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1 Einleitung 
 

Der menschliche Organismus ist täglich zahlreichen Reizen über die Umwelt ausgesetzt. 

Diese können physiologischen Funktionen dienen, wie der Kontakt mit Nähstoffen oder un-

erwünschte und mit Entzündungen einhergehende Reaktionen auslösen. Als erste Schnitt-

stelle zwischen Körper und Umwelt stellt die Haut eine wirksame Barriere für verschiedene 

chemische, physikalische und mikrobiologische Reize dar (zusammengefasst von C. Cao et 

al., 2020; Proksch et al., 2008). Epidermale Keratinozyten sind Hauptbestandteil der äußeren 

Hautschicht und wesentlich an der Aufrechterhaltung homöostatischer Prozesse beteiligt so-

wie der Weiterleitung von Gefahrensignalen, wodurch Hautentzündungen vermittelt werden 

können (zusammengefasst von Pasparakis et al., 2014). Um schädliche Umweltreize wahr-

zunehmen, ist die Haut mit speziellen Rezeptoren und Ionenkanälen ausgestattet. Dazu zäh-

len unter anderem die „Transient Receptor Potential“ Kanäle (TRP-Kanäle), deren Expres-

sion sich über epidermale Keratinozyten und zahlreiche weitere Körperregionen erstreckt. 

TRP-Kanäle dienen als Sensoren für thermische, chemische, mechanische und schmerzhafte 

Reize und können eine Rolle bei Entzündungsreaktionen einnehmen (zusammengefasst von 

Clapham, 2003; Gouin et al., 2017). 

Zahlreiche krankhafte Veränderungen sind mit Entzündungsreaktionen assoziiert, die bei-

spielsweise Stoffwechselverstörungen, Adipositas, allergische Reaktionen, Herz-Kreislauf-

Erkrankungen, Atherosklerose oder Krebs umfassen und die Lebensqualität der Betroffenen 

sowie zahlreiche Körperfunktionen beeinträchtigen können (zusammengefasst von Netea et 

al., 2017; Zheng et al., 2022). Damit stellen Entzündungsreaktionen - insbesondere chroni-

sche - ein außerordentliches Gesundheitsproblem dar. Bemühungen zum besseren Verständ-

nis der komplexen Reaktionen und dem Auflösen dieser sind ein zentrales Ziel vieler For-

schungsarbeiten (zusammengefasst von Netea et al., 2017; Slavich 2015; Zheng et al., 2022). 

Auch Hautveränderungen können sich systemisch äußern und mit anderen entzündlichen 

Erkrankungen in Verbindung stehen oder auf diese hinweisen, dazu zählen arthritische, dia-

betische, kardiovaskuläre und intestinale Erkrankungen (zusammengefasst von Sampaio et 

al., 2021). Lebensstil- und Ernährungsinterventionen, die einen Einfluss auf entzündliche 

Zustände nehmen und beispielsweise eine Gewichtsabnahme unterstützen, werden dadurch 

auch mit einer Verbesserung der Hautveränderungen in Zusammenhang gebracht (zusam-

mengefasst von Gisondi et al., 2020; Y. Hu et al., 2019). Während therapeutische Effekte 

nicht immer auf einzelne Nähstoffe heruntergebrochen werden können, sind einige Lebens-

mittelinhaltstoffe dennoch auf gewisse Weise mit Reaktionen in der Haut assoziiert. Viele 
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Mitglieder der TRP-Kanäle, darunter TRPV1 („Vanilloid“ Unterfamilie) und TRPA1 

(„Ankyrin“ Unterfamilie), werden durch ein breites Spektrum aus pflanzlichen Verbindun-

gen aktiviert, die Verwendung in Gewürzen und als Lebensmittel finden. Zu diesen pflanz-

lichen Modulatoren zählen Capsaicin und Zimtaldehyd. Capsaicin, Hauptbestandteil von 

Chilischoten, vermittelt über die Aktivierung von TRPV1 eine scharfe, brennende Empfin-

dung, die beim Verzehr von Chilischoten auftritt und bei Anwendung auf der Haut zu ähn-

lichen Reaktionen führt, die mit Hautrötungen und dem Gefühl von Verbrennungen einher-

gehen (zusammengefasst von Arora et al., 2021). Diese Reaktionen sind charakteristisch für 

das makroskopische Erscheinungsbild von Entzündungen (Ansorge & Täger, 2014). Trotz 

der scharfen, fast schmerzhaften Empfindungen wird Capsaicin als Gewürz geschätzt und 

ist für analgetische Wirkungen bekannt (Nilius & Appendino, 2011; zusammengefasst von 

Arora et al., 2021). Zimtaldehyd, Bestandteil von Zimt, findet Verwendung als Gewürz und 

Aromastoff in Lebensmitteln sowie einigen Kosmetikprodukten und ist ein Agonist von 

TRPA1 (zusammengefasst Doyle & Stephens, 2019; Gruenwald et al., 2010). Daneben gilt 

Zimtaldehyd als Hapten und kann in höheren Konzentrationen Hautirritationen wie allergi-

sche Kontaktdermatitis auslösen (El Ali et al., 2013). Insbesondere TRPA1 reagiert auf eine 

Reihe von Hautsensibilisatoren und Entzündungsmediatoren und ist selbst an der Freiset-

zung von Neuropeptiden sowie der Vermittlung von Entzündungsreaktionen beteiligt, 

wodurch TRPA1 eine Rolle als Detektor und Initiator von Entzündungsreaktionen einnimmt 

(zusammengefasst von Bautista et al., 2013). Die Verwendung von Capsaicin und Zimtal-

dehyd wird daneben mit zahlreichen gesundheitlichen Vorteilen in Verbindung gebracht, die 

beispielweise die Adipogenese und den Glucosestoffwechsel betreffen (zusammengefasst 

von Derbenev und Zsombok 2016). 

 

In der Literatur bestehen Diskrepanzen bezüglich der Rolle von TRPV1 und TRPA1 bei 

entzündlichen Zuständen (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; Silverman et al., 

2020). Die Modulation dieser beiden Kanäle verhält sich ebenso komplex wie Entzündungs-

reaktionen und ihre Rolle bei diesen. Diesbezüglich können zwischen verschiedenen Orga-

nismen und Zelltypen unterschiedliche Regulationsmechanismen bestehen, weshalb insbe-

sondere Untersuchungen an humanen Zellen von besonderem Interesse sind (zusammenge-

fasst von Koivisto et al., 2022). Der Fokus dieser Masterarbeit wird auf der Expression von 

TRPV1 bzw. TRPA1 in humanen Keratinozyten liegen. Im Rahmen dieser Arbeit soll ihre 

Rolle bezüglich pro- und antiinflammatorischer Wirkungen untersucht werden, die sich aus 

der Modulation der Kanäle mit den spezifischen Agonisten und Antagonisten - darunter 
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Capsaicin und Zimtaldehyd - ergibt. Dabei wurde die Expression und Sekretion von 

IL-8/CXCL8 in humanen Keratinozyten zu verschiedenen Zeitpunkten gemessen, nachdem 

die Zellen mit TNF-α - zur Induktion der Entzündungsreaktion - und anschließend mit den 

jeweiligen Agonisten bzw. Antagonisten oder einer Kombination aus beiden behandelt und 

inkubiert wurden. Da TRPV1 und TRPA1 eine Rolle als polymodale Rezeptoren einnehmen, 

die praktisch im gesamten menschlichen Körper präsent sind, repräsentieren sie ein interes-

santes Forschungsobjekt, deren Modulation der Kanalaktivität einen therapeutischen Nutzen 

in Bezug auf schmerz- und entzündungsassoziierte pathologische Veränderungen mit sich 

bringen kann, die es auf zellulärer Ebene aufzuklären gilt.  

 

 

 

 



 

4 
 

2 Wissenschaftlicher Hintergrund 
 

2.1 Die menschliche Haut - Funktionen und Aufbau  

 

Die Haut ist das größte Organ des menschlichen Körpers und stellt die größte Kontaktfläche 

zur Umwelt dar. Indem sie eine wirksame Barriere zwischen Organismus und Umwelt auf-

rechterhält, hat sie die Aufgabe, den Körper vor dem Eindringen von Fremdstoffen, Krank-

heitserregern, Allergenen und anderen Umwelteinflüssen zu schützen (zusammengefasst 

von Proksch et al., 2008; Schutte et al., 2021). Dabei ist die Haut an der Somatosensorik 

beteiligt und vermittelt Prozesse, die beispielsweise die Wahrnehmung von Schmerz, Juck-

reiz oder Temperatur umfassen (zusammengefasst von Schutte et al., 2021). Um diesen Auf-

gaben nachzukommen, ist sie einem ständigen Selbsterneuerungsprozess ausgesetzt, der die 

Versorgung mit Nährstoffen und Energie voraussetzt (zusammengefasst von C. Cao et al., 

2020). Grundsätzlich ist die menschliche Haut aus drei Schichten aufgebaut: der Epidermis 

(Oberhaut), der Dermis und der Hypodermis (Unterhaut, auch Subkutis genannt). Um die 

sensorischen und neuronalen Reaktionen zu vermitteln, wird die Haut von Nervenfasern - 

größeren myelinisierten Aβ- und Aδ-Fasern der Dermis und unmyelinisierten C-Fasern, die 

bis in die Epidermis reichen - durchzogen. Diese ermöglichen eine bidirektionale Kommu-

nikation zwischen Haut und Nervensystem (zusammengefasst von Schutte et al., 2021). Die 

Hypodermis besteht vor allem aus Adipozyten und Bindegewebe. Sie ist die Verbindungs-

stelle zwischen Haut und Körper und dient zur Polsterung, Wärmeisolierung und als Ener-

giespeicher (Deutschmann, 2005). Daneben ist sie an der Sezernierung von Hormonen und 

Zytokinen beteiligt sowie an der Mechanorezeption (zusammengefasst von Schutte et al., 

2021). Die darauffolgende Dermis wird vor allem von Fibroblasten gebildet und stellt ein 

Gerüst aus Bindegewebe dar, welches der Haut Festigkeit und Struktur verleiht. Zudem wird 

die Dermis von Blut- und Lymphgefäßen, die zur Nährstoffversorgung und zum Stofftrans-

port dienen, durchzogen (Deutschmann, 2005). Weitere strukturelle Merkmale sind Talg-

drüsen, Schweißdrüsen und Haarfollikel. Die Epidermis repräsentiert die äußerste Haut-

schicht und besteht zu 90 % aus Keratinozyten; daneben beherbergt sie weitere Zellen, unter 

anderem melaninbildende Melanozyten, die einen Schutz vor ultravioletten (UV)-Strahlun-

gen gewährleisten, Merkel-Zellen, die zur Mechanorezeption beitragen sowie Langerhans-

Zellen, die für die Antigenpräsentation zuständig sind (Deutschmann, 2005; zusammenge-

fasst von Schutte et al., 2021). Insgesamt leistet die Epidermis damit einen wichtigen Beitrag 
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zur physikalischen, chemischen und immunologischen Barrierefunktion der Haut (zusam-

mengefasst von Schutte et al., 2021).  

Verschiedene Umwelteinflüsse wie UV-Strahlungen, toxische Verbindungen, mechanische 

Reize und freie Radikale sowie bestimmte Lebensstilfaktoren (z.B. Rauchen) oder der Pro-

zess der Hautalterung können die Hautbarriere und -funktionen beeinflussen und diese wie-

derum anfälliger für äußere Reize machen, was sich letztlich als Immundysfunktionen und 

Entzündungsreaktionen der Haut äußern kann (zusammengefasst von Boelsma et al., 2001; 

Chambers & Vukmanovic-Stejic, 2020). Ebenso wurden Veränderungen des Darmmikrobi-

oms und damit einhergehende veränderte Immunfunktionen mit der Entstehung von Haut-

entzündungen in Verbindung gebracht. Genaue Mechanismen, die auf diese Weise Hauter-

krankungen beeinflussen, werden diskutiert und erforscht (zusammengefasst von Mahmoud 

et al., 2023). An der Detektion derartiger Umweltreize sind TRP-Kanäle beteiligt, die ge-

meinsam mit epidermalen Keratinozyten als wichtige Akteure an der Schnittstelle zwischen 

Körper und Umwelt agieren (zusammengefasst von Denda & Tsutsumi, 2011; Lee & Cate-

rina, 2005). 

 

 

2.2 Expression der TRP-Kanäle im menschlichen Organismus 

 

„Transient Receptor Potential“ Kanäle (TRP-Kanäle) sind eine Superfamilie von kationen-

durchlässigen Ionenkanälen, die als zelluläre Sensoren insbesondere an der Plasmamembran 

von zahlreichen Zellen lokalisiert sind (zusammengefasst von Clapham, 2003). Dabei wei-

sen sie - mit unterschiedlicher Selektivität - eine hohe Permeabilität für Calciumionen (Ca2+) 

auf. Über die Regulation der Calciumhomöostase sind TRP-Kanäle beispielsweise an der 

Zelldifferenzierung, -proliferation, -migration oder der Freisetzung von Entzündungsmedi-

atoren beteiligt (zusammengefasst von Clapham, 2003; Du et al., 2019; Khalil et al., 2018). 

Im menschlichen Organismus nehmen TRP-Kanäle eine bedeutende Rolle bei der Wahrneh-

mung von Wärme, schädlicher Hitze und Kälte, mechanischen und chemischen Reizen so-

wie der Chemesthesis ein und stehen zum Teil in Interaktion mit der Wahrnehmung von 

primären Geschmackseigenschaften (zusammengefasst von Clapham, 2003; Rhyu et al., 

2021; Venkatachalam & Montell, 2007). TRP-Kanäle fungieren als polymodale Signalde-

tektoren, die an der Vermittlung und Verstärkung der spezifischen Signale auf zellulärer 

Ebene weit verbreitet sind (zusammengefasst von Clapham, 2003; M. Liao et al., 2013). Bei 

Säugetieren werden die TRP-Kanäle aufgrund ihrer Homologie in sechs Unterfamilien 
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eingeordnet: TRPC („kanonisch/canonical“), TRPM („Melastatin“), TRPV („Vanilloid“), 

TRPA1 („Ankyrin“), TRPP („Polycystin“) und TRPML („Mucolipin“) (zusammengefasst 

von Clapham, 2003; Venkatachalam & Montell, 2007). Der Fokus dieser Arbeit liegt auf 

den beiden nicht selektiven Kationenkanälen „Transient Receptor Potential Vanilloid 1“ 

(TRPV1) und „Transient Rezeptor Potential Ankyrin 1“ (TRPA1).  

Die Expression dieser beiden TRP-Kanäle erstreckt sich in hohem Maß über sensorische 

afferente Neuronen (unmyelinisierte C-Fasern und myelinisierte Aδ-Fasern), die Zellkörper 

im dorsalen Wurzelganglion, Trigeminusganglion und Vagusnerv besitzen und zahlreiche 

Orte in der Peripherie innervieren (zusammengefasst von Bautista et al., 2013; Du et al., 

2019). Beiden Kanälen wird dadurch eine bedeutende Rolle bei der Nozizeption zugeschrie-

ben (Story et al., 2003; Malin et al., 2011). Viele der Neuronen, die TRPV1 und TRPA1 

exprimieren, sind peptiderg und an der Freisetzung von Neuropeptiden wie Substanz P, Neu-

rokinin A und Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP) beteiligt, die unter anderem an der 

Vermittlung von kutanen neurogenen Entzündungsreaktionen beteiligt sind (zusammenge-

fasst von Bautista et al., 2013; Khalil et al., 2018). Die neuronale Expression war Schwer-

punkt vieler Forschungsarbeiten. Jedoch werden TRPV1 und TRPA1 auch in vielen 

nicht-neuronalen Zellen exprimiert (zusammengefasst von Bautista et al., 2013; Khalil et al., 

2018). So beispielsweise in Atemwegszellen (McGarvey et al., 2014; Nassini et al., 2012), 

in einigen Immunzellen (Lv et al., 2021; Ständer et al., 2004; Oh et al., 2013), in Synovio-

zyten (Kochukov et al., 2006), gastrointestinalen Zellen (Lieder et al., 2020; Purhonen et al., 

2008), Adipozyten (Hoi et al., 2020; L. L. Zhang et al., 2007) und in humanen kutanen Zel-

len, darunter Keratinozyten sowie zum Teil Fibroblasten, Melanozyten und Mastzellen (Ato-

yan et al., 2009; Ständer et.al, 2004).  

 

Letztlich erstreckt sich die Expression praktisch über den gesamten menschlichen Organis-

mus. Über die Beteiligung an der sensorischen Wahrnehmung, der Nozizeption und Entzün-

dungsreaktionen, wurden sie in einem engen Zusammenhang mit zahlreichen physiologi-

schen Prozessen gestellt. Auf diese Weise können sie die Pathologie diverser Erkrankungen 

beeinflussen, die insbesondere in Bezug auf das Herz-Kreislauf-System (z.B. Hypertonie, 

Atherosklerose), den Magen-Darm-Trakt (z.B. Reizdarmsyndrom IBS), die Atemwege, Pan-

kreatitis, Fettleibigkeit, Diabetes sowie entzündlichen Hauterkrankungen festgestellt wurden 

(Legrand et al., 2020; zusammengefasst von Silverman et al., 2020). 
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2.3 Strukturelle Eigenschaften von TRPV1 und TRPA1 

 

TRPV1 und TRPA1 bilden eine tetramere Struktur, bei der die Untereinheiten jeweils aus 

sechs Transmembran α-Helices (S1-S6) bestehen (Abbildung 1), welche die Kanäle in der 

Lipiddoppelschicht von exprimierenden Zellen verankern (M. Liao et al., 2013; zusammen-

gefasst von Clapham, 2003). Die Untereinheiten schließen sich um eine zentrale Pore zu-

sammen, die zwischen S5 und S6 gebildet wird. TRPV1 ist neben einer Porenhelix durch 

eine Porenschleife gekennzeichnet (re-entrant loop), die bis zur Hälfte die Membran durch-

zieht und wieder zur anderen Seite umdreht (M. Liao et al., 2013; Neuberger et al., 2023).  

 

 

 
Abbildung 1: Tetramere Struktur (I) und lineares Diagramm (II) von TRPV1 und TRPA1. Das Bänderdia-
gramm (I) zeigt die tetramere Struktur von TRPV1 (a) und TRPA1 (b), wobei die vier Untereinheiten für 
TRPA1farblich gekennzeichnet sind. Im linearen Diagramm (II) sind die wichtigsten strukturellen Domänen 
einer Untereinheit von TRPV1 (a) und TRPA1 (b) dargestellt. (I. adaptiert nach: Neuberger et al., 2023; Paul-
sen et al. 2015; II. eigene Darstellung, adaptiert nach: M. Liao et al. 2013, Paulsen et al. 2015; Suo et al., 2020)  
 ARD: „Ankyrin repeat domain“; IFH: „interfacial helix”; S1-6: Transmembranhelices 1-6 
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Die Struktur von TRPV1 weist teilweise Unterschiede zwischen verschiedenen Spezies auf, 

wobei insbesondere der C-Terminus, die S1-S2, S2-S3 und S5-Porenregion des humanen 

Orthologs sich von denen der Ratte unterscheiden. Da diese Regionen an der Kanalöffnung 

und -modulation beteiligt sind, können sich Unterschiede in der Sensitivität von TRPV1 

gegenüber Temperatur und anderen Liganden ergeben (Neuberger et al., 2023). Über allos-

terische Wechselwirkungen zwischen den Untereinheiten kann die Porenkonformation be-

einflusst und ein Ionenfluss durch die Kanalproteine ermöglicht werden (M. Liao et al., 

2013). Die Poren von TRPV1 und TRPA1 weisen zwei Verengungen auf, die ein oberes Tor 

(„Selektivitätsfilter“) und ein unteres Tor bilden (Abbildung 2). Letzteres wird durch zyto-

plasmische Enden der S6-Helices gebildet (zusammengefasst von Clapham, 2003). 

Abbildung 2: „S5-P-S6 Porenregion“ von TRPV1 im geschlossenen Zustand. Dargestellt ist der Lösungsmit-
telzugängliche Pfad der TRPV1-Struktur im geschlossenen Zustand. Reste, die sich am Selektivitätsfilter und 
unteren Tor befinden sind als Stäbchen dargestellt. (adaptiert nach: E. Cao et al., 2013)  

 

 

Die äußere Porenstruktur von TRPV1 ist trichterartig und weist eine weite Öffnung auf, 

wodurch das Passieren von kleinen und großen Partikeln ermöglicht wird. Der darauffol-

gende „Selektivitätsfilter“ erfährt im stimulierten Zustand eine Vergrößerung seines Durch-

messers und trägt zur Regulation des Eintritts von Kationen bei (M. Liao et al., 2013). Die 

äußere Pore von TRPA1 ähnelt der von TRPV1 besitzt aber eine etwas steilere Form und 

besteht aus zwei Porenhelices (Paulsen et al., 2015; Suo et al., 2020). Der Selektivitätsfilter 

von TRPA1 ist dennoch auch in der Lage, größere hydratisierte Calciumionen passieren zu 

lassen.  

C-terminal zum sechsten Transmembransegment befindet sich eine hochkonservierte TRP-

Domäne. Diese ermöglicht Wechselwirkungen mit der Pre-S1-Helix und dem S4-S5-Linker 
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und trägt zur allosterischen Modulation bei. Für TRPA1 wurde eine TRP-ähnliche-Domäne 

identifiziert. Weitere charakteristische Merkmale sind die Ankyrin Wiederholungen am 

N-terminalen Ende. Für TRPA1 sind diese namensgebend, da sie zusammen mit der C-ter-

minalen Domäne etwa 80 % der Masse von TRPA1 ausmachen (M. Liao et al., 2013). Die 

genaue Funktion der Ankyrin Wiederholungen bleibt unklar, könnte aber die Grundlage zur 

Modulation mit verschiedenen Aktivatoren ermöglichen (Paulsen et al., 2015). Reste der 

Domäne aus Ankyrin Wiederholungen (ARD) von TRPV1 interagieren mit β-Strängen aus 

der Linker- und TRP-Domäne und bilden ein sogenanntes dreisträngiges β-Faltblatt. Dieses 

hält durch Wechselwirkungen der Untereinheiten die Kanalordnung aufrecht (M. Liao et al., 

2013). Eine ähnliche Struktur wurde für TRPA1 beschrieben. Dabei wird aus der ARD, Lin-

ker- und Coiled-Coil-Domäne ein freistehendes β-Faltblatt gebildet (Abbildung 1). Möglich-

erweise dient diese Anordnung zur Interaktion mit Membranphospholipiden wie Phos-

phatidylinositolen und damit zur Steuerung der Kanalfunktion (Paulsen et al., 2015). TRPA1 

ist zudem durch eine Grenzflächenhelix („IFH“, Abbildung 1b) gekennzeichnet, die einen 

Teil der C-terminalen Region bildet und eine Struktur des β-Faltblattes mit der Coiled-Coil 

Region verbindet. Diese Grenzflächenhelix ist wesentlich an der Kanalsteuerung von 

TRPA1 beteiligt (Suo et al., 2020). 

 

 

2.4 Modulatoren von TRPV1/A1 

 

Die Aktivierung von TRPV1 bzw. TRPA1 führt zur Kanalöffnung, zum Einstrom von ins-

besondere Ca2+ und zur Aktivierung nachgeschalteter Signalwege, die an der Schmerzüber-

tragung und Entzündungsreaktionen beteiligt sein können (zusammengefasst von O'Neill et 

al., 2012; Silverman et al., 2020). Das Interesse an der Modulation dieser Kanäle, die bei-

spielsweise als erste Vermittler an der Schmerzempfindung beteiligt sind, steigt (Neuberger 

et al., 2023). Zahlreiche natürlich vorkommende Stoffe, die als Agonisten und Antagonisten 

von TRP-Kanälen fungieren, haben bereits zu einem besseren Verständnis der Kanalfunk-

tion oder der Entdeckung selbst geführt. Interessanterweise stellen einige natürliche Verbin-

dungen bereits seit Jahrtausenden traditionelle Mittel zur Behandlung von Krankheiten dar. 

Dazu zählen Chilischoten, die bei Magengeschwüren, rheumatoiden Erkrankungen, Zahn-

schmerzen und zur Appetitstimulation eingesetzt wurden. Einige Medikamente der moder-

nen Medizin haben so einen indirekten oder direkten Ursprung in Naturprodukten (zusam-

mengefasst von Calixto et al., 2005). In den folgenden Abschnitten wird er molekulare 
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Mechanismus der Kanalmodulation beschrieben, bevor auf die Beteiligung der TRP-Kanäle 

an Entzündungsreaktionen eingegangen wird.   

 

 

2.4.1 Agonisten und Aktivierungsmechanismen von TRPV1 

 

Ein prominenter und sehr potenter Agonist von TRPV1 ist Capsaicin ((E)-N-[(4-hydroxy-3-

methoxyphenyl)methyl]-8-methylnon-6-enamide), der auch in dieser Arbeit verwendet 

wurde. Capsaicin gehört zur Gruppe der Capsaicinoide, welche mit einem Anteil von etwa 

0,3 - 1 % natürliche Bestandteile von Nachtschattengewächsen der Gattung Capsicum sind. 

Capsaicin macht mit einem Anteil von etwa zwei Drittel bis drei Viertel den Hauptbestand-

teil der Capsaicinoide in diesen Gewächsen aus und findet so beispielsweise in Form von 

Chilischoten, Paprika oder Cayennepfeffer Verwendung als Lebensmittel und Gewürz. Da-

bei sind die verschiedenen Capsaicinoide für die scharfe und brennende Empfindung verant-

wortlich, die mit dem Verzehr dieser Lebensmittel einhergehen (Bundesinstitut für Risiko-

bewertung [BfR], 2011). Capsaicin ist ein Alkaloid aus der Familie der Vanilloide, welche 

ebenfalls in Nelken, Vanille und Ingwer vorkommen. Strukturell ist Capsaicin durch eine 

charakteristische Vanillylgruppe (aromatischer Kopf) und am entgegengesetzten Ende durch 

eine lange hydrophobe Kohlenstoffgruppe gekennzeichnet (Abbildung 3). Zwischen diesen 

Strukturen befindet sich eine polare Amidgruppe (zusammengefasst von O'Neill et al., 

2012). 

Abbildung 3: Strukturformel von Capsaicin (C18H27NO3). Bestehend aus der aromatischen Vanillylgruppe 
(„Kopf“, rot), Amidgruppe („Hals“, blau) und dem hydrophoben Kohlenstoffgruppe („Schwanz“, grün). (adap-
tiert nach: O'Neill et al., 2012) 
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Verschiedene Studien haben gezeigt, dass TRPV1 durch ein breites Spektrum an endogenen 

und exogenen Verbindungen aktiviert werden kann. Dazu zählen hohe Temperaturen bzw. 

schädliche Hitze (> 43°C) und Protonen (Caterina et al., 1997), Toxine tierischen oder 

pflanzlichen Ursprungs wie Resiniferatoxin (RTX, aus Wolfsmilchgewächsen) sowie wei-

tere natürlich vorkommende scharfe Verbindungen wie Piperin aus Pfeffer, Allicin aus 

Knoblauch und aromatische würzige Verbindungen aus Nelken oder Ingwer. Zu den endo-

genen Aktivatoren zählen Endocannabinoide (z.B. N-Arachidonoyldopamin, Anandamid/N-

Arachidonoylethanolamin), Polyamine (z.B. Spermidin, Spermin) und metabolische Pro-

dukte der Lipooxygenase wie Arachidonsäurederivate. Diese letztgenannten endogenen Ak-

tivatoren sind in unterschiedlichem Maß an Entzündungsreaktionen beteiligt und weisen 

eine erhöhte Freisetzung bei diesen auf (zusammengefasst von O'Neill et al., 2012; Shuba, 

2020; Venkatachalam & Montell, 2007; Yang & Zheng, 2017). Ein niedriger pH-Wert 

(< 5,9) kann die thermische Aktivierungsschwelle heruntersetzen, sodass TRPV1 bereits bei 

Raumtemperatur aktiviert werden kann (zusammengefasst von Venkatachalam & Montell, 

2007). Entzündungszustände und Gewebeschäden sowie Ischämie und Hypoxie fördern zu-

dem die Produktion von Protonen, die ebenfalls die Empfindlichkeit von TRPV1 gegenüber 

Capsaicin heruntersetzten (zusammengefasst von Brito et al., 2014; Venkatachalam & Mon-

tell, 2007). 

 

Der Aktivierung von TRPV1 folgt ein Einstrom von insbesondere Ca2+ (zusammengefasst 

von O'Neill et al., 2012). Darauf folgt die Aktivierung der Ca2+/Calmodulin-abhängigen 

Phosphatase Calcineurin und intrazellulärer Proteinkinasen, darunter die Ca2+/Calmodulin-

abhängige Proteinkinase (CaMK) sowie einiger MAP-Kinasen (MAPK), einschließlich 

ERK1/2 und p38. Dadurch werden wiederum Transkriptionsfaktoren aktiviert, darunter 

NF-AT, CREB und AP-1, welche die Transkription von entsprechenden Genen auslösen und 

beispielsweise die Expression von Interleukin-8 (IL-8) oder CGRP vorantreiben (zusam-

mengefasst von Thiel et al., 2018). Auf diese Weise können Prozesse der Zellproliferation, 

Differenzierung, Migration und der Barrierefunktionen der Haut beeinflusst werden und zu 

entzündlichen Zuständen beitragen (Miyazaki et al., 2015; Yun et al., 2011). TRPV1 ist auf 

der Plasmamembran sowie dem endoplasmatischen Retikulum lokalisiert, sodass sowohl der 

Ca2+-Einstrom in die Zelle als auch die Freisetzung aus intrazellulären Speichern durch die 

Aktivierung von TRPV1 reguliert werden kann und damit weitere calciumabhängige Sig-

nalwege beeinflusst werden können (zusammengefasst von Blumberg et al., 2011; Haustrate 

et al., 2020). 
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Die Aktivierung von TRPV1 durch Capsaicin erfolgt über intrazelluläre Bindung an eine 

hydrophobe Tasche, die von den S3- und S4-Domänen sowie dem S4-S5-Linker innerhalb 

der Membran gebildet wird. Dabei nimmt Capsaicin eine „Tail-up, Head-down“-Konfigura-

tion ein. Die nach unten gerichtete Vanillyl- und Amidgruppe gehen über Wasserstoffbrü-

cken eine Bindung mit Aminosäureresten zwischen den Domänen ein (Abbildung 4). Der 

nach oben gerichtete Kohlenstoffschwanz bleibt recht flexibel und trägt über zahlreiche un-

spezifische Van-der-Waals-Wechselwirkungen zur Bindung und Stabilität bei (zusammen-

gefasst von Yang & Zheng, 2017). Eine Variation der Schwanzlänge von Capsaicinoiden 

kann für die unterschiedlich wahrgenommene Schärfe verantwortlich sein, indem ein länge-

rer Schwanz mehr Interaktionspunkte mit der Bindungstasche ermöglicht (Yang et al., 

2015). Über einen „Pull-and-Contact“ Mechanismus wird schließlich die Öffnung des Ka-

nals veranlasst (Abbildung 4). Durch ein Ziehen der Wasserstoffbrückenbindung zwischen 

dem Vanillyl-Kopf von Capsaicin und dem S4-S5-Linker wird letzterer nach außen bewegt. 

Darauf folgt eine Bewegung der S6-Domäne, die das Öffnen des unteren Tors ermöglicht 

(zusammengefasst von Yang & Zheng, 2017). 

 

Abbildung 4: Mechanismus der TRPV1 Aktivierung durch Bindung von Capsaicin. Das Diagramm zeigt die 
Bindung von Capsaicin und anschließenden Aktivierung von TRPV1. Die zwei Aminosäurereste T550 und 
E570, die eine Schlüsselrolle bei der Bindung mit Capsaicin (über Wasserstoff-Brücken) einnehmen, sind her-
vorgehoben. (adaptiert nach: Yang & Zheng, 2017) 
CAP: Capsaicin; S4-6: Transmembranhelices 4-6; H-Brücke: Wasserstoff-Brücke; E570: Glutamin 570; 
T550: Threonin 550 

 

 

Bei der Capsaicin-gebundenen Struktur geht das untere Tor in einen weit geöffneten Zustand 

über, während für den Selektivitätsfilter kaum eine Veränderung festgestellt wurde. 
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Allerdings sollten sich beide Tore bei einer Kanalaktivierung öffnen, um den Ionenfluss zu 

ermöglichen. Es gibt Hinweise, dass das untere und obere Tor der Pore über allosterische 

Wechselwirkungen aneinandergekoppelt sind (M. Liao et al., 2013; zusammengefasst von 

Yang & Zheng, 2017). Demnach könnte Capsaicin eine teilweise offene Struktur von 

TRPV1 vermitteln. RTX zeigt hingegen eine vollständige Öffnung beider Tore - gilt aber 

auch als ein sehr potenter Agonist von TRPV1. Diese Erkenntnisse verdeutlichen, dass ver-

schiedene Mechanismen existieren, die eine Kanal-Öffnung ermöglichen, während die Pore 

eine enorme Flexibilität aufweist (zusammengefasst von Benítez-Angeles et al., 2020; Diaz-

Franulic et al., 2016; Yang & Zheng, 2017). 

 

Für TRPV1 existieren unterschiedliche Aktivierungsmechanismen, die sich je nach aktivie-

rendem Reiz unterscheiden (Abbildung 5). TRPV1 kann an zahlreichen Stellen phosphory-

liert und dephosphoryliert werden (Jung et al., 2004; zusammengefasst von Shuba, 2020). 

Diese Prozesse sind mitunter abhängig von Ca2+ (Jung et al., 2004).  

 

Abbildung 5: Schematische Darstellung der TRPV1-Kanalmembrantopologie mit den verschiedenen Interak-
tionspunkten. Eine TRPV1-Untereinheinheti der tetrameren Struktur ist farbig dargestellt sowie eine zweite 
Untereinheit (grau), die um 180° zur ersten angeordnet ist. Einige der Aminosäurereste, die an der Bindung 
und Interaktion mit Vanilloiden, PIP2, H+ (bzw. Protonen) und CaM beteiligt sind, sind nummeriert und her-
vorgehoben. Zudem sind Phosphorylierungsstellen von PKA, PKC und Src-Kinasen dargestellt. PIP2 Bin-
dungsstellen, die mit einer positiven Regulation von TRPV1 verbunden sind, befinden sich am C-terminalen 
Ende sowie auf dem S4-S5-Linker. (adaptiert nach: Shuba, 2020; Textquelle: Rohacs, 2015) 
ARD: „Ankyrin repeat domain“; ATP: Adenosintriphosphat; CaM: Calmodulin; PIP2: Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat; PKA: Proteinkinase A; PKC: Proteinkinase C; S1-6: Transmembranhelices 1-6; Src: Tyro-
sinkinase 
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Für die Capsaicin-induzierte Aktivierung ist eine Phosphorylierung von TRPV1 durch 

CaMKII notwendig, welche die Reizempfindlichkeit des Kanals erhöhen kann (Jung et al., 

2004; zusammengefasst von O'Neill et al., 2012). Weitere Kinasen, die Proteinkinase A 

(PKA) und C (PKC), können TRPV1 ebenfalls phosphorylieren und sensibilisieren (zusam-

mengefasst von Shuba, 2020). Hingegen kann eine Dephosphorylierung durch Calcineurin 

zur Desensibilisierung von TRPV1 beitragen (genauere Mechanismen der Desensibilisie-

rung werden in Kap. 7.4.1.1 diskutiert; Jung et al., 2004). 

 

Zusätzlich kann TRPV1 über Mediatoren wie Bradykinin, Nervenwachstumsfaktor NGF, 

TNF-α, ATP und Prostaglandin aktiviert werden. Für einige dieser Mediatoren, darunter 

TNF-α, NGF und ATP, wurde gezeigt, dass sie das Expressionsniveau und die Rekrutierung 

von TRPV1 an die Zelloberfläche erhöhen können (Camprubí-Robles et al., 2009; Meng et 

al., 2016). Andere Entzündungsmediatoren können die Aktivierungsschwelle für TRPV1 

hinuntersetzen (zusammengefasst von O'Neill et al., 2012; Rohacs, 2015). Eine wesentliche 

Rolle spielt dabei die Phosphorylierung von TRPV1 über den PKC-Signalweg. Dieser wird 

durch G-protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) induziert. ATP oder Bradykinin, die bei 

Gewebeschädigungen freigesetzt werden, vermitteln auf diese Weise eine PKC-abhängige 

Kanalphosphorylierung (zusammengefasst von O'Neill et al., 2012). Ebenso können nach-

gestaltete PKA-Signalwege oder die Src-Kinase eine Phosphorylierung von TRPV1 indu-

zieren und diesen für die spezifischen Reize wie Capsaicin und Hitze sensibilisieren (zusam-

mengefasst von O'Neill et al., 2012; Shuba, 2020). So wird die Aktivierung von TRPV1 

gefördert, welche wiederum die Schmerzempfindung oder Überempfindlichkeit im Zuge 

von Entzündungsreaktionen und Gewebeschädigungen fördert (zusammengefasst von Brito 

et al., 2014; Shuba, 2020). Daneben aktivieren Pruritogene GPCRs, sodass TRPV1 in enger 

Verbindung mit Juckreiz steht (Sarah R Wilson & Diana M Bautista, 2014). 

 

TRP-Kanäle können auch durch Plasmamembranphosphoinositide wie PIP2 (Phosphatidyl- 

inositol-4,5-bisphosphat) moduliert werden. PIP2 ist ein weit verbreitetes Signalmolekül und 

Vorläufer der Secondmessenger Inositol-1,4,5-Trisphosphat (IP3) und Diacylglycerin 

(DAG). GPCRs können eine durch Phospholipase C (PLC) vermittelte Hydrolyse und damit 

den Abbau von PIP2 induzieren, was zur Bildung von DAG führt, welches wiederum an der 

PKC-vermittelten Phosphorylierung und Sensibilisierung von TRPV1 beteiligt ist (Chuang 

et al., 2001). Aus diesem Grund wurde PIP2 unter anderem als Inhibitor von TRPV1 ange-

sehen. Mittlerweile wird die ausschließlich hemmende Wirkung von PIP2 kontrovers 
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diskutiert und auch als positiver Cofaktor von TRPV1 angesehen (Abbildung 6). Dabei füh-

ren starke Abnahmen von PIP2 und seinem Vorläufer Phosphatidylinositol-4-bisphosphat 

(PIP) zur Kanalhemmung und tragen zur Desensibilisierung bei (zusammengefasst von Ro-

hacs, 2015). Ein Abbau von PIP2 wird beispielweise während Entzündungsreaktionen indu-

ziert (Patil et al., 2011). Zudem wurden einige Bindungsstellen von PIP2 an TRPV1 identi-

fiziert, die mit einer Aktivierung von TRPV1 und der Kanalöffnung assoziiert sind (Abbil-

dung 5). 
 

Abbildung 6: Vorgeschlagene Beteilung der PIP2 Verarmung an der Sensibilisierung (a) und Desensibilisie-
rung (b) von TRPV1. A: Der PLCβ vermittelte Abbau von PIP2 kann Sensibilisierung und Aktivierung von 
TRPV1 über PKC unterstützen. B: Ein erhöhter Einstrom von Ca2+ aktiviert hingegen eine Ca2+ abhängige 
PLCδ, welche zu einer robusten Abnahme/Erschöpfung von PIP und PIP2 führt und zur TRPV1 Hemmung 
und Desensibilisierung beiträgt. (adaptiert nach: Rohacs 2015) 
DAG: Diacylglycerin; GPCR: G-Protein-gekoppelter Rezeptor; PIP: Phosphatidylinositol-4-bisphosphat; 
PIP2: Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat; PKC: Proteinkinase C; PLCβ/δ: Phospholipase C Isoform β/δ  

 

 

Die durch den Abbau von PIP2 ausgelöste Sensibilisierung von TRPV1 beruht auf einer 

Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Beziehung von TRPV1-Aktivatoren, sodass nied-

rige und moderate Konzentrationen von beispielsweise Capsaicin zu einer Sensibilisierung 

beitragen können (zusammengefasst von Rohacs, 2015). Möglicherweise hängen die kont-

rovers diskutierten Wirkungen von PIP2 auch mit der Agonistenkonzentration zusammen. 

Es wurde gezeigt, dass bei niedrigeren Konzentrationen von Capsaicin (20 nM), aber nicht 

bei hohen (100 nM), eine erhöhte TRPV1 Aktivität durch Abnahme der PIP2-Spiegel erzeugt 
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werden konnte (Patil et al., 2011). Insgesamt beschreibt dies einen komplexen Mechanismen 

der Sensibilisierung von TRPV1. 

 

 

2.4.2 Agonisten und Aktivierungsmechanismen von TRPA1  
 

Ebenso wie TRPV1 kann TRPA1 durch scharfe natürliche Verbindungen aktiviert werden, 

die in Kräutern und Gewürzen vorkommen und als Agonisten eine außerordentlich hohe 

Diversität aufweisen. Dazu zählen Isothiocyante aus Senf-, Meerrettich- und Wasabiöl, Al-

licin aus Knoblauch sowie Zimtaldehyd aus Zimtöl (zusammengefasst von Venkatachalam 

& Montell, 2007). TRPA1 wird auch durch eine Reihe von Umweltreizstoffen wie Acrolein, 

psychoaktiven Komponenten wie Tetrahydrocannabinol (aus Marihuana) oder anderen 

flüchtigen Reizstoffen wie Formalin oder Wasserstoffperoxid aktiviert (zusammengefasst 

von Baraldi et al., 2010; Gouin et al., 2017; Venkatachalam & Montell, 2007). Endogene 

Faktoren die TRPA1 aktivieren sind vor allem diejenigen, die unter entzündlichen Zuständen 

entstehen und freigesetzt werden (zusammengefasst von Baraldi et al., 2010; Gouin et al., 

2017). Die Aktivierung von Neutrophilen und Makrophagen führt beispielweise zu oxidati-

ven Reaktionen, in deren Folge TRPA1 aktiviert wird und zur Auslösung von Schmerzen 

und Entzündungen beiträgt. So führt der oxidative Abbau von ungesättigten Fettsäuren zur 

Bildung von reaktiven Carbonylspezies, wie das hochreaktive Acrolein oder α,β-ungesättig-

ten Aldehyden, die zur Bildung von Proteinaddukten führen und damit gewebeschädigende 

Wirkungen entfalten. Ebenso wird TRPA1 durch reaktive Sauerstoffspezies in Reaktion auf 

oxidativen Stress, welche eine Rolle bei Asthma oder COPD spielen, sowie Hypochlorit 

aktiviert, welches infolge der Wirtsabwehr entsteht (zusammengefasst von Baraldi et al., 

2010).  

Entzündungsmediatoren wie Bradykinin oder PAR2 können TRPA1 indirekt über eine 

GPCR-Signalisierung sensibilisieren (Bandell et al., 2004; Dai et al., 2007). Eine durch 

GPCR ausgelöste Aktivierung des PKA-Signalweges kann TRPA1 dabei durch Phosphory-

lierung sensibilisieren (Meents et al., 2017). Der aktivierte PLC-Signalweg kann hingegen 

die Kanalaktivierung über den Abbau von PIP2 vermitteln (Dai et al., 2007). Letztlich exis-

tiert eine enge Kommunikation zwischen verschiedenen Entzündungsmediatoren und der 

Aktivierung von TRPA1 (zusammengefasst von Gouin et al., 2017; Luostarinen et al., 2021; 

Venkatachalam & Montell, 2007).  
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Viele der TRPA1-Aktivatoren sind zudem Pruritogene. Dazu zählen - neben Zimtaldehyd, 

Allicin und Allyisothiocyanate - das Malariamittel Chloroquin sowie Juckbohnen. Weitere 

endogene Pruritogene und Aktivatoren von TRPA1 sind unter anderem Leukotrien B4, Se-

rotonin, Gallensäure und einige Interleukine wie IL-13 und IL-31 (zusammengefasst von 

Mahmoud et al., 2023). Auch für TRPA1 wurde eine temperaturabhängige Aktivierung ge-

zeigt, wobei vor allem für Säugetiere und Menschen eine Aktivierung durch Kälte (< 17°C) 

berichtet wurde, die diesen Kanal als einen Sensor für schädliche Kälte darstellen lässt (Ca-

terina & Pang, 2016). Diesbezüglich bestehen vermutlich artspezifische Unterschiede, die 

zum Teil zu unterschiedlichen Studienergebnissen führen (zusammengefasst von Rhyu et 

al., 2021; Venkatachalam & Montell, 2007). Es gibt Hinweise, dass TRPA1 neben der Ak-

tivierung durch Kälte auch durch Hitze aktiviert werden kann (Moparthi et al., 2016).  
 

In dieser Arbeit wird der Fokus auf Zimtaldehyd ((E)-3-phenylprop-2-enal) liegen, welches 

als partieller Agonist von TRPA1 fungiert (Abbildung 7). Zimtaldehyd ist ein Hauptbestand-

teil des ätherischen Öls, welches aus der Rinde von Bäumen der Gattung Cinnamomum ge-

wonnen wird, die als Gewürze verwendet werden (z.B. Cinnamomum cassia, bekannt als 

Cassia-Zimt und Cinnamomum verum, bekannt als Ceylon-Zimt). Zimtaldehyd findet als 

Aroma- und Duftstoff Anwendung in Lebensmitteln sowie Kosmetika und hat eine lange 

Tradition als Verwendung in der Phytomedizin (BfR, 2006; zusammengefasst von Doyle & 

Stephens 2019; Gruenwald et al., 2010).  

 

 

Abbildung 7: Strukturformel von Zimtaldehyd (C9H8O). 

 

 

TRPA1 ist durch zahlreiche intrazelluläre Ligandenbindungs- und Phosphorylierungsstellen 

gekennzeichnet, durch die der Kanal aktiviert und sensibilisiert werden kann. Die direkte 

Aktivierung durch Agonisten erfolgt über eine kovalente Interaktion, die sich von dem „klas-

sischen“ nicht-kovalenten Aktivierungsmechanismus von TRPV1 durch Capsaicin 
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unterscheidet (zusammengefasst von Gouin et al., 2017). Elektropile reaktive Agonisten wie 

Zimtaldehyd können über kovalente Modifikation der Cysteinreste innerhalb der zytoplas-

matischen N-terminalen Domäne den Kanal aktivieren. Dabei wird die α,β-ungesättigte Bin-

dung von Zimtaldehyd durch die nukleophilen Thiolgruppen der Cysteine über eine Mi-

chael-Addition angegriffen. Dadurch wird eine Konformationsänderung und Aktivierung 

von TRPA1 induziert (Macpherson et al., 2007). Die Öffnung des Kanals (Abbildung 8) 

beruht vermutlich auf einer Bewegung des β-Faltblattes, sodass ein Teil der C-terminalen 

Region verschoben wird und sich das S6-Tor öffnen kann (Suo et al., 2020).  

Abbildung 8: Vorgeschlagener Mechanismus der elektrophilen Modulation von TRPA1. Die Bindungsstelle 
nimmt dabei eine Art Muschelschalen-Konformation ein (linke Seite). Sobald der Cysteinrest „621“ kovalent 
modifiziert wird (rechte Seite), kippt der obere Teil der Bindungsstelle um. Dadurch wird eine Bewegung des 
β-Faltblattes ausgelöst und nachfolgend die Position von IFH verändert. Durch die Positionsänderung kann 
IFH mit dem S4-S5-Linker interagieren und ein Öffnen des S6-Tors induzieren. (adaptiert nach: Suo et al., 
2020)  
ARD: „Ankyrin repeat domain“; C621/665: Cysteinrest 621/665; IFH: “interfacial helix“; S1-6: Trans-
membransegement 1-6; TRPL: „TRP like domain 
 

 

Das Zytosol von Eukaryoten ist reich an cysteinhaltigen Antioxidantien, um oxidativen 

Stress durch Elektrophile zu reduzieren. Demnach wurde geschlussfolgert, dass die Detek-

tion von Elektrophilen durch TRPA1 sehr effizient sein muss, um mit den Antioxidantien 
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konkurrieren zu können (Suo et al., 2020). Für die kovalente Modifikation durch elektrophile 

Agonisten wurden verschiedene Cysteinreste identifiziert, die sich zwischen Spezies und 

Agonisten unterscheiden können (Hinman et al., 2006; Macpherson et al., 2007). Dabei 

nimmt der N-terminale Cysteinrest „Cys621“ wohl eine kritische Rolle für die Kanalöffnung 

von TRPA1 ein (Suo et al., 2020). Insgesamt deuten diese Erkenntnisse darauf hin, dass 

vielmehr die Reaktivität der Agonisten - als deren spezielle Struktur - entscheidend ist, um 

TRPA1 aktivieren zu können (Hinman et al., 2006). Nicht-elektrophile Agonisten wie Men-

thol und Thymol aktivieren TRPA1 hingegen vermutlich über einen Ligandenbindungsme-

chanismus (H. Hu et al., 2010; zusammengefasst von Rhyu et al., 2021). Je nach Art der 

Bindung kann eine Desensibilisierung oder eine anhaltende Reaktion der Aktivierung erfol-

gen (C. Liu et al., 2021).  

Es wurde berichtet, dass Änderungen der Calciumkonzentrationen zu einer Aktivierung oder 

Inaktivierung von TRPA1 führen, wodurch eine außerordentliche Möglichkeit der Kanal-

modulation durch Ca2+ besteht (zusammengefasst von Gouin et al., 2017). So kann die Ak-

tivierung von TRPA1 potenziert werden, indem eine Erhöhung von extrazellulärem oder 

intrazellulärem Ca2+ erfolgt, wobei für letztere offenbar ein Calciumeinstrom durch TRPA1 

notwendig ist (zusammengefasst von Nilius et al., 2011). Allerdings kann eine Erhöhung 

von extrazellulärem Ca2+ den Kanal auch inaktivieren, sodass die Aktivierung durch elekt-

rophile Verbindungen wie Zimtaldehyd unterbunden wird; hingegen kann bei zu geringen 

extrazellulären Ca2+-Konzentrationen die Aktivierung auch verzögert werden (zusammen-

gefasst von Nilius et al., 2011). Eine Erhöhung von intrazellulärem Ca2+ kann die Inaktivie-

rung von TRPA1 zur Folge haben, wobei hierfür höhere Konzentrationen erforderlich sind 

als für die Förderung der Aktivierung (zusammengefasst von Chen & Hackos, 2015). Ge-

naue Mechanismen der Kanalmodulation durch Ca2+ sind nicht vollständig verstanden und 

es wurden unterschiedliche Domänen beschrieben, die als Bindungsstellen und zur Interak-

tion dienen könnten (zusammengefasst von Chen & Hackos, 2015; Nilius et al., 2011). 

 

 

2.4.3 Antagonisten von TRPV1 und TRPA1  

 

In Anbetracht der Beteiligung von TRP-Kanälen an verschiedenen physiologischen und pa-

thologischen Prozessen, sind Antagonisten von TRPV1 und TRPA1 ebenfalls von Interesse 

als potenzielle therapeutische Wirkstoffe. Diese können an den Kanälen binden, eine Akti-

vierung durch Agonisten unterdrücken und potenziell nachteilige Effekte einer 
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Kanalaktivierung verhindern (zusammengefasst von Toews und Bylund 2005). Für diese 

Arbeit wurden die beiden Antagonisten Capsazepin und AP-18 verwendet, die im Folgenden 

kurz vorgestellt werden und ebenfalls in der Literatur häufig erwähnt und diskutiert werden. 

 

Capsazepin (N-[2-(4-chlorophenyl)ethyl]-7,8-dihydroxy-1,3,4,5-tetrahydro-2-benzazepine-

2-carbothioamide) ist ein kompetitiver Antagonist und ein synthetisches Analogon von 

Capsaicin (Abbildung 9). Dieser hemmt die Capsaicin-induzierte Aktivierung von TRPV1, 

indem er selbst an der Agonistenbindungsstelle von TRPV1 bindet und den Kanal in einen 

nicht leitenden, geschlossenen Zustand versetzt (Bevan et al., 1992; zusammengefasst von 

Brito et al., 2014). Ein kompetitiver Antagonist konkurriert mit dem Agonisten um die Bin-

dungsstelle am Rezeptor. Dabei wird die Konzentrations-Wirkungs-Beziehung des Agonis-

ten in Abhängigkeit der Konzentration des Antagonisten verschoben, sodass höhere Kon-

zentrationen des Agonisten notwendig sind, um eine Bindung mit dem Rezeptor eingehen 

zu können (Hofmann, 2017). Als synthetisches Analogon von Capsaicin weisen die beiden 

Verbindungen eine ähnliche Halsgruppe auf, unterscheiden sich aber wesentlich in den 

Kopf- und Schwanzregionen (vgl. Abbildung 3) (Yang et al., 2015).  

Abbildung 9: Strukturformel von Capsazepin (C19H21ClN2O2S). Bestehend aus dem 7,8-Dihydroxybenzaze-
pin-Anteil („Kopf“, rot), Thioharnstoffderivat („Hals“, blau) und der Chlorophenylgruppe („Schwanz“, grün). 
(adaptiert nach: Mizogami & Tsuchiya, 2022) 
 

 

Capsazepin interagiert ebenfalls mit der hydrophoben Tasche von TRPV1, induziert aller-

dings keine Kanalöffnung, was unter anderem auf die strukturellen Unterschiede der Kopf-

region mit der substituierten Vanilloidgruppe zurückzuführen ist (zusammengefasst von 

Carnevale & Rohacs, 2016). Die genauen Mechanismen der Hemmung sind dennoch nicht 

vollständig verstanden (Gonzalez-Nilo et al., 2016). 
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AP-18 ((NZ)-N-[(E)-4-(4-chlorophenyl)-3-methylbut-3-en-2-ylidene]hydroxylamine) ist 

ein selektiver Antagonist von TRPA1, der die durch Zimtaldehyd induzierte Aktivierung 

von TRPA1 verhindert (Abbildung 10). Ebenso wie Zimtaldehyd interagiert AP-18 mit Ami-

nosäureresten von TRPA1, allerdings ohne dabei eine Kanalöffnung zu induzieren (DeFalco 

et al., 2010; Petrus et al., 2007). AP-18 könnte auch als eine Art negativer allosterischer 

Modulator fungieren, da nicht alle Bindungsstellen mit denen der Agonisten übereinstimmen 

(zusammengefasst von Koivisto et al., 2014). AP-18 geht vermutlich auch keine Reaktionen 

mit Cysteinresten ein (B. Xiao et al., 2008). Somit kann AP-18 die Aktivierung von TRPA1 

zwar blockieren, aber ein gewisser Grad an physiologischer Aktivität kann bestehen bleiben 

(zusammengefasst von Koivisto et al., 2022). Interessanterweise führen bereits leichte Ver-

änderung an AP-18, wie die Deletion von Methylgruppen, zu einem Agonisten-Verhalten 

(DeFalco et al., 2010).  

 

Abbildung 10: Strukturformel von AP-18 (C11H12ClNO). 

 

 

2.5 TNF-α und IL-8 vermittelte Entzündungsreaktionen  

 
Entzündungsreaktionen können durch verschiedene physikalische, chemische, und mecha-

nische äußere Umwelteinflüsse sowie durch Infektionen mit Viren, Bakterien oder Parasiten 

ausgelöst werden. Das Ziel dieser ist es, den Organismus zu schützen, die Reizstoffe zu be-

seitigen und für eine Geweberegeneration zu sorgen (Ansorge & Täger, 2014; zusammen-

gefasst von Zelová & Hošek, 2013). Makroskopisch sind Entzündungen durch Rötungen, 

Schwellungen, Temperaturerhöhung, Schmerzen und einen Funktionsverlust des Gewebes 

gekennzeichnet. Nach Auffassung der modernen Medizin sind Entzündungsreaktionen bei 

fast allen krankhaften Veränderungen involviert und damit ein zentrales Thema für die 

menschliche Gesundheit (Ansorge & Täger, 2014). Auf die Schädigung oder Reizung erfolgt 
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das Auslösen der unspezifischen, angeborenen Immunantwort, die zu den genannten mak-

roskopischen Veränderungen führt, die Freisetzung verschiedener Hormone, Zytokine und 

Chemokine umfasst und schließlich die spezifische Immunantwort mit Beteiligung von T- 

und B-Zellen einleitet. Letztlich können die vermittelten immunologischen Abwehrmecha-

nismen auch selbst zur Zerstörung und Schädigung der Zellen und des Gewebes beitragen 

(Ansorge & Täger, 2014). TNF-α spielt eine zentrale Rolle in der Pathogenese von entzünd-

lichen Prozessen in der Haut, indem es die Genexpression verschiedener Mediatoren regu-

liert, wie die frühe Expression von CXCL8/IL-8 (Banno et al., 2004; Colombo et al., 2017). 

Interleukin-8 (IL-8) gehört zur Familie der CXC-Chemokine und wird über das CXCL8-Gen 

codiert (Heinrich, Haan et al. 2014). In Abwesenheit von Entzündungen ist IL-8 kaum im 

Gewebe nachweisbar, kann aber in Folge einer Entzündungsreaktion um das 100-Fache 

stromabwärts von proinflammatorischen Zytokinen, darunter IL-1, IL-6 und TNF-α, indu-

ziert werden (zusammengefasst von Hoffmann et al., 2002). Die Expression und Sekretion 

von CXCL8/IL-8 wurde in dieser Arbeit untersucht, um entzündliche Prozesse zu bewerten. 

Auf die Rolle dieser proinflammatorischen Zytokine an Entzündungsreaktionen wird im Fol-

genden eingegangen, bevor die Beteiligung von TRPV1 und TRPA1 an Entzündungsreakti-

onen erläutert wird. 

 

TNF-α wird von verschiedenen Zellen exprimiert, darunter aktivierte Makrophagen, Mo-

nozyten, Lymphozyten, Fibroblasten und Keratinozyten (zusammengefasst von Baud & Ka-

rin, 2001). Nach Bindung an die TNF-α Zelloberflächenrezeptoren (TNFR) 1 oder 2, werden 

spezifische Rezeptorkomplexe aktiviert (zusammengefasst von Baud & Karin, 2001). Über 

Ligandenbindung an TNFR wird die Aktivierung von Transkriptionsfaktoren, darunter 

NF-κB und AP-1, induziert. Diese sind an der Genexpression von verschiedenen Mediato-

ren, darunter CXCL8/IL-8 beteiligt, die Prozesse des Zellwachstums, der Immunfunktionen 

und akuten sowie chronischen Entzündungen beeinflussen. Über TNFR1 kann zusätzlich die 

Aktivierung von Caspasen induziert werden, wodurch apoptotische Effekte vermittelt wer-

den (Abbildung 11 a; Banno et al., 2004). In einer Übersichtsarbeit von Baud und Karin 

(2001) wurde berichtet, dass einige der induzierten Gene die Unterdrückung der TNF-α ver-

mittelten Apoptose unterstützen, die insbesondere von NF-κB abhängt, wodurch wiederum 

Entzündungsreaktionen verstärkt werden. Die Aktivität von AP-1 wird über Phosphorylie-

rung durch verschiedene MAP-Kinasen, darunter JNK und p38, reguliert, während NF-kB 

im nicht-stimulierten Zustand durch IkB-Proteine im Zytoplasma gehemmt und zurückge-

halten wird. Die Promotorregion von TNF-α enthält ebenfalls Bindungsstellen für NF-κB 
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und AP-1, wodurch ein positiver Rückkopplungsmechanismus entsteht und zur Verstärkung 

der Entzündungsreaktionen beigetragen wird (zusammengefasst von Baud & Karin, 2001). 

 

Abbildung 11: TNF-α Signalweg und IL-8 Signalweg. Vereinfachte Darstellung der stromabwärts vermittelten 
Signale von TNF-α (a) und IL-8 (b), die im Zusammenhang mit entzündlichen Reaktionen stehen. Erläuterun-
gen siehe Text. (eigene Darstellung, a. adaptiert nach: Baud & Karin, 2001; b. adaptiert nach: Metzemaekers 
et al. 2020; Waugh & Wilson, 2008) 
Akt: Proteinkinase B; AP-1: Aktivator-Protein-1; CXCR1/2: G-protein-gekoppelter Chemokin Rezeptor 1/2; 
DAG: Diacylglycerin; ERK: extrazellulär Signal-regulierte Kinase; IkB: Inhibitor von NFκB; IKK: IκB-
Kinase; IP3: Inositol-1,4,5-Trisphosphat; JNK: c-Jun-N-terminale Kinase; MAPK: Mitogen aktivierte Protein-
kinase; NF-kB: „nuclear factor kappa“ B; P13K: Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase; PIP2: Phosphatidylinositol-
4,5-bisphosphat; PIP3: Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphat; PKC: Proteinkinase C; PLC: Phospholipase 
C; RhoA: Ras homolog gene family, member A; TNFR1: TNF-Rezeptor Typ 1 
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Während proinflammatorischer Signalwege spielt IL-8 eine wichtige Rolle. Es ist an der 

Regulation von verschiedenen Transkriptionsfaktoren, Zellprozessen, der Apoptose, der 

Migration und Invasion und Entzündungszellen sowie der Angiogenese beteiligt (Heinrich, 

Haan et al. 2014; zusammengefasst von Waugh & Wilson, 2008). IL-8 stellt insbesondere 

einen potenten chemotaktischen Faktor für neutrophile Granulozyten dar, deren Rekrutie-

rung ein Kennzeichen akuter Entzündungen ist. Neben Endothelzellen, Epithelzellen, Fib-

roblasten und Monozyten sind auch Keratinozyten an der Sezernierung von IL-8 beteiligt 

und tragen zur Migration von Neutrophilen und T-Lymphozyten in der Epidermis bei (Hein-

rich, Haan et al. 2014; zusammengefasst von Lowes et al., 2007).  

Die IL-8 induzierten Signalwege werden über Bindung an die G-protein-gekoppelten Che-

mokin-Rezeptoren (CXCR) 1 und 2 vermittelt (Abbildung 11 b). Dies führt zur Aktivierung 

von Phosphatidyl-Inositol-3-Kinase (PI3K) und Phospholipasen, darunter PLC, sowie von 

PKC und MAP-Kinasen. Diese Signalwege induzieren die Aktivierung verschiedener Tran-

skriptionsfaktoren wie NF-κB und AP-1, beeinflussen die Proteintranslation und verschie-

dene Zellprozesse (zusammengefasst von Waugh & Wilson, 2008). Zudem werden G-Pro-

teine wie RhoA aktiviert, die an der Organisation des Cytoskeletts und der Zellmigration 

beteiligt sind (Heinrich, Haan et al. 2014). Die aktivierte PI3-Kinase kann, über Phosphory-

lierung von PIP2, die Bildung von PIP3 induzieren, welches an der räumlichen Orientierung 

der Zellen entlang des chemotaktischen Gradienten und insbesondere der Zellgeschwindig-

keit beteiligt ist (Hoeller & Kay, 2007; zusammengefasst von Rohacs, 2015; Wu, 2005). 

Außerdem resultiert eine PLC-abhängige Hydrolyse von PIP2 in der Bildung von DAG und 

IP3, wodurch die intrazelluläre Freisetzung von Ca2+ aus dem endoplasmatischen Retikulum 

erfolgt sowie PKC aktiviert wird (Heinrich, Haan et al. 2014). Die rekrutierten Immunzellen 

wandern entlang eines IL-8 induzierten Gradienten zur Stelle der Entzündung bzw. der Ge-

webeschädigung, wo sie verschiedene Aufgaben zur Abwehr körperfremder Materialien so-

wie zur Entsorgung geschädigter, abgestorbener Zellen übernehmen können (Heinrich, Haan 

et al. 2014). 

IL-8 ist wesentlich an der Heilung akuter Wunden und beim Beginn der Entzündungsreak-

tionen beteiligt, indem es als pro-angiogenes Molekül die Neubildung von Blutgefäßen so-

wie den Migrations- und Proliferationsprozess von Keratinozyten und anderen beteiligten 

Zellen fördert. Im späteren Verlauf der Wundheilung, wenn der Umbau und die Neustruk-

turierung des Gewebes stattfinden, ist hingegen eine Unterdrückung der Gefäßneubildung 

erforderlich, um beispielsweise Blutgerinnsel zu vermeiden und die Narbenbildung zu un-

terstützen. In dieser Phase werden vor allem CXCL10 und CXCL11 von basalen 
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Keratinozyten exprimiert und die Freisetzung von IL-8 unterdrückt. Eine exakte Regulation 

der Freisetzung von Chemokinen, Zytokinen und Wachstumsfaktoren ist damit unerlässlich, 

um den Wundheilungsprozesse zielführend ablaufen zu lassen und die Funktionen der Haut 

aufrechterhalten zu können (zusammengefasst von Ridiandries et al., 2018).  

Dysregulationen der induzierten Signalwege können in einer erhöhten Expression von pro-

inflammatorischen Zytokinen und Chemolockstoffen resultieren und damit die Aktivierung 

von Neutrophilen sowie den Entzündungsprozess aufrechterhalten (zusammengefasst von 

Raziyeva et al., 2021; Ridiandries et al., 2018). Letztlich können TNF-α und IL-8 auf diese 

Weise an der Pathogenese verschiedener chronischer Erkrankungen beteiligt sein (zusam-

mengefasst von Lowes et al., 2007; Park et al., 2010). Patienten mit chronischen diabetischen 

Wunden weisen beispielsweise eine erhöhte Expression von IL-8 auf (zusammengefasst von 

Ridiandries et al., 2018). Ebenso können Hauterkrankungen wie atopische Dermatitis oder 

Psoriasis auftreten, die zu den häufigsten chronisch entzündlichen Hauterkrankungen zählen 

und mit einer erhöhten Expression von TNF-α und IL-8 sowie einer Infiltration von Entzün-

dungszellen einhergehen (zusammengefasst von Cibrian et al. 2020; Lowes et al., 2007). Es 

ist bekannt, dass Entzündungsreaktionen im Zusammenhang mit dem metabolischen Syn-

drom stehen und Störungen des Fett- und Glukosestoffwechsels induzieren können (zusam-

mengefasst von Popa et al., 2007). Psoriasis weist eine Prävalenz von 2-3 % in der weltwei-

ten Bevölkerung auf (zusammengefasst von Cibrian et al. 2020). Sie ist durch eine Hyper-

proliferation und aberrante Differenzierung von Keratinozyten gekennzeichnet, die sich als 

gerötete, schuppige, erhabene Plaques äußern (zusammengefasst von Lowes et al., 2007). 

Zahlreiche Interleukine sind an der Pathogenese von Psoriasis beteiligt, IL-8 unterstützt da-

bei insbesondere eine beschleunigte Angiogenese, Rekrutierung von Neutrophilen und 

Proliferation von Keratinozyten (Tsai & Tsai, 2017). Derartige Prozesse der Hyperprolife-

ration und Zellrekrutierung setzten eine erhöhte Nähstoffversorgung voraus, sodass die Ex-

pression von Glukose- und Aminosäuretransporten in Keratinozyten angeregt ist (zusam-

mengefasst von Cibrian et al. 2020). Neben erhöhten Zytokinspiegeln korrelieren erhöhte 

Spiegel von Gesamtcholesterin, LDL-Cholesterin und Triglyceriden im Blut sowie in der 

Epidermis mit dem Schweregrad von Psoriasis (zusammengefasst von Pietrzak et al., 2010). 

Daneben wurden, sowohl bei Patienten mit atopischer Dermatitis als auch mit Psoriasis, er-

höhte Spiegel von zirkulierenden Aminosäuren und Metaboliten des Glykolyseweges beo-

bachtet (zusammengefasst von Cibrian et al. 2020). Chronische Wirkungen von Entzün-

dungsmediatoren wie TNF-α können damit zu veränderten Stoffwechselprozessen beitragen 

(zusammengefasst von Popa et al., 2007). Über die Induktion der verschiedenen Immun- 
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und Entzündungsreaktionen kann Psoriasis mit Komorbiditäten auftreten wie kardiovasku-

lären Erkrankungen, Arthritis, entzündlichen Darmerkrankungen, Adipositas und Diabetes 

mellitus (zusammengefasst von Gisondi et al., 2020; Lowes et al., 2007). Atopische Derma-

titis geht ebenso mit einer Dysregulation des Immunsystems einher. Eine erhöhte Infiltration 

von TH2-Zellen vermittelt die Produktion von IgE und trägt zur Expression von Entzün-

dungsmediatoren bei (Wollenberg, 2008). Erhöhte Spiegel von IL-8 im Serum und in der 

Haut korrelieren dabei mit dem Schweregrad der Erkrankung (Amarbayasgalan et al. 2013). 

Unter anderem kann atopische Dermatitis von einer IgE-vermittelten Nahrungsmittelallergie 

begleitet werden, die Auslöser für Ekzeme sein kann und wiederum zu einer erhöhten Frei-

setzung von Zytokinen und Chemokinen beiträgt (Heratizadeh et al., 2011). 

 

Insgesamt besteht eine komplexe Kommunikation zwischen Keratinozyten und Immunzel-

len, die durch einen positiven Rückkopplungsmechanismus in der Freisetzung von verschie-

denen Entzündungsmediatoren und Chemokinen resultiert, wodurch auch Keratinozyten als 

aktive Akteure bei Entzündungsreaktionen auftreten (zusammengefasst von Lowes et al., 

2007; Southall et al., 2003).  

 

 

2.6 Die Rolle von TRPV1 und TRPA1 bei Entzündungen  

 

Aufgrund der weiten Verbreitung von TRPV1 und TRPA1 in verschiedenen Zelltypen, in-

klusive Immunzellen, neuronalen Zellen und nicht-neuronalen Zellen wie Keratinozyten so-

wie ihrer außerordentlich hohen Selektivität, nehmen sie eine wichtige Rolle bei pathologi-

schen Prozessen ein, sind an der Zellkommunikation mit immunologischen Systemen sowie 

an verschiedenen Entzündungsreaktionen beteiligt (zusammengefasst von Khalil et al., 

2018; Silverman et al., 2020). Das Expressionsniveau der Kanäle kann dabei unter Entzün-

dungsreaktionen verändert sein (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; Luostarinen 

et al., 2021). 

 

Insbesondere im Rahmen von neurogener Entzündung ist die Rolle von TRPV1 bzw. TRPA1 

etabliert, welche in einer Übersichtsarbeit von Gouin et al. (2017) zusammengefasst wurde. 

Die Aktivierung von TRP-Kanälen durch exogene Reize oder Hautverletzungen führt zum 

Anstieg der intrazellulären Ca2+-Konzentration. Dies resultiert in einer übermäßigen Freiset-

zung von Neuropeptiden (z.B. Substanz P und CGRP) und der Expression von Genen, die 
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für entzündungsfördernde Zytokine codieren wie IL-8, TNF-α, Matrix-Metalloproteinasen 

und Prostaglandinen. Dabei trägt die nicht-neuronale Expression der beiden Kanäle, auf bei-

spielsweise Keratinozyten, zur Erhöhung der Ca2+-Konzentration und Verstärkung der Ent-

zündungsreaktionen bei, wodurch die Hauthomöostase, Differenzierung und weitere Im-

munfunktionen beeinflusst werden. Auf diese Weise kann die Aktivierung von TRPA1 in 

Keratinozyten zur Expression von IL-1α, IL-1β und PGE2 beitragen, die wesentlich an der 

Vermittlung von Juckreiz beteiligt sind (zusammengefasst von Gouin et al., 2017). Die neu-

rogene Entzündung äußert sich schließlich in der Haut als Überempfindlichkeit und erhöhte 

Schmerzreaktion, führt zu Erythemen, Schwellungen, Hautverdickungen und trägt zu chro-

nisch entzündlichen Hauterkrankungen bei wie Psoriasis, atopischer Dermatitis, Juckreiz 

und Rosazea, die häufig durch eine erhöhte Expression von peptidhaltigen Nervenfasern ge-

kennzeichnet sind (zusammengefasst von Gouin et al., 2017; Marek-Jozefowicz et al. 2023). 

Die in Folge der Gewebeschädigung freigesetzten endogenen Neuropeptide und Mediatoren 

(z.B. Histamin, ATP, Bradykinin, NGF) können wiederum die Aktivierung von TRPV1 und 

TRPA1 über GPCR vermittelte Phosphorylierungen unterstützen (siehe Kapitel 2.4.1 und 

2.4.2), wodurch ein positiver Rückkopplungsmechanismus entsteht. Letztlich können Ent-

zündungsmediatoren über derartige intrazelluläre Sensibilisierungsmechanismen auch die 

Kanaldesensibilisierung beeinträchtigen und chronische Entzündungsreaktionen zusätzlich 

verstärken (zusammengefasst von Gouin et al., 2017). Damit besteht eine enge Kommuni-

kation zwischen Keratinozyten, Immunzellen und den TRP-Kanälen (zusammengefasst von 

Gouin et al., 2017; Marek-Jozefowicz et al. 2023). 

 

Die Rolle von TRPV1 und TRPA1 an verschiedenen schmerz- und entzündungsassoziierten 

Erkrankungen erweist sich als außerordentlich komplex (zusammengefasst von Alawi & 

Keeble, 2010; Silverman et al., 2020). In verschiedenen Studien wurde gezeigt, dass patho-

logische Zustände wie diabetische Neuropathie (Hong & Wiley, 2005; Pabbidi & Prem-

kumar, 2017), periphere neuropathische Schmerzen (zusammengefasst von Iftinca et al., 

2021), arthritische Erkrankungen (Chakrabarti et al., 2018; Engler et al., 2007; Morgan et 

al., 2019), Atemwegserkrankungen (Guan et al., 2021; J. Li et al., 2019; McGarvey et al., 

2014) sowie Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts (Lapointe et al., 2015; Matthews et al., 

2004; Ustaoglu et al., 2021) mit der Expression von TRPV1 im Zusammenhang stehen, diese 

erhöht ist und unter anderem mit Hyperalgesie und Allodynie einhergehen (zusammenge-

fasst von Alawi & Keeble, 2010, Silverman et al., 2020). Diese Beobachtungen führten zu 

Bemühungen, Antagonisten von TRPV1 als Behandlung von entzündlichen Zuständen zu 
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erforschen, wobei zum Teil überraschenderweise gegenteilige Effekte bewirkt wurden (zu-

sammengefasst von Alawi & Keeble, 2010, Silverman et al., 2020). TRPV1 wurde traditio-

nell als „pathologischer“ Rezeptor angesehen und Capsaicin aufgrund der algogenen Wir-

kung als Werkzeug benutzt, um grundlegende Mechanismen bei der Vermittlung von 

Schmerzen aufzudecken. Mittlerweile steigt das Interesse gegenüber Capsaicin als schmerz- 

und entzündungslinderndes Mittel (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; Arora et 

al., 2021).  

Antiinflammatorische und protektive Effekte von TRPV1 wurden - hauptsächlich basierend 

auf Tierstudien - beispielsweise bei Erkrankungen des Magen-Darm-Trakts (Gao et al., 

2020; Massa et al., 2006; Vinuesa et al., 2012; Zhang et al., 2022), des Herz-Kreislauf-Sys-

tems (Wang et al., 2017; Zhong et al., 2020), in Bezug auf Hypertonie und Adipositas (L. Li 

et al., 2022), bei arthritischen Erkrankungen (Lv et al., 2022), Insulinsresistenz (Tang & Fan, 

2019) oder entzündlichen Hauterkrankungen wie allergische Kontaktdermatitis (Bánvölgyi 

et al., 2005) festgestellt. Bezüglich entzündlicher Hauterkrankungen wurden protektive Ef-

fekte sowohl über die Aktivierung als auch die Blockade von TRPV1 vermittelt - je nach 

Art der Erkrankung, beteiligten Zell- und Gewebetypen (zusammengefasst von T. Xiao et 

al., 2023). Die antiinflammatorischen Wirkungen wurden unter anderem daraus abgeleitet, 

dass eine Deletion von TRPV1 bzw. eine verringerte Expression mit dem Auftreten und der 

Schwere der Erkrankungen assoziiert war (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; 

Bagood & Isseroff, 2021). TRPV1 Agonisten werden scheinbar paradoxerweise als juckreiz- 

und schmerzlindernde Mittel verwendet, um beispielweise neuropathische und osteoarthri-

tische Schmerzen zu therapieren. In diesem Fall wird die Wirkung auf die Desensibilisierung 

und Defunktionalisierung (siehe spätere Erläuterungen in Kapitel 7.4.1.1) von TRPV1 ex-

primierenden Neuronen zurückgeführt (zusammengefasst von Iftinca et al., 2021). 
 

Insbesondere TRPA1 wird eine tragende Rolle bei akuten und chronischen Schmerzen sowie 

Entzündungsreaktionen zugeschrieben, indem dieser Kanal sowohl unter Entzündungsreak-

tionen hochreguliert ist als auch selbst an der Expression von Entzündungsmediatoren und 

zur Aufrechterhaltung von Entzündungsreaktionen beteiligt ist (zusammengefasst von Bau-

tista et al., 2013; Talavera et al., 2020). Proinflammatorische Wirkungen wurden unter an-

derem in Bezug auf diabetische Neuropathie (Koivisto & Pertovaara, 2013), Migräne (De-

martini et al., 2017; Jiang et al., 2018), Atemwegserkrankungen wie Asthma (Mukhopad-

hyay et al., 2011), Osteoarthritis und andere Gelenkentzündungen (Moilanen et al., 2015), 

entzündliche Darmerkrankungen (Engel et al., 2011) sowie allergische Kontaktdermatitis 

(Kang et al., 2017) beschrieben (zusammengefasst von Bautista et al., 2013; Talavera et al., 
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2020). Ebenso wurde TRPA1 eine wesentliche Rolle bei der Pathogenese von histamin-un-

abhängigem Juckreiz zugeschrieben. Bei Studien an Mäusen mit atopischer Dermatitis 

wurde gezeigt, dass ein Knock-Out von TRPA1 mit einem verminderten Kratzverhalten ein-

herging (B. Liu et al., 2013). Eine erhöhte Genexpression des Kanals korrelierte wiederum 

mit der Juckreizintensität (Nattkemper et al., 2018). Bei HaCaT-Zellen wurde außerdem 

durch die Verwendung von Medikamenten, die zur Behandlung von Hautentzündungen ein-

gesetzt werden, wie Calcineurin-Inhibitoren (z.B. Ciclosporin, Tacrolimus) oder dem Glu-

kokortikoid Dexamethason, eine signifikante Reduktion der TNF-α induzierten Hochregu-

lation von TRPA1 festgestellt, die mit den antiinflammatorischen Wirkungen dieser Medi-

kamente einhergehen könnte (Luostarinen et al., 2021). Zimtaldehyd, der beschriebene A-

gonist von TRPA1, gilt als Kontaktallergen bzw. Hapten und ist Bestandteil von Duftmi-

schungen, die für Standard Epikutantests bei Patienten mit Ekzemen oder entzündlichen 

Dermatosen eingesetzt werden. Entsprechend kann Zimtaldehyd als Mitursache oder Ursa-

che von entzündlichen Hauterkrankungen und allergischer Kontaktdermatitis diagnostiziert 

werden (Wilkinson et al., 2019). Bei der allergischen Kontaktdermatitis handelt es sich um 

eine T-Zell-vermittelte Typ 4 Reaktion des Immunsystems. Die Sensibilisierung erfolgt über 

Bindung des Haptens an Hautproteine, wodurch ein immunologischer Komplex entsteht, der 

zur Aktivierung von T-Zellen und schließlich zur Zytokinfreisetzung führt. Nach erneutem 

Kontakt mit dem Allergen kommt es zur Ausbildung einer Dermatitis, die Juckreiz, Schwel-

lungen, Rötungen, die Bildung von Vesikeln und Schuppungen der Haut aufweist (Brar 

2021). Im Gegensatz dazu wurde Zimtaldehyd auch über TRPA1-vermittelte Signalwege 

mit positiven Wirkungen auf adipöse und diabetische Zustände in Verbindung gebracht (Hoi 

et al., 2020; Legrand et al., 2020).  

 

Ob und wie antiinflammatorische Wirkungen der TRP-Kanäle, insbesondere von TRPV1, 

über eine erhöhte Freisetzung von antiinflammatorischen Neuropeptiden (z.B. Somatostatin) 

unterstützt werden oder gar die entzündungsfördernden Neuropeptide an der Auflösung der 

Entzündung und der antiinflammatorischen Wirkungen beteiligt sind, bleibt schwer zu klä-

ren und führte zu paradoxen Ergebnissen (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010). 

Viele Studien haben sich diesbezüglich auf die neuronale Expression von TRP-Kanälen be-

schränkt. Allerdings könnte auch die Rolle von nicht-neuronal exprimierten TRP-Kanäle an 

diesen Reaktionen entscheidend sein und verschiedene inflammatorische Signalwege beein-

flussen (zusammengefasst von Khalil et al., 2018). Beispielsweise sind viele Erkrankungen, 

bei denen TRPV1 mit antiinflammatorischen Wirkungen verbunden ist, nicht direkt mit 
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Schmerzen assoziiert, wodurch die nicht-neuronale Expression in den Vordergrund rückt 

(zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010). Insgesamt besteht ein großes Interesse da-

ran, die Funktionen und die Beteiligung von TRPV1 und TRPA1 bei entzündlichen Reakti-

onen genauer zu erforschen und so möglicherweise bestimmte TRP-Modulatoren therapeu-

tisch nutzen zu können (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; Chen & Hackos, 

2015). In dieser Arbeit wird sich auf die nicht-neuronale Expression der beiden Kanäle fo-

kussiert. 
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2.7 Humane Keratinozyten als Zellmodel 

 
Um die Beteiligung von TRPV1 und TRPA1 bei entzündlichen Prozessen in nicht-neurona-

len Hautzellen zu untersuchen, wurde die HaCaT-Zelllinie („Human adult low Calcium high 

Temperature“) verwendet. Dabei handelt es sich um eine spontan immortalisierte humane 

Zelllinie aus Keratinozyten, die ursprünglich aus einem Melanom der oberen Rückenhaut 

eines 62-jährigen männlichen Patienten isoliert wurde. Ein langfristiges Wachstum dieser 

Zellen in Primärkultur erwies sich bei erhöhter Temperatur (38,5°C) und unter niedrigen 

Ca2+-Konzentrationen als optimal (Boukamp et al., 1988). Keratinozyten sind der häufigste 

Zelltyp der Epidermis, die sich wiederum in verschiedene Schichten aus Keratinozyten ein-

teilen lässt (zusammengefasst von Proksch et al., 2008). Die äußerste Schicht ist das soge-

nannte Stratum corneum, darauf folgen das Stratum lucidum (in der Regel nur in der Leis-

tenhaut), Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale (Abbildung 12).  

Abbildung 12: Struktur der Epidermis mit den verschiedenen Schichten an Keratinozyten. Bestehend aus Stra-
tum corneum, Stratum granulosum, Stratum spinosum und Stratum basale. Proliferierende Keratinozyten im 
Stratum basale weisen eine säulenartige Struktur auf. Mit Beginn des Differenzierungsprozesses verändern 
Keratinozyten beim Übergang in die unterschiedlichen Schichten ihre Gestalt. Im Stratum corneum sind die 
Keratinozyten zu abgeflachten, kernlosen Zellen differenziert (Korneozyten), die abgetragen und durch neue 
Zellen der unteren Epidermisschichten ersetzt werden. Calcium dient als ein Initiator der Differenzierung, 
wodurch ein Calcium-Gradient in der Epidermis gebildet wird und die Konzentration an Calciumionen mit 
steigender Entfernung zur Dermis zunimmt. (Text zusammengefasst von Blaydon & Kelsell, 2014; Bild adap-
tiert nach: Wickett & Visscher, 2006) 
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Um die Barrierefunktion aufrecht zu erhalten, unterliegen die Keratinozyten einem ständi-

gen Differenzierungsprozess, bei dem sich die Zellen von proliferierten kernhaltigen Kera-

tinozyten in der Basalschicht, zu verhornten abgestorbenen Korneozyten im Stratum cor-

neum ausdifferenzieren (zusammengefasst von Blaydon & Kelsell, 2014). Keratin und Fi-

laggrin stellen die Hauptproteinmasse der Epidermis dar und werden in charakteristischen 

Mustern während der Zellreifung synthetisiert (zusammengefasst von Baroni et al., 2012; X. 

Zhang et al., 2019). Auslöser der Keratinozytendifferenzierung ist - neben der Zelldichte - 

Calcium. In der Epidermis existiert ein Ca2+-Gradient, wobei basale Keratinozyten einer 

niedrigen Konzentration an Ca2+ ausgesetzt sind. In Richtung suprabasaler Keratinozyten 

steigt die Konzentration an und sorgt für einen differenzierten Zustand der Keratinozyten 

(Deyrieux & Wilson, 2007; van Wilson, 2013). Calciumionen sind demnach wichtige Regu-

latoren in der Epidermis, die an der Hautbarriere, der Differenzierung sowie der Proteinsyn-

these beteiligt sind (zusammengefasst von Baroni et al., 2012).  

 

Die strukturellen Eigenschaften des Stratum corneums, bestehend aus abgestorbenen ver-

hornten Keratinozyten (Korneozyten), die eine Art Polymerschicht mit Lipiden bilden, sor-

gen in erster Linie für eine wirksame Barriere gegen das Eindringen von Fremdstoffen und 

verhindern einen unerwünschten Wasserverlust (zusammengefasst von Blaydon & Kelsell, 

2014; Murata et al., 2022). Daneben sind zahlreiche Zell-Zell-Verbindungen wesentlich an 

der Barrierefunktion beteiligt, wie die Tight Junctions Proteine Occludin und Claudin, die 

einen parazellulären Transport verhindern. Weitere Adhärenzverbindungen sowie Desmo-

somen verleihen der Epidermis Stabilität und stellen eine Verbindung zum Zytoskelett her 

(zusammengefasst von Blaydon & Kelsell, 2014). Um die Barrierefunktion aufrecht zu er-

halten, unterliegen die Keratinozyten einem ständigen Differenzierungsprozess, bei dem 

sich die Zellen von proliferierten kernhaltigen Keratinozyten in der Basalschicht, zu ver-

hornten abgestorbenen Korneozyten im Stratum corneum ausdifferenzieren (Abbildung 12; 

zusammengefasst von Blaydon & Kelsell, 2014). Keratin und Filaggrin stellen die Haupt-

proteinmasse der Epidermis dar und werden in charakteristischen Mustern während der Zell-

reifung synthetisiert (zusammengefasst von Baroni et al., 2012; X. Zhang et al., 2019). Aus-

löser der Keratinozytendifferenzierung ist - neben der Zelldichte - Calcium. In der Epidermis 

existiert ein Ca2+-Gradient, wobei basale Keratinozyten einer niedrigen Konzentration an 

Ca2+ ausgesetzt sind. In Richtung suprabasaler Keratinozyten steigt die Konzentration an 

und sorgt für einen differenzierten Zustand der Keratinozyten (Deyrieux & Wilson, 2007; 

van Wilson, 2013). Calciumionen sind demnach wichtige Regulatoren in der Epidermis, die 
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an der Hautbarriere, der Differenzierung sowie der Proteinsynthese beteiligt sind (zusam-

mengefasst von Baroni et al., 2012).  

Normalerweise besteht in der Epidermis ein Gleichwegwicht zwischen der Proliferation und 

der Abschuppung der obersten verhornten Hautschicht, wodurch im Schnitt alle 28 Tage 

eine Erneuerung der Epidermis erfolgt. Im Stratum granulosum ist Profilaggrin, als Vorstufe 

von Filaggrin, an der Aggregation von Keratin-Filamenten zu engen Bündeln beteiligt, 

wodurch schließlich die charakteristischen Korneozyten durch einen Zusammenfall der Zel-

len entstehen (zusammengefasst von Baroni et al., 2012; Proksch et al., 2008). Bei einigen 

Hauterkrankungen ist dieses Gleichgewicht und die Keratinozytendifferenzierung gestört 

(zusammengefasst von Baroni et al., 2012). Psoriasis äußert sich daraufhin in einer erhöhten 

Proliferationsrate, wobei die Epidermis im Gegensatz zum normalen Erscheinungsbild der 

Haut eine deutliche Verdickung aufweist. Zusätzlich sind die Veränderungen durch epider-

male Reten gekennzeichnet, die als wellenartige Fortsätze in die Dermis reinragen, während 

die kernhaltigen Schichten reduziert oder gar nicht vorhanden sind. Dies hat zur Folge, dass 

sich nicht vollständig differenzierte Keratinozyten im Stratum corneum ansammeln und da-

mit die Schutzbarriere der Epidermis wesentlich beeinträchtigt wird (zusammengefasst von 

Lowes et al., 2007). Ebenso ist bei atopischer Dermatitis die Barrierefunktion der Haut be-

einträchtigt, wodurch das Eindringen von Allergenen bzw. Sensibilisatoren begünstigt wird. 

Dies resultiert aus einem Mangel an Filaggrin, einer erhöhten Protease-Aktivität und einer 

Imbalance sowie einem Mangel von intrazellulären Lipiden im Stratum corneum, wodurch 

der Wasserverlust begünstigt wird und sich als charakteristisches Erscheinungsbild der „tro-

ckenen Haut“ und Mikrofissuren äußert (Wollenberg, 2008). 

 

HaCaT-Zellen sind aufgrund ihrer einfachen Vermehrung ein weit verbreitetes Keratinozy-

ten-Zellmodell. Änderungen der Calciumkonzentration des Zellkulturmediums ermöglichen 

einen Wechsel zwischen basalen und differenzierten Zuständen (Boukamp et al., 1988; Dey-

rieux & Wilson, 2007). Es wurde berichtet, dass HaCaT-Zellen im basalen Zustand - vergli-

chen zum differenzierten - eine erhöhte Fähigkeit zur Freisetzung von Entzündungsmedia-

toren wie IL-8 aufweisen (Colombo et al., 2017).  

HaCaT-Zellen besitzen ein theoretisch unbegrenztes Wachstumspotential, wobei sie nicht-

tumorigen sind und normale Morphogenese- und Differenzierungsmerkmale aufweisen. In 

vivo bilden sie nach Transplantation wieder eine normale Struktur der Epidermis aus 

(Boukamp et al., 1988; Deyrieux & Wilson, 2007). 
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3 Zielsetzung und Hypothesen 
 

Die Aktivierungs- und Regulationsmechanismen von TRPV1 und TRPA1 sowie ihre Betei-

ligung an verschiedenen physiologischen Prozessen sind komplex (zusammengefasst von 

Alawi & Keeble, 2010; Khalil et al., 2018). TRPV1 und TRPA1 werden von einer Reihe 

von Entzündungsmediatoren sensibilisiert und sind teilweise selbst direkt oder indirekt an 

der Freisetzung von Entzündungsmediatoren beteiligt (zusammengefasst von Bautista et al., 

2013). Ihre Expression wurde in Zusammenhang mit verschiedenen entzündlichen Prozes-

sen gestellt, darunter schmerz- und juckreizassoziierte entzündliche Hauterkrankungen wie 

Psoriasis und atopische Dermatitis (zusammengefasst von Bautista et al., 2013; Silverman 

et al., 2020). Antagonisten der Kanäle standen dabei als potenzielle analgetische Wirkstoffe 

im Fokus vieler Arbeiten (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; Khalil et al., 2018). 

Dennoch wurde auch Capsaicin, als Agonist von TRPV1, scheinbar paradoxerweise als anal-

getisches Mittel für einige schmerzassoziierte Erkrankungen eingesetzt, obwohl es gleich-

zeitig starke Hautirritationen auslösen kann, die mit dem typischen brennenden Gefühl ein-

hergehen, welches ebenfalls beim Verzehr von Chilischoten, die als Hauptbestandteil 

Capsaicin enthalten, auftritt (zusammengefasst von Arora et al., 2021).  

Die nicht-neuronale Expression der TRP-Kanäle ist diesbezüglich weniger gut untersucht 

und ihre Rolle bezüglich pro- oder antiinflammatorischer Wirkungen bei verschiedenen Zu-

ständen im Körper ist nicht eindeutig geklärt. Um diese in epidermalen Keratinozyten zu 

untersuchen, wurden HaCaT-Zellen mit ausgewählten Agonisten und Antagonisten von 

TRPV1 und TRPA1 behandelt. Dabei wurde ein Entzündungsmodell durch die Gabe von 

TNF-α erzeugt, welches stromabwärts die Expression und Freisetzung von IL-8 in diesen 

Keratinozyten vermittelt. TNF-α und IL-8 sind wesentlich an der Vermittlung und Entste-

hung von Entzündungen, darunter Hautentzündungen, beteiligt (zusammengefasst von Lo-

wes et al., 2007; Park et al., 2010). In dieser Arbeit wird das Zellmodell aus basalen Kera-

tinozyten bestehen. Dabei werden die Hypothesen aufgestellt, dass die Aktivierung von 

TRPV1 durch seinen spezifischen Agonisten Capsaicin, die Entzündungsreaktionen auf das 

proinflammatorische Zytokin TNF-α in diesem Zellmodell abschwächt. Und auf der anderen 

Seite, die Aktivierung von TRPA1 durch seinen spezifischen Agonisten Zimtaldehyd, die 

Entzündungsreaktionen entsprechend fördert.  

 

Um diese Hypothesen zu testen, wurden HaCaT-Zellen zunächst für 24 h mit den jeweiligen 

Agonisten und Antagonisten allein bzw. in Kombination und anschließend erneut für 6 h 
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bzw. 48 h mit oder ohne TNF-α behandelt. Danach wurde die Genexpression von CXCL8, 

TRPV1 und TRPA1 aus dem isolierten Zellmaterial der behandelten Zellen mittels RT-qPCR 

gemessen. Die von den Zellen sezernierte Menge an IL-8 wurde mittels ELISA im Zellkul-

turüberstand ermittelt. Mithilfe dieser Daten soll die Rolle der Modulation der TRP-Kanäle 

bezüglich pro- und antiinflammatorischer Wirkungen ermittelt und anschließend diskutiert 

werden. Die kombinierte Behandlung aus Agonisten und Antagonisten dient dazu, um Rück-

schlüsse treffen zu können, ob die inflammatorischen Wirkungen von Capsaicin bzw. 

Zimtaldehyd über TRPV1 bzw. TRPA1 vermittelt werden. MTT-Tests wurden im Vorhinein 

durchgeführt, um geeignete Konzentrationen von TNF-α sowie den jeweiligen Agonisten 

und Antagonisten zu eruieren. Zusätzlich wurde die Genexpression von CXCL8, TRPV1 und 

TRPA1 sowie die Sekretion von IL-8 in Reaktion auf unterschiedliche Dosen und Zeitpunkte 

von TNF-α untersucht, um im Vorfeld eine geeignete Behandlungsdosis und -dauer von 

TNF-α zu ermitteln.  
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4 Material  
 

4.1 Verbrauchsmaterialien 

 
Tabelle 1: Auflistung der Verbrauchsmaterialien 

Verbrauchsmaterialien Hersteller 
Einmalkanüle, Sterican® Standardkanülen, 
Gr. 2, steril B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE 

Einmalspritze, Injekt® Solo, steril (2 mL) B. Braun Melsungen AG, Melsungen, DE 
Laborhandschuhe, XCEED®  
Nitril-Schutzhandschuhe  

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 
Hamburg, DE 

Mehrkanalpipette (300 µL) STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 
Hamburg, DE 

Mikrozentrifugenröhrchen, TubeOne®, 
RNase-frei, DNase-frei, DNA-frei (1,5 
mL) 

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 
Hamburg, DE 

optische Versiegelungsfolie, Opti-Seal  Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, DE 

Pasteurpipette, ohne Wattestopfen Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
PCR Platte, 96-Well, farblos, "Fast" Typ 
(Semi Sub Skirt, Low Profile, Eckschnitt 
A1) 

Biozym Scientific GmbH, Hessisch Olden-
dorf, DE 

PCR Platte, Multiplate™ 96-Well, low 
profile, unskirted Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, US 

Pipettenspitzen, Filterspitzen TipOne®  

(10 µL; 100 µL; 200 µL; 300 µL;  
1000 µL) 

STARLAB INTERNATIONAL GmbH, 
Hamburg, DE 
 

Präzisionswischtücher, Kimtech® Science Kimtech, KIMBERLY-CLARK PROFES-
SIONAL, Dallas, US 

Reaktionsgefäß (1,5 mL) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
ROTILABO®-Spritzenfilter, PVDF, steril 
(Porengröße 0,22µm; Ø Membran 30mm) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Schraubröhre, steril (15 mL; 50 mL) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 
 

Serologische Pipetten, steril (5 mL; 10 mL; 
25 mL; 50 mL) 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 
 

Zellkulturplatte, steril, Standard F (6-Well; 
12-Well; 24-Well; 96-Well) 

Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 
 

Tücher, Rotizell®-Tissue Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
Zellkulturflasche, steril (T25; T75; T175) Sarstedt AG & Co. KG, Nümbrecht, DE 
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4.2 Gegenstände und Geräte 

 
Tabelle 2: Auflistung der verwendeten Gegenstände und Geräte 

Gegenstände und Geräte Hersteller 
C-1000 Touch ™ Thermal Cycler   Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, US 
CO2 Inkubator BINDER GmbH, Tuttlingen, DE 
Elektrische Mehrkanalpipette, Xplorer,  
8-Kanalpipette  Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Elektrische Pipettierhilfe, PIPETBOY  
acu 2 INTEGRA Biosciences AG, Zizers, CH 

Hochgeschwindigkeits-Tischzentrifuge, 
Centrifuge 5804 R Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Mikroliterpipette, Research plus® (0,1 – 
2,5 µL; 0,5 – 10µL; 2 – 20 µL; 10 – 100 
µL; 20 – 200 µL; 100 – 1000 µL) 

Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Mikrobiologische Sicherheitswerkbank, 
MSC Advantage 1.2 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
US 

Mikroplattenschüttler  VWR International GmbH, Darmstadt, DE 
Mikroskop, IT400 Trino VWR International GmbH, Darmstadt, DE  
Mikrovolumen-Spektralphotometer, 
NanoDrop™ One/OneC Microvolume 
UV-Vis Spectrophotometer 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
US 

Mikrozentrifuge, Centrifuge 5418 R Eppendorf AG, Hamburg, DE 

Mikrozentrifuge, PerfectSpin Mini PEQLAB, VWR International GmbH, 
Darmstadt, DE 

Minitaumelmischer VWR International GmbH, Darmstadt, DE 
Präzisionswaage, Entris 224I-1S Satorius AG, Göttingen, DE 
Spark® Multimode Mikroplatten-Reader  Tecan Group AG, Männedorf, CH 
StepOnePlus™ Real-Time PCR System Applied Biosystems, Foster City, US 
Tecan NanoQuant® Platte  Tecan Group AG, Männedorf, CH 
Vakuumzentrifuge, Concentrator 5301 Eppendorf AG, Hamburg, DE 
Vortexer, RS-VA 10 Phoenix Instrument GmbH, Garbsen, DE 
Wasseraufbereitungsanlage,  
Reinstwassersystem, arium pro Sartorius AG, Göttingen, DE 

Wasserbad, open bath steel VWR International GmbH, Darmstadt, DE 
Zählkammer Neubauer improved  
(Kammertiefe 0,1mm; 0,0025 mm²) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Becherglas (50 mL) Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
 

 

4.3 Chemikalien  

 
Tabelle 3: Auflistung der verwendeten Chemikalien und biologischen Materialien 

Produkte Hersteller 
AP-18 Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
Capsaicin Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
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Capsazepin Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
CXCL8 Forward Primer VBC-Biotech Services GmbH, Wien, AT 
CXCL8 Reverse Primer VBC-Biotech Services GmbH, Wien, AT 
Dimethylsulfoxid (DMSO) Abcam, Cambridge, UK 
Dulbecco's Modified Eagle Medium 
(DMEM), high glucose, GlutaMAX™ 

Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
US 

Erythrosin B (0,1% PBS; 0,22 µm filtriert) Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
Ethanol vergällt, ≥ 96 % Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
GAPDH Forward Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
GAPDH Reverse Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 

HaCaT Zelllinie CLS Cell Lines Service GmbH, Eppe-
lheim, DE 

HPRT1 Forward Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
HPRT1 Reverse Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
Keratinocyte Growth Medium 2 (0,125 
ng/mL EGF; 0,004 mL/mL BPE; 0,06 mM 
CaCl2) 

PromoCell GmbH, Heidelberg, DE 

Luna® Universal qPCR Master Mix New England Biolabs, Inc., Massachusetts, 
US 

Nuklease-freies Wasser, autoklaviert, 
DEPC-behandelt Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 

Penicillin-Streptomycin, steril filtiriert 
(10000 Einheiten Penicillin, 10 mg/mL 
Streptomycin, 0,9 % NaCl) 

Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 

Phosphatgepufferte Salzlösung (PBS, 
Phosphate-buffered saline) Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 

RNase AWAY Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
US 

Thiazolylblau, MTT-Reagenz Carl Roth GmbH + Co. KG, Karlsruhe, DE 
TNF-α, recombinant human Abcam, Cambridge, UK 
TRPA1 Forward Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
TRPA1 Reverse Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
TRPV1 Forward Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
TRPV1 Reverse Primer Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 

TrypLE™ Express Enzym (1X), phenolrot Thermo Fisher Scientific Inc., Waltham, 
US 

Zimtaldehyd Sigma-Aldrich, Darmstadt, DE 
 
 

Tabelle 4: Auflistung der verwendeten Kits 

Produkte Hersteller 
Human IL-8 ELISA Kit (ab214030) Abcam, Cambridge, UK 

LunaScriptTM RT SuperMix Kit New England Biolabs, Inc., Massachusetts, 
US 

Monarch® Total RNA Miniprep Kit New England Biolabs, Inc., Massachusetts, 
US 
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Tabelle 5: Eigenschaften der verwendeten Primer für die humanen Gene 

Gen Sequenz (5' → 3') 
Produkt-

größe 
[bp] 

Referenz 

GAPDH fw AGGTCGGAGTCAACGGATTTG 95 Walker et al., 
2017 rv GGGGTCATTGATGGCAACAATA 

HPRT1 fw CCTGGCGTCGTGATTAGTGA 137 Riedel et al., 
2014 rv CGAGCAAGACGTTCAGTCCT 

TRPA1 fw GCAGCCAGTTATGGGCGTAT 116 Rohm et al., 
2014 rv TTTGCTGCCAGATGGAGAGG 

TRPV1 fw CCGGTGGTGCTTCAGGGTGG 100 Rohm et al., 
2013 rv GCGCTTGACGCCCTCACAGT 

CXCL8 fw ACTGAGAGTGATTGAGAGTAGAC 112 Josino Soares 
et al., 2014 rv AACCCTCTGCACCCAGTTTTC 

fw: forward; rv: reverse 

 

 

4.3.1 Zusammensetzung der Lösungen 
 

Tabelle 6: Zusammensetzung 10 x PBS 

Chemikalien Menge [g/500 mL] 
NaCl 40,0314 
Na2HPO4 7,098 
KCl 1,0064 
KH2PO4 1,3609 

 

 
Tabelle 7: Zusammensetzung MTT-Reagenz 

Chemikalien Menge 
Thiazolylblau 250 mg 
PBS 50 mL 

 

 

4.4 Programme 

 

Graphpad Prism (Version 9.4.0 & 9.5.1), LinRegPCR (Version 2021.2), Microsoft 365 

Excel (Version 2207), Plattenlesegerät Software (SparkControl 3.1), StepOne™ Software 

(Version 2.1). 
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5 Methoden 
 

5.1 Zellkultur 

 

Die in dieser Arbeit beschriebenen Versuche wurden mit der Keratinozyten-Zelllinie HaCaT 

durchgeführt. Die Zellen wurden in einem Inkubator bei 37°C und in einer Atmosphäre mit 

5 % CO2 kultiviert. Bis zum Ausstreuen und Behandeln der Zellen wurden diese in Zellkul-

turflaschen mit Schräghals (T-175) in Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) kul-

tiviert. Der Calciumchlorid des Mediums beträgt 1,8 mM und wird im Folgenden als Me-

dium mit hohem Calciumgehalt (hCa2+) bezeichnet. Bevor die Zellen mit dem hCa2+-Me-

dium in Kontakt kommen, wurde dieses mit 1 % Penicillin-Streptomycin versetzt. In einem 

Abstand von spätestens vier Tagen wurden die Zellen je nach Bedarf passagiert. Dabei wur-

den die Zellen bezüglich auffälliger Veränderungen und der Zelldichte regelmäßig mikro-

skopisch beobachtet. Gegebenenfalls wurde das hCa2+-Medium durch frisches ersetzt, sofern 

die Zellen noch nicht passagiert werden konnten.   

 

Die gesamten Arbeitsschritte der Zellkultur, das Passagieren, das Ausstreuen sowie die ein-

zelnen Behandlungen erfolgten unter sterilen Bedingungen in einer Sicherheitswerkbank. 

Alle Arbeitsgegenstände und Materialien wurden gründlich desinfiziert bzw. autoklaviert 

und zusätzlich fand eine UV-Bestrahlung statt. 

 

 

5.1.1 Passagieren und Ausstreuen der Zellen 
 

Zu Beginn des Passagierens wurde frisches Medium im Wasserbad bei 37°C erwärmt. 

50 mL des erwärmten Mediums wurden mit 500 µL Penicillin-Streptomycin versetzt. Das 

alte Medium wurde mithilfe einer sterilen Pasteurpipette aus der Zellkulturflasche (T-175) 

abgesaugt, 5 mL PBS wurden gegen die nicht bewachsene Wand der Flasche pipettiert und 

für wenige Sekunden langsam über die adhärenten Zellen auf dem Flaschenboden ge-

schwenkt, um Reste des Mediums sowie abgestorbene Zellen zu entfernen. Anschließend 

wurde das PBS abgesaugt und 2,5 mL TrypLE™ Express der Zellkulturflasche hinzugefügt. 

Durch leichtes Schwenken wurden die Zellen damit benetzt und für 10 - 12 min zurück in 

den Inkubator gestellt, bis ein Ablösen der Zellen vom Flaschenboden ersichtlich war. Dieser 

Ablöseprozess wurde durch leichtes Klopfen gegen die Flasche unterstützt. Um diese Reak-

tion zu stoppen, wurden 7,5 mL des vorbereiteten frischen Mediums zugesetzt. Mithilfe 



 

41 
 

einer Pipette wurden die Zellen mit der TrypLE™ Express-Lösung durch Auf- und Abpi-

pettieren nachgespült. Die entstandene Zellsuspension wurde aus der Flasche abpipettiert 

und eine definierte, von der Zelldichte abhängende, Menge (750 - 1500 µL) zurück in die 

entleerte Zellkulturflasche gegeben und mit dem frischen Medium aufgefüllt. Nach drei 

Passagen wurde die Flasche durch eine neue ersetzt.  

Für die weiteren Behandlungen musste die Zelldichte ermittelt werden. Dies wurde mithilfe 

einer Zählkammer (Neubauer® improved, 0,1 mm Tiefe, 0,0025 mm2) durchgeführt. Dafür 

wurden 50 µL der Zellsuspension mit 200 µL Erythrosin B gemischt und gefärbt. Anschlie-

ßend wurde ein Tropfen der gefärbten Zellsuspension auf die Zählkammer aufgetragen. 

Durch die Färbung konnten die lebenden Zellen anschließend unter dem Mikroskop in jedem 

der acht Quadrate ausgezählt werden. Die Zelldichte wurde rechnerisch mit folgender For-

mel ermittelt, die sich aus der Verdünnung der Zellsuspension (1:5) und dem Verdünnungs-

faktor in der Zählkammer (104) ableitet:  

𝑍𝑒𝑙𝑙𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑝𝑟𝑜 𝑚𝐿 =
𝐴𝑛𝑧𝑎ℎ𝑙 𝑑𝑒𝑟 𝑍𝑒𝑙𝑙𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜 𝑄𝑢𝑎𝑑𝑟𝑎𝑡

8
x 5 x 104 

Anschließend wurde eine entsprechende Menge der Zellsuspension (ohne Erytrosin B) mit 

Medium versetzt, welches zuvor erwärmt und mit 1 % Penicillin-Streptomycin versetzt 

wurde. Die Menge des Mediums hängt dabei von der verwendeten Zellkultur-Platte ab, in 

die die Zellsuspension anschließend ausgestreut wurde. Die Zelldichte und das Volumen des 

Mediums sind der Tabelle 8 zu entnehmen. 

Tabelle 8: Zellanzahl, Fläche und Volumen der verwendeten Zellkultur Platten 

Zellkultur-Platte 
Zelldichte pro Well                     

[Zellanzahl] 

Fläche pro Well   

[cm2] 

Medium pro Well 

[mL] 

12-Well 61.500 12-Well 2 

24-Well 30.000 24-Well 1 

96-Well 10.000 96-Well 0,2 
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Ein wichtiger Unterschied zwischen dem Passagieren und Ausstreuen bzw. anschließendem 

Behandeln der Zellen besteht im verwendeten Medium. In diesem Fall wurde für das Aus-

streuen und Behandeln ausschließlich serumfreies „Keratinocyte Growth Medium 2“ (mit 

0,125 ng/mL EGF und 0,004 mL/mL BPE) verwendet, welches einen Calciumchloridgehalt 

von 0,06 mM aufweist und im Folgenden als Medium mit niedrigem Calciumgehalt (nCa2+) 

bezeichnet wird.  

Bis zur jeweiligen Behandlung wurden die Zellen vier Tage in den Zellkultur-Platten bei 

37°C in einer Atmosphäre mit 5 % CO2 kultiviert. 

 

 

5.2 MTT-Test zur Bestimmung der Zellvitalität 

 

Für alle Versuche, die eine Bewertung der Zelllebensfähigkeit erforderten (in den nachfol-

genden Kapiteln beschrieben), wurde zunächst ein MTT-Test durchgeführt. Auf diese Weise 

konnte die Konzentration der TNF-α Behandlung sowie der Agonisten und Antagonisten 

von TRPV1 bzw. TRPA1 bestimmt werden, bei denen nicht von toxischen Effekten ausge-

gangen werden kann. 

Der MTT-Test ermöglicht die Messung der zellulären Stoffwechselaktivität, deren Grund-

lage die Reduktion einer gelben, wasserlöslichen MTT-Reagenz (3-(4,5-Dimethylthiazol-2-

yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromid) bildet und von Mosmann (1983) entwickelt wurde. Die 

Reduktion dieses Monotetrazoliumsalzes kann durch Oxidoreduktase-, Dehydrogenase-En-

zyme und Elektronendonatoren in lebensfähigen Zellen vermittelt werden und führt zur Bil-

dung blau-violetter, unlöslicher Formazan-Kristalle. Diese können mithilfe von DMSO ge-

löst werden und die Farbintensität kann mithilfe eines Mikroplattenlesers bei 570 nm be-

stimmt werden, was dem Absorptionsmaximum der Formazan-Kristalle entspricht (Ghasemi 

et al., 2021; Mosmann, 1983). Da diese Reduktion nur in lebensfähigen, stoffwechselaktiven 

Zellen stattfindet, verläuft die Messung der Farbintensität proportional zur Höhe der Stoff-

wechselaktivität (Kamiloglu et al., 2020). 

 

Nachdem HaCaT-Zellen in 96-Well-Platten (10.000 Zellen/Well) ausgestreut, vier Tage un-

ter Kontrollbedingungen (in nCa2+-Medium) kultiviert und anschließend entsprechend be-

handelt wurden (siehe Kapitel 5.2.1 & 5.2.2), wurde das MTT-Reagenz hergestellt. Dazu 

wurde frisches nCa2+-Medium erwärmt, mit 1 % Penicillin-Streptomycin versetzt und eine 



 

43 
 

1:6 Verdünnung der MTT-Stammlösung mit dem Medium vorbereitet. Anschließend wurde 

das alte Medium aus jedem Well der behandelten Platten abgesaugt und 100 µL des vorbe-

reiteten MTT-Arbeitsreagenzes in jedes Well mit behandelten Zellen - inklusive dreier Kon-

trollen - pipettiert. Die Platte wurde für 15 min bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert, wobei ein 

leicht brauner, nicht zu dunkler Farbumschlag auftreten sollte. Das MTT-Arbeitsreagenz 

wurde abgesaugt und die Formazan-Kristalle mit 150 µL DMSO pro Well gelöst. Der Far-

bumschlag wurde anschließend für jede Behandlungen im Mikroplattenleser bei einem Ab-

sorptionsmaximum von 570 nm und einer Referenzwellenlänge von 650 nm gemessen. 

 

 

5.2.1 Bestimmung der Konzentration von TNF-α  

 

Für den MTT-Test mit verschiedenen Konzentrationen von TNF-α, wurde nach entsprechen-

der Kultivierung der Zellen (96-Well-Platte, 10.000 Zellen/Well) das nCa2+-Medium aus den 

Wells abgesaugt und frisches, auf Raumtemperatur erwärmtes Medium (nCa2+, 1 % P/S) mit 

TNF-α versetzt. Eine Stammlösung von 2 µg/mL TNF-α (gelöst in ddH2O) wurde mit der 

jeweiligen Menge an nCa2+-Medium versetzt, sodass folgende Konzentrationen hergestellt 

wurden: 0; 10; 20; 40 ng/mL TNF-α. Anschließend wurde das Medium mit den verschiede-

nen Konzentrationen von TNF-α auf die Wells verteilt. Die Lösungsmittelkontrolle (KH2O) 

enthielt dabei 2 % ddH2O - was dem Volumen von ddH2O der höchsten Konzentration von 

TNF-α entspricht. Die Zellen wurden daraufhin für 48 h bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. 

Anschließend wurde der MTT-Test wie oben beschrieben durchgeführt.  

 

 

5.2.2 Bestimmung der Konzentration der Agonisten und Antagonisten von TRPV1 

bzw. TRPA1 

 

Um eine geeignete Konzentration der Agonisten und Antagonisten von TRPV1 und TRPA1 

zu ermitteln, wurde ebenfalls ein MTT-Test durchgeführt. Die HaCaT-Zellsuspension wurde 

mit nCa2+-Medium (1 % Penicillin-Streptomycin) auf 96-Well-Platten in einer Dichte von 

10.000 Zellen/Well ausgestreut. Die weiteren Schritte entsprechen der eben beschriebenen 

Vorgehensweise (Kapitel 5.2.1). In diesem Fall wurde nicht TNF-α, sondern die jeweiligen 

Agonisten und Antagonisten von TRPV1 bzw. TRPA1 in unterschiedlichen Konzentratio-

nen verwendet.  
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Capsaicin, welches als Agonist von TRPV1 verwendet wurde, wurde in DMSO gelöst 

(3,3 mg Capsaicin in 36 µL DMSO; 300 mM) und anschließend mithilfe eines sterilen Sprit-

zenfilters (Porengröße 0,22 µm) gefiltert. Ebenso wurde eine Stammlösung von Capsazepin 

hergestellt (2,8 mg in 743 µL DMSO; 10 mM), welches als Antagonist für TRPV1 verwen-

det wurde. Diese wurden bei -20°C gelagert und für die weiteren Behandlungen nach Bedarf 

aufgetaut. Ebenso wurde eine bereits bestehende Stammlösung von AP-18 (10 mM), wel-

ches als TRPA1 Antagonist benutzt wurde, tiefgefroren und aufbewahrt. Lediglich der 

TRPA1 Agonist Zimtaldehyd wurde vor erst kurz vor jeder Behandlung mit DMSO ver-

dünnt, um die jeweilige Konzentration der Behandlung herzustellen. Zunächst wurden Ein-

zelkonzentrationen der Verbindungen getestet. Alle Verbindungen wurden in einer entspre-

chenden Menge DMSO gelöst und anschließend 1 µL dieser Lösung mit 1 mL Medium 

(nCa2+) vermischt, sodass die Konzentrationen, welche der Tabelle 9 entnommen werden 

können, hergestellt wurden.  

 
Tabelle 9: Einzelkonzentrationen der Agonisten/Antagonisten von TRPV1 und TRPA1  

 
TRPV1 TRPA1 

Agonist Antagonist Agonist Antagonist 

Verbindung Capsaicin Capsazepin Zimtaldehyd AP-18 

Konzentra-
tion [µM] 10 50 100 300 0,1 1 10 10 50 100 300 0,1 1 10 

 

 

Anschließend wurde eine weitere Platte mit Zellen ausgestreut, wobei diesmal eine kombi-

nierte Behandlung aus den Agonisten und deren jeweiligen Antagonisten dem Medium zu-

gefügt wurden. Die Konzentration der Agonisten konnte bereits mithilfe des ersten MTT-

Tests bestimmt werden und wurde für Capsaicin auf 10 µM festgelegt und für Zimtaldehyd 

auf 50 µM. Die Agonisten (in der festgelegten Konzentration) wurden dann gemeinsam mit 

den drei verschiedenen Konzentrationen der jeweiligen Antagonisten (entsprechend der in 

Tabelle 9 dargestellten Konzentrationen der Antagonisten) auf die Wells verteilt.  

Für die Kontrollbehandlung ohne Agonisten und/oder Antagonisten wurde das nCa2+-Me-

dium mit 0,1 % DMSO versetzt. Nach der Behandlung wurden die Platten jeweils für 24 h 

bei 37°C und 5 % CO2 inkubiert. Anschließend wurde der bereits beschriebene MTT-Test 

durchgeführt.  
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5.3  Experimente zur Optimierung der Konzentration von TNF-α  

 

Für die später folgenden Versuchsdurchführungen mussten verschiedene Konzentrationen 

der TNF-α Behandlung an HaCaT-Zellen getestet werden.  

Dafür wurde eine HaCaT-Zellsuspension mit nCa2+-Medium auf 24-Well-Platten (30.000 

Zellen/Well) ausgestreut und für vier Tage kultiviert. Danach wurden die Zellen mit TNF-α 

behandelt. Das alte Medium wurde abgesaugt und frisches auf Raumtemperatur erwärmtes 

Medium (nCa2+, 1 % Penicillin-Streptomycin) wurde mit dem entsprechenden Volumen ei-

ner TNF-α Stammlösung (2 µg/mL; gelöst in ddH2O) versetzt, sodass folgende Konzentra-

tionen in einer Verdünnungsreihe erstellt werden konnten: 0,625; 1,25; 2,5; 5; 10; 20; 

40 ng/mL. Jede Konzentration wurde für je zwei Wells vorbereitet und vorsichtig auf die 

darin anhaftenden Zellen pipettiert. Die Lösungsmittelkontrolle (KH2O) enthielt dabei wieder 

2 % ddH2O. Die behandelten Zellen wurden 48 h kultiviert.  

 

 

5.4 Experimente zur Optimierung der Behandlungsdauer von TNF-α  

 

Der Ablauf für die Behandlung mit TNF-α zu unterschiedlichen Zeitpunkten entspricht der 

eben beschriebenen Behandlung (siehe Kapitel 5.3). Mit dem Unterschied, dass die Zellen 

mit einer festgelegten Konzentration von 20 ng/mL TNF-α behandelt und anschließend für 

3, 6, 12, 24 bzw. 48 h kultiviert wurden. Die Kontrollbehandlung (entspricht der Behand-

lungsdauer von 0 h) wurde direkt entnommen.  

 

 

5.5 Vorbehandlung mit TRP-Agonisten bzw. Antagonisten und anschließender Be-

handlung mit TNF-α  

 

Für diese Behandlung wurden die HaCaT-Zellsuspensionen unterschiedlicher Passagen mit 

nCa2+-Medium auf 24-Well-Platten bzw. 12-Well-Platten in entsprechender Zellzahl ausge-

streut und vier Tage kultiviert. Der Wechsel auf die 12-Well-Platten erfolgte, da dabei bes-

sere Erfolge bei der RNA-Isolierung erzielt wurden. Das Medium wurde abgesaugt und die 

Zellen zunächst mit den Agonisten und/oder Antagonisten von TRPV1 bzw. TRPA1 behan-

delt. Frisches und erwärmtes nCa2+-Medium (mit 1 % Penicillin-Streptomycin) wurde mit 

den Stammlösungen der Agonisten und Antagonisten verdünnt, sodass die Konzentrationen, 
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welche der Tabelle 10 entnommen werden können, hergestellt wurden. Jede so hergestellte 

Konzentration wurde für zwei Wells pro Platte vorbereitet und vorsichtig auf die darin an-

haftenden Zellen pipettiert. Auf diese Weise wurden je zwei Wells nur mit dem Agonisten 

(a), nur mit dem Antagonisten (b) oder zusammen mit dem Agonisten und Antagonisten (c) 

behandelt (siehe Tabelle 10). 

 
Tabelle 10: Konzentration der jeweiligen Agonisten und Antagonisten für die kombinierte Behandlung 

 a) Agonist b) Antagonist c) Agonist & Antagonist 
TRPV1 
Verbindung Capsaicin Capsazepin Capsaicin Capsazepin 
Konzentration 
[µM] 10 1 10 1 

TRPA1 
Verbindung Zimtaldehyd AP-18 Zimtaldehyd AP-18 
Konzentration 
[µM] 50 1 50 1 

 

 

Für die Kontrollbehandlung ohne Agonisten bzw. Antagonisten wurde deren Lösungsmittel 

DMSO im Verhältnis 1:500 mit dem Medium verdünnt (0,2 % DMSO) und auf zwei bis vier 

Wells verteilt. DMSO ist aufgrund der amphiphilen Eigenschaften ein ideales Lösungsmittel 

für schwer lösliche Stoffe und weit verbreitet in der Toxikologie und Pharmakologie. Zudem 

kann es Zellmembranen und biologische Barrieren überwinden und erhöht damit die Perme-

abilität und Absorption gelöster biologischer Verbindungen, wobei von DMSO in niedrigen 

Dosen (< 10 %) eine geringe Toxizität angenommen wird. Dennoch kann DMSO die Zell-

prozesse beeinflussen und ebenso wurden entzündungshemmende und antioxidative Eigen-

schaften beschrieben, die insbesondere im Bereich der Dermatologie für Interesse sorgten 

(Verheijen et al., 2019; zusammengefasst von Karim et al., 2022). Um derartige Effekte von 

DMSO auszuschließen, wurde es als Lösungsmittelkontrolle verwendet. 

 

Jede so behandelte Platte wurde in doppelter Ausfertigung hergestellt, um später zwei ver-

schiedene Endzeitpunkte der Behandlung entnehmen zu können. Die Zellen wurden 24 h 

kultiviert und anschließend mit 20 ng/mL TNF-α behandelt. Hierfür wurde das Medium aus 

den Wells abgesaugt und frisches erwärmtes Medium (nCa2+, 1 % Penicillin-Streptomycin) 

zusammen mit der entsprechenden Konzentration an TNF-α auf die Wells verteilt. Dabei 

wurde die eine Hälfte der Wells, die zuvor mit den TRP-Agonisten/Antagonisten bzw. der 
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DMSO-Kontrolle behandelt wurde, zusätzlich mit TNF-α behandelt. Für die andere Hälfte 

der Wells wurde das TNF-α Lösungsmittel ddH2O dem Medium zugesetzt, sodass eine Lö-

sungsmittelkontrolle mit 1 % ddH2O als Kontrollbehandlung in die Wells pipettiert werden 

konnte. Anschließend wurde je ein Duplikat der Platten für 6 h und das andere für 48 h kul-

tiviert, sodass die jeweiligen Behandlungen zu zwei verschiedenen Zeitpunkten verglichen 

werden konnten.  

 

 

5.6 Isolierung der RNA 

 

Für die späteren Analysen der Genexpression (Kapitel 5.8) wurde zunächst die RNA der 

Zellen isoliert. Die Isolierung von intakter RNA und die Aufreinigung von mRNA ist not-

wendig, um diese in cDNA (komplementäre DNA) umzuschreiben und schließlich die je-

weiligen Gene untersuchen zu können. Die Extraktion und Isolation von RNA aus den Zellen 

muss in einem effizienten und sorgfältigen Verfahren erfolgen. Von besonderer Relevanz ist 

die Hemmung widerstandsfähiger ubiquitärer RNasen, die einen schnellen Abbau der Tran-

skripte bewirken. Demnach sollten die bereitgestellten Reagenzien frei von RNase-Konta-

minationen sein. Die Isolierung sollte, in Anbetracht der kurzen Halbwertszeit der RNA, gut 

geplant sein und Störfaktoren wie starke mechanische Beanspruchung, hohe Temperaturen 

und extreme pH-Werte vermieden werden (Mehra, 1996; Poulson, 1973). 

 

Für die folgenden Arbeitsschritte der RNA-Isolierung wurden RNase-freie Mikroreaktions-

gefäße verwendet und sämtliche Geräte, Materialien sowie Arbeitsflächen wurden zuvor mit 

RNase-away gereinigt. Es wurde das „Monarch® Total RNA Miniprep Kit“ von New Eng-

land Biolabs® verwendet. Die Zentrifugationsschritte erfolgten bei Raumtemperatur (mind. 

15°C) und 16,000 x g. 

Nach entsprechender Behandlung und Kultivierung der Zellen (beschrieben in den Kapiteln 

5.3 - 5.5) wurde zunächst der Überstand des Zellmediums aus den Platten in Mikroreakti-

onsgefäße abpipettiert und für die späteren ELISA-Untersuchungen (siehe Kapitel 5.9) 

bei -20°C tiefgefroren. Die einzelnen Schritte der RNA-Isolierung erfolgten gemäß dem Pro-

tokoll des Herstellers. Nachdem die behandelten Zellen lysiert und in ein RNase-freies 

Mikroreaktionsgefäß pipettiert wurden, wurde entweder direkt mit den weiteren Schritten 

der RNA-Isolation fortgefahren, oder die Proben tiefgefroren und nach Bedarf aufgetaut.  
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Für die Elution der RNA wurde 50 µL oder zweimal 30 µL nuklease-freies Wasser verwen-

det. Die so eluierte RNA wurde für die weiteren Schritte unmittelbar auf Eis gelegt.   

 

 

5.6.1 Bestimmung der RNA-Konzentration 

 

Die Konzentration und Reinheit der RNA wurde mithilfe des „Spark® Tecan“ Mikroplatten-

lesegeräts bestimmt. Zum Teil wurde für die photometrische Messung, aufgrund von tech-

nischen Ausfällen, auf den NanoDrop™ zurückgegriffen. Zunächst wurde ein Leerwert ge-

messen, indem 2 µL nuklease-freies Wassers doppelt auf die NanoQuant® Platte pipettiert 

wurde. Daraufhin wurden je 2 µL der aufgereinigten RNA-Proben in Duplikaten auf die 

Platte pipettiert und bei Absorptionen von 230 nm, 260 nm und 280 nm gemessen.  

Die unterschiedlichen Wellenlängen beruhen auf den unterschiedlichen Absorptionsmaxima 

von Nukleinsäuren (260 nm), organischen Verbindungen (230 nm) und Proteinen (280 nm). 

Somit dienen die Verhältnisse A260/A280 und A260/A230 als Maß für die Reinheit der 

Proben (Nolan, 2013).  

Die RNA-Konzentration [ng/µL] der jeweiligen Probe wurde, nach Abzug des Leerwertes, 

zusätzlich zu diesen Verhältnissen von der Software ermittelt. Der A260/A280 Quotient 

sollte bei einer reinen RNA-Probe zwischen 1,8 und 2,0 liegen, während darunterliegende 

Werte auf eine Verunreinigung durch beispielsweise Proteine hinweisen (Arnemann, 2019). 

Der A260/A230 Quotient sollte einen Wert von über 1,8 aufweisen, wobei darunterliegende 

Werte auf Reste von Lösungsmitteln oder anderen organischen Verunreinigungen hinweisen 

können (Arnemann, 2019). Die isolierte RNA wurde anschließend für das Umschreiben in 

cDNA verwendet und restliche Proben bei -80°C gelagert.  

 

 

5.7 Synthese der cDNA 

 

Einzelsträngige RNA kann mittels reverser Transkriptase in eine stabilere komplementäre 

DNA (cDNA) umgewandelt werden, welche anschließend für die Polymerase Kettenreak-

tion verwendet wird. Die reverse Transkriptase ist eine RNA-abhängige 5´→3´ DNA-Poly-

merase, die in zahlreichen biologischen Prozessen involviert ist und die Transkription er-

möglicht (Boone et al., 2018). 
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Für die cDNA-Synthese wurde das „LunaScriptTM RT SuperMix Kit“ von New England 

Biolabs® verwendet. Alle Arbeitsschritte fanden dabei auf Eis statt. Mithilfe der zuvor er-

mittelten RNA-Konzentrationen konnte die Menge an Probe, die für 0,5 µg RNA benötigt 

wird, errechnet werden. Zum Teil musste die RNA-Probe (der Behandlungen mit Agonisten 

und Antagonisten) in einem Vakuumkonzentrator aufkonzentriert werden, um die notwen-

dige Probenmenge zu erzielen.  

Das Reaktionsgemisch, bestehend aus der jeweiligen Menge der RNA-Probe, dem „Luna-

ScriptTM RT SuperMix“ und nuklease-freiem Wasser, wurde gemäß dem Schema der Tabelle 

11 hergestellt und auf eine Well-Platte pipettiert. Anschließend wurde die Platte versiegelt 

und für 10 Sekunden kurz zentrifugiert. 

 
Tabelle 11: Reaktionsgemisch für die cDNA-Synthese 

Komponente Volumen 

RNA Probe max. 16 µL 

LunaScriptTM RT SuperMix 4 µL 
 

auffüllen mit nuklease-freiem Wasser bis Endvolumen von 20 µL 
  

 

 

Anschließend erfolgte die eigentliche cDNA-Synthese im C-1000 Touch ™ Thermal Cycler. 

Die Zyklusschritte des verwendeten Programms sind in Tabelle 12 dargestellt. 

 
Tabelle 12: Zyklusschritte des Programms für die cDNA-Synthese im C-1000 Touch™ Thermal Cycler 

Zyklusschritt Temperatur [°C] Zeit [Minuten] 

Primer Annealing 25 2 

cDNA-Synthese 55 10 

Enzymdeaktivierung 95 1 

Kühlphase/Erhaltungsphase 4 ∞ 
  

 

Die synthetisierten cDNA-Proben wurden anschließend im Verhältnis 1:5 mit nuklease-

freiem Wasser verdünnt und bis zur weiteren Verwendung bei -20°C gelagert.     
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5.8 Quantitative Echtzeit Polymerase Kettenreaktion (RT-qPCR) 

 

Die quantitative real-time Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR) ist eine enzymatische Re-

aktion, die zur Amplifikation von DNA eingesetzt wird und zum Nachweis der Genexpres-

sion dient. Für die Quantifikation der DNA wird ein Fluoreszenz-Farbstoff als Detektions-

mittel eingesetzt. Dieser wird in die neu synthetisierten Stränge eingebaut und erzeugt ein 

Fluoreszenzsignal, welches während des PCR-Zyklus gemessen wird und proportional zur 

Menge des amplifizierten Produkts ansteigt. Auf diese Weise kann die Menge der amplifi-

zierten DNA bestimmt werden sowie die ursprünglich in der Probe vorhandene Menge be-

rechnet werden (Kubista et al., 2006; Müller & Prange, 2016). 

 

Die Polymerase-Kettenreaktion läuft in drei Schritten ab. Zunächst erfolgt eine Denaturie-

rung der doppelsträngigen DANN in Einzelstränge. Im zweiten Schritt (Annealing) binden 

spezifische Primer bzw. Oligonukleotide über Basenpaarung an den zu amplifizierenden Be-

reich der DANN. Anschließend findet eine Elongation des DANN-Doppelstrangs durch 

DANN-Polymerasen statt. Durch Erhöhung der Temperatur auf 95°C kann die Elongation 

abgebrochen werden. Diese Schritte können in mehreren Zyklen (in der Regel 25 - 30) in 

einem Thermocycler wiederholt werden und dienen zur exponentiellen Amplifikation der 

DANN (Müller & Prange, 2016). Die Sequenzen der verwendeten und bereits validierten 

Primer sind der Tabelle 5 (Kapitel 4.3) zu entnehmen. GAPDH und HPRT1 wurden als Re-

ferenzgene verwendet.  

 

Zur Herstellung einer Arbeitslösung wurden die Primer (100 µM Stammlösung) im Verhält-

nis 1:10 mit nuklease-freiem Wasser verdünnt und bei -20°C gelagert. Für die RT-qPCR 

wurde der „Luna® Universal qPCR Master Mix“ von New England Biolabs® verwendet. 

Alle Arbeitsschritte erfolgten auf Eis und in einer abgedunkelten Umgebung ohne direkte 

Sonneneinstrahlung. Die benötigten Komponenten wurden zuvor aufgetaut. Es wurden ste-

rile Mikroreaktionsgefäße verwendet und die Arbeitsflächen sowie alle benötigten Geräte 

sorgfältig gereinigt, um Kontamination zu vermeiden.  
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Das Pipettierschema für den Reaktionsmix, mit einer festgelegten Primerkonzentration von 

200 nM, ist der Tabelle 13 zu entnehmen. 

 

 
Tabelle 13: Zusammensetzung des Reaktionsmixes (ohne Probe) für die Durchführung der RT-qPCR. 

Komponente Volumen [µL]  
für 1 Reaktion 

Luna® Universal qRT-PCR Master Mix (2 x) 5 

Forward Primer 0,2 

Reverse Primer 0,2 

NFW 3,6 
 

 

Pro zu amplifizierende Probe wurden 29,7 µL des gut durchmischten Reaktionsmixes in ein 

Mikroreaktionsgefäß pipettiert. Diesem wurden 3,3 µL der jeweiligen Probe hinzugefügt 

und kurz zentrifugiert. Hiervon wurden jeweils 10 µL auf drei Wells einer 96-Well-Platte 

verteilt. Pro zu analysierendes Gen wurde ein Leerwert pipettiert, der aus dem Reaktionsmix 

besteht und statt der Probe nuklease-freies Wasser enthält. Die Platte wurde mit einer opti-

schen Versiegelungsfolie versiegelt und für 10 Sekunden kurz zentrifugiert. Anschließend 

wurde die Platte im StepOnePlus™ gemessen. Das verwendete Temperaturprogramm ist in 

Tabelle 14 dargestellt.  

 
Tabelle 14: Temperaturprogramm für die RT-qPCR im StepOnePlusTM 

Zyklusschritt Temperatur [°C] Zeit [s] Zyklen 

Initiale Denaturierung 95 60 1 

Denaturierung 95 15 
45 

Elongation 60 30 

Schmelzkurve: 60 - 95°C in 0,5 Schritten  
 

 

5.9 ELISA 

 

Um die Sekretion von IL-8 im Überstand des Zellkulturmediums der behandelten HaCaT-

Zellen zu messen, wurde das „Human IL-8 ELISA Kit“ von Abcam verwendet. Dabei han-

delt es sich um einen quantitativen Sandwich Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
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(ELISA), der über eine spezifische Antikörper-Antigen-Reaktion zum Nachweis von Prote-

inen und Zielantigenen dient. Bei einem Sandwich ELISA wird das Antigen zwischen zwei 

Schichten von Antikörpern, bestehend aus einem Capture-Antikörper und einem Detektions-

Antikörper, gemessen. Der Detektions-Antikörper ist dabei an ein Enzym gebunden. Nach 

Zugabe des entsprechenden Substrats sind die Antigene über eine Farbreaktion nachweisbar. 

Der Sandwich ELISA weist eine sehr hohe Empfindlichkeit auf (zusammengefasst von Ay-

din, 2015). 

 

Der hier verwendete ELISA nutzt eine SimpleStep Technologie, die die Durchführungszeit 

verkürzt. Der Boden der Wells ist mit monoklonalen Antikörpern beschichtet. Probe und 

Antikörper-Cocktail werden in die Wells gegeben. Der Cocktail besteht aus einem Detekti-

ons- und Capture-Antikörper, die an den Analyten aus der Probe binden. Dieser Analyt-

Antikörper-Komplex wird wiederum von den monoklonalen Antikörpern gebunden. Danach 

erfolgen Waschschritte und ein Detektionsreagenz wird hinzugefügt. Eine Farbentwicklung, 

die proportional zur Menge des gebundenen Analyten ist, ermöglicht eine Quantifikation der 

Ergebnisse (Loï, 2021).  

Der ELISA wurde gemäß dem Herstellerprotokoll durchgeführt. Der zuvor entnommene und 

tiefgefrorene Medium-Überstand der verschieden behandelten Platten (Kapitel 5.3 - 5.5) 

wurde bei Raumtemperatur aufgetaut. Für die dosis- und zeitabhängige Untersuchung (Ka-

pitel 5.3 und 5.4) wurde der Medium-Überstand aller Proben im Verhältnis 1:10 mit sample 

DNS verdünnt. Für die kombinierte Behandlung mit dem Agonisten und Antagonisten von 

TRPV1 bzw. TRPA1 und anschließender Behandlung mit oder ohne TNF-α (Kapitel 5.5), 

wurden die mit TNF-α behandelten Proben ebenfalls im Verhältnis 1:10 verdünnt und die 

Kontrollbehandlungen (ohne TNF-α) unverdünnt verwendet. Diese Verdünnung wurde ge-

wählt, da sie innerhalb der Hersteller vorgegebenen IL-8 Standardkurve liegt, die zur Quan-

tifikation der Analyten notwendig ist.  
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Die erstellten finalen Konzentrationen der IL-8 Standardlösungen sind in Tabelle 15 darge-

stellt.  

  
Tabelle 15: Zusammensetzung der Standardlösungen zur Bestimmung von IL-8 

Standard Sample Diluent NS 
[µL] 

[µL] hinzugefügter 
Standard 

Finale Konzentra-
tion [pg/mL] 

1 375 25 Stammlösung 250 

2 150 150 Standard 1 125 

3 150 150 Standard 2 62,50 

4 150 150 Standard 3 31,25 

5 150 150 Standard 4 15,63 

6 150 150 Standard 5 7,81 

7 150 150 Standard 6 3,91 

8 150 -  0 
 

 

Die erstellten Standards und Proben wurden in Duplikaten auf die „SimpleStep Pre-Coated 

96-Well-Microplate“ aufgetragen (50 µL/Well). Ein zuvor hergestellter Antikörper-Cocktail 

(Tabelle 16) wurde den Standards und Proben hinzugefügt (50 µL/Well). 

 
Tabelle 16: Zusammensetzung für 3 mL Antikörper-Cocktail 

Komponente Volumen [mL] 

Human IL-8 Capture Antibody 10X 0,3 

Human IL-8 Detector Antibody 10X 0,3 

Antibody Diluent 4BI 2,4 
 

 

Die Platte wurde für 1 h bei Raumtemperatur im Mikroplattenschüttler bei 400 rpm inku-

biert. Durch den speziell konjugierten Capture-Antikörper, der an den monoklonalen Anti-

körper auf der ELISA-Platte bindet, kann die Bildung des Sandwich Antikörper-Antigen-

Komplexes in einem Schritt durchgeführt werden (Loï, 2021). 

Anschließend wurden drei Waschschritte durchgeführt, um ungebundene Antigene und 

überschüssige Detektionsantikörper zu entfernen.  
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Die Zusammensetzung des Waschpuffers ist der Tabelle 17 zu entnehmen.  

 
Tabelle 17: Zusammensetzung des Waschpuffers 

Komponente Volumen [mL] 

Wash Buffer PT 10X 5 

Deionized water 45 
 

 

Nach dem letzten Waschschritt und Ausklopfen der Flüssigkeit wurden 100 µL TMB 

(3,3',5,5'-Tetramethylbenzidin) Substratlösung pro Well pipettiert. Dieser Schritt sowie die 

anschließende 10-minütige Inkubation im Mikroplattenschüttler bei 400 rpm wurden im 

Dunkeln durchgeführt. Die TMB-Substratlösung kann die Enzymaktivität durch einen Far-

bumschlag messbar machen. Um die Reaktion abzustoppen, wurden pro Well 100 µL TMB 

stop solution pipettiert und die Platte erneut für 1 min im Mikroplattenschüttler bei 400 rpm 

gemixt. Dabei ist ein Farbumschlag von blau nach gelb ersichtlich. Die Extinktion wurde 

anschließend bei einer optischen Dichte von 450 nm gemessen.  

 

 

5.10 Statistische Auswertung 

 

Die Aufbereitung der Daten erfolgte mittels Microsoft 365 Excel Version 2207. Für die sta-

tistische Auswertung wurde GraphPad Prism Version 9.4.0 und 9.5.1 verwendet. Die Daten 

sind jeweils als arithmetische Mittelwerte ± Standardabweichung angegeben. Die Verwen-

dung der nachfolgend beschriebenen statistischen Tests zur Ermittlung der statistischen Sig-

nifikanz sind den jeweiligen Bildunterschriften in Kapitel 6 zu entnehmen.  

 

 

5.10.1 MTT-Test zur Bestimmung der Zellvitalität 

 

Für die Auswertung des MTT-Tests wurde der Mittelwert der Leerwerte von den ermittelten 

Rohdaten abgezogen. Diese Daten wurden in Relation zum Mittelwert der jeweiligen Kon-

trollen (Lösungsmittel aus ddH2O oder DMSO) der Passagen gesetzt. Ausreißer wurden mit-

hilfe des NALIMOV-Tests identifiziert und von der Analyse ausgeschlossen. Um die statis-

tische Signifikanz zu ermitteln, wurden die aufbereiteten Daten zunächst auf 
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Normalverteilung mittels D’Agostino & Pearson, Anderson-Darling, Shapiro-Wilk und Kol-

mogorov-Smirnov Test sowie auf Varianzhomogenität mittels Brown-Forsythe Test geprüft. 

Wiesen die Daten eine Normalverteilung auf, wurde die statistische Signifikanz mittels ein-

faktorieller Varianzanalyse (bei vorliegender Varianzhomogenität) bzw. mittels Brown-For-

sythe und Welch-ANOVA (bei nicht vorliegender Varianzhomogenität) ermittelt, gefolgt 

von einem Dunnett post-hoc Test. Wiesen die Daten keine Normalverteilung auf, wurde die 

statistische Signifikanz mittels Kruskal-Wallis Test ermittelt, gefolgt von einem Dunnett 

post-hoc Test. Der statistische Unterschied wurde jeweils durch p < 0,05 angegeben. 

 

 

5.10.2 RT-qPCR 

 

Für die Auswertung der RT-qPCR wurden die ermittelten Amplifikationsdaten mithilfe der 

Software LinRegPCR (Version 2021.2) evaluiert und aufbereitet. Dabei wurden die Base-

line- und Effizienz-Ausreißer ermittelt sowie die Anfangskonzentration der Proben (N0-

Werte). Die Daten wurden exportiert und die errechneten N0-Werte für die weitere Analyse 

verwendet. Zunächst wurden Ausreißer der Referenzgene GAPDH und HPRT1 ermittelt. 

Dafür wurden die N0-Werte der Replikate einer Probe auf den Mittelwert der entsprechenden 

Probe normalisiert und anschließend die x-fache Änderung der Genexpression in Bezug auf 

den Mittelwert der entsprechenden Kontrolle berechnet. Die Mittelwerte und Standardab-

weichung aller Proben einer Behandlung wurden je Gen ermittelt und die Ausreißer mittels 

Nalimov-Tests identifiziert. Diese, von Ausreißern bereinigten, N0-Werte der Referenzgene 

wurden für die weitere Analyse herangezogen. Die N0-Werte der jeweiligen Probenreplikate 

der zu untersuchenden Gene (TRPV1, TRPA1, CXCL8) wurden auf das geometrische Mittel 

der Referenzgene der entsprechenden Proben normalisiert. Anschließend wurde die x-fache 

Änderung der Genexpression in Bezug auf den Mittelwert der entsprechenden Kontrolle be-

rechnet. Mittelwerte und Standardabweichungen der Proben wurden ermittelt. Ausreißer 

wurden mithilfe des NALIMOV-Tests identifiziert und von der Analyse ausgeschlossen. Die 

statistische Signifikanz wurde wie zuvor beschrieben (siehe 5.10.1) ermittelt.  
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5.10.3 ELISA 

 

Für die Auswertung der ELISA-Daten wurde zunächst die Extinktion der Standardreihe ver-

wendet. Der Mittelwert des Standards „8“ (Leerwert) wurde von den Mittelwerten jeden 

Standards abgezogen und eine Standardgerade erstellt. Die ermittelte Geradengleichung 

(y = mx + b) wurde verwendet um die IL-8 Freisetzung (in pg/mL) der Proben zu bestim-

men. Dafür wurde der Mittelwert des Leerwertes von den Rohdaten abgezogen. Anschlie-

ßend konnte davon der Wert des Schnittpunktes mit der y-Achse (b) subtrahiert werden und 

durch die Steigung der Geraden (m) dividiert werden. Proben, die zuvor verdünnt wurden, 

wurden mit dem entsprechenden Faktor multipliziert. Die so ermittelten Werte der IL-8 Frei-

setzung wurden in Relation zum Mittelwert der jeweiligen Kontrolle gesetzt. Mittelwert und 

Standardabweichung wurden ermittelt. Ausreißer wurden mithilfe des NALIMOV-Tests 

identifiziert und von der Analyse ausgeschlossen. Die statistische Signifikanz wurde wie 

zuvor beschrieben (siehe 5.10.1) ermittelt.  
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6 Ergebnisse 
 

6.1.1 MTT-Test zur Bestimmung der Zellvitalität 
 

Mithilfe des MTT-Tests wurde die zelluläre Stoffwechselaktivität der HaCaT-Zellen gemes-

sen. Diese diente zur Ableitung der Zellvitalität, die sich nach entsprechender Behandlung 

der HaCaT-Zellen ergab. Auf Grundlage dieser Daten konnten geeignete Konzentration von 

TNF-α sowie der Agonisten und Antagonisten von TRPV1 bzw. TRPA1 ermittelt werden, 

sodass für die nachfolgenden Experimente negative Effekte auf die Zellvitalität ausgeschlos-

sen werden konnten.   
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6.1.1.1 MTT-Test zur Bestimmung der Konzentration von TNF-α 
 

Die Ergebnisse des MTT-Tests bei Behandlung der HaCaT-Zellen mit TNF-α können der 

Abbildung 13 entnommen werden. Die Werte sind als prozentuale Veränderung in Bezug 

auf die Lösungsmittelkontrolle KH2O (2 % ddH2O) dargestellt.  

 

 

 
Abbildung 13: MTT zur Bestimmung der Zellaktivität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 
TNF-α in unterschiedlichen Konzentrationen. HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter 
Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE). Danach für 24 h mit 
unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-α (10; 20; 40 ng/mL) oder dem Lösungsmittel (2 % ddH2O) be-
handelt. Die Daten sind als prozentuale Abweichung zur Lösungsmittelkontrolle KH2O dargestellt. Statistik: 
Mittelwert + SD; technische Replikate: 4-5; biologische Replikate: 3; Brown-Forsythe und Welch-ANOVA, 
** p < 0,01, **** p < 0,0001. 
 

 

Nach 24-stündiger Behandlung der HaCaT-Zellen mit 10, 20 bzw. 40 ng/mL TNF-α wurde 

keine signifikante Abnahme der Zellvitalität beobachtet. Stattdessen war bei 10 und 

40 ng/mL TNF-α eine signifikante Erhöhung der Zellvitalität (mit p = 0,003 und p < 0,0001) 

ersichtlich. Über alle Behandlungen lag die durchschnittliche Zellvitalität zwischen 

117,86 % und 127,31 %. Damit werden keine toxischen Effekte in dem getesteten Bereich 

der TNF-α Konzentrationen gezeigt und erwartet.  
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6.1.1.2 MTT-Test zur Bestimmung der Konzentration von TRP-Agonisten bzw. An-

tagonisten 

 

Die Ergebnisse des MTT-Tests bei Behandlung der HaCaT-Zellen mit den Agonisten (I) und 

Antagonisten (II) von TRPV1 (Capsaicin, Capsazepin) sowie TRPA1 (Zimtaldehyd, AP-18) 

können der Abbildung 14 entnommen werden. Die Werte sind als prozentuale Veränderung 

in Bezug auf die Lösungsmittelkontrolle KDMSO (0,1 % DMSO) dargestellt.  

Abbildung 14: MTT zur Bestimmung der Zellaktivität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 
Agonisten (I) und Antagonisten (II) von TRPV1 (a) bzw. TRPA1 (b). HaCaT-Zellen wurden über einen Zeit-
raum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE). 
Danach für 24 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von Ia) Capsaicin (10; 50; 100; 300 µM), IIb) Capsaze-
pin (0,1; 1;10 µM), Ib) Zimtaldehyd (10; 50; 100; 300 µM), IIb) AP-18 (1; 5; 10 µM) oder dem Lösungsmittel 
(0,1 % DMSO) behandelt. Die Daten sind als prozentuale Abweichung zur Lösungsmittelkontrolle KDMSO dar-
gestellt. Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3-4 (Ia, Ib, IIb), 3-5 (IIa); biologische Replikate: 3 
(Ia, Ib, IIb), 4 (IIa); One-way ANOVA (Ia, IIa, IIb); Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (Ib); * p < 0,05, 
**** p < 0,0001. 
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Nach 24-stündiger Behandlung der HaCaT-Zellen mit 300 µM Capsaicin (Abbildung 14 Ia) 

wurde eine signifikante Abnahme der Zellvitalität im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. 

Die durchschnittliche Zellvitalität nahm dabei einen Wert von 52,96 ± 18,72 % (p < 0,05) 

an. Die Behandlung mit 300 µM Capsaicin lässt demnach auf einen zytotoxischen Effekt 

schließen, der sich aus der verminderten zellulären Stoffwechselaktivität der HaCaT-Zellen 

ableitet. Die niedrigeren Konzentrationen von Capsaicin zeigten keine signifikante Ab-

nahme der Zellvitalität. Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Konzentration von 

Capsaicin für die nachfolgenden Versuche auf 10 µM festgelegt. Ähnliche Konzentrationen 

wurden auch an anderer Stelle bei Studien mit HaCaT-Zellen verwendet (Lee et al., 2009; 

W. H. Li et al., 2007). Die Behandlung der HaCaT-Zellen mit 100 µM bzw. 300 µM Zimtal-

dehyd (Abbildung 14 Ib) zeigte jeweils eine signifikante Abnahme der Zellvitalität, die ei-

nen durchschnittlichen Wert von 70 ± 14,34 % (p < 0,05) bzw. 23,36 ± 4,97 % (p < 0,0001) 

annahm und damit laut ISO-Norm 10993-5 auf eine schwach zytotoxische bzw. stark zyto-

toxische Wirkung dieser Konzentrationen zurückschließen lässt. Bei der Behandlung mit 

50 µM Zimtaldehyd wurde keine signifikante Abnahme der Zellvitalität beobachtet 

(92,12 ± 14,47 %) und diese Konzentration wurde für die nachfolgenden Experimente fest-

gelegt, von der keine zytotoxischen Effekte zu erwarten sind.  

 

Die Behandlungen mit dem jeweiligen Antagonisten von TRPV1 bzw. TRPA1 (Abbildung 

14 IIa & IIb) zeigten über alle Konzentrationen keine signifikante Abnahme der Zellvitalität. 

Die Konzentration der Antagonisten wurde schließlich anhand eines weiteren MTT-Tests 

ermittelt, bei welchem eine kombinierte Behandlung der festgelegten Konzentrationen der 

Agonisten zusammen mit den unterschiedlichen Konzentrationen der jeweiligen Antagonis-

ten durchgeführt wurde.  
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Die Ergebnisse des MTT-Tests nach 24-stündiger Behandlung der HaCaT-Zellen können 

der Abbildung 15 entnommen werden. Die Werte sind als prozentuale Veränderung in Be-

zug auf die Lösungsmittelkontrolle KDMSO (0,1 % DMSO) dargestellt.  

 
 

 
Abbildung 15: MTT zur Bestimmung der Zellaktivität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger kombinierter Be-
handlung mit Capsaicin und Capsazepin (a) bzw. Zimtaldehyd und AP-18 (b). HaCaT-Zellen wurden über 
einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, 
EGF, BPE). Danach für 24 h mit a) 10 µM Capsaicin in Kombination mit unterschiedlichen Konzentrationen 
von Capsazepin (0,1; 1; 10 µM) bzw. b) 50 µM Zimtaldehyd in Kombination mit unterschiedlichen Konzent-
rationen von AP-18 (1; 5; 10 µM) oder dem Lösungsmittel (0,1 % DMSO) behandelt. Die Daten sind als pro-
zentuale Abweichung zur Lösungsmittelkontrolle KDMSO dargestellt. Statistik: Mittelwert + SD; technische 
Replikate: 4-5; biologische Replikate: 4; One-way ANOVA, * p < 0,05, ** p < 0,01. 

 

 

Nach 24-stündiger Behandlung der HaCaT-Zellen mit 10 µM Capsazepin (Abbildung 15 a) 

wurde eine signifikante Abnahme der Zellvitalität (67,69 ± 31,66 %; p = 0,005) im Vergleich 

zur Kontrolle festgestellt. Da bei dieser Konzentration zytotoxische Effekte zu erwarten sind, 

wurde für Capsazepin eine Konzentration von 1 µM für die weiteren Experimente festgelegt. 

Diese Konzentration zeigte keine signifikante Abnahme der Zellvitalität (86,81 ± 31,37 %). 

Da die Konzentration des Agonisten (Capsaicin) vergleichsweise hoch gewählt wurde, 

wurde in diesem Fall die Dosis von 1 µM der geringeren Dosis von 0,1 µM vorgezogen, um 

antagonistische Effekte erzielen zu können. Bei der Behandlung von 50 µM Zimtaldehyd in 

Kombination mit 5 µM bzw. 10 µM AP-18 (Abbildung 15 b) wurde jeweils eine signifikante 

Abnahme der Zellvitalität beobachtet, die einen zytotoxischen Effekt dieser Konzentrationen 

ableiten lässt. Somit wurde für die weiteren Versuche eine Konzentration für AP-18 von 

1 µM festgelegt. Die ausgewählten Konzentrationen liegen in Konzentrationsbereichen, die 
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bereits am Institut für andere Experimente und Forschungsarbeiten verwendet wurden (Hoi 

et al., 2020; Lieder et al., 2020; Rohm et al., 2013; Rohm et al., 2015; Walker et al., 2017). 
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6.2 Optimierung und Bestimmung der TNF-α Behandlung 

 

Um weiterführend eine optimale Dosis der Behandlung mit TNF-α zu ermitteln, die für die 

späteren Experimente geeignet ist, wurden die HaCaT-Zellen mit unterschiedlichen Kon-

zentrationen von TNF-α behandelt. Anschließend wurde die DNA isoliert und eine RT-

qPCR durchgeführt. Die Ergebnisse der RT-qPCR können der Abbildung 16 (a) und 17 ent-

nommen werden. Die Genexpression von TRPV1 (Abbildung 17 a), TRPA1 (Abbildung 17 

b) und CXCL8 (Abbildung 16 a) ist jeweils als x-fache Änderung bezogen auf die Lösungs-

mittelkontrolle KH2O dargestellt, nachdem die HaCaT-Zellen für 48 h mit unterschiedlichen 

Konzentrationen von TNF-α behandelt wurden. Zusätzlich zur Genexpression wurde der 

Überstand des Zellkulturmediums der behandelten Zellen entnommen, um die Messung der 

sezernierten Menge an IL-8 mittels ELISA-Test durchzuführen (Abbildung 16 b). Diese ist 

ebenfalls als x-fache Änderung zur Lösungsmittelkontrolle KH2O angegeben.  

 

 

Abbildung 16: Bestimmung der relativen Änderung der Genexpression mittels RT-qPCR (a) und Freisetzung 
mittels ELISA (b) von CXCL8/IL-8 in HaCaT-Zellen nach 48-stündiger Behandlung mit verschiedenen Kon-
zentrationen von TNF-α. HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen 
kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE). Danach für 48 h mit unterschiedlichen Kon-
zentrationen von TNF-α (2,5; 5; 10; 20; 40 ng/mL) oder dem Lösungsmittel (2 % ddH2O) behandelt. Die Daten 
der RT-qPCR (a) sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert. Die Freisetzung von IL-8 
wurde mittels ELISA (b) aus dem Überstand des Zellmediums der behandelten HaCaT-Zellen ermittelt. Die 
Daten sind als prozentuale Abweichung zur Lösungsmittelkontrolle KH2O dargestellt. Statistik: Mittelwert + 
SD; technische Replikate: 3-6 (a) bzw. 2 (b); biologische Replikate: 6 (a) bzw. 5 (b); Kruskal-Wallis (a); One-
way ANOVA (b); * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001.  
 

 



 

64 
 

In Abbildung 16 ist der Einfluss unterschiedlicher Konzentrationen der TNF-α Behandlung 

auf die Expression und Sekretion von CXCL8/IL-8 in HaCaT-Zellen dargestellt. Bei allen 

getesteten Konzentrationen war die x-fache Änderung der Genexpression und Sekretion von 

CXCL8/IL-8 im Vergleich zu KH2O signifikant erhöht, wobei höhere Konzentrationen von 

TNF-α eine stärkere Erhöhung induzierten, was als dosisabhängiger Effekt der TNF-α Be-

handlung angesehen werden kann. Die Behandlung der HaCaT-Zellen mit 20 ng/mL bzw. 

40 ng/mL TNF-α induzierte eine signifikant erhöhte x-fache Änderung der relativen Genex-

pression von 33,36 ± 21,34 bzw. 51,71 ± 38,10 im Vergleich zu KH2O (p < 0,0001). Ebenso 

war bei diesen Behandlungen die x-fache Änderung der von den Zellen freigesetzten Menge 

an IL-8 mit 5,99 ± 2,88 bzw. 6,65 ± 1,83 im Vergleich zu KH2O signifikant erhöht 

(p < 0,0001). Ein signifikanter Effekt der TNF-α Behandlung auf die IL-8 Freisetzung 

konnte mittels Tukey post-hoc Test (Daten nicht gezeigt) zwischen der Behandlung von 

2,5 ng/mL TNF-α zu 20 ng/mL bzw. 40 ng/mL TNF-α festgestellt werden (mit p < 0,05 bzw. 

p < 0,01) sowie zwischen 5 ng/mL und 40 ng/mL TNF-α (mit p < 0,05). 
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In Abbildung 17 ist die x-fache Änderung der Genexpression von TRPV1 (a) und TRPA1 (b) 

im Vergleich zur Lösungsmittelkontrolle KH2O dargestellt.  

Abbildung 17: Relative Änderung der Genexpression von TRPV1 (a) bzw. TRPA1 (b) in HaCaT-Zellen nach 
48-stündiger Behandlung mit verschiedenen Konzentrationen von TNF-α. HaCaT-Zellen wurden über einen 
Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, 
BPE). Danach für 48 h mit unterschiedlichen Konzentrationen von TNF-α (2,5; 5; 10; 20; 40 ng/mL) oder dem 
Lösungsmittel (2 % ddH2O) behandelt. Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normali-
siert und als prozentuale Abweichung zur Lösungsmittelkontrolle KH2O dargestellt. Statistik: Mittelwert + SD; 
technische Replikate: 3-6; biologische Replikate: 5-6; One-way ANOVA (a); Brown-Forsythe und Welch-
ANOVA (b); * p < 0,05; ** p < 0,01. 

 
 
Die 48-stündige Behandlung mit TNF-α in unterschiedlichen Konzentrationen zeigte keinen 

dosisabhängigen Effekt auf die Genexpression von TRPV1. Die Behandlung mit 20 ng/mL 

bzw. 40 ng/mL TNF-α führte zu einer signifikanten Abnahme der x-fachen Änderung der 

Genexpression mit 0,65 ± 0,34 (p = 0,02) bzw. 0,67 ± 0,37 (p = 0,04) im Vergleich zu KH2O. 

Insgesamt wurde bei allen Konzentrationen von TNF-α eine durchschnittlich niedrigere x-fa-

che Änderung der TRPV1-Genexpression beobachtet, die von mindestens 0,65 ± 0,34 bis 

höchstens 0,93 ± 0,55 reichte. 

Für TRPA1 wurde hingegen eine erhöhte x-fache Änderung der Genexpression festgestellt. 

Im Vergleich zu KH2O war diese signifikant erhöht und nahm bei Behandlung mit 10 ng/mL 

TNF-α einen Wert von 1,92 ± 1,64 (p = 0,04) an, mit 20 ng/mL TNF-α einen von 2,05 ± 1,4 

(p = 0,006) und mit 40 ng/mL TNF-α einen von 1,82 ± 1,17 (p = 0,009).  
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Basierend auf diesen Ergebnissen wurde die Konzentration von TNF-α für die weiteren Be-

handlung auf 20 ng/mL festgelegt, da bei dieser Konzentration signifikante Effekte der Ge-

nexpression von TRPA1 (erhöhte x-fache Änderung der Genexpression) und TRPV1 (nied-

rigere x-fache Änderung der Genexpression) beobachtet wurden. Zudem wurde über alle 

Konzentrationen eine signifikante x-fache Änderung der Genexpression und Freisetzung 

von CXCL8/IL-8 beobachtet, wodurch die Wirkung der Behandlungen bezüglicher inflamm-

atorischer Reaktionen untersucht und interpretiert werden kann. Eine zytotoxische Wirkung 

von 20 ng/mL TNF-α konnte mittels MTT-Tests ausgeschlossen werden.  
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6.3 Optimierung und Bestimmung der TNF-α Behandlungsdauer 

 

Neben der Konzentration musste eine geeignete Dauer der Behandlung mit TNF-α bestimmt 

werden. Dazu wurde die Genexpression aus dem Zellmaterial mittels RT-qPCR von CXCL8, 

TRPV1 und TRPA1 ermittelt. Die HaCaT-Zellen wurden dabei einer unterschiedlichen Be-

handlungsdauer mit 20 ng/mL TNF-α ausgesetzt. Die Ergebnisse sind der Abbildung 18 (a) 

und 19 zu entnehmen, wobei die Genexpression jeweils als x-fache Änderung im Vergleich 

zur Kontrolle (keine TNF-α Behandlung) dargestellt ist. Ebenso wurde die IL-8 Freisetzung 

im Überstand des Zellkulturmediums der HaCaT-Zellen mittels ELISA gemessen. Die Er-

gebnisse sind der Abbildung 18 (b) zu entnehmen und als x-fache Änderung zur Kontrolle 

(keine TNF-α Behandlung) dargestellt.  

 

Abbildung 18: Bestimmung der relativen Änderung der Genexpression mittles RT-qPCR (a) und Freisetzung 
mittels ELISA (b) von CXCL8/IL-8 in HaCaT-Zellen nach Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α für unterschied-
liche Dauer. HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert 
(niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE). Danach mit 20 ng/mL TNF-α behandelt und die Proben 
nach 3, 6, 12, 24 bzw. 48 h oder direkt (Kontrolle) entnommen. Die Daten der RT-qPCR (a) sind zu den 
Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert. Die Freisetzung von IL-8 wurde mittels ELISA (b) aus dem 
Überstand des Zellmediums der behandelten HaCaT-Zellen ermittelt. Die Daten sind als prozentuale Abwei-
chung zur Kontrolle K (0 h) dargestellt. Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3 (a) bzw. 2 (b); 
biologische Replikate: 5; Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (a); One-way ANOVA (b); * p < 0,05; 
** p < 0,01; *** p < 0,001; **** p < 0,0001. 
 

 

Die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 war im Vergleich zur Kontrolle über 

alle Zeitpunkte der Behandlung signifikant erhöht (p < 0,0001 bzw. für 48 h mit p < 0,001). 
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Dabei wurde nach 3 h die höchste Änderung der Genexpression induziert, die signifikant um 

das 537,19 ± 228,64-Fache im Vergleich zur Kontrolle erhöht war. Danach wurde - im Ver-

gleich zur 3-stündigen Behandlung - ein Abfall der x-fachen Änderung der Genexpression 

von CXCL8 bis zur Behandlungsdauer von 24 h beobachtet, wobei die Änderung der Gen-

expression im Vergleich zur Kontrolle signifikant erhöht blieb. Bereits nach 6-stündiger Be-

handlung mit TNF-α betrug die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 nur noch 

202,69 ± 50,75 im Vergleich zur Kontrolle und war damit um mehr als die Hälfte im Ver-

gleich zum vorherigen Zeitpunkt reduziert. Nach 48 h stieg die x-fache Änderung der Gen-

expression auf einen Wert von 82,85 ± 59,14 an. Bei der Behandlungsdauer von 12 h und 

48 h wurde keine signifikante x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 im Ver-

gleich zur vorherigen Behandlungsdauer von 6 h bzw. 12 h beobachtet (Daten nicht gezeigt). 

Abgesehen davon könnte ein zeitabhängiger Effekt der TNF-α Behandlung auf die CXCL8-

Genexpression angenommen werden. Dabei nimmt die relative Genexpression, trotz erhöh-

ter x-facher Änderung der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle, von 3 h bis 24 h mit 

steigender Behandlungsdauer ab.  

Die x-fache Änderung der sezernierten Menge von IL-8 im Überstand des Zellkulturmedi-

ums (Abbildung 18 b) war über alle Zeitpunkte im Vergleich zur Kontrolle erhöht. Lediglich 

nach 3-stündiger Behandlung mit TNF-α wurde keine signifikante Erhöhung beobachtet. 

Nach 6-stündiger Behandlung betrug die x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung 2,87 ± 0,47 

(p < 0,05) im Vergleich zur Kontrolle und stieg mit der Behandlungsdauer weiter an. Die 

höchste x-fache Änderung wurde dabei nach 48 h beobachtet (5,82 ± 1,77 mit p < 0,0001). 

Damit könnte ebenfalls ein zeitabhängiger Effekt der TNF-α Behandlung auf die IL-8 Frei-

setzung angenommen werden.  
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Der Abbildung 19 können die Ergebnisse der Genexpression von TRPV1 (a) und TRPA1 (b) 

entnommen werden.  

 

Abbildung 19: Relative Änderung der Genexpression von TRPV1 (a) und TRPA1 (b) in HaCaT-Zellen nach 
Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α für unterschiedliche Dauer. HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 
4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE). Danach 
mit 20 ng/mL TNF-α behandelt und die Proben nach 3, 6, 12, 24 bzw. 48 h oder direkt (Kontrolle) entnommen. 
Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert und als prozentuale Abweichung zur 
Kontrolle K (0 h) dargestellt. Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3; biologische Replikate: 5; 
Brown-Forsythe und Welch-ANOVA; * p < 0,05; **** p < 0,0001. 
 

 

Die x-fache Änderung der Genexpression von TRPV1 (Abbildung 19 a) war bei der Behand-

lungsdauer von 3 h bis 24 h signifikant im Vergleich zur Kontrolle verringert (p < 0,0001). 

Die stärkste Änderung der Genexpression von TRPV1 wurde bei 6 h beobachtet, wobei diese 

um das 0,26 ± 0,07-Fache im Vergleich zur Kontrolle reduziert war. Von 12 h auf 48 h stieg 

die x-fache Änderung der Genexpression im Vergleich zur Behandlungsdauer von 6 h wie-

der an. Die 6-stündige Behandlung mit TNF-α zeigte zudem eine signifikant niedrigere x-fa-

che Änderung der Genexpression im Vergleich zur 12-stündigen, 24-stündigen und 48-stün-

digen Behandlungsdauer (Daten nicht gezeigt). Lediglich nach 48-stündiger Behandlung 

wurde keine signifikante x-fache Änderung der Genexpression von TRPV1 im Vergleich zur 

Kontrolle festgestellt, wobei diese ebenfalls reduziert war. Die x-fache Änderung der Gen-

expression von TRPA1 zeigte mit zunehmender Behandlungsdauer von TNF-α einen Anstieg 

im Vergleich zur Kontrolle. Allerdings wurde für die 3-stündige und 6-stündige Behandlung 

mit TNF-α eine um das 0,53 ± 0,48-Fache signifikante (p = 0,03) bzw. um das 
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0,78 ± 0,78-Fache verringerte Genexpression im Vergleich zur Kontrolle festgestellt. Ab der 

12-stündigen Behandlungsdauer mit 20 ng/mL TNF-α war die x-fache Änderung der Gen-

expression von TRPA1 im Vergleich zur Kontrolle erhöht und nahm bei 48 h einen Wert von 

1,65 ± 1,32 an. Ein signifikanter Effekt wurde dennoch nur bei der 3-stündigen Behandlung 

beobachtet. Basierend auf diesen Ergebnissen konnte kein zeitabhängiger Effekt der TNF-α 

Behandlung für die Genexpression von TRPV1 und TRPA1 abgeleitet werden. Wobei die 

x-fache Änderung der Genexpression von TRPA1 mit der Zeit erhöhte Werte aufwies und 

für TRPV1 über die gesamte Behandlungsdauer im Vergleich zur Kontrolle verringert war.  

 

Um die Effekte der Agonisten und Antagonisten auf kurzfristige und langfristige (chroni-

sche) Entzündungsreaktionen in HaCaT-Zellen zu untersuchen, wurden zwei verschiedene 

Zeitpunkte für die nachfolgenden Versuche festgelegt. Ein kurzfristgier Effekt sollte nach 

6 h untersucht werden. Zu diesem Zeitpunkt wurde eine verringerte x-fache Änderung der 

Genexpression von TRPV1 und TRPA1 im Vergleich zur Kontrolle festgestellt (Abbildung 

19). Ein langfristiger Effekt sollte anschließend nach 48-stündiger TNF-α Behandlung un-

tersucht werden. Zu diesem Zeitpunkt war die x-fache Änderung der Genexpression von 

TRPA1 im Vergleich zur Kontrolle erhöht (Abbildung 19 b). Auch die Freisetzung von IL-8 

stieg in Abhängigkeit von der Zeit an (Abbildung 18 b) und wies nach 48-stündiger Behand-

lung - im Vergleich zur 6-stündigen Behandlung - eine signifikant erhöhte x-fache Änderung 

der Freisetzung von IL-8 auf (p < 0,001; Daten nicht gezeigt).  

 

 

6.3.1 Einfluss der TRPV1 Agonisten bzw. Antagonisten auf die TNF-α induzierte 

Entzündungsreaktion in HaCaT-Zellen 

 

Die Ergebnisse der RT-qPCR zur Messung der Genexpression von CXCL8 und TRPV1 nach 

24-stündiger Behandlung mit 10 µM Capsaicin (TRPV1 Agonist) und/oder 1 µM Capsaze-

pin (TRPV1 Antagonist) ohne anschießende TNF-α Behandlung, sind der Abbildung 20 zu 

entnehmen. Dieser Versuch dient als Kontrollbehandlung für die anschließende TNF-α Be-

handlung (Abbildung 21). Die x-fache Änderung der Genexpression ist jeweils auf die Lö-

sungsmittelkontrolle (0,2 % DMSO, 1 % ddH2O) bezogen. 
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Abbildung 20: Relative Änderung der Genexpression von CXCL8 (a) und TRPV1 (b) nach 24-stündiger Vor-
behandlung mit TRPV1 Agonist/ Antagonist und anschließender Kontrollbehandlung ohne TNF-α zu zwei 
Zeitpunkten (I, II). HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kulti-
viert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE) und anschließend für 24 h mit Agonist (10 µM 
Capsaicin; gelöst in DMSO) und/oder Antagonist (1 µM Capsazepin; gelöst in DMSO) von TRPV1 vorbehan-
delt. Die Proben wurden nach darauffolgender Kontrollbehandlung mit dem TNF-α Lösungsmittel (1 % 
ddH2O) nach 6 h und 48 h entnommen. Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert 
und als prozentuale Abweichung zur Kontrolle (Vorbehandlung: 0,2 % DMSO; anschließende Behandlung 1 
% ddH2O) dargestellt. Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3; biologische Replikate: 3; One-way 
ANOVA (Ib, IIb); Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (Ia, IIa); * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.  
Cap: Capsaicin; CapZ: Capsazepin 
 

 

Für die Genexpression von CXCL8 wurde nach weiterer 6-stündiger Inkubation (Abbildung 

20 a) im Anschluss an die Vorbehandlung mit Capsazepin bzw. der kombinierten Behand-

lung aus Capsaicin und Capsazepin, eine signifikant erhöhte x-fache Änderung der 
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Genexpression im Vergleich zur Kontrolle gezeigt (1,79 ± 0,79 mit p < 0,05 bzw. 

1,26 ± 0,25 mit p = 0,04). Die x-fache Änderung der Genexpression bei Behandlung mit 

Capsaicin allein erreichte dabei annähernd das Niveau der kombinierten Behandlung, aller-

dings ohne einen signifikanten Anstieg. Ein ähnlicher Trend ist für die Genexpression von 

TRPV1 (Abbildung 20 Ib) zu beobachten. Die Behandlung mit Capsazepin induzierte dabei 

den größten Anstieg der x-fachen Änderung der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle 

(2,06 ± 1,65). Die kombinierte Vorbehandlung (Cap + CapZ) führte hingegen zu einer nied-

rigeren x-fachen Änderung der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle (0,89 ± 0,35). Für 

keine dieser Veränderungen wurde dabei ein signifikanter Effekt beobachtet.  

 
Während zum Zeitpunkt von 6 h die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 und 

TRPV1 im Vergleich zur Kontrolle anstieg (außer TRPV1-Genexpression bei kombinierter 

Behandlung aus Capsaicin und Capsazepin), wurde bei 48 h eine reduzierte Genexpression 

im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Nur die Behandlung mit Capsaicin (Abbildung 20 

IIa) zeigte eine erhöhte Änderung der Genexpression von CXCL8 im Vergleich zur Kontrolle 

(1,54 ± 1,17). Die x-fache Änderung der Genexpression von TRPV1 zum Zeitpunkt von 48 h 

(Abbildung 20 IIb) war für die Behandlung mit Capsaicin (0,66 ± 0,49) sowie bei kombi-

nierter Behandlung aus Capsaicin mit Capsazepin (0,53 ± 0,15) signifikant im Vergleich zur 

Kontrolle verringert (mit p = 0,04 bzw. p = 0,003). 
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Der Abbildung 21 ist die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 und TRPV1 bei 

zusätzlicher Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α nach Vorbehandlung mit dem jeweiligen A-

gonisten bzw. Antagonisten zu entnehmen.   

 
 

 
Abbildung 21: Relative Änderung der Genexpression von CXCL8 (a) und TRPV1 (b) nach 24-stündiger Vor-
behandlung mit TRPV1 Agonist/ Antagonist und anschließender Behandlung mit TNF-α zu zwei Zeitpunkten 
(I, II). HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger 
Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE) und anschließend für 24 h mit Agonist (10 µM Capsaicin; gelöst in 
DMSO) und/oder Antagonist (1 µM Capsazepin; gelöst in DMSO) von TRPV1 vorbehandelt. Die Proben wur-
den nach darauffolgender Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α (gelöst in ddH2O) nach 6 h und 48 h entnommen. 
Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert und als prozentuale Abweichung zur 
TNF-α Kontrolle (Vorbehandlung: 0,2 % DMSO; anschließende Behandlung 20 ng/mL TNF-α) dargestellt. 
Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3; biologische Replikate: 3; One-way ANOVA (IIa); Brown-
Forsythe und Welch-ANOVA (Ia, Ib); Kruskal-Wallis (IIb); * p < 0,05.  
Cap: Capsaicin; CapZ: Capsazepin 
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Für die Genexpression von CXCL8 wurde nach 6-stündiger sowie 48-stündiger TNF-α Be-

handlung kaum eine Änderung beobachtet. Dabei erreichte die Genexpression zum Zeit-

punkt von 6 h (Abbildung 21 Ia) eine x-fache Änderung von 0,76 ± 0,26 (für Cap + CapZ) 

bis höchstens 1,09 ± 0,33 (für CapZ). Zum Zeitpunkt von 48 h (Abbildung 21 IIa) führte die 

kombinierte Vorbehandlung (Cap + CapZ) zu einer signifikant reduzierten x-fachen Ände-

rung der Genexpression von 0,65 ± 0,21 im Vergleich zur TNF-α Kontrollbehandlung.  

Bezüglich der Genexpression von TRPV1 wurde zu keinem der beiden Zeitpunkte ein signi-

fikanter Effekt durch die Vorbehandlungen beobachtet. Dabei war die x-fache Änderung der 

Genexpression von TRPV1 bei alleiniger Behandlung mit Capsaicin sowie Capsazepin und 

anschließender 6-stündiger TNF-α Behandlung um das 1,53 ± 0,70 bzw. 1,48 ± 0,48-Fache 

im Vergleich zur Kontrolle erhöht. Das Expressionsniveau von TRPV1 blieb durch die kom-

binierte Vorbehandlung (Cap + CapZ) nahezu unverändert im Vergleich zur Kontrolle (Ab-

bildung 21 Ib). Nach 48-stündiger TNF-α Behandlung war die x-fache Änderung der Gen-

expression von TRPV1 bei Vorbehandlung mit Capsaicin im Vergleich zur Kontrolle erhöht 

(2,19 ± 1,36). Die Vorbehandlung mit der kombinierten Anwendung (Cap + CapZ) zeigte 

eine ähnlich hohe x-fache Änderung der Genexpression von 2,09 ± 1,41 (Abbildung 21 IIb).  

 

 

Um Rückschlüsse auf eine pro- oder antiinflammatorische Wirkung schließen zu können, 

wurde die sezernierte Menge von IL-8 im Überstand des Zellkulturmediums mittels ELISA 

gemessen. Die Ergebnisse können der Abbildung 22 entnommen werden, wobei (a) die x-fa-

che Änderung der freigesetzten Menge von IL-8 ohne weitere TNF-α Behandlung zeigt und 

(b) mit nachfolgender TNF-α Behandlung für jeweils 6 h und 48 h. Die x-fache Änderung 

der freigesetzten Menge an IL-8 ist dabei auf die jeweilige Lösungsmittelkontrolle K (a) 

bzw. TNF-α Kontrollbehandlung KTNF (b) bezogen. 
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Abbildung 22: Bestimmung der relativen Änderung der Freisetzung von IL-8 mittels ELISA nach 24-stündiger 
Vorbehandlung mit TRPV1 Agonist/ Antagonist und anschließender Behandlung mit (b) oder ohne (a) TNF-α 
zu zwei Zeitpunkten (I, II). HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingun-
gen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE) und anschließend für 24 h mit Agonist (10 
µM Capsaicin; gelöst in DMSO) und/oder Antagonist (1 µM Capsazepin; gelöst in DMSO) von TRPV1 vor-
behandelt. Die Proben wurden nach darauffolgender Kontrollbehandlung mit dem TNF-α Lösungsmittel (1 % 
ddH2O) oder TNF-α (20 ng/mL) nach 6 h und 48 h entnommen. Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH 
und HPRT1 normalisiert und als prozentuale Abweichung zur jeweiligen (a) Lösungsmittelmittelkontrolle K 
(0,2 % DMSO; 1 % ddH2O) bzw. (b) TNF-α Kontrolle KTNF (0,2 % DMSO; 20 ng/mL TNF-α) dargestellt. 
Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 2; biologische Replikate: 3; One-way ANOVA (Ia, IIb); 
Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (IIa, Ib); ** p < 0,01; **** p < 0,0001.  
Cap: Capsaicin; CapZ: Capsazepin 
 

 

Für die IL-8 Freisetzung ohne weitere TNF-α Behandlung (Abbildung 22 Ia & IIa) wurde 

keine signifikanten Änderungen der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle zu beiden 

Zeitpunkten festgestellt. Die Behandlung mit Capsazepin zeigte dabei jeweils die größte 
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x-fache Änderung im Vergleich zur Kontrolle - mit einem Wert von 0,97 ± 0,52 bei 6 h bzw. 

1,92 ± 0,89 bei 48 h. Auch für Capsaicin wurde bei 48 h eine erhöhte x-fache Änderung der 

IL-8 Freisetzung festgestellt (1,39 ± 0,51). Dennoch konnte für diese Veränderungen kein 

signifikanter Effekt festgestellt werden. Bei der zusätzlichen Behandlung mit TNF-α wurde 

hingegen ein starker signifikanter Effekt bei 6-stündiger TNF-α Behandlung und Vorbe-

handlung mit Capsaicin festgestellt (Abbildung 22 Ib). Dabei war die IL-8 Freisetzung sig-

nifikant um das 0,63 ± 0,04-Fache im Vergleich zur TNF-α Kontrolle reduziert (p < 0,0001). 

Für die anderen Behandlungen war die x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung auch im Ver-

gleich zur Kontrolle reduziert, aber die Effekte waren nicht signifikant. Hingegen wurde 

nach 48-stündiger TNF-α Behandlung (Abbildung 22 IIb) jeweils ein signifikanter Effekt 

bei der Capsazepin Behandlung sowie der kombinierten Behandlung (Cap + CapZ) festge-

stellt. Dabei war die Änderung der IL-8 Freisetzung bei Capsazepin um das 0,54 ± 0,26-Fa-

che (mit p < 0,01) bzw. bei kombinierter Behandlung um das 0,53 ± 0,13-Fache (mit 

p < 0,01) im Vergleich zur TNF-α Kontrolle reduziert. Für die Behandlung mit Capsaicin 

wurde eine x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung von 0,68 ± 0,37 beobachtet. Generell 

stimmen die Beobachtungen der IL-8 Freisetzung bei TNF-α Behandlung mit denen der 

CXCL8-Genexpression überein.  

 

 

6.3.2 Einfluss des TRPA1 Agonisten bzw. Antagonisten auf die TNF-α induzierte 

Entzündungsreaktion in HaCaT-Zellen 

 

Die Ergebnisse der RT-qPCR zur Messung der Genexpression von CXCL8 und TRPA1 nach 

24-stündiger Behandlung mit 50 µM Zimtaldehyd (TRPA1 Agonist) und/oder 1 µM AP-18 

(TRPA1 Antagonist) ohne anschießende TNF-α Behandlung, sind der Abbildung 23 zu ent-

nehmen. Dieser Versuch dient als Kontrollbehandlung für die anschließende TNF-α Behand-

lung (Abbildung 24). Die x-fache Änderung der Genexpression ist jeweils auf die Lösungs-

mittelkontrolle (0,2 % DMSO, 1 % ddH2O) bezogen. 

 
 
 
 
 
 
 
 



 

77 
 

 
Abbildung 23: Relative Änderung der Genexpression von CXCL8 (a) und TRPA1 (b) nach 24-stündiger Vor-
behandlung mit TRPA1 Agonist/ Antagonist und anschließender Kontrollbehandlung ohne TNF-α zu zwei 
Zeitpunkten (I, II). HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kulti-
viert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE) und anschließend für 24 h mit Agonist (50 µM 
Zimtaldehyd; gelöst in DMSO) und/oder Antagonist (1 µM AP-18; gelöst in DMSO) von TRPA1 vorbehan-
delt. Die Proben wurden nach darauffolgender Kontrollbehandlung mit dem TNF-α Lösungsmittel (1 % 
ddH2O) nach 6 h und 48 h entnommen. Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert 
und als prozentuale Abweichung zur Kontrolle (Vorbehandlung: 0,2 % DMSO; anschließende Behandlung 1 
% ddH2O) dargestellt. Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3; biologische Replikate: 4 - 5; One-
way ANOVA (IIb); Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (Ia, Ib, IIa); * p < 0,05.  
Zim: Zimtaldehyd; AP: AP-18 

 

 

Für die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 wurde nach weiterer 6-stündiger 

und 48-stündiger Inkubation der HaCaT-Zellen (ohne TNF-α) keine signifikante Änderung 

der Genexpression beobachtet. Dabei erzielte die Genexpression zum Zeitpunkt von 6 h 
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(Abbildung 23 Ia) eine x-fache Änderung von 0,92 ± 0,18 (für AP-18) bis 0,77 ± 0,35 (für 

Zim + AP). Zum Zeitpunkt von 48 h (Abbildung 23 IIa) war die x-fache Änderung der Ge-

nexpression im Vergleich zur Kontrolle leicht erhöht und nahm Werte von 1,18 ± 1,04 (für 

Zim) bis höchstens 1,3 ± 0,84 (für AP) an. Auf einem ähnlichen Niveau befand sich die 

x-fache Änderung der Genexpression von TRPA1 nach 48 h (Abbildung 23 IIb), wobei diese 

im Vergleich zur Kontrolle Werte von 1,07 ± 1,19 (für Zim + AP) bis 1,38 ± 1,01 (für 

AP-18) annahm und keine signifikanten Effekte zeigte. Beim Zeitpunkt von 6 h war die 

x-fache Änderung der TRPA1-Genexpression im Vergleich zur Kontrolle ebenfalls redu-

ziert. Für die Behandlung mit AP-18 wurde dabei ein signifikanter Effekt gezeigt, wobei die 

x-fache Änderung der TRPA1-Genexpression um 0,38 ± 0,29 geringer war im Vergleich zur 

Kontrolle (p < 0,05).  
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Der Abbildung 24 ist die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 und TRPA1 bei 

zusätzlicher Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α und nach Vorbehandlung mit den jeweiligen 

Agonisten bzw. Antagonisten zu entnehmen.   

 
 

Abbildung 24: Relative Änderung der Genexpression von CXCL8 (a) und TRPA1 (b) nach 24-stündiger Vor-
behandlung mit TRPA1 Agonist/ Antagonist und anschließender Behandlung mit TNF-α zu zwei Zeitpunkten 
(I, II).  HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingungen kultiviert (niedriger 
Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE) und anschließend für 24 h mit Agonist (50 µM Zimtaldehy; gelöst 
in DMSO) und/oder Antagonist (1 µM AP-18; gelöst in DMSO) von TRPA1 vorbehandelt. Die Proben wurden 
nach darauffolgender Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α (gelöst in ddH2O) nach 6 h und 48 h entnommen. Die 
Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH und HPRT1 normalisiert und als prozentuale Abweichung zur TNF-
α Kontrolle (Vorbehandlung: 0,2 % DMSO; anschließende Behandlung: 20 ng/mL TNF-α) dargestellt. Statis-
tik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 3; biologische Replikate: 4 (I) - 5 (II); One-way ANOVA (Ib, IIb); 
Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (Ia, IIa); Kruskal-Wallis (Ib); **** p < 0,0001.  
Zim: Zimtaldehyd; AP: AP-18 
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Für die x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 und TRPA1 wurden nach 6-stün-

diger Behandlung mit TNF-α keine signifikanten Effekte beobachtet (Abbildung 24 I). Für 

beide Gene zeigte die kombinierte Vorbehandlung (Zim + AP) jeweils die größte x-fache 

Änderung der Genexpression nach 6 h. Diese war für CXCL8 um das 1,31 ± 0,77-Fache und 

für TRPA1 um das 1,78 ± 1,00-Fache im Vergleich zur jeweiligen Kontrolle erhöht. Die an-

deren beiden Behandlungen zeigten nahezu kaum Veränderungen im Vergleich zur TNF-α 

Kontrolle. Nach 48-stündiger Behandlung mit TNF-α wurde schließlich ein signifikanter 

Effekt bei kombinierter Vorbehandlung aus Zimtaldehyd und AP-18 für die x-fache Ände-

rung der Genexpression von CXCL8 beobachtet (Abbildung 24 IIa). Diese war signifikant 

um 0,44 ± 0,17 im Vergleich zur TNF-α Kontrolle reduziert (p < 0,0001). Auch für die Be-

handlung mit Zimtaldehyd bzw. AP-18 wurde eine reduzierte x-fache Änderung der Genex-

pression von CXCL8 sowie TRPA1 im Vergleich zur TNF-α Kontrolle festgestellt. Die x-fa-

che Änderung der Genexpression von TRPA1 (Abbildung 24 IIb) nahm dabei Werte von 

0,90 ± 0,45 (Zim + AP) bis 0,72 ± 0,36 (AP) im Vergleich zur TNF-α Kontrolle an. 

 

 

Um Rückschlüsse auf eine pro- oder antiinflammatorische Wirkung schließen zu können, 

wurde die sezernierte Menge von IL-8 im Überstand des Zellkulturmediums mittels ELISA 

gemessen. Die Ergebnisse können der Abbildung 25 entnommen werden, wobei (a) die x-fa-

che Änderung der freigesetzten Menge von IL-8 ohne weitere TNF-α Behandlung zeigt und 

(b) mit nachfolgender TNF-α Behandlung für jeweils 6 h und 48 h. Die x-fache Änderung 

der freigesetzten Menge an IL-8 ist dabei auf die jeweilige Lösungsmittelkontrolle K (a) 

bzw. TNF-α Kontrollbehandlung KTNF (b) bezogen.  
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Abbildung 25: Bestimmung der relativen Änderung der Freisetzung von IL-8 mittels ELISA nach 24-stündiger 
Vorbehandlung mit TRPA1 Agonist/ Antagonist und anschließender Behandlung mit (b) oder ohne (a) TNF-α 
zu zwei Zeitpunkten (I, II). HaCaT-Zellen wurden über einen Zeitraum von 4 Tagen unter Kontrollbedingun-
gen kultiviert (niedriger Calciumgehalt: 0,06 mM Ca2+, EGF, BPE) und anschließend für 24 h mit Agonist (50 
µM Zimtaldehyd; gelöst in DMSO) und/oder Antagonist (1 µM AP-18; gelöst in DMSO) von TRPA1 vorbe-
handelt. Die Proben wurden nach darauffolgender Kontrollbehandlung mit dem TNF-α Lösungsmittel (1 % 
ddH2O) oder TNF-α (20 ng/mL) nach 6 h und 48 h entnommen. Die Daten sind zu den Referenzgenen GAPDH 
und HPRT1 normalisiert und als prozentuale Abweichung zur jeweiligen (a) Lösungsmittelmittelkontrolle K 
(0,2 % DMSO; 1 % ddH2O) bzw. (b) TNF-α Kontrolle KTNF (0,2 % DMSO; 20 ng/mL TNF-α) dargestellt. 
Statistik: Mittelwert + SD; technische Replikate: 2; biologische Replikate: 4 - 5; One-way ANOVA (Ib); 
Brown-Forsythe und Welch-ANOVA (Ia, IIa, IIb); ** p < 0,01.  
Zim: Zimtaldehyd; AP: AP-18  
 

 

Für die IL-8 Freisetzung ohne TNF-α Behandlung (Abbildung 25 a) wurden keine signifi-

kanten Änderungen im Vergleich zur Kontrolle zu beiden Zeitpunkten festgestellt. Zum 

Zeitpunkt von 6 h wurde bei Vorbehandlung mit Zimtaldehyd die größte x-fache Änderung 
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der IL-8 Freisetzung festgestellt, die einen Wert von 2,36 ± 1,35 im Vergleich zur Kontrolle 

annahm. Die Behandlung mit AP-18 sowie die kombinierte Vorbehandlung (Zim + AP) 

führten ebenfalls zu einer erhöhten x-fachen Änderung im Vergleich zur Kontrolle (mit 

1,44 ± 0,63 bzw. 1,57 ± 0,81). Nach 48 h (Abbildung 25 IIa) waren die Unterschiede nur 

noch minimal und die IL-8 Freisetzung für alle drei Behandlungen nahezu auf dem Niveau 

der Kontrolle. Ebenso wurden nahezu keine Unterschiede der IL-8 Freisetzung durch die 

Vorbehandlungen nach 6-stündiger TNF-α Behandlung festgestellt (Abbildung 25 Ib), wo-

bei die x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung Werte zwischen 1,02 ± 0,28 (AP) und 

1,24 ± 0,25 (Zim + AP) annahm. Nach 48-stündiger TNF-α Behandlung (Abbildung 25 IIb) 

war die x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur TNF-α Kontrolle über alle 

Vorbehandlungen reduziert. Bei der Behandlung mit Zimtaldehyd wurde eine um 

0,18 ± 0,07 (p <= 0,01) signifikant reduzierte x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung im 

Vergleich zur TNF-α Kontrolle festgestellt. Auch die kombinierte Vorbehandlung (Zim + 

AP) zeigte eine um 0,37 ± 0,15 (p < 0,01) signifikant reduzierte x-fache Änderung der IL-8 

Freisetzung im Vergleich zur TNF-α Kontrolle.  
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7 Diskussion 
 

Dieser Arbeit liegen die Hypothesen zugrunde, dass die Aktivierung von TRPV1 - durch 

den Agonisten Capsaicin - TNF-α induzierte Entzündungsreaktionen in humanen basalen 

Keratinozyten abschwächt, während die Aktivierung von TRPA1 - durch Zimtaldehyd - der-

artige Entzündungsreaktionen verstärkt. Um diese Hypothesen zu beantworten, wurden 

HaCaT-Zellen als Modell verwendet. Mithilfe von MTT-Tests wurden geeignete Konzent-

rationen der Agonisten bzw. Antagonisten ermittelt sowie für TNF-α. Die TNF-α Behand-

lung wurde durch weitere Versuche (RT-qPCR und ELISA), die unterschiedliche Konzent-

rationen sowie eine unterschiedliche Behandlungsdauer umfassten, optimiert. Schließlich 

wurden die HaCaT-Zellen mit den Agonisten bzw. Antagonisten oder einer Kombination 

aus beiden für 24 h vorbehandelt und anschließend mit oder ohne 20 ng/mL TNF-α für wei-

tere 6 h bzw. 48 h behandelt. Danach wurde mithilfe der RT-qPCR die Genexpression von 

TRPV1, TRPA1 und CXCL8 ermittelt. Zudem wurde im Überstand des Zellkulturmediums 

die von den Zellen sezernierte Menge an IL-8 mittels ELISA gemessen. Die Ergebnisse die-

ser Versuche werden in den folgenden Kapiteln diskutiert.  

 

 

7.1 Einfluss von TNF-α auf die Zellvitalität  

 

Die Ergebnisse des MTT-Tests zeigten eine zum Teil signifikant erhöhte Zellvitalität der 

HaCaT-Zellen nach Behandlung mit TNF-α, obwohl TNF-α neben der Vermittlung von ent-

zündungsfördernden Prozessen auch mit der Induktion von Apoptose im Zusammenhang 

steht. Eine erhöhte Zellvitalität in HaCaT-Zellen nach TNF-α Behandlung (10 ng/mL über 

48 h) wurde bereits in anderen Studien berichtet (Wu et al., 2020). Teilweise wurde von 

einer Resistenz der HaCaT-Zellen gegenüber TNF-α ausgelöster Apoptose ausgegangen 

(Reinartz et al., 1996). Die Wirkungen von TNF-α unterliegen einer Reihe von Signalwegen, 

die an dieser Stelle nicht erforscht wurden, aber eine Erklärung für die erhöhte Zellvitalität 

darstellen. 

Die Signalisierung von TNF-α erfolgt in humanen Keratinozyten vorwiegend über TNFR1, 

der im Gegensatz zu TNFR2 ein höheres Expressionsniveau aufweist (Lisby et al., 2007). 

TNFR1 ist durch sogenannte Todesdomänen gekennzeichnet, welche spezielle Protein-Pro-

tein-Interaktionsdomänen darstellen, die für apoptotische Signalwege essenziell sind (Hein-

rich, Koch & Brix, 2014). Durch Bindung an TNFR1 erfolgt die Aktivierung des 
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Transmembran-Signalkomplexes I, der die Transkription von antiapoptotischen, proin-

flammatorischen und katabolen Genen induziert, indem NF-kB-Signalwege oder 

MAP-Kinasen (JNK, p38, ERK) aktiviert werden. Ebenso kann TNFR1, aber nicht TNFR2, 

Apoptose über Caspase-8-Signalwege auslösen, die über Aktivierung des Transmembran-

Signalkomplexes II - auch DISC („death inducing signalling complex“) genannt- signalisiert 

werden (zusammengefasst von van Herreweghe et al., 2010). MAP-Kinasen sind neben der 

Vermittlung des Zellüberlebens wesentlich an der Regulation der Zellproliferation, Zelldif-

ferenzierung und -motilität beteiligt (zusammengefasst von Roux & Blenis, 2004). Somit 

wurde TNF-α über die Vermittlung von pro- und antiapoptotischen Signalen auch eine Rolle 

bei der Wundheilung, Zellproliferation und -differenzierung zugeschrieben (Banno et al., 

2004). Wobei zwischen Wirkungen von TNF-α während der akuten Wundheilung und nach-

teiligen Effekten während chronischer Wunden differenziert werden muss (zusammenge-

fasst von Sim et al., 2022). Eine Studie von Banno et al. (2004) zeigte, dass TNF-α in pri-

mären Keratinozyten Veränderungen im Aktinzytoskelett induzierte und die Zellmigration 

förderte, wodurch eine Beteiligung an der Zellreparatur und Zellregeneration von TNF-α 

möglich sein kann (Banno et al., 2004). Kumari et al. (2014) zeigten, dass der über TNFR1 

vermittelte NF-kB-Signalweg vermutlich entscheidend ist, um das Zellüberleben von Kera-

tinozyten zu vermitteln, der bei Hemmung zur Auslösung der Apoptose und Entzündungs-

reaktionen beiträgt (Kumari et al., 2014; zusammengefasst von Sim et al., 2022). Die genaue 

Rolle von TNF-α bezüglich immunmodulatorischer Wirkungen und der daran beteiligten 

Vermittlung des Zelltodes (über Apoptose oder Nekroptose) ist äußerst komplex und bedarf 

in Zusammenhang mit der chronischen Wundheilung und entzündungsassoziierten Erkran-

kungen weiterer Forschung (zusammengefasst von Sim et al., 2022). 

 

Letztlich diente der hier durchgeführte MTT-Test dazu festzustellen, ob die verwendeten 

Dosen von TNF-α toxische Wirkungen in HaCaT-Zellen induzieren, sodass geringere Dosen 

gerechtfertigt wären. Diese konnten nicht festgestellt werden, weshalb davon ausgegangen 

wird, dass die verwendete Konzentration von 20 ng/mL TNF-α keine toxischen negativen 

Wirkungen in den HaCaT-Zellen während der nachfolgenden Versuche induziert. 
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7.2 Einfluss von TNF-α auf die Genexpression und Freisetzung von CXCL8/IL-8 

 

Die gezeigten dosisabhängigen Effekte der TNF-α Behandlung auf die CXCL8/IL-8 Genex-

pression und Freisetzung (Abbildung 16 & 17) stehen im Einklang mit Daten aus der Lite-

ratur (Cen et al., 2007; Chiricozzi et al., 2011). Während die Induktion der Genexpression 

von CXCL8 durch TNF-α bereits durch andere Studien gezeigt wurde, liegen kaum Studien 

vor, die unterschiedliche Konzentrationen und Behandlungszeiträume von TNF-α auf die 

CXCL8/IL-8 Genexpression und Sekretion testen - was den Gegenstand dieser Arbeit dar-

stellt. Die durch TNF-α induzierten Entzündungsreaktionen in HaCaT-Zellen werden häufig 

verwendet, um die Pathogenese entzündlicher Hauterkrankungen zu untersuchen. Dabei 

wird TNF-α als Schlüsselfaktor für die Ausbildung zahlreicher entzündlicher Erkrankungen 

angesehen (Banno et al., 2004).  

Die Ergebnisse der CXCL8-Genexpression zeigten bereits nach 3 h einen raschen sowie den 

höchsten Anstieg, der über einen Zeitraum von 48 h gemessen wurde. Banno et al. (2004) 

zeigten, dass epidermale Keratinozyten sehr frühe Immun- und Entzündungsreaktionen bei 

Behandlung mit TNF-α aufweisen. Diese beinhalteten bereits nach 1-4 h eine schnelle Re-

aktion auf TNF-α, indem die Expression von Genen reguliert wurde, die zur Freisetzung von 

Chemokinen beitragen und damit verbunden die Chemotaxis und Entzündungsreaktionen 

einleiten (Banno et al., 2004). Interessanterweise war der hier beobachtete zeitabhängige 

Effekt der Freisetzung von IL-8 genau umgekehrt zur Genexpression und zeigte zu Beginn 

(3 h) die niedrigste Erhöhung, während nach 48 h der stärkste Anstieg der x-fachen Ände-

rung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet wurde. Die CXCL8/IL-8 Genexpression und 

Freisetzung wird durch eine Reihe von Mechanismen reguliert, die in dieser Arbeit zwar 

nicht untersucht wurden, aber eine Erklärung für die beobachteten zeitabhängigen Effekte 

darstellen können. Diese wurden in wissenschaftlichen Übersichtsarbeiten von Ha et al. 

(2017) und Hoffmann et al. (2002) diskutiert, auf die im Folgenden kurz eingegangen wird.  

Die CXCL8 Promotorregion umfasst eine NF-κB -Bindungsstelle, die für die Induktion es-

sentiell ist und weitere CAAT/Enhancer bindende Protein (C/EBP) sowie eine AP-1 Bin-

dungsstelle, die nicht essentiell aber für eine maximale Genexpression notwendig sind. Im 

nicht-stimulierten Zustand erfolgt die Repression der CXCL8 Promotorregion über folgende 

Mechanismen: Blockierung der NF-κB-Bindungsstelle über Bindung des NF-κB Repressing 

Faktors an das negative regulatorische Element NRE; Bindung des Oktamer-1 an die Ok-

tomerbindungsstelle, wodurch die C/EBP-Bindungsstelle am gegenüberliegenden Komple-

mentärstrang blockiert wird; Deacetylierung von Histonproteinen, durch Histon-Deacetylase 
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1. Infolge eines Stimulus, der durch TNF-α induziert werden kann, wird die Transkription 

von CXCL8 durch verschiedene Transkriptionsfaktoren eingeleitet. NF-κB translokalisiert 

in den Zellkern und bindet unmittelbar neben dem NF-κB Repressing Faktor an die DNA. 

NF-κB und AP-1 werden phosphorylieret und dienen als Transaktivatoren für die Genex-

pression. Das CAAT/enhancer-binding protein β (C/EBP β) ersetzt das Oktamer-1 und bin-

det ebenfalls an die Promotorregion. Zusätzlich wird das Histon acetyliert und die Derepres-

sion der Promotorregion gefördert. Insgesamt scheinen alle beteiligten Proteine miteinander 

zu interagieren und eine Art Enhanceosom zu bilden, welches durch einen optimalen Kon-

takt mit dem RNA-Polymerase 2 Holoenzym schließlich eine maximale Gentranskription 

ermöglicht (zusammengefasst von Ha et al., 2017; Hoffmann et al., 2002). Die Bildung die-

ses Multiproteinkomplexes wird durch NF-κB-, JNK- und ERK-Signalwege vermittelt, de-

ren Phosphorylierung und Aktivierung wiederum über die Bindung von TNF-α auf der Zell-

oberfläche vermittelt werden (zusammengefasst von Hoffmann et al., 2002).  
 
Für eine maximale Hochregulation der CXCL8 Expression sind neben der Derepression der 

Promotorregion weitere Faktoren notwendig, die in der Übersichtsarbeit von Hoffmann et 

al. (2002) dargestellt werden: Die Aktivierung des NF-κB-Signalweges ist dabei vermutlich 

essentiell für die mRNA-Synthese, führt aber erst gemeinsam mit dem MAP-Kinase vermit-

telten JNK-Signalweg (und ERK) zu einer moderaten mRNA-Synthese. Neben diesen Pro-

zessen ist die Stabilisierung der mRNA für eine signifikante Steigerung der IL-8 Synthese 

notwendig, die über einen MAP-Kinase vermittelten p38-Signalweg erfolgt. Der Abbau der 

mRNA wird über Adenosin/Uridin-reiche Elemente (ARE) auf der CXCL8-mRNA gesteu-

ert, auf die auch der p38-MAPK-Signalweg zur Stabilisierung abzielt (zusammengefasst von 

Hoffmann et al., 2002). Mitglieder der p38-Familie werden in verschiedenen Zellen und 

Geweben unterschiedlich reguliert und ebenso kann die Aktivität der ARE durch entzündli-

che Zustände verstärkt werden (Lin et al., 2015; zusammengefasst von Herlaar & Brown, 

1999). Vaccini et al. (2018) haben geschlussfolgert, dass derartige verschiedene Faktoren 

die Expression und Freisetzung von CXCL8/IL-8 mitsteuern und somit unterschiedliche Er-

gebnisse zwischen verschiedenen Versuchsbedingungen und Modellen auftreten lassen. Zu-

dem existieren posttranslationale Regulationsmechanismen. In Gegenwart eines entzündli-

chen Milieus sind Endothelzellen, Monozyten und Fibroblasten in der Lage, N-terminale 

Isoformen von IL-8 zu produzieren, wodurch die Aktivität von IL-8 posttranslational modi-

fiziert werden kann und dadurch die chemotaktischen Eigenschaften moduliert werden kön-

nen (Vacchini et al., 2018). 
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Diese komplexen Regulationsmechanismen können zur Erklärung beitragen, wieso die x-fa-

che Änderung der Freisetzung von IL-8 im Vergleich zur Kontrolle erst nach 48 h eine ma-

ximale Änderung erreichte und eine erhöhte Genexpression nicht automatisch eine zeitgleich 

erhöhte Proteinproduktion bedeutet. Demnach wird die IL-8 Produktion vor allem transkrip-

tionell und posttranslational reguliert, sodass die gebildete mRNA zum Zeitpunkt von 3 h 

womöglich zum Teil wieder abgebaut und nicht durch den p38-Signalweg stabilisiert wurde. 

Dies würde zudem bedeuten, dass erst eine längere Anwendung von TNF-α zu einer erhöh-

ten chronischen Freisetzung von IL-8 führt und die Entzündungsreaktionen verstärkt.  

 

 

7.3 Einfluss von TNF-α auf die Genexpression von TRPV1 und TRPA1   

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen eine TNF-α induzierte Hochregulation der TRPA1-Ge-

nexpression in HaCaT-Zellen unter Kulturbedingungen mit niedrigem Calciumgehalt. Auf-

grund von Varianzen zwischen den biologischen Replikaten konnten keine signifikanten do-

sis- und zeitabhängigen Effekte der TNF-α Behandlung beobachtet werden. Dennoch zeigte 

sich eine erhöhte x-fache Änderung der Genexpression von TRPA1, die bei Behandlung mit 

20 ng/mL TNF-α (für 48 h) signifikant im Vergleich zur Kontrolle erhöht war und mit der 

Zeit anstieg (Abbildung 17 & 19). Diese Ergebnisse sind mit denen von Luostarinen et al. 

(2021) vereinbar. In der dort durchgeführten Studie wurde eine signifikante dosis- und zeit-

abhängige Hochregulation der Genexpression von TRPA1 in humanen Keratinozyten unter 

Behandlung mit TNF-α (20 ng/mL für 2 - 48 h bzw. 0,2 - 20 ng/mL für 24 h) festgestellt. 

Diese Hochregulation wurde insbesondere auf eine Aktivierung des entzündlichen Signal-

weges NF-κB zurückgeführt und weitere Studien belegen, dass Bindungsstellen von NF-κB 

im humanen TRPA1 Promotor existieren (Hatano et al., 2012; Luostarinen et al., 2021). 

Ebenso wurde eine Beteiligung der JNK- und MAPK-Signalwege an der Hochregulation 

von TRPA1 vorgeschlagen, was aus weiteren Versuchen mit entsprechenden Inhibitoren ab-

geleitet worden ist, die eine derartige Hochregulation von TRPA1 unterdrückten (Luostari-

nen et al., 2021). Der bei Aktivierung des Kanals induzierte Calciumeinstrom durch TRPA1 

kann wiederum die Genexpression von Entzündungsfaktoren regulieren (Bootman, 2012). 

Damit steht TRPA1 in besonderem Maß mit entzündlichen Signalwegen in Verbindungen, 

die eine gegenseitige Regulation bedingen können. Die TRPV1-Genexpression wurde in der 

hier vorliegenden Arbeit unter dem Einfluss von TNF-α weniger bis gar nicht beeinflusst 



 

88 
 

und zeigte bei einer Konzentration von 20 ng/mL TNF-α eine signifikant verringerte x-fache 

Änderung der Genexpression im Vergleich zur Kontrolle (Abbildung 17). 

 

Die Mechanismen, die die Genexpression regulieren, sind nicht vollständig verstanden und 

wurden an dieser Stelle nicht weiter erforscht. Einige Erklärungsansätze können dafür ange-

führt werden. So könnte beispielweise die Phosphorylierung von TRPV1 eine schnelle Ka-

nalinsertion an die Membranoberfläche induzieren (X. Zhang et al., 2005) - dieser Mecha-

nismus wird in Kapitel 7.4.2 genauer diskutiert. Eine Aktivierung des p38-MAPK-Signal-

weges, welcher unter entzündlichen Zuständen auftritt, kann eine erhöhte Proteinexpression 

von TRPV1 in sensorischen Neuronen auslösen (Ji et al., 2002). Ji et al. (2002) haben dabei 

auch gezeigt, dass erhöhte Proteinlevel nicht immer mit einer erhöhten mRNA-Expression 

einhergehen müssen. Verschiedene translationale und posttranslationale Modifikationen 

können zu diesen Diskrepanzen führen. Insbesondere durch p38 konnte ein erhöhter Trans-

port von TRPV1 sowie eine erhöhte Translation induziert werden, ohne dabei die mRNA-

Menge auf Transkriptionsebene zu beeinflussen (Ji et al., 2002). Derartige Faktoren können 

die Aktivität von TRPV1 beeinflussen, die auf Transkriptionsebene nicht sichtbar wäre. 

  

Letztlich unterstützen diese Ergebnisse aber die Hypothesen, dass TRPV1 und TRPA1 in 

unterschiedlicher Weise an der Regulation von inflammatorischen Signalwegen beteiligt 

sein könnten, indem TNF-α einerseits die Hochregulation der TRPA1-Genexpression (zu-

mindest mit steigender Dauer) induziert und anderseits eine Herunterregulation der 

TRPV1-Genexpresison induziert, wodurch proinflammatorische Entzündungsreaktionen un-

terstützt werden. Es ist möglich, dass diese Beobachtungen nicht für alle Zellmodelle zutref-

fen und die Genexpression von TRPV1 dabei unterschiedlich durch Entzündungsreaktionen 

reguliert wird. Wie bereits beschrieben führten einige Studien diesbezüglich zu Diskrepan-

zen (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010; Silverman et al., 2020). So wurde eine 

erhöhte Genexpression von TRPV1 - insbesondere in Nervenfasern - mit proinflammatori-

schen und schmerzassoziierten Erkrankungen in Verbindung gebracht, während ebenso eine 

verringerte Genexpression in verschiedenen Geweben mit proinflammatorischen Erkran-

kungen einhergeht (zusammengefasst von Alawi & Keeble, 2010).  

Diese Daten sprechen unter anderem dafür, dass die Genregulation von TRPV1 einen Ein-

fluss auf entzündliche Zustände hat oder selbst unter dem Einfluss dieser steht. Es wurde 

allgemein beschrieben, dass eine Imbalance zwischen antiinflammatorischen und proin-

flammatorischen Zytokinen - zugunsten von proinflammatorischen - zur Aufrechterhaltung 
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von Entzündungen und der Schmerzwahrnehmung beiträgt, an der die vermittelte TRP-Sig-

nalisierung beteiligt sein kann (zusammengefasst von Uçeyler et al. 2009). 

 

 

7.4 Effekte der Modulation von TRPV1 und TRPA1 auf TNF-α induzierte Entzün-

dungsreaktionen 

 

Um die Hypothese zu prüfen, ob die Modulation von TRPV1 und TRPA1 durch die spezifi-

schen Agonisten einen Effekt auf die TNF-α induzierte Entzündungsreaktion in nicht-neu-

ronalen basalen Keratinozyten hat, wurde eine Vorbehandlung der HaCaT-Zellen mit Ago-

nisten bzw. Antagonisten und anschließender TNF-α Behandlung durchgeführt. Während 

die vorangegangenen Experimente notwendig waren, um die Rahmenbedingungen der Be-

handlungen festzulegen, stellen diese Experimente die Hauptuntersuchung dieser Arbeit dar, 

deren Ergebnisse im Folgenden diskutiert werden.  

 

 

7.4.1 Einfluss der TRPV1 Modulation auf Entzündungsreaktionen  
 

Die Vorbehandlung der HaCaT-Zellen mit Capsaicin bzw. Capsazepin - ohne weitere TNF-α 

Behandlung - zeigte eine erhöhte x-fache Änderung der Genexpression von CXCL8 bei Be-

handlung mit Capsazepin nach weiteren 6 h (signifikanter Effekt) und Capsaicin nach wei-

teren 48 h (Abbildung 20a). Da keine Behandlung mit dem Entzündungsmediator TNF-α 

stattgefunden hat, haben die HaCaT-Zellen womöglich auf die Behandlung an sich reagiert, 

die unter anderem durch den Wechsel des Zellkulturmediums und der Veränderung der Um-

gebung zur Auslösung von Stress beigetragen haben kann und so mitverantwortlich für eine 

erhöhte CXCL8-Genexpression war. Ein proinflammatorischer Effekt ist dabei nicht ledig-

lich aufgrund einer veränderten CXCL8-Genexpression abzuleiten. Zudem wurde eine rela-

tiv große Standardabweichung (± 1,14) der x-fachen Änderung der Genexpression bei Vor-

behandlung mit Capsaicin beobachtet, die letztlich auch keinen signifikanten Effekt indu-

zierte. Die Stimulation von HaCaT-Zellen mit Capsaicin könnte eine vorübergehende Ent-

zündungsreaktion ausgelöst haben, die aus der bekannten algogenen Wirkung von Capsaicin 

resultiert, aber in ihrer Stärke nicht mit den TNF-α induzierten Entzündungsreaktionen ver-

gleichbar ist. 

Interessanterweise wurde durch die kombinierte Vorbehandlung aus Capsaicin und Capsaze-

pin ein signifikanter Effekt bezüglich der Genexpression von CXCL8 und TRPV1 ohne 



 

90 
 

TNF-α Behandlung beobachtet (Abbildung 20 II). Dabei war die x-fache Änderung der Gen-

expression jeweils nach 48 h signifikant reduziert. Demnach könnten die Einzeleffekte der 

Verbindungen durch die kombinierte Anwendung von Agonisten und Antagonisten aufge-

hoben worden sein, wodurch generell auf einen Effekt des Agonisten und Antagonisten von 

TRPV1 zurückgeschlossen werden könnte. 

Die Wirkungen von Agonisten und Antagonisten weisen in vivo eine große Komplexität auf, 

die in verschiedenen Studien beschrieben wurde. So können unterschiedliche Interaktions-

punkte und eine unterschiedliche Aktivierungskinetik die Modulation von TRPV1 beein-

flussen, die je nach Milieu und zeitlich variieren kann (zusammengefasst von Blumberg et 

al., 2011). Unter anderem wurde gezeigt, dass Capsazepin auch eine Hitze- und Protonen-

induzierte Aktivierung von TRPV1 hemmte (McIntyre et al., 2001). Capsazepin fungiert als 

kompetitiver Antagonist von Capsaicin, was nicht zwangsläufig heißt, dass die gesamte Ka-

nalaktivität auf andere Reize gehemmt wird (zusammengefasst von Blumberg et al., 2011). 

Beispielsweise wurde die durch Hitze-induzierte Aktivierung von TRPV1 durch Capsazepin 

(1 µM) stärker bei humanem TRPV1 gehemmt als bei Ratten (McIntyre et al., 2001).  

 
 

Die beobachtete erhöhte x-fache Änderung der Genexpression von TRPV1 unter Capsazepin 

Behandlung (Abbildung 20 Ib) kann nicht auf eine Aktvierung des Kanals zurückgeführt 

werden. Es wurde lediglich die Genexpression der Kanäle und nicht die Calciummobilisie-

rung, die durch diese induziert wird, gemessen. Die Genregulation kann durch verschiedene 

Faktoren kurzfristig beeinflusst worden sein, die sowohl mit der Behandlung an sich als auch 

mit unspezifischen Faktoren zusammenhängen können. Letztlich wurde langfristig (nach 

48 h) keine erhöhte x-fache Änderung der Genexpression mehr beobachtet - dies trifft für 

alle Vorbehandlungen zu. Insbesondere nach 6 h waren Unterschiede zwischen den Vorbe-

handlungen auf die x-fache Änderung der Genexpression sichtbar. Möglicherweise war eine 

langfristige Beeinflussung der Genexpression durch Capsaicin und Capsazepin nicht mög-

lich.  

 

Bei zusätzlicher 6-stündiger und 48-stündiger Behandlung mit TNF-α wurden kaum Verän-

derungen bezüglich der x-fachen Änderung der CXCL8-Genexpression durch die Vorbe-

handlungen mit Capsaicin oder Capsazepin beobachtet (Abbildung 21a). Wie bereits in den 

vorangegangenen Versuchen gezeigt, induziert TNF-α sehr wohl eine erhöhte Genexpres-

sion von CXCL8 in den HaCaT-Zellen (mit einem Unterschied von einer 10er Potenz zwi-

schen Kontrollbehandlung und TNF-α Behandlung, siehe Abbildung 16). In diesem Fall 
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haben die Vorbehandlungen vermutlich keinen Einfluss auf die Erhöhung der Genexpression 

genommen. Möglicherweise reichte die 24-stündige Behandlung mit dem Agonisten bzw. 

Antagonisten nicht aus, um eine veränderte Genexpression signifikant zu beeinflussen. 

Ebenso könnten die HaCaT-Zellen eine viel schnellere Reaktion auf TNF-α gezeigt haben, 

die nach 6 h nicht mehr sichtbar war und sich bereits wieder normalisierte.  

Bezüglich der TRPV1-Genexpression (Abbildung 21b) können ebenfalls keine Veränderun-

gen im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Dabei zeigten einzelne Replikate eine 

erhöhte x-fache Änderung der Genexpression von TRPV1 bei Vorbehandlung mit Capsaicin 

bzw. der kombinierten Vorbehandlung und 48-stündiger TNF-α Behandlung (Abbildung 21 

IIb). Aufgrund der hohen Varianzen bleibt die Interpretation dieser Daten erschwert. Wei-

terführende Untersuchung wären diesbezüglich notwendig gewesen, wobei durch die Mes-

sungen zu weiteren Zeitpunkten möglicherweise signifikante Effekte erfasst werden könn-

ten.  

 

Die Ergebnisse zur Messung der IL-8 Freisetzung zeigen keinen Unterschied der relativen 

Freisetzung von IL-8 im Vergleich zur Kontrolle bei Behandlung mit dem TRPV1 Agonisten 

bzw. Antagonisten ohne TNF-α Behandlung (Abbildung 22a). Dabei wurden zum Teil hohe 

Varianzen beobachtet, wobei insbesondere nach der Behandlung mit Capsazepin zum Zeit-

punkt von 48 h (Abbildung 22 IIa) einzelne Replikate erhöhte Werte bezüglich der x-fachen 

Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen. Aussagen bezüglich 

einer pro- oder antiinflammatorischen Wirkung können durch diese Untersuchung nicht ge-

troffen werden. Möglicherweise wäre eine Messung der IL-8 Konzentration zu weiteren 

Zeitpunkten notwendig gewesen, um eine (akute) Reaktion der Agonisten bzw. Antagonis-

ten zu untersuchen. Beispielsweise wird beim Menschen durch die topische Anwendung von 

hochkonzentriertem Capsaicin (z.B. 8 %) auf der Haut ein schmerzhaftes, brennendes Ge-

fühl ausgelöst. Diese Nebenwirkung kann durch wiederholte Anwendung von niedrigen 

Konzentrationen oder einer kontrollierten Freisetzung aus beispielsweise Nanopartikeln re-

duziert werden, wobei zu Beginn ein brennendes Gefühl auftreten kann, welches sich nach 

einiger Zeit (z.B. nach 3 h bei Anwendung von 5,8 % Capsaicin in Form von Nanopartikeln) 

wieder auflöst (Malewicz et al., 2022; zusammengefasst von Arora et al., 2021). 

 

Für TRPV1 existieren zudem Spleißvarianten, wobei eine TRPV1b-Variante in humanen 

Keratinozyten entdeckt wurde (Pecze et al., 2008). Die Gencodierung dieser Variante lässt 

keine Rückschlüsse darauf ziehen, dass die hier verwendeten Primer für die Spleißvariante 
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codieren. Allerdings wurde auch nicht überprüft, ob die TRPV1b-Variante in den hier ver-

wendeten HaCaT-Zellen auf Gen- oder Proteinebene exprimiert wird und damit Einfluss auf 

die Effekte von Capsaicin nehmen könnte. So zeigten Vos et al. (2006), dass TRPV1b bei 

Koexpression mit TRPV1 in menschlichen embryonalen Nierenzellen (HEK-293) zur Bil-

dung von Komplexen führt und auf diese Weise dazu beitragen kann, die Aktivierung von 

TRPV1 durch Capsaicin (1 µM) zu hemmen (Vos et al., 2006). Somit wären beobachtete 

bzw. nicht beobachtete Effekte von Capsaicin möglicherweise auf TRPV1-unabhängige Me-

chanismen in HaCaT-Zellen zurückzuführen. Weitere Untersuchungen wären diesbezüglich 

notwendig gewesen, um das Auftreten und den Einfluss einer Spleißvariante von TRPV1 

auszuschließen. 

 

Nach 6-stündiger TNF-α Behandlung wurde mittels ELISA eine signifikante Reduktion der 

x-fachen Änderung der IL-8 Freisetzung unter Vorbehandlung mit Capsaicin festgestellt 

(Abbildung 22 Ib). Diese war im Vergleich zur Kontrolle um 40 % reduziert (0,063 ± 0,04). 

Damit einhergehend legen die Daten der RT-qPCR eine erhöhte x-fache Änderung der 

TRPV1-Genexpression nahe (Abbildung 21b). Demnach konnte Capsaicin die TNF-α indu-

zierte IL-8 Freisetzung in HaCaT-Zellen signifikant im Vergleich zur Kontrolle reduzieren, 

wodurch die Hypothese, dass Capsaicin durch Aktivierung von TRPV1 die TNF-α induzier-

ten Entzündungsreaktionen in humanen basalen Keratinozyten abschwächt, bestätigt werden 

kann - zumindest nach 6-stündiger TNF-α Behandlung.  

Ähnliche Effekte wurden bei einer Studie an männlichen Sprague-Dawley-Ratten beschrie-

ben, die einer plantaren Inzision unterzogen wurden. Eine vorherige einmalige Injektion mit 

Capsaicin (1 %) reduzierte dabei die Proliferation von Keratinozyten sowie die Produktion 

von pro-nozizeptiven Entzündungsmediatoren - darunter TNF-α und IL-1β - im Bereich der 

Schnittwunde, was zur analgetischen Wirkung von Capsaicin beiträgt (Guo et al., 2023). 

Ebenso zeigte eine zweistündige Behandlung von Capsaicin (16 µM) in Kombination mit 

Silibinin (8 µM) bei einer Maus-Makrophagen-Zelllinie (RAW 264.7) eine verringerte Lip-

opolysaccharid-induzierte Entzündungsreaktion, die über eine Hemmung des NF-κB- und 

MAPK-Signalweges erklärt wurde (Zheng et al., 2022).  

 

Nach 48-stündiger TNF-α Behandlung, die auf die Vorbehandlung mit Capsaicin folgte, 

wurde kein Unterschied der x-fachen Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur Kon-

trolle beobachtet. Dabei wiesen die Werte eines biologischen Replikates eine erhöhte x-fa-

che Änderung der IL-8 Freisetzung auf, während die Werte der restlichen Replikate eine 
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niedrigere x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle aufwiesen.  

Hingegen zeigte die Vorbehandlung mit Capsazepin sowie die kombinierte Behandlung von 

Capsaicin und Capsazepin eine verringerte x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung im Ver-

gleich zur Kontrolle (Abbildung 22 IIb). Warum ein Effekt von Capsaicin an dieser Stelle 

ausbleibt, konnte mit diesen Daten nicht weiter erklärt werden. Allerdings kann ein Trend 

bezüglich einer reduzierten IL-8 Freisetzung um das 0,68 ± 0,37-Fache im Vergleich zur 

Kontrolle (mit p = 0,07) durch Vorbehandlung mit Capsaicin beobachtet werden sowie auf 

einen Effekt von Capsaicin aus der kombinierten Behandlung zurückgeschlossen werden. 

Möglicherweise reichte die 24-stündige Behandlung des Agonisten nicht aus oder der Effekt 

der TNF-α Behandlung war zu stark, sodass die Capsaicin Behandlung keine Wirkungen 

mehr induzierte. Wie bereits bei den vorherigen Versuchen gezeigt, steigt die IL-8 Freiset-

zung von 6 h auf 48 h in einer zeitabhängigen Weise unter TNF-α Behandlung an (Abbildung 

18b). Im Gegensatz zur Behandlung mit Capsazepin zeigte sowohl die Capsaicin Behand-

lung als auch die kombinierte Behandlung einen Anstieg der x-fachen Änderung der 

TRPV1-Genexpression nach 48-stündiger TNF-α Behandlung (Abbildung 21 IIb), wodurch 

die erhöhte Genexpression von TRPV1 möglicherweise im Zusammenhang mit der reduzier-

ten x-fachen Änderung der IL-8 Freisetzung bei kombinierter Behandlung aus Agonisten 

und Antagonisten steht (Abbildung 22 IIb).  

 

 

7.4.1.1 Desensibilisierung von TRPV1  
 

Antiinflammatorische Effekte von Capsaicin sind aus der Anwendung als Analgetikum be-

kannt, wobei Capsaicin zur Behandlung von Schmerzen eingesetzt werden kann. In den Leit-

linien der deutschen Gesellschaft für Neurologie (2019) wird ein Capsaicin-8%-Pflaster als 

Mittel der zweiten Wahl bei neuropathischen Schmerzen jeglicher Ursache empfohlen, wäh-

rend es als Mittel erster Wahl bei lokalisierten neuropathischen Schmerzen erwogen werden 

kann (Schlereth et al., 2019). Als schmerzlinderndes Mittel findet Capsaicin zudem Anwen-

dung bei Juckreiz in Folge von Psoriasis, bei akuten Rücken- und Nackenschmerzen, Oste-

oarthritis oder rheumatoider Arthritis (Malewicz et al., 2022; zusammengefasst von Bagood 

& Isseroff, 2021). Das 8 %-ige Capsaicin-Hautpflaster (NGX-4010, Handelsname 

Qutenza®) kann unter ärztlicher Aufsicht für 30 bis 60 min angewendet werden. Insgesamt 

können maximal vier Pflaster, was einer Menge von 640 mg Capsaicin entspricht, auf den 

schmerzenden Hautabschnitt aufgetragen werden (European Medicines Agency [EMA], 
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2021). Daneben ist Capsaicin in Form von Cremes in Konzentrationen von 0,025 %, 

0,075 % und 0,1 % verfügbar (EMA, 2021). Die Wirkung von niedrig dosiertem Capsaicin 

ist in Bezug auf eine Schmerzlinderung umstritten und erfordert eine häufige und lange An-

wendung (zusammengefasst von Rollyson et al., 2014). 

Die Absorptionsrate und biologische Aktivität von Capsaicin sowie die ausgelöste Desensi-

bilisierung werden durch mehrere Faktoren beeinflusst. Dazu zählen die verabreichte Dosis, 

die Darreichungsform, Ort und Dauer der Applikation sowie die Konzentration im Zielge-

webe (Pershing et al., 2004; Y. Y. Wang et al. 2001; zusammengefasst von Rollyson et al., 

2014). Da Capsaicinoide schlecht wasserlöslich sind, werden Alkohole oder organische Lö-

sungsmittel als Vehikel genutzt. Limitierend für die Penetration von Capsaicin in die Haut 

ist das Eindringen durch das Stratum corneum, wobei lipophile und hochkonzentrierte Stoffe 

eine stärkere Verteilung aufweisen (Pershing et al., 2004). Chanda et al. (2008) zeigten, dass 

Capsaicin (1 und 10 µM) schnell (< 1 h) in humanen hepatischen Mikrosomen und S9-Frak-

tionen durch hepatische Enzyme (Cytochrom 450) in die Metaboliten 16-hydroxycapsaicin, 

17-hydroxycapsaicin sowie 16,17-dehydrocapsaicin umgewandelt wird, während die in vitro 

Metabolisierung in der Haut deutlich langsamer und über einen Zeitraum von 20 h verlief. 

Dabei wurde eine geringe Metabolisierung von Capsaicin in Vanillylamin (durch Hydrolyse 

der Amidbindung) und Vanillinsäure (durch Oxidation von Vanillyamin) beobachtet, wobei 

der Großteil als Capsaicin (74-79 %) bestehen blieb. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, 

dass Capsaicin bei topischer Applikation auf der Haut den peripheren Zielort so gut wie 

unversehrt erreicht und seine Wirkung entfalten kann (Chanda et al., 2008; Y. Y. Wang et 

al. 2001). Die maximale Plasmakonzentration, die nach 60-minütiger Applikation eines 

8 %-igen Capsaicin-Pflasters in einer Humanstudie festgestellt werden konnte, betrug etwa 

17,8 ng/mL bzw. 58 nM, wobei der Mittelwert der Plasmakonzentration bei 1,96 ng/mL lag 

und die Halbwertszeit etwa 1,6 h betrug (Babbar et al., 2009). Allgemein wurde eine geringe 

Bioverfügbarkeit und Halbwertszeit von Capsaicin im Plasma nachgewiesen (zusammenge-

fasst von Rollyson et al., 2014). Demnach kann davon ausgegangen werden, dass die syste-

mische Wirkung von Capsaicin bei hochdosierten Hautpflastern sehr begrenzt ist (zusam-

mengefasst von Arora et al., 2021). Zum Vergleich: der Verzehr von 26,6 mg Capsaicin 

(entspricht etwa 2-3 Jalapeños, bei 2,08 mg/g Capsaicin pro Jalapeño (López-Carrillo et al., 

2003)), führte in einer Humanstudie zu maximalen Plasmakonzentrationen von 2,47 ng/mL 

(Chaiyasit et al., 2009). Diese ist in etwa mit der gemessen mittleren Plasmakonzentration 

nach Anwendung des 8 %-igen Capsaicin-Pflasters vergleichbar, wobei die dort applizierte 

Menge an Capsaicin etwa 18 Jalapeños entsprechen würde. 



 

95 
 

In vitro Studien kamen zu dem Ergebnis, dass nach 60-minütiger Applikation des 8 %-igen 

Capsaicin-Pflasters lediglich 1 % des Capsaicins dermal und epidermal absorbiert werden 

kann. Bei der maximalen Anwendung von vier Pflastern entspricht dies einer Menge von 

etwa 7 mg Capsaicin bzw. 0,12 mg pro Kg Körpergewicht (EMA, 2021). Würde man diese 

maximal absorbierbare Menge ebenfalls auf eine epidermale Fläche von 1000 cm2 beziehen, 

entspricht dies 0,007 mg Capsaicin pro cm2 basalen Keratinozyten. Die in diesem Versuch 

eingesetzte Dosis von Capsaicin entspricht etwa 0,0042 - 0,0076 mg pro cm2 HaCaT-Zellen 

(basale Keratinozyten) über den Behandlungszeitraum von 24 h. Diese Werte beruhen le-

diglich auf Annährungen und Schätzungen aus der ausgestreuten Zellzahl und der Verdopp-

lungszeit der HaCaT-Zellen, zudem ist nicht eindeutig, wie und auf welche Fläche sich das 

applizierte Capsaicin in der Haut nach epidermaler Absorption verteilt. Letztlich beruht die 

hier eingesetzte Dosis von Capsaicin auf Daten aus dem Zellmodell, welches die Haut und 

den dreidimensionalen Aufbau nicht darstellen kann. Dennoch liegen die in dieser Arbeit 

eingesetzten Konzentrationen von Capsaicin in einem physiologischen Bereich.  

 

Die analgetischen Wirkungen von Capsaicin werden durch eine Desensibilisierung von 

TRPV1 und Degeneration von sensorischen Nerven erklärt (zusammengefasst von O'Neill 

et al., 2012). Die genauen Mechanismen dahinter sind nicht vollständig verstanden. So 

wurde zunächst vorgeschlagen, dass eine Erschöpfung von Neuropeptiden (z.B. CGRP, SP) 

aus sensorischen Nervenfasern die Reizempfindlichkeit reduzieren kann. Dieser Mechanis-

mus allein reichte aber nicht aus, um eine Desensibilisierung zu erklären. Calciumabhängige 

Dephosphorylierungen von TRPV1 (z.B. über Calcineurin) wurden weiter für eine vorüber-

gehende Desensibilisierung vorgeschlagen, die mit einem erhöhten Einstrom von Calciumi-

onen einhergeht (zusammengefasst von Arora et al., 2021; Bagood & Isseroff, 2021; Iftinca 

et al., 2021). Eine wiederholte Gabe von niedrig dosiertem Capsaicin kann neuronale Reak-

tionen abschwächen, die innerhalb weniger Stunden reversibel sind und den Prozess der De-

sensibilisierung darstellen (zusammengefasst von Arora et al., 2021). Eine unspezifische 

Desensibilisierung bzw. Defunktionalisierung tritt auf, wenn in der Regel höhere Dosen von 

Capsaicin appliziert werden, sodass nachfolgend neuronale Reaktionen nicht nur auf Capsai-

cin, sondern auch auf andere Reize reduziert werden. Zudem kann die Ablation von TRPV1 

exprimierenden epidermalen Nervenfasern zu einer langfristigen Defunktionalisierung füh-

ren (zusammengefasst von Arora et al., 2021). Weiter wurde von Arora et al. (2021) zusam-

mengefasst, dass die Reduktion der epidermalen Nervenfaserdichte nicht bei allen Schmerz-

zustände die analgetische Wirkung von Capsaicin erklären kann. So ist diabetische 
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Neuropathie bereits mit einem Verlust der Nervenfaserdichte assoziiert, welche in diesem 

Fall nicht mit einem Schmerzverlust einhergeht, sondern vielmehr den Schmerz verstärkt. 

Dies wird auf eine Sensibilisierung noch verbliebender, vor allem peptiderger, Afferenzen 

zurückgeführt. Diese Sensibilisierung kann durch pro-nozizeptive Faktoren (NGF, TNF-α), 

die aufgrund der Nervenschädigung und Degeneration freisetzt werden, ausgelöst werden 

und zu einer Hyperalgesie beitragen. Da peptiderge Afferenzen wiederum TRPV1 exprimie-

ren, kann der therapeutische Nutzen von Capsaicin durch eine selektive Wirkung und Abla-

tion dieser Afferenzen erklärt werden. Die Beteiligung von TRPV1 an der mechanischen 

Hyperalgesie bei Neuropathie ist dennoch umstritten. Zum Teil wurde diesbezüglich keine 

analgetische Wirkung über TRPV1 vermittelt. Möglicherweise gehen fortgeschrittene und 

schwerwiegende neuropathische Zustände mit einem Verlust von TRPV1 Afferenzen einher, 

was eine analgetische Wirkung von Capsaicin nicht mehr erlauben lässt (zusammengefasst 

von Arora et al., 2021). 

Insgesamt deuten diese Daten daraufhin, dass sowohl der Zustand des Gewebes als auch 

verschiedene schmerzhafte Zustände, unterschiedliche Wirkungen von Capsaicin oder der 

Modulation von TRPV1 induzieren können. Da auf diese Weise Schmerzen in gewisser 

Weise mit Schmerzen behandelt werden können, wirft das die Frage auf, ob dies auch auf 

Entzündungsreaktionen zutrifft. So könnten unterschiedliche und paradoxe Wirkungen von 

Capsaicin, durch die unterschiedlichen Zustände des Gewebes erklärt werden. Insgesamt 

sind sowohl TRPV1 als auch TRPA1 durch zahlreiche Aktivierungsmechanismen gekenn-

zeichnet, die zu komplexen und mitunter paradoxen Wirkungen führen können (zusammen-

gefasst von Alawi & Keeble, 2010; Arora et al., 2021). 

 

Auch für TRPA1 wurde durch wiederholte Aktivierung eine Desensibilisierung beschrieben, 

wobei genaue Mechanismen auch hier nicht eindeutig verstanden sind. In einer Übersichts-

arbeit haben Gouin et al. (2017) angemerkt, dass für TRPA1 unter anderem eine Aktivierung 

durch die Hydrolyse von PIP2 bestehen kann, die beispielsweise während Entzündungsreak-

tionen auftritt. Auf diese Weise könnten Entzündungsmediatoren eine Desensibilisierung 

beeinträchtigen, TRPA1 sowie entzündliche Signalwege weiter potenzieren und die Produk-

tion von Entzündungsmediatoren in dem verletzten Gewebe erhöhen (zusammengefasst von 

Gouin et al., 2017). TRPV1 und TRPA1 werden in peptidergen sensorischen Neuronen 

koexprimiert (Spahn et al., 2014; Story et al., 2003). Somit kann die Desensibilisierung von 

TRPV1 auch eine Defunktionalisierung von TRPA1 auf diesen Neuronen erzeugen und zu 
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den anti-nozizeptiven und entzündungshemmenden Wirkungen von TRPA1 beitragen (Tre-

visan et al., 2014).  

Allerdings existieren für TRPA1 anscheinend auch Mechanismen, die den Kanal vor einer 

Desensibilisierung schützen. So wurde für die Fähigkeit einer TRPA1-Translokation an die 

Zelloberfläche in Reaktion auf die Kanalaktivierung beobachtet - was schließlich zur Sensi-

bilisierung beitragen könnte (Schmidt et al., 2009). Ein Großteil der TRPA1 Agonisten, die 

Schmerzen vermitteln, sind scharfe Inhaltstoffe aus Pflanzenbestandteilen, die womöglich 

ein Verteidigungsmechanismus gegenüber Pflanzenfressern darstellen (Baraldi et al., 2010). 

Derartige Interaktionsmechanismen, die zwischen verschiedenen TRP-Kanälen auftreten 

oder weitere Strukturen und Zellen umfassen und schließlich die Kanalaktivierung, das Ent-

zündungsgeschehen und das TRP-Expressionsmuster beeinflussen, werden in dem hier ver-

wendeten Zellmodell nicht nachgebildet und können nicht differenziert berücksichtigt wer-

den.  

 

 

7.4.2 Einfluss der TRPA1 Modulation auf Entzündungsreaktionen 
 

Andere Studien haben bereits gezeigt, dass die TRPA1-Genexpression in HaCaT-Zellen in 

Abwesenheit von Entzündungsfaktoren sehr gering ist (Luostarinen et al., 2021). Demnach 

löste auch in dieser Arbeit die Vorbehandlung mit dem TRPA1 Agonisten bzw. Antagonis-

ten (ohne weitere TNF-α Behandlung) nur sehr geringe Veränderungen der Genexpression 

von TRPA1 aus, die zum Teil keine Unterscheidungen zulassen (Abbildung 23 b). TRPV1 

weist hingegen ein höheres Expressionsniveau in den HaCaT-Zellen auf als TRPA1 (Daten 

nicht gezeigt). Nach 6 h wurde dennoch eine signifikante Abnahme der x-fachen Änderung 

der Genexpression von TRPA1 durch die Vorbehandlung mit AP-18 beobachtet, die auf eine 

Wirkung des Antagonisten zurückzuführen sein kann oder aus der Behandlung selbst resul-

tiert, die möglicherweise mit Stress in Verbindung steht und weitere Regulationsmechanis-

men aktivieren kann. So wurde nach 48 h ebenfalls kein Unterschied der x-fachen Änderung 

der Genexpression von TRPA1 im Vergleich zur Kontrolle beobachtet, wobei für alle Vor-

behandlungen hohe Varianzen diesbezüglich beobachtet wurden. 

Studien haben gezeigt, dass durch die PKA/PLC-Signalisierung und Aktivierung infolge ei-

nes Agonisten (Allylisothiocyanat), eine erhöhte Membranexpression von TRPA1 in 

HEK-293-Zellen induziert werden konnte, die durch Rezeptortranslokation und Vesikelfu-

sion erklärt wurde (Schmidt et al., 2009). Diese Mechanismen werden nach Meng et al. 

(2016) ebenfalls für die Hochregulation von TRPA1 während Entzündungsreaktionen 
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verantwortlich gemacht. Dabei induziert TNF-α eine SNARE-vermittelte Vesikelfusion 

wodurch die Expression von TRPA1 und TRPV1 an der Plasmamembran von sensorischen 

Neuronen erhöht wird. Diese erfolgt durch TNF-α vermittelte Aktivierung von MAPK- und 

p38-Signalwegen, weiteren translationalen Faktoren, einer GPCR-Synthese sowie einem 

Ca2+-Zustrom (Meng et al., 2016). Die Effekte der TRPA1-Aktivierung bezüglich einer er-

höhten Membranexpression können zwischen verschiedenen Agonisten variieren und bei-

spielsweise von den elektrophilen Eigenschaften abhängen, wobei insbesondere die Ankyrin 

Wiederholungen von TRPA1 als entscheidender Regulator für die Translokation vorgeschla-

gen wurden (zusammengefasst von Mahajan et al., 2021). 

 

Die vorangegangenen Versuche zur Optimierung der TNF-α Behandlung zeigten bereits, 

dass TNF-α die Genexpression von TRPA1 in HaCaT-Zellen induziert und diese zwischen 

der 6-stündigen und 48-stündigen Behandlung mit TNF-α leicht ansteigt (Abbildung 17 b & 

19 b). Bei Vorbehandlung mit dem Agonisten bzw. Antagonisten und anschließender TNF-α 

Behandlung wurden keine Unterschiede bezüglich der x-fachen Änderung der Genexpres-

sion von TRPA1 im Vergleich zur Kontrolle beobachtet. Insbesondere nach 6-stündiger Be-

handlung mit TNF-α wiesen die Veränderungen auf die TRPA1- und CXCL8-Genexpression 

zwischen der Vorbehandlung mit Zimtaldehyd bzw. AP-18 nahezu keine Unterschiede auf 

(Abbildung 24). Dies könnte auf einen mangelnden Effekt des Agonisten bzw. Antagonisten 

schließen lassen, allerdings wurden auch große Standardabweichung der x-fachen Änderung 

der Genexpression beobachtet und die kombinierte Behandlung der Verbindungen indu-

zierte eine erhöhte x-fache Änderung der Genexpression, die wiederum eine Beteiligung 

bzw. Modulation von TRPA1 nahelegen lässt (Abbildung 24 I). Ebenso zeigte die kombi-

nierte Vorbehandlung eine signifikant reduzierte x-fache Änderung der CXCL8-Genexpres-

sion im Vergleich zur Kontrolle nach 48-stündiger Behandlung mit TNF-α (Abbildung 24 

IIa). Neben der Vorbehandlung könnte auch der zeitliche Effekt zu der beobachteten verän-

derten Genexpression geführt haben. Bei alleiniger Vorbehandlung aus Agonisten bzw. An-

tagonisten wurde ein ähnlicher Trend beobachtet, der sich in einer reduzierten x-fachen Än-

derung der Genexpression äußerte. Die vorangegangenen Versuche zeigten ebenfalls, dass 

die TNF-α induzierte Genexpression von CXCL8 mit der Zeit abnimmt (Abbildung 18 a). 

 

Die Interpretation dieser Daten bleibt erschwert, da die Behandlung mit Zimtaldehyd gene-

rell zu einer hohen Variation der Ergebnisse führte. Diese traten zwar nicht unbedingt inner-

halb einer Passage auf, aber zwischen den verschiedenen biologischen Replikaten, die 
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teilweise gegenteilige Effekte bezüglich einer Erhöhung oder Verringerung der x-fachen 

Änderung der Genexpression erzeugten und zum Ausschluss einiger Daten führte. Zudem 

war die Isolation der RNA in dieser Behandlungsgruppe mit Agonisten und Antagonisten 

von TRPA1 erschwert und führte zum Teil dazu, dass kein Zellmaterial isoliert werden 

konnte. Mitunter wurde in den Zellkulturplatten dieser Behandlungsgruppe eine vergleichs-

weise niedrige Konfluenz der Zellen unter mikroskopischer Kontrolle und nach entsprechen-

der Kultivierung beobachtet. So könnte eine Zellvitalität von unter 80 % zu Verunreinigun-

gen durch apoptotische Zellen während der Isolierung des Zellmaterials geführt haben, wo-

bei zytotoxische Effekte der einzelnen Behandlungen (Agonisten bzw. Antagonisten oder 

TNF-α) ausgeschlossen wurden (Gstraunthaler und Lindl 2021). Ebenso ist die Auswertung 

der Daten zur IL-8 Freisetzung erschwert, die womöglich einem geringeren Einfluss der 

TRPA1 Modulation unterliegt, da beispielsweise auch die Genexpression von TRPA1 durch 

die Vorbehandlung mit Zimtaldehyd bzw. AP-18 kaum beeinflusst wurde.  

 

Bezüglich der IL-8 Freisetzung konnte unter Kontrollbehandlung (ohne weitere TNF-α Be-

handlung) und Vorbehandlung mit Zimtaldehyd kein Unterschied der x-fachen Änderung 

der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden. Allerdings wiesen ein-

zelne Replikate eine stark erhöhte x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung auf, was zu einer 

hohen Standardabweichung der Daten führt und lediglich auf einen proinflammatorischen 

Trend, aufgrund einer erhöhten x-fachen Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur 

Kontrolle (2,36 ± 1,35 mit p = 0,07), hinweisen lässt, der sich aus der Vorbehandlung mit 

50 µM Zimtaldehyd ergeben haben könnte (Abbildung 25 Ia). Die Vorbehandlung mit 

AP-18 zeigte keinen Unterschied der x-fachen Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich 

zur Kontrolle, was möglicherweise auf eine Beteiligung von TRPA1 schließen lässt.  

Da TRPA1 sowohl durch zahlreiche Entzündungsmediatoren aktiviert wird als auch selbst 

an der Regulation dieser Mediatoren beteiligt ist, wurde die Aktivierung von TRPA1 bereits 

mit einigen Entzündungsreaktionen in Verbindung gebracht: darunter intestinale Erkrankun-

gen, Atemwegserkrankungen, Juckreiz und allergische Kontaktdermatitis (zusammenge-

fasst von Bautista et al., 2013; Luostarinen et al., 2021; Talavera et al., 2020). Es liegt bereits 

ein besonderes Augenmerk auf TRPA1 als therapeutisches Ziel bei der Behandlung von ent-

zündlichen und neuropathischen Schmerzen, die durch Blockade bzw. Antagonismus von 

TRPA1 reduziert werden können (zusammengefasst von Yao et al., 2023).  

Nach 48 h konnten kaum Unterschiede zwischen den Vorbehandlungen festgestellt werden, 

wobei die IL-8 Freisetzung für alle Behandlungen auf etwa dem gleichen Niveau lag. 
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Demnach sind von Zimtaldehyd womöglich nur kurzfristig proinflammatorische Wirkungen 

(im Vergleich zu den anderen Behandlungen) zu erwarten, was mit weiteren Untersuchun-

gen überprüft werden müsste. Zu beachten bleibt, dass nach 48-stündiger Behandlung ein 

Anstieg der IL-8 Freisetzung der Lösungsmittelkontrolle vorliegt (Daten nicht gezeigt). Ver-

schiedene Regulationsmechanismen können hierfür verantwortlich sein und aus der Behand-

lung an sich und damit einhergehendem Stress resultieren, was eine erhöhte IL-8 Freisetzung 

induzieren kann. Diese Regulationsmechanismen waren möglicherweise stärker als die 

durch Zimtaldehyd induzierten Reaktionen, die langfristig - vielleicht aufgrund einer zu kur-

zen Behandlungsdauer von 24 h - nicht zu Veränderungen der IL-8 Freisetzung im Vergleich 

zur Kontrolle führten.  

 

Interessanterweise wurde nach 48-stündiger zusätzlicher TNF-α Behandlung eine signifi-

kant verringerte x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung im Vergleich zur Kontrolle - für 

sowohl die Vorbehandlung mit Zimtaldehyd (0,82 ± 0,09; p < 0,01) als auch für die kombi-

nierte Vorbehandlung (0,63 ± 0,21; p < 0,01) - festgestellt (Abbildung 25 IIb). Diese Ergeb-

nisse legen zunächst die Schlussfolgerung nahe, dass Zimtaldehyd unter TNF-α induzierten 

entzündlichen Zuständen einen antiinflammatorischen Effekt - ebenso wie Capsaicin - in 

HaCaT-Zellen auslösen kann bzw. zu einer verringerten IL-8 Freisetzung führt. Damit kann 

die hier aufgestellte Hypothese, dass die Aktivierung von TRPA1 durch einen spezifischen 

Agonisten proinflammatorische Reaktionen vermittelt, vorerst nicht belegt werden.  

 
Es existieren einige in vitro und in vivo Studien, die antimikrobielle, entzündungshem-

mende, immunmodulatorische, blutdrucksenkende, antidiabetische und antiadipogene Wir-

kungen von Zimtaldehyd und Zimtaldehydderivaten beschreiben (Hochkogler et al., 2018; 

Hoi et al., 2020; zusammengefasst von Gruenwald et al., 2010). Eine verringerte Lipidakku-

mulation wurde beispielsweise bei murinen Präadipozyten (3T3-L1 Zelllinie) durch Behand-

lung mit Zimtaldehyd (30 µM) während der Differenzierungs- und Reifungsphase dieser 

Zellen über TRPA1-abhängige Signalwege festgestellt (Hoi et al., 2020). Zimt findet tradi-

tionell in der Phytomedizin Anwendung und wird beispielsweise als Nahrungsergänzungs-

mittel zur Senkung des Blutzuckerspiegels bei Diabetes mellitus Typ II oder bei Magen-

Darm-Beschwerden verwendet (BfR, 2006; zusammengefasst von Gruenwald et al., 2010). 

Bei Nahrungsergänzungsmitteln wie Zimtkapseln, die eine tägliche Dosierung von bis zu 

2 g oder 6 g Zimt umfassen können, wird insbesondere die Einnahme und Verwendung von 

Cassia-Zimt aufgrund des hohen Gehalts an Cumarin, welches leberschädigend wirkt, als 

kritisch angesehen (BfR, 2006). Ein NOEL-Wert für Zimtaldehyd wurde basierend auf 
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tierexperimentellen Studien mit 620 mg pro kg Körpergewicht festgesetzt, dabei wurden 

allerdings keine Langzeiteffekte untersucht. Ein ADI-Wert wurde aus diesen Daten nicht 

abgeleitet und ein temporärer ADI-Wert von 0,7 mg pro kg Körpergewicht pro Tag wurde 

nicht verlängert (BfR, 2006; Joint FAO/WHO Expert Committee on Food Additives 

[JECFA], 2001). Neben der oralen Supplementation existieren topische Anwendungsformen 

von Zimtaldehyd. In einer Studie von Yuan et al. (2018) unterstützte Zimtaldehyd die Wund-

heilung und den Wundverschluss in primären Endothelzellen aus humanen Nabelschnurve-

nen (HUVEC) in einer dosisabhängigen Weise (maximaler Effekt bei 10 µM Zimtaldehyd). 

Als zugrundeliegender Mechanismus wurde, neben einer Proliferation und Migration von 

Endothelzellen, die Aktivierung des PI3K/AKT- und MAPK-Signalweges beschrieben, 

wodurch die Angiogenese beeinflusst wird. Als ein wichtiges Signalmolekül der Angioge-

nese und des Wundheilungsprozesses wurde der dosis- und zeitabhängige Anstieg des vas-

kulären Wachstumsfaktors (VEGF) beschrieben. Ebenso wurden bei diabetischen Mäusen 

(db/db), bei denen durch einen chirurgischen Eingriff eine Wunde induziert wurde, erhöhte 

VEGF-Werte und eine dosisabhängig verbesserte Wundheilung infolge einer täglichen int-

raperitonealen Verabreichung von Zimtaldehyd (50 und 100 mg/kg) über zehn Tage festge-

stellt (Yuan et al., 2018). Bei einer weiteren Studie von Ferro et al. (2019) wurden Hautwun-

den von Mäusen, die mit Pseudomonas aeruginosa infiziert waren, täglich über sieben Tage 

topisch mit Zimtaldehyd (0,5 mg/mL; 30 µL) behandelt. Über eine TRPA1 vermittelte Wir-

kung zeigte Zimtaldehyd auch dort antimikrobielle und wundheilungsfördernde Wirkungen. 

Dabei waren verringerte Konzentrationen der Bakterienbesiedlung und Entzündungsmedia-

toren feststellbar, aber ebenso waren Werte von VEGF verringert. Möglicherweise sind die 

modulatorischen Wirkungen, die Zimtaldehyd auf Entzündungsmediatoren ausübt, vom 

Weg der Verabreichung - systemisch oder topisch - und dem Auslöser der Hautirritation - 

Diabetes oder Infektion - abhängig (Ferro et al., 2019). Demnach könnten auch die vermit-

telten Entzündungsreaktionen (pro- oder antiinflammatorisch) von diesen und weiteren Fak-

toren abhängig sein, die den Gewebetyp, den Zustand vor der Entzündung, die verabreichte 

Dosis und den Verabreichungsweg der Verbindungen umfassen. Zudem handelt es sich hier-

bei um Versuche an Nagetieren, die zwar auch für den Meschen zutreffen können, aber wei-

tere Einflussfaktoren sind denkbar.  

In einer Studie von Mendes et al. (2016) wurde gezeigt, dass eine einmalige orale Verabrei-

chung von Zimtaldehyd (250 mg/kg) bei Mäusen mit einem verbesserten Krankheitsbild der 

LPS-induzierten systemischen Entzündung (SIRS) einherging sowie mit reduzierten Plas-

magehalten von TNF-α. Diese immunmodulatorischen Wirkungen von Zimtaldehyd wurden 
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sowohl auf TRPA1-abhängige als auch TRPA1-unabhängige Mechanismen zurückgeführt. 

Wobei vorgeschlagen wurde, dass TRPA1 nur während einer Entzündungsreaktion derartige 

Effekte vermittelt (Mendes et al., 2016). Die Ergebnisse einer anderen Studie von B.-C. Liao 

et al. (2008) an Endothelzellen legen entzündungshemmende Eigenschaften von Zimtalde-

hyd nahe. Dabei wurde durch die Behandlung mit Zimtaldehyd (100 µM; für 1 h) und einer 

anschließenden TNF-α Behandlung (100 U/mL; für 2, 4 und 6 h) der Zellen, eine verringerte 

Expression von Adhäsionsmolekülen sowie eine Hemmung des TNF-α induzierten NF-κB-

Signalweges festgestellt. Die Hemmung des NF-κB-Signalweges wurde über die p65 

Translokation und den Abbau von IκB-α gemessen, wobei die Behandlung der Zellen mit 

Zimtaldehyd in Dosen von 50 - 200 µM (für 30 min bis 12 h) und anschließender einstündi-

ger TNF-α Behandlung die p65 Translokation hemmte sowie den Abbau von IκB-α (bei 

Vorbehandlung mit 100 µM Zimtaldehyd für 30 min bis 3 h und anschließender 30-minüti-

ger TNF-α Behandlung). Diese hemmende Wirkung wurde durch Interaktion des α,β-unge-

sättigten Carbonylrestes von Zimtaldehyd mit den Sulfhydrylgruppen von Cysteinresten er-

klärt. So wurde angeführt, dass Proteine, die eine Aktivierung von NF-κB behindern (z.B. 

Blockade des IκB-α Abbaus) sowie NF-κB selbst, als Ziele für eine Interaktion dienen kön-

nen. Ebenso ist der Carbonyl-Anteil von Zimtaldehyd in der Lage, Nrf-2 („Nuclear factor 

erythroid 2-related factor“ 2) und Nrf-2 verwandte Gene zu aktivieren, wodurch wiederum 

sowohl die NF-κB Aktivierung weiter moduliert wird als auch die Expression von wichtigen 

antioxidativen und entzündungshemmenden Zielen - wie die Expression von Hä-

moxygenase-1 und Phase-II-Enzymen, die während der Detoxifizierung aktiv sind und die 

Zellen vor Elektrophilen und reaktiven Sauerstoffspezies schützen (B.-C. Liao et al., 2008). 

 

Mechanismen, die auf die Transkriptionsfaktoren NF-κB und Nrf-2 abzielen, können die 

Regulation wichtiger zellulärer Reaktionen auf oxidativen Stress oder Entzündungen beein-

flussen (zusammengefasst von Wardyn et al., 2015). Trotz der beschriebenen antiinflamm-

atorischen Reaktionen gilt Zimtaldehyd als Kontaktallergen. Vallion et al. (2022) zeigten, 

dass primäre Keratinozyten (CCD 1106 KERTr), die mit zwei unterschiedlichen Konzent-

rationen von Zimtaldehyd behandelt wurden (100 µM oder 250 µM; für 24 h), erst unter 

Behandlung mit der höheren Konzentration von Zimtaldehyd erhöhte mRNA-Spiegel sowie 

eine erhöhte Freisetzung von Zytokinen, darunter TNF-α und IL-8, aufwiesen. Bei Behand-

lung mit der niedrigeren Konzentration wurde hingegen keine Veränderung der Gentran-

skription oder Freisetzung von Zytokinen beobachtet. Demnach wurde vorgeschlagen, dass 

Zimtaldehyd vermutlich in geringeren Konzentrationen eine entzündungshemmende Rolle 
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in Keratinozyten ausübt. Während die Nrf-2 Aktivierung anscheinend wesentlich an der 

Zimtaldehyd-induzierten Herunterregulation von proinflammatorischen Zytokinen beteiligt 

ist, wurde die proinflammatorische Wirkung der höheren Zimtaldehyd-Konzentration mit 

einer erhöhten Vermittlung der Apoptose assoziiert. Wobei angemerkt wurde, dass überle-

bende Zellen die Entzündungsreaktionen, in Reaktion auf den vermehrten Zelltod, weiter 

verstärken könnten. Ebenso war der p38-MAPK-Signalweg, der die Nrf-2 Aktivität regu-

liert, unter Behandlung mit 250 µM Zimtaldehyd stark aktiviert (Vallion et al., 2022). Ins-

gesamt deuten viele Daten darauf hin, dass die Aktivität von Nrf-2 an den Reaktionen von 

Keratinozyten auf bestimmte Kontaktsensibilisatoren wie Zimtaldehyd beteiligt ist und da-

mit zelluläre inflammatorische Reaktionen reguliert (El Ali et al., 2013; Vallion et al., 2022). 

 

Ob Zimtaldehyd in dem hier vorliegenden Zellmodell antiinflammatorische Wirkungen in-

duziert, muss dennoch mit Vorsicht interpretiert werden. Wie bereits erwähnt traten teilweise 

große Unterschiede in den induzierten Effekten zwischen den Passagen bei Behandlung mit 

dem TRPA1 Agonisten bzw. Antagonisten auf. Zusammen mit der mangelnden Ausbeute 

an Zellmaterial, führte dies zum Ausstreuen mehrerer Passagen an HaCaT-Zellen und Ver-

suchswiederholungen. Die Ergebnisse zur Messung der Genexpression von TRPA1 zeigten 

nach 48-stündiger TNF-α Behandlung eine reduzierte x-fache Änderung im Vergleich zur 

Kontrolle für alle Vorbehandlungen (Abbildung 24 IIb). Möglicherweise ist die beobachtete 

reduzierte x-fache Änderung der IL-8 Freisetzung unter Vorbehandlung mit Zimtaldehyd 

nicht auf eine Modulation von TRPA1 zurückzuführen. Während es zwischen 6 h und 48 h 

zwar nicht zu einer Abnahme der IL-8 Freisetzung sowie der TRPV1-Genexpression der 

Lösungsmittelkontrolle unter TNT-α Behandlung kommt (vgl. Abbildung 18 b & 19 b), 

könnten die Unterschiede zwischen den Behandlungen abgenommen haben. Ebenso können 

thermische und mechanische Einflüsse zu Veränderungen der Aktivität und Genexpression 

während der Behandlung geführt haben. Des Weiteren können, trotz größter Sorgfalt, unter-

schiedliche Laborbedingungen (z.B. Temperaturveränderungen), die Handhabung der Zel-

len bei der Behandlung und andere äußere Einflussfaktoren zu Veränderungen der Differen-

zierung, des Wachstums sowie zu Entzündungsreaktionen beitragen. Diese können letztlich 

auch die HaCaT-Zellen selbst und zelluläre Prozesse der Genexpression beeinflusst haben; 

es ist nicht auszuschließen, dass bestimmte Stressoren Chromosomenaberrationen in 

HaCaT-Zellen fördern können (Boukamp et al., 1997). 
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Nicht sichtbare Unterschiede zwischen der Vorbehandlung mit dem Agonisten bzw. Anta-

gonisten könnten weiter dadurch erklärt werden, dass die eingesetzte Dosis von AP-18 zu 

gering war, um Effekte zu erzeugen. Die Wahl der Dosis von AP-18 beruhte unter anderem 

auf der kombinierten Behandlung von Zimtaldehyd mit AP-18 (Abbildung 15 b). Da AP-18 

allerdings ebenfalls mit Zimtaldehyd um die Bindungsstelle von TRPA1 konkurriert, müsste 

eine erhöhte Dosis von AP-18 mit einer erhöhten Dosis von Zimtaldehyd einhergehen, die 

für die Zellen wiederum toxisch werden würde (vgl. Abbildung 14 Ib). Um diesbezüglich 

eine Aussage zur Modulation von TRPA1 und dem Einfluss auf Entzündungsreaktionen in 

HaCaT-Zellen treffen zu können, wären weitere Untersuchungen mit beispielsweise einem 

anderen Antagonisten notwendig gewesen.  

 

Die Agonisten von TRPA1 weisen eine außerordentlich hohe strukturelle Vielfalt auf. Elekt-

rophile Agonisten können reversible und irreversible Modifikationen mit den Cysteinresten 

von TRPA1 eingehen: beispielsweise kann Zimtaldehyd über Thiol-α,β-ungesättigte Alde-

hydreaktionen irreversible Modifikationen an TRPA1 auslösen (Suo et al., 2020). Eine In-

aktivierung kann dennoch durch andere Modifikationen des Kanals geschehen, wie bei-

spielsweise eine intrazelluläre Calciumerhöhung. Generell stellen die ausgelösten Modifika-

tionen von Cysteinen relativ stabile Reaktionen dar, die auch dazu führen können, dass die 

Kanalaktivierung verlängert wird (Macpherson et al., 2007). Dies könnte wiederum Effekte 

von Antagonisten wie AP-18 erschweren. Unter anderem wurde sogar von bimodalen Wir-

kungen von Zimtaldehyd auf TRPA1 berichtet, die in Abhängigkeit von der Konzentration 

zu einer Kanalaktivierung oder -hemmung führen können (Alpizar et al., 2013). Dies könnte 

wiederum pro- oder antiinflammatorische Effekte in unterschiedlicher Weise beeinflussen, 

die von der Aktivierung von TRPA1 abhängen. 
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8 Schlussfolgerung und Ausblick 
 

Aus den Ergebnissen dieser Arbeit geht hervor, dass TRPV1, welches in humanen basalen 

Keratinozyten exprimiert wird, durch Aktivierung von 10 µM Capsaicin antiinflammatori-

sche Wirkungen in Reaktion auf 20 ng/mL TNF-α vermittelt, was zumindest kurzfristig 

(nach 6-stündiger TNF-α Behandlung) durch eine um 40 % reduzierte IL-8 Freisetzung fest-

gestellt werden konnte. Eine chronische bzw. langfristige Wirkung von Capsaicin konnte an 

dieser Stelle nicht geklärt werden. Hingegen verstärkte die Anwendung von sowohl Capsai-

cin als auch Zimtaldehyd (50 µM) in Abwesenheit von TNF-α proinflammatorische Reakti-

onen. Die Hypothese, dass die Modulation von TRPA1 mit Zimtaldehyd die TNF-α indu-

zierten Entzündungsreaktionen in humanen basalen Keratinozyten verstärkt, konnte mit die-

sen Daten vorerst nicht belegt werden. Unstimmigkeiten, bezüglich einer pro- oder antiin-

flammatorischen Rolle von TRPA1 bei bestimmten Hauterkrankungen wie Psoriasis, beste-

hen ebenfalls in der Literatur (zusammengefasst von Maglie et al., 2021). Letztlich liegt es 

nahe, dass der Zustand des Gewebes (vorliegende oder keine Entzündung), Interaktionen 

mit anderen Zellen, der Ort der TRP-Expression, die spezifischen Mechanismen der Modu-

lation der TRP-Kanäle sowie die Dosis der jeweiligen Behandlungen, einen Einfluss auf die 

vermittelten entzündlichen Reaktionen nehmen können und so teilweise gegenteilige Effekte 

zwischen verschiedenen Studien auftreten lassen (zusammengefasst von Koivisto et al., 

2022).  

 

Die Ergebnisse dieser Arbeit sind dabei lediglich auf ein Zellmodell zurückzuführen. Chro-

nische Entzündungsreaktionen sind durch eine konstante, zunächst niedrig-gradige Entzün-

dungsreaktion gekennzeichnet (Fleit, 2014), die in diesem Zellmodell durch eine einmalige 

Gabe von TNF-α womöglich nicht rekonstruiert werden konnte. Zukünftige Studien, die eine 

wiederholte Gabe von TNF-α beinhalten, könnten hier aufgekommene Fragen weiterführend 

beantworten. Dabei müssten auch die eingesetzten Konzentrationen neu evaluiert werden, 

wobei ebenfalls die Konzentrationen der Agonisten und Antagonisten berücksichtigt werden 

sollten, sodass die Wirkung von TNF-α nicht die Reaktionen der TRP-Modulation über-

deckt.  

 

Eine Messung der Genexpression von TRPV1 und TRPA1 zu früheren oder weiteren Zeit-

punkten könnte weiter in Betracht gezogen werden, um möglicherweise auch kurzfristigere 

oder generell Effekte der Vorbehandlungen wahrzunehmen. Letztlich bleibt zu beachten, 

dass eine erhöhte Genexpression nicht mit erhöhten Proteinleveln einhergehen muss oder in 
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vivo über Rezeptortranslokationen andere Effekte vermittelt werden können (Ji et al., 2002; 

W. H. Li et al., 2007). Die Genexpression sollte nach Möglichkeit in Verbindung zum Pro-

teingehalt bewertet werden, was insbesondere bei der Regulation von IL-8 ersichtlich wird. 

Ebenso sind die zugrundeliegenden Signalisierungen mitunter abhängig von Ca2+, wobei so-

wohl ein Einstrom von Ca2+ durch Aktivierung der TRP-Kanäle induziert wird als auch der 

Calciumgehalt die Aktivierung an sich reguliert, sodass Untersuchungen dieser, weitere Auf-

schlüsse über die Kanalmodulation bieten können (W. H. Li et al., 2007). 

 

Weitere Versuche bezüglich der TRPA1-Genexpression mit einem anderen Antagonisten 

oder auch Agonisten von TRPA1 sind gerechtfertigt. Diese könnten zur Lösung hier aufge-

kommener Probleme beitragen, die sich unter anderem aus einem kompetitiven Antagonis-

mus ergeben haben könnten, und weitere Aufschlüsse darüber geben, ob die Aktivierung 

von TRPA1 durch einen spezifischen Agonisten in diesem Entzündungsmodell proinflamm-

atorische Effekte ausübt.  

 

Während ebenso Inkonsistenzen bezüglich einer pro- oder antiinflammatorischen Wirkung 

von TRPV1 in der Literatur bestehen, ist dessen Rolle bei neurogener Entzündung gesicher-

ter (Sulk & Steinhoff, 2015). Die analgetische Wirkung von Capsaicin wurde dabei auf die 

desensibilisierende Wirkung in neuronalen Zellen zurückgeführt, wobei eine wiederholte 

Gabe, der Zustand des Gewebes sowie akute Reaktionen unterschiedliche pro- oder antiin-

flammatorische Ereignisse beeinflussen können (Sulk & Steinhoff, 2015; zusammengefasst 

von Arora et al., 2021). Somit wäre es weiter von Interesse, eine wiederholte Behandlung 

der HaCaT-Zellen mit Capsaicin zu untersuchen - wenn ähnliche Effekte auch auf nicht-

neuronale Zellen zu übertragen sind. 

 

Die Schlüsselrolle von TNF-α bei Entzündungsreaktionen hat zur Forschung über den Ein-

satz von TNF-α Inhibitoren geführt, die etwa bei entzündlichen Erkrankungen wie rheu-

matoider Arthritis, Morbus Crohn oder Psoriasis eingesetzt werden können. Allerdings birgt 

die Hemmung von TNF-α auch das Risiko von Nebenwirkungen, die die Wundheilung ver-

zögern können, Sekundärinfektionen auslösen oder die Entstehung von Krebs fördern 

(Banno et al., 2004). Aufgrund der allgegenwertigen Expression von TRP-Kanälen auf der 

Zellmembran sowie der Tatsache, dass sie mit verschiedenen Umweltreizen in Kontakt ste-

hen und an zahlreichen physiologischen Prozessen beteiligt sind, bieten TRP-Kanäle inte-

ressante therapeutische Ziele, um über die Modulation der Kanalaktivität, verschiedene 
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entzündliche Erkrankungen zu beeinflussen (zusammengefasst von Koivisto et al., 2022). 

Während beispielsweise Zielgewebe von Nahrungsergänzungsmitteln relativ schwer zu er-

fassen sind, kann der Fokus auf TRP-Kanälen auf der Haut, derartige ungewisse Auswirkun-

gen besser umgehen, indem diese vielmehr auf einem Zielort beschränkt bleiben (zusam-

mengefasst von Zsombok & Derbenev, 2016). Erkenntnisse über die Modulation von epi-

dermalen TRP-Kanälen und ihre Rolle bei Entzündungsreaktionen können dabei möglicher-

weise auch für andere epitheliale Gewebe von Nutzen sein, wie dem Darm, der Lunge und 

der Leber. Diese sind wiederum ebenso ernährungsrelevanten Modulatoren ausgesetzt (zu-

sammengefasst von Eming et al., 2014; Zsombok & Derbenev, 2016). Die orale Gabe von 

Capsaicin oder Zimtaldehyd ist hinsichtlich schmerzender und brennender Empfindungen 

sowie schleimhautreizender Wirkungen beschränkt (BfR, 2006; BfR, 2011). Zudem ist ein 

übermäßiger Verzehr von Lebensmitteln, die Capsaicin enthalten, mit gastrointestinalen Be-

schwerden assoziiert. Das Bundesinstitut für Risikobewertung hat in der Bewertung von 

2011 angenommen, dass eine Dosis von 5 mg Gesamtcapsaicin pro kg Körpergewicht mög-

lichst nicht überschritten werden sollte, was zudem der Dosis entspricht, die bei einer tradi-

tionellen scharfen Mahlzeit von Erwachsenen als maximal tolerierbar angenommen wurde 

(BfR, 2011). Die maximal tägliche Aufnahmemenge in Europa von Capsaicinoiden aus mil-

den Chilis und Paprika wurde auf 1,5 mg/Tag geschätzt (Scientific Committee on Food 

[SCF], 2002). Derartige Reaktionen und Risiken sowie maximal akzeptable Aufnahmemen-

gen, müssen bei verschiedenen Applikationswegen berücksichtigt und evaluiert werden.  

 

Inwieweit Effekte von topisch appliziertem Capsaicin weitere Zellen (z.B. Synovozyten) 

beeinflusst bleibt unklar, da fraglich ist, ob die Akkumulation von Capsaicin in diesen Zellen 

ausreicht. Wird Capsaicin in vivo auf die menschliche Haut appliziert, werden neben den 

Nervenfasern und den beschriebenen Desensibilisierungsmechanismen auch nicht-neuro-

nale Keratinozyten stimuliert (zusammengefasst von Arora et al., 2021). Demnach könnten 

sowohl neuronale als auch nicht-neuronale Zellen zu den spezifischen Wirkungen und - je 

nach Wechselwirkungen zwischen den Zellen - zu teilweise inkonsistenten Ergebnissen bei-

tragen. Im Gegensatz zu sensorischen Ganglien weisen primäre humane Keratinozyten und 

HaCaT-Zellen geringere mRNA-Konzentration von TRPV1 auf (Pecze et al., 2008). Somit 

können die eingesetzten Konzentrationen von Capsaicin in vivo zu unterschiedlichen Akti-

vitäten beitragen und mit unterschiedlicher Relevanz für die analgetische oder inflammato-

rische Wirkung von TRPV1 verantwortlich sein - auf einerseits neuronalen und andererseits 

nicht-neuronalen Zellen (zusammengefasst von Arora et al., 2021). Zudem besteht die 
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Möglichkeit, dass eine negative Spleißvariante von TRPV1 in humanen Keratinozyten Re-

sistenzen gegenüber Capsaicin vermitteln kann. Dies muss bei Übertragung auf andere in 

vivo Modelle und bei weiteren Studien berücksichtigt werden, damit Effekte von Capsaicin 

auf TRPV1 in Keratinozyten nicht womöglich verhindert werden. So wäre auch die Unter-

suchung weiterer Agonisten von TRPV1 gerechtfertigt, die durch das Auftreten von Spleiß-

varianten in ihrer Funktion nicht beeinträchtigt werden. 

 

Ein Nachteil des hier verwendeten Zellmodells ist zudem, dass es kein dreidimensionales 

Modell der Haut und somit nicht die Komplexität und zellulären Prozesse der menschlichen 

Haut nachbildet (zusammengefasst von Birgersdotter et al., 2005). Dies kann ebenso zu Dis-

krepanzen bezüglich der Wirkstoffverteilung führen. Ebenso wie die zellulären Prozesse in 

der Haut, sind Entzündungsreaktionen durch ein komplexes System und Zusammenspiel 

verschiedener Akteure gekennzeichnet, die sich systemisch ausbreiten können (zusammen-

gefasst von Bennett et al., 2018). In vivo führt die Regulation von Entzündungsreaktionen 

zu unterschiedlichen zeitlichen Auswirkungen, die sich lediglich als akute oder als chroni-

sche Entzündungen äußern. In dieser Arbeit konnte nur ein Teil dieser Prozesse abgebildet 

werden. Um aber Entzündungsreaktionen zielgerecht und langfristig behandeln oder beein-

flussen zu können, kann das Verständnis dieser auf allen Ebenen der Zellregulation zielfüh-

rend sein und sollte immer im Kontext einer systemischen Beeinflussung betrachtet werden 

(zusammengefasst von Bennett et al., 2018). Ebenso beinhaltet die Aktivierung der TRP-

Kanäle eine Interaktion und Kommunikation mit verschiedenen Immunzellen, neuronalen 

Zellen und anderen Hautzellen, die Einfluss auf die Freisetzung von Entzündungsmediatoren 

und den Entzündungsprozess nehmen (zusammengefasst von Gouin et al., 2017). 

Derartige Interaktionen und Kommunikationen können durch ein einziges Zellmodell nicht 

abgebildet werden und müssen bei der Übertragung auf andere Systeme sowie der Interpre-

tation berücksichtig werden. Komplexere Modelle, die sowohl die dreidimensionale Struktur 

der Haut abbilden als auch die Kommunikation mit anderen Zellen integrieren, können von 

Interesse sein, um tiefere Einblicke in die Regulationsmechanismen von TRPV1 und TRPA1 

zu erhalten; aber werden zeitgleich auch zu einer erschwerten Versuchskontrolle und Ver-

zerrungen der Ergebnisse führen können. 

 

TRP-Kanäle leisten einen wesentlichen Beitrag sowohl zur sensorischen Physiologie als 

auch zur Wahrnehmung schädlicher Umweltreize, die aversive Reaktionen oder sogar Ver-

haltensveränderungen auslösen können. So können TRPV1 und TRPA1 auch indirekt 
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Geschmacksqualitäten beeinflussen und einige Mutationen sind mit veränderten Präferenzen 

für beispielsweise den Salzgeschmack verbunden, wodurch sich Auswirkungen auf den 

Blutdruck ergeben können (zusammengefasst von Rhyu et al., 2021). 

Zahlreiche Regulierungsmechanismen und Interaktionen beeinflussen die Aktivität und 

Funktion dieser Kanäle. So können zwischen verschiedenen Gewebetypen und Zellen Wech-

selwirkungen auftreten, die in einem Synergismus oder gegenteiligen Effekten enden (zu-

sammengefasst von Koivisto et al., 2022; Szallasi et al. 2006). Dies berechtigt zur Aufklä-

rung der verschiedenen Mechanismen auf Zellebene, die für das weitere Verständnis der 

Regulierungsmechanismen interessant sein können. Auf diese Weise können aber auch un-

bekannte oder unerwartete Effekte auftreten, die zu Diskrepanzen führen können, wenn eine 

Übertragung auf komplexere Systeme stattfindet und die Interpretation der Daten und Stu-

dienvergleiche erschweren. Dadurch stellen TRPV1 und TRPA1 ein komplexes und integ-

ratives Forschungsobjekt dar, welches zahlreiche physiologische Prozesse umfasst und diese 

über nachgeschaltete Signalwege beeinflussen kann.  
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9 Zusammenfassung 
 

TRPV1 und TRPA1 sind als polymodale Sensoren an der Wahrnehmung von verschiedenen, 

mitunter schädlichen, Reizen beteiligt. Die Expression und Aktivität der Kanäle steht mit 

entzündlichen und schmerzhaften Zuständen in Verbindung. Viele Studien haben sich auf 

die neuronale Expression und schmerzassoziierten Signalwege konzentriert. Der nicht-neu-

ronalen Expression wurde weniger Aufmerksamkeit gewidmet. Ebenso ist die Rolle von 

TRPV1 und TRPA1 bei pro- und antiinflammatorischen Signalwegen unklar. Ihre Beteili-

gung an physiologischen Prozessen sowie ihre gute Zugänglichkeit - insbesondere auf der 

Haut - machen sie zu interessanten Forschungsobjekten. Ziel dieser Arbeit war, die nicht-

neuronale Expression von TRPV1 und TRPA1 in humanen basalen Keratinozyten bezüglich 

ihrer Rolle bei entzündlichen Signalwegen zu untersuchen. Dafür wurden HaCaT-Zellen mit 

spezifischen ernährungsrelevanten Agonisten sowie den entsprechenden Antagonisten vor-

behandelt. Anschließend wurde untersucht, ob die Modulation der Kanäle die Expression 

sowie Sekretion von CXCL8/IL-8 beeinflusst, welche stromabwärts von TNF-α (20 ng/mL) 

induziert wurde. Die 24-stündige Vorbehandlung der Zellen mit dem TRPV1-Agonisten 

Capsaicin (10 µM) induzierte nach darauffolgender 6-stündiger TNF-α Behandlung 

(20 ng/mL) eine kurzfristige, signifikante Reduktion der IL-8 Freisetzung um das 

0,63 ± 0,04-Fache (p < 0,0001) im Vergleich zur Kontrolle. Dies unterstützt die Hypothese, 

dass Capsaicin antiinflammatorische Wirkungen in basalen Keratinozyten über die Aktivie-

rung von TRPV1 vermittelt. Die Rolle der Aktivierung von TRPA1 durch Zimtaldehyd 

bleibt uneindeutig. Insgesamt kann die Modulation von TRPV1 und TRPA1 von verschie-

denen entzündlichen und zeitlichen Bedingungen abhängen. Werden die von TRPV1 und 

TRPA1 vermittelten entzündlichen und komplexen Mechanismen auf verschiedenen zellu-

lären Ebenen geklärt, könnte die Modulation dieser Kanäle genutzt werden, um therapeu-

tisch auf entzündliche Zustände abzuzielen. 
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10 Summary  
 

TRPV1 and TRPA1 act as polymodal sensors and are involved in perception of various 

stimuli - including noxious. Expression and activity of TRPV1 and TRPA1 are associated 

with inflammatory and painful conditions. Studies have focused on neuronal expression and 

pain-related pathways. The non-neuronal expression has received less attention. The role of 

TRPV1 and TRPA1 in pro- and anti-inflammatory signaling pathways remains unclear. 

Their involvement in various physiological processes and their broad accessibility turn them 

into interesting research objects. The aim of this thesis was to investigate the non-neuronal 

expression of TRPV1 and TRPA1 in human basal keratinocytes, focusing on their role in 

inflammatory signaling pathways. HaCaT cells were pretreated using specific diet-related 

agonists and antagonists. It was investigated whether modulation of these channels affected 

the expression and secretion of CXCL8/IL-8, which was induced downstream by TNF-α 

(20 ng/mL). Pretreatment of cells with the TRPV1 agonist capsaicin (10 µM) for 24 h and 

following TNF-α treatment (20 ng/mL) for 6 h, induced a short-term significant reduction in 

IL-8 release with a fold change of 0.63 ± 0.04 (p < 0.0001) compared to control. This sup-

ports the hypothesis that capsaicin mediates anti-inflammatory effects in basal keratinocytes 

by activating TRPV1. The role of TRPA1 activation by cinnamaldehyde remains unclear. 

Overall, modulation of TRPV1 and TRPA1 may depend on various inflammatory and tem-

poral conditions. If inflammatory and complex mechanisms mediated by TRPV1 and 

TRPA1 are clarified at different cellular levels, modulation of these channels could be used 

to target inflammatory conditions. 
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12 Anhang 
 
 
Tabelle 18: Rohdaten des MTT-Tests unter TNF-α Behandlung 

 KH2O TNF-α [ng/mL] 
10 20 40 

Pr
oz

en
tu

al
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 
(K

H
2O

) 

106,60 87,36 77,81 104,81 

Pt. 1 

104,44 110,21 84,02 119,56 
94,86 143,93 84,96 116,57 
121,17 124,72 87,03 131,06 

 128,18 87,21 131,49 
91,29 135,78 131,13 151,05 

Pt. 2 

98,49 114,74 125,69 111,97 
95,81 110,34 131,74 128,05 
102,81 138,93 112,34 121,48 
98,06  117,79 143,75 
74,57 85,65 104,92 114,14 

Pt. 3 

105,84 151,23 158,24  
89,24 133,01 165,82 131,24 
122,88 134,62 150,10 157,38 
93,94 155,43 146,47 119,81 

MW 100,00 125,29 117,68 127,31  
SD 28,45 21,40 29,44 15,10 

 
Rohdaten zur Bestimmung der Zellvitalität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 10 ng/mL, 
20 ng/mL bzw. 40 ng/mL TNF-α verglichen zur Lösungsmittelkontrolle KH2O (2 % ddH2O). Die Daten sind 
als prozentuale Veränderung bezogen auf KH2O angegeben und wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern 
bereinigt. 
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Tabelle 19: Rohdaten des MTT-Tests unter Capsaicin bzw. Capsazepin Behandlung 

 
KDMSO 

Capsaicin [µM] Capsazepin [µM]  

10 50 100 300 0,1 1 10 

Pr
oz

en
tu

al
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 
(K

D
M

SO
) 

138,43 85,71 88,73 96,09 62,46 106,66 68,58 124,14 

Pt. 1 

61,57 92,37 67,16 61,39 60,95 112,34 68,93 130,09 
 105,95 82,25 110,30 70,53 83,67 83,49 107,63 
 98,22 78,61 83,58  103,91 57,31 60,77 

86,68 48,99 135,41 75,76 28,85  47,95 61,21 

Pt. 2 

108,12 74,07 78,36 58,48 69,40 90,45 66,15 61,21 
91,88 167,90   30,80 107,73 95,91 84,21 
113,32        
104,91 93,47 105,97 65,67 45,24 77,88 94,17 91,93 Pt. 3 98,46 94,38 103,02 77,74 32,60 95,37 100,42 81,82 
96,63  107,79 226,52 75,85 83,36  96,49 
86,75     83,52 87,43 91,23 

Pt. 4 

104,23     112,96 142,48 134,84 
121,36     92,92 90,50 122,57 
94,26     78,63 84,04 103,30 
93,41     78,91 97,69  

MW 100,00 95,67 94,14 95,06 52,96 93,45 84,65 96,53  
SD 17,98 31,80 20,91 52,03 18,72 13,03 23,15 25,41  

 
Rohdaten zur Bestimmung der Zellvitalität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger Behandlung mit 10 µM, 
50 µM, 100 µM bzw. 300 µM Capsaicin und 0,1 µM, 1 µM bzw. 10 µM Capsazepin verglichen zur Lösungs-
mittelkontrolle KDMSO (0,1 % DMSO). Die Daten sind als prozentuale Veränderung bezogen auf KDMSO ange-
geben und wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 20: Rohdaten des MTT-Tests unter Zimtaldehyd bzw. AP-18 Behandlung 

 
KDMSO 

Zimtaldehyd [µM] AP-18 [µM]  

10 50 100 300 1 5 10 

Pr
oz

en
tu

al
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
D

M
SO

) 

138,43  75,77 48,52 19,85 74,44  64,76 

Pt. 1 

61,57 69,29 81,72 65,30 20,38 75,77  96,27 
 73,99 88,46 63,52 23,76 76,83 89,44 86,86 
 71,07 77,01 56,07 28,02 75,33 90,24 90,50 

86,68 87,72 116,31 75,24 20,66 102,66 100,84 83,69 

Pt. 2 

108,12 88,76 80,05 73,16 19,88 96,95 87,07 82,91 
91,88 79,14 105,13 72,51 16,24 103,31 86,94 69,53 
113,32        
104,91 75,29 90,24 76,83 31,62 100,98 88,13 93,89 Pt. 3 98,46 88,42 110,81  29,79 90,03 96,42 100,21 
96,63 91,22 95,72 98,88 23,40 99,72 89,68 104,14 

MW 100 80,54 92,12 70,00 23,36 89,60 91,10 87,28  
SD 20,85 8,54 14,47 14,34 4,97 12,62 4,94 12,65  

 
Rohdaten zur Bestimmung der Zellvitalität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger Inkubation mit 10 µM, 50 µM, 
100 µM bzw. 300 µM Zimtaldehyd und 1 µM, 5 µM bzw. 10 µM AP-18 verglichen zur Lösungsmittelkon-
trolle KDMSO (0,1 % DMSO). Die Daten sind als prozentuale Veränderung bezogen auf KDMSO angegeben und 
wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 21: Rohdaten des MTT-Tests unter kombinierter Behandlung aus Agonist und Antagonist 

 
KDMSO 

[µM] Capsazepin +  
10 µM Capsaicin  

[µM] AP-18 + 
50 µM Zimtaldehyd 

 

0,1 1 10 1 5 10 
Pr

oz
en

tu
al

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

D
M

SO
) 

183,87 40,08 35,72 30,22 30,22 22,15 0,77 

Pt. 1 

121,13 61,97 25,86 22,41 22,41 10,63 7,94 
93,60 60,69 39,05 23,56 23,56 11,27 -1,15 
47,25     18,44 18,44 25,99 7,55 
54,16 35,08 35,85 19,46 19,46 3,97 0,90 
116,44 101,05 87,10 64,45 81,70 72,21 82,32 

Pt. 2 

61,23 116,56 91,75 71,03 90,14 76,43 75,31 
114,27 120,97 67,68 60,67 103,23 84,06 75,81 
106,45 92,56 93,98 81,89 98,08 83,00 81,64 
101,61 125,19 116,25 93,49 98,08 80,02 96,53 
137,80 115,08 118,81 108,37 87,14 107,74 114,83 

Pt. 3 

102,81 101,48 108,66 85,90 87,97 100,20 98,00 
99,08 122,00 114,42 106,50 77,36 93,86 88,63 
82,29 103,56 103,14 103,43 101,94 94,89 98,42 
78,02 112,22 102,64 97,92 89,50 89,67 91,82 
103,44 115,93 110,72 78,92 82,67 90,96 58,93 

Pt. 4 

86,64 106,69 100,48 46,61 101,15 105,18 96,95 
99,24 104,06 104,56 87,82 100,31 97,12 109,66 
110,67 104,68 105,85 84,80 112,40 93,76 113,69 

MW 100 96,66 86,81 67,68 75,04 70,69 68,34  
SD 30,70 27,88 31,37 31,66 33,23 35,71 42,25  

 
Rohdaten zur Bestimmung der Zellvitalität in HaCaT-Zellen nach 24-stündiger kombinierter Behandlung von 
10 µM Capsaicin mit unterschiedlichen Konzentrationen von Capsazepin (0,1 µM; 1 µM; 10 µM) bzw. 50 µM 
Zimtaldehyd mit unterschiedlichen Konzentrationen von AP-18 (1 µM; 5 µM; 10 µM). Die Daten sind vergli-
chen zur Lösungsmittelkontrolle KDMSO (0,1 % DMSO) und als prozentuale Veränderung bezogen auf KDMSO 
angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

v 
 

Tabelle 22: Rohdaten der CXCL8 RT-qPCR unter TNF-α Behandlung für 48 h 

 CXCL8  
 KH2O TNF-α [ng/mL]  

2,5 5 10 20 40  
x-

fa
ch

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

H
2O

) 

0,97 6,86 3,56 7,10 19,34 14,61 

Pt. 1 

1,59 12,77 14,88 20,86 35,86 34,02 
  14,11 25,72 40,08 56,46 58,33 

0,25 3,34 5,67 11,09 13,72 15,69 
0,51 3,76 5,39 10,54 12,43 15,52 
0,48 3,54 5,53 11,35 13,93 15,17 
0,53 6,24 9,79 16,15 19,57 25,43 

Pt. 2 

0,76 6,65 9,52 16,95 18,11 23,35 
0,66 6,11 10,16 15,09 20,05 22,71 
0,97 7,86 11,56 16,93 27,77 32,09 
0,91 7,80 11,74 17,60 28,74 32,61 

  7,65 14,62 19,37 22,96 32,02 
1,54 23,61 39,23 57,95   128,56 

Pt. 3 

1,10         127,38 
0,80         113,80 
0,91 22,96 41,55 52,36 93,37 120,03 
1,08 14,58   55,75 101,43 124,97 
1,37 22,31 40,23     125,90 
1,16 16,42 19,47 23,08 29,73 40,24 Pt. 4 0,96 15,89 19,82 22,44 28,20 44,69 
1,27 16,11 21,64 21,38 25,14 37,11 
1,19 17,10 12,26 19,15 38,64 43,71 Pt. 5 1,14 19,42 11,91 20,40 39,74 49,14 
1,07 17,71 12,19 18,79 43,05 43,05 
0,76 8,10 9,46 9,22 25,98 29,58 

Pt. 6 

0,84 8,06 10,89 9,84 25,08 31,18 
1,00 7,94 12,33 8,96 26,70 32,37 
1,07 12,20 16,15 12,27 31,17 44,88 
1,39 11,21 16,90 13,02 33,48 47,72 
1,73 11,74 18,76 13,96 36,71 45,27 

MW 1,00 11,86 15,96 20,80 33,36 51,71  
SD 0,35 6,01 10,21 14,05 21,34 38,10 

 
Rohdaten zur Bestimmung der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von CXCL8 in HaCaT-Zellen 
nach 48-stündiger Inkubation mit 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL bzw. 40 ng/mL TNF-α.  Die Werte 
sind normalisiert auf die Referenzgene und bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle KH2O (2 % ddH2O) ange-
geben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 23: Rohdaten des ELISA-Tests unter TNF-α Behandlung für 48 h 

 IL-8  
 

KH2O 
TNF-α [ng/mL]  

2,5 5 10 20 40  

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
 

K
on

tr
ol

le
 (K

H
2O

) 

0,90 1,54 1,96 2,63 3,23 4,79 Pt. 1 0,86 1,43 1,92 2,38 3,57 5,22 
0,99 5,48 6,46 8,29 11,01 9,45 Pt. 2 1,13 5,51 6,20 8,62 11,43 9,99 
0,87 2,51 3,53 4,12 5,74 6,76 Pt. 3 0,87 2,85 3,80 4,12 6,10 7,29 
0,94 2,93 3,32 3,89 4,53 5,79 Pt. 4 1,27 3,19 3,61 4,24 4,79 6,92 
1,14 3,02 3,30 4,28 4,71 5,10 Pt. 5 1,04 3,05 3,79 4,35 4,85 5,21 

MW 1,00 3,15 3,79 4,69 5,99 6,65  
SD 0,14 1,38 1,50 2,10 2,88 1,83 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen freigesetzten Menge an IL-8 in HaCaT-Zellen nach 48-stündi-
ger Inkubation mit 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL bzw. 40 ng/mL TNF-α. Die Werte sind norma-
lisiert auf die Referenzgene und als x-fache Änderung bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle KH2O (2 % 
ddH2O) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt.  
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Tabelle 24: Rohdaten der TRPV1 RT-qPCR unter TNF-α Behandlung für 48 h 

 TRPV1  
 KH2O TNF-α [ng/mL]  

2,5 5 10 20 40  
x-

fa
ch

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

H
2O

) 

 0,003 0,14 0,16 0,05 0,06 

Pt. 1 

0,05 0,01 0,33 0,42 0,08 0,14 
0,19 0,02 0,44 0,78 0,11 0,17 
1,82 0,92 0,53 0,85 0,65 0,55 
1,87 1,10 0,61 0,90 0,64 0,76 

 0,84 0,69 0,90 0,59 0,64 
0,89 0,79 0,65 0,95 0,93 0,98 

Pt. 2 

0,91 0,98 0,85 0,98 0,88 0,89 
0,92 1,13 0,84 0,97 0,80 0,95 
1,12 1,46 0,98 1,09 1,03 1,13 
1,10 1,25 0,89 1,12 1,08 1,03 
1,06 1,06 0,95 1,22 0,98 1,04 
0,65 0,20 0,21 0,33 0,11 0,11 Pt. 3 1,04 0,20 0,24 0,49 0,26 0,23 
1,31 0,35 0,32 0,37 0,46 0,33 
0,59 1,62 0,50 1,06 0,47 0,59 Pt. 4 0,88 1,60 1,03 1,00 0,55 1,16 
1,53 1,32  1,12 0,88 1,04 
0,60 0,59 0,81 0,57 0,86 0,67 Pt. 5 0,94 1,35 0,97 0,97 0,86 0,63 
1,47 1,59 1,23 0,98 0,95 0,93 
0,72 0,86 0,57 0,46 1,01  Pt. 6 0,89 1,25 0,99 0,70   
1,39 1,79 1,30 1,04   

MW 1,00 0,93 0,70 0,81 0,65 0,67  
SD 0,46 0,55 0,33 0,30 0,34 0,37 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPV1 in HaCaT-Zellen nach 48-stündiger 
Inkubation mit 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL bzw. 40 ng/mL TNF-α. Die Werte sind normalisiert 
auf die Referenzgene und bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle KH2O (2 % ddH2O) angegeben. Die Daten 
wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

viii 
 

Tabelle 25: Rohdaten der TRPA1 RT-qPCR unter TNF-α Behandlung für 48 h 

 TRPA1  
 KH2O TNF-α [ng/mL]  

2,5 5 10 20 40  
x-

fa
ch

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

H
2O

) 

  0,51   0,11 0,67 1,13 

Pt. 1 

0,94 1,82 0,04 0,69 2,52 1,90 
0,87 1,00 0,02 0,47 1,29 3,10 
0,91 0,05 0,07 0,79 0,06 0,76 
1,52 0,07 0,22 0,42 0,43 1,87 
1,20 0,14 0,21 0,36 0,88 1,71 
0,99 1,73 1,96   4,25 3,75 

Pt. 2 

0,22   2,10   2,02   
0,53 1,79 2,01 5,12 5,52   
0,38 2,59 1,89 2,05 3,47 3,03 

  1,10 3,33 5,12 4,86 3,78 
1,13 2,11 3,04 4,60 3,02 3,83 
1,30 0,07 1,24 4,57 1,06 1,36 

Pt. 3 

0,65 0,21 0,72 2,87 2,72   
1,10 0,31 0,27 1,51 1,73 1,86 
1,11 0,28 0,21 2,41 2,42 0,53 
1,24 1,27 0,20 4,37 1,15 1,60 
1,14 0,12 0,90 4,15 1,27 0,70 
0,11 2,59 2,55 0,95   1,40 Pt. 4 1,85     0,92   0,19 
1,30   2,39     1,81 

  0,87 0,21 2,29   1,96 Pt. 5 1,20 2,93 0,79 0,76 1,41 0,62 
0,98 2,05 0,97 0,82 3,30 2,98 
0,45 2,48 0,23 1,06 1,61 0,51 

Pt. 6 

  0,56   1,68 1,46 0,50 
2,04 0,93 0,74 1,67 1,20 3,85 
1,34 2,58 0,49 0,24   2,45 
0,52 1,14 3,34 1,08 0,59 0,35 

  1,48 2,09 0,85 2,43 1,72 
MW 1,00 1,21 1,19 1,92 2,05 1,82  
SD 0,47 0,94 1,09 1,64 1,40 1,17 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPA1 in HaCaT-Zellen nach 48-stündiger 
Inkubation mit 2,5 ng/mL, 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL bzw. 40 ng/mL TNF-α. Die Werte sind normalisiert 
auf die Referenzgene und bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle KH2O (2 % ddH2O) angegeben. Die Daten 
wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 26: Rohdaten der CXCL8 RT-qPCR unter 20 ng/mL TNF-α Behandlung  

 CXCL8  
 K Zeit [h]  

3 6 12 24 48  
x-

fa
ch

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

) 

0,78 585,02 189,53 213,67 41,19 90,81 Pt. 1 1,13 800,01 289,75 244,05 53,28 117,47 
1,19   350,44 70,89 156,28 
0,62 833,21 210,74 181,65 69,64 173,74 Pt. 2 1,12 1019,59 271,61 289,40 85,23 212,65 
1,37      
0,70 284,92 135,08 145,43 31,47 37,55 Pt. 3 0,90 438,72 201,10 159,21 41,97 50,06 

 637,93 241,79 182,14 50,26 59,95 
0,96 295,62 138,23 138,44 53,33 57,38 Pt. 4 0,98 337,38 134,48 134,48 52,29 56,27 
1,15 340,45 156,76 142,52 47,43 51,04 
1,07 478,46 215,20 158,27 38,35 30,35 Pt. 5 1,18 437,99 216,87 151,98 40,76 32,26 
0,85 494,21 233,77 148,80 43,10 34,11 

MW 1,00 537,19 202,69 188,61 51,37 82,85  
SD 0,21 228,64 50,75 64,62 14,74 59,14 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von CXCL8 in HaCaT-Zellen nach Behandlung 
mit 20 ng/mL TNF-α für 3 h, 6 h, 12 h, 24 h bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und 
bezogen auf die Kontrolle (keine TNF-α Behandlung) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests 
von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 27: Rohdaten des ELISA-Tests unter 20 ng/mL TNF-α Behandlung 

 IL-8  
 

K 
Zeit [h]  

3 6 12 24 48  

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
 

K
on

tr
ol

le
 (K

) 

1,06 2,13 3,40 4,13 5,82 8,53 Pt. 1 1,01 2,16 3,41 4,17 5,50 8,32 
0,98 1,56 2,43 2,41 3,01 3,17 Pt. 2 1,02 1,54 2,28 2,30 3,16 3,40 
1,03 2,09 3,28 3,47 4,35 5,24 Pt. 3 1,02 2,12 3,28 3,31 4,29 5,05 
0,94 2,30 2,92 3,84 4,20 6,13 Pt. 4 1,04 2,26 2,95 3,77 4,38 6,64 
0,95 2,25 2,37 2,60 3,21 5,73 Pt. 5 0,95 2,23 2,35 2,96 11,86 6,03 

MW 1,00 2,07 2,87 3,30 4,98 5,82  
SD 0,04 0,28 0,47 0,70 2,59 1,77 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen freigesetzten Menge an IL-8 in HaCaT-Zellen nach Behandlung 
mit 20 ng/mL TNF-α für 3 h, 6 h, 12 h, 24 h bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und 
als x-fache Änderung bezogen auf die Kontrolle K (keine TNF-α Behandlung) angegeben. Die Daten wurden 
mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 28: Rohdaten der TRPV1 RT-qPCR unter 20 ng/mL TNF-α Behandlung 

 TRPV1  
 K Zeit [h]  

3 6 12 24 48  
x-

fa
ch

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

) 

0,94 0,82 0,34 0,52 0,59 1,30 Pt. 1 0,95 0,68 0,38 0,47 0,65 1,43 
1,11 0,62 0,33 0,52 0,46 1,02 
0,94 0,80 0,22 0,95 0,55 1,37 Pt. 2 0,94 0,76 0,32 1,05 0,55 1,38 
1,12 0,81 0,25  0,56 1,41 
1,07 0,35 0,24 0,59 0,41 0,49 Pt. 3 0,96 0,40 0,21 0,60 0,43 0,51 
0,97 0,94 0,24 0,64 0,38 0,46 
1,00 0,32 0,15 0,44 0,71 0,76 Pt. 4 1,00 0,34 0,21 0,47 0,77 0,83 
1,00 0,50 0,19 0,45 0,66 0,71 
0,88 0,69 0,19 0,26 0,10 0,08 Pt. 5 1,01 0,63 0,21 0,25 0,17 0,13 
1,11 0,71 0,39 0,28 0,09 0,07 

MW 1,00 0,62 0,26 0,54 0,47 0,80  
SD 0,07 0,20 0,07 0,23 0,21 0,50 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPV1 in HaCaT-Zellen nach Behandlung 
mit 20 ng/mL TNF-α für 3 h, 6 h, 12 h, 24 h bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und 
bezogen auf die Kontrolle K (keine TNF-α Behandlung) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests 
von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 29: Rohdaten der TRPA1 RT-qPCR unter 20 ng/mL TNF-α Behandlung 

 TRPA1  
 K Zeit [h]  

3 6 12 24 48  
x-

fa
ch

e 
Ä

nd
er

un
g 

zu
r 

K
on

tr
ol

le
 (K

) 

0,41 0,06 0,65 0,09 0,37 0,82 Pt. 1 1,34 0,14 0,46 0,14 0,07 0,16 
1,10 0,23 0,99 0,25 0,42 0,93 
1,02 0,36 0,44 1,30 1,06 2,63 Pt. 2 0,94 0,75 0,18 2,19 4,14  
0,89 0,90 0,40 1,88 1,43 3,58 
0,90 0,23 0,06 0,45 0,36 0,43 Pt. 3 0,76 0,23 0,53 0,15 0,88 1,05 
1,19 0,03 0,11 0,31 0,36 0,43 

 1,57 0,41 1,81 3,20 3,45 Pt. 4 1,48 1,27  1,49 0,55 0,59 
1,13  2,98 1,89 1,43 1,54 
1,24 0,45 0,76 2,59 1,95 1,55 Pt. 5 0,44 0,31 1,08   4,26 
1,17 0,91 1,82  2,23 1,77 

MW 1,00 0,53 0,78 1,12 1,32 1,65  
SD 0,31 0,48 0,78 0,91 1,20 1,32 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPA1 in HaCaT-Zellen nach Behandlung 
mit 20 ng/mL TNF-α für 3 h, 6 h, 12 h, 24 h bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und 
als x-fache Änderung bezogen auf die Kontrolle K (keine TNF-α Behandlung) angegeben. Die Daten wurden 
mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
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Tabelle 30: Rohdaten RT-qPCR bei Kontrollbehandlung unter Vorbehandlung mit TRPV1 Agonist/ 
Antagonist  

 
6 h 

CXCL8 TRPV1  

K Cap CapZ Cap + 
CapZ K Cap CapZ Cap + 

CapZ 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
) 

 

1,04 1,80 1,67 1,44 1,03 2,98 4,59 1,26 Pt. 1 1,08 1,86 1,84 1,58 1,18 2,88 4,56 1,08 
0,96 1,87 1,75 1,61 0,79 3,44 3,50 1,46 
1,00 1,13 2,49 1,28 0,92 0,79 1,06 0,53 Pt. 2 0,85 1,24 2,65 1,31 0,87 0,69 1,29 0,43 

 1,23 2,98 1,17 1,20 1,06 0,81 0,52 
0,97 0,87 0,86 0,95 0,91 0,85 0,83 0,88 Pt. 3 1,06 1,10 0,91 0,96 0,98 0,88 0,89 0,89 
1,05 1,05 0,96 1,02 1,11 0,66 1,04 0,94 

MW 1,00 1,35 1,79 1,26 1,00 1,58 2,06 0,89  
SD 0,08 0,39 0,79 0,25 0,14 1,15 1,65 0,35 

 
48 h 

CXCL8 TRPV1  

K Cap CapZ Cap + 
CapZ K Cap CapZ Cap + 

CapZ 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
) 

 

0,88 2,52 1,30 0,77 1,08 0,38 0,87 0,73 Pt. 1 1,03 3,08 1,23 0,68 1,04 0,39 0,98 0,65 
1,09 3,24 1,35 0,89 0,88 0,45 0,75 0,67 
0,85 1,26 1,34 0,48 0,88 1,29 0,96 0,26 Pt. 2 1,02 1,41 1,03 0,40 1,08 1,35 0,52 0,45 
1,13 1,44 1,11 0,52 1,04 1,26 0,79 0,41 
0,81 0,32 0,39 0,36 0,86 0,29 0,42 0,51 Pt. 3 1,07 0,32 0,22 0,33 1,02 0,24 0,47 0,54 
1,12 0,27 0,37 0,43 1,12 0,28 0,54 0,52 

MW 1,00 1,54 0,93 0,54 1,00 0,66 0,70 0,53  
SD 0,12 1,17 0,46 0,20 0,10 0,49 0,22 0,15 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPV1 bzw. CXCL8 in HaCaT-Zellen nach 
Vorbehandlung mit TRPV1 Agonist und/oder Antagonist und anschließender Behandlung ohne TNF-α für 6 h 
bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle K 
(0,2 % DMSO; 1 % ddH2O) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
Cap: Capsaicin; CapZ: Capsazepin. 
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Tabelle 31: Rohdaten RT-qPCR bei TNF-α Behandlung unter Vorbehandlung mit TRPV1 Agonist/ 
Antagonist 

 
6 h 

CXCL8 TRPV1  

KTNF Cap CapZ Cap + 
CapZ KTNF Cap CapZ Cap + 

CapZ 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
T

N
F)

 
 

1,01 0,99 1,07 0,51 1,03 2,32 2,16 0,81 Pt. 1 1,01 0,93 1,05 0,44 0,83 2,17 1,93 0,77 
0,98 0,91 1,04 0,47 1,13 2,32 1,87 0,68 
0,96 1,33 1,42 1,01  2,24 1,12 0,78 Pt. 2 0,95 1,26 1,38 1,01 1,14 1,10 1,49 0,97 
1,09  1,62 1,16 1,35 0,78 1,82 1,14 
0,99 0,68 0,74 0,73 0,97 1,16 0,85 1,47 Pt. 3 0,94 0,69 0,71 0,73 0,98 1,02 1,11 1,53 
1,07 0,70 0,78 0,75 1,05 0,70 1,01 1,22 

MW 1,00 0,94 1,09 0,76 1,06 1,53 1,48 1,04  
SD 0,05 0,25 0,33 0,26 0,15 0,70 0,48 0,31 

 
48 h 

CXCL8 TRPV1  

KTNF Cap CapZ Cap + 
CapZ KTNF Cap CapZ Cap + 

CapZ 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
T

N
F)

 
 

1,01 1,34 1,18 0,70 1,22 3,65  4,24 Pt. 1 0,99 1,31 1,17 0,64 0,78 4,13 4,66 3,73 
1,00 1,13 1,17 0,65  4,10  3,86 
1,02 0,99 0,21 0,41 1,08 1,67 0,39 1,55 Pt. 2 1,01 0,91 0,20 0,44 0,87 1,57 0,31 1,41 
0,97 1,07 0,21 0,48 1,05 1,45 0,46 1,11 
0,98 0,85 1,23 0,95 0,98 1,21 0,87 1,03 Pt. 3 0,97 0,89 1,17 0,92 1,08 1,18 0,91 1,05 
1,05 1,07 1,25  0,94 0,75 0,93 0,80 

MW 1,00 1,06 0,87 0,65 1,00 2,19 1,22 2,09  
SD 0,03 0,18 0,50 0,21 0,14 1,36 1,54 1,41 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPV1 bzw. CXCL8 in HaCaT-Zellen nach 
Vorbehandlung mit TRPV1 Agonist und/oder Antagonist und anschließender Behandlung mit 20 ng/mL TNF-
α für 6 h bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und bezogen auf die Kontrolle KTNF 
(0,2 % DMSO; 20 ng/mL TNF-α) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern berei-
nigt. Cap: Capsaicin; CapZ: Capsazepin. 
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Tabelle 32: Rohdaten des ELISA-Tests unter Vorbehandlung mit TRPV1 Agonist/Antagonist 

 IL-8  

ohne 
TNF-α 

6 h 48 h  

K Cap CapZ Cap+ 
CapZ K Cap CapZ Cap+ 

CapZ 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
) 1,00 1,17 0,72 0,90  1,79  0,75 Pt. 1  1,26 1,05 0,84 1,00 1,82 0,92 0,67 

  1,52 0,65 1,01 0,99 1,41 1,06 Pt. 2 1,00 0,64 1,61 0,98 0,99 0,70 1,56 0,87 
0,66  0,51 0,30 1,02 1,65 2,73 1,04 Pt. 3 1,34 0,15 0,39 0,38 0,98  2,99 1,07 

MW 1,00 0,81 0,97 0,67 1,00 1,39 1,92 0,91  
SD 0,28 0,52 0,52 0,28 0,02 0,51 0,89 0,17  

mit 
TNF-α 

6 h 48 h  

KTNF Cap CapZ Cap+ 
CapZ KTNF Cap CapZ Cap+ 

CapZ 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 
(K

T
N

F)
 

0,98 0,61 0,53 0,65 0,94 0,83 0,81 0,62 Pt. 1 1,02 0,63 0,55 0,66 1,06 0,92 0,86 0,66 
0,98 0,58 0,94 1,08 0,93 0,95 0,55 0,53 Pt. 2 1,02 0,62 1,02 1,12 1,07 0,97 0,55 0,62 
0,99 0,67 0,76 0,91 0,97 0,16 0,24 0,36 Pt. 3 1,01 0,70 0,84 0,77 1,03 0,24 0,25 0,38 

MW 1,00 0,63 0,77 0,87 1,00 0,68 0,54 0,53  
SD 0,02 0,04 0,20 0,21 0,06 0,37 0,26 0,13  

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen freigesetzten Menge an IL-8 in HaCaT-Zellen nach Vorbehand-
lung mit TRPV1 Agonist und/oder Antagonist und anschließender Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α für 6 h 
bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und als x-fache Änderung bezogen auf die Lö-
sungsmittelkontrolle K (0,2 % DMSO; 1 % ddH2O) bzw. TNF-α Kontrolle KTNF (0,2 % DMSO; 20 ng/mL 
TNF-α) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. Cap: Capsaicin; 
CapZ: Capsazepin. 
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Tabelle 33: Rohdaten RT-qPCR bei Kontrollbehandlung unter Vorbehandlung mit TRPA1 Agonist/ 
Antagonist 

 
6 h 

CXCL8 TRPA1  

K Zim AP Zim + 
AP K Zim AP Zim + 

AP 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
) 

1,01 0,90 0,86 1,07 1,08 0,41 0,20 0,28 Pt. 1 1,05 0,70 0,93 1,09 0,68 0,39 0,25 0,18 
0,93 1,11 0,82 1,22 1,24 0,25  0,39 
0,98   0,96 1,10 0,95  0,68 0,44 Pt. 2    0,96 1,03 0,84  1,07 0,87 

   1,16 1,18 1,21  0,51 1,17 
0,96 0,50 0,78 0,49 1,30 0,98 0,46 1,39 Pt. 3 1,04 0,52 0,88 0,49 0,70  0,80  
1,01 0,57 0,83 0,50   1,31 0,81  
0,97 0,65 0,70 0,27 1,05 1,19 0,72 0,46 Pt. 4 1,04 0,65 0,68 0,32   0,59 0,27 0,31 
1,00 0,62 0,69 0,30 0,95 0,67 0,30 0,50 
0,96 1,49 1,21 0,77 1,18 1,86 0,58 1,04 Pt. 5 1,06 1,51 1,16 0,79 0,82 1,91 1,44  
0,98 1,43 1,13 0,92      1,31 

MW 1,00 0,89 0,92 0,77 1,00 0,96 0,62 0,70  
SD 0,04 0,39 0,18 0,35 0,21 0,60 0,36 0,43 

 
48 h 

CXCL8 TRPA1  

K Zim AP Zim + 
AP K Zim AP Zim + 

AP 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
) 

0,88 0,84 1,50  0,93 0,88 1,90   Pt. 1 1,03 0,93 1,94  0,86 1,07 2,61   
1,09 1,03 2,17  1,43 1,30 1,03   

 0,80 0,40 1,55   0,22 0,26 0,27 Pt. 2 1,02 0,91 0,58 1,25 1,35 0,27 0,74   
1,13 0,75 0,42 1,20 0,79   1,61   
1,04 0,59 1,16 1,06 0,42 0,89 0,09   Pt. 3 0,96 1,11 1,04 1,09 0,77     3,63 
1,00 0,84 0,91 1,12     1,11   
1,03  2,79 1,67 0,90 1,60 2,61 0,76 Pt. 4 1,04 3,66 2,41 2,11 1,30 3,00 2,00 1,33 
0,93 3,54 2,49 2,16 1,01 4,54 3,12   
1,01 0,53 0,60 0,76 0,51 0,17   0,69 Pt. 5 0,96 0,52 0,59 0,77 1,23 0,05 0,41 0,18 
1,02 0,54 0,57 0,64 1,48 0,46 0,42 0,63 

MW 1,00 1,18 1,30 1,28 1,00 1,20 1,38 1,07  
SD 0,06 1,04 0,84 0,50 0,34 1,33 1,01 1,19  

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPA1 bzw. CXCL8 in HaCaT-Zellen nach 
Vorbehandlung mit TRPA1 Agonist und/oder Antagonist und anschließender Behandlung ohne TNF-α für 6 h 
bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und bezogen auf die Lösungsmittelkontrolle K 
(0,2 % DMSO; 1 % ddH2O) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. 
Zim: Zimtaldehyd; AP: AP-18. 
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Tabelle 34: Rohdaten RT-qPCR bei TNF-α Behandlung unter Vorbehandlung mit TRPA1 Agonist/ 
Antagonist  

 
6 h 

CXCL8 TRPA1  

KTNF Zim AP Zim + 
AP KTNF Zim AP Zim + 

AP 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
-

tr
ol

le
 (K

T
N

F)
 

1,01 0,91 1,06 2,88 1,11 0,92 0,66 1,81 Pt. 1 1,01 0,95 1,08 2,51 0,57  0,68  
0,98 0,96 1,08  1,32 0,69  3,15 

 0,74 0,94 0,72  0,62 1,16 2,00 Pt. 2 1,02 0,75 0,99 0,80 1,00 1,40 0,74 2,45 
1,02 0,77 0,97 0,85 1,00 1,89  2,60 
1,03 1,87 0,84 1,52 1,00   1,40 Pt. 3 0,99 1,85 0,84 1,49 1,20 1,11 3,18 2,17 
0,98 1,81 0,86 1,46 0,80 1,34   
1,02 0,42 1,09 0,77 1,42 0,47 0,58 0,29 Pt. 4 0,99 0,42 1,09 0,70 0,52 0,14 0,73 0,19 
0,99 0,43 1,15 0,71 1,06    

MW 1,00 0,99 1,00 1,31 1,00 0,95 1,11 1,78  
SD 0,02 0,55 0,11 0,77 0,28 0,54 0,93 1,00 

 
48 h 

CXCL8 TRPA1  

KTNF Zim AP Zim + 
AP KTNF Zim AP Zim + 

AP 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
T

N
F)

 1,01 2,27 1,03 0,48 0,88 0,60 0,21 0,23 Pt. 1 0,99 2,08 1,09 0,49 1,31 0,80 0,29 0,41 
1,00  1,44 0,63   0,78 0,30 0,26 
1,02 0,59 0,53 0,21 1,22 0,53 0,66 1,51 Pt. 2 1,01 0,64 0,56 0,25   0,52 0,38   
0,97 0,61 0,56 0,23 0,96     1,27 
0,97 1,12 1,33 0,97 1,60 0,29   0,61 Pt. 3  1,12 1,45 1,02 0,88   1,07   
0,99 1,14 1,39  0,81 1,44 0,91 1,18 
0,97 0,54 0,61 0,63   1,23 0,98 0,97 Pt. 4 1,03 0,54 0,64 0,63 0,23 1,37 0,95 1,46 
1,00 0,54 0,63 0,65 0,82     1,47 
1,02 0,61 0,59 0,60 0,98 0,46 1,38 0,76 Pt. 5 0,99 0,49 0,58 0,56 1,28 0,69 0,80 0,71 
0,98 0,52 0,61 0,50 1,02 0,58 0,69 0,92 

MW 1,00 0,92 0,87 0,56 1,00 0,77 0,72 0,90  
SD 0,02 0,59 0,37 0,24 0,34 0,37 0,36 0,45 

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen Genexpression von TRPA1 bzw. CXCL8 in HaCaT-Zellen nach 
Vorbehandlung mit TRPA1 Agonist und/oder Antagonist und anschließender Behandlung mit 20 ng/mL TNF-
α für 6 h bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und bezogen auf die Kontrolle KTNF 
(0,2 % DMSO; 20 ng/mL TNF-α) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern berei-
nigt. Zim: Zimtaldehyd; AP: AP-18. 
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Tabelle 35: Rohdaten des ELISA-Tests unter Vorbehandlung mit TRPA1 Agonist/Antagonist 

 IL-8  

ohne 
TNF-α 

6 h 48 h  

K Zim AP Zim + 
AP K Zim AP Zim + 

AP 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 
(K

) 

0,94 1,14 0,86 0,90 0,99 1,04 0,69  Pt. 1 1,06 1,03 0,86 1,10 1,01 0,98 0,60  
1,07 2,49 2,14 2,39 0,98 1,21 0,81 1,05 Pt. 2 0,93 4,19 1,20 2,49 1,02 1,28 0,82 1,23 
1,11  1,33 1,81 1,00 1,00 1,44 1,15 Pt. 3 0,89  1,14 0,63 1,00 0,98 1,36 1,11 

 2,12 1,17 0,63 1,07 0,78 1,21 1,43 Pt. 4 1,00 0,93 1,48 1,62 0,93  1,09 1,56 
1,16 2,63  2,90 0,98 1,11 1,13 0,85 Pt. 5 0,84 4,37 2,77 1,19 1,02 1,39 1,06 1,53 

MW 1,00 2,36 1,44 1,57 1,00 1,09 1,02 1,24  
SD 0,11 1,35 0,63 0,81 0,04 0,18 0,28 0,25  

mit 
TNF-α 

6 h 48 h  

KTNF Zim AP Zim + 
AP KTNF Zim AP Zim + 

AP 
 

x-
fa

ch
e 

Ä
nd

er
un

g 
zu

r 
K

on
tr

ol
le

 (K
T

N
F)

 

0,91 1,04 1,03 1,30 0,94 0,74 0,99 0,78 Pt. 1 1,09 1,19 1,02 1,24 1,06 0,72 0,99 0,92 
1,00 1,15 0,91 1,17 1,03 0,69 0,89 0,35 Pt. 2 1,00   1,36 0,97 0,83 0,95 0,37 
1,08 1,38 1,07 1,35 1,05 0,91 0,92 0,71 Pt. 3 0,92 0,84 0,91 0,80 0,95 0,95 0,93 0,81 
0,96 0,88 0,68 0,36 1,02 0,85 0,64 0,52 Pt. 4 1,04 0,85 0,77 0,58 0,98 0,87 0,63 0,55 

MW 1,00 1,05 0,91 1,02 1,00 0,82 0,87 0,63  
SD 0,07 0,20 0,14 0,39 0,05 0,09 0,15 0,21  

 
Rohdaten der x-fachen Änderung der relativen freigesetzten Menge an IL-8 in HaCaT-Zellen nach Vorbehand-
lung mit TRPA1 Agonist und/oder Antagonist und anschließender Behandlung mit 20 ng/mL TNF-α für 6 h 
bzw. 48 h. Die Werte sind normalisiert auf die Referenzgene und als x-fache Änderung bezogen auf die Lö-
sungsmittelkontrolle K (0,2 % DMSO; 1 % ddH2O) bzw. TNF-α Kontrolle KTNF (0,2 % DMSO; 20 ng/mL 
TNF-α) angegeben. Die Daten wurden mittels Nalimov-Tests von Ausreißern bereinigt. Zim: Zimtaldehyd; 
AP: AP-18. 
 


