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Zusammenfassung

EINLEITUNG: Das uveale Melanom (UM) oder Aderhautmelanom ist der haufigste
intraokulare Tumor im Erwachsenenalter. Trotz erfolgreicher Lokaltherapie ist die
Prognose aufgrund der hohen Metastasierungsrate ungunstig. Eine erfolgreiche
systemische Therapie konnte bisher nicht etabliert werden. Mit der Tumorprogression
wird eine Verschiebung der Homodostase zugunsten proangiogenetischer Faktoren, wie
vascular endothelial growth factor (VEGF) und fibroblast growth factor 2 (FGF-2)
diskutiert. Erhohte VEGF Konzentrationen konnten mit erhdhter Metastasierungsrate
assoziiert werden. Zelliberleben, Apoptose und Wachstum sind unter anderem
calciumabhangig reguliert. Mittels in vitro elektrophysiologischen Methoden wie Patch-
Clamp und Fluoreszenz-Calcium-Imaging wurden in verschiedenen Primartumoren
funktionelle Veranderungen in der transient rezeptor potential (TRP) - Kanalexpression
nachgewiesen. TRP-Kandle sind zumeist calciumpermeabel und an der
Calciumhomoostase beteiligt. Dabei integrieren sie eine Vielzahl verschiedenartiger
Stimuli.

FRAGESTELLUNG: Mergler et al. konnten zeigen, dass sich in mehreren UM Zelllinien im
Gegensatz zur gesunden humanen Uvea (Aderhaut) eine erhdhte funktionelle TRP
melastatin 8 (TRPM8) Kanalexpression andeutet. In dieser Arbeit wurde hierauf
basierend untersucht, ob der TRP vanilloid 4 (TRPV4)-Kanal ebenfalls funktionell in den
Zellen einer UM-Zelllinie exprimiert ist und ob eine Interaktion zwischen den
Wachstumsfaktoren VEGF bzw. FGF-2 und den TRP Kanalen existiert.

METHODEN: Die Untersuchungen wurden an der etablierten UM-Zelllinie 92.1
durchgefuhrt. Messungen erfolgten mittels Fluoreszenz Calcium-Imaging und mittels
planarer PatchClamp-Technik. Die statistische Auswertung erfolgte mittels SigmaPlot
und GraphPadPrism Software.

ERGEBNISSE: Extrazellulare Applikation des hochspezifischen TRPV4 Agonisten GSK
101679A (10 uM) erhdhte den Fluoreszenzquotienten faso/f3s0, welcher proportional zur
intrazellularen Calciumkonzentration ([Ca?*]) ist. AuBerdem erhohten sich die
Ganzzellstrome. Dieser Effekt konnte durch den spezifischen TRPV4 Blocker GSK
2193874 (10 pM) unterdruckt werden. Die extrazellulare Applikation von FGF-2 (10
ng/ml) oder VEGF (20 ng/ml) fiihrte zu einer Erhéhung der [Ca?']i und der
Ganzzellstrome. Beide Effekte konnten durch den TRP vanilloid 1 (TRPV1)
Antagonisten Capsazepin (CPZ) unterdruckt werden. Die FGF-2 induzierten
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Stromantworten konnten zusatzlich durch GSK 2193874 unterdrickt werden, die VEGF
induzierten nicht. SchlieBlich wurde eine Inhibition der TRPV1 Kanale durch TRPM8
Aktivierung nachgewiesen: Die durch extrazellulare Applikation von VEGF induzierte
Calciumantwort konnte in Gegenwart des Schilddrisenhormonderivats  3-
lodothyronamin (T1AM) unterdruckt werden, welches als TRPM8 Modulator gilt.
SCHLUSSFOLGERUNG: Eine funktionelle TRPV4 Expression in UM konnte erstmalig
gezeigt werden. Die Funktion und Beteiligung von TRPV4 an der Tumorprogression
bleibt in Folgearbeiten zu evaluieren. Die Wechselwirkung zwischen TRPV1 und
TRPMB8 ist im Hinblick auf die Entwicklung spezifischer Tumortherapien interessant, da
im Gegensatz zu TRPV1 im UM eine erhohte Expression von TRPM8 vorliegt. Somit
ware eine zielgerichtete Medikation an entarteten Zellen mit TRPM8 Expression
denkbar, wobei gesunde Zellen eher verschont wurden. Ein Ausfall der Wirkungen des
TRPM8 auf die Kaltewahrnehmung durfte in Anbetracht der Schwere des UM dabei
eher gut zu verkraften sein.

LIMITATIONEN: Voraussetzung fur solche derzeit eher spekulativ anzusehenden
Einsatzgebiete ist allerdings die systematische Erforschung an Modellen, die teilweise
erst etabliert werden mussen. Zu dieser wichtigen Aufgabe soll diese Arbeit einen

Beitrag leisten.
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Abstract

INTRODUCTION: Uveal (choroid) melanomas (UM) are the most common intraocular
malignancy in adults. Despite successful local therapy, the prognosis remains poor due
to high rates of metastasis. So far, there is no effective systemic therapeutic approach
available. Tumour progression is associated with a shift towards higher concentrations
of proangiogenetic growth factors like vascular endothelial growth factor (VEGF) and
fibroblast growth factor 2 (FGF-2). Upregulation of VEGF was shown to be related to an
increased metastatic tumour state. Cell survival, apoptosis and proliferation are
regulated by a variety of pathways that include calcium-dependent mechanisms.
Changes in functional expression of transient receptor potential channel (TRPs) for
different primary malignancies were demonstrated using in vitro electrophysiological
methods such as patch-clamp and fluorescence-calcium-imaging. TRPs are mostly
permeable for calcium and involved in intracellular calcium homeostasis integrating
different kinds of stimuli.

AIM OF THE STUDY: Mergler et al. found increased TRPM8 expression in different UM cell
lines compared to healthy uveal tissue (choroid). Based on these findings, this study
aimed to investigate the expression of TRPV4 in UM and a possible crosstalk between
growth factors like VEGF and FGF-2 with TRPs.

METHODS: Recordings were performed using the established UM cell line 92.1.
Recordings were made using fluorescence calcium-imaging and the planar patch-
clamp-technique. For statistical analysis SigmaPlot und GraphPadPrism software were
used.

RESULTS: Extracellular application of the selective TRPV4 channel agonist GSK
1016790A (10 uM) increased the fluorescence ratio fzao/f3go, which is proportional to the
intracellular Calcium concentration ([Ca®*]). Furthermore, whole-cell currents were
increased. This effect was blocked by the selective TRPV4 antagonist GSK 2193874
(10 pM). Extracelullar application of FGF-2 (10 ng/ml) or VEGF (20 ng/ml) led to
increased [Ca?*]; and whole-cell currents, which were inhibited by the TRP Vanilloid 1
(TRPV1) blocker capsazepin. The FGF-2-induced responses were blocked by GSK
2193874 whereas the VEGF-induced responses remained unchanged. Finally, an
inhibitory effect on TRPV1 activity was shown by TRPMS8 activation: The effect of
extracellular application of VEGF was supressed in presence of the thyroid hormone
derivate 3-lodothyronamin (T1AM), which is described as a TRPM8 modulator.
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CONCLUSION: For the first time, functional expression of TRPV4 in UM was shown. The
function and role in tumour progression of TRPV4 remains to be elucidated. The
crosstalk between TRPV1 und TRPMS is interesting regarding the development of
targeted therapies since functional expression of TRPMS8 is at higher levels in UM.
Therefore, the use of targeted TRPM8 medication affecting only malignant cells may be
conceivable while healthy cells would be rather spared.

LIMITATIONS: Although currently, such a therapeutic option appear speculative,
systematic investigations on models that have yet to be established are the basis of any
progress in this area. This dissertation hopes to contribute to this daunting task.
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1. Einleitung

1.1 Uveales Melanom

Das uveale Melanom (UM) (Abbildung 2B) ist mit einer jahrlichen Inzidenz von
4,3 :1000 000 Einwohnern zwar ein seltener Tumor, aber der haufigste primare
intraokulare maligne Tumor im Erwachsenenalter mit einem Altersgipfel zwischen dem
50. und 70. Lebensjahr [1]. Es entsteht wie das kutane Melanom aus entarteten
Melanozyten, weist aber andere spezifische Mutationen auf, sodass es sich hierbei um
eine eigene Entitat handelt.

Sk[era ,, Chorioidea
(Lederhaut) (Aderhaut)

] Aderhaut-
leiarkérper y ) me|anom
Iismelanom —— ' Makula

Linse k%lrai-r Nervus opticus
P (Sehnerv)
Ziliarkorper- . , “Retina
melanom {Netzhaut)
' Risikofaktoren far die Entwicklung eines UM | " M Svmptom

- Alter zwischen 50 und 70 Jahren - Melanozytom U Ve?s%hwp 32]_ €
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- Helle Augenfarbe (Blau oder grau)  _ pyytation in BAP1, - Augenfarben-

- Angeborene okulare Melanozytose MLH1 oder PALB2-Gen anderungen

Abbildung 1 Anatomie des Auges mit Darstellung haufiger UM Lokalisationen und Risikofaktoren sowie typischer
Symptome. Jager et al., 2020 (Ubersetzung C. Budde), Verwendung mit freundlicher Erlaubnis des Verlages [2]

Typischerweise zeigt das UM Mutationen im GNA11 (45 %), GNAQ (42 %), CYSTLTR2
(3 %), PLACbeta4 (4 %), BAP1 (43 %), EIF1AX (18 %) oder im SF3B1-Gen (18 %)[1].

Diese Molekule sind Teil von Zellwachstumssignalkaskaden und tragen somit bei



Uberaktivierung als Onkogene zum Tumorwachstum und Progression bei. Zudem tritt
gehauft eine Monosomie des Chromosoms 3 (54 %) und eine Verlangerung des langen
Arms von Chromosom 8 (40 %) auf [1, 3].

Das UM entwickelt sich in der Uvea, der sogenannten GefalRhaut des Auges (Abbildung
1). Diese umfasst die Regenbogenhaut (lris), den Ziliarkorper (Corpus ciliare) und die
Aderhaut (Choroidea) und befindet sich zwischen der Sklera und der Netzhaut und
dient der Nahrstoffversorgung. Das UM betrifft dabei zumeist die Choroidea (90 % der
UM), seltener den Corpus ciliare (7 %) oder die Iris (3 %) (Abbildung 2A) [4]. Es tritt in
der Regel einseitig auf und wird oft als Zufallsbefund diagnostiziert, da es sich erst spat
symptomatisch mittels Komplikationen manifestiert. Typische Symptome sind dann eine
Netzhautablosung, Akkommodations- und Refraktionsanderungen, sowie ein
Sekundarglaukom. Bekannte Risikofaktoren sind das mannliche Geschlecht, hohes

Lebensalter, Hellhautigkeit, blonde Haare, helle Augenfarbe und okulare Navi [3].

Aderhaut-
melanom
85%

Irismelanom
6%

{v * %% = 2 s ’r‘t
Ziliar- J

kérper-
melanom
9%

Abbildung 2 A Schematische Darstellung des Auges. Das uveale Melanom betrifft zumeist die Choroidea [5]. B
Funduskopische Darstellung eines UM. Der Tumor zeichnet sich deutlich dunkler vom gesunden Augenhintergrund
ab und ist dabei in charakteristischer Weise unscharf begrenzt und irregular [6].

Die Diagnostik  erfolgt ~ mittels  Diaphanoskopie, Ultraschall,  optischer
Coharenztomographie (OCT) und Fluoreszenzangiographie (Abbildung 2B). Anhand
von Genexpressionsuntersuchungen aus Biopsiematerial kann eine Hochrisiko- (BAP1-
Mutationen, 72 % 5 Jahresmetastasierungsrate) und einer Niedrigrisikoform (SF3B1

und EIF1AX Mutationen, 2 % bzw. 21 % 5 Jahresmetastasierungsrate) unterschieden



werden [3]. Weitere prognostische Faktoren sind Tumorlokalisation
(Ziliarkorpermelanome haben eine ungunstige Prognose), TumorgrolRe, Zelltyp,
mitotische  Aktivitat, mikrovaskulare Architektur und Lymphozytenanzahl im
Tumorgewebe (Abbildung 1) [4]. Das UM ist ein langsam wachsender Tumor und
metastasiert hamatogen, wobei am haufigsten die Leber betroffen ist. Die 5

Jahresuberlebensrate betragt 81,4 % in Europa [1].

Die Behandlung des Primartumors erfolgt mittels Radiotherapie (Protonentherapie
Brachytherapie, stereotaktische Radiochirurgie), adjuvanter  transpupillarer
Thermotherapie (TTT), lokaler Resektion oder Enukleation, wobei bei &ahnlichen
Langzeitergebnissen (> 90 % ger Therapieerfolg) die konservativen Therapieformen
vorzuziehen sind. Trotz erfolgreicher Primartherapie zeigt das UM weiterhin eine hohe
Metastasierungsrate von 25 % bzw. 34 % nach 5 bzw. 10 Jahren [1]. Aufgrund
fehlender Wirksamkeit aktuell verfugbarer systemischer Therapien ist die Prognose des
metastatierten UM weiterhin ungunstig. Mit einer Lebenserwartung von 4 bis 15
Monaten unbehandelt nach Diagnosestellung [3] konnte auch trotz neuer
Therapiekonzepte des Primartumors keine Prognoseverbesserung erzielt werden,

sodass hier weiterer Forschungsbedarf besteht.

Fur die Tumorentstehung konnten entsprechend der Kennzeichen von Krebs von
Hanahan et al. 2000 [7] zunachst sechs Eigenschaften ermittelt werden, die bei der
Entstehung von Tumoren eine entscheidende Rolle spielen: Aufrechterhaltung
proliferativer Signale, das Vermeiden von wachstumshemmenden Einflissen,
Aktivierung von Zellinvasion und Metastasierungswegen, replikative Unsterblichkeit,
Angiogenese und das Verhindern des Zelltodes sowie Apoptosemechanismen.
Hinzugekommen sind 2011 als weitere Kerneigenschaften eine Veranderung des
Zellmetabolismus und ein Entgehen immuner Detektions- und
Zerstorungsmechanismen. Als wesentliche Voraussetzungen sind Tumorzellen hierfur
auf eine gewisse Genominstabilitat und Mutationen sowie eine tumorfordernde
Entzindungsumgebung angewiesen [8]. Derzeit werden in multiplen praklinischen und
klinischen Studien Therapiekonzepte mit neuartigen Chemotherapien,
Immunmodulatoren und RNA-Molekulen untersucht, die an auf diese Kernmerkmale
abzielen. Es konnte jedoch bisher kein durchschlagender Erfolg erzielt werden [3, 9].
Die Prognose ist somit haufig weiterhin von dem Auftreten von Metastasen abhangig,
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weshalb es notwendig ist die  molekularbiologischen  Ablaufe  des
Metastasierungsprozesses besser zu verstehen. Da das UM aufgrund fehlender
Lymphgefalle im Auge Uberwiegend hamatogen metastasiert, ist besonders das
Verstandnis dieses Metastasierungsweges zur Entwicklung neuer therapeutischer
Konzepte des UM von groRer Bedeutung. Hierbei wird der Einfluss erhohter
Wachstumsfaktorspiegel, wie vascular endothelial growth factor (VEGF) oder fibroblast
growth factor-2 (FGF-2) diskutiert. Dies entspricht gemal® der Kennzeichen fur Krebs
zwei der acht wesentlichen Kerneigenschaften: einerseits dem Aufrechterhalten eines
proliferativen Milieus, sowie andererseits der Angiogeneseinduktion. In diesem
Zusammenhang konnten bereits mehrfach in Studien hohere VEGF-Spiegel bei UM-
Patienten nachgewiesen werden, wobei die VEGF Spiegel einer grofl3en
interpersonellen Varianz unterliegen, aber tendenziell im metastasierten Zustand
ansteigen [10-12]. Auch konnte ein Zusammenhang zwischen Tumorgrof3e und Hohe
der VEGF-A Konzentration gezeigt werden [13]. Dabei wird vermutet, dass VEGF durch
erhohte Gefallbildung und damit zusammenhangende bessere Nahrstoffversorgung
das Tumorwachstum begunstigt. Dies wird als ein zentrales Kennzeichen von Krebs
gedeutet, da insbesondere fur solide Tumore Angiogenese als essenzieller Bestandteil
der Tumorprogression angesehen wird. Dabei greift der Tumor in der
Entstehungsphase zunachst auf bereits bestehende Gefalie zurtck, mit zunehmender
Grole ist er jedoch auf Angiogenese und damit Wachstumsfaktorsekretion bei
begrenzter Diffusionsstrecke angewiesen [14]. Gleichzeitig konnte auch das Auftreten
von vaskularer Mimikry mit Bildung von flussigkeitsleitenden Strukturen im
extrazelluldaren Raum ohne Endothelauskleidung nachgewiesen und mit schlechter
Prognose assoziiert werden [15, 16]. Ein autokriner wachstumsférdernder Effekt des
VEGFs auf die UM Zellen konnte ebenfalls im UM Zellmodell gezeigt werden [17].

Interessanterweise zeigen sich auch nach Primartherapie mittels TTT haufig erhdhte
VEGF- Spiegel als Antwort auf die Therapie induzierte Ischamie [18, 19]. Inwieweit dies
jedoch die Tumorprogression begunstigt, ist indes unklar. Durch die TTT mit
Temperaturen > 43 — 52 °C werden Thermorezeptoren wie TRPV1 und TRPV2 aktiviert,
wodurch in Nachbargeweben wie dem retinalen Pigmentepithel (RPE) Uber TRPV2
vermehrt VEGF-Freisetzung initiiert werden kann [20, 21]. Allerdings konnten Therapie
bedingte Komplikationen wie Neovaskularisationen und dadurch bedingte
Netzhautablosungen und -blutungen erfolgreich mit VEGF-Antikorpern behandelt
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werden, wobei diese Therapie keine Vorteile fur das Gesamtuberleben zeigte [19].
Hingegen konnte ein protektiver Effekt gegenuber oxidativem Stress von Bevacizumab
[22, 23] auf Tumorzellen gezeigt werden, sodass paradoxerweise das Tumorwachstum
durch die Antikorpertherapie gefordert statt wie erwartet gehemmt wurde [24]. Zudem
wurde eine durch die Bevacizumabtherapie hervorgerufene Pseudohypoxie mit
konsekutiv erhohter VEGF-A Konzentration in vivo in Mausen und in vitro in UM
Zelllinien beobachtet [19]. In einer Arbeit von Yang et al. zeigte sich hingegen eine
Reduktion des Tumorwachstums und von Mikrometastasen durch insbesondere
frUhzeitige Bevacizumabtherapie im Mausmodell. Auch zeigten sich in vitro geringere
Zellproliferation und VEGF-Spiegel bei Bevacizumabinkubation [25]. In einer neuen
Phase Il Studie wurde die Uberlebenszeit der Patienten mit metastasiertem UM durch
Cabozantinib (einem Tyrosinkinase Inhibitor mit Wirkung an VEGF, MET und AXL-
Rezeptoren) Therapie von 3,6 Monaten auf 12,6 Monate gesteigert [26].

1.2 Wachstumsfaktoren

Wachstumsfaktoren sind eine inhomogene Gruppe von Botenstoffen, die zumeist
Rezeptor vermittelt Uber intrazellulare Signalkaskaden genregulatorisch wirken und
hierdurch  Zellwachstum, -teilung und Gewebedifferenzierung beeinflussen.
Physiologisch steuern sie so Wachstums- und Reparaturprozesse, Gewebeerneuerung,
Blutbildung und Gefalausreifung. Allerdings konnen veranderte
Wachstumsfaktorkonzentrationen  auch  zur  Pathophysiologie  verschiedener
Erkrankungen beitragen. So kann beispielweise ein erhohter VEGF-Spiegel die
Neovaskularisierung im Auge fordern und so zur diabetischen Retinopathie beitragen
[22, 27, 28]. Auch wird ein Zusammenhang zwischen erhohten VEGF-Spiegeln und
Tumorprogression und Metastasierung diskutiert [10, 29]. Die einzelnen
Wirkmechanismen sind dabei noch nicht vollstandig verstanden, wobei davon
ausgegangen wird, dass proangiogenetische Faktoren das Tumorwachstum durch eine
verbesserte Vaskularisierung fordern und zugleich die Metastasierung hiertber
begunstigen.



Fir das UM konnten schon erhdohte FGF-2- und VEGF-Konzentrationen im
Tumorgewebe und der Umgebung sowie dessen wachstumsfordernde Wirkung auf
Endothelzellen nachgewiesen werden [30].

1.2.1 Fibroblast growth factor-2 (FGF-2)

Der Bindegewebswachstumsfaktor FGF-2 oder auch basic FGF (bFGF) ist ein potenter
proangiogenetischer Faktor, der wie VEGF-A Gefalineubildung fordert. Er gehort zu der
22 Mitglieder umfassenden FGF Familie [31], der am FGF Rezeptor (FGFR1 - 4) bindet
[31]. Die Bindegewebswachstumsfaktoren modulieren multiple zellbiologische Prozesse
wie Proliferation, ZellUberleben, Zellmoatilitat und Differenzierung und Angiogenese. In
der Embryogenese kommt FGF-2 eine Schlusselrolle zu, aber auch bei Erwachsenen
ist FGF-2 an der Homoostaseregulation und Regenerationsprozessen beteiligt [31].

FGF liegt gebunden an Heparin in der extrazellularen Matrix vor und wird durch
Heparinasen aktiviert, sodass es dann an den Rezeptor binden kann [32]. Es existieren
vier FGF-Rezeptoren (FGFR1 - 4). Diese Rezeptoren sind Rezeptortyrosinkinasen und
Dimerisieren nach Ligandenaktivierung. Die FGF Bindung erfolgt heparinabhangig [31].
Die FGF Effekte werden dann durch intrazellulare Signaltransduktion Uber den MAPK-
Weg sowie den AKT-Weg vermittelt hervorgerufen. Dabei variiert der Signalweg in
Anhangigkeit vom Zell- und Rezeptortyp. Zusatzlich existiert noch ein funfter FGFRS,
jedoch ohne intrazellulare Tyrosinkinasedomane. Ihm werden negative regulatorische
Feedbackfunktionen zugeschrieben. FGFR werden in vielen humanen Zellen exprimiert
und steuert Zellproliferation, -differenzierung und -tberleben [32].

In UM Zellen wirkt FGF-2 hauptsachlich uber Bindung an den FGF-1 Rezeptor, was
eine Rezeptordimerisierung und Aktivierung der Tyrosinkinase bewirkt. Dies wiederum
aktiviert die Phospholipase C gamma (PLC gamma) Bindungsstelle. Diese katalysiert
dann die Phosphorylierung von PIP2 zu DAG und IPs. IP3 vermittelt dann unter anderem
Ca?* Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum. Dies bewirkt einen Anstieg
der intrazellularen  Calciumkonzentration und eine ,stromal interaction
molecule” (STIM)-Aktivierung. STIM wird daraufhin in die Plasmamembran bewegt, wo
es einen Calcium realease — activated calcium ion channel (ORAI) induzierten

Calciumeinstrom hervorruft. Dieser Prozess wird als Speicher induzierter
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Calciumeinstrom (SOCE) bezeichnet [33]. Ein FGF-1-induzierter Anstieg der
Proliferation von Tumorzellen konnte auch durch Calciumkanalantagonisten (z.B.
Verapamil) unterdrickt werden, was auf eine Involvierung von Calciumkanalen
hindeutet [34]. Eine Wachstumsfaktor-induzierte Erhohung der intrazellularen
Calciumkonzentration, die mit einer Erhdhten Calciumkanalaktivierung korreliert, konnte

auch in neuroendokrinen Tumorzellen beobachtet werden [35].

FGF-2 wirkt auto- sowie parakrin und wachstumsfordernd auf Endothelzellen. Es wird
physiologisch  von Fibroblasten und Keratinozyten gebildet und  wirkt
wachstumsfordernd auf Melanozyten. Zudem wird eine angiogenesefordernde
Interaktion von FGFR und VEGFR vermutet [32].

Im UM konnten erhdhte FGF-2-Spiegel und eine erhohte FGF-2-Rezeptorexpression im
Vergleich zu normalen uvealen Melanozyten nachgewiesen werden, was darauf
schlielen lasst, dass FGF-2 das Tumorwachstum begunstigt [10, 29, 36, 37]. Dieser
Zusammenhang konnte auch fur Brust-, Lungen-, Prostata- und Blasenkarzinome
gezeigt werden [32, 38-40]. Die erhohte FGFR und FGF Expression zeigte sich gehauft
bei Tumoren mit Chromosom 3 Monosomie und BAP1 Mutation, welche mit ungunstiger
Prognose assoziiert sind. FGF/FGFR ist an Zellproliferations- Migrations- und
Uberlebensmechanismen in vitro in UM Zellen beteiligt [37]. Zudem konnte eine
Assoziation zwischen Tumorstadium und Metastasierung und FGF-2 Expression im UM
nachgewiesen werden. Dabei konnte in vitro gezeigt werden, dass FGF-2 zu erhdhten
intrazellularen Calciumkonzentrationen durch SOCE-Aktivierung fuhrt und die
Zellmotilitat erhoht und dadurch die Metastasierung begunstigt. In einem Mausmodell
konnten diese Effekte durch SOCE Hemmung in vivo unterbunden werden [33]. In einer
weiteren Studie von Stanisz et al fuhrte jedoch die SOCE Deaktivierung zu erhohter
Tumorproliferation in kutanen Melanomzellen, wahrend die Invasivitat reduziert wurde
[41]. In einer anderen Studie konnte ein autokriner FGF-2 Loop Mechanismus in UM
Zellen nachgewiesen werden, der die Zellproliferation begunstigte. Durch Blockade des
FGFR konnte dieser Loop nur teilweise unterbunden werden [42]. Dies bedeutet das

moglicherweise noch andere Signalwege am Tumorwachstum beteiligt sind.



1.2.2 Vascular endothelial growth factor (VEGF)

VEGF ist eine Familie von Wachstumsfaktoren bestehend aus VEGF-A, VEGF-B,
VEGF-C, VEGF-D und dem viralen VEGF-E-Protein, sowie dem
Plazentawachstumsfaktor PIGF). Sie wirken Uber Bindung an spezifische
Tyrosinkinaserezeptoren und steuern Zellproliferation, Migration, Uberleben und

Gefalipermeabilitat wahrend der Vaskulo- und Angiogenese [43] (Abbildung 3).

[ ‘vv' VEGF - C

M EGF VEGF A V[GF L V[GF D

PDGE
N V VEGF - B
VEGF
Expressions- PIGF
regulation
| VEGF -R1 VEGF - R2 l VEGF—-R3

!

Regulation von Zellproliferation, Migration und Zelluberleben, sowie GefaRpermeabilitat

\

Abbildung 3 Schematische Darstellung der VEGF-Proteine und ihrer Rezeptoren. VEGF-A ist hauptsachlich an der
Angiogenese in Tumoren beteiligt und wirkt uber Bindung an VEGFR1 und VEGFR2. HiF = Hypoxie induzierter
Faktor, PDGF = Platelet derived growth factor, EGF = epidermal growth factor Grafik von C.Budde auf Basis von
Apte, R 2019 [43].

VEGF-C und D binden VEGF-R3 und steuern daruber vor allem Lymphangiogenese.
VEGF-A kann auch mit Neuropilin Co-Rezeptoren interagieren (NRP1 und NRP2) und
hierGber VEGF-R2 Signale beeinflussen [44] (Abbildung 3).

Der GefaBwachstumsfaktor VEGF-A ist der Schlusselfaktor fur GefaRwachstum und
Neubildung im menschlichen Organismus. VEGF-A ist ein 45 kDa heparinbindendes
Protein. Durch alternatives Splicing der Exone 6 und 7 entstehen die Isoformen VEGF-
A121, VEGF-A1es, VEGF-A1g9 und VEGF-A206, wovon VEGF-A+es die haufigste Isoform
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darstellt. VEGF-A ist auch der wichtigste Mediator der tumorinduzierten Angiogenese.
Es erhoht die Gefallpermeabilitat, fordert Endothelzellwachstum, Angiogenese und
Monozytenaktivierung. Physiologisch wird die VEGF Expression durch Hypoxie-
induzierten Faktor (HIF), den epidermalen Wachstumsfaktor (EGF), den
Plattchenwachstumsfaktor (PDGF), Hypoxie und Ischamie reguliert. VEGF-A wirkt Uber
Bindung an den VEGF-R1 (Flt-1) und VEGF-R2 (KDR). Diese Rezeptoren sind jeweils
transmembrane Tyrosinkinaserezeptoren, die durch Ligandenbindung aktiviert werden
und Signalkaskaden aktivieren. Dabei hat VEGF-R1 eine ca. 10 mal hohere Affinitat zu
VEGF-A aber eine deutliche schwachere Signaltransduktion, sodass von einer
regulatorischen Funktion der VEGF-R1 ausgegangen wird. Die VEGF-A Effekte werden
groltenteils Uber VEGF-R2 vermittelt. Die Ligandenbindung fuhrt zu einer
Rezeptordimerisierung und konsekutiven Autophosphorylierung wodurch verschiedene
Downstreamkaskaden aktiviert werden (unter anderen der MAPK-Kinaseweg). Die

Rezeptoren finden sich auf Endothelzellen, Tumorzellen und Immunzellen [44-46].

In der Embryogenese tragt VEGF entscheidend zur Ausbildung des Gefal3systems bei,
wobei VEGF Hypoxie-induziert freigesetzt wird. Auch konnen verschiedene
Immunzellen VEGF-A bilden und so zur GefalRbildung beitragen, so kommt es oft bei
chronischen Entzindungsprozessen zur Gefalineubildung in den jeweiligen Regionen.
Auch Tumorwachstum ist von einer ausreichenden Gefaldversorgung abhangig, in
diesem Zusammenhang konnten auch bereits erhohte VEGF-A Spiegel im Serum und
in Tumornadhe nachgewiesen werden sowie ein Zusammenhang zwischen Hohe der
Serum VEGF-A Konzentration und Mikrometastasen hergestellt werden [10, 29, 47, 48].
Dabei ist oxidativer Stress durch den veranderten Tumormetabolismus, der zu erhdhten
H202 und Superoxidkonzentrationen fuhrt, oftmals ein Trigger fur erhohte VEGF
Ausschuttung. Das freigesetzte VEGF fuhrt dann Uber Aktivierung der MAPK-ERK-1/2
Signalwege zur Aktivierung des Transkriptionsfaktors Nrf2, der wiederum die
Freisetzung antioxidativer Enzyme erhoht [24]. Parallel dazu wird die Angiogenese
begunstigt. Angiogenese ist ein Schllsselfaktor der Tumorprogression. Hierdurch wird
die ausreichende Nahrstoffversorgung sichergestellt. Gleichzeitig erfolgt die
Metastasierung hamatogen uber diese Gefalde als Eintrittspforte in die Zirkulation. Es
konnte bereits gezeigt werden, dass Tumore mit hoher Vaskularisierung mit einer
schlechteren Prognose assoziiert sind [49, 50]. Erhohte VEGF mRNA Expression

konnte in den meisten humanen Tumoren nachgewiesen werden und ist mit erhohter
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Invasivitat, Gefaldichte, Metastasierungsrate, Rezidiven und schlechter Prognose
assoziiert. [45]. Dabei wird ein immunmodulierender Effekt von VEGF als Grundlage
dieser Effekte vermutet, wodurch regulatorische T-Zellen und die Differenzierung zu
Endothelzellen begunstigt wird und die Funktion von T-Effektorzellen inhibiert wird [43,
51, 52]. Hierauf basierend wurden neue Therapieansatze mit VEGF-Antagonisten
entwickelt und in Studien getestet, wobei bisher kein durchschlagender Erfolg erzielt
werden konnte. Deshalb ist ein besseres Verstandnis der Effektorkaskaden vonnoten
[44].

Das VEGF-Gen ist auf Chromosom 6p21.3 lokalisiert. Mutationen in dieser Region
konnten in UM Zelllinien nachgewiesen werden [15]. Zudem konnte fur verschiedene
UM Zelllinien eine VEGF-A Produktion Ischamie-induziert Uber den HiF nachgewiesen
werden [47]. Ob und wie das VEGF-A dabei auf die UM Zellen wirkt, wurde bisher noch

nicht untersucht und soll Thema dieser Arbeit sein.

1.3 Calciumhomoostase

Calcium ist neben Natrium und Kalium eines der wichtigsten Kationen im menschlichen
Organismus. Es ist als Botenstoff an der intrazellularen Signaltransduktion bis hin zur
Genexpression beteiligt, ebenso wie an der Herzmuskelkontraktion, an Vesikelsekretion
und an Zellproliferations- , Migrations- und Apoptosemechanismen [53, 54].

Die intrazellulare freie Calciumkonzentration ([Ca?*];) liegt bei ca. 100 nM in ruhenden
Zellen, wahrend die extrazellulare Calciumkonzentration ([Ca®*]e) bei 1 - 2 mM und
damit um den Faktor 1 : 10 000 hoher liegt. Dies bedeutet, dass in lebenden Zellen eine
grolRe elektrochemische Kraft fur einwartsgerichtete Calciumstrome vorliegt [55-57].
Dieser Konzentrationsgradient wird durch verschiedene lonenkanale und Pumpen
aufrechterhalten, die Calciumionen in intrazellulare Calciumspeicher oder nach
extrazellular sequestrieren (Abbildung 4). Dieser Transport erfolgt (iber Ca?*- ATPasen
und das 3 Na*/Ca?* Gegentransportsystem. Gleichzeitig verfigen die Zellen (ber
verschiedene Ca?*-lonenkanéle, die durch spezifische Aktivierung einen regulierten
Calciumeinstrom hervorrufen und dadurch ihre jeweilige Funktion bewirken (Abbildung
4)
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Abbildung 4 Ubersicht Uber zelluldre Calciumhomdostasemechnismen.GPCR Aktivierung durch die Agonisten
bewirkt eine Konfigurationsanderung der intrazellularen Doméane, wodurch die PLC aktiviert wird, die die Bildung von
Inositoltriphosphat (IP3) katalysiert. IP3 bewirkt eine Ca®* Freisetzung aus dem endoplasmatischen Retikulum. Dies
wird von STIM registriert. Dies flhrt zu einer STIM Polymerisierung und Relokalisierung an die Plasmamembran, wo
ORAI aktiviert. Dieser Mechanismus wird speicherabhangiger Calciumeinstrom (SOCE) genannt. VOC =
spannungsabhangiger lonenkanal, NMDA (N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor) = Glutamatrezeptor, RYR = Ryanodin
Rezeptor, SERCA (sarcoplasmic/ergoplasmic reticulum calcium ATPase) Calciumpumpe zur Aufnahme von Ca?* in
das endoplasmatische/ sarkoplasmatische Retikulum, NCKX = Na*/ Ca?*/K* Austauschtransporter, NCX = Na*/ Ca?*
Austauschtransporter, PMCA = Plasmamembran Calcium ATPase, Calciumpumpe zum Efflux von Ca?* aus der
Zelle. Grafik von C.Budde

Anderungen der [Ca%*]idienen als Signale durch die in Abhangigkeit von der Amplitude,
den zeitlichen und ortlichen Eigenschaften den Zellzyklus und damit Differenzierung,
Apoptose, Proliferation und Genexpression regulieren. Da dies entsprechend der
Kennzeichen von Krebs SchllUsselprozesse in der Entartung von Zellen darstellen, ist
eine veranderte Funktionsweise der [Ca?*]i Regulation ein wesentlicher Meilenstein in
der Kanzerogenese. Dabei wurden Mutationen und veranderte Expressionsmuster
wesentlicher Calciumkanale in Tumoren beobachtet [53, 57, 58]. Eine veranderte

Regulation des SOCE konnte bei verschiedenen Tumoren nachgewiesen werden,
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wobei vermutet wird, dass hieruber die Zellmotilitat erh6ht und die Metastasierung
begunstigt wird [53, 58-60].

1.4 Transient Rezeptor Potenzial (TRP)-Kanale

Transient Rezeptor Potential (TRP-) Kanale sind eine groRe Gruppe von nicht-
selektiven lonenkanalen, die durch vielfaltige Stimuli aktiviert werden konnen. Typische
Aktivierungsmechanismen sind hierbei intra- oder extrazellulare Ligandenbindung,
Temperaturanderungen, chemische oder mechanische Zellstimulation, sowie
osmotische Veranderungen. Die Aktivierung fuhrt zu einer Konfigurationsanderung des
Kanalproteins bzw. erhdhten Offenwahrscheinlichkeit (Po) und wird damit durchlassig
fur Kationen. In Neuronen kommt es nach einem loneneinfluss zu einer Verschiebung
des Membranpotenzials (Depolarisation), das ab einem bestimmten Schwellenwert zu
einer Aktivierung des Aktionspotenzials fuhrt. In nicht neuronalen Zellen kbnnen uber
Aktivierung von TRP Kanalen (TRPs) proinflammatorische Zyotokine freigesetzt werden,

die wiederum Entzindungsprozesse auslosen konnen [61].

TRP-Kanale sind uberwiegend permeabel fur Calcium und Natrium mit Ausnahme von
TRPM4 und TRPM5, welche nur fur monovalente Kationen permeabel sind. TRP-
Kanale sind substanziell an der intrazellularen Calciumhomoostase beteiligt und
beeinflussen somit verschiedene Zellprozesse von Genregulation bis Zelltod. TRP-
Kanale sind auf der Zellmembran sowie in verschiedenen Zellorganellen exprimiert. Die
meisten TRP-Kanéle haben eine Selektivitat fir Natrium und Calcium (Pca/Pna < 100),
mit Ausnahme von TRPV5 und TRPV6 mit hoher Selektivitat (Pca/Pna > 100) [62].

Die einzelnen TRP-Kanale setzen sich jeweils aus sechs transmembranspannenden
Segmenten (S1-6) und den intrazellular gelegenen NH2- und COOH-Enden
zusammen. Die Segmente S5 und S6 bilden eine porenformige Schleife (Abbildung 5A).
Die Bildung von Homo- oder Heterotetrameren der Untereinheiten fuhrt schlieRlich zur
Bildung der Kationen permeablen Kanale [63](Abbildung 5B).
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Abbildung 5 A Schmematische Darstellung eines TRP Kanals, die einzelnen Subtypen unterscheiden sich in der
Anzahl der Ankyrinwiederholungen. B TRP Kanaltetramer Grafik von C.Budde orientiert an Takahashi 2012 [64].

Durch TRP-Kanalaktivierung wird die Membrandurchlassigkeit fur die Kationen erhoht,
wodurch wiederum weitere intrazellulare Signaltransduktionkaskaden aktiviert werden.
Ebenso findet teilweise eine Transaktivierung oder -inhibierung anderer Rezeptoren

statt [65] sowie eine Triggerung von G-Protein gekoppelten Rezeptoren [66].

Anhand der Aminosaurezusammensetzung kann die TRP Superfamilie in sieben
Subgruppen unterteilt werden (TRP canonical, TRP melastatin, TRP vanilloid, TRP
ankyrin, TRP polycistin, TRP mucolipin, TRP NOMP (= no mechanoreceptor potential),

wobei diese wiederum jeweils Subtypen umfassen (Abbildung 6).

TRPC TRPA TRPV 'RPML I'RPP TRPN 'RPM
(canonical) (ankyrin) (vallinoid) (mucolipin) (polycistin) (NOMP) (melastatin)
hTRPCL hTRPCT hTRPV1 hTRPVE hTRPP2 —1— " TRPP3
mTRPC2 hTRPV2 hTRPVS
hTRPCE / hTRPPS
hTRPCA hTRPVA
hTRPAL FRPMLI ! I

hTRPVI
hTRPC4 hTRPCS

Abbildung 6 Die TRP-Kanal Familie. Uberblick liber die bekannten Subtypen. Bisher konnte in UM Zellen die
TRPM8 und TRPV1 Expression nachgewiesen werden. Grafik von C.Budde.

TRP-Kanale funktionieren als Thermo- und Schmerzsensoren und werden in

neuronalem Gewebe exprimiert. Allerdings konnte ihre Expression auch in anderen
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gesunden Geweben sowie in Tumoren nachgewiesen werden. Neben dieser
klassischen Rolle der TRPs in Neuronen spielen sie auch eine wichtige Rolle in der
Calciumhomoostase von nicht erregbaren (gesunden) Augenzellen und in malignen und
benignen Augentumorzellen [65]. Sie ermoglichen transzellularen Calciumtransport und
sind an der Regulation und Funktion von Zellorganellen beteiligt. In UM Zellen konnte
eine TRPV1 und TRPM8 Genexpression nachgewiesen werden, sowie eine TRPA1
Expression in manchen UM Zelllinien, wahrend eine TRPA1 Expression in gesunden
UM Zelllinien stets vorhanden ist [65, 67]. Ebenso konnte in weiteren Zelltypen eine
funktionelle TRP Expression gezeigt werden, wobei die biologische Funktion noch nicht
vollstandig verstanden ist. Es wird eine Aktivierung uber GPCR diskutiert, sowie wie
eine Beteiligung an verschiedenen Pathologien des Auges [65, 68, 69]. So sind TRPM8
Kanale in Nervenfasern der Hornhaut beispielsweise bei der Regulierung der
Feuchtigkeit der Augenoberflache involviert [65, 70-72]. In kornealen Epithelzellen
konnte eine TRPC4 und TRPV1, TRPV2, TRPV3, TRPV4, TRPA1 und TRPMS38
Expression nachgewiesen werden [73-75]. In kornealen Endothelzellen hingegen wird
TRPM8, TRPV1, TRPV2, TRPV3 und TRPV4 funktionell exprimiert [76-80]. Ebenso
konnte in kornealen Fibroblasten eine TRPV1 Expression gezeigt werden [81]. Retinale
Pigmentepithelzellen (RPE) exprimieren TRPV1, TRPV2, TRPV3 und TRPV4, Kanale,
wobei eine funktionelle Expression nur fur TRPV2 nachgewiesen werden konnte [20]. In
Retinoblastomzellen konnte TRPV1, TRPM8 und TRPA1 nachgewiesen werden, wobei
in einer spezifischen Retinoblastomzelllinie TRPA1 nicht exprimiert wurde, die resistent
gegenuber der Etoposidchemoherapie ist [65, 82, 83]. Ebenso exprimieren
konjunktivale Epithelzellen und benigne Tumorzellen (Ptygerium) TRPV1, -2, -3, und -4
und TRPMS8, wobei in Ptygeriumzellen die TRPV1 Expression erhoht war. Auch hier
konnte eine Interaktion zwischen TRPM8 und TRPV1 gezeigt werden [65, 84].

Generell konnen lonenkanale auf verschiedene Arten an der Pathogenese und
Aufrechterhaltung von Krankheiten beteiligt sein. Dis- oder Nonsensemutationen in den
codierenden Genen konnen zu Funktionsverlust der Proteine fuhren und somit
Erkrankungen auslosen. Beispielsweise fuhren Mutationen in Kaliumkanalen der
KCNQ-Familie zu Repolarisationsverzogerungen im Herzen. Sie rufen dadurch das
sogenannte Long-QT-Syndrom hervor. Ebenso konnten Mutationen im TRPV4 Gen bei
neurodegenerativen Erkrankungen wie der scapuloperonealen spinalen Muskelatrophie
und der Charcot-Marie-Tooth Typ 2C Erkrankung nachgewiesen werden. Der genaue
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Pathomechanismus, wie Mutationen im selben Gen unterschiedliche Kklinische
Symptome hervorrufen kdonnen, ist aktuell weiter Gegenstand von Untersuchungen [85].
Meistens konnen solche Funktionsverluste einzelner Isoformen durch verwandte
Untereinheiten der Kanalfamilie (teilweise) jedoch kompensiert werden, sodass
Kanalkrankheiten insgesamt eher eine niedrige Pravalenz aufweisen. Weitaus haufiger
werden durch Uberaktivierung oder Uberexpression eines Kanals durch epigenetische
Mechanismen, Funktionsgewinnmutationen oder permanente Stimulation bei erhohter
Agonistenkonzentration Krankheiten hervorgerufen. Uberexpression von TRP-Kanélen
ist regelmalig in diversen Tumoren zu beobachten [86]. Gleichzeitig dienen
verschiedene Rezeptoren und lonenkanale oftmals als pharmakologische
Angriffspunkte und diagnostische Parameter (z.B. TRPMS8) [87].

Im Kontext von malignen Erkrankungen, die haufig mit erhohten
Wachstumsfaktorkonzentrationen  einhergehen, ist das Verstandnis  der
tumorproliferativen Wirkmechanismen der Wachstumsfaktoren wegweisend, um
maogliche therapeutische Ansatzpunkte zu identifizieren [86]. TRP-Kanale als Ca?*-
permeable Kanale konnen hierbei an Zellwachstums- und Apoptosemechanismen und
somit entsprechend der Kennzeichen von Krebs an der Tumorentstehung beteiligt sein,
weshalb ihre Regulation und Funktion aktuell Gegenstand der Forschung verschiedener
Arbeitsgruppen ist. So kann eine TRP-Kanal Uberaktivitdt zu unphysiologisch hohen
intrazellularen Calciumkonzentrationen fuhren und hierdurch Apoptose induziert werden
[88]. Gleichzeitig konnen TRP-Kanale auch wachstumsférdernd sein [89]. So wird
derzeit das Expressionsmuster von TRP-Kanalen in verschiedenen Tumortypen
analysiert. Diesbezuglich konnte die Hochregulation einzelner Isoformen bzw. deren
Aktivierung durch tumorinduzierte Botenstoffe in Studien nachgewiesen werden [89-91].

1.4.1 TRPV-Kanale

Es sind sechs TRPV Subtypen (Vanilloidrezeptoren) (TRPV1 -V6) in Saugetieren
bisher bekannt. TRPV1-TRPV4 sind nicht-selektive Kationenkanale, die durch Hitze
und verschiedene endogene und synthetische Liganden aktiviert werden konnen. Dabei
zeigen verschiedene simultan auftretende Stimuli additive Effekte, sodass die
Rezeptoren verschiedene Signale integrieren konnen. TRPV5 und TRPV6 hingegen
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sind hochselektive Calciumkanale mit einer hohen Ca?* Permeabilitdt und zeigen nur

eine geringe Temperatursensitivitat [62, 92, 93].

1.4.1.1 TRPV1

Der TRPV1 auch bekannt als Capsaicinrezeptor ist der bislang meistuntersuchte TRPV-
Kanal [94]. TRPV1-Kanale werden pharmakologisch durch Capsaicin, physikalisch
durch Hitze > 43 °C und erhdhte Osmolaritat [95, 96] sowie durch niedrige pH-Werte (<
5,9), Depolarisation, Vanilloide und Leukotrien B4 aktiviert [94]. Dabei scheinen
Desensibilisierungseffekte bei prolongierter Exposition aufzutreten [94] und additive
Effekte der einzelnen Agonisten moglich zu sein [97]. Es konnte zudem eine Expression
in Schmerzfasern gezeigt werden, wobei insbesondere auch Tumorschmerzen TRPV1-
vermittelt wahrgenommen werden [86, 98, 99].

In kornealen Epithelzellen konnte eine Aktivierung des Mitogen activated
Phosphokinase (MAPK)-Weges und Interleukin (IL)-6 und IL-8 Freisetzung in Folge
einer TRPV1 Aktivierung gezeigt werden [61]. TRPV1 vermittelte Calciumantworten
konnten durch Cannabinoidrezeptor 1 (CB1)-Aktivierung oder TRPMS8 Aktivierung
supprimiert werden, sodass Interaktionen mit anderen Rezeptoren die Funktion neben
der Ligandenbindung zu beeinflussen scheinen [65, 100].

Erhohte TRPV1-Expression konnte in Prostata-, Kolon- und Pankreastumoren gezeigt
werden, wahrend in Blasentumoren erniedrigte TRPV1 - Expression gefunden wurde
[86]. Im Retinoblastom konnte eine hohe TRPV1 Expression gezeigt werden, wobei die
TRPV1 Antwort iber CR und TRPA1 Aktivierung moduliert werden kann [82, 83]. In UM
Zellen konnte die TRPV1 Expression ebenso wie in gesunden Melanozyten von Mergler

et al. erstmals 2014 nachgewiesen werden [67].

1.4.1.2 TRPV4

TRPV4-Kanalaktivierung erfolgt pharmakologisch durch Phorbolester 4 alpha-PDD oder
GSK1016790A, physikalisch durch moderate Hitze > 24 °C, verminderte Osmolaritat
[101], Scheerstress, Zellschwellung oder ansonsten uber Proteinkinase C,
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Arachnidonsaure, = Anandamide, 5,6-EET  (5,6-Epoxyeicosatriensdure) und
Cisandrographolid A [102-104]. TRPV4 Kanale sind an Zellmigrationsprozessen,
Nozizeption, Osteogenese und Osteoklastenfunktion beteiligt. Aufgrund der Aktivierung
bei moderater Warme wird eine partielle Grundaktivitat bei Korpertemperatur vermutet,
wobei eine partielle Desensitivierung durch Hitzestimulation postuliert wird [104].
Dysfunktionen treten insbesondere im Kontext von neurodegenerativen und

Knochenerkankungen auf [63].

TRPV4 Aktivierung durch Scheerstress erfolgt durch Phospholipase A2 (PLA2)
vermittelte Arachnidonsaurefreisetzung aus Zellmenbranbestandteilen. Ebenso kann
die Kanaloffnung durch GPCR vermittelte Phospholipase C (PLC) Aktivierung erfolgen.
Durch PLC katalysiertes DAG aktiviert wiederum die Proteinkinase C, welche TRPV4
Kanale phosphoryliert und dadurch die TRPV4 Sensitivitat gegenuber EET erhoht.

Ebenso erhoht Calmodulin die Kanaloffnungswahrscheinlichkeit [105].

In kornealen Endothel- und Epithelzellen konnte eine funktionelle TRPV4 Expression
nachgewiesen werden [73, 78]. Daten zur Expression von TRPV4 in UM Zellen liegen
bisher nicht vor. In Brustkrebs- und Nierenzelltumorendothelzellen, sowie im
hepatozelluldaren und Osophaguskarzinom konnte eine erhdhte TRPV4 Expression in
Relation zum normalen Gewebe nachgewiesen und mit erhohter Zellmotilitat assoziiert
werden [90, 106-110]. In einem Mausmodell zeigte sich durch TRPV4 Inhibierung
hingegen eine erhdohte Angiogeneseaktivitat [105, 111]. In kutanen Melanomzellen
A375 wurde ebenfalls eine TRPV4 Uberexpression gezeigt, durch TRPV4 Aktivierung
konnte das Zellwachstum in dieser Zelllinie reduziert und Apoptose Uber erhohte AKT
Phosphorylierung induziert werden [88]. Ebenso wird eine erhdhte Invasivitat und
Metastasierungspotential durch TRPV4 Aktivierung fur Brustkrebszellen und gastrische
Tumore berichtet [90, 106]. Jedoch kann TRPV4 vermittelt auch Apoptose in
Tumorzellen  ausgelost  werden, sodass das  Aktivitatslevel und  die
Calciumkonzentration auch im Zusammenspiel mit anderen calciumpermeablen
lonenkanalen entscheidend fur die proliferative oder apoptische Antwort zu sein scheint
[108].

1.4.2 TRPM
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Die TRPM Kanale lassen sich in vier Subfamilien (TRPVM1/3; TRPM2/8; TRPM4/5;
und TRPM®6/7) unterteilen die sich hinsichtlich ihrer Ca?*- und Mg?*-Leitfahigkeit
unterscheiden. TRPM4/5 sind dabei Ca%*-impermeabel, wahrend TRPM6/7 die hochste
Ca?*- und Mg?*-Leitfahigkeit aufweisen. TRPM2/6/7 weisen zudem eine C-terminale
enzymatische Domane mit Kinase- (TRPM6/7) bzw. hydrolytischer ADP-
Spaltungsaktivitat (TRPM2) auf [112]. Interessant ist, dass in Retinoblastomzellen eine
erhohte TRPM7 Genexpression detektiert werden konnte, wahrend die TRPMS8
Genexpression eher niedrig ist [83].

1.4.2.1 TRPM8

Der TRPM8 Kanal, auch als Kalte- oder Mentholrezeptor bekannt, wird durch moderate
Kdhlung (< 28 °C), kuhlende Chemikalien, wie Icilin, oder Menthol oder Eucalyptol
aktiviert. Durch niedrige pH-Werte werden TRPM8 Kanale inhibiert [97]. Auch eine
erhohte extrazellulare Ca?* Konzentration aktiviert TRPM8 [113, 114]. Eine Interaktion
zwischen TRPM8 und TRPA1 wurde in verschiedenen Zusammenhangen bereits
beobachtet. So kann durch Menthol (einem TRPM8 Agonisten) Hitze induzierte
Hyperalgesie (durch TRPA1 Aktivierung hervorgerufen) behandelt werden [115]. Es
existieren 11 Isoformen des 1104 aa groRRen Proteins. Es findet sich zudem eine PIP2
Bindungsstelle am C-terminalen Ende.

TRPM8 wird als Kalterezeptor hauptsachlich in somatosensorischem Gewebe
exprimiert [114], wurde jedoch auch in der Prostata, Blase, glatten Muskelzellen, in der
Leber, Lunge und Odontoblasten nachgewiesen [86, 116-120]. In gesunden uvealen
Melanozyten konnte TRPMS8 bisher noch nicht klar nachgewiesen werden, wobei eine
Expression nicht ausgeschlossen werden kann. In UM Zellen ist dieser Kanal jedoch
deutlich exprimiert [68]. Auch wurde fur andere Tumore, wie z.B. Prostata-, Blasen-,
Pankreas- und Mammakarzinomen erhohte TRPM8- Expression gezeigt [91, 121, 122].
In mehreren Studien konnte ein Zusammenhang zwischen erhohter TRPM8 Expression
und Tumorproliferation und —invasion gezeigt werden, wobei die genauen molekularen
Mechanismen noch Gegenstand der Forschung sind [91, 121, 122]. Auch in
Melanomen scheint TRPM8 an der Zellzyklusregulation beteiligt zu sein [123]. Dabei
konnte insbesondere in Prostatazellen der TRPM8 —Kanal nicht nur in der
Plasmamembran, sondern auch in ER-Membranen nachgewiesen werden. Dies bedingt
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niedrigere Ca?*-Konzentrationen im endoplasmatischen Retikulum und erhéht dadurch
die Apoptoseresistenz der Karzinomzellen [123-126]. Es konnte zudem flur Prostata-
und Mammakarzinome eine Androgen-abhangige Regulation von TRPM8 gezeigt
werden. Der Einfluss anderer Wachstumsfaktoren und Hormone ist indes noch unklar
[91].

1.5 Thyronamine (3-T1AM)

Thyronamine sind Derivate der Schilddrisenhormone. Sie entstehen durch
Decarboxylierung der Schilddrusenhormone. 3-lodothyronamin (3-T1AM) ist ein solches
mit noch einer lodidgruppe und konnte in sehr geringen Konzentrationen im
menschlichen Serum nachgewiesen werden. Seine Konzentration liegt dabei im
Nanomolarbereich bei ca. 60 nM im Serum [127]. In Ratten konnte eine ahnlich niedrige
Konzentration im Serum nachgewiesen werden, wahrend die Konzentration in
einzelnen Organen deutlich hoher lag. Somit scheint 3-T1AM dort produziert zu werden
(intrakrine Wirkung) bzw. gut gewebegangig zu sein und verstarkt organspezifisch zu
wirken. Dabei scheint 3-T1AM auch in die Zellen aufgenommen zu werden und dort an
intrazellulare Rezeptoren zu binden [128]. Es hat eine lange Halbwertszeit und ist meist
an Apolipoprotein B100 gebunden im Serum. Zudem wird eine Apolipoprotein B
abhangige Aufnahme in die Zellen Uber LDL Rezeptoren diskutiert [129]. Zusatzlich
konnte als Multiligand auch eine Wirkung Uber ,Trace amine-associated
Rezeptoren® (TAAR)[130], adrenerge Rezeptoren (ADRA2A und ADRB2), den
muscarinergen Rezeptor M3 und Serotonin 1b Rezeptor gezeigt werden [131, 132]. Es
konnte ein 3-T+AM vermittelter reversibler Korpertemperaturabfall in Mausen Uber
TAAR1-Aktivierung, einem G-Protein gekoppelten Rezeptor, nachgewiesen werden.
Der Abfall trat dabei ca. eine Stunde nach Injektion auf und bildete sich in Abhangigkeit
der Dosis nach sechs bis acht Stunden wieder zuruck. Auch zeigte sich eine
Bradykardie und Reduktion der Ejektionsfraktion nach 3-T1+AM Exposition [130]. In
anderen Studien konnte ein protektiver Effekt der Temperatursenkung auf den
ischamischen Gehirnschaden bei Schlaganfallen gezeigt werden [69, 133]. Ein
kardioprotektiver Effekt wird ebenfalls diskutiert und eine Beeinflussung des
Glukkosestoffwechsels gezeigt [131, 132].
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3-T1AM ist auch ein moglicher endogener TRPM8 Modulator [69, 132, 134]. In humanen
konjunktivalen Epithelzellen konnte bereits eine TRPM8 Aktivierung durch 3-T1AM
gezeigt werden [135]. Auch konnte eine Suppression der TRPV1 Aktivierung durch 3-
T4AM vermittelte TRPM8 Aktivierung in Hornhautepithelzellen nachgewiesen werden
[136, 137]. Insbesondere in Anbetracht der Tatsache, dass eine funktionale
Uberexpression von TRPM8 in UM Zellen im Vergleich zu gesunden Melanozyten
nachgewiesen werden konnte, ist es wichtig zu untersuchen, ob dieser gefundene

Mechanismus auch in UM Zellen zu beobachten ist.

Interessanterweise konnte in vitro ein wachstumshemmender Effekt von 3-T1AM auf
Brustkrebs- und Leberkrebszellen gezeigt werden, der in gesunden Geweben erst bei
deutlich hoherer 3-T1{AM Konzentration auftrat. Dabei schien die 3-T1AM Wirkung
hauptsachlich dber Wirkung an den Mitochondrien zu erfolgen [138]. Auch konnte die
Zellmigration von Brustkrebszellen durch 3-T+AM reduziert werden [139]. Ahnliche
wachstumshemmende und Apoptose induzierende Effekte von 3-T1AM konnten auch in

vitro fur Ovarialkarzinome gemacht werden [140].
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2. Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll das Zusammenspiel wichtiger Wachstumsfaktoren, wie VEGF und
FGF-2 auf die Offnungswahrscheinlichkeit von TRP-Kandlen UM Zellen néher
untersucht werden. lonenkanale, insbesondere Calciumkanale, sind als
Eingangspforten in die Zelle an der Regulation der intrazellularen Homoostase und
damit entscheidend am Zelluberleben und —tod beteiligt. Da ebendiese Mechanismen in
malignen entarteten Zellen oft fehlreguliert sind, ist es wichtig, die veranderten
Regulationsmechanismen auf zellularer Ebene zu verstehen, um hierdurch spezifische
Angriffspunkte fur neuartige spezifische Krebstherapien aufzudecken. Insbesondere in
Anbetracht der begrenzten aktuellen Therapieoptionen des UM und der damit
verbundenen schlechten Prognose ist es wichtig die Calciumregulation naher zu
untersuchen. lonenkanale sind in diesem Zusammenhang durch die hohe Vielfalt an
Stimuli, die zu verarbeiten sie imstande sind, pharmakologisch gut ansprechbare
Angriffspunkte.

Mergler et al. und A. Bohm konnten bereits eine veranderte TRP-Kanalexpression im
UM zeigen [67, 141]. TRPV1 scheint starker exprimiert zu sein und auch TRPM8 im
Gegensatz zu gesunden Melanozyten wird exprimiert [141]. Unklar ist jedoch weiterhin
die Auswirkung der veranderten Kanalproteinexpression und ob noch weitere TRP
Kanale in UM Zellen exprimiert werden.

Da Wachstumsfaktoren fur Tumorwachstum gerade in Anbetracht des veranderten
Zellstoffwechsels essenzielle Botenstoffe darstellen, jedoch gleichzeitig auch an vielen
physiologischen Prozessen beteiligt sind, soll in dieser Arbeit untersucht werden, wie
sie auf spezifische TRP Kanale wirken und wie diese Antworten unterdrickt werden
konnen. Hieraus konnen dann moglicherweise in Zukunft neue gezielte Therapien
entwickelt werden, die die Wachstumsfaktorwirkung auf maligne Zellen hemmen, ohne
dabei die physiologischen Prozesse zu storen und hiermit nebenwirkungsarmer als

bisher bekannte Therapien sind.

Die Ziele der durchgefuhrten Untersuchungen sind daher:
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1) Die in vitro fluoreszenzoptische und elektrophysiologische Untersuchung von
TRPV4 in uvealen Melanomzellen unter Verwendung der etablierten
Aderhautmelanomzelllinie UM 92.1.

2) Die in vitro fluoreszenzoptische und elektrophysiologische Charakterisierung der
VEGF/ und FGF-2 induzierten Stromantwortmuster im Hinblick auf eine TRP
Beteiligung.

3) Die Wirkung von Thyronamin (3-T1+AM) auf die VEGF induzierten TRP-
Antwortmuster.

Die Fragestellungen wurden mithilfe zweier gut etablierter Methoden der

lonenkanalforschung funktionell untersucht. Zunachst erfolgte die fluoreszenzoptische

Untersuchung mittels Calcium-Imaging, wobei Fura2/AM als Farbstoff verwendet wurde.

Zur Validierung der Ergebnisse und Charakterisierung der Strommuster folgte darauf

die Untersuchung mittels planarer Patch-Clamp Technik.
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1 Zellmodell
Als Modell zur Untersuchung des Einflusses verschiedener Wachstumsfaktoren auf das

UM wurde die in Leiden von der Arbeitsgruppe Jager et al. etablierte Ziellinie 92.1
verwendet [142]. Die Zelllinie wurde aus einem grofden Primartumor einer Patientin
etabliert, die zweieinhalb Jahre nach der Diagnose vermutlich an den Metastasen des
Tumors verstarb. Die Zelllinie wurde aus dem operativ entfernten Tumor generiert
indem die entnommenen Zellen in Petrischalen mit einer Mausfibroblastenschicht aus
3T3 Zellen in RPMI Medium angezuchtet wurde. Lichtmikroskopisch prasentiert sich die
Zelllinie pleiotroph mit gro3en Nucleoli entsprechend dem Bild des Primartumors. Der
Tumor zeigt eine Chromosom 3 Disomie, sowie eine BAP1Expression und eine 8q
Addition. Diese sind weniger typisch fur hohes Metastasierungsrisiko allerdings zeigten
sich viele Mitosen, was wiederum klassisch fur eine aggressive Tumorvariante ist.
Zudem wurde EIF1AX nachgewiesen, was mit hoherer Metastasierungsrate assoziiert
wurde [200]. 2016 hat die Arbeitsgruppe verschiedene UM Zellmodelle nochmals
Uberprift und konnte dieselben Mutationen in den 92.1 Zellen und im Primartumor
zeigen und die Stabilitdt der Zelllinie nachweisen [150]. Insgesamt wurden typische
immunologische und genetische Merkmale von UM in dieser Zelllinie nachgewiesen,
weshalb sie ein gutes Modell darstellt. Allerdings ist es insgesamt eher schwierig
Zellkulturmodelle von UM zu etablieren und die meisten etablierten Modelle stammen
von untypischen Tumoren (bereits metastasiert oder Gewebe nach Strahlentherapie
gewonnen und keine Chromosom 3 Monosomie), sodass die Ergebnisse mit diesem
Modell nicht zwangslaufig auf alle UM zutreffen mussen.

3.1.2 Chemikalien und Losungen

Chemikalien:

Accutase PAA GmbH, Pasching, Osterreich

AMTB TOCRIS Bioscience, Bristol, Gro3britannien
BCTC TOCRIS Bioscience, Bristol, Gro3britannien
CAP Cayman Chemical Company, Michigan, USA
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CPz

Fetales Kalbserum (FKS)
FGF -2

Fura-2AM

GSK 1016790A

GSK 2193874
Lanthanume-Ill-chlorid

L — Gluatmin

Penicillin/ Streptomycin
RN Sigma 1734
RPMI-1640 Kulturmedium
VEGF-165

Cayman Chemical Company, Michigan, USA
PAA GmbH, Pasching, Osterreich

Thermo Scientific, Rockford, IL, USA
TOCRIS Bioscience, Bristol, GroRbritannien
Cayman Chemical Company, Michigan, USA
Cayman Chemical Company, Michigan, USA
Sigma-Aldrich

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

Gibco Invitriogen, Deutschland

Cayman Chemical Company, Michigan, USA
Life Technologias Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland
ThermoFisher Scientific, Rockford, IL, USA

Die Rezeptorantagonisten und -agonisten wurden, wenn nicht anders angegeben in der

Konzentration von 10 uM verwendet. FGF-2 wurde in einer Konzentration von 20 ng/ml

und VEGEF in einer Konzentration von 10 ng/ml verwendet.

Verwendete Losungen:
Intrazellulare Losung

50 mM CsCl

10 mM NaCl

60 mM CsF

20 mM EGTA

Nanion Technologies, Minchen, Deutschland

10 mM HEPES/ pH 7.2 mit KOH

Extrazellulare Losung
140 mM NaCl
4 mM KClI
1 mM MgCl2
2 mM CaCl

Nanion Technologies, Minchen, Deutschland

5 mM D-Glucose monohydrate
10 mM Hepes /NaOH pH 7.4

Osmolarity: 298 mOsmol

Seal-Enhancer Losung
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PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 12 mM PO4%)
Ringer-ahnliche Losung (150 mM NaCl, 6 mM CsCI, 1 mM MgClz, 1.5 mM CacClz, 10
mM Glukose und 10 mM HEPES (pH eingestellt auf 7.4))

Alle weiteren Chemikalien wurden von Sigma- Aldrich, Deisenhofen, Deutschland

erworben.

3.1.3 Gerate

Calcium Imaging

Fur die Calcium- Imaging Versuche wurden zwei verschiedene Setups verwendet
bestehend aus

Setup A: Photomultiplier (Hamamatsu, Japan) in Verbindung mit einer
Fluoreszenzdetektionseinheit (TILL-Photonics, Munchen, Deutschland) und der TIDA v
5.0 phe (HEKA, Lamprecht, Deutschland) und T.lL.L.L., Photonics, Munchen,
Deutschland

Setup B: Mikroskop Olympus BW50WI (Olympus Europa Holding GmbH, Hamburg,
Deutschland) mit einer hochauflosenden Digitalkamera (Olympus XM-10) als
Detektionseinheit, cellSens Software (Olympus, Hamburg, Deutschland)

Patch-Clamp Setup

Es wurde ein planares Patch-Camp Setup Port-a-Patch von Nanion® (Munchen,
Deutschland), in Verbindung mit einem EPC-10 Patch-Clamp Verstarker (HEKA,
Lamprecht, Deutschland) und der PatchMaster Software (Version 2.6; HEKA,
Lamprecht, Deutschland) verwendet.

3.2 Zellkultur

Fur alle Versuche wurde die Aderhautmelanomzelllinie UM 92.1 [142] verwendet. Diese
wurde freundlicherweise von Martine Jager und Kollegen der Universitat Leiden zur
Verfugung gestellt. Die urspringlichen Zellen stammen von einem primaren
Aderhautmelanom. Die Zelllinie ist gut etabliert und charakterisiert und wurde bereits in

mehreren Studien verwendet [4].
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Die Zellen wurden in RPMI-1640-Medium angereichert mit 10% FKS (fotales
Kalberserum), 4 mM L-glutamine und Penicillin/Streptomycin bei 37 °C und 5 % CO2
bei 80-prozentiger Luftfeuchtigkeit in Zellkulturflaschen kultiviert. Das Zellmedium wurde
alle zwei bis drei Tage gewechselt, um eine ausreichende Nahrstoffversorgung
sicherzustellen. Bei einer Zelldichte von uber 80% wurden die Zellen geteilt. Hierfur
wurde zunachst das Medium, PBS und Accutase auf 37 °C erwarmt und anschlie3end
die Zellkulturflaschen aus dem Inkubator entnommen. Alle Arbeiten wurden an einer
sterilen Arbeitsbank durchgefuhrt, um Kontaminationen zu vermeiden. Zu Beginn wurde
das alte Nahrmedium entfernt und die Zellen zweimal mit jeweils 2 ml PBS -
Waschlosung gespult, um tote Zellen und Reste des alten Mediums zu entfernen. Nach
Entfernung der PBS-LOsung erfolgte die Futterung der Zellen mit 5 ml frischem RPMI-
Medium bzw. die Zugabe von 1 ml Accutase bei vorhergesehener Teilung. Nach 5-
minutiger Inkubationszeit der Accutase bei 37 °C und lichtmikroskopischer Sichtung
wurde die Enzymreaktion durch Zugabe von 4 ml serumhaltigen Nahrmedium gestoppt
und die Zellen in ein Reagenzglas pipettiert um anschliefend fur 5 min bei 100 g
zentrifugiert zu werden. Nach Beendigung der Zentrifugation wurde das Uberschussige
Medium entfernt und die Zellen erneut in Losung mit 2 ml RPMI-1640 — Medium
resuspendiert, wovon jeweils 5 Tropfen Zellsuspension in neue Zellkulturflaschen mit 5
ml frischem Medium ausgesat wurden. Die Flaschen wurden jeweils mit Zelllinie,
Passage, Datum und verwendetem Medium beschriftet. Fur die Fluoreszenzoptischen
Messungen wurden zusatzlich Zellen auf Deckglaschen in 1 ml Medium ausgesat. Die

Messungen fanden jeweils 1 - 3 Tage nach der Aussaat bei gutem Anwachsen statt.

3.3 Fluoreszenzoptische Messungen (Calcium — Imaging)

Fluoreszenzoptische Messungen sind eine sensitive, viel genutzte Methode zur
Messung intrazellularer Calciumkonzentrationsanderungen mittels eines
fluoreszierenden Farbstoffes. Hierfur wurden die UM 92.1 Zellen auf Glasplattchen mit
einem Durchmesser von 15 mm in Zellkulturplatten mit 12 Vertiefungen kultiviert. Vor
Beginn der Messungen wurden die Zellen mit 1 pM Fura-2/AM [143], sowie
gegebenenfalls mit einem Blocker fur 20 - 60 min prainkubiert. In dieser Zeit diffundiert
Fura-2/AM in die Zellen, wo die Acetoxymethylestereinheit enzymatisch abgespalten
wird, sodass der Farbstoff die Zelle nicht wieder verlassen kann. Der Farbstoff bildet
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intrazellular ~ Chelatkomplexe  mit  freien  Ca?'-lonen, die ein kontrares
Fluoreszenzverhalten zu dem freien Farbstoff zeigen, was den beiden

Anregungswellenlangen entspricht.

Dabei ist das Verhaltnis der beiden Fluoreszenzsignale (faso/f3so) proportional zur
intrazellularen Calciumkonzentration ([Ca?']). Nach der Prainkubationszeit wurde die
Farbung durch Waschen in einer Ringer- ahnlichen Losung gestoppt, wobei gleichzeitig
Verunreinigungen und Zellschutt entfernt wurden. Nach 5 min Adaptionszeit wurden die
Zellen in die Badkammer des Mikroskops (Abbildung 8)(Olympus BW50WI, Olympus
Europa Holding GmbH, Hamburg, Deutschland) mit der Ringer-ahnlichen Messlosung
eingebracht, eine passende Zellgruppe (Abbildung 7) im Mikroskop eingestellt und die
softwaregesteuerte (TIDA v 5.0, HEKA, Lamprecht, Deutschland und T.l.L.L., Photonics,

Munchen, Deutschland bzw. cellSens, Olympus, Hamburg, Deutschland) Messung

gestartet.

Abbildung 7 Fluoreszenzmikroskopische Aufnahme der mit Fura-2AM gefarbten UM Zellen. Die entsprechende
Emissionswellenlange betrug 510 nm (griines Fluoreszenzsignal). Fur die Messungen wurden die Messbereiche mit
Zellen (ROl = region of interest) ausgewahlt, sowie ein Negativkontrollbereich (= ROl 15) markiert
(Hintergrundfluoreszenz). Skalierungsbalken 20 pm. (Aufnahme Mythili Manirajah)“
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Abbildung 8 A Aufnahme des Calcium-Imaging Mikroskops und der Detektionseinheit im Messlabor. B
Nahaufnahme der Badkammer wahrend einer Messung. Der Deckgldschen mit den Zellen befindet sich auf dem
Kammerboden, die Kammer ist mit Ringer ahnlicher Lésung gefiillt. (Fotos C. Budde)

Durch Austausch von Kalium gegen Casium in der Ringer-ahnlichen Losung wurden
Kaliumstrome unterdrickt. Etwaige Natriumkanalstrome sind ebenfalls aufgrund des
Ruhemembranpotentials (RP) der UM-Zellen von uber ca. - 50 mV vernachlassigbar, da
die Natriumkanale erst bei deutlich niedrigeren Membranpotentialen aktiv werden. Die
Messdauer betrug 5 bzw. 10 Minuten. Die Zugabe von Wachstumsfaktoren/ Agonisten
erfolgte jeweils nach 2 bzw. 4 Minuten. Bei Verwendung eines Inhibitors wurden die
Zellen mit diesem fur ca. 15 — 30 min prainkubiert und alle Losungen mit diesem
versetzt, um die Offenwahrscheinlichkeit der betreffenden lonenkanale niedrig zu halten.
Es wurden regelmaRig Kontrollmessungen zur Uberpriifung der Calciumhomdostase
ohne Zugabe von Wachstumsfaktoren/ Agonisten durchgefuhrt (Basismessungen). Alle
Messungen fanden bei Raumtemperatur (ca. 21 °C) statt.

Fura-2/AM ist ein Farbstoff mit zwei verschiedenen Anregungswellenlangen (340 nm
und 380 nm). So ergeben sich zwei Fluoreszenzantworten bei jeweils 510 nm, die auf
Calciumanderungen gegensatzlich reagieren. Nach abwechselnder Stimulation der
angefarbten Zellen fur kurze definierte Zeitintervalle von 1 — 3 Sekunden mit 340 bzw.
380 nm wird Fluoreszenzlicht mit einer groReren Wellenlange (510 nm) emittiert. Dieses
Licht wurde dann mittels einer hochauflosenden Digitalkamera (Olympus XM-10)

28



aufgenommen und Uuber die Bildauswertesoftware cellSens (Olympus, Hamburg,
Deutschland) aufgezeichnet und ausgewertet. In einem anderen Setup wurde ein
Photomultiplier (Hamamatsu, Japan) in Verbindung mit einer
Fluoreszenzdetektionseinheit) (TILL-Photonics, Minchen, Deutschland) ebenfalls fur
die Aufzeichnung von Fluoreszenzsignalen verwendet. Dabei verhalten sich die beiden
Anregungswellenlangen von Fura-2/AM gegensatzlich: Wahrend die
Fluoreszenzintensitat bei 340 nm mit zunehmender [Ca?*] ansteigt, verhalt sich die
Fluoreszenzintensitat bei 380 nm antiproportional zur [Ca?*]i, sodass der Quotient der

beiden Intensitaten faso/fsso €s erlaubt sehr geringe Anderungen der [Ca?*]; darzustellen.

0,22
20 ng/ml FGF-2 Abbildung 9 Beispiel einer
0,20 1 fluoreszenzoptischen Messung
(fa40/f3g0) mit vielen Einzelkurven (n
0,18 1 = 101). FGF-2 I16st in vielen Zellen

eine Calciumantwort aus. Die
Kontrollwerte vor Zugabe von FGF-
2 wurden auf den fago/fagg Wert von
0,1 normiert. Die Calciumantworten
zeigen eine typische Streuweite
der einzelnen Messergebnisse,
wobei insgesamt eine deutliche
Signalzunahme nach Zugabe von
20 ng/ml FGF-2 erkennbar ist.
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Der Quotient fsso/fsgo verhalt sich dabei proportional zur [Ca?*];i (Beispiel in Abbildung 9).
Mogliche Artefakte, wie unterschiedliche Zelldichte und verschiedene intrazellulare
Fura-2/AM —Konzentration, werden durch Bildung des Quotienten eliminiert. Da in
dieser Arbeit diese Methode nur fur qualitative und keine quantitativen Aussagen
genutzt wurde, wurden anschlieRend alle primaren Daten mittels der Basismessungen

normiert.

3.4 Planare Patch-Clamp Technik

Die Patch-Clamp Technik ist eine hochsensitive Methode, um Kkleinste
lonenkanalstrome Uber die Zellmembran zu messen. Das Messprinzip der Patch-
Clamping Technik [144] stellt ein spezielles Voltage-Clamp Verfahren dar. Um
Anderungen des Membranpotenzials zu verhindern, wird ein Kompensationsstrom

erzeugt, der genauso grol} ist wie der Strom, der durch die Membran fliel3t. Dabei ist
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der Kompensationsstrom entgegengesetzt zum Membranstrom und wird letztendlich
Uber den Patch-Clamp Verstéarker softwaregesteuert auf einem Display angezeigt. Uber
den Reziprokwert des Membranwiderstandes lasst sich auf die Leitfahigkeit der
Zellmembran schlieRen, die u.a. von der Aktivitdt von lonenkanalen und

lonentransportern bestimmt wird [145].

Fur die jeweiligen Messungen wurden die Zellen zunachst, wie zur Teilung, in der
Zellkultur vorbereitet und mittels Accutase aus den Zellkulturflaschen gelést und
anschlieBend zentrifugiert. Das Medium wurde dann entfernt und die Zellen erneut mit

wenig Medium in LOsung gebracht, um eine Einzel-Zell-Suspension herzustellen.

Abbildung 10 A Aufbau des planaren Patch-Clamp-Systems mit eingesetztem Mikrochip und angeschlossener
Elektrode (Nanion® Port-a-Patch). B NPC Mikrochip von unten gezeigt, dabei ist der Bereich erkennbar, in den die
intrazelluldre Losung mit einer Pipette eingesetzt wird. Bei den Experimenten wird der Chip dabei in der Hand
gehalten, um eine Beschadigung der Oberseite zu vermeiden. (Fotos C. Budde)

Es wurde ein planares Patch-Camp Setup (Port-a-Patch; Nanion®, Mdinchen,
Deutschland)(Abbildung 10A) in Verbindung mit einem EPC-10 Patch-Clamp Verstarker
(HEKA, Lamprecht, Deutschland) und der PatchMaster Software (Version 2.6; HEKA,
Lamprecht, Deutschland) verwendet. Im Gegensatz zur herkémmlichen Patch-Clamp
Methode ist die planare Patch-Clamp Technik generell leichter in der Handhabung unter
anderem auch durch eine Teilautomatisierung. Sie ist auch weniger stéranfallig als die
konventionelle Methode bei gleicher Datenqualitat. Zudem konnen stabilere
Ganzzellkonfigurationen (Abbildung 11) erreicht werden und es besteht generell ein
hdherer Datenumsatz [146, 147]. Die Messungen wurden mithilfe von Mikrochips mit
einem Widerstand von 2,5 - 3 MQ entsprechend einer 1-3 pM groBen Offnung

durchgefuhrt. Die Elektroden wurden zur Vorbereitung in Chloridldsung oxidiert.
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Abbildung 11 Schematische Darstellung der verschiedenen Patch-Clamp-Konfigurationen; Grafik von C. Budde

Zunachst werden 5 pL intrazellulare Losung auf die Innenseite des Chips und 5 pL
extrazellulare Losung auf die AulRenseite des Chips pipettiert (Abbildung 10B), der Chip
auf den Chiphalter gesetzt (Abbildung 10A) und das Messprogramm gestartet. Zeigt
sich ein typisches Stromantwortmuster nach einer Standardstimulation (Sweep) mit
dem Chip spezifischen Widerstand, kann die Messung beginnen. Nach Start des in dem
PatchMaster vergebenden Patchprotokolls werden 5 puL der Einzelzellsuspension auf
die Oberseite des Chips pipettiert. Durch die Software gesteuerte Pumpe wird ein
Unterdruck erzeugt, der eine Zelle an die Offnung ansaugt. Dann entsteht die
sogenannte On-Cell-Konfiguration. Durch eine weitere Sogerhohung (im Sinne einer
Unterdrucksteigerung) wird anschliel3end in die Zelle besser mit dem Chip verbunden
(Cell-attached Konfiguration) (Abbildung 11). Dabei optimiert die softwaregesteuerte
Pumpe den Sog, sodass sich die Zelle mit dem Chip besser verbinden kann und zeigt
dabei den Sealwiderstand an, was ein Mal} fur sogenannte Leckstrome darstellt. Je
hoher der Sealwiderstand, desto geringer die Leckstrome [148].

Dann wird eine Zelle unter Software-kontrollierten Bedingungen durch einen erneuten
kurzen Sogimpuls (eine Steigerung des Unterdrucks) in die Ganz-Zell-Konfiguration
(whole-cell configuration) (Abbildung 11) gebracht, sodass die Strome und Kapazitaten
mittels Elektroden auf beiden Seiten der Membran Uber die komplette Zelloberflache
gemessen werden konnen. Die hier untersuchten UM Zellen sind so fragil, dass in
vielen Fallen schon durch einen leichten Unterdruck in die Ganz-Zell-Konfiguration
eingebrochen wird.

Es besteht zudem die Moglichkeit die intra- und extrazellularen Losungen

auszutauschen und die daraus resultierenden elektrophysiologischen Veranderungen

zu messen, wobei der Austausch der intrazellularen Losung ein Alleinstellungsmerkmal
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der planaren Patch-Clamp Technik ist [148]. Einzelne lonenkanale weisen dabei
spezifische Stromantwortmuster auf. Die Messungen wurden in einem klimatisierten
Raum bei einer konstanten Temperatur von 22 °C durchgefuhrt. Bei Sealwiderstanden
uber 500 MOhm konnen sich mehr oder weniger geringe Leakstréme ergeben.
Messungen, welche Leakstréme deutlich Uuber 100 pA aufweisen, wurden von den
Auswertungen grundsatzlich ausgeschlossen. Ansonsten wurden die Leakstrébme per
Software kompensiert [144]. Vor Messbeginn wurden die Kapazitatsstrome der
Mikrochips (schneller Kapazitatsstrom) und die der Zellmembrankapazitat (langsamer
Kapazitatsstrom) kompensiert (Crast und Ssiow), sowie das Liquid-Junction Potential
eingestellt [149]. AuRerdem wurden noch die zuvor genannten Leakstrébme und der
Zugangswiderstand durch die Software errechnet und mittels Verstarker kompensiert.
Uberkompensationen wurden manuell korrigiert. Die Stréme wurden Uber ein
Spannungsprotokoll (Spannungsrampe) stufenlos von - 60 bis 130 mV fur 500 ms
induziert und alle 5s aufgezeichnet. Die so erhaltenen Stromantworten wurden in
Bezug auf die Membrankapazitat zur besseren Vergleichbarkeit bei verschiedenen
ZellgroRen normiert um Stromdichten zu erhalten (pA/pF) [144, 146-148]. Der Mittlere
Serienwiderstand Rs der Messungen betrug 3- 64 MQ (n=7-34) die mittlere
Membrankapazitat 7-185 pF (n=3-25) (+- SEM). Entsprechend des
Versuchsdesigns wurden nach jeweils 20 Messungen (Sweeps) die extrazellulare
Losung gewechselt, bzw. Wachstumsfaktoren oder Blocker appliziert. Dabei wurde
jeweils der Zeitpunkt des Losungsaustauschs fur die spatere Auswertung protokolliert.

3.5 Datenanalyse und Statistik

Die Patch-Clamp Daten wurden normiert und mittels SigmaPlot V12 uber ein
Elektrophysiologiemodul (Bruxton Software) ausgewertet. Mittels dieser Software
wurden sowohl Diagramme aus Patch-Clamp und Calcium-Daten erstellt, wobei jeweils
die arithmetischen Mittelwerte sowie der Standardfehler (SEM) in beide Richtungen
gezeigt werden. Da in dieser Arbeit vor allem qualitative und keine quantitativen
Aussagen getroffen werden sollten, wurde fur die fluoreszenzoptischen Messungen ein
Ausgangswert festgelegt und alle Messungen auf diesen anhand des
Basismessbereichs normiert. Die statistische Auswertung erfolgte mithilfe der
GraphPad Prism Software (Kalifornien, USA), wobei jeweils die Einzelwerte zu
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definierten Zeitpunkten zur Signifikanztestung verwendet wurden. Die Signifikanz wurde
mithilfe des gepaarten bzw. ungepaarten Student-t-Testes nach Bestatigung der
normalverteilten Messdaten (durch den Kolmogorov-Smirnov-Test) errechnet,
ansonsten wurden nicht-parametrische Tests verwendet (Wilcoxon bei gepaarten Daten
und Mann-Whitney bei ungepaarten Daten). Dabei wurden signifikante Ergebnisse (p-
Werte < 0,05) mit Sternchen (*) fur gepaarte bzw. Rauten (#) fur ungepaarte
Untersuchungen dargestellt. Ein Sternchen/ eine Raute entspricht einem p-Wert < 0,05
und zwei Sternchen/ Rauten einem p-Wert < 0,01. Die Anzahl durchgefuhrter Versuche

steht jeweils in Klammern (n = xx) neben dem jeweiligen Graph bzw. Balken.
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4. Ergebnisse

4.1 Zellkultur und Morphologie der UM 92.1 Zellen

Abbildung 12 A Mikroskopische Aufnahmen der UM 92.1 Zelllinie in 40-facher VergroRerung B Mikroskopische
Aufnahmen der UM 92.1 Zelllinie in 100-facher VergroRerung (Fotos S. Mergler) Skalierungsbalken 30 um

In der Zellkultur zeigen die UM 92.1 Zellen ein pleomorphes Erscheinungsbild
(Abbildung 12). Die Zellen verfigen, wie fir Tumorzellen typisch, Uber grofRe
prominente Zellkerne mit einem oder mehreren Nucleoli. Es handelt sich um multipolare
Zellen mit multiplen dendritischen Zytoplasma-Auslaufern (Abbildung 12B). Die Zellen
zeigten ein gutes Wachstumsverhalten in dem verwendeten Nahrmedium mit Konfluenz
in den Kulturflaschen nach durchschnittlich zwei bis drei Tagen. Auch nach knapp 10
Jahren elektrophysiologischer Forschung mit dem UM 92.1 Zellmodell blieb die
Zellmorphologie dieser Zellen unverandert fortbestehen [67].

4.2 Funktionelle Calciumregulation in UM 92.1 Zellen

Zum Nachweis einer funktionierenden Calciumregulation der verwendeten uvealen
Melanomzelllinie UM 92.1 wurde der Einfluss der Zugabe von calciumfreier Ringer-
ahnlicher Lésung auf die intrazellulare Calciumkonzentration untersucht. Dabei zeigte
sich nach Zugabe der calciumfreien Lésung ein signifikanter Abfall (p < 0,0001) des
Fluorenzenzquotienten (fa40/f380), der proportional zur intrazellularen
Calciumkonzentration ([Ca?*]) ist, und zwar von 0,100 £ 0,0002 bei 100s auf
0,088 + 0,001 bei 590 s (Abbildung 13). Dieser Abfall war signifikant mit p < 0,0001
sowohl gegenuber der Basismessung als auch gegenuber des Ausgangswerts bei
100 s derselben Messung (n =77), was auf eine intakte Calciumregulation hindeutet.
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Die Messung zeigt, dass bei fehlendem extrazellularem Calcium kein Ca?* Einfluss

passieren kann, d.h. es existieren Ca?* Kanale, die unter normalen Bedingungen einen

Calciumeinstrom ermdoglichen.
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Abbildung 13 Calciumverminderung in UM 92.1
Zellen nach Zugabe von Ca?* freier Losung. Die

zytosolisch freie Ca?* Konzentration ([Ca?*];) wurde
nach extrazelluldrer Applikation von Ca®* freier
Losung gemessen (Pfeil). Die Daten sind
Mittelwerte + SEM von 77 — 97 gemessenen
Einzelzellen, [Ca?*] verminderte sich stetig in
Gegenwart der Ca?* freien Losung (n = 77; gefiillte
Kreise) verglichen mit [Ca?']; unter
Kontrollbedingungen (n = 97; offene Kreise).

Die leeren Kreise stellen die Basismessungen
(Kontrolle) ohne Zugabe der Calciumfreien Losung,
die gefiiliten Kreise, die eigentlichen Messungen
dar.
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4.3 Wirkung von Lanthanum auf die Calciumhomoostase in 92.1 Zellen

Zur Validierung von TRP-Kanalen wurde der Effekt des TRP-Kanalblockers Lanthanum-
l1I-Chlorid (La%*) (100 - 500 uM) auf die Fluoreszenzratio faso/fsso untersucht, welche
proportional zum [Ca?*}i ist, untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Abnahme der
des Fluoreszenzratio f4o/fzso und somit des [Ca?*];, die sich im Verlauf nach Zugabe von
100 uM La®*" nahezu normalisiert (Abbildung 14A). Nach extrazellularer Zugabe von
500 uM La®* ab der vierten Minute zeigte sich keine Anderung der [Ca®*]i (Abbildung
14B - C). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass bei 100 uyM La%* eine
transiente Anderung der [Ca?*]; erfolgte wahrend dies bei 500 uM nicht zu beobachten
war. Es zeigte sich sogar eine sehr marginale Ca?* Erhéhung (Abbildung 14B-C). Die
alleinige Blockade der TRP-Kanale scheint somit keinen dauerhaften Einfluss auf die
Calciumhomoostase auszutiben. Somit sollten die in Folgeversuchen sichtbaren [Ca?*];

Effekte nicht durch La®* induziert sein.
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Abbildung 14 Effekt von Lanthanum auf die intrazelluldre Calciumkonzentration in UM Zellen 92.1, gemessen
in Ringer-dhnlicher Losung mittels Calcium-Imaging mit fura-2/AM gefarbten Zellen. Darstellung der
Mittelwerte + SEM, Anzahl der gemessenen Zellen steht in Klammern iiber der jeweiligen Saule. Anderungen der
[Ca?*]; werden als Anderung des Fluoreszenzquotienten faso/faso auf der Y-Achse dargestellt. Der Zugabezeitpunkt
von Lanthanum ist mittels vertikalen Pfeiles markiert. Die offenen Kreise stellen die Basismessungen ohne Zugabe
von La%, die gefiillten Kreise stellen die eigentlichen Messungen dar.

A Zugabe von 100 uM La®* filhrt zum Absinken der [Ca?*]; Danach nahert sich [Ca?*]; wieder dem Basiswert an. B
Zugabe von 500 uM La®* bewirkt nur eine minimale Anderung der [Ca2*]. C Vergleich und statistische Auswertung
der Experimente A und B. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM dar fir die verschiedenen Experimente zu
verschiedenen Zeitpunkten. Der erste weilke Balken ist dabei jeweils ein Kontrolldatenpunkt vor der Zugabe von La®*.
Signifikante Anderungen sind mit einem Sternchen (*) fiir gepaarte und mit einer Raute (#) fir ungepaarte Student-t-
Tests markiert. Die Zugabe von 100 uM La*" verminderte die Ca?*] reversibel wahrend 500 uM La%* nur zu einer
marginalen Anderung der [Ca?*] fiihrte. Der Unterschied zwischen den Endkonzentrationen beider Messungen war
zwar marginal, aber dennoch signifikant (n = 77 — 110, ungepaarter t-Test, p < 0,0001).
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4.4 Expression von TRPV4 in uvealen Melanomzellen

Nach Zugabe des spezifischen TRPV4 Agonisten GSK 1016790A zeigte sich ein
Anstieg der [Ca?')i von 0,1+0,0003 (100s) auf 0,11 +£0,002 (590s) (n=68;
p <0,0001) (Abbildung 15A). Dieser Effekt wurde in Anwesenheit des spezifischen
TRPV4-Blockers RN 1734 deutlich inhibiert (p =0,0003, vgl. Abbildung 15B). In
Anwesenheit des Blockers zeigte sich nur eine geringe Zunahme des
Fluoreszenzquotienten fz40/fago von 0,1 £ 0,0001 (100 s) auf 0,103 £ 0.0009 (590 s) (n =
41; p <0,01) (Abbildung 15C). Durch spezifische Aktivierung des TRPV4-Kanals kommt
es zu einem photometrisch nachgewiesenem Anstieg der [Ca?']i, der in Anwesenheit
von den spezifischen Blocker RN Sigma 1734 teilweise inhibiert wurde und somit eine
funktionelle Expression von TRPV4 Kanalen in UM Zellen andeutet.
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B 0.43 |10 1M GSK 1016790 3 0.43 | 10 WM GSK 1016790A 10 uM GSK 1016790A (590 s)
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Abbildung 15 Effekt von 10 yM GSK 1016790A In An- und Abwesenheit von 10 pM RN 1734 auf die intrazellulare
Calciumkonzentration in humanen UM Zellen (92.1), gemessen in Ringer-ahnlicher Losung von mit 3 uM fura-2/AM
gefarbten Zellen mittels Calcium-Imaging. Darstellung der Mittelwerte £+ SEM, Anzahl der gemessenen Zellen steht
Uber der jeweiligen S&ule. Anderungen der [Ca?*]i werden als Anderung des Fluoreszenzquotienten fao/faso
dargestellt. Der Zugabezeitpunkt von 10 yM GSK 1016790A ist mittels vertikalen Pfeiles markiert (ab der vierten
Minute). Die Anwesenheit von 10 yM RN 1734 ist mittels eines horizontalen Pfeiles dargestellt.

Die offenen Kreise stellen die Basismessungen ohne Zugabe des Agonisten dar und die gefiillten Kreise stellen die
eigentlichen Messungen dar. A Nach Zugabe von 10 yM GSK 1016790A (spezifischer TRPV4 Agonist) B
Wiederholung des Experiments in Anwesenheit von 10 yM RN 1734 (spezifischer TRPV4 Antagonist) in allen
Lésungen C Vergleich und statistische Auswertung der Experimente in Abschnitt A und B. Die Balken stellen
Mittelwerte £+ SEM in beide Richtungen fir die verschiedenen Experimente zu verschiedenen Zeitpunkten dar. Der
erste weile Balken ist dabei jeweils ein Kontrolldatenpunkt vor der Zugabe von 10 uM GSK 1016790A bei 100 s.
Signifikante Anderungen sind mit Sternchen (*) fiir gepaarte und mit Rauten (#) fir ungepaarte Student-t- Tests
markiert. Nach Zugabe von GSK 1016790A zeigte sich deutlicher Anstieg der [Ca®*];, der in Anwesenheit von RN
1734 signifikant inhibiert wurde (n = 41 — 68).
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Zur Validierung der Expression von TRPV4 Kanalen in der UM Zelllinie wurden die
Experimente mit dem Patch-Clamp Verfahren wiederholt. Hier konnte ebenso eine
Zunahme der ein- und auswartsgerichteten Strome (Abbildung 16) nach Applikation von
10 yM GSK1016790A beobachtet werden. Nach zusatzlicher Addition von 10 yM
Ruthenium Red (RuR) zeigte sich diese Stromzunahme reversibel (Abbildung 16A). Die
aufgetretenen Stromantworten sind dabei typisch fur TRP-Kanadle mit einem
Umkehrpotential von ca. 0 mV und auswartsrektifizierenden Stromen (Abbildung 16B).
Somit konnten die Ergebnisse der fluoreszenzoptischen Experimente in den Patch-
Clamp Messungen bestatigt werden.

10 y(M RuR
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Abbildung 16 RuR inhibiert die GSK1016790A-induzierten Ganzzellstromanstiege in 92.1 UM Zellen. A
Aufzeichnung der Ganzzellstromzunahme nach 10 yM GSK1016790A Zugabe sowie der Stromreduktion nach
Zugabe von 10 yM RuR im Zeitverlauf. B Original Daten der GSK1016790A-induzierten Stromantworten auf
Spannungsrampen von -60 bis 130 mV. Die Stromdichten sind vor (A), wahrend (B) GSK1016790A-Zugabe und
nach zusatzlicher RuR Zugabe (C) dargestellt. Nach Zugabe von 10 uM RuR sinken die Stréme auf das
Ausgangsniveau. C Zusammenfassung der PatchClamp Experimente mit GSK1016790A und RuR. Die Sternchen (*)
symbolisieren die statistisch signifikante Zunahme der ein- und auswarts gerichteten Strome nach GSK1016790A
Zugabe (n = 25; ***p < 0,0005; gepaarter T-Test). Die Rauten (#) symbolisieren statistisch signifikante Unterschiede
der GSK1016790A -induzierten Ein- und Auswartsstrome in An- bzw. Abwesenheit von RuR (n = 25; p < 0,005;
ungepaarter t-Test).
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4.5 VEGF aktiviert TRPV1 Kanale aber nicht TRPV4 Kanale
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Abbildung 17 VEGF bewirkt eine TRPV1 Antwort in UM 92.1. Zellen. 10 ng/ml VEGF wurde an den durch Pfeile
markierten Zeitpunkten hinzugefugt. Es sind jeweils die Mittelwerte +/- SEM von 6 - 17 Versuchen dargestellt. A Der
VEGF- induzierte Ca?* Einstrom ist als Mittelwert aus 17 Experimenten dargestellt. B Wiederholung der Experimente
aus A in Anwesenheit von 20 yM CPZ. CPZ inhibiert deutlich den VEGF-induzierten Ca?* Einstrom. C Wiederholung
der Experimente aus A in Anwesenheit von 20 uM BCTC. BCTC inhibiert teilweise den VEGF-induzierten Ca?*
Einstrom (n = 6). D Wiederholung des Experiments aus A in Anwesenheit von 20 yM AMTB. AMTB beeinflusst den
VEGF induzierten Ca?*Einstrom nicht (n = 10). E Zusammenfassung und statistische Auswertung der Experimente
aus A-D mit VEGF und den verschiedenen TRP Blockern. Die Sternchen zeigen signifikante Ca?* Anderungen als
Antwort auf VEGF-Zugabe (n = 17; 300 s; ***p < 0,005; 450 s; *p < 0,05; gepaarter t-Test). Die Rauten (##)
symbolisieren statistisch relevante Unterschiede des Fluoreszenzquotienten zwischen VEGF-Zugabe in An- bzw.
Abwesenheit der TRP-Blocker (n = 6 -1 7; ## p < 0,01; ungepaarter t-Test). Eine Raute verdeutlicht einen statistisch
relevanten Unterschied zwischen CPZ und BCTC induzierten Effekten auf den VEGF-induzierten Ca?* Einstrom nach
300 s (n = 6; ungepaarter T-Test; p < 0,05).[68]

10 ng/ml VEGF induziert einen deutlichen Anstieg des faso/f3go von 1,2 + 0,0004 (100 s)
auf 1,209 + 0,001 (300 s, n = 17; p < 0,01; Abbildung 17A, E). Aus Voruntersuchungen
mit kornealen Fibroblasten und Epithelzellen der Konjunktiva ist bekannt, dass VEGF
einen Calciumeinstrom uber TRPV1 Kanalaktivierung hervorruft. Da dieser in einer
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Vorarbeit auch in UM 92.1. Zellen nachgewiesen werden konnte wurde nun weiter
untersucht, ob auch der hier gesehene Calciumeinstrom Uber TRPV1 vermittelt wird.
Hierfur wurden die vorangegangenen Experimente in Anwesenheit von unspezifischen
500 uM La®** (Daten nicht gezeigt) und spezifischen TRP-Kanal-Antagonisten 20 uM
CPZ far TRPV1; 20 uM BCTC fur TRPM8/TRPV1 und 20 uM AMTB fir TRPM8
wiederholt (Abbildung 17B - E).

In Anwesenheit von 20 yM CPZ kam es zu keinem Anstieg des Fluoreszenzquotienten
(faaonm/fzgonm = 1,2013 £ 0.0006 (n = 6; Abbildung 17B) wohingegen mit dem TRPM8
Blocker BCTC (20 uM) die Calciumantwort nur teilweise (1,2030 + 0.0005, p < 0.01; n =
6, Abbildung 17C) und mit dem hochselektiven TRPM8 Blocker AMTB (20 uM) gar nicht
supprimiert werden konnte 1,215 £+ 0.005; p > 0.05; n = 10, Abbildung 17D). Dies lasst
vermuten, dass die VEGF/VEGF-R vermittelten Calciumantworten uber eine Aktivierung
von TRPV1 induziert werden.

Diese Ergebnisse konnten auch in den Patch-Clamp-Messungen bestatigt werden
(Abbildung 18). Die Dichte der Auswartsstrome sank dabei von - 100 % nach Zugabe
von 10 ng/ml VEGF auf - 282,8 % +/- 26,41 % (n =40, p < 0,0001), die Dichte der
Einwartsstrome stieg dabei von 100 % nach Zugabe von 10 ng/ml VEGF auf 174,9 %
+/- 8,7 % (n =40, p < 0,0001). Die Zugabe von 20 yM AMTB fuhrte zu keiner Abnahme
der Stromdichten in Anwesenheit von VEGF (bei - 60 mV - 282,8 % +/- 26,41 % nur
VEGF vs. -321,5 % +/- 40,39 % VEGF + AMTB, n=12, p=0,1858, bei 130 mV:
1749 % +/- 8,7 % nur VEGF und 164,0 % +/-8,9 % VEGF + AMBT, n=12,
p = 0,08428) wohingegen die VEGF-Antwort durch 20 yM CPZ-Zugabe supprimiert
werden konnte (bei - 60 mV - 282,8 % +/- 26,41 % nur VEGF vs. - 74,88 % +/- 17,75 %
VEGF + CPZ, n = 8, p <0,0001, bei 130 mV: 174,9 % +/- 8,7 % nur VEGF und 95,71 %
+/- 7,924 %, n =8, p <0,0001).
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Abbildung 18 Vergleich der
Effekte von CPZ und AMTB

auf die VEGF-induzierten
Ganzzellstromanstiege in
92.1 UM Zellen. A
Aufzeichnung der

Ganzzellstromzunahme nach
10 ng/ml VEGF Zugabe und
Zugabe von 20 yM AMTB im
Zeitverlauf. B Original Daten

der VEGF- induzierten
Stromantworten auf
Spannungsrampen.

Stromdichten vor A, wahrend
B VEGF-Zugabe und nach
zusatzlicher AMTB Zugabe C
sind dargestellt. C-D
Auswertung der Versuche
unter Verwendung von 20 uM
CPZ anstelle von AMTB;
Versuchsdurchfiihrung
identisch der Versuche A-B.
CPZ bewirkt eine deutliche
Reduktion der VEGF-
induzierten
Ganzzellstromzunahmen.

E Zusammenfassung der
Patch-Clamp Experimente mit
VEGF, AMTB und CPZ. Die
Sternchen symbolisieren
statistisch signifikante
Anderungen der ein- und
auswarts gerichteten Strome
mit VEGF und AMTB n = 40;
***n > 0,0005; gepaarter t-
Test). In der Anwesenheit von
CPZ hatte VEGF keinen
Effekt auf die Ganzzellstrome
[68].
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Es wurde weiterhin untersucht, ob 10 ng/ml VEGF neben TRPV1 auch TRPV4 Kanale
aktiviert. Dafur wurden alle Losungen mit dem spezifischen TRPV4 Blocker RN 1734
versetzt und getestet, ob die VEGF-Antwort wiederum supprimiert werden konnte. In
Positivkontrollen zeigte sich nach Zugabe von 10 ng/ml VEGF ein deutlicher Anstieg
des fa40/faso von 0,096 + 0,0008 (100 s) auf 0,121 £ 0,003 (590 s). In Anwesenheit von
10 uM RN 1734 stieg der Fluoreszenzquotient faso/fsso von 0,099 + 0,0003 (100 s) auf
0,13 +0,003 (590s) irreversibel an (p<0,0001). Dabei erhohte sich das
Fluoreszenzsignal auf ein ahnliches Niveau wie in Abwesenheit von RN 1734, sodass
TRPV4 Kanale eher nicht an dem VEGF vermitteltem Calciumeinstrom beteiligt zu sein
scheinen (Abbildung 19).

Zusammenfassend scheinen die VEGF induzierte Zunahme des intrazellularen
Calciums Uber eine Aktivierung von TRPV1 durch den VEGFR vermittelt zu sein.

A
. 0,14 1 0,14 4 [ control (100 s)
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< 0,13 1 < 0,13
o 3 0.14
e 0,12 1 o 0,12 § *xx
® . © 2 0.13 1 (25)

114 0,1 R
§ § o 0.124
& 010 1 & 010 ®
2 2 0.1+
g o n=44 8 (67)
S 0,09 4 S 0,09 $ 0104
2 =] 10 uM RN 1734 B

0,08 - 0,08 $ 0.09-

0 100200300400500600 0 100200300400500600 = .08
time (s) time (s) without blocker 10 pM RN1734

Abbildung 19 Effekt von 10 ng/ml VEGF auf die intrazellulare Calciumkonzentration in An- und Abwesenheit
von 10 pM RN 1734 in mit 3uM fura-2/AM gefarbten humanen uvealen Melanomzellen (92.1) gemessen mittels
Calcium-Imaging in Ringer-dhnlicher L6sung. Darstellung der Mittelwerte + SEM, Anzahl der gemessenen Zellen
steht Gber der jeweiligen Saule. Anderungen der [Ca?*]; werden als Anderung des Fluoreszenzquotienten faso/fago
dargestellt. Der Zugabezeitpunkt von 10 ng/ml VEGF ist mit einen Pfeil markiert. Die Anwesenheit von 10 yM RN
1734 ist mit einem horizontalen Pfeil dargestellt. Die offenen Kreise stellen die Basismessungen ohne Zugabe von 10
ng/ml VEGF, die gefilllten Kreise die eigentlichen Messungen mit VEGF dar. A: Erneute Positivkontrolle mit
deutlichem Anstieg des Fluoreszenzquotienten nach VEGF-Zugabe. B: Wiederholung des Experiment A in
Anwesenheit von 10 uM RN 1734; es zeigt sich eine ahnliche Zunahme des Fluoreszenzquotienten. C: Vergleich und
statistische Auswertung der Experimente A und B. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM dar flr die verschiedenen
Experimente zu verschiedenen Zeitpunkten. Der erste Balken ist dabei jeweils ein Kontrolldatenpunkt vor der Zugabe
von 10 ng/ml VEGF nach 100 s. Signifikante Anderungen sind mit Sternchen (*) fiir gepaarte und Rauten (#) fiir
ungepaarte Student-t- Teste markiert. Es zeigt sich sowohl in Anwesenheit (gepaarter Student-t-Test, p < 0,0001) als
auch in Abwesenheit (gepaarter Student-t-Test, p <0,0001) von 10 pM RN 1734 ein deutlicher Anstieg des
Fluoreszenzquotienten. Dabei zeigt sich in beiden Fallen ein &hnlicher Effekt. Der Unterschied des
Fluoreszenzquotienten war bei t = 590 s nicht signifikant verschieden (ungepaarter Student-t-Test, p = 0,4504).
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4.6 FGF-2 aktiviert TRPV1 und TRPV4 Kanale
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Abbildung 20 Effekt von 20 ng/ml FGF-2 auf die intrazellulire Calciumkonzentration in humanen
uvealen Melanomzellen und Einfluss verschiedener Blocker auf die FGF-2 Wirkung; gemessen in
Ringer dhnlicher Lésung mittels fura-2/AM vermitteltem Calcium-Fluoreszenz-Imaging. Darstellung
der Mittelwerte + SEM, Anzahl der gemessenen Zellen steht iber der jeweiligen Saule. Anderungen der
[Ca®*]iwerden als Anderung des Fluoreszenzquotienten faso/faso dargestellt. Der Zugabezeitpunkt von 20
ng/ml FGF-2 ist mit einem vertikalen Pfeil markiert. Die Anwesenheit eines TRP-Antagonisten ist mit
einem horizontalen Pfeil dargestellt. Die offenen Kreise stellen die Basismessungen ohne Zugabe von 20
ng/ml FGF-2, die gefiillten Kreise die eigentlichen Messungen mit Zugabe von FGF-2 nach zwei Minuten
dar. A: Die Zugabe von FGF-2 bewirkt eine Zunahme der [Ca?*]i B: In Anwesenheit des TRPV-Kanal-
Antagonisten RuR zeigt sich keine wesentliche Anderung der [Ca?*]i. C: 20 ng/ml FGF-2 bewirken keine
Anderung der [Ca?']i in Gegenwart von 10 uM CPZ. D: Ebenfalls zeigt sich keine Anderung des faso/faso
nach Zugabe von 20 ng/ml FGF-2 in Anwesenheit von 10 yM GSK 2193874: E: Vergleich und
statistische Auswertung der Experimente A bis D. Die Balken stellen Mittelwerte + SEM fir die
verschiedenen Experimente zu verschiedenen Zeitpunkten dar. Der erste Balken ist dabei jeweils ein
Kontrolldatenpunkt vor der Zugabe von 20 ng/ml FGF-2 bei 100 s. Signifikante Anderungen sind mittels
Sternchen (*) fur gepaarte und mittels Rauten (#) fir ungepaarte Student-t- Teste markiert. Nach Zugabe
von FGF-2 ohne Blocker zeigt sich ein deutlicher Anstieg der [Ca?*].. Dieser Anstieg war deutlich inhibiert
in Anwesenheit der verwendeten Antagonisten RuR, CPZ und GSK 2193874 (jeweils ungepaarter
Student-t-Test, alle p < 0,0001).

Nachdem sich so deutliche Antworten nach VEGF-Zugabe zeigten, wurde untersucht
ob auch andere Wachstumsfaktoren @hnliche TRP-Kanal vermittelte Anderungen der
intrazellularen Calciumkonzentration hervorrufen. Hierfur wurde zunachst der alleinige
Einfluss auf den Fluoreszenzquotienten mit Hilfe der Calcium-Imaging-Methode von
FGF-2 untersucht. Dabei zeigte sich eine deutliche Zunahme des fiso/f3go Quotienten
von 0,1+ 0,0002 (100 s) auf 0,11 £ 0,0009 (290 s), n = 101. Dieser Anstieg war sehr
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deutlich (gepaarter Student-t-Test, p < 0,0001) (Abbildung A, E). Um zu testen, ob der
FGF-2 vermittelte Calciumeinstrom Uber TRPs gesteuert ist, wurde auch dieses
Experiment in Anwesenheit von drei verschiedenen TRP-Kanal-Blockern wiederholt.
Dabei zeigte sich, dass sowohl der TRPV-Blocker 10 yM RuR (0,101 £ 0,0002 bei
100 s (vor der Zugabe); 0,102 + 0,0003 bei 290s (nach der Zugabe), p < 0,0001,
n =61, Abbildung B), wie auch die spezifischen Blocker 10 yM CPZ fur TRPV1
(f3a0/f3s0 = 0,100 £ 0,0001 bei 100 s und fzao/f3so = 0,100 + 0,0009 bei 290 s, p < 0,0001,
n =118, Abbildung 20C) und 10 uM GSK 2193874 fur TRPV4 (faso/fago = 0,1 £ 0,0001
(100 s), faso/fzso = 0,099 £ 0,0005 (290 s), p < 0,0001, n = 65, Abbildung 20D) die durch
20 ng/ml vermittelte FGF-2 Antwort in der verwendeten 92.1- Zelllinie effizient inhibieren
konnten (Abbildung 20B - E). Somit scheint die FGF-2 induzierte Calciumantwort
sowohl TRPV1 als auch TRPV4 vermittelt zu sein. Diese Ergebnisse lie3en sich auch in
Patch-Clamp Messungen bestatigen (Abbildung 21).
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Abbildung 21 Vergleich der Effekte von CPZ und RN Sigma 1734 auf die FGF-2-induzierten Ganzzellstromanstiege
in 92.1 UM Zellen. A Aufzeichnung der Ganzzellstromzunahme nach 10 ng/ml FGF-2 Zugabe und Zugabe von 10
MM CPZ im Zeitverlauf. B Originaldaten der FGF-2- induzierten Stromantworten auf Spannungsrampen von -60 bis
130 mV. Stromdichten vor A, wahrend B FGF-2-Zugabe und nach zusatzlicher CPZ Zugabe C sind dargestellt. D-E
Auswertung der Versuche unter Verwendung von 10 pM RN Sigma 1734 anstelle von CPZ; die
Versuchsdurchfiihrung war identisch mit den Versuchen in A-B. CPZ und RN Sigma 1734 bewirken eine deutliche
Reduktion der FGF-2-induzierten Ganzzellstromzunahmen. C/F Zusammenfassung der Patch-Clamp Experimente
mit FGF-2, CPZ und RN Sigma 1734. Die Sternchen (*) symbolisieren statistisch signifikante Anderungen der ein-
und auswarts gerichteten Strome.

Zusammenfassend erscheint der FGF-2 getriggerte Anderung der [Ca?*]i mit TRPV1
und TRPV4 assoziiert zu sein.
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4.7 3-T1AM Wirkung auf die VEGF-induzierte Ca?* Erhéhung

In Vorarbeiten war die funktionelle TRPM8 Expression in UM 92.1 Zellen mittels
Calcium-lmaging und Patch-Clamp Experimenten nachgewiesen worden [68, 141].
Ebenso war bereits ein dhnlicher Effekt auf die [Ca?*]ivon 3-T1AM, wie Menthol gezeigt
worden und 3-T1AM als selektiver TRPM8 Agonist validiert worden [68, 134-136]. Ein
Crosstalk zwischen TRPM8 und TRPV1 war zuvor bereits untersucht worden; es
konnte eine Inhibierung von TRPV1 Antworten durch TRPM8 Aktivierung gezeigt
werden [69, 135, 136].
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Abbildung 22 VEGF- induzierte TRPV1- Aktivierung kann durch 3-T1AM inhibiert werden in UM 92.1. Zellen. 10
ng/ml VEGF/ 3-T1+AM wurden an den durch Pfeile markierten Zeitpunkten hinzugefiigt. Es sind jeweils die Mittelwerte
+/- SEM von 4 - 9 Versuchen dargestellt. A Der VEGF- induzierte Ca?* Einstrom ist als Mittelwert aus 6
Experimenten dargestellt. B Wiederholung der Experimente aus A in Anwesenheit von 1 uyM 3-T:AM. 3-T:AM
inhibiert deutlich den VEGF-induzierten Ca?* Einstrom (n = 6). C Zusammenfassung und statistische Auswertung der
Experimente aus A - B mit VEGF und 3-T+AM. Die Sternchen (*) zeigen signifikante Ca2* Anderungen als Antwort auf
VEGF-Zugabe (n = 6; *p < 0,05; gepaarter t-Test). Die Rauten (#) symbolisieren statistisch relevante Unterschiede
des Fluoreszenzquotienten zwischen VEGF-Zugabe in An- bzw. Abwesenheit von 3-T1AM (n = 6; ## p > 0,01;
ungepaarter t-Test) [68].

Es erfolgten weitere Experimente zur Untersuchung der Fragestellung, ob auch die
VEGF induzierten uber TRPV1 Aktivierung vermittelten Calciumeffekte durch 3-T+AM
inhibiert werden kdonnen. Dazu wurde der Versuchsaufbau der vorherigen Experimente
in Anwesenheit von 1 uM 3-T41AM wiederholt (Abbildung 22A-C). In Anwesenheit von 3-
T4AM wurde die durch 10 ng/ml VEGF induzierte Calciumantwort vollstandig inhibiert
(Abbildung 22B,C). Diese Ergebnisse konnten auch in Patch-Clamp Messungen
bestatigt werden (n = 7; p < 0.01, Abbildung 23).
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Abbildung 23 3-T1AM inhibiert die VEGF-induzierten Ganzzellstromanstiege in 92.1 UM Zellen. A Aufzeichnung der
Ganzzellstromzunahme nach 10 ng/ml VEGF Zugabe der Stromreduktion nach Zugabe von 1 yM 3-T1AM im
Zeitverlauf. B Original Daten der VEGF- induzierten Stromantworten auf Spannungsrampen von -60 bis 130 mV. Die
Stromdichten sind vor (A), wahrend (B) VEGF-Zugabe und nach zusatzlicher 3-T1AM Zugabe (C) sind dargestellt. C
Zusammenfassung der Patch-Clamp Experimente mit VEGF und 3-T1AM. Die Sternchen (*) symbolisieren die
statistisch signifikante Zunahme der ein- und auswarts gerichteten Strome mit VEGF (n = 40; *** p < 0,0005;
gepaarter t-Test). Die Rauten (#) symbolisieren statistisch signifikante Unterschiede der VEGF-induzierten Ein- und
Auswartsstrome in An- bzw. Abwesenheit von 3-T1+AM (n = 7 - 40; p < 0,01; ungepaarter t-Test). D Maximale
negative von einem Spannungssprung von O auf - 60 mV hervorgerufene Stromamplituden sind als prozentuale
Anderungen in Bezug auf den Ausgangswert vor VEGF Zugabe dargestellt. VEGF-induzierte Einwértsstréme (n = 7;
**p < 0,01) konnten in Gegenwart von 3-T1AM (n = 7; *p < 0,05) klar inhibiert werden. E Maximale positive von einem
Spannungssprung von 0 auf 130 mV hervorgerufene Stromamplituden sind als prozentuale Anderungen in Bezug auf
den Ausgangswert vor VEGF Zugabe dargestellt. VEGF-induzierte Auswartsstrome (n = 7; ***p < 0,005) konnten in
Gegenwart von 3-T1AM (n = 7; **p < 0,01) klar inhibiert werden [68].
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Abbildung 24 Schematische Darstellung der Ca?* Signaltransduktion in UM Zellen anhand der Ergebnisse.
Funktionelle TRPV4 Expression konnte erstmalig in UM Zellen gezeigt werden (Abb. 15, 16). Eine Aktivierung von
TRPV1 und TRPV4 durch FGF-2 abhangige FGFR Aktivierung wurde funktionell beobachtet (Abb. 20, 21). VEGF-A
aktiviert uber VEGFR-1/VEGFR-2 TRPV1 (Abb. 17, 18, 19). 3-T,AM aktiviert GPCR und direkt TRPM8. Dabei wird

durch eine 3-T,AM induzierte TRPM8 Aktivierung die VEGFR induzierte TRPV1 Aktivierung supprimiert (Abb. 22).

Ebenso supprimieren andere TRPM8 Agonisten (Icillin, Menthol) die VEGFR TRPV1-Aktivierung (vgl. Walcher et al
[68]).

5.1 Zellmorphologie der UM 92.1 Zellen

Die Zellen zeigen sich morphologisch fur UM Zellen charakteristisch in Zellverbanden
mit einem pleomorphen Erscheinungsbild. Die Zellen besitzen grof3e prominente runde
oder ovale Zellkerne mit einem oder mehreren grof3en Nucleoli. Sie sind multipolar mit
multiplen dendritischen eosinophilen Zytoplasma-Auslaufern [142, 150] (Abbildung 12).
Es zeigte sich eine identische Morphologie, wie in anderen Studien mit derselben
Zelllinie [67, 150, 151] und eine ahnliche Morphologie wie andere UM Zelllinien [151,
152] (Abbildung 25). Auch entspricht die Morphologie dem Bild primarer UM.
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Abbildung 25 Mikroskopische Darstellung der UM 92.1 Zellen von De Waard et al 1995, mit freundlicher Erlaubnis
des herausgebenden Verlages [153]

Der gesehene Phanotyp entspricht dem, der auch in der Primarkultur in der Studie von
Pardo vor Auftreten kulturbedingter Anderungen des Phanotyps (Primarkultur < 7
Passagen) beschrieben wurde [154]. Auch konnten typische zytogenetische
Veranderungen (GNAQ Q209L Mutation, Tetrasomie von Chromosom 6p und 8) und
Antigenexpressionsmuster nachgewiesen werden fiur die UM 92.1 Zelllinie [142],

sodass dies ein geeignetes Modell fiir die in vitro Erforschung des UM reprasentiert.

5.2 Funktionelle Calciumregulation in UM 92.1 Zellen

Im Anschluss auf die morphologische Beurteilung folgte die Untersuchung der
Calciumregulation der verwendeten Zellen mittels Zugabe von Calcium-freier Ringer-
ahnlicher Loésung mit 1 uM EGTA (Abbildung 13). Die erfolgte Antwort mit Abnahme der
intrazellularen Ca?* Konzentration belegt eine deutliche Calciumregulation der
verwendeten Zelllinie und I&sst vitale Zellen vermuten. Es bestatigt auch die funktionelle
Expression von Ca?" permeablen lonenkanalen, Uber die diese Antwort vermittelt
werden konnte. Vermutlich konnte es Uber TRPV6 vermittelt sein, da TRPV6 in vielen
Tumoren Uberexprimiert und relevanter Parameter in Tumortherapien ist [155, 156] und
der hier in der Arbeit verwendete experimentelle Ansatz fir die Detektion von TRPV6
ahnlich ist, wie die in anderen Calcium-Studien [157]. Entsprechend des induzierten
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elektrochemischen Gradienten erfolgt der Calciumausstrom aus der Zelle durch die
PMCA, was durch die Fluoreszenzabnahme widergespiegelt wird. Ahnliche Versuche
mit demselben Ergebnis waren in durch Mergler et al. bereits zuvor erfolgt [67]. Die
Abnahme der intrazelluldren Ca?* Konzentration zeigte sich in den Experimenten der
Studie nach erneuter Calciumzugabe reversibel. Zusatzlich wurde die Beteiligung von
TRP Kanalen an der Calciumhomodostase in UM 92.1 Zellen durch Wiederholung des
Versuchsaufbaus in Anwesenheit von La%* wiederholt, wodurch die Wiederaufnahme
von Calcium in die Zelle gehemmt wurde. In derselben Studie von Mergle et al. konnte
die funktionelle TRPV1 und TRPM8 Expression in UM 92.1 Zellen gezeigt werden [67].

5.3 Funktionelle Expression von TRPV4 in UM 92.1 Zellen

Die Zugabe des selektiven TRPV4 Agonisten GSK1016790A [102, 158, 159] bewirkte
eine Zunahme der intrazellularen Calciumkonzentration; dieser Effekt lie3 sich in
Anwesenheit eines selektiven TRPV4 Antagonisten (GSK 2193874; RuR) inhibieren,
was fur eine funktionelle Expression von TRPV4 in UM Zellen spricht (Abbildung 15,
Abbildung 16). Die verwendeten Agonisten (GSK1016790A [102, 158, 159]) und
Antagonisten (GSK 2193874, RuR [101, 160-163]) sind dabei gut etabliert und als
selektive Wirkstoffe anerkannt und wurden bereits in multiplen Studien zum
funktionellen TRPV4 Nachweis in anderen Zellen genutzt [78, 101, 164], wobei
pharmakologische Aktivierung von TRPV4 Zellschaden und Apoptose in Keratinozyten
verursachen kann [165]. Auch elektrophysiologisch lie sich dieses Ergebnis
bestatigen; die Patch-Clamp Daten zeigten ein TRP-Kanal typisches Strommuster mit
einem Umkehrpotential von 0 mV und auswartsrektifizierenden Stromen. Dies stimmt
ebenfalls mit ahnlichen Untersuchungen Uberein [67]. Somit konnte in dieser Arbeit
erstmalig die funktionelle Expression von TRPV4 in einer UM Zelllinie nachgewiesen
werden. Dies bestatigt auch die Ergebnisse der PCR Daten der von Valtink et al. (nicht
veroffentlichte Daten), die eine Genexpression von TRPV4 in UM 92.1 Zellen zeigen

konnten.
Die in dieser Studie beobachteten Strom- und Fluoreszenzantworten (Abbildung 15,

Abbildung 16) stimmen mit Studien in humanen kornealen Endothelzellen (HCEC-12)
Uberein, was fur eine funktionelle TRPV4 Expression in UM 92.1 Zellen spricht [78, 101].
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Somit konnte die Reaktivitat auf die in der Einleitung genannten Stimuli bestatigt
werden. Dabei war TRPV4 Uberwiegend in der Plasmamembran lokalisiert [101]. Es
konnten fur HCEC aber auch intrazellulare TRPV4 Speicher nachgewiesen werden, die
moglicherweise als Antwort auf gezielte Stimulation zusatzlich in die Zellmembran

eingebaut werden kénnen [101].

Die biologische Funktion der TRPV4 Expression in UM Zellen konnte, wie auch in der
Diskussion fur HCEC Zellen, in Zusammenhang mit der Osmo- und
Scheerstresssensitivitat stehen [78]. Eine durch das Tumorwachstum induzierte
intraokulare Druckerhohung kann durch den TRPV4 Sensor detektiert und eine
entsprechende Gegenregulation eingeleitet werden, um das Zelliberleben zu sichern.
Aulerdem konnten freigesetzte Zytokine Uber eine Calciumspeicher Freisetzung eine
Aktivierung der membranstandigen TRPV4 Kanale physiologisch stimulieren. Dabei
konnte auch die in der Studie von Ye et al. entdeckte Erhdhung der TRPV4 vermittelten
Gluccoseaufnahme in die Zelle biologisch nutzlich sein, um den erhdhten
Nahrstoffbedarf des Tumors bei reduzierter Stoffwechselkapazitat zu decken [166].

In anderen Tumorzelllinien wie Gliomen und Kolonkarzinomen [89, 167] konnte
ebenfalls eine TRPV4 Uberexpression gezeigt und mit einer héheren Zellmotilitat und
Metastasierungsrate assoziiert werden. Dies erfolgt Uber verbesserte epitheliale-
mesenchymale Umwandlung (EMT), wodurch das Einwandern in Blut- und
Lymphgefalle erleichtert wird. In Brustkrebszellen zeigte sich eine erhohte AKT
Phosphorylierung und Aktivitdt nach TRPV4 Aktivierung, wodurch E-Cadherin
herunterreguliert und Zellmigration erleichtert wurde [106]. Dies stellt einen der sechs
Kennzeichen von Krebs [7] dar und somit kdnnte eine TRPV4 Expression ursachlich fur
die hohe Metastasierungsrate des UMs sein. Andererseits konnte auch ein pro-
apoptotischer Effekt von TRPV4 Uberaktivierung gezeigt werden [88, 165], weshalb
TRPV4 Kanale mogliche Ansatzpunkte neuer spezifischer Krebstherapien darstellen. In
Melanomzellen konnte eine erhdohte TRPV4 Expression in einer Zelllinie gezeigt werden.
Durch TRPV4 Aktivierung konnte die Proliferation gehemmt und Apoptose uber
Calciumabhangige AKT Phosphorylierung induziert werden [88]. Inwieweit diese
Ergebnisse auf UM Zellen Ubertragbar sind, muss in Folgestudien weiter untersucht
werden. In diesem Kontext ware eine vergleichende Untersuchung der TRPV4
Expression in UM und normalen Melanozyten erforderlich [90, 106-109].
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Auch eine TRPV4 abhangige Angiogeneseregulation wird diskutiert [111, 168, 169].
Adapala et al. konnte in Tumor Endothelzellen eine verminderte TRPV4 Expression
beobachten, die mit einer erhohten Steifigkeit der extrazellularen Matrix und
dysfunktionaler Angiogenese mit erhohter vaskularer Dichte, GefalRdurchmesser und
reduzierter Perizytenabdeckung assoziiert wurde. Durch TRPV4 Uberexpression oder
TRPV4 Aktivierung konnten die Gefalle normalisiert werden. Zudem konnte ein
verbessertes  Therapieansprechen auf eine  Cisplatintherapie bei  Lewis
Lungenkarzinomen in Mausen beobachtet werden in kombinierter Gabe mit
GSK1016790 [111]. Diesbezuglich wurde als weiterer physiologisch relevanter Stimulus
auf die Angiogenese der Einfluss von FGF-2 und VEGF auf die TRPV4
Offnungswahrscheinlichkeit untersucht und soll nachfolgend diskutiert werden. Die
Untersuchung eines Zusammenhangs zwischen TRPV4 und Wachstumsfaktoren ist

dabei erstmalig in dieser Arbeit erfolgt.

5.4 FGF-2 aktiviert TRPV1 und TRPV4

FGF-2/FGFR Aktivierung fuhrt zur einer TRPV1- und TRPV4- Antwort wie die
durchgefuhrten Experimente (Abbildung 20, 21) nahelegen. Die TRPV-Antwort kdnnte
durch direkte Interaktion von FGFR und TRPV1/TRPV4 erfolgen [65] oder durch
Signalkaskaden abhangigen Einbau von intrazellularen TRP Kanalen in die
Zellmembran, wie sie fur HCEC Zellen gezeigt werden konnten [101] (Abbildung 24). In
den entsprechenden Patch-Clamp Messungen konnten auch typische TRP
Kanalstromantwortmuster, wie ein  Umkehrpotential von 0 mV  und
auswartsrektifizierende Strome gezeigt werden [78]. Somit konnte in dieser Arbeit
erstmalig in der Literatur eine Interaktion von FGF-2 und TRPV4 gezeigt werden.
Ahnliche Ergebnisse konnten auch in retinalen Pigmentepithelzellen beobachtet werden,
aber in Bezug auf einen Crosstalk zwischen FGF-2 und spannungsabhangigen Ca?*
Kanalen bzw. Rezeptortyrosinkinasen [170]. Mergler et al konnten 2003 [171] auch flr
humane korneale Endothelzellen (HCEC-12) bereits eine FGF/FGFR Tyrosinkinase
vermittelten Calcium-Einstrom nachweisen, wodurch Zellmigration und —proliferation
begunstigt wurden. In der damaligen Studie konnte eine Beteiligung von
spannungsabhangigen Ca?*-Kanalen des L-Typs in humanen Hornhautendothelzellen
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gezeigt werden. Die Antworten waren durch Hemmung dieser Kanale jedoch nicht
vollstandig supprimierbar, weshalb eine Aktivierung weiterer Calciumkanale wie den
TRP-Kanalen postuliert wurde. Zusatzlich wurde in einer weiteren Studie auch TRPM8-
Kanale erkannt [80, 172]. Die gemessenen Ca?* Antwortmuster entsprechen auch den
Ca?* Antwortmustern, die in dieser Studie mit TRPV1 bzw. TRPV4 Agonisten ausgelost
wurden. Antoniotti et al. konnten in ihrer Arbeit eine FGF-2 vermittelte TRPC1
Aktivierung in der Zellmembran in nativen Endothelzellen und eine hieruber vermittelten
Calciumeinstrom  nachweisen, sodass scheinbar  Wachstumsfaktoren ihre
Calciumvermittelten Effekte auch uber Aktivierung von TRP Kanalen in anderen
Zelltypen hervorrufen [173]. Insgesamt ist es eine weitere spannende Erkenntnis, dass
FGF-2 nicht nur SOCE vermittelt die Calciumhomoostase reguliert, sondern auch uber
TRP Kanale in den Calciumhaushalt eingreift. Ein ahnlicher Befund konnte mit EGF und
SOCE in humanen Hornhautepithelzellen gezeigt werden [174]. Dies gilt es zu
bertcksichtigen in moglichen therapeutischen Ansatzen der SOCE Modulation. Es
kénnte die TRPV1 und TRPV4 vermittelte Ca?* Anderung die Signaltransduktion
aufrechterhalten; zudem ware es moglich, dass es kompensatorisch zur Hochregulation
dieser Kanale kommt, wodurch paradoxe Antworten hervorgerufen werden konnten.
Dies weiter zu evaluieren bleibt jedoch Inhalt weiterfUhrender Arbeiten. Rezzola et al.
zeigten in ihrer Studie an UM Zellen eine FGF/FGFR abhangige E-Cadherin-
Regulierung, und damit Zellmotilitatssteuerung, wobei der genaue Mechanismus nicht
geklart wurde [37]. Dies konnte durch die TRPV4 Aktivierung erfolgen. In
Brustkrebszellen konnte eine vermehrte AKT Phosphorylierung durch TRPV4
Aktivierung gezeigt werden, wodurch die E-Cadherin Expression herunterreguliert
wurde [106].

Im Kontext der Aktivierung von sowohl TRPV1 als auch TRPV4 ist es zudem deutlich,
dass durch selektive Blockade der einzelnen Kanale eine komplette Inhibierung der
Calciumantwort moglich war (Abbildung 21). Dies konnte einerseits durch partielle
antagonistische Wirkung der verwendeten Agenzien auch am jeweilig anderen TRP
Kanal zu erklaren sein. Die Tatsache, dass die Effekte jedoch auch bei Verwendung
verschiedener selektiver Antagonisten (CPZ [61, 74, 175] und GSK 2193874 [160-162]
und RN 1734 [176-179] fur TRPV4) [180] auftrat, spricht jedoch gegen diese
Moglichkeiten. Zudem wurden etablierte selektive Blocker verwendet [102, 163]. Eine

alternative Erklarung ware eine Interaktion der Kanale untereinander, die einer
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gleichzeitigen Aktivierung entgegenwirkt bzw. eine Koaktivierung/ -hemmung hervorruft.
So konnte in retinalen Endothelzellen eine Heteromerbildung von TRPV1 und TRPV4
gezeigt werden, wobei eine Antagonisierung eines der Kanale, wie in den UM Zellen
zur nahezu vollstandigen Inhibition der Calciumantworten fuhrte [180]. Eine ahnliche
Interaktion zwischen TRPV1 und TRPV4 konnte auch in sensorischen Nervenzellen
beobachtet werden [181]. Durch die Heteromerisierung wird die TRP Diversitat erhoht
und eine verbesserte Zellantwort auf auf3ere Stimuli ermoglicht [182], jedoch scheint die
Heteromerisierung nicht in allen Zelltypen mit Koexpression von TRPV4 und TRPV1 zu
erfolgen [183], sodass weitere Untersuchungen der Rezeptoren und deren Interaktion

zur Erklarung dieses Effektes erforderlich sind.

5.5 VEGF aktiviert TRPV1

VEGF fuhrt zur einer Aktivierung von TRPV1 Uber VEGFR Aktivierung (Abbildung 24).
Dies konnte durch die vollstandige Inhibierung der Ca?* Stréme in Anwesenheit von
CPZ nachgewiesen werden (Abbildung 17, Abbildung 18). Da die Inhibierung mithilfe
von TRPV4-Antagonisten ebenso wenig wie mit TRPM8-Antagonisten erzielt werden
konnte, scheint der VEGF induzierte Calciumeinstrom allein iber TRPV1 vermittelt zu
werden (Abbildung 17, Abbildung 18). Ein ahnliches Ergebnis konnte in derselben
Arbeitsgruppe fur einen benignen Tumor gefunden werden [84]. In retinalen
Endothelzellen konnte zwar auch ein proangiogenetischer Effekt von TRPV1
Aktivierung beobachtet werden, jedoch zeigte sich kein verandertes Calciumsignal nach
VEGF-Stimulation in Anwesenheit von CPZ [180]. Dies konnte bedeuten, dass in
malignen Zellen die Antwort auf VEGF uber veranderte
Signaltransduktionsmechanismen erfolgt, die das Wachstum und dadurch die
Tumorprogression begunstigen.

Auch wenn VEGF keine Aktivierung von TRPV4 bewirkt (Abbildung 19), so wurde in
Endothelzellen eine TRPV4 abhangige VEGFR Aktivierung und Translokalisierung in
die Zellmembran beobachtet, wodurch VEGF Effekte verstarkt wurden, [184]. Ein
ahnliches Ergebnis zeigte sich auch in einer Studie von Chen et al. mit Ratten nach
cerebraler Ischamie, wo TRPV4 Aktivierung eine VEGF Freisetzung und

Angiogeneseinduktion hervorrief [185].
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Mit BCTC konnte eine partielle Blockade des Calciumeinstroms erzielt werden; dies
entspricht der Tatsache, dass BCTC sowohl als TRPV1 als auch TRPM8 Antagonist
wirken kann [163]. Das mit dem hochspezifischen TRPM8 Antagonisten AMTB [186],
der VEGF Effekt jedoch nicht gehemmt werden konnte (Abbildung 17D; Abbildung
18A,B) belegt, dass der VEGF Effekt Uber eine alleinige TRPV1 Aktivierung generiert

wird.

5.6 3-T1AM Wirkung

3-T1AM ist ein Schilddrisenhormonderivat, das im Gegensatz zu den klassischen
Schilddrisenhormonen T3 und T4 nicht langsam uber Bindung an nukleare Rezeptoren
und Modulation der Genexpression wirkt, sondern kurzfristige Effekte uber Bindung an
membranstandige Rezeptoren oder in den Mitochondrien bewirkt [130]. Seit der
Entdeckung von 3-T1AM wurde eine Vielzahl von Studien zur biologischen Funktion,
dem Wirkmechanismus und den Signaltransduktionswegen durchgefuhrt. Dabei konnte
als primarer membranstandiger Rezeptor TAAR1 ermittelt werden, jedoch scheint 3-
T4AM als multi-target Ligand auch an adrenerge, muskarinerge und serotinergen
Rezeptoren, sowie an TRPMS8 binden zu kénnen [134]. 3-T1AM funktioniert demnach
auch als TRPM8 Agonist [69]. Auch wurden durch Interaktion mit den Mitochondrien
vermittelte Wirkungen in Bindehautzellen beobachtet [187]. In UM 92.1 Zellen fuhrt 3-
T41AM zu einer TRPM8 Aktivierung [68]. Dabei scheint die 3-T1AM induzierte Aktivierung
nicht auf die TAAR1 induzierte Temperaturreduktion zurtckfUhrbar zu sein, sondern
uber einen anderen G-Protein gekoppelten Rezeptor (betaadrenerge Rezeptoren), da
der Effekt auch bei konstanter Temperatur reproduzierbar war und die Rezeptoren in
diversen Zelltypen im Auge exprimiert sind [188]. Es konnte zudem gezeigt werden,
dass eine TRPMS8 Aktivierung TRPV1 Effekte in UM Zellen inhibiert [68]. So konnte die
VEGF-induzierte TRPV1 vermittelte Calciumantwort durch 3-T1AM inhibiert werden [68]
(Abbildung 22, Abbildung 23). Dieser Mechanismus konnte auch in humanen
konjunktivalen Epithelzellen gefunden werden [135, 136]. Dies ist in Zusammenhang
mit der wachstumsfaktorinduzierten TRPV1 Aktivierung eine wichtige Erkenntnis, da
TRPMS8, wie Vorarbeiten gezeigt haben [67], nur in UM Zellen, nicht jedoch in gesunden
Melanozyten exprimiert werden. Somit stellt die 3-T1+AM-TRPMS8 Interaktion einen
denkbaren pharmakologischen Angriffspunkt fur spezifische Therapien dar, um
gesundes Gewebe nicht mit anzugreifen. Insbesondsoftere in Anbetracht der Befunde
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aus weiteren Studien mit 3-T1+AM an malignen Zellen, wo wachstumshemmende Effekte
gesehen wurden, die in gesunden Zelllinien nicht auftraten, erscheint 3-T1AM als
vielversprechende endogene Therapieoption [138, 140].

5.7 Limitationen

Eine wesentliche Limitation dieser Forschungsarbeit liegt in der Verwendung von
Zellmodellen. Zwar sind Untersuchungen an Zellkulturen auch schon aus ethischer
Sicht zwingende Voraussetzung zur Durchfihrung von in vivo Studien, allerdings
konnen nicht alle Mechanismen aus in vitro auf in vivo Bedingungen Ubertragen werden.
In vitro Experimente bilden auch nicht das komplette natirliche Zellnetzwerk und
Tumorstroma nach, da in vitro zumeist Monokulturen verwendet werden und somit die
Effekte des Mikroenvironments und die der Immunzellen der Umgebung nicht
abgebildet werden. So konnen Aussagen zu Tendenzen getroffen werden, eine
Uberprifung der aufgestellten Thesen in einem in vivo Experiment ist aber in jedem Fall
sinnvoll und erforderlich vor Zulassung neuer Therapien. Ahnliche Untersuchungen
sowohl von spannungsabhangigen Ca?* Kanadlen als auch TRP-Kanalen in
neuroendokrinen Tumorzellen zeigten jedoch keine signifikanten Unterschiede im
Calciumkanalexpressionsmuster zwischen Zellmodellen (BON-1) und frisch isolierten
Tumorzellen (Primarzellkulturen) [189, 190]. Auch das hier angewandte UM 92.1
Zellmodell zeigt gleiche Calciumantwortmuster bei unterschiedlichen Zellpassagen [68].
Es lassen sich viele Vorexperimente und Beobachtungen bereits in vitro durchfuhren,
wodurch auch gemaly des 3R Studienprinzips Tierversuche reduziert und Tierleid
minimiert werden kann (https://charite3r.charite.de/). Ein Vorteil von Tiermodellen liegt
in der besseren Reprasentation der Interaktionen verschiedener Zelltypen im Gewebe,
andererseits lassen sich auch nicht alle Ergebnisse aus Tierstudien aufgrund
verschiedener biologischer Grundeigenschaften auf Menschen Ubertragen. So sind
beispielsweise bestimmte Viren wie z.B. Masernviren ausschlief3lich humanpathogen
und konnen Tiere nicht infizieren, wahrend humanpathogene SARS-Cov-2 Viren
durchaus auch Tiere infizieren konnen (z.B. Katzen, Nerze) und umgekehrt SARS-Cov-
2 von Tieren auch Menschen infizieren konnen [191-193]
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Die verwendete UM 92.1 Zelllinie weist nicht alle UM typischen Mutationen auf. Es
zeigten sich Schwierigkeiten durch in vivo und in vitro Selektionsmechanismen
Zelllinien mit Monosomie von Chromosom 3 und BAP1 Funktionsverlust zu etablieren.
Dennoch sind wesentliche Tumormerkmale auf zytogenetischer Ebene des
Primartumors in der etablierten Ziellinie erhalten [1, 3, 142]. So finden sich in den
meisten UM Zellen in vivo ahnliche Expressions- und Mutationsmuster. Auch konnte
anhand von HLA-Mustern eine Stabilitat der Zellen nachgewiesen werden, sodass die

UM 92.1 Zelllinie ein brauchbares und etabliertes UM Zellmodell darstellen.

Eine weitere Limitation ist die Durchfuhrung der Experimente mit nur einer Zelllinie. In
Vorarbeiten mit verschiedenen UM Zelllinien konnte hinsichtlich der Fragestellung
dieser Arbeit eine FGF/ FGFR sowie VEGF-A Uberexpression gezeigt werden [37].
Ebenso zeigten sich ahnliche TRPV1 und CB1 Expressionsmuster in PCR
Untersuchungen in anderen UM Zelllinien, wohingegen die TRPM8 und TRPA1
Expression variierte. Dieser Befund steht vermutlich im Zusammenhang mit der
Tumorprogression. TRPV4 Expression in anderen UM Zellen wurde bisher noch nicht
untersucht [67]. Ebenso zeigte beispielsweise die Studie von Zuidervaart et al. eine
Uberaktivierung des MAPK fiir UM 92.1 ebenso wie fiir andere UM Zellen, sodass die
UM 92.1 Zellen ein reprasentatives Modell fur UM zu sein scheinen [194]. Gerade im
Kontext von Tumoren mit hoher Mutationsrate und bekannten verschiedenen
Mutationen wird die Validitat der Aussagen durch Nutzung verschiedener Zelllinien
erhoht, da hierdurch das genetische und funktionelle Spektrum des Tumors besser
reprasentiert werden. Allerdings ist aus Vorarbeiten zumindest die erhdhte VEGF-A
Expression fur alle bekannten UM Zelllinien sowie Primartumoren bekannt [13, 17],
sodass im Rahmen dieser Experimente auf die Nutzung verschiedener Zelllinien
verzichtet wurde. Es wurden bewusst niedrige Zellpassagen verwendet, wobei ein
vergleichendes Experiment zwischen Zellen hoherer und niedriger Passagenzahl
dieselben Ergebnisse brachten (Passage 14 vs. Passage 51; Ergebnisse nicht Teil
dieser Arbeit). Auch konnte von Mouriaux et al. gezeigt werden, dass nur moderate
Veranderungen der Genexpression im Rahmen der Zellkultur auftreten und somit in
vitro Versuche mit immortalisierten Zelllinien eine gute Methode fur funktionelle

Analysen darstellen [195].
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Eine weitere Limitation liegt in den verwendeten Chemikalien. Es wurden zwar
etablierte  Agonisten und Antagonisten genutzt, jedoch sind auch die
,selektiven® Hemmstoffe aufgrund der strukturellen Ahnlichkeit der einzelnen TRP-
Kanale nicht immer selektiv, sondern kdnnen auch partiell andere Kanale co-aktivieren.
Dieser Effekt konnte in den VEGF Experimenten beobachtet werden: BCTC
(vorwiegender TRPM8 Antagonist) konnte die TRPV1 induzierte Ca?* Antwort teilweise
inhibieren. Dies spricht fur einen partiellen inhibitorischen Effekt von BCTC auf TRPV1,
wahrend durch den hochspezifischen TRPM8 Blocker AMTB [186] keine Inhibition der
VEGF induzierten Antworten erfolgte. Dies ist auch aus der Literatur bekannt [97, 163,
175]. Allerdings hat BCTC nur eine unspezifische geringe Affinitdt zu TRPV1, wie auch
die Experimente von Lucius et al. demonstrieren konnten, in denen BCTC die durch
eine relativ hohe CAP Konzentration (20 pM) induzierte TRPV1 Aktivierung nicht
inhibieren konnte [136]. Um solchen Fehlinterpretationen entgegenzuwirken, wurden
moglichst gut etablierte selektive Agonisten und Antagonisten verwendet, bzw.
Experimente mit verschiedenen Reagenzien zur Erhéhung der Validitat durchgefuhrt.
So wurde fur TRPV1 Aktivierung CAP [82] bzw. Antagonisierung CPZ [196-198]
verwendet; fur TRPV4 Aktivierung GSK1016790A [184] und Inhibierung RnR, GSK
2193874 [184] und RN Sigma 1734, sowie fur TRPM8 Aktivierung Icilin [97, 199] und
BCTC [97, 163, 175] und AMBT [186] als Antagonisten verwendet. Dabei wurden die
Substanzen in ahnlichen, etablierten Konzentrationen wie in anderen Studien
verwendet, um toxische Nebenwirkungen auszuschlieRen. Auch wurden Effekte der
Antagonisten auf die Calciumhomoostase der Zellen durch Experimente in Abwesenheit
von Agonisten ausgeschlossen (Beispielhaft fiir La®*, Abbildung 14). Allgemein ist die
Untersuchung der TRP-Kanale mit einem pharmakologischen Ansatz bereits gut
etabliert [163].

Auch haben die verwendeten Messmethoden ihre technischen Limitationen. So kdnnen
zu hohe Konzentrationen der Agonisten und Antagonisten zu Irreversibilitat des Ca?*
Einstroms fihren. Die unphysiologisch hohen Ca?* Veranderungen kann die Zelle nicht
mehr vollstandig kompensieren und dadurch potenziell Apoptose aktivieren [165].
AuRerdem konnen Probleme bei der Farbetechnik schwache Fluoreszenzsignale
hervorrufen, sodass Messsignale sich nur wenig vom Hintergrundrauschen abheben
(Signal-Rauschverhaltnis). Umgekehrt konnen zu lang gefarbte Zellen sehr starke

Fluoreszenzsignale auslosen, die mit der Zeit deutlich abnehmen (Bleaching). Zudem

57



konnen Pipettierartefakte durch starke Umwalzungen in der Badkammer auftreten, die
zu erkennen und eliminieren es Erfahrung bedarf. Jedoch hilft der Zeitpunkt des
moglichen Artefakts zur Unterscheidung zwischen Pipettierartefakt und echtem Signal.
Artefakte konnen zudem auch durch vorbeischwimmende stark autofluoreszierende
Teilchen verursacht werden. Stark Artefakt Uberlagerte Messungen wurden in der
Auswertung nicht berucksichtigt, um ein realistisches Bild der realen Gegebenheiten zu

erhalten.

Das verwendete planare Patch-Clamp System hat den grollen Vorteil der stark
vereinfachten Handhabung gegenuber der konventionellen Patch-Clamp Methode.
Jedoch muss auch hierbei eine ausreichend prazise Zellpraparation und stabile
Verbindung zwischen den Zellen und dem Chip erreicht werden, um valide Messungen
durchfuhren zu kdnnen, was mit den UM 92.1 Zellen sehr gut gelang. Haufig treten
Leakstromerhdhungen beim Wechsel der extrazellularen Losung auf. Um diese (erneut)
zu kompensieren erfolgten Messunterbrechungen, was zur zuverlassigeren Auswertung
der Daten erfolgte. Aufgrund der Thermosensitivitat der TRPs sind gleichbleibende
Untersuchungsbedingungen zwingend erforderlich. Dies wurde zu gewahrleisten
versucht (mittels Klimaanlage), kleinere Schwankungen sind jedoch nicht zu vermeiden
gewesen. Dies erklart kleinere Schwankungen in den Basismessungen, den Zellen
wurden zudem immer eine gewisse Zeit zur Adaption an die Raumtemperatur gegeben.
Kleine Rauschsignale/ Artefakte kdnnen auch durch spontane Ca?* Freisetzung (z.B.
automatische Ca?* Speicherentleerungen) aus intrazelluldren Organellen etc. bedingt

sein.

5.8 Weiterer Forschungsbedarf / Ausblick

Diese Arbeit liefert bereits einen interessanten Einblick der Effekte von einzelnen
Wachstumsfaktoren auf die Tumorzellen. Es zeigte sich eine deutliche TRPV1
vermittelte Calciumantwort nach VEGF Stimulation und eine TRPV1 und TRPV4
vermittelte Calciumantwort nach FGF-2 Stimulation. Des Weiteren konnte eine
Interaktion von TRPM8 und TRPV1 durch gleichzeitige Aktivierung gezeigt werden.
Neuere Forschungsarbeiten zu anderen malignen Tumoren zeigen zunehmend, dass
das Tumorstroma, also die den Tumor umgebenden Immun- und Bindegewebszellen

Tumorwachstum stark beeinflussen. Ein Vorschlag ware den Crosstalk zwischen den
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einzelnen Zellen naher zu untersuchen, um ein besseres Verstandnis uber die
Synthesewege des VEGFs und FGF-2 in vivo zu erhalten, und so weitere
Angriffspunkte einer zielgerichteten Therapie zu evaluieren. Auch sind weitergehende
Studien zum Interaktionsmechanismus der TRP Kanale untereinander ein interessantes

weiteres Forschungsfeld.

Erstmalig konnte die Expression von TRPV4 in UM Zellen nachgewiesen werden,
interessant waren nun weitere Untersuchungen ob auch gesunde Melanozyten TRPV4
exprimieren oder ob dies ein Alleinstellungsmerkmal des Tumors und somit ein weiterer
pharmakologischer Angriffspunkt in der UM Therapie ware. Dies ist insbesondere
klinisch relevant aufgrund der zunehmenden Daten im Hinblick auf TRPV4 Expression
und Assoziation zu Tumormetastasierung und Patiententberleben. So waren weitere
Untersuchungen und eine Charakterisierung des TRPV4 sinnvoll, um dessen Funktion
und Signalwege besser zu verstehen zu kdnnen. Im Retinoblastom, dem haufigsten
malignen Tumor im Auge im Kindesalter konnte beispielsweise ein Zusammenhang
zwischen TRP-Expressionsmuster und Chemotherapie Resistenzen hergestellt werden.
Retinoblastomzelllinien, die resistent gegenuber einer Etoposidchemotherapie sind,
exprimieren keine TRPA1 Kanale. In diesen Zellen konnte im Gegensatz zu Etoposid-
sensiblen Zellen eine Cannabinoidrezeptoraktivierung keine TRPV1 Hemmung
bewirken [82]. So ware es interessant auch im UM weitere Studien durchzufuhren, um
zu Uberprufen, ob die veranderten TRP Expressionsmuster zu Therapieresistenzen
fuhren und inwieweit man dies therapeutisch nutzen kann, um effektive Therapien zu

entwickeln.
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