten H2C1-Zellen

Die Zusammensetzung des AP-1 Transkriptionsfaktors ist Stimulus-abhangig und kann sich

aus den Transkriptionsfaktoren der Jun-, Fos- und ATF-Proteine zusammensetzen
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(Steinmdiller et al., 2001). ¢c-Jun wurde als erster Dimerisierungspartner des c-Fos-Proteins
beschrieben (Chiu et al., 1988).

Um zu Uberprifen, ob c-Fos nach der Stimulation von H2C1-Zellen mit Capsaicin verstarkt
exprimiert wird, wurde zunachst untersucht, ob es zu einer erhdhten c-Fos Promotor-Aktivitat
kommt. Dazu wurden H2C1-Zellen mit Lentiviren infiziert, die flr das Luziferasegen (Abbildung
25 A) unter der Kontrolle des murinen c-Fos Promotors (mc-Fos.luc) kodierten. Die Zellen
wurden darauf mit Capsaicin stimuliert, die Luziferaseaktivitat bestimmt und ausgewertet
(siehe Abbildung 25 B).
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Abbildung 25: Capsaicin induziert Uber die Stimulation des TRPV1-Kanals eine erhdhte c-Fos
Promotoraktivitat.

A) Das integrierte Provirus, welches fiir das Reportergen mc-Fos.luc kodierte. Das Luziferasegen stand unter der
Kontrolle des murinen c-Fos Promotors. In der Promotorregion befanden sich Transkriptionsfaktorbindestellen, wie
das ,cAMP response element‘ (CRE), eine AP-1 Bindestelle sowie eine CArG-Box. B) Die Stimulation des TRPV1-
Kanals erhoht die c-Fos Promotoraktivitat. H2C1-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, welche die genetische
Information fur das c-Fos-Promotor/Luziferase-Reportergen enthielt. Die infizierten Zellen wurden wie in Abbildung
17 beschrieben behandelt und analysiert. Stimuliert wurden die Zellen mit 10 uM Capsaicin. Der Versuch wurde zu
jeder Bedingung als vierfach-Ansatz durchgefuihrt und gemittelt. Zuséatzlich wurde der ganze Versuch dreimal
wiederholt (n=3), und mittels Student’s t-test einer statistischen Signifikanz unterzogen (*** = P< 0,001).

Es kam zu einer signifikanten Steigerung der Transkription des Luziferasegens, welches unter
der transkriptionellen Kontrolle des murinen c-Fos Promotors stand, nachdem die H2C1-Zellen
mit Capsaicin stimuliert wurden. Somit wurde durch Capsaicin eine erhdhte Aktivitat am c-Fos
Promotor induziert.

Nachdem gezeigt wurde, dass Capsaicin die c-Fos Promotoraktivitat signifikant erhéht, wurde
untersucht, ob sich dieser Effekt auch auf Proteinebene, mittels Western Blot, nachweisen
lie3. Dazu wurden H2C1-Zellen mit 10 uM Capsaicin inkubiert, die Kernextrakte isoliert und
die Kernproteine via Western Blot analysiert. Der Nachweis von c-Fos in den Extrakten erfolgte

mit spezifischen Antikdrpern, die gegen c-Fos gerichtet waren (Abbildung 26).
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Abbildung 26: Capsaicin induziert Uber die Stimulation des TRPV1-Kanals eine zeitabhéangige Zunahme der
c-Fos Konzentration.

Der Western Blot zum Nachweis des c-Fos Proteins erfolgte wie in Abbildung 24 beschrieben. Der Nachweis von

c-Fos (oberer Bildabschnitt) erfolgte mit gegen c-Fos gerichteten Antikdrpern. Zusétzlich ist als Ladekontrolle
HDAC1 (unterer Bildabschnitt) gezeigt.

Zum Zeitpunkt Null war keine Expression von c-Fos nachweisbar. Eine Stunde nach
Stimulation der H2C1-Zellen mit Capsaicin konnte die Expression von c-Fos detektiert werden.
Die maximale Konzentration an c-Fos war nach dreistiindiger Inkubation mit Capsaicin erreicht
und normalisierte sich daraufhin Uber die Zeitpunkte 5, 8 und 16 Stunden wieder. Die
Stimulation von H2C1-Zellen mit Capsaicin fiihrt somit zu einer zeitabhangigen Steigerung der

Konzentration des c-Fos Transkriptionsfaktors.

4.1.6. Die gesteigerte Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-1 ist nicht
die Folge einer verringerten Zellviabilitat, oxidativem Stress oder

der Induktion von Apoptose

Fur den TRPV1-Kanal wurde beschrieben, dass die Stimulation mit Capsaicin zum Zelltod
Uber Apoptose fihren kann (Caterina et al.,, 1997; Shirakawa et al., 2008). Auch der
Transkriptionsfaktor AP-1 kann in Zusammenhang mit der Induktion apoptotischer Prozesse
stehen (Shaulian und Karin, 2001).

4.1.6.1. Die Aktivierung von AP-1 durch die Stimulation von TRPV1 fihrt

nicht zu einer verringerten Zellviabilitat

Um auszuschlieen, dass die in Backes (2014) beschriebene Aktivierung des AP-1
Transkriptionsfaktors durch die Stimulation des TRPV1-Kanals mit Capsaicin auf veranderter
Zellviabilitat beruhte, wurde ein Zellviabilitdts-Assay durchgefihrt. Hierzu wurden die Zellen
mit dem Farbstoff 3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid (MTT) inkubiert.
Entsprechend der Konzentration und Aktivitdt der Dehydrogenasen in den Zellen konnten
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diese das MTT zu dem violetten, wasserunloslichen Farbstoff Formazan abbauen. Das
gebildete Formazan konnte dann in DMSO gelost und analysiert werden. Dabei ist die
gebildete Menge an Formazan direkt proportional zur Dehydrogenase-Aktivitat der Zellen.
Die Inkubation der H2C1-Zellen mit 10 uM Capsaicin bewirkte dabei keine signifikante
Anderung in der Zellviabilitat (Abbildung 27 A). Als Kontrolle wurden H2C1-Zellen mit 100 puM
Arsenit behandelt. In diesem Ansatz kam es zu einer Reduktion der Zellviabilitdt (Abbildung
27 B).
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Abbildung 27: Eine Konzentration von 10 uM Capsaicin hat keinen Einfluss auf die Zellviabilitat der H2C1-
Zellen

5000 H2C1-Zellen wurden pro Loch auf einer 96 Lochplatte ausgesat und fir 24 Stunden mit DMEM inkubiert.
Danach wurden die Zellen fur weitere 24 Stunden entweder mit A) Capsaicin (10 uM) bzw. B) Arsenit (100 uM)
inkubiert. Die jeweiligen Proben sind prozentual zu ihren Kontrollen (Losemittel) dargestellt. Die Kontrolle wurde

auf 100 % normiert. Der Versuch wurde dreimal (n=3) wiederholt und zur Kontrolle der Signifikanz einem Student’s
t-test unterzogen (n.s = nicht signifikant; *** = P< 0,001).

4.1.6.2. Die Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors durch die
Stimulation des TRPV1-Kanals mit Capsaicin, NADA oder RTX
fuhrt zu keiner erhdohten Caspase 3/7-Aktivitat

Um auszuschlief3en, dass die Aktivierung von AP-1 auf apoptotischen Prozessen beruhte,
wurde die Induktion des programmierten Zelltods mittels der Schlisselmediatoren der
Apoptose (Caspase 3 und Caspase 7) ndher untersucht.

H2C1-Zellen wurden dazu entweder mit 10 uM Capsaicin (Abbildung 28 A), 5 nM RTX
(Abbildung 28 B) oder 10 uM NADA (Abbildung 28 C) stimuliert und die Caspase 3/7-Aktivitat
bestimmt. Eine Inkubation der H2C1-Zellen mit Capsaicin, RTX oder NADA fluhrte dabei zu
keinem nachweisbaren Anstieg in der Aktivitat der Caspasen 3 und 7.
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Abbildung 28: Die TRPV1-Agonisten Capsaicin, RTX oder NADA bewirken keine Aktivierung der Caspasen
3und 7in H2C1-Zellen.

H2C1-Zellen wurden mit den TRPV1-Agonisten, A) Capsaicin (Cap.) (10 uM), B) RTX (5 nM) oder C) NADA (10
UM) fir 24 h inkubiert. Nach dem Ernten wurde die Caspase 3/7-Aktivitat mittels des Caspase-Glo® 3/7 Assay
System (Promega, Walldorf) in einem Luminometer bestimmt. Der Versuch wurde dreimal wiederholt (n=3), wobei
jeder Einzelversuch aus jeweils einem vierfachen Ansatz bestand, der bei der Auswertung gemittelt wurde. Die
Ergebnisse sind prozentual dargestellt und die Kontrolle entspricht 100 %. Der stimulierte Ansatz wurde prozentual
auf die Kontrolle (Losemittel) bezogen. Die Versuche (n=3) wurden zur Analyse der statistischen Signifikanz einem
Student’s t-test unterzogen (n.s= nicht signifikant).

4.1.6.3. Die Aktivierung von AP-1 ist nicht die Folge von chemisch

induziertem oder oxidativem Stress

Fur die Behandlung von Krebszellen mit Capsaicin wurde beschrieben, dass es zur Induktion
der Apoptose Uber die Induktion reaktiver Sauerstoff-Spezies (ROS) kommen kann (Lee et al.,
2004). Auf Basis dessen wurde im folgenden Versuch untersucht, ob ROS bei der Aktivierung
des AP-1 Transkriptionsfaktors eine Rolle spielten. Ein wichtiger Mediator im Kampf gegen
oxidativen Stress ist der bZIP Transkriptionsfaktor Nrf2. Dieser bindet an spezielle Motive
innerhalb der Promotor-Region von Zielgenen, dem sogenannten ,Stress Response Element®
(StRE). Das Hmox1-Gen, welches fir die Hamoxygenase 1 (HO-1) kodiert, enthéalt StRE-
Motive in seiner Promotorregion (Alam et al., 1999; Chan und Kan, 1999; Piantadosi et al.,
2011). Die Verwendung eines Reportergens, welches in seiner Promotorregion diese

Sequenzmotive aufweist, eignet sich somit zum gezielten Nachweis von oxidativem Stress.
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Daher integrierte ich in das Chromatin von H2C1-Zellen, nach lentiviralem Gentransfer, das
Reportergen StRE.luc (siehe Abbildung 29 A). Im Bereich des minimalen HO-1 Promotors
waren drei Motive des StRE lokalisiert, an die Nrf2 binden konnte. Das Luziferasegen stand

unter der Kontrolle dieser regulatorischen Einheit.
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Abbildung 29: Die Stimulation von H2C1-Zellen mit Capsaicin induziert keine erhdhte Nrf2-Aktivitat.

A) Das Provirus welches fiir das StRE.luc-Reportergen kodierte. Das Luziferasegen stand unter der Kontrolle eines
minimalen HO-1 Promotors aus drei StRE-Wiederholungen. B) H2C1-Zellen, wurden mit Lentiviren infiziert, die fir
das Reportergen StRE.luc kodierten. Die Zellen wurden wie in Abbildung 17 beschrieben behandelt und analysiert.
Stimuliert wurden diese mit 10 uM bzw. 25 uM Capsaicin. Der Versuch wurde zu jeder Bedingung als vierfach-
Ansatz durchgefiihrt und gemittelt. Zusatzlich wurde der ganze Versuch dreimal wiederholt (n=3), um ihn mittels
Student’s t-test einer statistischen Signifikanz zu unterziehen (n.s= nicht signifikant).

Die infizierten H2C1-Zellen wurden flr 24 h Stunden mit 10 uM bzw. 25 uM Capsaicin stimuliert
und darauf fur die Analyse geerntet. Abbildung 29 B zeigt, dass sowohl eine Applikation von
10 uM, als auch von 25 pM zu keinem signifikanten Anstieg in der Transkription des StRE-

Reportergens flihrten.

4.1.7. Pharmakologische Untersuchung des TRPV1-Kanals

Fur TRPV1 wurden zahlreiche Verbindungen beschrieben, die einen aktivierenden oder
inhibierenden Effekt auf TRPV1 ausiben konnen. Standardm&Rig wurde zur Bestimmung
eines aktivierten TRPV-Kanals die Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration nach der
Stimulation herangezogen (Caterina et al., 1997; Huang et al., 2002; Dhaka et al., 2009;
Fenwick et al., 2017). Diese Messungen erlauben jedoch keine Aussage dariiber, ob die
Erhohung der intrazellularen Ca?*-Konzentration, zu einer Signalkaskade in der Zelle fihrt.
Beispielsweise wurde von Lesch et al., (2014) gezeigt, dass die Stimulation von TRPM3-
Kanalen mit Nifedipin zu einer Erhéhung der intrazellularen Ca?*-Konzentration, nicht aber der

Aktivierung einer Signhalkaskade, fuhrte. In den folgenden Experimenten wurde die AP-1-
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Aktivitat als MessgroRe verwendet. Eine Erhdhung der AP-1-Aktivitdt, nach Stimulation von
TRPV1, ist nur bei einer Signalkaskade maoglich bei der das Signal Uber das Zytoplasma in

den Zellkern gelangt ist.

4.1.7.1. Der TRPV1-Antagonist AMG9810 verhindert die Aktivierung des
AP-1 Transkriptionsfaktors nach Stimulation von TRPV1 mit

Capsaicin

Zu den am meisten verwendeten Antagonisten des TRPV1-Kanals z&hlt der TRPV1-Inhibitor
AMG9810 (Steiner et al., 2007; Bourinet et al., 2014; Vandewauw et al., 2018). Um seine
Wirkung auf die TRPV1-vermittelte Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors zu testen,
wurde das Coll.luc Reportergen in das Chromatin von H2C1-Zellen integriert. Vor der
Stimulation mit Capsaicin wurden die Zellen mit AMG9810 (siehe Strukturformel in Abbildung
30 A) vorinkubiert.
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Abbildung 30: Der TRPV1-Inhibitor AMG9810 reduziert die TRPV1-vermittelte Aktivierung des AP-1
Transkriptionsfaktors nach Stimulation mit Capsaicin.

A) Strukturformel des TRPV1-Antagonisten AMG9810. B) H2C1-Zellen die mit Lentiviren infiziert wurden, die fur
das Coll.luc Reportergen kodierten. Der weitere Versuchsablauf und die Auswertung erfolgten wie in Abbildung 17
beschrieben. Die Dauer der Vorinkubation mit AMG9810 betrug fiinf Stunden. Parallel zur Stimulation mit Capsaicin
wurden die Zellen weiter mit AMG9810 inkubiert. Die statistische Auswertung mittels Student’s t-test ergab *** (P<
0,001).

Die Verwendung des TRPV1-Antagonisten AMG9810 flihrte zu einer um 64 % geringeren
Aktivierung der AP-1-Aktivitdt im Vergleich zur Kontrolle, die nicht mit AMG9810 behandelt
wurde (Abbildung 30 B).
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4.1.7.2. Der MAP-Kinase-Kinase-Inhibitor PD98059 reduziert die AP-1

Aktivitat nach Stimulation von H2C1-Zellen mit Capsaicin

Auf pharmakologischer Ebene wurde untersucht, ob die Aktivierung von ERK1/2 von zentraler
Bedeutung fiir die gesteigerte AP-1-Aktivitat nach Stimulation von TRPV1 mit Capsaicin war.
Dazu verwendete ich den spezifischen Inhibitor, der MEK-ERK-Signalkaskade, PD98059
(Wang et al., 2017). Dieser verhindert die Phosphorylierung der MAP-Kinase-Kinase (MAPKK)
MEK1 (Dudley et al., 1995). H2C1-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die das Coll.luc
Reportergen enthielten. Vor der Stimulation mit Capsaicin wurden die Zellen mit PD98059
(Abbildung 31 A) vorinkubiert und danach mit Capsaicin in Anwesenheit des Inhibitors
stimuliert (Abbildung 31 B).
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Abbildung 31: Die Inkubation der PD98059 reduziert die Aktivierung von AP-1 nach Stimulation mit
Capsaicin.

A) Strukturformel des MAP-Kinase-Kinase-Inhibitors PD98059. B) In H2C1-Zellen wurde durch lentiviralen
Gentransfer das Coll.luc-Reportergen in das Chromatin integriert. Die Zellen wurden wie in Abbildung 17 behandelt
und nach dem gleichen Verfahren analysiert und ausgewertet. Der MAPKK-Inhibitor PD98059 wurde abweichend
von der beschriebenen Prozedur finf Stunden vor der 24 h Stimulation mit Capsaicin (10 pM) auf die Zellen
gegeben. Der Versuch wurde dreimal wiederholt (n=3), und danach die statistische Signifikanz *** mittels Student’s
t-test festgestellt (*** = P< 0,001).

Durch die Inkubation der H2C1-Zellen mit PD98059 kam es zu einer signifikant geringeren
Aktivierung (53% geringer im Vergleich zur Capsaicin stimulierten Kontrolle) von AP-1. Die
Phosphorylierung von ERK1/2 durch MAPKKs wie MEK1 ist folglich ein zentraler Schritt in der

Aktivierung von AP-1 nach Stimulation von TRPV1 durch Capsaicin.
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4.1.7.3. 2-Aminoethoxydiphenyl-Borat (2-APB) kann AP-1 aktivieren

oder nach Stimulation mit Capsaicin inhibieren

2-Aminoethoxydiphenyl-Borat (2-APB) ist als Inhibitor von TRP-Kanalen wie beispielsweise
dem TRPC5-Kanal beschrieben worden (Xu et al., 2005). Fir andere TRP-Kanéle, wie TRPV1
ist 2-APB hingegen als Aktivator beschrieben (Hu et al., 2004). Aufgrund dieser ambivalenten
Datenlage wurde die Wirkung von 2-APB auf den TRPV1-Kanal und die AP-1-Aktivitat, nach
Stimulation mit Capsaicin, untersucht. Zunachst wurde die direkte Wirkung von 2-APB, in
H2C1-Zellen, auf das mittels Lentiviren eingebrachte Coll.luc-Reportergen untersucht
(Abbildung 32 A). Dazu wurden diese H2C1-Zellen mit 2-APB oder mit Capsaicin inkubiert und
die Wirkung auf die AP-1-Aktivitat gemessen (Abbildung 32 B).
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Abbildung 32: 2-APB aktiviert den Transkriptionsfaktor AP-1.

A) Strukturformel von 2-APB. B) H2C1-Zellen, wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das Reportergen Coll.luc
kodierten. Die Analyse und Inkubation des Versuches erfolgten wie in Abbildung 17 beschrieben. Capsaicin (Cap.)
wurde dabei in einer Konzentration von 10 uM und 2-APB mit 75 uM eingesetzt. Der ganze Versuch wurde dreimal
wiederholt (n=3), um ihn mittels Student’s t-test einer statistischen Signifikanz zu unterziehen (*** = P< 0,001).

Die Analyse der Daten ergab, dass 2-APB in der Lage war, AP-1 in H2C1-Zellen zu aktivieren.
Im Vergleich mit Capsaicin war die Aktivierung jedoch weit weniger stark.

Da 2-APB auch als TRPV1-Inhibitor beschrieben wurde, wurde untersucht, ob 2-APB auch
einen inhibitorischen Effekt auf die durch TRPV1 vermittelte AP-1-Aktivierung hat. Dazu
wurden H2C1-Zellen mit Lentiviren infiziert, welche fur das Coll.luc Reportergen kodierten.
Diese Zellen wurden anschlieBend mit 2-APB vorinkubiert und daraufhin mit Capsaicin
stimuliert (Abbildung 33).
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Abbildung 33: 2-APB hat einen inhibitorischen Effekt auf die AP-1-Aktivitat in Capsaicin-stimulierten H2C1-
Zellen.

In das Chromatin von H2C1-Zellen wurde durch lentiviralen Gentransfer das Reportergen Coll.luc integriert. Der
Versuch wurde wie in Abbildung 17 beschreiben durchgefiihrt und ausgewertet. 2-APB (75 pM) wurde drei Stunden
vor der Inkubation mit 10 pM Capsaicin (Cap.) auf die Zellen gegeben. Die Stimulation erfolgte in den
entsprechenden Versuchen zusammen mit 2-APB. Die Darstellung entspricht einem n=3 und wurde mittels
Student’s t-test auf statistische Signifikanz untersucht (*** = P< 0,001).

Die Inkubation der H2C1-Zellen mit 2-APB, flihrte zu einer signifikant geringeren Induktion der
AP-1-Aktivitdt nach Stimulation mit Capsaicin. Somit wurde gezeigt, dass 2-APB in H2C1-
Zellen den Transkriptionsfaktor AP-1 sowohl induzieren als auch seine Aktivierung durch

Capsaicin inhibieren konnte.

4.1.7.4. Clotrimazol hat keinen Effekt auf die Aktivierung des AP-1

Transkriptionsfaktors in Capsaicin-stimulierten H2C1-Zellen

Clotrimazol wurde als Aktivator des TRPV1-Kanals und als Inhibitor des TRPM8-Kanals
beschrieben (Meseguer et al., 2008). Ob Clotrimazol auch auf den TRPV1-Kanal inhibitorisch
wirken kann, ist bisher nicht bekannt. Um dies zu Uberprifen, wurden H2C1-Zellen mit
Lentiviren infiziert, die fur das Coll.luc Reportergen kodierten. Die Zellen wurden mit

Clotrimazol (Clo.) vorinkubiert und danach mit Capsaicin fur 24 h stimuliert (Abbildung 34).
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Abbildung 34: Clotrimazol hat keinen inhibitorischen Effekt auf die AP-1-Aktivitat nach Stimulation von
TRPV1 mit Capsaicin.

A) Strukturformel von Clotrimazol. B) Das Reportergen Coll.luc wurde in H2C1-Zellen mittels Lentiviren
eingebracht. Ablauf und Auswertung entsprachen der in Abbildung 17 gezeigten Vorgehensweise. Die Zellen
wurden vor der 24 h Inkubation mit Capsaicin mit 2 uM Clotrimazol (Clo.) vorbehandelt. Die Stimulation erfolgte in
den entsprechenden Versuchen zusammen mit Clotrimazol. Das Experiment wurde dreimal wiederholt (n=3) und
mittels Student’s t-test auf seine Signifikanz Gberprift (n.s = nicht signifikant).

Die gleichzeitige Inkubation von H2C1-Zellen mit Clotrimazol und Capsaicin zeigte, dass es
zu keiner Inhibition der AP-1-Aktivitat kam. Clotrimazol wirkt somit fiir die Aktivierung von AP-
1 Gber den TRPV1-Kanal nicht als Inhibitor.

4.1.7.5. Der TRPV1-Antagonist BCTC fuhrt zu einer geringeren Induktion
der AP-1-Aktivitat nach Stimulation von H2C1-Zellen mit

Capsaicin

BCTC (Abbildung 35 A) ist als potenter und selektiver Antagonist des TRPV1-Kanals
beschrieben worden (Valenzano et al., 2003). Methodisch wurde dabei die inhibitorische
Wirkung von BCTC auf den TRPV1-vermittelten Ca?*-Einstrom in das Zytoplasma der Zelle
untersucht. Diese Messmethode ermoglichte aber keinen Ruickschluss auf die Aktivierung des
AP-1-Komplexes. Deshalb wurde untersucht, ob die Stimulation von AP-1 nach Aktivierung
des TRPV1-Kanals mit Capsaicin durch BCTC inhibiert werden konnte. Dazu wurde das
Coll.luc Reportergen in H2C1-Zellen integriert. Diese Zellen wurden daraufhin mit BCTC

vorinkubiert und danach mit Capsaicin stimuliert (Abbildung 35 B).
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Abbildung 35: BCTC verhindert die Aktivierung von AP-1, in Capsaicin-stimulierten H2C1-Zellen, fast
vollstandig.

A) Strukturformel des TRPV1-Antagonisten BCTC. B) Mittels lentiviralem Gentransfer wurde das Reportergen
Coll.luc in das Chromatin von H2C1-Zellen integriert. Infektion, Stimulation und Auswertung erfolgten wie in
Abbildung 17 beschrieben. Abweichend von diesem Protokoll wurden die Zellen fur drei Stunden mit BCTC (10 pM)
vorbehandelt und danach fur 24 h mit Capsaicin (10 pM) und unter weiterer Verwendung von BCTC (10 pM)
stimuliert. Der gezeigte Versuch entspricht einer dreifachen Wiederholung (n=3). Die Signifikanz wurde mittels
Student’s t-test bestimmt (*** = P< 0,001).

Die Inkubation der Zellen mit BCTC verhinderte fast vollstandig die Aktivierung des AP-1
Transkriptionsfaktors nach Stimulation des TRPV1-Kanals mit Capsaicin. Somit hatte BCTC
nicht nur den bereits beschriebenen inhibitorischen Effekt auf den Ca?*-Einstrom in das

Zytoplasma, sondern auch auf die Aktivierung von AP-1.

4.1.7.6. Das Sexualhormon Progesteron hat einen inhibitorischen Effekt
auf die AP-1-Aktivitat nach Stimulation von H2C1-Zellen mit

Capsaicin

Fur den TRPV1-Kanal wurden nur wenige endogene regulatorische Verbindungen
beschrieben. Progesteron hat starke inhibitorische Effekte auf die Aktivitat der TRP-Kanale
TRPC5, TRPC6 und TRPM3 (Majeed et al., 2011, 2012; Miehe et al., 2012; Lesch et al., 2014).
Im Folgenden wurde untersucht, ob Progesteron (Abbildung 36 A) einen vergleichbaren
Einfluss auf die Aktivitat des TRPV1-Kanals und damit der AP-1-Aktivierung hat. H2C1-Zellen,
die die genetische Information fur das Coll.luc Reportergen enthielten, wurden mit Progesteron

vorinkubiert und anschlielend mit Capsaicin stimuliert (Abbildung 36 B).
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Abbildung 36: Progesteron hat einen inhibitorischen Effekt auf die Aktivitdt von AP-1 in Capsaicin
stimulierten H2C1-Zellen.

A) Chemische Struktur des Sexualhormons Progesteron. B) H2C1-Zellen, die das Reportergen Coll.luc enthielten
wurden wie in Abbildung 17 beschrieben behandelt und analysiert. Neben der Stimulation mit Capsaicin (10 uM)
wurden die Zellen fur drei Stunden mit Progesteron (30 uM) (Prog.) vorinkubiert. Die Stimulation mit Capsaicin
erfolgte zusammen mit Progesteron. Nach dreimaligem Wiederholen des Versuchs (n=3) wurde die Signifikanz
mittels Student’s t-test bestimmt (*** = P< 0,001).

Die gleichzeitige Inkubation von H2C1-Zellen mit Progesteron und Capsaicin fiihrte zu einer
signifikant verringerten Aktivitdt des AP-1 Transkriptionsfaktors. Somit konnte auch fir
Progesteron ein inhibitorischer Effekt auf die TRPV1 vermittelte AP-1-Aktivierung

nachgewiesen werden.

4.1.7.7. Pregnenolon wirkt inhibitorisch auf die AP-1-Aktivitat, nach der

Stimulation von TRPV1 mit Capsaicin

Ein Einfluss von Pregnenolon (Preg.) (Abbildung 37 A) auf den TRPV1-Kanal wurde bisher
nicht beschrieben. H2C1-Zellen wurden vor der Stimulation mit Capsaicin mit Pregnenolon
vorinkubiert (Abbildung 37 B). Die Zellen enthielten nach lentiviralem Gentransfer die

genetische Information fur das Coll.luc Reportergen.
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Abbildung 37: Pregnenolon hat einen schwachen inhibitorischen Effekt auf die Aktivierbarkeit von AP-1, in
Capsaicin stimulierten H2C1-Zellen.

A) Strukturformel des Neurosteroids Pregnenolon. B) Die H2C1-Zellen, in die zuvor Uber lentivirale Infektion die
genetische Information fur das Reportergen Coll.luc eingebracht wurde, wurden wie in Abbildung 17 beschrieben
behandelt und analysiert. Das Neurosteroid Pregnenolon (Preg.) (30 uM) wurde drei Stunden vor der Stimulation
mit Capsaicin auf die Zellen gegeben und blieb auch wéhrend der 24 h Stimulation mit Capsaicin (10 uM) auf den

Zellen. Der gezeigte Versuch wurde dreimal wiederholt (n=3), und mittels Student’s t-test einer statistischen
Signifikanz unterzogen (P< 0,01 = **).

Der Einsatz von Pregnenolon in H2C1-Zellen, welche mit Capsaicin stimuliert wurden, ergab
einen signifikanten, wenn auch schwachen, inhibitorischen Effekt auf die AP-1-Aktivitat.

Pregnenolon kdnnte somit eine endogene Rolle bei der Regulation des TRPV1-Kanals spielen.
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4.2. Stimulus-responsive Transkriptionsfaktoren in Insulinomazellen

und pankreatischen (B-Zellen

Im zweiten Teil dieser Arbeit stehen die Stimulus-responsiven Transkriptionsfaktoren im
Zentrum der Untersuchung. Die Transkriptionsfaktoren AP-1 und Elk-1 werden nach der
Stimulation von pankreatischen B-Zellen mit Glukose aktiviert (Bernal-Mizrachi et al., 2001;
Muller et al. 2010). Welche Rolle diese Proteine in den B-Zellen spielen war jedoch nicht
bekannt. Um diese Fragestellung zu beantworten, wurden neue transgene Mauslinien

generiert.

4.2.1. Der Transkriptionsfaktor AP-1 und seine Bedeutung in der

Regulation der Glukosehomoostase

Untersuchungen von Susini et al. (1998) zeigten, dass eine Stimulation von Insulinoma-Zellen
(INS-1) mit Glukose zu einer Expression von c-Jun und c-Fos fihrte. Der Transkriptionsfaktor-
Komplex AP-1 wurde in vielen Fallen als Heterodimer aus c-Jun und c-Fos beschrieben (Lee
et al., 2012). Dabei zeigte sich, dass die Zusammensetzung von AP-1 aus Jun- und Fos-
Proteinen stabiler als andere Kombinationsmdglichkeiten ist (Alonso et al., 2018). Aufgrund
dessen wurde zur Untersuchung der Rolle von AP-1 in B-Zellen die dominant negative Mutante
A-Fos verwendet. Die Mutante setzt sich aus dem Leucinzipper von c-Fos und einer sauren
Doméne, welche die basische Doméne austauscht, zusammen. Damit zwingt A-Fos die
Dimerisierungsproteine in einen inaktiven Komplex, eine Transaktivierung bleibt somit aus
(Abbildung 38) (Olive et al., 1997).
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Abbildung 38: Das Dimerisieren von A-Fos mit c-Jun verhindert die DNA-Bindung.

Das c-Fos Protein bildet zusammen mit c-Jun den Transkriptionsfaktorkomplex AP-1. Die Dimerisierung erfolgt
Uber die Leucin-Zipper-Doméane. Sind beide Proteine zusammengelagert, so stof3en sich die basischen DNA-
Bindedoménen aufgrund ihrer positiven Ladung gegenseitig ab und bilden eine DNA-Bindefurche mit
Aktivierungsdoméne (linker Bildabschnitt). Bei der dominant negativen Mutante A-Fos ist die basische Doméne
durch eine saure- Doméane ersetzt und die Aktivierungsdoméne entfernt worden. Bildet A-Fos mit c-Jun einen
Komplex, lagern sich nicht nur die Leucin-Zipper Doméanen aneinander, sondern auch die basische und saure
Domane. Es kommt nicht zur Ausbildung einer DNA-Bindefurche und eine Transaktivierung bleibt aus (rechter
Bildabschnitt). Abbildung entnommen und verandert nach Backes et al. (2021).

4.2.1.1. Die Expression von A-Fos in INS-1 832/13-Zellen verhindert die
Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors tber Cay1.2

Glukose induziert die Aktivierung von ,L-Type Calcium Channels® in den B-Zellen des
Pankreas (Miiller et al., 2010). Ein wichtiger Vertreter ist der Calcium-lonen-Kanal Ca,1.2
(Schulla et al., 2003). Nach der Depolarisation der B-Zelle kommt es zu einem Anstieg der
intrazellularen Calcium-lonen-Konzentration, in deren Konsequenz die Insulin-Sekretion
angeschaltet wird (Boyd, 1992). Der Cay1.2-Kanal nimmt dabei eine zentrale Rolle ein (Nitert
et al., 2008). Fiur Diabetes Typ 2 konnte gezeigt werden, dass die Regulation Uber Ca,1.2-
Kanéle gestort ist (Tuluc et al., 2021). Experimentell kann man die Depolarisation der Zellen
auch durch die Gabe von Kaliumchlorid (KCI) induzieren (Briining et al., 2017). Der ,L-Type
Calcium Channel® kann auch pharmakologisch durch die Verbindung FPL64176 aktiviert
werden (Mdller et al., 2011; Langfermann et al., 2018; Thiel et al., 2019). Langfermann et al.,
(2018) und Muller et al., (2011) konnten zeigen, dass die Stimulation von INS-1 832/13
Insulinoma-Zellen mit KCI/FPL64176 zu einer Induktion des AP-1 Transkriptionsfaktors fiihrt.
Far die Bearbeitung von B-Zell-assoziierten Fragestellungen werden haufig Insulinoma-Zellen,
wie die Zelllinie INS-1 832/13 herangezogen (Hohmeier et al., 2000; Hectors et al., 2013). Sie
ermdglichen einfachere und schnellere Ergebnisse im Vergleich zu aufwéndigeren
Mausmodellen. Im folgenden Versuch wurde in diesem Modellsystem untersucht, ob und

welchen Effekt die Expression von A-Fos auf die Aktivierung von AP-1 haben konnte.
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Dazu wurden INS-1 832/13-Zellen mit Lentiviren infiziert, die flr A-Fos kodierten. Diese Zellen

wurden dann mit KCI/FPL stimuliert und die Luziferaseaktivitat bestimmt (siehe Abbildung 39).
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Abbildung 39: Die dominant negative Mutante A-Fos verhindert die Aktivierung von AP-1 nach Stimulation
von Cayl.2-Ca?*-Kanélen.

INS-1 832/13-Zellen wurden mit Lentiviren, die fiir das Reportergen Coll.luc kodierten infiziert. Die gleichen Zellen
wurden mit Viren infiziert, die fur die dominant-negative Mutante A-Fos kodierten. Die weitere Inkubation der Zellen
sowie die Analyse erfolgte wie in Abbildung 17 beschrieben. Stimuliert wurden die Zellen mit KCI (55 mM) und
FPL64176 (2,5 uM) fur 24 h. Der Versuch wurde als vierfach-Ansatz durchgefiihrt und insgesamt dreimal wiederholt
(n=3) Die Standartabweichung ist an den einzelnen Balken angegeben, sowie die durch Student’s t-test ermittelte
Signifikanz: *** = P<0,001. Abbildung enthommen und verandert nach (Backes et al., 2021).

Die Stimulation der INS-1 832/13-Zellen mit den ,L-Type Calcium Channel“ Aktivatoren KCI
und FPL64176 flhrte zu einem starken Anstieg in der AP-1-Aktivitat. Diese Aktivitat konnte

fast vollstandig durch die Expression von A-Fos unterbunden werden.

4.2.1.2. Die dominant negative Mutante A-Fos hat keinen Einfluss auf die
Caspase 3/7-Aktivitat in KCI/FPL stimulierten INS-1 832/13-

Zellen

In einem weiteren Experiment sollte zunadchst geklart werden, ob es zur Induktion
apoptotischer Prozesse Uber die Expression von A-Fos kam. Von Bedeutung war diese
Betrachtung, da in Hepatozyten nachgewiesen werden konnte, dass eine Hemmung von AP-
1 zu Apoptose filhren kann (Eferl et al., 2003). Zudem ist ein wichtiger Schritt in der Entstehung
von Diabetes die Induktion apoptotischer Prozesse (Tomita, 2016). Zur Klarung wurde in INS-
1 832/13-Zellen A-Fos exprimiert und die Zellen mit KCI/FPL64176 stimuliert (Abbildung 40).
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Abbildung 40: Die Expression der dominant negativen Mutante A-Fos induziert keine gesteigerte Caspase
3/7-Aktivitat in INS-1 832/13-Zellen.

Die Caspase Aktivitat von KCI/FPL64176-stimulierten INS-1 832/13-Zellen wurde gemessen. Die Zellen
exprimierten entweder beta-Galaktosidase (Kontrolle) oder A-Fos. Die Bestimmung und Analyse der Caspase 3/7
Aktivitat erfolgte wie in Abbildung 28 beschrieben. Die Standartabweichung ist an den einzelnen Balken angegeben,
sowie die durch Student’s t-test ermittelte Signifikanz: n.s = nicht signifikant.

Durch die Stimulation von INS-1 832/13-Zellen mit KCl und FPL kam es zu einer ca. finffachen
Erhohung der Caspase 3/7-Aktivitat im Vergleich zur nicht stimulierten Kontrolle. Im gleichen
Versuchsansatz fiihrte die Expression von A-Fos zu keiner Anderung der Caspase 3/7-

Aktivitdt und war somit nicht in der Lage apoptotische Prozesse zu induzieren.

4.2.1.3. Die Stimulation von INS-1 832/13-Zellen mit KCl und FPL64176

fuhrt zu einer verstarkten Aktivierung des c-Jun Promotors

Die Expression von A-Fos hatte aufgezeigt, dass der Transkriptionsfaktor-Komplex AP-1 eine
wichtige Rolle in der Cay1.2 vermittelten Signalkaskade spielt. Um zu Uberprifen, ob es durch
die Stimulation von INS-1 832/13-Zellen mit KCl und FPL64176 zu einer erhdhten c-Jun-
Expression kommt, wurde in Zusammenarbeit mit Daniel Langfermann das Reportergen c-
Jun.luc verwendet. c-Jun.luc kodiert fur ein Luziferasegen unter der Kontrolle des c-Jun-
Promotors, der zwei ,, TPA response elements® (TRE)“ enthalt (siehe Abbildung 41). Das TRE
wurde als AP-1-Bindestelle in der Promotorregion des c-Jun-Gens beschrieben (Angel et al.,
1988).
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Abbildung 41: Das Reportergen c-Jun.luc.

Das Provirus enthalt das Reportergen c-Jun.luc. Das Luciferasegen steht unter der Kontrolle des c-Jun-Promotors
der zwei ,TPA response elements” (TRE) besitzt, an welche der Transkriptionsfaktor AP-1 binden kann.

INS-1-Zellen wurden mit einem Lentivirus infiziert, der das Jun.luc Reportergen enthielt.
Abbildung 42 zeigt, dass eine Stimulation der Zellen mit KCI und FPL64176 zu einer

Steigerung der Reportergenaktivitat fihrte.
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Abbildung 42: Die Stimulation der INS-1 832/13-Zellen mit KCl und FPL64176 aktiviert die Transkription des
c-Jun-Promotorgens.

INS-1 832/13-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das c-Jun.luc Reportergen kodierten. Nach der Infektion
wurden die Zellen mit KCI (55 mM) und FPL64176 (2,5 puM) stimuliert. Nach der Stimulation wurden die Zellen
geerntet, die Proteinkonzentration bestimmt und die Luziferasewerte auf diese normiert. Die erhaltenen Werte
wurden auf ihre Kontrollen bezogen und als relative Luziferaseaktivtét in der Abbildung dargestellt. Durch einen
Student’s t-test wurde die Signifikanz ermittelt: *** = P<0,001.
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4.2.1.4. Die Expression der dominant negativen Mutante c-JunAN
unterdrickt die Aktivierung von AP-1 in INS-1 832/13-Zellen

nach Stimulation des Cay1.2-Kanals

Um zu zeigen, ob c-Jun Teil des AP-1-Komplexes ist, wurde eine dominant negative Mutante
von c-Jun in INS-1 832/13-Zellen exprimiert. Die Mutante c-JunAN setzt sich aus der bZIP-
Dimerisierungs- und DNA-Bindungs-Doméane zusammen (siehe Abbildung 43 A). Ihr fehlt die
Transaktivierungsdoméane. Somit kann c¢-JunAN zwar einen Komplex mit einem

Dimerisierungspartner bilden und an die DNA binden, eine Transaktivierung bleibt jedoch aus.

A B INS-1 832/13

[y
o
)

331
1 [( c-Jun

FLAG

q:q c-JunAN
188 331

AP-1 Aktivitat
Relative Luziferaseaktivitat
(vielfache Induktion)

- 4+ - + KCIFPL
- - + + c-JunAN

Abbildung 43: Die dominant negative Mutante c-JunAN unterdriickt die Aktivierung von AP-1 in INS-1
832/13-Zellen nach der Stimulation mit KCI/FPL64176.

A) Die dominant negative Mutante c-JunAN setzt sich aus der Aminosauresequenz 188-331 zusammen. Diese
beinhaltet die bZIP Dimerisierungs- und DNA-Bindungsdoméane. Eine Transaktivierung ist durch die Deletion der
Transaktivierungs-Doméne nicht maglich. B) Zur Expression von c-JunAN in INS-1 832/13-Zellen wurden diese mit
Lentiviren infiziert, die fur die Mutante c-JunAN kodierten. Gleichzeitig waren die Zellen, nach lentiviralem
Gentransfer, in der Lage das Coll.luc Reportergen zu exprimieren. Die weitere Inkubation, Stimulation und Analyse
der Zellen erfolgten wie in Abbildung 17 beschrieben. Die Stimulation der Zellen wurde mit KCI (55 mM) und
FPL64176 (2,5 uM) fur 24 h durchgefuhrt. Mittels Student’s t-test wurde die Signifikanz ermittelt: *** = P<0,001.

Die gleichzeitige Expression von c-JunAN und Coll.luc in INS-1-Zellen zeigte nach der
Stimulation mit KCI und FPL64176, dass es zu einer 42 % geringeren Aktivierungsrate von
AP-1 kam (Abbildung 43 B). Somit war nachgewiesen, dass c-Jun Teil des AP-1-Komplexes

ist.
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4.2.1.5. Die pharmakologische Inhibition der c-Jun N-terminalen Kinase
(JNK) fuhrt zu einer geringeren AP-1-Aktivierung nach
Stimulation der INS-1 832/13-Zellen mit KCI/FPL64176

Fir c-Jun ist bekannt, dass es ein sehr gutes Substrat fiir die ,,c-Jun-N-terminale Kinase* (JNK)
ist (Lopez-Bergami et al., 2007). Die Kinase JNK nimmt eine wichtige Rolle in der Regulation
von (3-Zellen des Pankreas ein. So fiihrt eine Stimulation von hoheren Glukosekonzentrationen
in den B-Zellen zur Induktion apoptotischer Prozesse (Donath et al., 1999). Ahnliche
Beobachtungen wurden unter Einwirkung von Zytokinen, wie IL-1 gemacht (Ammendrup et al.,
2000). Eine Hemmung von JNK verhindert die Induktion dieser Apoptose-Prozesse
(Ferdaoussi et al., 2008; Maedler et al., 2008). Im Kontrast dazu steht, dass das gezielte
Aktivieren von JNK nicht ausreichend ist um in B-Zellen Apoptose zu induzieren (Lanuza-
Masdeu et al., 2013).

Um die mdgliche Beteiligung von JNK an der AP-1-Aktivierung nach Stimulation mit KCI und
FPL64176 in INS-1 832/13-Zellen zu untersuchen, wurde der spezifische JNK Inhibitor JNK-
IN-8 verwendet. Dieser verhindert die Phosphorylierung des JNK Zielproteins ¢c-Jun durch JNK
(Zhang et al., 2012). INS-1 832/13-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das
Reportergen Coll.luc kodierten. Nach der Infektion wurden die gleichen Zellen mit JINK-IN-8
vorinkubiert und darauf mit KCl und FPL64176 stimuliert (Abbildung 44).
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Abbildung 44: Die Inkubation der INS-1 832/13-Zellen mit dem JNK-Inhibitor JNK-IN-8 flhrt zu einer
verringerten Aktivierung von AP-1 nach der Stimulation der Zellen mit KCl und FPL64176.

INS-1 832/13-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir das Reportergen Coll.luc kodierten. Der JNK Inhibitor
JNK-IN-8 (1uM) wurde drei Stunden vor der Inkubation mit KCI (55 mM) und FPL64176 (2,5 pM) auf die Zellen
gegeben. Die Stimulationszeit betrug 24 h. Zur Bestimmung der Signifikanz wurde ein Student’s t-test durchgefuhrt:
*+* = p<0,001.
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Der JNK Inhibitor JNK-IN-8 war in der Lage, die Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors
nach der Stimulation mit KCI/FPL64176 um 61 % zu reduzieren. Dieses Resultat zeigte, dass
die Aktivierung von JNK notwendig ist, um nach der Stimulation des Cay,1.2-Kanals den

Transkriptionsfaktor AP-1 zu aktivieren.

4.2.2. Die transgene Maus [tetO]; A-Fos

Zur Klarung der Frage, welche Rolle AP-1 in pankreatischen (-Zellen spielt, wurden
zusammen mit Daniel Langfermann und Andrea Lesch transgene Mause verwendet, die die
dominant negative Mutante A-Fos exprimierten (Gerdes et al., 2006) (siehe Abbildung 38).

Die transgene Mauslinie war so konzipiert, dass A-Fos nicht konstitutiv, sondern induzierbar
in pankreatischen B-Zellen exprimiert werden konnte. Die Kodierregion von A-Fos wurde dazu
unter die Kontrolle von sieben Kopien des tet-Operators gestellt (siehe Abbildung 13). An diese
Sequenzen konnte der reverse Tetracyclin-Transaktivator rtTA binden und die Transkription

des A-Fos-kodierenden Transgens induzieren.

4.2.2.1. Generierung der doppelt transgenen Mauslinie RIP-rtTA/[tetO]r
A-Fos

Um A-Fos in den B-Zellen des Pankreas zu exprimieren, wurde die [tetO]; A-Fos Mauslinie mit

der RIP-rtTA-Linie (Milo-Landesman et al., 2001) gekreuzt (siehe Kreuzungsschema in

Abbildung 45).

RIP-rTA [tetO]; A-Fos

4D,

RIP-rtTA/[tetO]; A-Fos

Abbildung 45: Generierung der doppelt transgenen Mauslinie RIP-rtTA/[tetO]7 A-Fos.

Die beiden Mauslinien RIP-rtTA und [tetO]z A-Fos wurden miteinander zu der doppelt transgenen Mauslinie RIP-
rtTA/[tetO]7r A-Fos verpaart. Entnommen aus (Backes et al., 2021).
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So entstand eine doppelt transgene Mauslinie, in der durch die Gabe von Doxycyclin in das
Trinkwasser eine gezielte Expression von A-Fos in den B-Zellen des Pankreas der Mause

ermdoglicht wurde.

4.2.2.2. Die Expression der dominant negativen Mutante A-Fos in [3-
Zellen des Pankreas fuihrt zu einer signifikanten Reduktion der

Glukosetoleranz

Die B-Zellen des Pankreas tibernehmen mit der stimulus-induzierten Sekretion von Insulin eine
wichtige Funktion in der Regulation der Glukosehomdostase. Mir stellte sich unter
Bertiicksichtigung der vorangegangenen Zellkultur Resultate die Frage, ob die Inhibition von
AP-1 in transgenen Mausen, einen Einfluss auf die Glukosehomdostase hat. Zur Klarung
dessen wurden Glukosetoleranztests mit doppelt transgenen RIP-rtTA/[tetO]; A-Fos-Mausen
durchgefiihrt. In diesen transgenen Mausen konnte doxycyclin-abhangig die Aktivitat des
Transkriptionsfaktors AP-1 gehemmt werden.

Nach einer 8-12 wéchigen Gabe von Doxycyclin Gber das Trinkwasser wurden die RIP-
rTA/tetO]; A-Fos-Mause fir 6 Stunden nichtern gesetzt (normales Trinkwasser war
verflugbar). Danach wurden den Versuchsmausen 2 g Glukose pro Kilogramm Kdrpergewicht
intraperitoneal injiziert. Es folgte die Entnahme einer geringen Menge Blut Uber die
Kaudalvene zur Bestimmung der Blutglukosekonzentration zu verschiedenen Zeitpunkten
(Abbildung 46).
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Abbildung 46: Expression von A-Fos in pankreatischen B-Zellen induziert Glukoseintoleranz.

Glukosetoleranztest: Es wurden die Glukose Konzentrationen im Blut der doppelt transgenen Méause RIP-
rtTA/[tetO]r A-Fos (A) oder der homozygoten [tetO]7 A-Fos Kontrolltiere (B), zu den Zeitpunkten O (Messwert vor
der Glukose Applikation (2 g/kg Kérpergewicht)), 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten [min] gemessen. Die Kontrolltiere
(- DOX, grau) wurden den mit Doxycyclin (+ DOX, schwarz) behandelten Tieren gegenubergestellt. Die
Glukosekonzentration im Blut wurde in mmol/l angegeben. Die Standartfehler sind zu den angegebenen
Zeitpunkten dargestellt, sowie die durch Student’s t-test ermittelten Signifikanzen: ***= P<0,001, **= P<0,01, *=
P<0,05, n.s= nicht signifikant. Fiir die doppelt transgenen Mause entsprach die Testkohorte einem n= 16. Die
homozygoten A-Fos Mause umfassten n=17 Tiere.

Ein signifikanter Anstieg der Glukosekonzentration im Blut der Versuchstiere war durch die
Expression von A-Fos zu beobachten (Abbildung 46 A). Die Konzentration der Glukose im Blut
blieb auch 90 Minuten nach der Glukose-Injektion signifikant erhtht. Dies fuhrte zu dem
Schluss, dass die Hemmung der AP-1-Aktivitat in den B-Zellen des Pankreas eine gestorte
Glukosehomoostase induzierte. Im Vergleich dazu kam es unter den gleichen
Versuchsbedingungen in den Kontrolltieren zu keiner signifikanten Anderung des
Glukosespiegels (Abbildung 46 B). Die quantitative Erfassung der Ergebnisse aus dem
Intraperitonealen Glukosetoleranztest (IPGTT) lieferte die Betrachtung der Flache unter der
Kurve (AUC). Dazu wurde die gesamte Flache fur den Zeitraum 0-60 und 60-120 Minuten
genommen und die mit Doxycyclin behandelten Tiere ihren nicht behandelten Kontrolltieren

gegeniibergestellt. Die Ergebnisse kdnnen der Abbildung 47 entnommen werden.
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Abbildung 47: Die Quantifizierung des IPGTT verdeutlicht die entkoppelte Glukosehomdostase in den RIP-
rtTA/[tetO]z A-Fos-Mausen nach Expression von A-Fos.

Intraperitonealer Glukosetoleranz-Test (IPGTT), dargestellt als ,area under the curve” (AUC) in mmol/I*min. A)
Flache unter der Kurve zu den Zeitpunkten 0-60 min und 60-120 min der doppelt transgenen Mause (RIP-
rtTa/[tetO]7 A-Fos). Der graue Balken reprasentiert die Kontrolltiere, der schwarze Balken die mit Doxycyclin
behandelten Tiere. B) Flache unter der Kurve der homozygoten [tetO]7 A-Fos Kontrolltiere zu den Zeitpunkten 0O-
60 min und 60-120 min. Der Messwert O entspricht dem Zeitpunkt vor der Glukose Applikation (2 g/kg
Kdrpergewicht). Es wurden die mit Sucrose im Trinkwasser behandelten Kontrolltiere (- DOX, grauer Balken) den
mit Doxycyclin (+ DOX, schwarzer Balken) behandelten Tieren gegentbergestellt. Die Standartabweichung ist an
den einzelnen Balken angegeben, sowie die durch Student’s t-test ermittelten Signifikanzen: *** = p<0,001, ** =
p<0,01, n.s = nicht signifikant. Die Anzahl der Tiere entspricht denen aus Abbildung 46.

Die so ermittelten AUC-Werte veranschaulichen die signifikante Zunahme des
Glukosespiegels der mit Doxycyclin behandelten doppelt transgenen Mause. In beiden
Zeitraumen (0-60 und 60-120 Minuten) war die Zunahme der Konzentration an Glukose im
Blut der mit Doxycyclin behandelten doppelt transgenen Mause signifikant erhéht (Abbildung
47 A). In keinem der beiden Zeitraume kam es zu einer signifikanten Anderung der Glukose-

Konzentration in den homozygoten Kontrolltieren (Abbildung 47 B).

4.2.2.3. Die Expression von A-Fos fuhrt nicht zu kleineren 3-Zellen

Muller et al. (2012) zeigten, dass die Expression einer dominant negativen Mutante des
Transkriptionsfaktor Egr-1 (early growth response protein 1) in pankreatischen B-Zellen
transgener Mause zu einer verringerten B-Zellmasse fuhrt. Auf Grundlage dieser Daten wurde
der Effekt der A-Fos Expression auf die GroRe der B-Zellen in doppelt transgenen A-Fos
Mausen untersucht. Dazu wurden die Pankreata der entsprechenden Versuchs- und
Kontrolltiere operativ entfernt und in Paraffin eingebettet. Die Microtomschnitte wurden mit
H&E-Reagenzien gefarbt. Anschliel3end wurden die Schnitte unter dem Mikroskop betrachtet

und mittels einer Software die Flache der Inseln im Pankreas-Gewebe bestimmt und
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verglichen. Abbildung 48 A zeigt beispielhaft die analysierten Schnitte der doppelt transgenen

A-Fos-Mause und der Kontrolltiere.

A B RIP-rtTA/[tetO], A-Fos
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Abbildung 48: Die Expression von [tetO]7 A-Fos im Pankreas von Mausen fuhrt zu keiner veréanderten
InselgroRe.

A) Beispielhafte Darstellung der H&E-gefarbten Pankreas-Schnitte flir ein mit Sucrose behandeltes Kontrolltier (-
DOX) und ein mit Doxycyclin behandeltes RIP-rtTA/[tetO]7 A-Fos-Tier (+ DOX). B) Morphometrische Analyse von
RIP-rtTA/[tetO]7 A-Fos-M&usen, die mit Doxycyclin (+ DOX) oder als Kontrolle mit Sucrose (- DOX) im Trinkwasser
behandelt wurden. Die Pankreata wurden operativ aus den Mausen gewonnen und in Paraffin eingebettet. Nur
jeder 6. Schnitt (5 um) von Kopf-, Mittel- und Schwanzstiick des Pankreas wurde fir die Auswertung verwendet.
Bei den Kontrolltieren wurden 451 Inseln und bei den mit Doxycyclin behandelten Tieren 481 Inseln ausgewertet
Die GroRe der Inseln ist in mm? angegeben. Zu jeder Bedingung wurden fur die Morphometrie drei Tiere
herangezogen (n=3). Durch Anwendung des Student’s t-test wurde die Signifikanz zwischen den beiden Gruppen
bestimmt (n.s = nicht signifikant). Abbildung entnommen und veréandert nach (Backes et al. 2021).

Abbildung 48 B zeigt die durchschnittlichen InselgréRen der mit Doxycyclin behandelten Tiere
im Vergleich zu ihren unbehandelten Kontrolltieren. Im Gegensatz zu den von Miiller et al.
(2012) gezeigten Ergebnissen kam es in den RIP-rtTA/[tetO]; A-Fos-Mausen zu keiner
Anderung der GroRRe der Inseln. Somit ist eine veranderte B-ZellgréRe nicht ursachlich fiir den
beobachteten diabetischen Phanotyp aus der Glukosetoleranz-Messung.

4.2.3. Der ,ernary complex factor® Elk-1 und seine Rolle in

pankreatischen B-Zellen

Der Transkriptionsfaktor Elk-1 gehdrt zu den ,ternary complex factors® (TCF’s) und bindet
dabei an einen ,Serum Response Factor” (SRF)-Dimer. Neben Elk-1 wurden Sap-1 und Sap-
2 als TCF’s beschrieben. Fur Elk-1 ist bekannt, dass es den AP-1 Transkriptionsfaktor
reguliert, indem es Einfluss auf die Expression von c-fos nimmt (Karin, 1995; Rubil et al., 2016).

Weiter reguliert Elk-1 die Expression des Egr-1-Gens Uber multiple ,serum-response
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elements“ (SRE) im Egr-1 Promotor (Clarkson et al., 1999; Mayer et al., 2008, 2011; Muller et
al., 2012). In MIN6-Insulinoma-Zellen wurde gezeigt, dass eine Stimulation der Zellen mit
Glukose und EGF (epidermal growth factor) eine Aktivierung von Elk-1 Uber den ERK1/2-
Signalweg induziert (Bernal-Mizrachi et al., 2001). In dieser Arbeit sollte die funktionelle Rolle

von Elk-1 in pankreatischen 3-Zellen aufgeklart werden.

4.2.3.1. Generierung der doppelt transgenen Mauslinie RIP-rtTA/[tetO]-
REST/EIk-1AC

Die Untersuchung zur Rolle der TCFs in vivo stellte sich als schwierig heraus, da die TCFs
untereinander kompensatorisch wirken kénnen (Cesari et al., 2004; Costello et al., 2004). Ein
Knockout von zwei bis drei TCFs fuhrt zu unfruchtbaren Tieren (Costello et al., 2010). Aufgrund
dieser Problematik wurde hier in Zusammenarbeit mit Daniel Langfermann und Andrea Lesch
eine andere Herangehensweise gewahlt. Hierzu wurde eine dominant negative Mutante von
Elk-1, induzierbar, in pankreatischen B-Zellen exprimiert. Diese dominant negative Mutante
blockiert die biologische Aktivitat von Elk-1, Sap-1 und Sap-2. Von Rdssler et al. (2016) wurde
eine Mauslinie mit der Bezeichnung [tetO],-REST/EIK-1AC beschrieben. Diese Mauslinie
enthalt die genetische Information fur die Expression der dominant negativen Mutante des EIlk-
1-Proteins (Abbildung 49 A). EIk-1 besitzt eine DNA-Bindungsdoméne, eine SRF-
Bindungsdoméne und eine Transaktivierungsdoméne. Die REST/EIk-1AC Mutante ist ein
Fusionsprotein aus der SRF- und DNA- Bindungsdoméane von Elk-1 mit der N-terminalen
Repressionsdomane des transkriptionellen Repressors REST. Wie in Abbildung 49 B zu
sehen, ist die Elk-1 Mutante in der Lage, an der DNA-Bindestelle (Ets-Doméne) sowie an das
SRF-Dimer zu binden. Da bei der Elk-1-Mutante die Aktivierungsdomane deletiert wurde, kann
es nicht zur Transkriptions-Induktion kommen. Durch die Expression der REST-
Repressordoméne kommt es zur Rekrutierung von Histondeacetylasen zu den

Transkriptionseinheiten, an welche REST/EIk-1AC gebunden ist.
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Abbildung 49: Modularer Aufbau und Wirkungsweise von Elk-1 sowie seiner dominant negativen Mutante
REST/Elk-1AC.

A) Modulare Struktur des Elk-1 Proteins und der Mutante REST/EIk-1AC. EIk-1 besitzt eine DNA-Bindungsdoméne,
eine SRF-Bindungsdoméne und eine Aktivierungsdoméne. Bei der dominant negativen Mutante REST/EIk-1AC
wurde die Aktivierungsdoméane deletiert. An die DNA-Bindungsdomane wurde ein ,Nuclear Localisation Signal*
(NLS), ein FLAG-Tag und die N-terminale Repressordoméne von REST angeschlossen. B) Wirkmechanismus von
Elk-1 sowie der dominant negativen Mutante von Elk-1 (REST/EIk-1AC). Diese kann an ihre DNA-Bindestelle mit
der Sequenz AGGA (Ets) sowie dem Dimer des ,Serum Response Factors® (SRF) binden. Das SRF-Dimer bindet
an seine Erkennungssequenz CC(AT)eGG der sogenannten CArG-Box. Im oberen Teil der Abbildung ist Elk-1
dargestellt, das an seine DNA-Erkennungssequenz sowie an das SRF-Dimer bindet und die Expression eines
entsprechenden Zielgens aktiviert. Im unteren Teil der Abbildung ist die dominant negative Mutante REST/EIk-1AC
dargestellt. Diese ist in der Lage, wie Elk-1, an die DNA sowie das SRF-Dimer zu binden, es fehlt jedoch die
Aktivierungsdomane. Zusatzlich verstarkt die Repressordomane REST den inhibitorischen Effekt.

Um zu gewabhrleisten, dass die Expression nur in den $-Zellen des Pankreas stattfand, wurden
die transgenen [tetO];-REST/EIk-1AC-Mause mit einer zweiten transgenen Mauslinie, den
RIP-rtTA-Méausen (Milo-Landesman et al., 2001) verpaart, um doppelt transgene Mause zu
generieren (siehe Kreuzungsschema in Abbildung 50). In diesen Mausen konnte die Elk-1

Mutante induzierbar in pankreatischen (3-Zellen exprimiert werden.
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Abbildung 50: Kreuzungsschema der doppelt transgenen RIP-rtTA[tetO]7-REST/Elk-1AC-Mauslinie.

Die beiden Mauslinien RIP-rtTA und [tetO]7-REST/ELK-1AC wurden zusammen verpaart, um die Mauslinie RIP-
rtTA[tetO]-REST/EIK-1AC zu generieren. Bei dieser Mauslinie stand die Expression der dominant negativen
Mutante REST/ELK-1AC unter der Kontrolle des Insulinpromotors Il der Ratte. Die Gabe von Doxycyclin im
Trinkwasser flhrte zur gezielten Expression der Mutante in pankreatischen 3-Zellen der Versuchstiere.

Die Expression der Mutante war durch die Verwendung des Tet-Systems und die Gabe von
Doxycyclin (DOX) gezielt steuerbar und lieferte somit die Méglichkeit gezielt die Funktion von

Elk-1 in B-Zellen aufzuklaren.

4.2.3.2. Die Expression der dominant negativen Mutante REST/EIk-1AC
in  B-Zellen fuhrt zu einer signifikanten Reduktion der

Glukosetoleranz

Von Miller et al., (2012) wurde gezeigt, dass die Expression einer dominant negativen Egr-1-
Mutante in den [(-Zellen des Pankreas von Versuchsméausen zur Ausbildung einer
Glukoseintoleranz fuhrte. Die Expression von Egr-1 wird Gber EIk-1 reguliert, weshalb ich von
der Hypothese ausging, dass EIk-1 ebenso eine Funktion in der Regulation der
Glukosehomoostase zukommt. Aus diesem Grund wurde mit den doppelt transgenen RIP-
rtTA[tetO],-REST/EIk-1AC-Mausen ein Intraperitonealer Glukosetoleranztest durchgefihrt.
Dazu wurden die Mause nach der Geburt mit Doxycyclin im Trinkwasser versorgt. Die
Kontrolltiere bekamen sucrose-haltiges Wasser. Nach 8-12 Wochen wurden die Tiere fur 6
Stunden nuchtern gesetzt. Danach wurde den Tieren 2 g Glukose pro kg Koérpergewicht
intraperitoneal appliziert und zu verschiedenen Zeitpunkten Blut aus der Kaudalvene

entnommen und die Glukosekonzentration bestimmt (Abbildung 51).
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Abbildung 51: Der Intraperitoneale Glukosetoleranz Test (IPGTT) zeigt in RIP-rtTA[tetO]7-REST/EIk-1AC-
Mausen eine Entkopplung der Glukosehomdostase.

Bestimmung der Glukose-Konzentrationen im Blut doppelt transgener Mause (RIP-rtTA[tetO]-REST/EIk-1AC) (A)
und der homozygoten [tetO];-REST/EIk-1AC-Kontrolltiere (B) zu den Zeitpunkten 0 (Messwert vor der Glukose
Applikation (2 g/kg Kérpergewicht)), 15, 30, 60, 90 und 120 Minuten [min]. Es wurden die Kontrolltiere (- DOX, grau)
den mit Doxycyclin (+ DOX, schwarz) behandelten Tieren gegenilibergestellt. Die Glukosekonzentration im Blut ist
in mmol/l angegeben. Die Standartfehler sind zu den angegebenen Zeitpunkten dargestellt, sowie die durch
Student’s t-test ermittelten Signifikanzen: *** = P<0,001, ** = P<0,01, * = P<0,05, n.s = nicht signifikant. Zu jeder
Bedingung entsprach die Testkohorte n= 8.

Die gezielte Expression der dominant-negativen Mutante REST/EIk-1AC in den B-Zellen des
Pankreas der doppelt transgenen RIP-rtTA[tetO],-REST/EIk-1AC-Mause ergab eine
signifikant erhdhte Glukosekonzentration im Blut der mit Doxycyclin-behandelten Méause, im
Vergleich zu den mit Sucrose behandelten Kontrolltieren (Abbildung 51 A). Bei den
homozygoten REST/EIk-1AC-Méausen wurde kein Unterschied zwischen den mit Doxycyclin
oder Sucrose behandelten Tieren festgestellt (Abbildung 51 B).

In Abbildung 52 sind die Messergebnisse als Flache unter der Kurve ausgewertet worden, um

die beobachteten Unterschiede zu quantifizieren.
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Abbildung 52: Die RIP-rtTA[tetO]7-REST/EIk-1AC-M&use zeigen in der Quantifizierung eine deutlich
gesteigerte Glukoseintoleranz.

Der intraperitoneale Glukosetoleranztest (IPGTT), als Flache unter der Kurve [mmol/I*min]. A) Flache unter der
Kurve zu den Zeitpunkten 0-60 min und 60-120 min der doppelt transgenen Mause (RIP-rtTA[tetO]-REST/EIk-
1AC), B) der homozygoten [tetO]7-REST/EIk-1AC-Kontrolltiere zu den Zeitpunkten 0-60 min und 60-120 min. Der
Messwert 0 entspricht dem Zeitpunkt vor der Glukose-Applikation (2 g/kg Korpergewicht). Es wurden die mit
Sucrose im Trinkwasser behandelten Kontrolltiere (- DOX, grauer Balken) den mit Doxycyclin (+ DOX, schwarzer
Balken) behandelten Tieren gegenubergestellt. Die Standartabweichung ist an den einzelnen Balken angegeben,

sowie die durch Student’s t-test ermittelten Signifikanzen: *** = P<0,001, ** = P<0,01, n.s = nicht signifikant. Zu
jeder Bedingung entsprach die Testkohorte n= 8.

Die Uberexpression von REST/EIk-1AC in den Versuchsméausen zeigte, dass die TCFs wie
Elk-1 eine wichtige Funktion bei der Regulation der Glukosehomdostase haben (Abbildung 52
A). Bei den Kontrolltieren war keine signifikante Anderung nach Gabe von Doxycyclin zu
beobachten (Abbildung 52 B). Eine Hemmung der Aktivitdt der TCF-Proteine in den
pankreatischen Zellen hatte zur Folge, dass es zum Ausbilden eines diabetischen Phanotyps

kam.

4.2.4. Terndre Komplex Faktoren regulieren die GrolRe von

pankreatischen Inseln

Nachdem gezeigt wurde, dass das Blockieren der TCF-Aktivitat zu einer signifikanten
Steigerung in der Glukoseintoleranz fuihrte, wurde untersucht, welche Mechanismen daftr
verantwortlich waren. Fir Typ 2-Diabetes ist bekannt, dass eine Verringerung der B-Zellmasse
ein entscheidender Schritt in der Ausbildung und Aufrechterhaltung dieses Diabetes-Typus ist
(Sakuraba et al., 2002; Cho et al., 2011). Aus diesem Grund wurde untersucht, ob sich nach
der Expression von REST/EIk-1AC in doppelt-transgenen RIP-rtTA[tetO],-REST/Elk-1AC-

Mausen die Inselgréf3e veranderte. Abbildung 53 A zeigt beispielhaft zwei unterschiedlich
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grol3e pankreatische Inseln in Gewebsschnitten. Die durchschnittliche Grofze aller

vermessenen Inseln kann dem Balkendiagramm in Abbildung 53 B enthnommen werden.
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Abbildung 53: Die Expression von REST/EIk-1AC in pankreatischen B-Zellen transgener Mause fuhrt zu
einer verringerten Inselgrofe.

Morphometrische Analyse von RIP-rtTA[tetO]-REST/EIk-1AC-Méausen, die Doxycyclin (+ DOX) oder nur Sucrose
(- DOX) in das Trinkwasser bekamen. A) Pankreas-Gewebsschnitt eines mit Doxycyclin behandelten Tieres und
eines mit Sucrose behandelten Kontrolltieres. Die Farbung des Gewebes erfolgte mittels HE-Farbung. Die
Groenverhaltnisse sind durch einen Marker angegeben (100 um). B) Statistische Auswertung aller vermessenen
Inseln (mm?). Die mit Sucrose (- DOX) behandelten Tiere sind den mit Doxycyclin behandelten Tieren
gegenibergestellt. Nur jeder 6. Schnitt (5 uM) von Kopf-, Mittel- und Schwanzstiick des Pankreas wurde fur die
Auswertung verwendet. Zu jeder Bedingung wurden fiir die Morphometrie drei Tiere herangezogen (n=3). Durch
Verwendung des Student’s t-test wurde die Signifikanz zwischen den beiden Gruppen bestimmt (** = P<0,01).

Die morphometrische Analyse der Inseln ergab eine signifikante Verringerung der Grol3e der
Inseln in den doppelt-transgenen Mausen, im Vergleich zu den mit Sucrose gehaltenen

Kontrolltieren.

4.2.5. Die Expression von REST/EIK-1AC induziert Apoptose in der
INS-1 832/13-Zelllinie

Im néchsten Schritt wurden Experimente durchgefuhrt, um die verringerte GrofRe der Inseln in
RIP-rtTA[tetO],-REST/EIK-1AC-Méausen zu erklaren. Apoptotische Prozesse spielen eine
wichtige Rolle in der Entstehung von Diabetes und damit auch flir die damit einhergehende
Intoleranz gegenuber Glukose (Tomita, 2016). Des Weiteren konnte von Miller et al. (2012)
gezeigt werden, dass es in Mausen, die eine mutierte Variante des Egr-1-Proteins besal3en,
zu einer Erhdhung der Caspase-3-Aktivitat kam.
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Insulinoma-Zellen (INS-1 832/13-Zellen) wurden mit einem Lentivirus infiziert, der fir die
dominant negative Mutante REST/EIk-1AC kodierte. Nach zwei Tagen wurde die Caspase 3/7-

Aktivitat in den Zellen bestimmt und statistisch ausgewertet (Abbildung 54).

1200 - ol
1000 -
800 +
600 -

400 -

% zur Kontrolle

200 -

Realtive Caspase 3/7 Aktivitat

- + REST/EIk-1AC

Abbildung 54: In INS-1 832/13-Zellen fuihrte die Expression von REST/EIk-1AC zu einer erhdhten Caspase
3/7-Aktivitat.

INS-1 832/13-Zellen wurden mit Lentiviren infiziert, die fir REST/EIk-1AC kodierten. Nach 24 h wurden die Zellen
Serum-reduziert und nach weiteren 24 h geerntet. Die Caspase 3/7-Aktivitat wurde mittels des Caspase-Glo® 3/7
Assay Systems von Promega bestimmt. Die Aktivitdt wurde als relative Caspase 3/7-Aktivitat, prozentual zur
Kontrolle dargestellt und mittels Student’s t-test auf Signifikanz Uberprift (*** = P<0,001). Der Versuch wurde zu
jeder Bedingung als vierfach-Ansatz durchgefihrt und dreimal wiederholt (n=3).

Abbildung 54 zeigt, dass es zu einer starken und signifikanten Erhéhung der Caspase-3-
Aktivitat in den REST/Elk-1AC-exprimierenden Zellen kam.

4.2.6. Die Expression von REST/EIk-1AC induziert Apoptose im
Pankreas transgener RIP-rtTA[tetO],-REST/Elk-1AC-Mé&use

Als néchstes wurden Experimente durchgefihrt, um die Beobachtung in vivo zu bestatigen.
Dazu wurden Gewebsschnitte von doppelt transgenen RIP-rtTA[tetO];-REST/EIK-1AC-
Mausen angefertigt. Die Pankreata wurden hierzu operativ entfernt und die Gewebsstruktur
mittels HE-Farbung sichtbar gemacht. Zusatzlich wurden die Schnitte mit einem Antikdrper
inkubiert, der gegen die aktive Caspase-3 gerichtet war (s.h. Abbildung 55).
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Abbildung 55: Die Expression von REST/Elk-1AC in pankreatischen B-Zellen von transgenen Mausen fihrt
zu erhohter Caspase-3-Aktivitat.

Beispiel der Sagittal-Pankreas-Gewebsschnitte eines mit Doxycyclin (+ DOX) behandelten Tieres und eines
Kontrolltieres (- DOX). Den Versuchstieren wurde das exokrine Pankreas operativ entfernt und in Paraffin
eingebettet. Mittels eines Mikrotoms wurden 5 uM dicke Schnitte angefertigt, von denen nur jeder sechste Schnitt
(5 uM) von Kopf-, Mittel-und Schwanzstiick verwendet wurde. Nach der Gewebsfarbung mittels Hamatoxylin/Eosin
wurden die Schnitte mit Antikdrpern, die gegen die aktive Form der Caspase-3 gerichtet waren, inkubiert. Bereiche
in denen die aktive Caspase-3 nachweisbar war, sind als braune Punkte in der Abbildung zu sehen und beispielhaft
mit Pfeilen kenntlich gemacht. Ein Gro3enmarker ist angegeben (100 um). Zu jeder Bedingung wurden drei Tiere
herangezogen (n=3), die gleichen Ergebnisse lieferten.

In keinem der Kontrolltiere (- DOX) war die aktive Caspase-3 nachweisbar. Hingegen war in

allen Inseln, der mit Doxycyclin behandelten Tiere eine Caspase-3-Aktivitdt nachweisbar.
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5. Diskussion

5.1. Signaltransduktion des TRPV1-Kanals

5.1.1. Die Rolle von TRPV1im Organismus als schmerz-detektierender

Rezeptor

Innerhalb der Regulation zellularer Regelkreislaufe und der Wahrnehmung von Stimuli aller
Art, kommt den ,Transient Receptor Potential“ (TRP)-Kanalen eine wichtige Rolle zu. Von
zentraler Bedeutung ist dabei der TRPV1-Kanal, verdeutlicht dadurch, dass zu TRPV1 bis zum
heutigen Tag 8197 Eintrage auf der Internetseite der ,National Library of Medicine® gelistet
sind. 2021 wurde David Julius zusammen mit Ardem Patapoutian der Nobelpreis flr Medizin
verliehen. Das Nobelkomitee erkannte an, dass die Erforschung des TRPV1-Kanals durch
Julius, uber die Verwendung von ,Capsaicin, dem scharfen Stoff aus Chilis, welcher eine
brennende Schmerz-Wahrnehmung induziert, um einen Sensor in den Nervenenden der Haut
zu identifizieren, der auf Hitze reagiert...“ zur ,...Identifizierung kritischer, bisher unbekannter
Verbindungselemente in unserem Verstandnis der komplexen Wechselwirkung zwischen
unseren Sinnen und der Umwelt* fihrte (https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/2021/

press-release/). Seit seiner Entdeckung von Caterina et al. (1997) offenbarte sich immer mehr
die zentrale Rolle von TRPV1 in der Schmerzwahrnehmung. So ist TRPV1 nicht nur der
Sensor flr Capsaicin, welches Chilischoten seine Scharfe verleiht, sondern nimmt zusammen
mit TRPM3- und TRPA1-Kanalen eine entscheidende Rolle bei der Detektion und
Weiterleitung schmerzhafter thermischer Reize im peripheren Nervensystem ein (Vandewauw
et al., 2018; Vriens und Voets, 2019). Hier wird TRPV1 vor allem in den Spinalganglien, einer
Nervenverdickung aus mehreren Perikaryen, die sich aus C-Fasern (ohne Myelinscheide) und
Ad-Fasern (dunne Myelinscheide) zusammensetzen, exprimiert (Brown, 2016). Diese
Nervenfasern dienen der Nozizeption in der Peripherie, also der Wahrnehmung schmerzhafter
Reize. Nach der Detektion der schmerzhaften Reize wird die Erregung zum Rickenmark
geleitet und im Gehirn letztendlich als Schmerz interpretiert (siehe Abbildung 56). Zu diesen
schmerzhaften Reizen zéhlen unter anderem ein saurer pH-Wert (<6,5) und erhohte

Temperaturen 242 °C (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Brown, 2016).
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Abbildung 56: TRPV1 als Nozizeptor und Initiator neurogener Entziindungen.

Der TRPV1-Kanal wird hauptsachlich in den Spinalganglien des peripheren Nervensystems exprimiert. Ein
Spinalganglion setzt sich dabei aus mehreren Perikaryen zusammen. Hier nimmt er als Nozizeptor schmerzhafte
Reize aus der Peripherie auf, wie beispielsweise das scharfe- und hitze-induzierende Capsaicin. Diese
schmerzhaften Reize kdnnen dann als Erregung tber das Rickenmark, nach Ausschittung von Glutamat, in das
Zentral-Nervensystem weitergeleitet und dort als Schmerz interpretiert werden. Neben der Wahrnehmung solcher
Schmerzreize kann eine Aktivierung von TRPV1 in den peripheren Axonen zu einer Induktion von neurogenen
Entziindungen beitragen. Hier spielt die Ausschittung von Substanz P und ,Calcitonin Gene Related Peptide*
(CGRP) eine entscheidende Rolle. Deren Freisetzung bewirkt die Aktivierung von Immunzellen, wie Makrophagen,
Mastzellen und neutrophilen Granulozyten. In der Folge kann es zu einer Entziindungsreaktion kommen. Abbildung
entnommen aus Thiel, et al. (2020).

Neben der Wahrnehmung von Schmerzreizen kann die Aktivierung von TRPV1 in den
peripheren Axonen zur Freisetzung von prominenten Entziindungsmediatoren, wie Substanz
P und des ,Calcitonin Gene Related Peptide“ (CGRP) fliihren. Diese Entziindungsmediatoren
sind in der Folge in der Lage Immunzellen wie Mastzellen, Makrophagen und neutrophile
Granulozyten zu aktivieren. Deren Aktivierung kann dann zur Ausbildung einer neurogenen
Entziindung fuhren (Boillat, et al., 2014; Gouin et al., 2017; Thiel, et al., 2020). Schmerzhafte
thermische Reize kdnnen nicht nur von extern, wie beispielsweise durch das Beriihren eines
heiBen Gegenstandes, auf den TRPV1-Kanal einwirken, sondern auch Uber erhohte
Kdrpertemperatur in entziindeten Geweben. Bei einer solchen thermischen Hyperalgesie sinkt
der Schwellenwert fur die Aktivierbarkeit des TRPV1-Kanals Uber Temperatur (Davis et al.,
2000; Walder et al., 2012). Uber Phosphorylierungsreaktionen der Proteinkinase A (PKA) und
der Proteinkinase C (PKC), kann der TRPV1-Kanal dabei sensitiver werden. Diese
Beobachtung wird mit dem Entstehen und dem Andauern einer Neuralgie (Nervenschmerz) in
Verbindung gebracht (Julius, 2013; Malek et al., 2015).
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Durch die zentrale Beteiligung von TRPV1 in der Schmerzwahrnehmung ist er seit Jahren
Gegenstand zahlreicher Untersuchungen. Diese zielen darauf ab, geeignete Pharmaka zu
entwickeln, welche es ermdglichen den TRPV1-Kanal so zu modulieren, dass er seine
schmerzassoziierte Wirkung verliert (Szallasi et al., 2007; Gavva et al., 2008; Vay et al., 2012).
Pharmakologische Blockade des TRPV1-Kanals oder die Inaktivierung des TRPV1-
kodierenden Gens in transgenen Mausen flihrte zur Ausbildung einer Hyperthermie, was
wiederum zeigte, dass der TRPV1-Kanal auch an der Thermoregulation des Koérpers beteiligt
ist (Swanson et al., 2005; Steiner et al., 2007). Diese Ergebnisse korrelieren mit den
Beobachtungen, die jeder beim Verzehr von scharfen Chilischoten machen kann, wonach es
zu einem gesteigerten Hitzegefiihl kommen kann. Bei der Entwicklung von Pharmaka, zur
gezielten Inhibition von TRPV1, gibt es somit viele Faktoren zu beachten. Dabei ist der Effekt
auf die Thermoregulation abhangig von Spezies, Geschlecht und Konzentration (Garami et
al., 2020). Hieraus ergibt sich die hohe Bedeutung des TRPV1-Kanals fur den menschlichen

Organismus und rechtfertigt seine intensive Untersuchung.

5.1.2.  N-Arachidonoyldopamin (NADA) und Resiniferatoxin (RTX)
aktivierten AP-1 via TRPV1

Der bekannteste exogene Aktivator des TRPV1-Kanals ist Capsaicin. Es gibt aber eine grof3e
Zahl weiterer beschriebener TRPV1-Agonisten. Diese Aktivierungseigenschaften wurden von
vielen Forschern auf der Basis ihrer Fahigkeit zur Induktion eines Ca?*-Einstroms in die Zelle,
postuliert (Caterina et al., 1997, 2000; Huang et al., 2002; Backes et al., 2018). Der Nachweis
eines Anstieges der intrazellularen Ca?*-Konzentration alleine ist aber nicht ausreichend zum
Nachweis einer aktivierten Signalkaskade (Gallo et al., 2006; Thiel et al.,, 2021).
Nachgewiesener Malen fuhrt beispielsweise die Stimulation des TRPM3-Kanals mit Nifedipin
zu einem Anstieg der intrazellularen Ca?*-Konzentration, nicht aber zu einer induzierten
Signalkaskade (Lesch et al., 2014). Daher ist es sinnvoller, ein System wie es beim Nachweis
der Aktivitdt der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren verwendet wird, anzuwenden. Hier wird
beispielsweise die Biosynthese von ,second messengern“ und die Phosphorylierung von
ERK1/2 herangezogen (Thiel, 2015). Ein weiterer bekannter Aktivator des TRPV1-Kanals ist
Resiniferatoxin (RTX), ein Pflanzenstoff des Wolfsmilchgewachses Euphorbia resinifera. Es
aktiviert den TRPV1-Kanal um ein Vielfaches starker als Capsaicin (Szallasi und Blumberg,
1989). Es wurde gezeigt, dass RTX in Mausen die gleichen Symptome (Schmerz und
Hypothermie) wie Capsaicin, bewirken konnte (Szallasi und Blumberg, 1989; Abdelhamid et
al., 2013). Zudem fluhrte die Inkubation von TRPV1-exprimierenden Zellen mit RTX zu einem

Absterben dieser Zellen, wie es auch fur héhere Capsaicin-Konzentrationen beschrieben
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wurde (Olah et al., 2001). Die Beobachtung, wonach RTX in sehr geringen Dosen zum Zelltod
der ausschlieBlich TRPV1-exprimierenden Neuronen fihrt, brachte die Idee auf, RTX als
,neuronales Skalpell“ zu verwenden, da bei einigen schwerwiegenden Erkrankungen, wie
beispielsweise krebs-induziertem Schmerz oder chronischer Arthritis, die Beteiligung des
TRPV1-Kanals gezeigt wurde (Ghilardi et al., 2005; Hsieh et al., 2017). Ein gezieltes
Ausschalten der hierbei beteiligten peripheren Neuronen koénnte zu einer wirksamen
Schmerztherapie beitragen. Um diese Mdoglichkeit zu untersuchen, fanden mit RTX bereits
Phase I-Studien statt (Brown, 2016). RTX weist eine deutlich hohere Wirksamkeit als
Capsaicin auf und kann somit in viel geringeren Dosen eingesetzt werden (Szallasi und
Blumberg, 1989; Singla et al., 2020). Da RTX genauso wie Capsaicin den TRPV1-Kanal
aktivieren kann, lag der Gedanke nahe, dass auch RTX einen Einfluss auf die AP-1-Aktivitat
nach Stimulation des TRPV1-Kanals haben konnte. Diese Hypothese bestétigte sich fir RTX
bereits in einer Konzentration von 5 nM. Um zu Uberprifen, ob die Aktivierung von AP-1 durch
RTX tatsachlich durch die Aktivierung des TRPV1-Kanals vermittelt wurde, testete ich, ob RTX
in HEK293-Zellen eine erhdhte AP-1-Aktivitat induzieren konnte. Diese Zelllinie exprimierte
den TRPV1-Kanal nachweislich nicht und eine Aktivierung von AP-1 nach der Stimulation mit
RTX blieb aus. Durch RNA-Interferenz konnte ich den Zusammenhang zwischen dem RTX-
stimulierten TRPV1-Kanal und der Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors aufzeigen.
Resiniferatoxin war somit in der Lage, ebenso wie Capsaicin, Einfluss auf die Aktivitat von AP-
1, Uber die Aktivierung von TRPV1, zu nehmen. Die eingesetzte Konzentration von RTX, um
eine vergleichbare AP-1-Aktivitat zu bewirken, war jedoch um ein Vielfaches geringer.

Ein endogener Agonist des TRPV1-Kanals ist das Endovanilloid N-Arachidonoyldopamin
(NADA). Urspriunglich wurde NADA als Agonist des ,Cannabinoid Rezepotors 1 (CB1)
beschrieben (Bisogno et al., 2000). Gerade aufgrund der Tatsache, dass NADA hauptsachlich
im zentralen Nervensystem exprimiert wird und nur in geringer Menge in den Spinalganglien
des peripheren Nervensystems vorkommt (Huang et al., 2002), stellte sich die Frage nach der
physiologischen Bedeutung von NADA als Aktivator des TRPV1-Kanals. Diese Ambivalenz
der Daten fir NADA und TRPV1 zeigt, dass weitere Untersuchungen zu diesem
Themenkomplex notwendig sind.

Meine Hypothese, wonach NADA wie Capsaicin und RTX aktivierend auf den
Transkriptionsfaktor AP-1 wirkt, konnte ich in H2C1-Zellen experimentell bestéatigen.
Bemerkenswerterweise kam es in HEK293/T17-Zellen, die mit NADA stimuliert wurden, zur
Aktivierung von AP-1. Nachweislich exprimierten diese Zellen aber keinen TRPV1-Kanal. In
der Summe flihrten diese Ergebnisse zu dem Schluss, dass NADA die AP-1-Aktivitat sowohl
TRPV1-abhangig als auch TRPV1-unabhéngig regulieren konnte. Die TRPV1-unabhéngige

Aktivierung muss tber einen noch zu identifizierenden Rezeptor reguliert werden. Die starkere
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Aktivierung von AP-1 in den H2C1-Zellen lasst sich moglicherweise auf einen synergistischen
Effekt der Aktivierung von TRPV1 und des noch unbekannten Rezeptors zurtickfiihren.

In weiterfihrenden Experimenten konnte ich Gq-gekoppelte Rezeptoren als Regulatoren der
TRPV1-unabhéngigen AP-1-Aktivierung durch NADA ausschlie3en. Zukunftige Experimente

sollten den hierfur verantwortlichen Rezeptor adressieren.

5.1.3.  Der Einfluss von Capsaicin, RTX oder NADA auf den Einstrom

von Calcium-lonen Uber den TRPV1-Kanal

Der TRPV1-Kanal ist ein nicht-selektiver Kationen-Kanal (Caterina et al., 1997). Im
Extrazellularraum der Zellen ist die Calcium-lonen-Konzentration um ein Vielfaches hdher als
im Intrazellularraum, weswegen ein Offnen von Kanalporen unter anderem zu einem starken
intrazellularen Anstieg von Calcium fiihrt. Die Ca2*-lonen wirken als ,second messenger” bei
der Aktivierung von Signalmolektlen wie der Proteinkinase C (PKC) (Black und Black, 2013;
Thiel et al., 2018). In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass ein Einstrom von Ca?*-lonen durch den
TRPV1-Kanal notwendig ist, um eine intrazellulare Signalkaskade zu induzieren. Die
Inkubation von H2C1-Zellen mit Calcium-freiem-Medium verhinderte fast vollstéandig die
Aktivierung von AP-1 in den mit Capsaicin, RTX oder NADA stimulierten H2C1-Zellen. Aus
diesen Daten kann man schlussfolgern, dass der Einstrom von extrazellularem Calcium in das
Zytoplasma, nach der Stimulation des TRPV1-Kanals, entscheidend war fir die Aktivierung
von AP-1.

In Zusammenarbeit mit Dr. Xin Hui konnte ich zeigen, dass die Stimulation von H2C1-Zellen
mit Capsaicin, RTX oder NADA zu einem signifikanten Anstieg des intrazellularen Ca?*-
Spiegels fuhrte. In Capsaicin- und RTX-stimulierten HEK293-Kontrollzellen kam es zu keinem
Anstieg der zytoplasmatischen Calcium-lonen-Konzentration. NADA bewirkte jedoch einen
Ca?*-Anstieg in den Kontrollzellen. Dies unterstiitzt die These, dass NADA zu einer TRPV1-
abhangigen und TRPV1-unabhéngigen AP-1-Aktivierung fihren kann. Eine Stimulation der
H2C1-Zellen mit NADA fiihrte mit Abstand zum starksten Einstrom von Ca?* in das
Zytoplasma. RTX als starkster beschriebener TRPV1-Aktivator erzielte den geringsten
messbaren Calcium-lonen-Einstrom aus dem Extrazellularraum in die Zelle. Diese
Beobachtung liel3 sich zun&chst nicht mit der hohen Potenz von RTX auf den TRPV1-Kanal in
Einklang bringen. Bindungs- und Vergleichsstudien von Capsaicin und RTX haben aber
gezeigt, dass RTX schneller und fester in der Bindefurche des TRPV1-Kanals bindet, dafir
aber einen langsameren Einfluss auf den entstehenden Ladungsstrom hat (Elokely et al.,
2016). Des Weiteren bindet RTX zwar an ahnliche Aminosauren wie Capsaicin, daflir aber an

bestimmte umso fester (Ohbuchi et al., 2016). Womoglich hat dieses festere Binden zur Folge,
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dass RTX langer in der Bindefurche verbleibt und TRPV1 somit langer in einem geo6ffneten
Zustand halten kann. Der durch Capsaicin induzierte Effekt lag zwischen dem von NADA und
RTX. Mdglicherweise hing der starke Ca?*-Einstrom, nach Stimulation mit NADA, damit
zusammen, dass andere potenzielle Kationenkanéle induziert wurden und somit zusatzlich
Calcium in das Innere der Zelle einstrémen konnte. Diese Theorie passte zu meinen
Beobachtungen, wonach NADA einen TRPV1-abhangigen, als auch einen TRPV1-
unabhangigen Effekt auf die Induktion des AP-1 Transkriptionsfaktors hatte.

5.1.4. Der TRPV1-Kanal und die Regulation der Apoptose

Sowohl der Transkriptionsfaktor AP-1 (Colotta et al., 1992; Karin et al., 1997; Shaulian und
Karin, 2001) als auch die Aktivierung von TRPV1 in Neuronen (Caterina et al., 1997;
Shirakawa et al., 2008) kann zur Induktion von Apoptose fuhren. Die durchgefiihrten
Experimente zeigten, dass die Stimulation des TRPV1-Kanals keine Apoptose induzierte oder
die Viabilitat der H2C1-Zellen beeinflusste. Auch oxidativer Stress (ROS) konnte als AP-1

induzierender Stimulus ausgeschlossen werden.

5.1.5. Die ,Mitogen Activated Protein Kinase® ERK und ihre Rolle in der

TRPV1 induzierten Transkriptionsanderung

Bei der Regulation intrazellularer Signalkaskaden spielen ,Mitogen Activated Protein Kinases"

(MAPKSs) eine wichtige Rolle. Die Kinasen ,Extracellular-signal Regulated Kinases* (ERK), ,.c-
Jun N-terminal Kinases" (JNK) und p38 gehéren zu den wichtigsten Vertretern. Ihre Aktivitat
hat beispielsweise Einfluss auf die Regulation von AP-1 (Gangnuss et al., 2004; Rubil et al.,
2016; Lesch etal., 2017). Die aktivierten MAPKs kénnen in den Zellkern translozieren und dort
Transkriptionsfaktoren anschalten, die darauf eine entsprechende zellulare Antwort auf
transkriptioneller Ebene initiieren.
In meiner Masterarbeit untersuchte ich bereits die Bedeutung von ERK1/2, JNK und p38 fiir
die TRPV1 vermittelte AP-1-Aktivierung. Experimente zur Expression der ,MAP Kinase
Phosphatase-1 (MKP-1), einer Phosphatase, die die Kinasen ERK1/2, JNK und p38
dephosphoryliert und damit inaktiviert (Sun et al., 1993; Liu et al., 1995; Franklin und Kraft,
1997) zeigten, dass eine Uberexpression der MKP-1 die TRPV1 induzierte Signalkaskade
hemmte. Folglich musste eine oder mehrere der drei MAP-Kinasen die Stimulation des
TRPV1-Kanals mit der AP-1-Aktivierung verbinden. Zur naheren Untersuchung dieser
Hypothese flihrte ich ein Experiment durch, indem ich zeitabh&ngig die Phosphorylierung von
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ERKZ1/2, in Capsaicin-stimulierten H2C1-Zellen untersuchte. Die Stimulation von TRPV1 mit
Capsaicin hatte zur Folge, dass vermehrt ERK1/2 phosphoryliert und aktiviert wurde. Uber
einen pharmakologischen Ansatz wurden diese Resultate bestatigt. H2C1-Zellen wurden mit
PD98059 inkubiert, einem spezifischen Inhibitor des ERK1/2-Signalweges (Alessi et al., 1995).
In der Folge kam es zu einer verringerten AP-1-Aktivierung in Capsaicin-stimulierten H2C1-
Zellen. Somit war es unerlasslich, dass ERK phosphoryliert wurde, um aktiv im Zellkern eine

Aktivierung von AP-1 zu induzieren.

5.1.6. Der TRPV1-Kanal und seine regulatorische Wirkung auf die

Transkriptionsmachinerie

Wenig ist bis heute Uber die Rolle des TRPV1-Kanals bei der Regulation der
Transkriptionsmachinerie und seiner assoziierten Signalkaskaden bekannt.

In meiner Masterarbeit konnte ich zeigen, dass die Stimulation des TRPV1-Kanals mit
Capsaicin in TRPV1-exprimierenden HEK293-Zellen (H2C1-Zellen) zu einem starken Anstieg
der Aktivitat des Transkriptionsfaktors AP-1 fiihrt (Backes, 2014). In der vorliegenden Arbeit
zeigte ich, dass die Induktion der AP-1-Aktivitat, nach Stimulation des TRPV1-Kanals mit
Capsaicin, zeitabhangig anstieg. Durch die Verwendung des spezifischen TRPV1-Inhibitors
AMG9810 konnte ich den Zusammenhang zwischen einer gesteigerten AP-1-Aktivitat und der
Stimulation des TRPV1-Kanals belegen. Die Verwendung dieses Inhibitors zeigte nach der
Stimulation mit Capsaicin eine signifikante und fast vollstdndige Reduktion der AP-1-Aktivitat.
Die Aktivitdt des TRPV1-Kanals war somit unerlasslich fur die gesteigerte transkriptionelle
Aktivitat, induziert durch Capsaicin. Bestatigt wurden diese Resultate durch die Expression
einer spezifischen ,small hairpin® RNA (shRNA), die gegen TRPV1 gerichtet war. Auch diese
konnte die Aktivierung des AP-1-Komplexes in Capsaicin stimulierten H2C1-Zellen signifikant

reduzieren.

5.1.7. Die Bedeutung der Transkriptionsfaktoren c-Jun und c-Fos fur

den stimulierten TRPV1-Kanal

Der Transkriptionsfaktor AP-1 bildet sich aus den ,basic leucin zipper* (bZIP)-Proteinen der c-
Jun-, c-Fos- und der ATF-Familien (Alonso et al., 2018). AP-1 kann aber auch durch die
Interaktion von c-Jun mit Proteinen der ATF-Familie gebildet werden, wobei die
Zusammensetzung beispielsweise abhangig von Zelltyp und Stimulus ist (Lee et al., 2012;

Gazon et al., 2018). Das c-Jun/c-Fos-Dimer ist in der Lage das ,12-O-tetradecanoylphorbol-
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13-acetate (TPA)-responsive element“ (TRE) in Zielgenen zu erkennen (Alonso et al., 2018).
Fur die Untersuchung der Zusammensetzung des TRPV1-Kanals nach der Stimulation mit
Capsaicin ging ich von der Hypothese aus, dass er sich aus den Proteinen c-Jun und c-Fos
zusammensetzt. In  meiner Masterarbeit konnte ich bereits zeigen, dass der
Transkriptionsfaktor c-Jun an der Bildung des AP-1-Komplexes in H2C1-Zellen beteiligt sein
konnte (Backes, 2014). Die Betrachtung der Expression von c-Jun auf der Proteinebene, in
der vorliegenden Arbeit, zeigte dass die Konzentration von c-Jun im Nukleus der Zellen
zeitabhangig zunahm, wenn sie mit Capsaicin stimuliert wurden. Das gleiche Resultat zeigte
sich fur die Konzentration von c-Fos im Nukleus der mit Capsaicin stimulierten H2C1-Zellen.
Der durch Capsaicin induzierte AP-1-Komplex war somit ein Heterodimer aus c-Jun und c-
Fos.

Der Transkriptionsfaktor c-Jun wird direkt durch ERK1/2 aktiviert (Westwick et al., 1994;
Whitmarsh et al., 1995; Thiel und Rdéssler, 2014). Die Regulation von c-Fos durch ERK1/2
erfolgt hingegen indirekt Uber die Aktivitat der Transkriptionsfaktoren der ,ternary complex
factors® (TCFs)-Familie wie Elk-1 (Gille et al., 1995; Whitmarsh und Davis, 1996; Thiel et al.,
2021). In meiner Masterarbeit konnte ich zeigen, dass die Inhibition von Elk-1 zu einer
verringerten AP-1-Aktivitat nach der Stimulation des TRPV1-Kanals fuhrt. In Kombination mit
der regulatorischen Bedeutung des aktiven ERK1/2 in Capsaicin stimulierten H2C1-Zellen ist
Elk-1 an der TRPV1-vermittelten AP-1 Aktivierung beteiligt. Die Regulation von Elk-1 erfolgt
hierbei vermutlich Gber ERK1/2. Der direkte Zusammenhang muss aber in zukinftigen
Experimenten gezeigt werden. Abbildung 57 fasst die Daten zur TRPV1-induzierten

Signalkaskade zusammen.
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Abbildung 57: Die TRPVL1 induzierte Signalkaskade zur Aktivierung von AP-1.

Die Aktivierung von TRPV1 mit Capsaicin erfolgt an der zytoplasmatischen Seite des Rezeptors. Hauptsachlich an
den Aminoséuren Y511 und S512. Nachdem Calcium in die Zelle eingestromt ist, kommt es zur Induktion des ERK-
Signalweges uber die Phosphorylierung von Raf und MEK (das Calcium aktiviert wahrscheinlich die PKC, welche
dann wiederum Raf aktiviert). Letzteres aktiviert ERK, wodurch dieses im phosphorylierten Zustand in den Zellkern
translozieren kann. Hier aktiviert es terndre Komplex Faktoren (TCF's) wie Elk-1, sowie erhdhte Expression von c-
fos und c-jun. Die Proteine kdnnen dann als AP-1 Transkriptionsfaktor Einfluss auf die Transkription nehmen.

Dabei fihrt die Stimulation von TRPV1 tber Capsaicin, RTX oder NADA zu einem Einstrom
von Calcium in das Zytoplasma der Zelle. In der Folge kommt es zur Phosphorylierung der

MAP-Kinase ERK1/2. Das phosphorylierte ERK1/2 transloziert daraufhin in den Zellkern und
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aktiviert EIk-1. Letzteres fuhrt dann zur Expression von c-fos. Die Expression von c-jun kann
direkt iber ERK1/2 stimuliert werden. Der AP-1-Komplex setzt sich somit aus c-Jun und c-Fos

zusammen.

5.1.8. Die Pharmakologie des TRPV1-Kanals

Neben dem ,klassischen® TRPV1 Agonisten Capsaicin gibt es zahlreiche Verbindungen, die
als TRPV1-Agonisten oder Antagonisten beschrieben wurden. Abhéngig von Zelltyp und
eingesetzter Konzentration der jeweiligen Verbindungen gibt es viele Beobachtungen uber
Wirkung und Spezifitét, welche sich teilweise auch widersprechen. So wurde 2-APB als
TRPV1-Aktivator beschrieben (Hu et al.,, 2004), wirkt jedoch auf den TRPC5-Kanal
inhibitorisch (Xu et al., 2005). Auch auf den TRPV6-Kanal wirkt 2-APB inhibitorisch, indem es
sich in die Struktur zwischen der ersten und vierten Transmembrandomane einlagert, welcher
der von TRPV1 sehr ahnlich ist (Singh et al.v, 2018). Meine Ergebnisse zeigen, dass 2-APB
in der Lage ist TRPV1 zu aktivieren. Wurden H2C1-Zellen aber mit 2-APB vorinkubiert und
danach mit Capsaicin simuliert, kam es Uberraschenderweise zu einer Inhibition der AP-1
Aktivierung. Somit kann geschlussfolgert werden, das 2-APB sowohl stimulierend als auch
inhibierend, auf die TRPV1 vermittelte AP-1-Aktivierung wirken kann.

Das Antimykotikum Clotrimazol findet seine Anwendung in Salben zur Behandlung von
Hautpilzerkrankungen. Neben der antimykotischen Wirkung auf Pilze, wirkt Clotrimazol
nachweislich aktivierend auf den TRPV1-Kanal, jedoch inhibitorisch auf den TRPM1-Kanal
(Meseguer et al., 2008). Die durchgefiihrten Experimente zeigten keinen inhibitorischen Effekt
von Clotrimazol auf den TRPV1-Kanal. Aufgrund dessen ist Clotrimazol nicht als TRPV1-
Inhibitor anzusehen.

Die Verbindung BCTC wurde urspringlich als spezifischer TRPV1-Inhbitor beschrieben
(Valenzano et al., 2003). BCTC hemmt jedoch auch andere Kanalproteine wie beispielsweise
TRPMS8 (Thiel et al. 2019). Die hier gemachten Experimente bestatigen zwar die inhibitorische
Eigenschaft von BCTC in Bezug auf TRPV1, jedoch ist BCTC nicht als spezifischer TRPV1-
Inhibitor anzusehen.

Da fir den TRPV1-Kanal neben NADA nur wenige endogene Regulatoren beschrieben
wurden, ist es fur die weitere Entschlisselung seiner physiologischen Relevanz wichtig,
zusatzliche endogene Regulatoren zu identifizieren. Wichtige Regulatoren physiologischer
Prozesse im Korper sind beispielsweise Steroidhormone. Fiur das Steroidhormon Progesteron
wurde beschrieben, dass es inhibitorisch auf den TRPC5-Kanal wirkt (Majeed et al., 2011).

Die in dieser Arbeit gezeigten Experimente bestétigen, dass Progesteron auch den TRPV1-
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Kanal hemmt. Pregnenolon fuhrt ebenfalls zu einer Hemmung von TRPV1, wenn auch weniger

stark.

5.2. Der TRPV1-Kanal und seine Assoziation mit der Insulinsekretion

Neben seiner Bedeutung in der Schmerzwahrnehmung und Ausbildung chronisch assoziierter
Entziindungskrankheiten wurde in den letzten Jahren gezeigt, dass TRPV1 eine wichtige Rolle
in der Regulation des Glukosespiegels spielt (Riera et al., 2014). Die Erforschung diabetischer
Erkrankungen, im besonderen Diabetes-Typ 2 (DT2) kommt in unserer Gesellschaft eine
essenzielle Bedeutung zu. Die ,Deutsche Diabetes Gesellschaft® definiert Typ-2-Diabetes wie
folgt: ,Der Typ-2-Diabetes ist eine chronische, sehr heterogene, multifaktorielle, progrediente
Erkrankung, die u. a. durch vererbte und erworbene Insulinresistenz und durch qualitative und
guantitative Insulinsekretionsstérungen charakterisiert ist*. Laut Bericht der ,WHO" gibt es zum
jetzigen Zeitpunkt weltweit 422 Millionen Patienten, die an Diabetes erkrankt sind. Der
Hauptteil dieser Erkrankung geht auf Diabetes-Typ-2 zuriick und erstreckt sich durch alle
gesellschaftlichen Schichten. Jedes Jahr kommt es durch Diabetes zu 1,6 Millionen Toten
(Quelle: WHO). Eine erschreckend hohe Zahl an Erkrankten und Sterbeféllen, die eine weitere
Erforschung der Ursachen, aber auch der genetischen Regulation der Insulinregulation durch
bisher unbekannte zellulare Mechanismen dringend erforderlich macht.

Von Riera et al. (2014) wurde gezeigt, dass die Expression von TRPV1 in Spinalganglien von
Mé&usen einen negativen Effekt auf die Freisetzung von Insulin haben kann. Hier fuhrte die
Aktivierung des TRPV1-Kanals zu einer Signalkaskade, an deren Ende die Aktivierung des
Leucin-Zipper Proteins ,cAMP response element binding Protein® (CREB) steht. CREB
seinerseits flihrt zu einer erhéhten Produktion des Neuropeptids und Entziindungsmediators
,Calcitonin gene-related peptide“ (CGRP). Fir CGRP wurde in der Vergangenheit gezeigt,
dass es einen negativen Effekt auf die Expression von Insulin haben kann (Pettersson et al.,
1986; Tanaka et al., 2013). So berichteten in Korrelation zu diesen Ergebnissen Riera et al.
(2014), dass es zu einer gesteigerten Glucose-Intoleranz sowie schnellerem Altern kommt,
wenn der TRPV1-Kanal aktiv war. Der TRPV-1-Kanal hat somit nachweisbar einen Einfluss

auf die Insulin-Sekretion tber die Steuerung transkriptioneller Prozesse.
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5.2.1. Die Rolle von AP-1 in der Glukosehomobostase und der

Regulation der Pankreas-Entwicklung

Von Miiller et al. (2010) wurde gezeigt, dass die Stimulation von Insulinomazellen (INS-1) mit
Glukose zu einer Aktivierung des AP-1 Transkriptionsfaktors fihrt. Dabei erfolgte die
Aktivierung von AP-1 Gber c-Jun und TCFs, die die c-Fos Expression regulieren. In friiheren
Untersuchungen von Susini et al. (1998) zeigte sich, dass die Stimulation von INS-1-Zellen mit
Glukose die Expression von c-Jun und c-Fos induziert. Unbekannt war bisher die Rolle des
AP-1-Komplexes in pankreatischen 3-Zellen bzw. in Insulinomazellen. Zu einer Aktivierung
von AP-1 kam es in den Insulinomazell-Experimenten in denen der spannungsgesteuerte
Cayl.2-Kanal stimuliert wurde. Weitere Experimente in Insulinomazellen zeigten, dass die
Expression von A-Fos, welches mit c-jun, JunB, JunD und ATF2 einen Komplex bilden kann,
die Bildung eines funktionalen AP-1-Komplexes verhindert. Diese Mutante verhindert somit
die Uber Cay1.2 vermittelte Aktivierung von AP-1.

Der AP-1-Komplex kann unterschiedlich aufgebaut sein. Die Verwendung eines Reportergens,
welches den Promotorbereich von c-Jun enthielt, zeigte nach der Stimulation mit KCI und
FPL64176 eine erhdhte Aktivitat. Experimente mit der dominant negativen Mutante c-JunAN,
welches die Aktivitat von c-Jun unterdriickt zeigen, dass c-Jun Teil des AP-1-Komplexes ist.
Experimente von Daniel Langfermann aus unserem Labor zeigten, dass ATF2 ebenfalls als
Dimerisierungspartner von c-Jun in Insulinomazellen fungiert.

Muller et al. (2010) postulierten, dass die Regulation der AP-1-Aktivitat in Glukose-stimulierten
Insulinomazellen Uber die Aktivierung der Proteinkinase JNK erfolgt. Die hier durchgefiihrten
pharmakologischen und genetischen Experimente bestatigten diese Hypothese.

Um die Funktion von AP-1 in den B-Zellen des Pankreas aufzuklaren wurde ein doppelt-
transgenes Mausmodell generiert, welches es erlaubte, die Mutante A-Fos induzierbar in den
B-Zellen des Pankreas zu exprimieren. Es ist die Kernaufgabe dieser [(-Zellen, die
Glukosehomdostase des Organismus Uber die Regulation der Insulinsekretion, zu steuern.
Die Expression von A-Fos in pankreatischen (B-Zellen fihrte zu einer erheblichen Zunahme
der Glukosekonzentration im Blut der transgenen Mause, gepaart mit einem langsameren
Absinken des Glukosespiegels.

Muller et al. (2012) zeigten, dass die Expression einer dominant-negativen Mutante von Egr-
1 in pankreatischen (3-Zellen zur Ausbildung deutlich kleinerer pankreatischer Inseln fiihrte.
Die GroRe der pankreatischen Inseln der A-Fos exprimierenden M&ause unterschied sich
hingegen nicht von denen der Kontrolltiere. Die Experimente zeigen, dass ein aktiver AP-1-
Komplex notwendig ist, damit die B-Zellen die Glukosehombtostase regulieren kdnnen.
Zukinftige Experimente sollten mogliche Zielgene des AP-1-Komplexes identifizieren, deren

Genprodukte die Glukosehomoostase beeinflussen. AP-1 konnte beispielsweise einen
125



Diskussion

direkten Einfluss auf die Insulinexpression haben, wie es von Susini et al. (1998) postuliert

wurde.

5.2.2. Die Regulation der Glukosehomoostase und der Inselgrofie

durch ,Ternary complex factors® im Mausmodell

In unserer Arbeitsgruppe wurde von Miiller et al. (2012) gezeigt, dass das Egr-1 eine wichtige
Rolle bei der Funktion pankreatischer B-Zellen spielt. Egr-1 wird hauptsachlich tber Elk-1
reguliert (Mayer et al., 2008). Elk-1 seinerseits kann durch den ERK1/2-Signalweg induziert
werden (Clarkson et al., 1999). Wird die Funktion von Egr-1 durch gezielte Expression einer
Egr-1 Mutante in den B-Zellen von Versuchsmausen unterbunden, so kommt es zur
Ausbildung eines diabetischen Phanotyps. Charakterisiert ist dieser durch eine gesteigerte
Glukose-Intoleranz und verkleinerte p-Zellen (Muller et al., 2012).

Ausgehend von den Beobachtungen von Miller et al. (2012) und der Tatsache, dass Elk-1 die
Expression von Egr-1 reguliert (Shin et al., 2011), wurde die Hypothese aufgestellt, dass ein
Ausschalten der EIk-1-Aktivitat ebenfalls die Glukosehomgostase und Inselgrof3e beeinflussen
sollte. In dieser Arbeit wurde dazu eine doppelt-transgene Mauslinie analysiert, die eine
dominant-negative Elk-1-Mutante (REST/EIk-1AC) in den B-Zellen des Pankreas exprimierte.
Diese Mutante ermdglichte es, die biologische Aktivitat aller drei TCF’'s zu hemmen.
Experimente mit dem transgenen Mausmodell zeigten, dass die Expression der Elk-1-Mutante
zu einer gestorten Glukosehomdostase fuhrte. Im intraperitonealen Glukosetoleranztest dieser
Mause zeigte sich, dass die Versuchstiere im Vergleich zu den Kontrolltieren einen deutlich
erhdhten und langsamer sinkenden Glukosespiegel aufwiesen. Die Stérung der
Glukosehomgostase beruht dabei wahrscheinlich auf den merklich verkleinerten Inseln. Die
Ursache fiir die Generierung kleinerer Inseln war die Aktivierung der Caspase-3 durch die EIk-
1-Mutante. Aufgrund dieser Beobachtung lasst sich schlussfolgern, dass die TCF-Proteine an
der Regulation der Glukosehomdostase mafigeblich beteiligt sind. Kommt es zu einer Stérung
der Aktivierung der TCF-regulierten Gentranskription, so wird die Caspase-3 Aktivitat erhoht.
Apoptotische Prozesse und Insulinresistenz sind als wichtige Marker der Diabetes-Typ-2-
Entwicklung beschrieben worden (Tomita, 2016). Die Beobachtungen fur die TCFs wie Elk-1
sind vergleichbar zu den Beobachtungen der Regulation pankreatischer Funktionen durch
Egr-1 wie sie von Miiller et al. (2012) beschrieben wurden. Egr-1 reguliert die Expression von
Pdx-1, einem Regulator der Insulin-Expression (Watada et al., 1996). Fur Elk-1 wurde in
Studien bereits gezeigt, dass es die Expression von Pdx-1 beférdern kann (Eto et al., 2007;
Mayer et al., 2011). Bedeutsam ist zudem, dass Pdx-1 neben seiner direkten Wirkung auf die

Expression des Insulingens eine entscheidende Rolle in der Entwicklung und Erhaltung der B-
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Zellmasse Uber apoptotische Prozesse hat. Damit kommt Pdx-1 eine wichtige Rolle in der
Entstehung von Diabetes zu (Jonsson et al., 1994; Fujimoto und Polonsky, 2009). TCFs wie
Elk-1 nehmen dadurch moglicherweise eine Rolle in der Regulation von Apoptose, in den B-
Zellen des Pankreas, tUber die Regulation von Pdx-1 ein. Weitere Untersuchungen sollten
daher darauf abzielen, die direkte Interaktion zwischen Elk-1, Egr-1 und Pdx-1 im Diabetes-
Kontext zu bestatigen. Fir das weitere Verstandnis der Entstehung und Aufrechterhaltung
eines diabetischen Phéanotyps ist die Entschliisselung der beteiligten Signalkaskaden und

Signalmolekiile unerlasslich.
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Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) channels were originally described as the receptors of cap-
saicin, the main constituent of hot chili pepper. The biological functions of TRPV1 channels include pain sen-
sation and inflammatory thermal hyperalgesia. Here, we show that stimulation of HEK293 cells expressing
TRPV1 channels (H2C1 cells) with capsaicin or the TRPV1 ligand resiniferatoxin activated transcription medi-
ated by the transcription factor AP-1. No cell death was occurring under these experimental conditions. The AP-1

activity was not altered in capsaicin or iferatoxin-stimulated HEK293 cells lacking TRPV1. We identified the
AP-1 DNA binding site as the capsaicin/resinife: in-responsive el ion with the TRPV1 ligand
N-arachidonoyld ine i d AP-1 activity in a TRPV1-dependent and TRPV1-independent manner.

ion of TRPV1 channels induced an influx of Ca*>* into the cells and this rise in intracellular Ca** was

essential for activating AP-1 in capsaicin or resiniferatoxin-stimulated cells. N-arachidonoyldop stimula-
tion induced a rise in intracellular Ca®>* in a TRPV-1 dependent and independent manner. AP-1 is a dimeric
transcription factor, composed of proteins of the c-Jun, c-Fos and ATF families. Stimulation of TRPV1 channels
with capsaicin increased c-Jun and c-Fos biosynthesis in H2C1 cells. The signal transduction of capsaicin, leading
to enhanced AP-1-mediated transcription, d extracellular signal- lated protein kinase ERK1/2 as a
signal transducer and the activation of the transcription factors c-Jun and ternary complex factor. Together,
these data suggest that the intracellular functions of TRPV1 stimulation may rely on the activation of a stimulus-

regulated protein kinase and stimulus-responsive transcription factors.

1. Introduction

Transient receptor potential vanilloid 1 (TRPV1) channels belong to
the familiy of TRP non-selective cation channels. TRPV1 has the typical
TRP modular structure with six transmembrane domains. The central
ion channel is formed by the transmembrane regions 5 and 6. Both N-
and C-termini are located in the cytosol [1]. Numerous ligands have
been identified that activate TRPV1 channels [1,2]. Most prominent,
TRPV1 is activated by capsaicin (trans-8-methyl-N-vanillyl-6-none-
namide), a vanilloid derived from hot chilli pepper (Capsicum annuum).
In fact, TRPV1 was initially identified by expression cloning as a cap-
saicin receptor [3]. The vanilloid resiniferatoxin from Euphorbia re-
sinifera is also highly active in stimulation of TRPV1 channels. Various
lipids function as endogenous ligands for TRPV1, including N-arachi-
donylethanolamine (anandamide), N-arachidonoyldopamine (NADA),
N—oleoyldopamine, and leukotriene B4 [4]. TRPV1 is prominently
expressed in trigeminal and dorsal root sensory ganglia, particular in
peptidergic somatosensory neurons. TRPV1 is also expressed outside

the nervous system, e. g. in the kidney and in the gastrointestinal tract.
TRPV1 belongs to the thermoTRPs that sense thermal changes of the
environment resulting in sensory nerve impulses. Gene targeting ex-
periments revealed that TRPV1 channels are required for pain sensation
and for tissue injury-induced inflammatory thermal hyperalgesia. Thus,
TRPV1 plays an essential role in pain hypersensitivity which is asso-
ciated with chronic pain conditions [5,6]. Activation of TRPV1 chan-
nels triggers the secretion of the pro-inflammatory neuropeptides sub-
stance P and calcitonin gene-related peptide from peripheral neuronal
termini, thus initiating neurogenic inflammation [7]. TRPV1 is also
involved in pain conditions d with infl ion in the gas-
trointestinal tract [8]. According to its prominent role in pain sensation,
TRPV1 is a well studied drug target and TRPV1 antagonists have been
suggested for use in the treatment of migraine, chronic intractable pain
secondary to cancer, AIDS, diabetes, urinary urge incontinence, chronic
cough and irritable bowel syndrome [9].
We previously showed that stimulation of TRPM3 and TRPC6
h Is activated sti: -responsive transcription factors [10-15].
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Therefore, we asked whether stimulation of TRPV1 channels leads to a
change in gene transcription as well. Here, we show that stimulation of
human TRPV1 channels with the plant-derived compounds capsaicin
and resiniferatoxin, or the natural TRPV1 ligand NADA increased the
biosynthesis of the basic region-leucine zipper (bZIP) transcription
factors c-Fos and c-Jun and activated the AP-1 transcription factor. AP-
1 (activator protein-1) is a dimer of proteins from the Fos, Jun and ATF
transcription factor families. The results of this study show that the
TRPV1 ligands capsaicin and resiniferatoxin induced an influx of Ca®*
into the cells and this rise in intracellular Ca>* was essential to couple
TRPV1 stimulation with the AP-1 transcription factor. The TRPV1 li-
gand NADA increased the intracellular Ca®>* concentration in a TRPV1-
dependent and TRPV1-independent manner. Accordingly, stimulation
of the cells with NADA activated AP-1 in a TRPV1-dependent and
TRPV1-independent manner. We identified extracellular signal-regu-
lated protein kinase as signal transducer and showed that AP-1 acti-
vation required the transcription factors c-Jun and TCF following sti-
mulation of TRPV1 channels. Together, our data show that stimulation
of TRPV1 channels leads to alternations in the gene expression pattern.
In particular, as AP-1 is involved in the regulation of proliferation,
transformation, differentiation, and programmed cell death in a tissue-
specific manner [16], our data link TRPV1 stimulation to the biological
functions of AP-1.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

As a cellular model system to analyze TRPV1 channel signaling,
H2C1 cells [17] were used, HEK293 cells expressing human TRPV1
channels. HEK293 cells are frequently used to analyze signaling TRP
channel signaling. H2C1 cells were cultured in DMEM supplemented
with 10% fetal calf serum, 100 units/ml penicillin, 100 pg/ml strepto-
mycin, and 400 ug/ml G418. Stimulation with capsaicin (Cap., Sigma-
Aldrich, Hamburg, Germany, # M2028, dissolved in ethanol), re-
siniferatoxin (RTX, 5nM, Tocris, Wiesbaden, Germany, # 1137, dis-
solved in DMSO), and N-arachidonoyldopamine (NADA, 10uM,
Caymen, Ann Arbor, USA, # 90057, dissolved in ethanol) was per-
formed for 24 h in DMEM containing 0.05% fetal bovine serum. Sti-
mulation with arsenite (Sigma-Aldrich, Hamnburg, Germany, # S7400)
was performed as described [18,19]. The MAP kinase kinase inhibitor
PD98059 was purchased from Calbiochem (Darmstadt, Germany, #
$513000), dissolved in DMSO and used at a concentration of 50 uM.

2.2. Lentiviral gene transfer

The lentiviral transfer vectors pFUW-FLAG-REST/Elk-1AC, pFUW-
MKP-1, and pFUWc-JunAN have been described elsewhere [20-22].
The viral particles were produced as described [23,24].

2.3. Lentiviral expression of short hairpin RNAs (shRNAs)

The lentiviral vector pLentiLox3.7 (pLL3.7) was purchased from the
American Type Culture Collection (Manassas, VA). The sequence used
to knock down human TRPV1 expression has been described [25]. The
oligonucleotides for creating RNAi stem loops for pLL3.7 were designed
as described (http://mcmanuslab.ucsf.edu/protocols/1137stemloop_
design.pdf).

2.4. Reporter assays

The lentiviral transfer vectors pFWColl.luc, pFWColl.lucATRE, and
pFWSHRE.luc have been described elsewhere [15,26-28]. Cell extracts
were prepared using reporter lysis buffer (Promega, Mannheim, Ger-
many) and analyzed for luciferase activities as described [29]. Luci-
ferase activity was normalized to the protein concentration. Data shown
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are mean +/- SD from three independent experiments performed in
quadruplicate.

2.5. Ca®" transient acquisition and analysis

For ratiometric Fura-2-based Ca®>* measurements, H2C1 cells and
parental HEK293 cells lacking TRPV1 were loaded with Fura-2/AM
(Life Technologies, Darmstadt, Germany) for 30 min and 10 min for de-
esterification. Cells were bathed in Tyrode’s solution (135 mM NaCl,
5.4mM KCl, 1.8 mM CaCl,, 10mM glucose, 2mM MgCl,, and 10
HEPES, adjusted to pH 7.35), mounted on a microscope (TILL iMIC,
TILL Photonics GmbH, Grifelfing, Germany) and imaged through a 20x
oil-immersion objective (UPLSAPO 20x oil 0.85, Olympus, Tokyo,
Japan). Excitation was performed at alternating wavelengths 340/
380 nm (15 nm FWHM with a PolyChrome V, TILL Photonics, Germany)
while the emission (> 510 nm) was imaged by a CCD camera (Retiga-
2000R, Qimaging, Surrey, Canada) with 2 fps (image size: 400 x 300
pixels). Where mentioned, Ca®>* free extracellular Tyrode was gener-
ated by omitting additional Ca>* and adding 5 mM EGTA. The acquired
images were analyzed using custom written macros in ImageJ proces-
sing program (W. Rasband, NIH, Bethesda, USA). Images were back-
ground corrected and region-of-interest (ROI) fluorescence over time
data was collected and further processed into F340/F380 ratio of Fura-2
in IgorPro (Wavemetrics, Lake Oswego, USA). The amplitude of Ca**
transient was calculated as 98% maximum from baseline of the signal.
The final statistical analysis was undertaken in Prism 6 software
(GraphPad Software Inc., FI/USA).

2.6. RT-PCR

Total RNA was isolated from H2C1 cells and HEK293 cells using an
RNeasy Mini Kit (# 74104, Qiagen, Hilden, Germany). 1 ug of RNA was
reverse transcribed with Revert Aid™ Reverse Transcriptase (#
EP0441, Thermo Fisher Scientific, Darmstadt, Germany, 200 U) and
random hexamer primers (# S0142, Thermo Fisher Scientific,
Darmstadt, Germany) in a 20 pl reaction mix according to the manu-
facturers protocol. PCR was performed with 1 ul cDNA in a 25 pl re-
action mix with Tag DNA Polymerase (# MO0267S, New England
Biolabs, Frankfurt, Germany, 1 U) with the TRPV1 specific primers,
5-~AAGGGTGACTCGGAGGAG-3’ and 5-CTGCGATCATAGAGCCTG
AGG-3’, to amplify a 194 bp fragment. The following PCR cycle con-
ditions were used: denaturation (95 °C, 30s), annealing (60 °C, 30s),
primer extension (68 °C, 30 s) with 27 cycles. PCR product was resolved
by electrophoresis on agarose gel and stained with ethidium bromide.

2.7. Western blot

Whole cell extracts and nuclear extracts were prepared as described
[29]. 30 ug of nuclear proteins were separated by SDS-PAGE and the
blots were incubated with antibodies directed against c-Fos (Santa
Cruz, Heidelberg, Germany, # sc-52), or c-Jun (Santa Cruz, Heidelberg,
Germany, # sc-1694). An antibody directed against HDAC1 (Santa
Cruz, Heidelberg, Germany, # sc-81598) was used as a loading control.
Phosphorylated extracellular signal-regulated protein kinase (ERK) was
detected with an antibody directed against the phosphorylated form of
ERK (Santa Cruz, Heidelberg, Germany, # sc-153). The antibody di-
rected against ERK (Santa Cruz, Heidelberg, Germany, # sc-7383) was
used as a loading control. FLAG-tagged proteins were detected with the
M2 monoclonal antibody directed against the FLAG epitope (Sigma-
Aldrich, Steinheim, Germany, # F3165). Inmunoreactive bands were
detected via enhanced chemiluminescence as described [10,30].

2.8. Cell viability assay

Cell death was measured by determination of the mitochondrial
reduction capacities via quantification of the level of 3-(4,5-

148



T.M. Backes et al.

A
PCR
[
& [=2]
g Yo 5o
£ W3 8T
8 T o IO
£
[bp]
2004 2
TRPV1
100 - -+
+ - + - RT
B
Coll.luc

-517 ) k -63 |

wt ~TGAGTCA-
mut ~-TGATAGT-

C
OH
N CH;
ch/k/\/\/\n/ 0/ 2
0
Capsaicin
D
H2C1 cells
Coll.luc
Coll.luc A TRE
Fekk

> 47|

2

Q ~
i
Z0g
G g2 2 n.s
- § E n.s
a=23
<2E14

°

[

0

-T2 10 - 2 10 Cap.[uM]

Publikations-Auswahl

Biochemical Pharmacology 150 (2018) 160-169

E
H2C1 cells
Coll.luc
6 -
2
2 5 1
O ~
g8
c27F 31
235 21
S 1.
©
o 0 A
0 2 5 10 24[h]Cap.[10 uM]
F
HEK293 cells
Coll.luc
—
> 2
s n.s
B~
8 n.s
£9 2
8%
<28
®
e 0010 Cap. [uM]
G
StRE.luc

3x StRE

minimal HO-1
promoter

=TTTTCTGCTGAGTCAAGGTCCG-

H
H2C1 cells

StRE.luc

N
;

ns

s

Nrf2 activity
relative luciferase activity
(fold activation)

o
'

Cap [10 pM]
Cap [25 pM]

(caption on next page)

162

149



Publikations-Auswahl

T.M. Backes et al. Biochemical Pharmacology 150 (2018) 160-169

Fig. 1. Stimulation of H2C1 cells with capsaicin increases the cellular AP-1 activity. (A) Expression of TRPV1 in H2C1 cells. RNA was prepared from H2C1 and HEK293 cells. Expression
of TRPV1 was monitored via RT-PCR. (B) Sch i ion of the i d provirus ding a coll. /luci! reporter gene (Coll.luc). The location and
sequence of the AP-1 binding site (12-O-tetradecanoylphorbol-13-acetate (TPA)-responsive element (TRE)), within the collagenase promoter is depicted. The U3 region of the 5’ LTR of
the transfer vector is deleted. The location of the dchuck h virus iptional regulatory element (WPRE) and the HIV-1 flap element are shown. (C) Capsaicin. (D)
H2C1 cells were infected with a i ivi ining either a coll. i reporter gene (left panel, Coll.luc) or a collagenase promoter/luciferase
reporter gene with mutations within the TRE (right panel, Coll.lucATRE). The cells were serum-starved for 24 h and then stimulated with capsaicin (2 and 10 uM) for 24 h. Cell extracts
were prepared and d for luci activities. Luci activity was normalized to the protein concentration. Data show-n are mean + /~—SD of three independent experiments
performed in quadruplicate (%%, P < 0.001; n.s., not significant). (E) H2C1 cells were infected with a r bi; 1 ing the coll p -/luci reponer
gene. The cells were serum-starved for 24 h and then stimulated with capsaicin (10 uM) for 2, 5, 10, or 24 h. Cell extracts were prep and analyzed for luci; ivities. L
activity was normalized to the protein concentration. Data shown are mean +/~SD of three independent experiments performed in quadruplicate (**x, P < 0.001; n.s., not sig-
nificant). (F) HEK293 cells were infected with a bi lentivirus i a Coll.luc reporter gene. The cells were serum-starved for 24 h and then stimulated with capsaicin (2
and 10 pM) for 24 hA Cell extracts were prepared and d for luci activities. Luciferase acuvny was normalized to the protein concencranon Data shown are mean +/~SD of 3
d in drupli (G) Sch i ion of the i d provirus ding a st t lated lucil reporter gene
(SLRE luc). The sequence of the stress-response element is in bold. The regulatory region contains three binding sites for the transcnptmn factor Nrf2, derlved from the heme oxygenase
gene, upstream of a minimal heme oxygenase promoter. (H) H2C1 cells were infected with a bi lentivirus ining the StRE.luc reporter gene. The cells were serum-starved
for 24 h and then stimulated with capsaicin (10 uM and 25 pM). Luciferase activity was normalized to the protein concentration. Data shown are mean + /- SD of three independent
experiments performed in quadruplicate (n.s., not significant).

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) (Sigma) 3.2. AP-1 activation followi imulation of TRPV1 channels is not the
reduction to formazan dye crystals as described [31]. result of capsaicin toxlctty and cell death

Prolonged activation of TRPV1 channels has been described to in-

2.9. Statistics duce apoptosis in neurons [36,37]. We therefore assessed whether the
activation of AP-1 in capsaicin-stimulated H2C1 cells was the result of

The two-tailed student’s t-test was used for the statistical analyses. capsaicin toxicity and cell death. We used the reduction of tetrazolium
Statistical probability is expressed as %% P < 0.001; %% P < 0.01,  salts by mitochondrial NAD(P)H-dependent dehydrogenases to for-
and x P < 0.05. We considered values significant when P < 0.05. mazan as an indicator for cell death and survival. Capsaicin con-

centrations of 10 or 25uM in the cell culture medium were not cyto-
toxic, indicating that no cell death was occurring under these

3. Results experimental conditions (data not shown).

3.1. Stimulation of H2C1 cells with capsaicin activates the transcription

factor AP-1 3.3. Stimulation of TRPV1 channels with natural and plant-derived ligands

activates AP-1 regulated gene transcription

We recently showed that stimulation of TRPM3 and TRPC6 channels
induced the activation of AP-1 [11-13,15,32]. Therefore, we asked
whether stimulation of TRPV1 channels with capsaicin also results in
the activation of AP-1. As a cellular model system, we used H2C1 cells
which are HEK293 cells that constitutively express human TRPV1
channels (Fig. 1A). To measure the cellular AP-1 activity, a collagenase
promoter/luciferase reporter gene was used that contains a well char-
acterized AP-1 binding site, also known as a 12-O-tetra-
decanoylphorbol-13-acetate (TPA)-responsive element (TRE), in its
proximal promoter region [12,13,15,33-35]. To integrate the reporter
gene into the genome of the cells, we used lentiviral gene transfer. By
this means, the reporter gene was embedded into a nucl I ar-
chitecture. In Fig. 1B an integrated provirus containing the collagenase
promoter/luciferase reporter gene is depicted, including the sequence
of the wild-type and mutated TRE (ATRE). H2C1 cells were infected 3.4. Stimulation of AP-1 following tr of H2C1 cells with capsaicin,
with a lentivirus containing a luciferase gene under the control of the RTX, or NADA requires TRPV1 channels
collagenase promoter (Coll.luc). The cells were stimulated with the

Various ligands have been described for TRPV1 channels. To ex-
clude that the activation of AP-1 is a specific effect of capsaicin, we
tested the TRPV1 ligands resiniferatoxin (RTX) and NADA (Fig. 2A, C).
Fig. 2B and D show that stimulation of TRPV1 channels with RTX or
NADA triggered an activation of AP-1. To assess the specificity of these
ligands, we stimulated HEK293 cells lacking TRPV1 channels with RTX
or NADA. RTX stimulation did not change the AP-1 activity in HEK293
cells lacking TRPV1 channels. In contrast, a significantly elevated AP-1
activity was measured in HEK293 cells that had been stimulated with
NADA (Fig. 2D). These results indicate that RTX requires TRPV1
channels to stimulate AP-1, while NADA exhibits TRPV1-dependent and
TRPV1-independent activities, leading to the stimulation of AP-1.

TRPV1 ligand capsaicin (Fig. 1C) for 24 h, harvested and analyzed for We used a genetic tool to confirm the connection between TRPV1
luciferase activity. Fig. 1D shows that capsaicin stimulation strongly stimulation and AP-1 activation. We expressed a TRPV1-specific small
activated AP-1 in a dose-dependent manner. In contrast, capsaicin sti- hairpin (sh) RNA in H2C1 cells. TRPV1 expression was significantly

mulation did not increase transcription of the Coll.luc reporter gene  reduced in H2C1 cells expressing the TRPV1-specific shRNA (Fig. 3A).
that contained a mutated AP-1 binding site (Coll.lucATRE). These data Fig. 3B-D show that the cellular AP-1 activities were significantly re-
indicates that the TRE functions as a capsaicin-responsive element. The duced in the presence of the TRPV1-specific shRNAs in H2C1 cells that
analysis of the time scale showed that capsaicin induced a significant had been stimulated with either capsaicin, RTX, or NADA.

AP-1 activation 5h after stimulation (Fig. 1E). We selected a 24h

treatment because previous experiments addressing the activation of 3.5. Stimulation of TRPV1 ch Is triggers a rise in cytoplasmic Ca®*
AP-1 following stimulating of TRPM3 or TRPC6 channels used this time

scale. Capsaicin stimulation of HEK293 cells that did not express TRPV1 TRPV1 channels are non-selective cation channels that have a high
channels did not resulted in elevated AP-1 activity (Fig. 1F), indicating Ca®* permeability [3]. AP-1 is frequently activated in various cell types
that expression of TRPV1 channels was essential to connect capsaicin following a rise in cytoplasmic Ca®>* levels. Therefore, we assessed
stimulation with increased AP-1-regulated gene transcription. Stimu- whether stimulation of TRPV1 channels with natural and synthetic li-
lation of TRPV1 channels with capsaicin did not induce transcription gands changes the intracellular Ca>* concentration. TRPV1 expressing
from the StRE.luc reporter gene that is regulated by the bZIP tran- H2C1 cells and HEK293 cells were stimulated with either capsaicin,
scription factor Nrf2 (Fig. 1G, 1H). RTX, or NADA. Fig. 4A shows typical Fura2-ratio traces. Fig. 4B depicts
163
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gene. In addition, cells were infected with a lentivirus en-
coding a TRPV1-specific sShRNA. A lentivirus prepared with
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were serum-starved for 24h and stimulated with either
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(D) for 24 h. Cell extracts were prepared and analyzed for
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Fig. 3. Essential role
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RTX increased the intracellular Ca®* concentration in TRPV1-expres-
sing H2C1 cells, while no or only a marginal elevation of Ca?* was
measured in HEK293 cells. These results indicate that the Ca®* influx in
capsaicin or RTX-stimulated cells was mediated by TRPV1. Treatment
of HEK293 cells with NADA induced a strong Ca®*-influx which was
even stronger in H2C1 cells (Fig. 4A, B). Thus, NADA stimulation in-
creased the intracellular Ca>* concentration in a TRPV1-dependent and
TRPV1-independent manner.

3.6. Essential role of Ca®* influx in acti
TRPV1 channels

ing AP-1 following stimulation of

Next, we assessed whether the influx of Ca®* is essential to activate
AP-1 following stimulation of TRPV1 channels. Fig. 4C-E show that the
activation of AP-1 following stimulation of the cells with either cap-
saicin, RTX, or NADA was significantly reduced when the cells were
cultured in Ca®*-free medium. These data indicate that an influx of
Ca®* ions into the cells is required to connect TRPV1 stimulation with
an upregulation of AP-1-mediated gene transcription.
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phosphorylation of ERK1/2

To elucidate the signal transduction pathway connecting TRPV1
stimulation with AP-1-mediated gene transcription, we focused on the
TRPV1 ligand capsaicin. An increase in the intracellular Ca*>* con-
centration frequently activates the protein kinase ERK1/2. Therefore,
TRPV1-expressing H2C1 cells were stimulated with capsaicin and
phosphorylation of ERK1/2 was detected with a phospho-specific an-
tibody directed against ERK1/2. Fig. 5A shows that stimulation of
TRPV1 channels with capsaicin induced a rapid phosphorylation of
ERK1/2 that lasted at least 3 h.

3.8. Inhibition of the ERK1/2 signaling pathway
induced activation of AP-1 in H2C1 cells

capsaicin-

To assess whether ERK1/2 functions as a signal transducer that
connects TRPV1 channel activation with AP-1, we infected H2C1 cells
with a lentivirus encoding the collagenase promoter/luciferase reporter
gene Coll.luc. The infected cells were preincubated with PD98059, a
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compound that interferes with the phosphorylation of MAP kinase ki-
nase by Raf. Cells were stimulated with capsaicin for 24 h. Fig. 5B
shows that preincubation of the cells with PD98059 significantly atte-
nuated the activation of AP-1 in capsaicin-treated H2C1 cells. Thus, an
activation of the ERK signaling pathway is required to stimulate AP-1
following TRPV1 activation.

Phosphorylated ERK1/2 translocates to the nucleus to phosphor-
ylate nuclear gene regulatory proteins. To assess whether the signaling
cascade connecting TRPV1 channels with AP-1 requires activated
ERK1/2 in the nucleus, we expressed MAP kinase phosphatase-1 (MKP-
1) in H2C1 cells. MKP-1 catalyzes the dephosphorylation of ERK1/2
and other MAP kinases in the nucleus [38,39]. Fig. 5C shows that AP-1-
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Fig. 5. ERK1/2 as signal
TRPV1 stil with AP-1 (A) TRPV1 sti-
mulation induces the phosphorylation of ERK1/2. H2C1
cells were serum-starved for 24 h and stimulated with cap-
saicin (10 M) for the indicated time periods. Whole cell
extracts were prepared and subjected to Western blot ana-
lysis. The blots were incubated with an antibody directed
against the phosphorylated active form of ERK2. As a
loading control, an antibody detecting ERK was used. (B)
Pharmacological impairment of the ERK1/2 signaling
pathway icin/TRPV1-mediated ivati

of AP-1. H2C1 cells were infected with a recombinant len-
tivirus containing the Coll.luc reporter gene. The cells were
serum-starved for 24 h and preincubated with the com-
pound PD98059 (50 uM). Cells were stimulated with cap-
saicin (10 uM) for 24 h in the presence of PD98059. Cell
extracts were prep; and lyzed for activ-
ities. Luciferase activity was normalized to the protein
concentration. Data shown are mean +/~-SD of three in-
dependent experiments performed in quadruplicate (k*x,
P < 0.001). (C) Active nuclear ERK1/2 is required to con-
nect activated TRPV1 channels with AP-1. H2C1 cells were
infected with a lentivirus the col-
lagenase promoter/luciferase reporter gene (Coll.luc). Cells
were infected with a lentivirus encoding MKP-1. As a con-
trol, cells were infected with a lentivirus generated with the
lentiviral transfer plasmid pFUW (mock). The cells were
serum-starved for 24 h and then stimulated with capsaicin

i

-+ Cap.[10 uM]

activity was normalized to the protein concentration. Data shown are mean + /—SD of three

regulated transcription was significantly reduced in capsaicin-stimu-
lated H2C1 cells that had been infected with a MKP-1 encoding lenti-
virus. Together, these data indicate that ERK1/2 functions as signal
transducer connecting TRPV1 channels with the AP-1 transcription
factor.

3.9. Essential role of c-Jun in acti
TRPV1 channels with capsaicin

ing AP-1 following stimulation of

The AP-1 transcription factor was originally described as a hetero-
dimer of c-Jun and c-Fos [40]. Fig. 6A shows that treatment of H2C1
cells with capsaicin induced an upregulation of c-Jun expression. To

4

S
&

Fig. 6. The transcription factor c-Jun is essential to connect
TRPV1 stimulation with AP-1 activation. (A) Capsaicin sti-
mulation triggers an up lation of c-Jun in
H2C1 cells. The cells were cultured for 24h in medium
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Fig. 7. Ternary complex factors are required to link TRPV1
stimulation with AP-1 activation. (A) Capsaicin stimulation
triggers an upregulation of c-Fos expression in H2C1 cells.
The cells were cultured for 24h in medium containing
0.05% serum and then stimulated with capsaicin (10 pM) as
indicated. Nuclear extracts were prepared and subjected to
Western blot analysis using an antibody directed against c-
Fos. The antibody directed against HDAC1 was used as a
loading control. (B) Schematic representation of the mod-
ular structure of Elk-1 and the dominant-negative mutant
REST/EIk-1AC. (C) Western blot analysis of H2C1 cells in-
fected with a REST/Elk-1AC-encoding lentivirus. As a con-
trol, cells were infected with a lentivirus prepared with the
lentiviral vector pFUW (mock). Western blots were probed
with the antibody directed against the FLAG epitope. (D)
H2C1 cells were infected with a lentivirus containing the
Coll.luc reporter gene. In addition, cells were either mock-
infected or infected with a recombinant lentivirus encoding
REST/EIk-1AC. The cells were stimulated with capsaicin
(10 uM) for 24 h. Cell extracts were prepared and analyzed
for | activities. L activity was lized
to the protein concentration. Data shown are mean +/~SD
of three independent experiments performed in quad-
ruplicate (%%, P < 0.001).

+ Cap. [10 uM]

| W | S—
mock REST/
Elk-1AC

assess the role of c-Jun in the regulation of AP-1 activity by TRPV1, we
expressed a dominant-negative mutant of c-Jun, c-JunAN (Fig. 6B), in
H2C1 cells, an efficient inhibitor of c-Jun [13,33,35,41]. Fig. 6C shows
the expression of c-JunAN in H2C1 cells following infection with a re-
combinant lentivirus encoding c-JunAN. Next, the impact of c-JunAN
on capsaicin-mediated stimulation of AP-1 was assessed. Fig. 6D shows
that expression of c-JunAN attenuated AP-1-regulated gene transcrip-
tion in capsaicin-stimulated H2C1 cells, indicating that c-Jun or a c-Jun
dimerization partner is involved in the stimulation of AP-1 in H2C1
cells that had been stimulated with capsaicin.

3.10. Essential role of ternary complex factors in stimulating AP-1 in H2C1
cells expressing active TRPVI channels

The classic dimerization partner of c-Jun is c-Fos. Fig. 7A shows that
stimulation of H2C1 cells with capsaicin increased the expression level
of c-Fos. Capsaicin stimulation resulted in the generation of multiple c-
Fos immunoreactive bands, most likely due to covalent modifications of
the c-Fos protein. One of the best characterized activators of c-Fos gene
transcription are the serum response factor and the ternary complex
factors (TCFs). TCFs are transcription factors that contact DNA and also
bind to a dimer of the serum response factor (SRF), thus generating a
ternary complex. TCFs connect intracellular signaling cascades with
transcriptional activation of serum response element (SRE)-responsive
genes [42,43]. Elk-1 belongs to the ternary complex factors (TCFs) and
it has been shown that Elk-1 controls AP-1 activity, most likely via
controlling c-Fos expression [13,27,33-35,41]. We therefore assessed
whether an impairment of Elk-1 function attenuated the capsaicin-
mediated upregulation of AP-1 in H2C1 cells. We expressed a dominant-
negative mutant of Elk-1, REST/EIk-1AC (Fig. 7B) in H2C1 cells. The
mutant retained the DNA and SRF binding domains, but lacked the
activation domain of Elk-1. REST/EIk-1AC binds to the Elk-1 DNA-
cognate site and to SRF and thus blocks the access of wild-type Elk-1 to
DNA. The Elk-1 mutant was expressed in H2C1 cells that had been
infected with a REST/Elk-1AC-encoding lentivirus (Fig. 7C). Expression
of REST/EIk-1AC significantly reduced AP-1 activity in capsaicin-sti-
mulated H2C1 cells (Fig. 7D). We conclude that the signaling cascade
connecting stimulated TRPV1 channels with AP-1 requires the tran-
scription factors c-Jun and EIk-1.
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4. Discussion

Recently, we showed that stimulation of TRPM3 and TRPC6 chan-
nels triggers a signaling cascade leading to the activation of AP-1
[11-13,15]. The objective of this study was to investigate whether
stimulation of TRPV1 channels leads to an activation of AP-1 as well.
AP-1 is a dimeric transcription factor composed of bZIP proteins of the
Fos, Jun, and ATF (activating transcription factor) family of transcrip-
tion factors. Originally, AP-1 was described as a heterodimer of c-Jun
and c-Fos [40]. AP-1 is a convergence point for many intracellular
signaling cascades, regulating many biological functions, including the
regulation of proliferation, transformation, differentiation, and apop-
tosis [44]. To measure AP-1 activity in the cells, an AP-1-responsive
reporter gene was used as suggested by Karin [16] which was in-
tegrated into the chromatin to ensure that it was packed into an ordered
nucleosomal structure. The results of this study show that stimulation
with the TRPV1 ligands capsaicin or RTX activated the AP-1 tran-
scription factor in a TRPV1-dependent manner. NADA exhibited a
TRPV1-dependent and a TRPV1-independent activation of AP-1. En-
dovanilloids such as NADA are not TRPV1-specific ligands. Rather,
these compounds are promiscuous, as shown by the observation that
NADA activates CB, cannabinoid receptors and also shows TRPV1 and
CB, receptor-independent activities [45,46]. The nature of the NADA
receptor in HEK293 cells is not yet known. Experiments involving
overexpression of regulator of G protein signaling-2 (RGS2) were ne-
gative (T.M. Backes, G.Thiel, unpublished observations), indicating that
receptors coupled to the Gag protein are not involved in NADA sig-
naling.

The activation of AP-1 in TRPV1 expressing cells was not the result
of ligand toxicity as observed for cortical neurons [36,37]. Thus, neu-
rons are much more sensitive in terms of capsaicin-induced toxicity in
comparison to HEK293-derived H2C1 cells.

TRPV1 functions as a Ca®* permeable cation channel [3]. Accord-
ingly, the influx of Ca®>* into the cells and the subsequent rise in the
intracellular Ca®>* concentration has been frequently used as an in-
dicator of activated TRPV1 channels [3,5]. Ca®* imaging experiments
revealed that stimulation of H2C1 cells expressing TRPV1 channels
with either capsaicin, RTX, or NADA increased the intracellular Ca®*
concentration. While stimulation of HEK293 cells with either capsaicin
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or RTX induced no or only marginal changes in the intracellular Ca**
concentration, stimulation with NADA led to a rise in intracellular
[Ca®*];. This observation explains the TRPV1-independent activation
of AP-1 in NADA-stimulated HEK293 cells, which is most likely based
on a TRPVl-independent influx of Ca®* following stimulation of
HEK293 cells with NADA. Naturally, higher intracellular Ca>* con-
centrations were measured in H2C1 cells, based on TRPV1-dependent
and TRPV1-independent influx of Ca®*.

A rise in cytoplasmic Ca®* levels, induced by stimulating either
Gag-coupled receptors, ge or ligand-activated Ca®* channels, ac-
tivates the protein kinase ERK1/2 [13,35,47,48]. The results of this
study reveal that stimulation of TRPV1 ch Is with capsaicin also
leads to a rapid phosphorylation and activation of ERK1/2. Pharma-
cological experiments, using the compound PD98059 as a tool for a
selective inhibition of the ERK1/2 signaling pathway, clearly showed
that the activation of ERK is essential to connect TRPV1 stimulation
with AP-1 activation. Moreover, expression experiments involving the
nuclear phosph MKP-1 r led that an activated nuclear ERK is
needed for stimulation of AP-1 in H2C1 cells. MKP-1 may function as a
nuclear shut-off device that interrupts the signaling cascades initiated
by capsaicin stimulation of TRPV1 channels. Together, these data
identified ERK1/2 as the signal transducer that connects activated
TRPV1 channels with AP-1-regulated gene transcription.

AP-1 was originally described as a heterodimer of the bZIP proteins
c-Jun and c-Fos. The experiments described here showed that stimu-
lation of TRPV1 ch Is induced the expression of both of these
classical constituents of AP-1. The essential role of both proteins was
analyzed in a series of experiments. Based on expression experiments of
a dc gative of c-Jun, we identified c-Jun as an im-
portant regulator of AP-1 activity in capsaicin-treated H2C1 cells.
Likewise, capsaicin-induced activation of AP-1 was attenuated in H2C1
cells following expression of a dominant-negative mutant of Elk-1. By
this means serum resp diated stimulation of c-Fos ex-
pression was attenuated. These data confirm previous results showing
that the TCF proteins are important regulators of AP-1 [27,33-35,41].
We conclude, c-Jun and TCFs are regulators of AP-1 that are required to
connect TRPV1 stimulation with the activation of AP-1.

In summary, we present here the first study showing that stimula-
tion of TRPV1 channels with natural or plant-derived ligands activates
the transcription factor AP-1. These results indicate that TRPV1 con-
trols cellular functions via regulating gene transcription of AP-1-regu-
lated genes. Mutational analysis identified the AP-1 DNA binding site as
1 The analysis of the signaling pathway
revealed that TRPV1 ligands induced a rise in cytoplasmic Ca>* and
this Ca®* influx was essential to transduce the signal generated by
activation of TRPV1 to the cytoplasm. ERK1/2 was identified as signal
transducer within the signaling cascade connecting TRPV1 channels
with AP-1, while in the nucleus, the transcription factors c-Jun and TCF
were shown to be required for TRPV1-triggered activation of AP-1. In
sensory neurons, stimulation of TRPV1 channels has been shown to
activate calcitonin gene-related peptide expression involving the tran-
scription factor cAMP response element binding protein (CREB) [49].
Future work has to include the regulation of AP-1 by TRPV1 stimulation
in these cells, in order to identify tissue-specific delayed response genes
of AP-1.
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Some like it hot — and spicy

Chiliund der * .+

Capsaicinrezeptor TRPV1

GERALD THIEL | TOBIAS MAXIMILIAN BACKES | OLIVER G. ROSSLER

Die mit einem
griinen Pfeil
markierten Begriffe
werden im Glossar
auf Seite 251 er-
kldrt.
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Viele haben es schon einmal erlebt oder bei
Freunden gesehen: Man isst ein Gericht mit
scharfer SoBe und schon fdngt das Brennen
an; die Zunge, der Gaumen und die Lippen
brennen, der Puls steigt an. Man beginnt zu
schwitzen, es wird einem richtig heiR3, der
Kopf wird knallrot, man muss Luft holen,
und die Trdnen beginnen zu flieBen. Manch-
mal kann man gar nicht weiter essen, weil
das Essen zu scharf ist. Die Ursache dieser
Reaktion ist das Vanilloid Capsaicin (trans-
8-methyl-N-vanillyl-6-nonenamid), das in
Chili (Capsicum annuum) und in héheren
Konzentrationen in Habaneros, der Frucht
der Habanero-Pflanze (Capsicum chinense)
vorkommt (Abbildung 1a, b). Capsaicin be-
wirkt diese Verdnderungen durch Bindung
und Stimulation des Capsaicinrezeptors
TRPV1. Ein noch stdrkerer TRPV1-Aktivator
ist das Resiniferatoxin, das aus Euphorbia

resinifera gewonnen wird (Abbildung 1c, d).

Online-Ausgabe unter:
wileyonlinelibrary.com

Foto: Lars Nissen auf www.pixabay.com

er TRPV1-Kanal ist ein polymodaler Integrator ver-

schiedener chemischer und thermischer Signale, der
die Erregbarkeit von Nervenzellen, die schidliche mecha-
nische, chemische und thermische Reize detektieren
(Nozizeptoren), nach Gewebsverletzung und Entziindung
moduliert. Die Primirstruktur des Capsaicinrezeptors wur-
de 1997 durch die Methode des Expressionsklonierens
aufgeklirt [1]. Es stellte sich heraus, dass der Rezeptor zur
Familie der » TRP-(,transient receptor potential“)-Ionen-
kanalproteine gehort, so dass er in TRPV1 umbenannt
wurde. TRP-Kanile sind nicht-selektive Kationenkanile,
die alle einen dhnlichen modularen Aufbau aufweisen (Ab-
bildung 2). TRPV1 besitzt sechs Transmembrandominen,
wobei die Kanalpore von den Transmembrandominen 5
und 6 gebildet wird. Im N-terminalen Bereich finden sich
sogenannte ,Ankyrin-Repeats“, wihrend C-terminal von der
6. Transmembrandomine eine sog. ,TRP-Box* identifiziert
wurde, die es auch in anderen TRP-Kanilen gibt. Die ,An-
kyrin-Repeats“ und die TRP-Box binden Proteine wie Cal-
modulin oder Phospholipide, die die TRPV1-Kanalfunk-
tion modulieren [2].

Capsaicin aktiviert den TRPV1-Kanal, so dass Ca®*-
Ionen von auten in die Zelle stromen konnen. Interessan-
terweise ist der TRPV1-Kanal der Vogel nicht durch Cap-
saicin stimulierbar. Ein Vergleich der Primarstrukturen des
TRPV1-Proteins von Sidugetieren und Vogeln zeigt, dass
die Capsaicinbindungsstelle auf der cytoplasmatischen

© 2020 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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Schleife zwischen den Transmem-
brandominen 2 und 3 zu finden ist,
und die Aminosiuren Y511 und §512
involviert sind [3]. TRPV1 wird auch
durch erhohte Temperaturen akti-
viert, so dass Temperaturinderungen CH,
der Umgebung durch TRPV1 detek-
tiert und in sensorische Nervenim-
pulse umgewandelt werden konnen
[1]. In der englischen Sprache gibt es
fiir ,scharf“ und ,heif3“ nur das ge-
meinsame Wort ,hot“. Chili heifit
demnach ,hot chilli pepper®, wih-
rend man im Deutschen ,scharfe
Chilischoten“ dazu sagt. TRPV1 stellt
das Detektionssystem fiir beide Reize
dar, ohne dass zwischen scharf und
heif} unterschieden wird. Der Genuss
einer scharfen Chillischote 16st daher
auch ein brennendes Hitzegefiihl aus.
Die Aktivitit der TRPV1-Kanile wird
durch Protonen beeinflusst, die als
Folge von Gewebsverletzungen und
Entziindungen freigesetzt werden.
Protonen modulieren die Funktion
des TRPV1-Kanals, indem sie dessen
Sensitivitit gegentiber Hitze, Capsaicin
und Entziindungsmediatoren deut-
lich steigern [4]. Bei einem pH-Wert
von 6,3 offnet sich der Kanal schon
bei einer Temperatur von 35° C, bei
der er normalerweise geschlossen wire. Die Protonen wir-
ken auf den extrazelluliren Teil des TRPV1-Kanals. Die
Analyse verschiedener TRPV1-Mutanten zeigte, dass die
Protonensensitivitit zwischen den Transmembrandomi-
nen 5 und 6 lokalisiert ist. Die Aminosaure E600 ist fiir die
Protonen-induzierte Sensitivierung notwendig. Die TRPV1-
Aktivitit wird auch durch verschiedene Toxine von Spin-
nen, Tausendfiiflern, Skorpionen und Schnecken akti-
viert. Das Toxin der Vogelspinne Ornithoctonus huwena
(double-knot toxin, DKTX) bindet an die Pore des TRPV1-
Kanals und arretiert diesen irreversibel in der offenen
Konfiguration [5]. Ein Biss der Spinne ist normalerweise
nicht todlich, induziert jedoch einen starken Schmerzreiz
und eine Entziindung, d. h. Folgen, die sehr gut mit einer
Aktivierung des TRPV1-Kanals korrelieren. Endogene
TRPV-1-Liganden sind Lipide wie N-Arachidonylethanola-
min, N-Arachidonoyldopamin, N-Oleoyldopamin und das
Leukotrien B4 [2]. Diese Verbindungen sind jedoch nicht
TRPV1-spezifisch. Die Wirkungsweise der endogenen Li-
ganden ist, wie bei vielen anderen TRP-Kanilen, nicht im
Detail bekannt.

Capsaicin

a)

Signaltransduktion von TRPV1
Die Stimulation der TRP-Kanalproteine 16st eine intra-
zellulire Signalkaskade aus, die letzlich zu einer Anderung

© 2020 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

Resiniferatoxin (RTX)

ABB. 1 | AKTIVATOREN DES TRPV1-KANALS

Friichte von Capsicum annuum
und Capsicum chinense

OH

by M

Euphorbia resinifera

OH

Chemische Struktur von Capsaicin und Resiniferatoxin, die aus den Pflanzen Capsicum annuum und
Euphorbia resinifera isoliert wurden. Foto 1d: F. Vincentz, CC BY-SA 3.0.

IN KURZE

- Die TRP-(,transient receptor potential“)-Kanalproteine
sind nicht-selektive Kationenkanile, die viele verschie-
dene biologische Funktionen wahrnehmen, wie beispiels-
weise die Thermo- und Osmoregulation, die Geruchs-
wahrnehmung, die Neurotransmission und die Genregu-
lation.

- Der Capsaicin-Rezeptor TRPV1 ist der Rezeptor fiir die
Chilisubstanz Capsaicin, die nach Verzehr von Chili das
Gefiihl von Brennen und Schdrfe vermittelt.

- Der TRPV1-Kanal wird auch durch Hitze, Protonen und
verschiedene Toxine von Tieren aktiviert und stellt daher
einen polymodalen Sensor fiir unterschiedliche schadli-
che Reize dar.

- Die Aktivierung des TRPV1-Kanals induziert eine intra-
zelluldre Signalkaskade, die zur Aktivierung der Trans-
kriptionsfaktoren NFAT, AP-1 und CREB fiihrt.

~ Der TRPV1-Kanal wird in sensorischen Nervenzellen
exprimiert und dient als Sensor fiir schadliche chemi-
sche oder thermische Stimuli, die in Nervenimpulse
umgewandelt werden und zur Empfindung von Schmerz
fihren.

- Medizinisch kann eine pharmakologische Beeinflussung
der TRPV1-Aktivitdt dazu benutzt werden, Schmerzen zu
lindern.

www.biuz.de 4/2020 (50) | Biol. Unserer Zeit | 247
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ABB. 2
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MODULARE STRUKTUR DES CAPSAICINREZEPTORS TRPV1

Ankyrin

7

Capsaucm

\

Calmodulin,
Phospholipide

Repeats
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TRPV1 besitzt sechs Transmembrandoménen. Die Pore befindet sich zwischen
der 5. und 6. Transmembrandomaéne. Capsaicin bindet als lipophiles Molekiil
an eine intrazellulire Bindungsstelle des TRPV1-Kanals. Protonen beeinflussen
die TRPV1-Aktivitit durch Interaktion mit extrazelluliren Bindungsstellen
zwischen der 5. und 6. Transmembrandomaéne. Das Vogelspinnengift DkTx
bindet an die lonenpore und verandert irreversibel die Konformation des
Kanals.
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der Genexpression fiihrt [6]. TRPV1-Kanile besitzen cine
hohe Permeabilitit fiir Ca?*-Ionen und dienen als Ca®*-
permeable Kationenkanile [1, 2]. Die Stimulation des
TRPV1-Kanals fithrt zu einem Einstrom von Ca?*Ionen in
die Zelle. Die nachfolgende Erhohung der intrazelluliren
Ca?*-lonenkonzentration fiihrt zur Aktivierung der Pro-
teinkinase C, der Ca?*/Calmodulin-abhingigen Proteinki-
nase und der ,extracellular signal-regulated protein kinase“
ERK1/2. Die Ca?**/Calmodulin-abhiingige Proteinkinase
CaMKIV und die Mitogen-aktivierten Proteinkinasen kon-
nen in den Zellkern translozieren und genregulatorische
Proteine phosphorylieren und aktivieren. Als Folge wird
das zellulire Expressionsmuster verindert. Abbildung 3
zeigt, dass die Stimulation des TRPV1-Kanals in sensori-
schen Nervenzellen die Aktivierung des Transkriptionsfak-
tors CREB induziert. CREB kann direkt iiber CaMKIV, und
indirekt iiber die Proteinkinase ERK1/2 aktiviert werden.
CREB bindet an die regulatorische Region des Calcitonin-
gens und bewirkt eine verstirkte Expression des » ,Calci-
tonin Gene-Related Peptide“ (CGRP) [7], eines Neuropep-
tids, das als starker Vasodilator wirkt und mit einem
Schmerzempfinden Korreliert ist. Die Stimulation des

www.biuz.de

TRPV1-Kanals aktiviert, vermittelt durch die Aktivierung
und Kerntranslokation der Proteinkinase ERK1/2, die
Transkriptionsfaktoren c-Jun and c-Fos, die zusammen den
AP-1-Transkriptionsfaktorkomplex bilden [8]. Die Erho-
hung der intrazelluliren Ca?*-Konzentration nach Stimula-
tion der TRPV1-Kanalproteine aktiviert dariiber hinaus die
Ca?*/Calmodulin-abhiingige Phosphatase Calcineurin, die
im Cytoplasma den Transkriptionsfaktor NFAT dephos-
phoryliert. Das dephosphorylierte NFAT-Protein translo-
ziert anschlieRend in den Zellkern und aktiviert NFAT-
responsive Gene.

Biologische Funktionen von TRPV1
TRPV1-Kanile werden im peripheren Nervensystem in
sensorischen Nervenzellen exprimiert. AuSerhalb des Ner-
vensystems findet man TRPV1-Kanile in der Niere und im
Gastrointestinaltrakt. TRPV1 spielt in primiren sensorischen
Nervenzellen die Rolle eines Thermosensors, der durch
erhohte Temperatur (Aktivierungsschwelle > 42 °C) akti-
viert wird [1]. TRPV1-Kanile wandeln daher den Tempe-
raturanstieg in sensorische Nervenimpulse um. Die Akti-
vierungsschwelle des TRPV1-Kanals kann nach Gewebsver-
letzungen oder Entziindungen deutlich gesenkt werden.
TRPV1-Kanile sind daher bei dem Schmerzempfinden
nach Gewebsentziindungen involviert, bei der Tempera-
turen unter 42 °C ein Schmerzempfinden auslosen kon-
nen. Capsaicin-sensitive sensorische Nervenzellen sind
pseudounipolare Nervenzellen, deren Perikaryen (Zellkor-
per) sich in den Ganglien befinden und deren Axon sich
in zwei Aste aufteilt. Das periphere Axon innerviert u.a.
die Haut und die Muskeln, und erhilt von dort stimulie-
rende Reize. Das zentrale Axon verbindet sensorische
Nervenzellen mit dem Riickenmark und stellt dadurch die
Verbindung zum Zentralnervensystem her (Abbildung 4).
Bei chronischen Schmerzen bewirkt die Aktivierung der
TRPV1-Kanalproteine in den » nozizeptiven sensorischen
Nervenzellen die Sekretion des Neurotransmitters Gluta-
mat von den Synapsen des zentralen Axons und proin-
flammatorischer Neuropeptide wie » ,Substance P“ und
,Calcitonin Gene-Related Peptide“ (CGRP) von den Syn-
apsen der peripheren Axone. Die Glutamat-induzierten
Aktionspotentiale werden in hoheren Gehirnarealen als
brennender Schmerz wahrgenommen, der von einer Uber-
empfindlichkeit gegeniiber hoheren Temperaturen beglei-
tet sein kann. Die Neuropeptide ,Substance P“ und ,Calci-
tonin Gene-Related Peptide“ 16sen eine biochemische Kas-
kade aus, die durch die Aktivierung des unspezifischen
Immunsystems zu einer » neurogenen Entziindung fihrt.
TRPV1 spielt eine wichtige Rolle bei einer Schmerzhyper-
sensitivitit, die man bei chronischen Schmerzpatienten
findet [9, 10]. Auch im Gastrointestinaltrakt ist die Stimu-
lation der TRPV-Kanile mit einer Schmerzwahrnehmung
verbunden, die von einer Entziindung begleitet wird [11].
Experimente mit TRPV1-Antagonisten zeigen, dass die
TRPV1-Kanalproteine fiir die Aufrechterhaltung der Kor-
pertemperatur wichtig sind. Neuere Untersuchungen mit

© 2020 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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transgenen Miusen ergaben, dass zu-
satzlich zu TRPV1 die TRP-Kanalpro-
teine TRPM3 und TRPA1 fiir die
Schmerzwahrnehmung notwendig
sind [12].

Capsaicin und sein Rezeptor

in der Schmerztherapie
Die Tatsache, dass die TRPV1-Stimu-
lation in sensorischen Nervenzellen
zur Empfindung von Schmerz fithren
kann, ist die Grundlage fiir das Kon-
zept, die TRPVI1-Aktivitit medika-
mentos zu beeinflussen, um Schmer-
zen zu lindern [13, 14]. Die ersten
Versuche mit Miusen zeigten, dass
Inhibitoren des TRPV1-Kanals eine
Schmerziiberempfindlichkeit (Hyper-
algesie) als Folge einer Entziindung
oder Neuropathie reduzieren kon-
nen. Diese Daten bestitigten die Ver-
bindung zwischen TRPV1-Aktivie-
rung und der Schmerzwahrnehmung.
Die Verabreichung von TRPV1-Inhibi-
toren hatte jedoch einige Nebenwir-
kungen, z.B. eine unphysiologische
Uberwirmung des Korpers (Hyper-
thermie). Ebenso unerwiinscht war
der Verlust des Warme/Hitze-Gefiihls,
der zu Verbrennungen fiihren kann.
Neue TRPV1-Inhibitoren wurden da-
raufhin generiert und getestet, um
die hyperthermische Wirkung von
TRPV1 von der schmerzlindernden
(analgetischen) Wirkung zu trennen.
In Tierversuchen wurde gezeigt, dass
diese TRPV1-Inhibitoren tatsichlich
eine erwiinschte analgetische Wir-
kung zeigten, ohne die hyperthermi-
schen Nebenwirkungen auszuldsen.

Eine der ersten Beobachtungen
zur Funktion des TRPV1-Kanals be-
stand darin, dass Capsaicin als exzita-
torisches (erregendes) Neurotoxin
wirken kann, welches TRPV1-expri-
mierende Nervenzellen ab einer ge-
wissen Konzentration desensitiviert
oder sogar abtotet [1]. Diese Eigen-
schaft von Capsaicin kann therapeu-
tisch eingesetzt werden [15]. Capsai-
cin bewirkt zuerst eine neuronale
Erregung, auf die eine lingere Refrak-

tirperiode folgt. Wihrend dieser Zeit reagieren die vorher
erregten Nervenzellen nicht mehr auf schidliche mecha-
nische, thermische oder chemische Reize. Dieser Vorgang
wird als ,Capsaicin-Desensitivierung bezeichnet. Die

© 2020 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

ABB. 3 ‘ TRPV1-INDUZIERTE SIGNALKASKADE
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Die Stimulation des TRPV1 Kanals bewirkt einen Einstrom von Ca2*-lonen in die Zelle, die daraufhin
Ca?*- und Calmodulin-abhéngige Proteinkinasen (CaM-Kinasen) und die Ca?*- und Calmodulin-
abhéngige Phosphatase Calcineurin aktivieren. Die Ca?*- und Calmodulin-abhéngigen Protein-
kinasen (CaMK) phosphorylieren den Transkriptionsfaktor CREB, der daraufhin die Transkrlptlon
solcher Gene stimuliert, die ein ,,cAMP response element* (CRE) in ihren regulatorischen R

besitzen. Dies trifft beispielsweise fiir das Gen zu, das fiir das ,,Calcitonin Gene-Related Peptide
(CGRP) kodiert. Die Proteinphosphatase Calcineurin katalysiert die Dephosphorylierung des Trans-
kriptionsfaktors NFAT, der in der dephosphorylierten Form in den Zellkern transloziert und die
Transkription NFAT-regulierter Gene fordert. Der Einstrom von Ca?*-lonen durch den TRPV1-Kanal
aktiviert die Ca?*- und Lipid-abhangige Proteinkinase C, die iiber die Aktivierung der Proteinkina-
sen Raf und MEK1/2 eine Aktivierung der ,extracellular signal lated protein ki “ (ERK1/2)
auslost. ERK1/2 transloziert in den Zellkern und aktiviert die Transkriptionsfaktoren c-Fos und
c-Jun, die zusammen den AP-1-Transkriptionsfaktor bilden.

zeitlich begrenzte Inaktivierung bzw. der Verlust TRPV1-
exprimierender sensorischer Nervenzellen unterbricht die
Signalweiterleitung und somit die Ubertragung der
,Schmerz“Information zum Gehirn. Capsaicin-enthalten-
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ABB. 4 | BIOLOGISCHE FUNKTIONEN VON TRPV1
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TRPV1-exprimierende sensorische Ner llen (Nozizeptoren) induzieren

Schmerz und lésen eine neurogene Entziindung aus. Primére sensorische
Nervenzellen sind pseudounipolare Nervenzellen des peripheren Nervensys-
tems, deren Perikaryen in den Ganglien lokalisiert sind. Die Nervenzellen
werden durch schidliche (mechanische, chemische oder thermische) Stimuli
aktiviert, die von Nozisensoren detektiert werden. Die TRPV1-Kanile fungie-
ren als Nozisensoren, um schiadlichen Reize zu detektieren. Die Reize werden
in Nervenimpulse iibersetzt, die iiber Neurone des Riickenmarks das Gehirn
erreichen und als Schmerz wahrgenommen werden. Inflammatorische Pep-
tide wie Sustance P und CGRP werden von den Synapsen der peripheren
Axone freigesetzt und aktivieren Zellen des Inmunsystems (Makrophagen,
Mastzellen, neutrophile Granulozyten). Diese Zellen sezernieren eine ganze
Reihe von Inmunmediatoren (auch als ,.inflammatory soup* bezeichnet), die
letztlich eine neurogene Entziindung auslosen. Die Tatsache, dass Capsaicin

hl eine Schmer pfindung induziert als auch eine neurogene Entziin-
dung auslésen kann, zeigt, dass der TRPV1-Kanal bei beiden Reaktionen eine
zentrale Rolle einnimmt.

de Medikamente, Cremes oder Pflaster kommen daher bei
chronischen Schmerzpatienten zur Anwendung, die z. B.
an einer » diabetischen Neuropathie, einer » HIV-Polyn-
europathie oder einer » Post-Zoster-Neuralgie leiden.
Capsaicin-haltige ,Wirmepflaster“ helfen bei Zerrungen
oder Rheuma. Injektionen von Resiniferatoxin wurden
bei Krebspatienten als ,molekulares Skalpel“ eingesetzt,
um eine andauernde Schmerzlinderung (Analgesia) zu er-
zielen. Die selektive Abtétung TRPV1-exprimierender Ner-
venzellen ist als ,molekulare Neurochirurgie® beschrieben
worden.

Warum lieben wir Scharfes?
Die Capsicum annuum-Pflanzen synthetisieren Capsaicin
als Schutzmanahme, um Siugetiere davon abzuhalten,
ihre Friichte zu fressen. Nur Vogel, deren TRPV1-Kanal
nicht durch Capsaicin stimuliert wird, konnen Capsaicin-
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haltige Friichte zu sich nehmen und sorgen damit fiir die
Verbreitung der Samen. Vogelfutter wird in einigen Lin-
dern mit Capsaicin versetzt, um zu verhindern, dass Eich-
hornchen davon fressen. Capsaicin ist auch der Hauptbe-
standteil des Pfeffersprays, das damit kein Pfeffer-, son-
dern ein Capsaicinspray ist. Das Bundesinstitut fiir
Risikobewertung betrachtet in einer Stellungnahme vom
18.11.2011 die Exposition von maximal 5 mg Capsaicin/
kg Korpergewicht fiir Erwachsene als akzeptabel. Die Auf-
nahme hoherer Konzentrationen von Capsaicin kann
ernsthafte gesundheitliche Beeintrichtigungen zur Folge
haben wie beispielsweise Erbrechen, Bluthochdruck und
Ubelkeit. Die Frage ist: Warum wiirzen Menschen in vie-
len Lindern, insbesondere in Mexiko, Indien und Thailand
seit vielen hundert Jahren ihre Nahrung mit Capsaicin-
haltigen Saucen? Urspriinglich stammt die scharfe Paprika
aus Mittel- und Stidamerika und wurde erst im 16. Jahr-
hundert nach Europa und spiter nach Asien gebracht.
Heute konsumieren viele Millionen Menschen tiglich
Capsaicin-haltige Paprika oder dhnliche Speisen.

Es gibt zu dieser Frage verschiedene Antworten, die
mehr oder weniger schliissig sind. Diese Hypthesen postu-
lieren u. a. einen antimikrobiellen, konservierenden Effekt
von Capsaicin, einen moglicherweise kiihlenden Effekt
von Capsaicin-haltigen Speisen oder eine Freisetzung von
Endorphinen im Gehirn nach dem Genuss von Chilischo-
ten, die ein Wohlgefiihl auslosen. Letztlich sind alle Erkli-
rungen mehr oder weniger unlogisch. Der Verzehr Cap-
saicin-haltiger Gerichte stellt unseres Erachtens eher ein
kulturelles Phinomen dar, nach dem sich in einigen Lin-
dern Capsaicin-haltige Saucen als ein bevorzugter Ge-
schmack etabliert haben. Der Verzehr Capsaicin-enthalten-
der Speisen bewirkt einen gewiinschten dosierten Schmerz
(ein ,schones“ Brennen im Mund), der von vielen Men-
schen als angenehm empfunden wird. Ebenso lieben viele
Menschen in Japan das leichte Kribbeln im Mundraum,
wenn sie Kugelfisch (Fugo) essen, der das Neurotoxin
Tetrodotoxin enthilt.

Zusammenfassung

Seit hunderten von Jahren essen die Menschen scharfe
Chilischoten, obwohl diese das Toxin Capsaicin enthalten.
Diese Substanz bindet und aktiviert den TRPV1-Kationenka-
nal, der vor allem in sensorischen Nervenzellen exprimiert
wird. Zusdtzlich wird der TRPV1-Kanal durch Hitze, Proto-
nen und verschiedene Toxine von Tieren aktiviert. Er dient
daher als ein polymodaler Nozisensor fiir unterschiedliche
schddliche Reize. Dafiir wandelt er schddliche chemische
oder thermische Stimuli in Nervenimpulse um. Die Blockade
des TRPV1-Kanals kann daher die Schmerzwahrnehmung
vermindern bzw. unterbinden. Die Uberaktivierung des
TRPV1-Kanals kann das schmerzdetektierende System fiir
eine Zeitlang unterbrechen bzw. bei héherer Konzentration
des TRPV1-Aktivators die sensorischen Nervenzellen zersté-
ren. Eine iiberzeugende Erkidrung fiir die Vorliebe vieler
Menschen fiir scharfe SoRen gibt es bisher nicht.

© 2020 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA
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Summary

Some like it hot - and spicy: Chili and the

capsaicin receptor TRPV1
Since many hundred years, many people like to eat chili pep-
per containing the pungent ingredient capsaicin that is re-
sponsible for making the food hot and spicy. Capsaicin ac-
tivates transient receptor potential TRPV1 channels that are
predominantly expressed in sensory neurons involved in
pain sensation. TRPV1 is a noxious heat sensor and can also

GLOSSAR

CGRP: Das , Calcitonin Gene-Related Peptide* ist ein Neuro-
peptid von 37 Aminosduren, das als starker Vasodilator zur
Erweiterung der BlutgefdBe fiihrt. CGRP wird hauptsdchlich
von sensorischen Nervenendigungen freigesetzt und ist ein
Bestandteil der Schmerzsensorik des Kérpers. Seit kurzem
wird ein Antikérper gegen CGRP eingesetzt, um die Schmerz-
attacken bei Migrdnepatienten zu reduzieren.

Diabetische Neuropathie: Nervenschdden aufgrund einer
Diabetes mellitus-Erkrankung.

HIV-Polyneuropathie: Neurologische Erkrankung aufgrund
einer HIV-Infektion.

Neuralgie: Neuropathischer Schmerz, brennend, stechend,
oder dumpf, der durch eine Reizung oder Schadigung von
Nervenzellen ausgelost wird.

Neurogene Entziindung: Eine Entziindung, die auf der loka-
len Freisetzung der Entziindungsmediatoren CGRP und Subs-
tance P beruht.

Nozizeption: Wahrnehmung von Schmerzen.

Nozizeptoren: Nervenzellen zur Detektion von gefdhrlichen
mechanischen, chemischen und thermischen Reizen. Spezia-
lisierte sensorische Nervenzellen des Riickenmarks detektieren
diese Reize und wandeln sie in Nervenimpulse um, die iiber
das Riickenmark zum Zentralnervensystem geleitet werden.
Dort werden die Reize als ,Schmerz* wahrgenommen.

Post-Zoster-Neuralgie: Starke, anhaltende Nervenschmer-
zen als Folge einer Girtelrose. Die Nervenzellen sind mit dem
Varizella-Zoster-Virus infiziert.

Substance P: Ein Neuropeptid aus elf Aminosduren, das den
Neurokinin-1-Rezeptor aktiviert. Die Hemmung dieses Re-
zeptors konnte bei Nagetieren die nozizeptiven Antworten
nach Nervenverletzungen oder Entziindungen unterdriicken.
Antagonisten des Neurokinin-1-Rezeptors werden als poten-
tiell schmerzlindernde Medikamente diskutiert. Bereits zuge-
lassen sind Neurokinin-1-Rezeptor-Antagonisten als Antie-
metikum, d. h. sie vermindern die akute und verzégerte
Ubelkeit und das Erbrechen nach einer Chemotherapie.

TRP: TRP-(, Transient receptor potential“)-Kanalproteine
sind nicht-selektive Kationenkandile, die einen Ghnlichen
moduldren Aufbau besitzen, jedoch geringe Homologie
untereinander aufweisen. Beim Menschen gibt es 28 TRP-
Kanalproteine, die entweder selektiv fiir Ca2+- und Na+-
lonen oder fiir eines dieser lonen sind. Viele verschiedene
biologische Funktionen werden durch TRP-Kandile reguliert,
beispielsweise die Thermo- und Osmoregulation, die Geruchs-
wahrmehmung, die Neurotransmission und die Genregulation.
Einige TRP-Kandle reagieren auf eine erhohte oder erniedrigte
Temperatur und werden deshalb als Thermo-TRPs bezeichnet.

© 2020 Wiley-VCH Verlag GmbH & Co. KGaA

be activated by protons and several animal toxins. Thus,
TRPV1 is a polymodal sensor of multiple noxious stimuli
that cause pain. TRPV1 functions as a nocisensor that de-
tects chemical and thermal stimuli and transduces this
stimulation into sensory nerve impulses which leads to the
perception of pain. Inhibition of TRPV1 reduces or abolishes
pain sensation. A strong activation of TRPV1 induces a
long-lasting refractory period of the pain-detecting system
(desensitization) and may even lead to an irreversible loss
of TRPV1-expressing sensory neurons. It still remains un-
clear why many people love hot and spicy food, accompa-
nied by a burning sensation in the mouth.

Schlagworte
TRPV1, Schmerzdetektion, sensorische Nervenzellen, Chili
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Chemical compounds studied in this article:
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A hallmark of diabetes mellitus is the inability of pancreatic B-cells to secrete sufficient amounts of insulin for
maintaining normoglycemia. The formation of smaller islets may underlie the development of a diabetic phe-
notype, as a decreased B-cell mass will produce an insufficient amount of insulin. For a pharmacological in-
tervention it is crucial to identify the proteins determining B-cell mass. Here, we identified the ternary complex
factor (TCF) Elk-1 as a regulator of the size of pancreatic islets. Elk-1 mediates, together with a dimer of the
serum-response factor (SRF), serum response element-regulated gene transcription. Elk-1 is activated in glucose-
treated pancreatic B-cells but the biological functions of this protein in B-cells are so far unknown. Elk-1 and

Keywords: homologous TCF proteins are exp: d in islets and i cells. Gene targeting experiments revealed that
Islet size the TCF proteins show redundant activities. To solve the problem of functional redundancy of these h 1
Glucose tolerance proteins, we generated conditional tr ic mice exp domi gative mutant of Elk-1 in pan-

Elk-1, morphometry, caspase-3 creatic B-cells. The mutant competes with the wild-type TCFs for DNA and SRF-binding. Expression of the Elk-1
mutant in pancreatic -cells resulted in the generation of significantly smaller islets and increased caspase-3
activity, indicating that apoptosis was r ible for the reduction of the pancreatic islet size. Glucose tolerance
tests led that ic mice expressing the d gative mutant of Elk-1 in pancreatic B-cells dis-
played impaired glucose tolerance. Thus, we show here for the first time that TCF controls important functions of
pancreatic B-cells in vivo. Elk-1 may be idered as a new therapeutic target for the treatment of diabetes.

1. Introduction phenotype are interdependent. An expansion of B-cell mass is, in contrast, a

cellular adaption to maintain glycemic control via increased insulin bio-

Diabetes mellitus is a heterologous disease influenced by genetic and
environmental factors. An impairment of the major B-cell function, the

synthesis and secretion. A pharmacological-induced increase in p-cell mass
should increase insulin biosynthesis and secretion and, thus, counteracts the

biosynthesis and secretion of insulin contributes to the pathc is of this
disease. An inadequate mass of B-cells is one determinant underlying the
development of a diabetic phenotype, because a reduced number of B-cells
secrete insufficient amounts of insulin. Autopsy studies revealed that type 2
patients have a significant reduction in B-cell mass [1]. Likewise, an analysis
of Japanese type II diabetic patients showed a significant reduction of total
B-cell mass [2]. A recent study addressing the transcriptome profile of
human pancreatic islets reported that three out of four type 2 diabetes
mellitus patients analyzed in the study had decreased B-cell mass and sig-
nificantly lower insulin mRNA levels [3]. These observations suggest that
the formation of smaller islets and the development of the diabetic

develop of glucose intolerance. Therefore, the proteins regulating the
proper size of pancreatic islets have to be identified in order to use them as
possible therapeutic targets.

Here, we identified the transcription factor Elk-1 as a regulator of
pancreatic islet size. Elk-1 interacts with DNA and forms together with a
dimer of the serum response factor a ternary complex that binds to the
serum-response element and activates transcription of those genes that
contain SREs in their regulatory regions [4,5]. Elk-1 is also involved in
the regulation of transcription via the transcription factor AP-1 and its
binding site, the TPA-response element (TRE) [6-11]. Elk-1 is a major

nuclear substrate for the MAP kinases extracellular signal-regulated

Abbreviations: Dox, doxycycline; SRE, serum SRF, serum r

factor; TCF, ternary complex factor; rtTA, reverse tetracycline transactivator
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protein kinase (ERK1/2), p38 and c-Jun N-terminal protein kinase
(JNK) [12,13]. Phosphorylation of Elk-1 by the MAP kinases connects
stimulus-induced MAP kinase activation with gene transcription. In
particular, phosphorylation of serine residues S383 and S389 is im-
portant for stimulus-transcription coupling. Mutation of these serine
residues to alanine reduces SRE-dependent gene transcription [14].

The biological functions proposed to be regulated by Elk-1 include
the regulation of proliferation of different cell types, the growth of
prostate cancer cells, the development of thymocytes, and the regula-
tion of cell migration [15-19]. Elk-1 target genes include SRE and TRE-
containing genes, but an analysis of the Elk-1 target gene network re-
vealed that Elk-1 broadly effects transcription by regulating core
components of the gene regulatory machinery [20].

It has been described that Elk-1 is rapidly phosphorylated in MING6 in-
sulinoma cells that had been stimulated with either epidermal growth
factor, glucose or KCl. However, these experiments did not analyze en-
dogenous Elk-1 but rather Elk-1 expressed from a transfected expression
vector [21]. Previously, we have studied the stimulus-induced biosynthesis
of the transcription factor Egr-1 in insulinoma cells. Egr-1 is encoded by an
immediate-early gene that is mainly regulated by multiple SRE motifs. Our
data showed that glucose, tolbutamide, KCl, or pregnenolone sulfate-in-
duced upregulation of Egr-1 biosynthesis can be blocked by the expression
of a dominant-negative mutant of Elk-1 [22,23]. These data indicate that
Elk-1 plays a role in controlling immediate-early gene transcription in in-
sulinoma cells. However, no data have so far been published describing the
biological function of Elk-1 in pancreatic p-cells. The use of Elk-1-deficient
mice to address this point is problematic, as compensatory activities by the
Elk-1-related proteins SAP-1 und SAP-2 are likely to occur [24]. Therefore,
we have generated a new mouse model that allows the doxycycline-de-
pendent expression of a dominant-negative mutant of Elk-1 specifically in
pancreatic f-cells of transgenic mice. The analysis of this mouse model re-
vealed that the animals had significant smaller islets and increased caspase-
3/7 activities, suggesting that apoptosis was responsible for the reduction of
the islet size. Moreover, transgenic mice expressing the dominant-negative
mutant of Elk-1 displayed impaired glucose tolerance. Together, our data
show that TCFs are important regulators of p-cell function and may be
considered as a new target for pharmacological intervention.

2. Materials and methods
2.1. Cell culture

The rat insulinoma cell line INS-1 832/13 was a kind gift of Hindrik
Mulder, Lund University, Sweden, with the permission of Hans-Ewald
Hohmeier and Christopher Newgard, Duke University, USA [25]. INS-1AB-
Raf:ER cells have been described [6]. INS-1 832/13 and INS-1AB-Raf:ER
cells were cultured and stimulated as described [22,26,27]. Both cell lines
have been authenticated recently [27]. To stimulate NF-«B in insulinoma
cells, we added interleukin-1B (PeproTech, Rocky Hills, USA, No. 200-
01B#, final concentration 10 ng/mL, dissolved in phosphate-buffered saline
supplemented with 0.1 % BSA) to the culture medium.

2.2. Lentiviral gene transfer and reporter assays

The lentiviral transfer vector pFUW-REST/Elk-1AC has been de-
scribed elsewhere [28]. The lentiviral reporter plasmids pFWEgr1.2.luc
and pFW-HIVLTR.luc, used to measure Elk-1 and NF-xB activity, re-
spectively, have been described [29-31]. Infection of INS-1 832/13 and
INS-1AB-Raf:ER cells with recombinant lentiviruses were performed as
described [22,26,27].

2.3. RT-PCR
Total RNA was isolated from insulinoma cells and pancreatic islets

and reversely transcribed. The PCR reaction was performed with Taq
DNA Polymerase (# MO0267S, New England Biolabs, Frankfurt,
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Germany, 1 U) using the following primers: Elk-1, 5°- CTCGGGCCTCT
ATTCTACTT-3" and 5°-GCCTCTGGTGGGGTTAGGATA-3°, SAP-1, 5™-
ATGGACCCACTGACGGTAGG-3" and 5°-CTGCTAGTTTTTCCGCTGGAT-
3’, SAP-2, 5"- AGAGTGCAATCACGCTGTGG-3", and 5-GCCCGATCAC
TTTCTTGATGATG-3’, and SRF, 5°— CCAGGTGTCGGAATCTGACAG-3"
and 5-GCTGACTTGCATGGTGGTAGA-3". Primers specific for GAPDH
(5"-TTGTGATGGGTGTGAACCAC-3" and 5°- GTCTTCTGGGTGGCAGTG
ATG-3") were used as a loading control. To detect REST/EIk-1AC ex-
pression in double transgenic RIP-rtTA/[tetO];REST/Elk-1AC mice, the
primer pair 5~ CGATTACAAGGATGACGATGA-3" and 5°-TGCCATTTA
CTTCCCCAGTTA -3” was used. The PCR products were separated by
agarose gel electrophoresis and visualized with ethidium bromide.

2.4. Western blot analyses

Western blots were performed using antibodies directed against Egr-
1 (Santa Cruz, Heidelberg, Germany, # sc-189) and c-Fos (Cell
Signaling Technology, Frankfurt am Main, Germany, # 2250). As a
loading control, an antibody directed against HDAC1 (Santa Cruz,
Heidelberg, Germany, # sc-81598) was used. An antibody against the
FLAG epitope was purchased from Sigma-Aldrich, Taufkirchen,
Germany (# F1804). Immunoreactive bands were detected via en-
hanced chemiluminescence as described [23,32]. Uncropped images of
the original Western blots are shown as supplementary file.

2.5. Generation of double transgenic RIP-rtTA/[tetO] ,REST/Elk-1AC mice

The generation of single transgenic [tetO];REST/EIk-1AC mice has
previously been described [33]. The transgenic mouse line [te-
tO],REST/Elk-1AC #1 was crossed with RIP-rtTA mice, generating
double-transgenic RIP-rtTA/[tetO],REST/EIk-1A mice. RIP-rtTA mice
expressing the reverse tetracycline transactivator (rtTA) under the
control of 9.5 kb of the 5"-regulatory region of the rat insulin II gene
[34] were obtained from Mehboob A. Hussain, Johns Hopkins Uni-
versity, Baltimore, USA. Transgenic RIP-rtTA/[tetO];REST/Elk-1AC
mice and their control littermates received doxycycline (Sigma, 1 mg/
mL) in 0.8 % sucrose ad libitum in the drinking water or 0.8 % sucrose
(control) for 8-12 weeks after birth and were then used for the ex-
periments. Mice were housed in a specific pathogen-free barrier facility,
maintained on a 12-h light/dark cycle. The animals had free access to
tap water and standard pellet food (Altromin, Lage, Germany). The
experiments were conducted in accordance with the German legislation
on protection of animals and the NIH Guidelines for the Care and Use of
Laboratory Animals (NIH Publication #85—23 Rev. 1985), and were
approved by the local governmental animal protection committee.

2.6. Isolation of pancreatic islets
Pancreatic islets were isolated as described [35].
2.7. Immunohistochemistry and X-GAL histochemistry

Immunohistochemistry and X-GAL histochemistry were performed
as described [35]. We used an antibody directed against cleaved cas-
pase-3 (Cell Signaling, Frankfurt am Main, Germany, #9661) to detect
active caspase-3.

2.8. Glucose tolerance test

Mice that were fasted for 6 h (drinking water was continuously acces-
sible) were used for intraperitoneal glucose tolerance tests (IPGTT). The
mice had been injected with 2 g glucose per kg of body weight, at the start
of the measurements. The blood samples were collected from the caudal
vein at the indicated time points and the glucose concentrations were de-
termined using a glucometer (Accu-Chek Aviva; Roche Diagnostics
Deutschland GmbH, Mannheim, Germany).
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2.9. Caspase-3/7-Activity

Caspase 3/7 activities of infected INS-1 832/13 cells were measured
using the Caspase-Glo assay kit (Promega, Mannheim, Germany, #
88,091) as described [32,35,36].

2.10. Morphometry

Quantitative evaluation of the B-cell size was performed as described
[35]. In brief, hematoxylin-stained sections from all parts of the pancreas
were examined using a BZ-8000 microscope (Keyence, Osaka, Japan). Areas
of pancreatic islets inside the pancreatic tissue were measured.

2.11. Statistics

Statistical calculations were performed using Microsoft Excel.
Statistical analyses were done by using the two-tailed Student’s t-test.
Data shown are means + /- SD or + /- SEM, as indicated, from at least
three independent experiments. Statistical probability is expressed as
*P < 0.05, ¥kP < 0.01, and x**P < 0.001. Values were considered
significant when P < 0.05.

3. Results
3.1. Expression of TCF and SRF proteins in pancreatic islets and insulinoma cells

The SRF dimer binds to the consensus sequence CC[A/T]¢GG (the CArG
box), which is part of the SRE. Adjacent to the CArG box, having the Ets
consensus core sequence GGAA/T, is the binding site for the TCF proteins
Elk-1, SAP-1, and SAP-2 (Fig. 1A). One of the TCF proteins together with the
SRF dimer constitutes a functional ternary complex that allows the activa-
tion of gene transcription of those genes that contain SRE(s) in their reg-
ulatory region. The TCF proteins do not only interact with DNA, but they
also bind with the B-domain to SRF. The connection between cellular sti-
mulation and gene transcription is mediated by the phosphorylation of the
TCF p by stimulus-induced MAP kinases [4,5]. Fig. 1B shows that all
three TCF proteins Elk-1, SAP-1 and SAP-2 are expressed in pancreatic islets
and insulinoma cells, together with SRF.

3.2. Expression of a dominant-negative mutant of Elk-1 blocks the stimulus-
induced biosynthesis of Egr-1 in insulinoma cells

Gene targeting experiments showed that the loss of one of the TCF pro-
teins can be compensated by other TCFs, indicating that the biological
function of the TCFs is redundant [16,24,37,38]. The fact that all three TCF
proteins are dinp ic islets and insuli cells precludes the
use of single TCF knock-out mice to investigate the functions of TCFs in
pancreatic B-cells. In addition, ic mice with i d Elk-1 and
SAP-1 genes are infertile [16], making it difficult to generate double or triple
TCF knockout mice. The problem associated with redundancy of functions
between the TCF proteins was resolved by expressing a domi gati
mutant of Elk-1 termed REST/Elk-1AC. Fig. 2A shows the modular structure
of Elk-1 and the dominant-negative REST/EIk-1AC mutant. The mutant lacks
the phosphorylatio: lated activation d but retains the binding
domains to DNA and to the SRF dimer. Thus, the Elk-1 mutant blocks the Elk-
1 DNA binding site and the binding site to SRF and, thus, interferes with the
biological activity of SRF (Fig. 2B). Moreover, the expression of the truncated
Elk-1 protein as a fusion protein with a transcriptional repression domain of
REST ensured the recruitment of histone deacetylases and the subsequent
chromatin compaction to the transcription units bound by REST/ELk-1AC.

We tested the biological activity of REST/Elk-1AC in insulinoma cells by
studying the biosynthesis of the transcription factor Egr-1. The regulatory
region of Egr-1 contains multiple SREs providing multiple binding sites for
SRF and TCF proteins (Fig. 2C). Stimulation of 1-type Ca>* channels acti-
vated the biosynthesis of Egr-1 in insulinoma cells (Fig. 2D). Expression of
REST/EIk-1AC completely blocked the stimulus-induced activation of Egr-1
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Fig. 1. Expression of SRF and TCF proteins in insulioma cells and pancreatic islets.
(A) Schematic rep of the SRE, c of binding sites for a dimer of

SRF and an adjacent bound ternary complex factor such as Elk-1. Elk-1 is a substrate
of different protein kinases. (B) Expression of Elk-1, SAP-1, SAP-2 and SRF in pan-
creatic islets and in INS-1 insulinoma cells. RNA was prepared from islets and INS-1
insulinoma cells. Expression of Elk-1, SAP-1, SAP-2 and SRF was monitored via RT-
PCR using gene specific primers. As a control, expression of GAPDH was assessed.
The RT-PCR reaction encompassed 28 (GAPDH) or 32 (SRF, TCFs) cycles.

biosynthesis (Fig. 2D). Likewise, the biosynthesis of Egr-1, induced by the
expression of a conditionally active form of B-Raf in insulinoma cells, was
inhibited in the presence of REST/EIk-1AC (Figs. 2E, F).

3.3. Expression of a dominant-negative mutant of Elk-1 blocks the stimulus-
induced biosynthesis of c-Fos in insulinoma cells

The Egr-1 gene is mainly controlled by multiple SREs. We asked whether
the dominant-negative mutant of Elk-1 also interferes with expression of
genes containing only one SRE. We analyzed expression of the c-Fos gene,
which contains one SRE (Fig. 3A), but additional binding sites for the tran-
scription factors CREB, STAT, and AP-1. Fig. 3B shows that c-Fos expression is
upregulated in insulinoma cells following stimulation of 1-type Ca>* channels
(Fig. 3B). Expression of c-Fos was significantly reduced in insulinoma cells
expressing the Elk-1 mutant REST/Elk-1AC (Fig. 3B). Expression of c-Fos was
strongly upregulated in insulinoma cells following activation of a con-
ditionally active form of B-Raf (Fig. 3C). Expression of REST/Elk-1AC almost
completely inhibited the B-Raf-induced biosynthesis of c-Fos (Fig. 3C). We
conclude that the Elk-1 mutant REST/Elk-1AC is biologically active in
blocking SRE-mediated gene transcription in insulinoma cells. Thus, the
mutant can be used as a tool to block transcription mediated by TCFs.

3.4. Expression of a dominant-negative mutant of Elk-1 specifically blocks
transcription of a SRE-controlled reporter gene

To confirm the previous results, we analyzed reporter gene transcription
regulated by either SRE or kB motifs. The reporter gene Egrl.2.luc contains
the luciferase reporter gene controlled by 490 nucleotides of the human Egr-1
gene. Expression of the Elk-1 mutant REST/EIk-1AC strongly reduced

167



Publikations-Auswahl

A. Lesch, et al Pharmacological Research 159 (2020) 104983
A DNA  SRF D Fig. 2. The Elk-1 mutant REST/Elk-1AC in-
binding  binding activation INS-1 832/13 hibits stimulus-induced biosynthesis of Egr-1 in

domain domain domain insulinoma cells.
) Elk-1 REST/ (A) Modular structure of Elk-1 and REST/Elk-
a3 [kDa] __mock  _EIk-1AC 1AC. Elk-1 has a N-terminal DNA binding do-
[ ] [ [B] | REST/EIK-1AC 85 main, a C-terminal transcriptional activation
REST - ¢ Egr-1 domain, and a binding domain for serum re-
reg:‘s;:n sponse factor (domain B). The activation do-

main, including the phosphorylation sites, is
deleted in the mutant. (B) Mode of action of
REST/Elk-1AC. The mutant blocks the binding

<¢- HDAC1

-+
Ets  CAG
REST/EIk-1AC E
regulatory
repressor domains
domain

Egr-1 promoter

/ \
i cr1 I crz [ T R

INS-1AB-Raf:ER

of TCF transcription factors to their cognate
DNA binding sites, it blocks the interaction
with SRF, and it recruits histone deacetylases
to the transcription unit. Phosphorylation sites
of Elk-1 are depicted (“P“). (C) Schematic re-
presentation of the Egr-1 promoter. The SREs,
consisting of CArG boxes and TCF binding
sites, are indicated. (D) Expression of REST/
Elk-1AC blocks the biosynthesis of Egr-1 in
insulinoma cells following activation of 1-type
voltage-gated Ca?* channels. INS-1 832/13
cells were either mock infected or infected
with a recombinant lentivirus encoding REST/
Elk-1AC. The cells were incubated in medium
containing 0.5 % serum and 2 mM glucose for
24 h and then stimulated for 24 h with KCI (25
mM) and FPL 64176 6 (2.5 uM) to activate L-
type voltage-gated Ca?* channels. Nuclear
extracts were prepared and subjected to
Western blot analysis using an antibody di-

¢ REST/
Elk-1AC

- + KCIFPL

kinase
domain

AB-Raf:ER

REST/ rected against Egr-1. The antibody directed

% SRgArG [kDa] mock Elk-1AC against HDAC1 was used as a loading control.
ts CArG ts Ets ‘ An anti-FLAG-tag antibody was used to show
85— the expression of REST/Elk-1AC. (E) Modular

\ / - < Egr-1 structure of B-Raf and AB-RafER, a con-
o 85 ditionally active form of B-Raf. (F) Expression

(HUO i | — < HDACH of REST/EIk-1AC blocks the biosynthesis of

48 Egr-1 in insulinoma cells following activation

of B-Raf. Cells were either mock infected or
with a r b lentivirus en-

ol EBETLT, o '
< Elk-1AC coding REST/EIk-1AC. Cells were cultured for

CArG Ets CArG  Ets CArG *
e T — | -
SRE SRE

- + 40HT 16 h in medium containing 0.5 % serum and 2

mM glucose and then stimulated with 4OHT

(100 nM) as indicated. Nuclear extracts were prepared and subjected to Western blot analysis using an antibody directed against Egr-1. The antibody directed against
HDAC1 was used as a loading control. Expression of REST/Elk-1AC was visualized with an antibody that detected the FLAG epitope of the fusion protein.

reporter gene expression in insulinoma cells that had been stimulated with
KCl and the voltage-gated Ca®* channel activator FPL 64176 (Fig. 4A). Ac-
tivation of B-Raf strongly stimulated SRE-controlled reporter gene transcrip-
tion in insulinoma cells. Again, expression of REST/EIk-1AC strikingly re-
duced reporter gene transcription (Fig. 4B). To show the specificity of REST/
Elk-1AC-mediated transcriptional repression, we analyzed transcription in-
duced by the transcription factor NF-xB. To measure the NF-«B activity in
insulinoma cells, a luciferase reporter gene under the control of the HIV-1
long terminal repeat (LTR) was used (Fig. 4C). There are two copies of a NF-
«B consensus motif in the HIV LTR. Fig. 4D reveals that expression of REST/
Elk-1AC had no effect on the interleukin-1p-induced NF-xB activity in in-
sulinoma cells.

We conclude that the Elk-1 mutant REST/Elk-1AC is biologically
active in specifically blocking SRE-mediated gene transcription. Thus,
the mutant can be used as a tool to block TCF-regulated transcription in
transgenic mice.

3.5. Mouse design
We recently generated several transgenic mouse lines using the

vector depicted in Fig. 5A [33]. In these lines the coding regions of
REST/EIk-1AC and B-galactosidase are controlled by a bi-directional

tetracycline operator-based promoter [tetO]. We used the mouse line
[tetO];REST/Elk-1AC #1 for breeding. The line [tetO];REST/Elk-1AC
#5 showed higher levels of inducible transgene expression [33], but
was difficult to breed. The mouse line [tetO];REST/Elk-1AC #1 was
crossed with RIP-rtTA mice that express the reverse tetracycline acti-
vator (rtTA) under the control of 9.5 kb of the 5"-flanking region of the
rat insulin II (RIP) gene (Fig. 5B). The use of 9.5 kb of the regulatory
sequence of the rat insulin II promoter restricts expression of the rtTA
transactivator exclusively to pancreatic B-cells, and no expression is
observed in other tissues, including liver, spleen, kidney, lung, heart,
thymus, and brain [39,40]. The crossing scheme is depicted in Fig. 5C.

3.6. Doxycycline-dependent expression of p-galactosidase and REST/Elk-
1AC in pancreatic -cells

Administration of the tetracycline analogue doxycycline allows rtTA to
bind to the tet operator sequence and to activate transcription of both f-
galactosidase and REST/Elk-1AC encoding transgenes (Tet-On system). We
used the expression of B-galactosidase to monitor the doxycycline-induced
cell type-specific transgene expression. Fig. 6A (left pictures) shows that -
galactosidase was inducibly expressed in isolated islets derived from trans-
genic RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice that had received doxycycline in
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Fig. 3. Stimulus-induced expression of c-Fos is blocked in insulinoma cells
expressing the Elk-1 mutant REST/Elk-1AC.

(A) Schematic representation of the c-Fos promoter containing one SRE. (B)
Expression of REST/Elk-1AC blocks expression of c-Fos in insulinoma cells
following activation of i-type voltage-gated Ca?* channels. INS-1 832/13 cells
were either mock infected or infected with a recombinant lentivirus encoding
REST/Elk-1AC. The cells were incubated in medium c 0.5 % serum
and 2 mM glucose for 24 h and then stimulated for 24 h with KCI (25 mM) and
FPL 64176 6 (2.5 uM). Nuclear were prepared and subji d to Western
blot analysis using an antibody directed against c-Fos. The antibody directed
against HDAC1 was used as a loading control. An anti-FLAG-tag antibody was
used to show the expression of REST/Elk-1AC. (C) REST/Elk-1AC expression
inhibits the biosynthesis of c-Fos in insulinoma cells following activation of B-
Raf. Cells were either mock infected or infected with a recombinant lentivirus
encoding REST/Elk-1AC. Cells were cultured for 24 h in medium containing 0.5
% serum and 2 mM glucose and then stimulated with 40HT (100 nM) as in-
dicated. Nuclear extracts were prepared and subjected to Western blot analysis
using antibodies directed against c-Fos, HDAC1, and the FLAG epitope.
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their drinking water. No X-GAL staining was seen in islets of control animals
that did not receive doxycycline. The analyses of pancreas sections derived
from double transgenic RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice revealed that
B-galactosidase was expressed in islets when the mice received doxycycline
in the drinking water (Fig. 6A, middle pictures). No expression of (-ga-
lactosidase was observed in the exocrine pancreas. We did not see any X-
GAL staining in pancreatic sections from double transgenic RIP-rtTA/[te-
tO],REST/EIk-1AC mice that had not received doxycycline in their drinking
water. Furthermore, we did not see any X-GAL staining in the spleen of RIP-
rtTA/[tetO];REST/Elk-1AC mice that were maintained either with or
without doxycycline in the drinking water (Fig. 6A, right pictures).

To verify expression of REST/Elk-1AC, we maintained double
transgenic RIP-rtTA/[tetO],REST/EIk-1AC mice for 8-12 weeks either
in the presence or absence of doxycycline in the drinking water. Islets
were isolated, RNA extracted and subjected to RT-PCR analysis. Fig. 6B
(left picture) shows that the REST/Elk-1AC mRNA was detected in the
islets derived from double transgenic RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC
mice that had received doxycycline in the drinking water. No expres-
sion of REST/Elk-1AC was detected in islets from mice that did not
receive doxycycline in their drinking water. As a control, expression of
GAPDH was analyzed (Fig. 6B, right picture). A comparison of trans-
gene exp with the endogenous expression of Elk-1 and other
TCFs revealed that the Elk-1 mutant is moderately expressed in this
mouse line. Thus, we can exclude that massive overexpression of the
transgene leads to artifical interference of gene transcription.

3.7. Doxycycline-stimulated RIP-rtTA/[tetO] ,REST/EIk-1AC mice have
significantly smaller islets

A morphological inspection of RIP-rtTA/[tetO],REST/EIk-1AC mice
that had received doxycycline in the drinking water revealed that the
pancreatic islets were smaller. Fig. 7A shows an example of islets found
in double transgenic RIP-rtTA/[tetO];REST/Elk-1AC mice that received
or did not receive doxycycline with the drinking water. The reduced
size of the islets is obvious. We performed a morphometric analysis of
the islet size, comparing the size of pancreatic islets derived from all
parts of the pancreas. The results revealed that the islets of RIP-rtTA/
[tetO],REST/Elk-1AC mice that had received doxycycline, were ap-
proximately 50 % smaller in comparison to the islet size of RIP-rtTA/
[tetO];REST/Elk-1AC mice that did not receive doxycycline (Fig. 7B).
Thus, Elk-1 is required for the generation of islets of adequate size.

3.8. Expression of a dominant-negative mutant of Elk-1 increases caspase-
3/7 activity in insulinoma cells

A reduction of B-cell mass in type 2 diabetes patients has been attributed
to an increase in B-cell apoptosis [1,41]. Thus, the development of smaller
islets in RIP-rtTA/[tetO];REST/Elk 1AC mice may result from increased
apoptosis. We therefore assessed whether caspase-3/7-activity was changed
in insulinoma cells expressing the domin gative mutant of Elk-1.
Caspases-3/7 play a critical role in the execution phase of apoptosis. INS-1
832/13 cells were either mock infected or infected with a lentivirus ex-
pressing REST/Elk-1AC. Caspase-3/7 activity was measured biochemically.
Fig. 8A shows that expression of the dominant-negative mutant of Elk-1
strongly activated caspase-3/7.

Next, we used immunohistochemistry to analyze double transgenic RIP-
rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice, employing an antibody that detects acti-
vated caspase-3. Fig. 8B shows that caspase-3 activity was detected only in
islets derived from RIP-rtTA/[tetO];REST/Elk-1AC mice that had received
doxycycline in the drinking water. We did not detect any activated caspase-
3 in islets from RIP-rtTA/[tetO];REST/EIk-1AC control mice that did not
receive doxycycline. Therefore, we conclude that expression of dominant-
negative mutant of Elk-1 induces an apoptotic signaling cascade in vivo,
involving caspase-3. These data suggest that the reduction of islet size is the
result of enhanced apoptosis of B-cells induced by the expression of the
dominant-negative mutant of Elk-1.
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Fig. 4. The Elk-1 mutant REST/Elk-1AC spe-
cifically inhibits SRE-regulated gene tran-
scription.

(A) INS-1 832/13 cells were infected with the
recombinant lentivirus containing the Egr-1
promoter/luciferase reporter gene. In addition,
cells were either mock infected or infected
with a recombinant lentivirus encoding REST/
Elk-1AC. The cells were incubated in medium
containing 0.5 % serum and 2 mM glucose for
24 h and then stimulated for 24 h with KCI (25
mM) and FPL 64176 (2.5 pM). Cell extracts
were prepared and analyzed for luciferase ac-
tivities. Data shown are mean + /- SD of three
independent experiments performed in quad-
ruplicate (k%%, P < 0.001). (B) INS-1AB-
Raf:ER cells were infected with a recombinant
lentivirus encoding the Egr-1 promoter/luci-
ferase reporter gene Egrl.2.luc. In addition,
cells were either mock infected or infected

_é‘ 200 h é 7 n.s. with a recombinant lentivirus encoding REST/
gs 2 6 Elk-1AC. The cells were incubated in medium
B 8 = 150 > 8 = 5 containing 0.5 % serum and 2 mM glucose for
E e .9.. 59 g . 24 h and then stimulated for 24 h with 40HT
@ g il g 4 4 (100 nM). Cell extracts were prepared and
g & 'g 100 ; & 'g 3 analyzed for luciferase activities. Data shown
o g _; % g ; are mean +/- SD of three independent ex-
Q ; S 50 I-zl- ; S 2 periments performed in quadruplicate (%%, P
"‘,_ g = E . 1 < 0.001). (C) Schematic representation of the
‘ﬂ)ﬂ % . - integrated provirus encoding a HIV-1 LTR/lu-

g 0 e m T % 4OHT = 0 e % ’“._ 18 ciferase reporter gene (HIVLTR.luc), used as a

sensor for detecting NF-xB activity. (D) INS-1
- - * + REST/ - -+ + REST 832/13 cells were infected with a recombinant
Elk-1AC Elk-1AC

lentivirus containing the HIVLTR.luc reporter

gene. In addition, cells were either mock infected or infected with a recombinant lentivirus encoding REST/EIk-1AC. The cells were incubated in medium containing
0.5 % serum and 2 mM glucose for 24 h and then stimulated for 24 h with Interleukin-1f (10 ng/mL). Cell extracts were prepared and analyzed for luciferase
activities. Data shown are mean + /- SD of three independent experiments performed in quadruplicate (n.s., not significant).

3.9. Transgenic mice expressing a dominant-negative mutant of Elk-1 in
pancreatic B-cells show impaired glucose tolerance

It has been reported that a reduction of p-cell size by 65 % results in
pancreatic diabetes, while impaired glucose tolerance was already observed
by a relative B-cell loss of 21 % [42]. We therefore analyzed the dynamics of
glucose response in double-transgenic RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice
that had received doxycycline in the drinking water to induce transgene
expression. For the control mice, doxycycline was omitted. Single transgenic
[tetO],REST/Elk-1AC mice served as an additional control. The results,
shown in Figs. 9A and 9B, revealed that double-transgenic RIP-rtTA/[te-
tO],REST/Elk 1AC mice that expressed the Elk-1 mutant in pancreatic f-
cells showed impaired glucose tolerance, exhibiting a higher glucose con-
centration over 120 min following the injection of glucose. Quantification of
serum glucose concentrations at multiple time points, calculated by in-
tegrating the area under the curve (AUC), indicated significantly higher
glucose levels at an early (0—60 min) and late phase (60— 120 min) fol-
lowing glucose challenge (Fig. 9B). In contrast, blood glucose levels were
similar in single transgenic [tetO],REST/EIk-1AC mice either in the pre-
sence or absence of doxycycline treatment of the mice (Figs. 9C, D). Thus,
attenuation of Elk-1 activity interfered with the fundamental function of f-
cells, the regulation of glucose homeostasis.

4. Discussion

Diabetes mellitus is a bolic disease characterized by elevated glucose
concentration in the blood of patients. A progressive reduction of f-cell mass
and B-cell function is a hallmark of both type 1 and type 2 diabetes mellitus
[43]. The formation of smaller pancreatic islets has been correlated with the
development of a diabetic phenotype, because a reduced number of B-cells
secrete insufficient amounts of insulin. This correlation has been confirmed

by the analysis of diabetic patients that had decreased f-cell mass and sig-
nificantly lower insulin mRNA levels [1-3], supporting the view that the
formation of smaller islets and the development of a diabetic phenotype are
interdependent. A pharmacological induced increase in B-cell mass should
result in increased insulin biosynthesis and secretion and should counteract
the development of glucose intolerance. Thus, the identification of regulators
that are crucial for maintaining an adequate f-cell mass is a key goal of
diabetes research. Experimentally, it has been shown that transgenic mice
overexpressing the Akt substrate glycogen synthase kinase-3p in p-cells had
reduced B-cell mass [44]. A reduction in f-cell size has also been observed in
transgenic mice with a disruption of the gene encoding acetyl-CoA carbox-
ylase-1 in B-cells [45]. In contrast, an increase in B-cell mass was observed in
transgenic mice expressing a constitutively active mutant of protein kinase
Akt in B-cells [46]. Likewise, a selective deletion of the gene encoding the
lipid phosphatase PTEN in transgenic mice led to the generation of larger
islets with a significant increase of the f3-cell mass [47]. The orphan nuclear
receptor Norl/Nr4a2 has been identified to function as a negative regulator
of B-cell mass. Accordingly, Nor1-deficient mice had an increased f3-cell mass
that was accompanied by improved glucose tolerance [48].

In a previous study, we analyzed a transgenic mouse line expressing a
dominant-negative mutant of the zinc finger protein Egr-1 in pancreatic f-
cells. These mice developed smaller pancreatic islets in comparison to control
mice and showed dysregulated glucose homeostasis [35]. As Egr-1 expres-
sion is regulated by the ternary complex factor Elk-1, we asked whether an
inhibition of Elk-1 in pancreatic B-cells results in the generation of smaller
islets and an impaired glucose tolerance. Elk-1 is phosphorylated and acti-
vated in glucose-stimulated MIN6 insulinoma cells [21]. However, the Elk-1
protein analyzed in this study was not endogenously expressed, but rather
expressed from a transfected expression vector. We had shown in previous
publications that a dominant-negative mutant of Elk-1 interfered with the
stimulus-induced biosynthesis of Egr-1 [22,23], but these data did not reveal
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by multiple SRE motifs.

Transgenic mice were generated that contained the coding region for
the dominant-negative mutant of Elk-1, REST/EIk-1AC, and that of (-ga-
lactosidase under the control of a bi-directional tetracycline operator-based
promoter. This mouse line was crossed with RIP-rtTA mice that express the
reverse tetracycline activator (rtTA) under the control of 9.5 kb 5’ reg-
ulatory sequence of the rat insulin II promoter (RIP), thus generating double
transgenic RIP-rtTA/[tetO];REST/Elk-1AC mice. It has been shown that the
use of 9.5 kb of the regulatory sequence of the rat insulin I promoter re-
stricts expression of the rtTA transactivator exclusively to pancreatic B-cells.
No expression was observed in other tissues, including liver, spleen, kidney,
lung, heart, thymus, and brain [34,35,39,40]. This 9.5 kb sequence of the
rat insulin II promoter has been used in other studies to express transgenes
specifically in pancreatic f-cells, including the expression of diphtheria
toxin, a dominant-negative mutant of the transcription factor Egr-1, or a
mutant of IkB [35,39,40,54]. Thus, we can exclude that the observed phe-
notype of RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice results from transgene ex-
pression in tissues other than the endocrine pancreas. In contrast, a short
insulin II promoter fragment (~ 670 bp) directs expression not only in -
cells, but also in other cell types [55], resulting in ectopic leaky expression.

Transgenic mice expressing a dominant-negative mutant of Egr-1 in
pancreatic -cells had smaller pancreatic islets in comparison to control mice
and had increased caspase-3/7 activities [35]. As Elk-1 is the major regulator
of Egr-1 expression, we hypothesized that inhibition of Elk-1 activity in -
cells may also result in the generation of smaller islets. The morphometric
analysis revealed that the islets of RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice were
approximately 50 % smaller, when the transgene (REST/Elk-1AC) was ex-
pressed. Thus, a TCF regulated gene expression program is required for the
generation of islets of adequate size. The reduction of the B-cell mass in
diabetes patients has been attributed to an increased apoptosis of B-cells [1].
In fact, in transgenic mice expressing the dominant-negative mutant of Egr-1,
an increased caspase-3/7 activity could be measured [35]. Experiments
performed with insulinoma cells and RIP-rtTA/[tetO];REST/EIk-1AC mice
revealed that REST/Elk-1AC expression also increased caspase-3/7 activity,
indicating that attenuation of TCF activity promotes apoptosis. Interestingly,
another transgenic mouse model showed a very similar phenotype. Expres-
sion of a constitutively active mutant of the protein phosphatase calcineurin
in B-cells resulted in decreased B-cell mass, hyperglycemia and enhanced
apoptosis [56]. As Elk-1 is a major substrate of calcineurin, this phenotype
may be explained by a calcineurin-induced inactivation (ie. depho-
sphorylation) of Elk-1 in pancreatic B-cells.

Maintaining blood glucose tolerance is achieved by hormones of the

Expression unit of rtTA in RIP-rtTA mice. (C) Generation of double tr
mice by crossing [tetO],REST/Elk-1AC mice with RIP-rtTA mice.

any further insight in the biological function of Elk-1 in pancreatic f3-cells.
The objective of this study was to investigate the biological role of Elk-1 in
pancreatic B-cells of transgenic mice in vivo. As Elk-1 belongs, together with
SAP-1 and SAP-2, to the TCF family of proteins, sharing redundant functions
[16,24,37,38], gene targeting technology of a single TCF was not useful for
investigating TCF functions in panceatic p-cells. Moreover, the fact that
double transgenic Elk-1 ~/~ /SAP-1"/" mice are infertile [16], precluded the
generation of triple transgenic Elk-1"/~/SAP-1"/~ /SAP-2™/~ mice to as-
sess the role of TCF proteins in the endocrine pancreas. Instead, we con-
ditionally expressed a dominant-negative mutant of Elk-1, REST/EIk-1AC, in
pancreatic B-cells that should suppress gene transcription regulated by all
TCF proteins, due to the structural homology between these proteins. We
used an established strategy to interfere with the activity of closely related
proteins showing redundant activities. Experimentally, dominant-negative
mutants of the transcription factors C/EBP, CREB, c-Fos, Egr-1, and Maf have
been successfully expressed in various tissues of transgenic mice [35,49-53].
In addition, nature has developed dominant-negative transcription factor
mutants such as ICER or CHOP to regulate the transcriptional activity of
transcription factors with redundant function. Experiments involving in-
sulinoma cells showed the specificity of the dominant-negative Elk-1 mutant
in repressing stimulus-induced activation of the Egr-1 gene that is controlled

islets of Langerhans. It has been reported that impaired glucose toler-
ance was observed by a relative B-cell loss of 21 % [42]. The fact that
the islets of RIP-rtTA/[tetO],REST/EIk-1AC mice were approximately
50 % smaller suggested a possible defect in the regulation of glucose
homeostasis. A functional analysis revealed a disruption of glucose
tolerance in RIP-rtTA/[tetO];REST/EIk-1AC mice expressing the
dominant-negative mutant of Elk-1. The mice have higher blood glu-
cose concentrations over 120 min following the injection of glucose in
an intraperitoneal glucose tolerance test. Thus, attenuation of TCF ac-
tivity interfered with the fundamental function of B-cells, the regulation
of glucose homeostasis. This is the first time that a prominent role is
attributed to TCF proteins in regulating glucose homeostasis in vivo.

5. Conclusion

In this study, we identified the TCF transcription factors as crucial
proteins for the formation of pancreatic islets of adequate size. Furthermore,
we showed that an interference with the biological activity of Elk-1 in-
creased caspase-3/7 activities in islets, suggesting that apoptosis is re-
sponsible for the reduction of the islet size. Moreover, a reduction of Elk-1
activity led to an impairment of glucose tolerance in transgenic mice.
Together, we provide here the first in vivo evidence of the critical role of TCF
proteins in the regulation of islet cell mass and glucose homeostasis.

Pancreatic P-cells secrete insulin in response to elevated glucose
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concentrations in the blood, and thus regul 1 he is. Millions
of people worldwide suffer from diabetes melhtus having high blood glucose
levels, due to insufficient insulin secretion or peripheral insulin resistance. -
cells are a predominant target of pharmacological approaches to treat dia-
betes mellitus, aiming to improve insulin secretion. Sulfonylureas, for in-
stance, induce a closure of K,pp channels, and thus stimulate insulin release.
Likewise, glucagon-like peptide receptor agonists promote insulin release.
However, prolonged treatments may damage B-cells and increase cell death.
A decrease in B-cell mass, due to an i d B-cell apoptosis, has frequentl

been observed in diabetic patients. Thus, a pharmacological intervention in
diabetes mellitus should not only focus on stimulating insulin secretion, but
should also address interventions that increase the number of B-cells in
diabetic patients [57]. In this context, it is interesting that treatment with the
glucagon-like peptide receptor agonist exenatide has been shown not only to
increase insulin secretion, but also increases islet cell replication and de-
creases f-cell apoptosis [58]. To address the regulation of B-cell mass, reg-
ulatory proteins have to be identified and analyzed as druggable targets. In
this study, we showed that TCF transcription factors are required for the

formation of pancreatic islets of adequate size. Transcription factors have
often been viewed as undruggable targets. In particular, TCF proteins have to
be phosphorylated and transported into the nucleus to be biologically active,
making a pharmacological interference difficult. Targeting microRNAs,
short, non-coding RNAs, has been suggested as a tool to induce B-cell pro-
liferation. These RNAs bind to the 3™-untranslated region of target mRNAs
via Watson-Crick base-pairing and induce mRNA degradation. The highly

Xp d miRNA in p ic islets, miR-375, has been shown to be ne-
cessary for maintaining pancreatic B-cells mass [59]. Interestingly, the
miRNA miR-143 targets the Elk-1 mRNA 3"-untranslated region, leading to a
translational repression of Elk-1 expression. Accordingly, inhibition of miR-
143 in smooth muscle cells induces an upreg of Elk-1 expression and
an induction of proliferation [60]. However, many technical challenges re-
main. Addressing B-cell proliferation with small molecules has to be B-cell-
specific, making it difficult to use miR-143 as a target. Moreover, an inter-
vention in the control mechanisms of B-cell proliferation has been associated
with increased risk of tumor development.
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Fig. 9. Impaired glucose tolerance in transgenic mice expressing REST/Elk-1AC in pancreatic f-cells.

Glucose tolerance test performed with 10 week-old double transgenic RIP-rtTA/[tetO],REST/Elk-1AC mice (A, B) or, as a control, with single transgenic
[tetO],REST/Elk-1AC mice (C, D) that were maintained either in the presence or absence of doxycycline in the drinking water. The animals were injected with
glucose (2 g/kg body weight) and blood glucose levels were measured at different time points. Blood glucose concentrations (A, C) and area under the curve (AUC)
for blood glucose (B, D) were determined (data shown are mean + /- SEM (A, C) or +/- SD; (B, D), %, p < 0.05; %%, P < 0.01; %%, P < 0.001; n = 15).
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