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1. Einleitung

1. Einleitung

Nervenzellen sind elektrisch aktiv. Erhalten Nervenzellen einen addquaten Reiz aus der
Umwelt oder von einer vorgeschalteten Nervenzelle, werden sie erregt und konnen
Aktionspotenziale an nachgeschaltete Nervenzellen weiterleiten. Aktionspotenziale werden
mit Hilfe von Ionenstromen iiber die Zellmembran erzeugt. Damit lonen {iber die
Zellmembran flieBen, muss ein elektrochemisches Potenzial iiber die Membran aufgebaut
werden. Dieses so genannte Ruhepotenzial der Nervenzelle kommt durch die
Ungleichverteilung verschiedener Ionen (vor allem Kalium (K"), Natrium (Na"), Chlorid
(CI') und organischen Anionen) beiderseits der Zellmembran zu Stande. Diese
Ungleichverteilung kann durch die selektive Permeabilitit der Zellmembran fiir die
verschiedenen lonensorten aufrechterhalten werden. Das Ruhepotenzial vieler
Nervenzellen liegt zwischen -40 und -70 mV. Zwei Arten integraler Membranproteine
bestimmen das Membranpotenzial: lonenpumpen, die Ionen aktiv (unter Energieverbrauch)
gegen ihren elektrochemischen Gradienten transportieren, und lonenkandle, die selektiv
Ionen entlang ihres Konzentrationsgradienten die Membran passieren lassen. Die
elektrische Erregung einer Nervenzelle wird durch die Depolarisation des
Membranpotenzials erreicht. Das geschieht oft dadurch, dass Na'-Ionen in das Zellinnere
der Nervenzelle stromen. Die elektrische Hemmung der Nervenzelle wird dagegen durch
Hyperpolarisation des Membranpotenzials erreicht, was in der Regel durch den Fluss von
Cl'-lonen in die Nervenzelle geschieht. Aktivierung und Hemmung einer Nervenzelle
finden generell an der elektrischen Verschaltstelle zweier Nervenzellen, der Synapse, statt.
Schiittet die signalgebende Nervenzelle die Botenstoffe GABA oder Glyzin in den
synaptischen Spalt aus, binden diese an spezifische Rezeptoren in der postsynaptischen
Membran. Dadurch wird die Leitfahigkeit fiir C1” erhoht; Cl flieBt in die postsynaptische
Zelle und hemmt die nachgeschaltete Nervenzelle.

Es gibt aber auch Nervenzellen, bei denen ein CI'-Strom keine Herabsetzung der
elektrischen Aktivitat bewirkt, sondern im Gegenteil ihre Aktivierung vermittelt. Dieser
Mechanismus ist bisher nur bei Riechsinneszellen und somatosensorischen Nervenzellen
der Spinalganglien (DRG, dorsal root ganglia) genauer untersucht worden. In beiden
Nervenzell-typen ist die Aktivierung eines CI'-Stroms an zytoplasmatische Kalzium
(Ca2+)-Signale gekoppelt. Ca*"-aktivierte Cl-Kanile liefern den depolarisierenden CI-

Fluss aus der Zelle. Die Rolle der Ca*'-aktivierten CI-Kanile in somatosensorischen
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Neuronen und ihre Funktion bei der Generierung somatosensorischer Signale sollten in

dieser Arbeit untersucht wird.

1.1 Somatosensorik

Somatosensorische Neurone vermitteln Sinnesmodalititen wie Schmerz, Temperatur und
Beriihrung. Es sind pseudounipolare Neurone, deren Axon mit weit verzweigten, freien
Nervenendigungen in der Haut und anderen Organen beginnt und {iber die Spinalganglien
in das Hinterhorn (Cornu dorsale) des Riickenmarks fiihrt, wo es mit anderen Neuronen
verschaltet wird (Abbildung 1.1 (A)). Diese Neurone leiten die Information in das Gehirn,

wo sie verarbeitet und der Wahrnehmung zugefiihrt werden.

Hinterhorn

Spinal-
ganglion

C; ¢ Afferenz

Riickenmark

Haut
Muskeln
Organe

Efferenz

Abbildung 1.1: Aufbau und Verschaltung somatosensorischer Neurone. (A) Die Zellkorper der
pseudounipolaren Neurone befinden sich im Spinalganglion (blau). Thr Axon nimmt Informationen iiber
Schmerz, Temperatur und Beriihrung, sowie chemische Reize aus der Haut, den Muskeln oder den inneren
Organen auf. Die Verschaltung findet im Hinterhorn des Riickenmarks statt, wo eingehende Informationen
auf nachgeschaltete Zellen {ibertragen werden. Die Informationsverarbeitung findet in den
somatosensorischen Bereichen des Thalamus und des Cortex statt. (B) Léngsschnitt durch ein
Spinalganglion (dorsal root ganglion, DRG) der Ratte. Die Neurone erscheinen dunkel, da der Schnitt mit
einer Nisselfdrbung (Richardson-Blau) angefdrbt wurde. Man erkennt sowohl die gebiindelten Axone der
somatosensorischen Neurone (Afferenz), die zentral durch das DRG ziehen, als auch die Axone der
Motoneurone (Efferenz), die vom Riickenmark zu den Muskeln in der Haut und den inneren Organen

projizieren. (Modifiziert nach: Ilva Putzier, 2003)
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Man unterscheidet drei Typen somatosensorischer Neurone. Als Unterscheidungskriterium
dient der Grad der Myelinisierung und damit die Leitungsgeschwindigkeit der
Nervenfasern.

Die langsamsten Axone sind vollstindig unmyelinisiert, sie werden als C-Fasern
bezeichnet. Diese Nervenfasern haben einen Durchmesser von <2um und eine
Leitungsgeschwindigkeit von <2 m/s. Sie ermdglichen die Perzeption von Schmerzreizen
und dienen der bewussten Schmerzwahrnehmung. Die Erregung von C-Faser-Neuronen
fiihrt zu einem dumpfen, schlecht lokalisierbaren und spét einsetzenden Schmerz. Thre
zentralen Fortsdtze enden in den Laminae I, II und V im Hinterhorn des Riickenmarks
(Handwerker, 1999).

Ad-Fasern sind diinne (J: 2 - 5 um), myelinisierte Axone mit einer Leitungs-
geschwindigkeit von 2 - 40 m/s. Diese Fasern iibermitteln vor allem schmerzhafte
Sinneseindriicke, die durch Hitze, Kéilte und mechanische Reize ausgelost werden. Sie
vermitteln ein helles, gut lokalisierbares und schnell auftretendes Schmerzempfinden
(Handwerker, 1999). Ad-Fasern projizieren in die Laminae I und V des Hinterhorns und
von dort iiber Interneurone auf Motoneurone. Sie bilden einen polysynaptischen
Reflexbogen, dessen wichtigste Aufgabe es ist, ein gefdhrdetes Korperteil noch vor
Bewusstwerden des Schmerzes von der Gefahrenquelle zu entfernen (z.B. die Hand von
der heiBen Herdplatte zu nehmen). Neben diesen somatomotorischen Reflexen konnen
tiber efferente Neurone im Seitenhorn auch vegetative Reflexe wie eine Vasodilatation der
Hautgefille ausgeldst werden. Die weitere Fortleitung der Informationen erfolgt {iber die
zweiten Neurone der Schmerzleitung, die den Tractus spinothalamicus oder Tractus
spinoreticularis beziehungsweise den ipsilateral weiterleitenden Tractus spinocervicalis
bilden. Das spinothalamische System endet im Nucleus ventralis posterolateralis des
Thalamus und wird von hier auf den somatosensorischen Kortex weitergeleitet (drittes
Neuron). In diesem Gebiet der GroBhirnrinde findet die bewusste Schmerzwahrnehmung
statt. Sie ist fiir die Lokalisation und die Stirke der Schmerzen zustidndig. Der Tractus
spinoreticularis wird in der Formatio reticularis umgeschaltet. Die Verkniipfung von dort
zu hoheren Zentren ist fiir die Schmerz-induzierten vegetativen Reaktionen wie
Schweiflausbruch und erhéhten Sympathikotonus verantwortlich. Eine Verbindung zum
limbischen System (Hippocampus, Amygdala) und dem Frontalkortex (Assoziationsareal)
ermoglicht die affektive Bewertung des Schmerzes als negatives Erlebnis und eine

Erinnerung daran.



1. Einleitung

C- und Ap-Faser-Neurone ermoglichen die Wahrnehmung gewebeschiddigender
(noxischer), schmerzhafter Reize. Sie werden auch als Nozizeptoren (,,Schmerzzellen®)
zusammengefasst und bilden das nozizeptive System.

Der dritte Typ somatosensorischer Neurone wird von Af—Fasern gebildet. Sie
dienen der Wahrnehmung mechanischer Stimuli (Beriihrung, leichter Druck). Thre Axone
sind dick (8 - 14 pum), myelinisiert und daher sehr schnell (40 - 90 m/s) (Handwerker,
1999). AP —Fasern sind nicht Teil des nozizeptiven Systems. Das somatosensorische
System besteht hauptséachlich (~90%, Stucky et al., 1999) aus C- und Ad-Faser-Neuronen.
ApB—Fasern machen nur einen geringen Anteil aller somatosensorischer Zellen aus. Das
somatosensorische System ist damit hauptsichlich auf die Wahrnehmung schmerzhafter
Reize (Nozizeption) ausgelegt. In meiner Arbeit habe ich ausschlieBlich mit nozizeptiven
Zellen oder ,,Schmerzzellen* gearbeitet, weshalb im Folgenden reprisentativ fiir C- und

Ad-Faser-Neurone der Terminus ,,Schmerzzellen® verwendet wird.

Was ist Schmerz? Die ,,International Association for the Study of Pain* definiert Schmerz

folgendermal3en:

»Schmerz ist eine unangenehme sensorische und gefithlsmiBige Erfahrung, die mit bereits

eingetretenen oder drohenden Verletzungen einhergeht oder als solche empfunden wird.*

Schmerzen werden durch Gewebeschidden ausgelost, die einen intakten Zellverband
bedrohen. An der Schmerzentstehung sind mehrere Prozesse beteiligt. Einerseits werden
schmerzhafte Reize von Transduktionskandlen (sieche Abschnitt 1.4) direkt in elektrische
Signale umgewandelt, zum Anderen werden von geschidigten Zellen Schmerz-
verursachende Substanzen in den Extrazelluldarraum freigesetzt, wodurch Nozizeptoren
zusétzlich  stimuliert, bzw. moduliert werden. Die Gewebeschddigung kann
unterschiedlicher Natur sein: Traumatische Zerstorung, thermische Schidigung und
entziindliche Verdnderungen kommen hierbei in Frage. Die aus zerstorten Zellen
freigesetzten schmerzfordernd wirkenden Substanzen sind unter anderem K' -Ionen und
Protonen, Serotonin und Histamin. Bei Entziindungsprozessen werden auch
Arachidonséuremetabolite (z.B. Prostaglandine) freigesetzt. Diese haben keine direkte
Wirkung auf Nozizeptoren, erhdhen jedoch die Sensibilitdt fiir andere freigesetzte
Metabolite und verstirken beziehungsweise ermoglichen so erst deren Wirkung. An den in
der Peripherie freiliegenden Nervenendigungen entsteht auf die oben beschriebenen Reize
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hin die ,,Information Schmerz®, die durch Aktionspotentiale zum Zentralnervensystem
weitergeleitet wird. Die Stirke des Schmerzes wird durch die Anzahl der
Aktionspotenziale pro Zeiteinheit kodiert, die Lokalisation wird vermittelt durch die zum

geschidigten Gewebe gehorenden Fasern.

1.2 Die DRG-Primirzellkultur — Das Standardmodell der Schmerzforschung

Um einen Einblick in die Generierung der ,Information Schmerz* zu bekommen, miisste
man die Prozesse, die bei der Schmerzentstechung ablaufen, an den sensorischen
Endigungen untersuchen. Allerdings sind die ,,Sensoren® somatosensorischer Neurone
stark verzweigte Axonterminalen mit einem Durchmesser von nur ~0,25 — 1,5 pm
(Whitear, 1960). Wegen ihres geringen Durchmessers sind sie nur mit groflem
priparativem Aufwand zuginglich und kdnnen daher nicht mit konventionellen Methoden
wie Patch-Clamping oder Fluoreszenz-Imaging untersucht werden. Einen Ausweg aus
dieser Beschridnkung bieten die Zellkorper (Perikaryen) somatosensorischer Neurone. Sie
befinden sich in den Spinalganglien und Trigeminalganglien. Die Spinalganglien
(,,Hinterwurzelganglien” oder “dorsal root ganglia“, DRG; Abb. 1.1) liegen als Abschnitt
der Hinterwurzel an den Foramina spinalia in der Nédhe des kndchernen Canalis
vertebralis innerhalb der Dura mata. Sie werden von einer Bindegewebskapsel, dem
Perineurium, umgeben und von einem gefdaBhaltigen Bindegewebe durchzogen. Thre
Ganglienneurone sind die ersten Neurone der afferenten sensiblen Fasern. Die dicht
gepackten Nervenzellen liegen hdufig am Rand der Spinalganglien, die austretenden
Fasern bilden den inneren Teil des Ganglions (Andres, 1961). Die Perikaryen der priméren
Neurone konnen mit geringem préparativem Aufwand isoliert und kultiviert werden
(Primérzellkultur) und dienen seit Jahrzehnten als in vitro-Standardmodell der
Schmerzforschung. Ein GrofBteil der in dieser Arbeit gezeigten Experimente wurde daher
an kultivierten DRG-Neuronen vorgenommen.

Der Nachteil dieses Modells ist in seiner Komplexitéit begriindet: Spinalganglien
enthalten die Perikaryen funktionell unterschiedlicher sensorischer Afferenzen. Etwa 25
unterschiedliche Subpopulationen wurden in vivo identifiziert und charakterisiert (Darian-
Smith, 1984a,b; Iggo, 1985). Davon sind mindestes 12 nozizeptive Subpopulationen
(Belmonte & Giraldez, 1981; Tanelian & Beuerman, 1984; Campbell et al., 1990; Cooper
& Sessle, 1993; Mense, 1993; Schaible & Grubb, 1993; Cervero, 1994). Mochte man eine

dieser Subpopulationen in vitro gezielt untersuchen, benétigt man Hilfsmittel zur
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Identifizierung der entsprechenden Subpopulation. Bei der Isolierung der Perikaryen
werden die Zellen aus ihrem Gewebeverband geldst. Dabei reilen die Axone der Neurone
ab, sodass eine Unterscheidung der einzelnen Fasertypen mit Hilfe des Axondurchmessers
in vitro nicht mehr moglich ist. Allerdings unterscheiden sich die DRG-Perikaryen der
verschiedenen Fasertypen in ihrem Durchmesser. In der Literatur findet man diesbeziiglich
zum Teil stark variierende Angaben (z.B. Lee et al., 1986; Scroggs & Fox, 1992; Zhang et
al., 1999; Rola et al, 2003; Ma, 2005), daher habe ich aus den verfiigbaren
Veroffentlichungen einen  Querschnitt gebildet, der die GrdéBenbereiche der
Zelldurchmesser fiir die verschiedenen Fasertypen wie folgt definiert: Die Zellkdrper der
C-Faser-Zellen sind am kleinsten (<30 pum). Die Perikaryen der Ad-Faser-Neurone haben
eine Grofle zwischen 30 - 45 um. Die grofite Population (>45 pm) wird von Ap-Faser-
Zellen gebildet.

Durch die verschiedenen Perikaryen-Durchmesser ist eine grobe Diskriminierung
der unterschiedlichen Fasertypen somatosensorischer Neurone auch in vitro moglich. Diese
Unterscheidung ist sehr hilfreich, wenn man in DRG-Primérkulturen die physiologischen
Eigenschaften eines Fasertyps gezielt untersuchen mochte.

In dieser Arbeit wurde mit kultivierten Schmerzzellen gearbeitet, also mit C- und
Ad-Faser-Neuronen. Die beiden Fasertypen enthalten wiederum mehrere Subpopulationen
unterschiedlicher sensorischer Modalititen. Da Schmerzzellen die Féhigkeit haben, auf
unterschiedliche Reize zu reagieren, ist eine scharfe Abgrenzung der einzelnen
Modalititen nur eingeschrinkt moglich. Man bezeichnet Schmerzzellen daher auch als
polymodal (Bessou et al., 1969). Um das Problem der Modalititen-Vielfalt in DRG-
Primérkulturen in den Griff zu bekommen, wird in der Schmerzforschung fortwihrend
nach Werkzeugen gesucht, die die Identifizierung der unterschiedlichen Modalitédten in
vitro erleichtert. Der Perikaryen-Durchmesser ist ein Beispiel fiir ein solches Werkzeug. In
der Schmerzforschung wird haufig versucht, einen Zusammenhang zwischen Modalitét
und ZellgroBe (Durchmesser) herzustellen. Auf diese Weise soll die Identifizierung und
damit die Untersuchung der physiologischen Eigenschaften einer DRG-Subpopulation
erleichtert werden. In dieser Arbeit wurde am in vitro-Modell mit der Hitze-sensitiven
DRG-Subpopulation (s.u.) gearbeitet. Daher ist ein Kapitel der Frage gewidmet, ob diese
Subpopulation mit Hilfe des Perikaryen-Durchmessers identifiziert werden kann.

Dariiber hinaus wird in dieser Arbeit die Verwendbarkeit des Pflanzenlektins
Isolektin B4 [IB; aus Griffonia simplicifolia (Bandeiraea simplicifolia)], fiir die

Identifizierung der Hitze-sensitiven Modalitdt ausgetestet. Mit Hilfe der IB4-Spezifitit
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konnen Schmerzzellen in zwei Gruppen unterteilt werden. In der Literatur werden sie als
»peptiderge-“ und ,,nicht-peptiderge-*“ (Snider & McMahon, 1998; Julius & Basbaum,
2001; Kashiba et al., 2001), bzw. als ,,Peptid-reiche-“ und ,,Peptid—arme-*“ Schmerzzellen
bezeichnet (Carlton & Hergett, 2002). Peptiderge Nozizeptoren exprimieren Neuropeptide,
wie CGRP (calcitonin gene-related peptide) und Substance P, und den NGF-Rezeptor
(nerve growth factor, NGF) TrkA (Thyrosin-Kinase A oder neurotrophic tyrosine kinase
receptor, type 1). Nicht-peptiderge Schmerzzellen exprimieren Rezeptoren fiir den glia cell
line-derived neurotrophic factor (GDNF) und enthalten dagegen keine, bzw. nur geringe
Konzentrationen an Neuropeptiden. Diese Zellen binden IB4 (Snider & McMahon, 1998;
Priestley et al, 2002). Mit Fluoreszenz-markiertem IB4 lassen sich diese Zellen
fluoreszenzmikroskopisch ~ sichtbar machen. Inwieweit die IBs-Selektivitit zur
funktionellen Unterscheidung somatosensorischer Neurone genutzt werden kann, ist noch
nicht hinreichend geklirt. Trotz der Unsicherheit {iber die funktionelle Rolle der 1B4-
positiven Subpopulation wird das Pflanzenlektin in der Schmerzforschung héufig zur

Charakterisierung kultivierter DRG-Neurone verwendet.

1.3 Arbeitshypothese der Signaltransduktion in Schmerzzellen

Wird eine somatosensorische Zelle durch ihren addquaten Reiz aktiviert, wird dieser in ein
elektrisches Signal umgewandelt. Dieser Prozess wird als Signaltransduktion bezeichnet.
Die Schemazeichnung in Abbildung 1.2 zeigt das Model, wie die Signaltransduktion in
Schmerzzellen nach der Hypothese unserer Arbeitsgruppe aussehen konnte. Nach dieser
Hypothese nutzen Schmerzzellen einen Verstarkungsmechanismus, der auf exzitatorischen
CI™-Stromen basiert. Dieser Mechanismus beinhaltet Ca*"-permeable Transduktionskanile,
Ca’"-aktivierte Cl-Kanile und Cl'-akkumulierende Transporter.

Transduktionskanédle leiten bei ihrer Aktivierung einen einwéartsgerichteten
Kationenstrom, der hauptséchlich von Ca*"-Ionen getragen wird (siche Abschnitt 1.4). Der
Ca’"-Einstrom fiihrt zum Anstieg der intrazelluliren Ca®-Konzentration und zur
Aktivierung Ca**-gesteuerter Cl-Kanile. Durch eine hohe intrazellulire Cl'-Konzentration,
die von Cl'-akkumulierenden Transportern aufrecht gehalten wird, leiten Ca*"-aktivierte
Cl'-Kanile einen auswirtsgerichteten Cl-Strom, der eine weitere Depolarisation des

Membranpotenzials bewirkt und das initiale Rezeptorpotenzial verstirkt.
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Transduktions- Chlorid-Kationen-
kanale Kotransporter

Ca?t——— [CaZ]i ~ [CI]

Ca2+-aktivierte
CI"-Kanile

A4

Abbildung 1.2: Modell der Cl-basierten Signalverstirkung in somatosensorischen Neuronen.
Transduktionskanile (blau) leiten bei ihrer Aktivierung Ca®'-Ionen in die Zelle. Der Anstieg der [Ca®'];
fiihrt zur Depolarisation des Membranpotenzials und bedingt die Offnung Ca*'-gesteuerter Cl -Kanile. Eine
hohe [CIT;, die von CI'-akkumulierenden Transportern aufrecht gehalten wird, liefert die treibende Kraft fiir

den exzitatorischen CI -Ausstrom, der die Verstarkung des Sensorpotenzials bedingt.

Dieser Verstirkungsmechanismus wurde in den Zilien olfaktorischer Sinneszellen (OSNs:
olfactory sensory neurons) nachgewiesen (Reisert et al., 2003, 2005; Kaneko et al., 2004).
Nach der Hypothese unserer Arbeitsgruppe verwenden somatosensorische Neurone den
gleichen Cl'-basierten Verstirkungsmechanisms, wie er in OSNs identifiziert wurde. Diese
Hypothese zu iiberpriifen war ein Ziel meiner Arbeit. Wie diese Hypothese zustande

kommt wird im Folgenden erklért.

1.4 Signaltransduktion in Riechzellen (OSN5)

Abbildung 1.3 zeigt eine Schemazeichnung des Transduktionsapparates in den Zilien von
OSNs. Die Zilien der Riechzellen sind sehr kleine, spezialisierte Zellkompartimente, die
auf die Detektion von Duftstoffen, mit Stimulation einer Adenylatzyklase und einem
Anstieg der zilidren cAMP-Konzentration (cAMP: zyklisches Adenosinmonophosphat)
reagieren (Pace et al., 1985; Firestein et al., 1991). cAMP 6ffnet Ca’* -permeable CNG-
Kanile (CNG: cyclic nucleotide gated) (Firestein et al., 1991; Frings et al., 1992;

Nakamura et al., 1997) die, neben monovalenten Kationen einen einwirtsgerichteten Ca*'-
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Abbildung 1.3: Transduktionsapparat von Riechzellen (OSNs). Die Detektion von Duftstoffen fiihrt G-
Protein-gekoppelt zum Anstieg der ziliiren cAMP-Konzentration. cAMP aktiviert CNG-Kanile, die Ca*'-
Ionen aus dem Mukus in die Zilien leiten. Der initiale, depolarisierende Kationenstrom wird anschlieSend
~10-fach, durch einen Ca*'-induzierten CI" -Strom verstirkt und generiert einen Rezeptorstrom, der die

elektrische Errecune des Neurons auslost.

Strom leiten (Kleene, 1995; Frings et al., 1995; Zufall und Firestein, 1996; Dzeja et al.,
1999; Seifert et al., 1999) und damit einen Anstieg der zilidren Ca*'-Konzentration
bewirken (Leinders-Zufall et al, 1997). Dadurch werden Ca’*‘-aktivierte Cl-Kanile
gedftnet, die den auswirtsgerichteten CI'-Strom leiten und das Membranpotenzial der Zelle
zusdtzlich depolarisieren (Reisert et al., 2003). ClI'-Akkumulation wird in diesen Zellen
wahrscheinlich von dem Na'/K'/2CI-Transporter NKCC1 verwirklicht (Kaneko et al.,
2004; Reisert et al., 2005). Die in OSNs gemessene Cl-Konzentration liegt im Mittel bei
55 mM (Kaneko et al., 2004).

Der metabolische, G-Protein gekoppelte Transduktionsmechanismus in den Zilien
der Riechzellen trdgt nicht zur Verstirkung des Rezeptorstroms bei, da das
Konzentrationsverhiltnis der aktivierenden Duftstoffe zum synthetisierten cAMP etwa
gleich grof} ist (Takeuchi & Kurahashi, 2005; Bhandawat et al., 2005). Die Verstirkung
des initialen Rezeptorstroms wird ausschlielich durch den exzitatorischen CI'-Ausstrom
vermittelt, der von Ca*"-aktivierten CI'-Kanilen getragen wird. Ca*"-aktivierte CI'-Kanile
wurden das erste Mal in OSNs von Froschen nachgewiesen (Kleene et al. 1991). Die
Hypothese, dass diese Kanile als Verstarker des Rezeptorstoms in OSNs agieren konnten,
wurde 1993 von Lowe & Gold formuliert. AuBer in Riechzellen und somatosensorischen

+ . . - . . .
Neuronen wurden Ca’*-aktivierte Cl-Kanile auch in anderen Nervenzellen, wie
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Fotorezeptoren und Geschmackszellen identifiziert. Welche Funktion sie in diesen

Sinneszellen erfiillen, ist bisher nicht bekannt (Frings et al., 2000).

1.5 Signaltransduktion in somatosensorischen Neuronen

Im Gegensatz zur Signaltransduktion in Riechzellen wird der Rezeptorstrom in
somatosensorischen Sinneszellen nicht durch metabolische Prozesse verstirkt. Hier wirken
adiquate Stimuli direkt auf Ca*"-permeable Transduktionskanile, die einen Ca*"-Einstrom
in die sensorischen Endigungen leiten. Viele somatosensorische Neuronen exprimieren
Ca’*"-aktivierte CI'-Kanile (Bader et al., 1987; Scott et al., 1988; Stapleton et al., 1994;
Currie et al., 1995; Kenyon, 2000). Die Zellen akkumulieren Chlorid in Zellkdrpern
(Alvarez-Leefmans et al., 2001) und den sensorischen Endigungen (Granados-Soto et al.,
2005), mit Hilfe des Na'/K'/2CI'-Transporters NKCC1 (Sung et al., 2000). Die
intrazellulire Cl'-Konzentration liegt im Mittel bei 31 mM (Kaneko et al., 2002). In
somatosensorischen Neuronen wurden exzitatorische Ca” -aktivierte CI-Strome das erste
Mal von Mayer (1985) gemessen. Am Tiermodell (Riickenmark-Hautpraparationen der
Ratte), sowie durch in vivo-Experimente am Menschen wurde spiter gezeigt, dass
Schmerz-Reaktionen durch exzitatorische Cl-Strome induziert werden konnen (Ault &
Hildebrand, 1994) und diese durch Inhibierung der Cl-akkumulierenden Transporter
abgeschwicht werden (Willis et al., 2004). Von Morales-Aza (2004) wurde gezeigt, dass
die NKCCI1-Expression durch Entziindungsprozesse in Nozizeptoren gesteigert wird -
moglicherweise um den Verstarkungsgrad und die elektrische Erregbarkeit der Zellen zu
erhohen.

Abbildung 1.4 zeigt einige Transduktionskanile, die in somatosensorischen Neuronen
nachgewiesen wurden. Dargestellt sind chemo-sensitive Transduktionskanidle (P2X-,
ASIC-Kanile), sowie mechano- (DEG/ENaC) und Temperatur-sensitive Kanile der TRP-

Familie.

e P2X-Rezeptoren (purinerge Rezeptoren) sind Ionenkanéle, die durch extrazelluldres
ATP geoffnet werden. ATP gelangt bei mechanischer Belastung aus dem
Zellinneren in die interstitielle Fliissigkeit. Obwohl die purinergen Rezeptoren

durch ATP aktiviert werden, dienen sie der Mechanoperzeption.
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ASIC-Kanile (acid sensing ion channels) werden bei Gewebsazidose durch
Protonen aktiviert und fiihren zur Erregung von Nozizeptoren. Der Schmerz bei
Herzinfarkten entsteht vor allem durch Ansduerung von ischimischem Gewebe im

Herzmuskel.

DEG/ENaC-Kanile (DEGenerin family of proteins, Epithelial Na*-Channel)
bilden eine Superfamilie, der u.a. auch die ASIC-Kanéle angehoren. Sie bilden
Ionenkandle, die bei der Geschmacksempfindung und der Perzeption mechanischer

Reize eine Rolle spielen.

TRP-Kanile (transient \ TRPVZ2 w ™ TRPV1

receptor potential) bilden

o B — |
eine  GroBfamilie  von ca_%

Transduktionskanédlen. Die I

TRP-Familie umfasst bei

Saugetieren mittlerweile 22

Mitglieder, die in vier
DEG / ENaC
Subfamilien eingeteilt

. . ASIC " na' ca” na” P2X3R
werden: die klassischen

TRP-Kanile mit sieben Abbildung 1.4: Schematische Darstellung von Schmerzreiz-

(TRPC, aktivierten Transduktionskanélen in sensorischen Endigungen

Mitgliedern
) . von Schmerzzellen. (Verdndert nach: www.sinnesphy-

,classic“ oder ,,canonical-

like* TRP), die Vanilloid-

Rezeptor-dhnlichen TRP-Kanile mit sechs Mitgliedern (TRPV, ,,vanilloid“ TRP),

die Melastatin-dhnlichen TRP-Kanidle (TRPM, ,melastatin“ TRP) mit acht

Mitgliedern und ANKTM1 (TRPA, ,,ankyrin-repeat* TRP) (Montell et al., 2002).

Ein Mitglied der TRPV-Subfamilie, der Transduktionskanal TRPV1, ist fiir diese

siologie.de/download/schmerz1.ppt)

Arbeit von besonderem Interesse, wie im Folgenden gezeigt wird.

Alle hier gezeigten Transduktionskanile sind Ca®'-permeabel und erzeugen bei ihrer
Aktivierung ein intrazelluldres Ca*’-Signal, das die Offnung Ca®"-aktivierter CI'-Kanile
zur Folge haben kann. Bisher ist nicht bekannt, welche Population somatosensorischer
Neurone, d.h., welche sensorische Modalitidt den Cl'-basierten Verstarkungsmechanismus

nutzt. Allerdings gibt es Hinweise darauf, dass Ca’'-aktivierte Cl-Kanile bei der
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Generierung von Schmerzsignalen mit dem Transduktionskanal TRPV1 kooperieren.
TRPV1 (transient receptor potential vanilloid receptor 1) ist ein nicht-selektiver
Kationenkanal der von etwa 50% der Schmerzzellen exprimiert wird (Szallasi &
Blumberg, 1999). Er wurde aufgrund seiner Aktivierbarkeit durch das Vanilloid Capsaicin
(sieche 2.7.1) entdeckt und ist mittels einer cDNA-Bibliothek aus sensorischen Neuronen
der Hinterwurzel- und Trigeminalganglien der Ratte kloniert worden (Caterina et al.,
1997). TRPV1 wird neben Capsaicin auch durch noxische Hitze >42°C und Protonen
aktiviert (Caterina et al., 1997; Welch et al., 2000). Von Rosenbaum et al. (2004) wurde
gezeigt, dass der Kanal durch einen Calmodulin-vermittelten Riickkopplungsmechanismus
inhibiert wird. Der Ca**-permeable Transduktionskanal in den Zilien der Riechzellen wird
interessanterweise auch durch einen Calmodulin-vermittelten, negativen Riickkoppelungs-
Mechanismus inhibiert (Reisert & Matthews, 2001).

Die sensorischen Endigungen somatosensorischer Sinneszellen sind sehr kleine
Zellkompartimente. Die Zilien olfaktorischer Sinneszellen sind ebenfalls sehr klein (&
<lum) (Lidow & Menco, 1984). Mdoglicherweise ist die geringe GroBe der sensorischen
Kompartimente der Grund flir die Entwicklung des Cl-basierten Verstdarkungs-
mechanismus. Die Zilien von OSNs sind nicht mit Mitochondrien ausgestattet, daher ist
das Angebot an ATP, fir die cAMP-Synthese limitiert. AuBBerdem enthalten sie kein
endoplasmatisches Retikulum (ER), sodass eine Signalverstirkung durch Ca**-induzierte
Ca®"-Freisetztung aus dem ER nicht méglich ist. Im Gegensatz zu anderen sensorischen
Transduktionsmechanismen ist die Generierung somatosensorischer Signale nicht an eine
biochemische Verstirkung durch G-Protein / Second Messenger-Pathways gekoppelt.
Diese Art der Signalverstirkung kommt fiir die Generierung somatosensorischer Signale
also nicht in Frage. Allerdings enthalten die sensorischen Endigungen von Schmerzzellen
axoplasmatisches Retikulum (AR) sodass eine Verstirkung des Rezeptorpotenzials durch
Ca**-induzierte Ca’"-Freisetzung vermittelt werden konnte. Die geringe GroBe der
sensorischen Kompartimente von OSNs und Schmerzzellen erzeugt Limitierungen (ATP-
Nachschub oder fehlende metabolische Transduktionsapparate) die moglicherweise durch
den CI'-basierten Verstarkungsmechanismus kompensiert werden.

Die physiologischen- und anatomischen Gemeinsamkeiten von Riechzellen und
somatosensorischen Neuronen fiihrten zu der Hypothese, dass somatosensorische
Nervenzellen den gleichen Cl-basierten Signal-Verstarkungsmechanismus nutzen wie
olfaktorische Neurone. Diese Hypothese wurde wihrend meiner Arbeit auch von

Granados-Soto (2005) postuliert. Darliber hinaus gibt es Hinweise darauf, dass in
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Schmerzzellen TRPV1-, und Ca*"-aktivierte Cl-Kanile bei der Generierung von Hitze-

Schmerzsignalen kooperieren. Diese Hypothese zu iiberpriifen ist ein Ziel dieser Arbeit.

1.6 CI'-Switch in somatosensorischen Neuronen

Wieso unterscheidet sich die [Cl']; somatosensorischer Neurone von der [Cl']; der meisten
anderen Neurone des adulten Zentralnervensystems (Ubersicht: Cherubini et al., 1991)? In
allen embryonalen Neuronen des Zentralnervensystems von Wirbeltieren ist die [CI];
hoch. Wiéhrend der postnatalen Entwicklung des Zentralnervensystems findet in den
meisten Nervenzellen eine grundlegende Verdnderung des Chlorid-Haushalts statt (retinale
Ganglion- und Amakrinzellen, ab Tag 6 nach der Geburt (P6), Zhang et al., 2006;
Hippocampus-Neuronen, ab P5, Khirug et al., 2005; pyramidale Hippokampus-Neuronen,
ab ~P12, Rivera et al., 2005), die eine Abnahme der intrazelluliren Cl'-Konzentration zu
Folge hat (Kaila et al. 1994; Li et al., 1998). Dieser Ubergang wird durch den K'/CI-
Kotransporter KCC2 vermittelt und als ,,CI'-Switch* bezeichnet. KCC2 transportiert Cl'-
Ionen mit Hilfe des K'-Gradienten aus der Zelle und sorgt auf diese Weise fiir eine
niedrige intrazellulire CI'-Konzentration (Rivera et al., 1999; Hubner et al., 2001; Stein et
al., 2004). Es wurde gezeigt, dass wihrend der postnatalen Entwicklung der
somatosensorischen Neurone KCC2 nicht exprimiert wird und sich auch im adulten
Organismus nicht nachweisen ldsst (Kanaka et al., 2001). Daher wurde fiir alle
somatosensorische Neurone das Fehlen des Cl'-Switches und eine lebenslang hohe
Chlorid-Konzentration postuliert (Gallagher et al., 1978; Alvarez-Leefmans et al., 1988).
Andererseits wurde nachgewiesen, dass nicht alle somatosensorischen Neurone Ca’'-
aktivierte Cl’-Kandle exprimieren (45 - 90% aller Spinalganglienzellen). Es ist nicht
bekannt, ob nur diejenigen Neurone [Cl7]; akkumulieren, die auch Ca*"-aktivierte CI-
Kanile exprimieren. Da die [Cl]; die elektrische Erregbarkeit somatosensorischer Neurone
beeinflusst und den Anteil des Ca*"-aktivierten Cl-Stroms am Rezeptorstrom bestimmt, ist
die Messung der [Cl]; somatosensorischer Neurone im intakten Gewebe unbedingt

erforderlich.
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1.7 Fragestellungen dieser Arbeit

Wie grol3 ist der Anteil TRPV1-exprimierender Schmerzzellen in DRG-Primarkulturen der
Ratte?

In der Literatur wird der Anteil der TRPV1-positiven Schmerzzell-Population auf 50%
beziffert (Szallasi & Blumberg, 1999). Zu Beginn dieser Arbeit war nicht bekannt, wie
viele Neurone in den von mir verwendeten Kulturen TRPV1-Kanéle exprimieren. Dieser

Anteil sollte mit Hilfe einer immunzytochemischen Charakterisierung ermittelt werden.

Eignen sich Na-CDMNB-, bzw. DMNB-caged Capsaicin fir die kinetische Untersuchung
von TRPV1-Kanélen in Schmerzzellen?

Um die Prozesse, die bei der Signaltransduktion in Schmerzzellen ablaufen genauer
verstehen zu konnen, miissen die Eigenschaften der molekularen Komponenten des
Transduktionsapparates in kinetischen Experimenten analysiert werden. Bei der
Charakterisierung der Signaltransduktion von Riechzellen wurde die Aktivierungskinetik
von CNG -Kanilen mit Hilfe von ,,caged compounds* untersucht (Dzeja et al., 1999). Im
Rahmen einer Kooperation mit Dr. V. Hagen (Forschungs-Institut fiir molekulare
Pharmakologie, Campus Berlin-Buch) hat unsere Arbeitsgruppe die caged Compounds Na-
CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin entwickelt. Ob sich diese Substanzen fiir
kinetische Untersuchungen von TRPV1-Kanélen in Schmerzzellen eignen, soll in meiner

Arbeit gepriift werden.

Kann die TRPV1-exprimierende Schmerzzell-Population mit Hilfe des Pflanzenlektins 1B,

oder durch ihre Zellgréie (Durchmesser) identifiziert werden?

Damit TRPV1-Kanile in kultivierten Schmerzzellen mit der Patch-Clamp-Technik gezielt
untersucht werden konnen, bendtigt man Hilfsmittel, die die Identifizierung der TRPV1-
exprimierenden Zellpopulation erleichtert. In der Schmerzforschung wird zur
Charakterisierung von Schmerzzellen héufig Fluoreszenz-markiertes Isolektin By
verwendet. Es bindet spezifisch an die Glycocalyx einer Schmerzzell-Subpopulation, die
zum Teil auch den Capsaicin-sensitiven Hitzerezeptor TRPV1 exprimiert (Guo et al.,

1999). Mit Fluoreszenz-markiertem IBs kann diese Subpopulation fluoreszenz-

14
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mikroskopisch identifiziert werden und ermdglicht eine gezielte Untersuchung, z.B. mit
der Patch-Clamp-Technik. Ob das Pflanzenlektin fiir die Identifizierung der TRPV1-
positiven Schmerzzell-Population in DRG-Priméarkulturen verwendet werden kann, soll in

dieser Arbeit untersucht werden.

Die Perikaryen der drei verschiedenen Fasertypen (C-, Ad- und Ap-Fasern),
somatosensorischer Neurone unterscheiden sich in ihrer GroBe. Die GroBe der
nozizeptiven Neurone variiert zwischen ~20 - 45 pm. Moglicherweise lassen sich
innerhalb dieser Gruppe Zellen unterschiedlicher sensorischer Modalitdt mit Hilfe der
Grofe in weitere Subpopulationen unterteilen. Sollte dies zutreffen, wire eine
morphologische Identifizierung von DRG-Neuronen verschiedener Modalititen in
Primérkulturen mdglich. Dies wiirde die gezielte Auswahl von Neuronen fiir
elektrophysiologische Experimente erheblich vereinfachen, da auf die Verwendung
fluoreszenzoptischer Methoden zur Diskriminierung der verschiedenen Zelltypen
verzichtet werden konnte. Eine Grofen-basierte Analyse kultivierter DRG-Neurone soll
Aufschluss dariiber geben, ob sich Zellen unterschiedlicher Modalitdt mit Hilfe des

Zelldurchmessers unterscheiden lassen.

Kooperieren TRPV1-, und Ca’*-aktivierte ClI'-Kanale bei der Generierung Hitzeschmerz-

vermittelter Signale in Schmerzzellen?

Aufgrund der vielen physiologischen und anatomischen Gemeinsamkeiten von Riechzellen
und somatosensorischen Neuronen (sieche Abschnitt 1.4), hat unsere Arbeitgruppe die
Hypothese entwickelt, dass Schmerzzellen den gleichen Cl-basierten Signal-
verstarkungsmechanismus nutzen wie die Sinneszellen des olfaktorischen Epithels. Die
Frage, an welche sensorische Modalitit die Expression Ca’’-aktivierter Cl-Kanile
gekoppelt ist, konnte bisher nicht beantwortet werden. Der Transduktionskanal TRPV1 ist
wegen seiner physiologischen Eigenschaften (sieche Abschnitt 1.4) ein guter Kandidat fiir
eine funktionelle Kopplung mit Ca®"-aktivierten CI-Kanile bei der Generierung
Hitzeschmerz-vermittelter Signale. Mit Cl-Imaging und durch elektrophysiologische
Untersuchungen an kultivierten Schmerzzellen soll diese Hypothese iiberpriift und eine

mogliche funktionelle Kopplung der beiden Kanédle nachgewiesen werden.
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Stimmt die [CIT];, die in isolierten DRG-Neuronen gemessen wurde mit der [CI];

somatosensorischer Neurone im intakten Gewebe Uberein?

Die Methoden, die zur Messung der [Cl']; in somatosensorischen Neuronen verwendet
wurden, sind invasiv (Cl-sensitive Mikroelektroden: Alvarez-Leefmans et al., 1988;
Alvarez-Leefmans, 1990) und zudem oft indirekt (Messung des Umkehrpotenzials:
Deschenes et al., 1976; Gallagher et al., 1978; Kenyon, 2001). AuBBerdem wurden die
Messungen der [Cl]; nur an wenigen isolierten und kultivierten Neuronen vorgenommen
(Alvarez-Leefmans et al., 1988: 53 DRG-Neuronen des Frosches; Kaneko et al., 2002: 31
DRG-Neuronen der Ratte). Es ist moglich, dass die Anzahl der untersuchten Neurone in
den genannten Arbeiten nicht reprasentativ war und dadurch ein falsches Bild tiber den CI'-
Haushalt somatosensorischer Neurone entstand. Aullerdem ist bekannt, dass DRG-
Neuronen das Expressionsmuster ihrer Proteine in Kultur verdndern (Scott & Edwards,
1980). Man muss daher davon ausgehen, dass sich auch die [CI']; in Kultur veridndert. Mit
2P-FLIM (two-photon fluorescence-lifetime-imaging microscopy) und dem CI -sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff MQAE kann die [CI]; (1.) in vielen Zellen und (2.) im nativen
Gewebe gemessen werden. Mit dieser Methode soll die Cl-Konzentration somato-

sensorischer Neurone in Spinalganglien ermittelt werden.

Wie kann die sensorische Modalitat von DRG-Neuronen, die Ca®*-aktivierte CI'-Kanéle

exprimieren, identifiziert werden?

Neben der von uns angenommenen funktionellen Kopplung von Ca®"-aktivierten CI-
Kanidlen mit TRPVI1-Kanilen, konnten Ca’'-aktivierte CI'-Kanile auch von DRG-
Neuronen anderer Modalitéten exprimiert werden. Cl'-Imaging ist eine geeignete Methode,
viele Schmerzzellen in kurzer Zeit auf die Expression Ca®’-aktivierter CI-Kanile zu
untersuchen. Um CI'-Imaging mit Schmerzzellen durchfithren zu konnen, miissen sie mit
einem Cl-Indikator ausgestattet sein. Seit einigen Jahren gibt es GFP-Varianten mit
verstirkter Affinitdt zu Anionen. Ein Beispiel dafiir ist YFPI152L (Galietta et al., 2001),
eine gelb-fluoreszierende Variante des GFP, die bereits erfolgreich fiir Untersuchungen
von CI'-Kanélen (GABA-, Glycin-Rezeptoren) verwendet wurde (Kruger et al., 2005). Ein
anderes Beispiel flir einen CI-Sensor ist Clomeleon. Clomeleon ist ein auf FRET
basierender, ratiometrischer Chlorid-Indikator, der die Bestimmung absoluter Werte der

[CI']i ermdglicht (Kuner et al., 2000).

16



1. Einleitung

Stimuliert man kultivierte Schmerzzellen, die zuvor mit YFPI152L oder Clomeleon
ausgestattet wurden, mit einer Schmerz-auslosenden Substanz, so nimmt in denjenigen
Zellen, die den spezifischen Transduktionskanal fiir diese Substanz exprimieren, die
intrazellulire Ca®’-Konzentration zu. In der Folge werden Ca’’-gesteuerte Cl-Kanile
aktiviert, die ihrerseits einen auswirtsgerichteten CI-Flul leiten. Diese Zellen kdnnen
leicht identifiziert werden, da sich  die Fluoreszenzintensitit des Cl’-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs dndert. Wenn die sensorische Modalitit der somatosensorischen
Neurone, die Ca2+-gesteuerte CI'-Kanile exprimieren, bekannt ist, konnen die Prozesse, die

bei der Generierung somatosensorischer Signale ablaufen, gezielt untersucht werden.

1.8 Zielsetzungen dieser Arbeit

Aus den angegebenen Fragestellungen ergeben sich fiir meine Arbeit folgende

Zielsetzungen:

e Immunzytochemische Charakterisierung der verwendeten DRG-Primarkulturen,
mit Antikorpern gegen den Transduktionskanal TRPV1

e Test der Verwendbarkeit von caged Capsaicin fiir Fotoaktivierungs-Experimente
mit kultivierten Schmerzzellen

e Korrelationsanalyse der IB4-Selektivitidt, TRPV1-exprimierender, Capsaicin-
sensitiver DRG-Neurone

e GroBenanalyse kultivierter, TRPV 1-exprimierender, Capsaicin-sensitiver DRG-
Neurone

e Untersuchung Capsaicin-sensitiver DRG-Neurone auf eine funktionelle Kopplung
von TRPV1 mit Ca**-aktivierten CI-Kanilen bei der Generierung von
Schmerzsignalen

e Messung der [CI']; kultivierter DRG-Neurone mit 2P-FLIM

e Messung der [CI']; somatosensorischer Neurone im nativen Gewebe
(Spinalganglien) mit 2P-FLIM

e Ausarbeitung einer geeigneten Methode des Gentransfers, um Schmerzzellen fiir

CI'-Imaging-Experimente mit dem Anionen-sensitiven YFP-I1152L auszustatten
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2. Material und Methoden

2.  Material und Methoden

2.1 Losungen und Chemikalien

Bezugsquellen und Artikelbezeichnungen verwendeter Chemikalien, sowie Zusammen-
setzungen von Losungen und Puffern sind in den verschieden Abschnitten beschrieben.
Wenn nicht anders angegeben, wurden alle verwendeten Chemikalien in p.a.-Qualitét
bezogen.

Zum Ansetzen von Losungen und Puffern wurde deionisiertes Wasser (Restleit-

fahigkeit 5,5%10™ S) aus dem Gerét Milli-Q UF Plus der Firma Millipore verwendet.

2.2 Histologische Methoden

Histologische Gewebefiarbungen wurden durchgefiihrt, um die in dieser Arbeit

fluoreszenzoptisch detektierten Strukturen anschaulich beschreiben zu kdnnen.

2.2.1 Fixation

Paraformaldehyd ist das Polymerisationsprodukt von Formaldehyd. Es dient als
wasserlosliches Fixationsmittel, das Gewebe gut durchdringt. Dabei vernetzt es die
Aminogruppen von Proteinen, ohne die Sekunddr- und Tertidrstrukturen zu zerstoren.
Frisch préparierte Spinalganglien wurden fiir 18 Stunden, Wirbelpréparate fiir 48-72
Stunden in einer 4 % Paraformaldehyd-Losung bei 4 °C fixiert.

2.2.2 Paraffineinbettung

Paraffin ist ein Gemisch aus aliphatischen Alkanen mit der allgemeinen Summenformel
CyHonio. Die Kettenldnge (n) liegt zwischen 20 und 30 und das Molekulargewicht
zwischen 275 und 400 g/Mol. Da Paraffin wasserunloslich ist, musste den Geweben vor
ihrer Einbettung das Wasser durch Alkohol entzogen werden. Um der Zerstorungen der
Praparate durch die alkoholische Entwisserung vorzubeugen, wurde ein stufenweise
aufsteigender Alkoholgradient gewdhlt. Zunédchst wurden die Gewebe dreimal, fiir jeweils

20 Minuten in 70% Ethanol vorbehandelt und anschlieBend fiir jeweils eine Stunde in einer
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aufsteigenden Ethanol-Konzentrationsreihe (80%, 90%, 96%) entwéssert. Danach wurden
die Prdparate zweimal flir je 30 Minuten mit 100 % Isopropanol behandelt und im
Anschluss in Methylbenzoat inkubiert. Methylbenzoat entzieht den Geweben, neben
Alkohol auch letzte Wasseranteile (Romeis, 1968). In einem ersten Behandlungsschritt
wurden die Priparate in Methylbenzoat sedimentiert, anschlieBend in ein anderes, mit
frischem Methylbenzoat gefiilltes Gefd3 {iberfiihrt und darin iiber Nacht aufbewahrt. Am
nichsten Tag folgte eine dreistiindige Inkubation in erneuerter Methylbenzoat-Losung. Um
die Gewebe vollstindig mit dem Einbettmedium zu durchtranken, wurden sie in 57 °C
warmes Paraplast Plus (Tyco Healthcare Group LP, Mansfield) tberfiihrt, nach 3,5
Stunden in frisches Paraplast Plus gegeben und darin iiber Nacht belassen. Zum Einbetten
der Priparate dienten Formen der Firma Leica Microsystems Nussloch GmbH. Gemeinsam
mit dem Paraplast Plus wurden die Gewebe in die Form gegossen, dort in die gewiinschte
Orientierung gebracht und im Kiihlschrank bei 4 °C abgekiihlt, wodurch das Paraplast Plus

erstarrte und sich gut schneiden lieB3.

2.2.3 Schneiden der Paraffinbl6cke

Das eingebettete Gewebe wurde mit einem Schlittenmikrotom der Firma Jung AG
Heidelberg geschnitten. Das Gerdt erlaubt eine mikrometergenaue Einstellung der
Schnittdicke. Die Préparate wurden bei RT geschnitten, in einem auf 40 °C temperierten
Wasserbad (GFL 1052, Burgwedel) gestreckt und anschlieBend auf Objekttriger
aufgezogen. Die Objekttrager wurden auf einer Heizplatte (40°C) getrocknet und bis zu

ihrer Weiterverwendung staubfrei in einer Objekttragerbox bei Raumtemperatur gelagert.

2.2.4 Azan-Farbung nach Heidenhain

Die Azan-Féarbung ist eine Mehrfachfarbung, die der Differenzierung extrazelluldrer
Bindegewebsfasern und Zellbestandteilen dient. Die Azan-Farbelosung besteht aus den
Farbstoffen Azokarmin und Anilinblau-Orange G. Azokarmin ist ein roter Farbstoff, der
vorwiegend Zellkerne, aber auch Zytoplasma, Gliafasern und Erythrozyten férbt. Anilin-
Orange G farbt kollagenes- und retikuldres Gewebe blau.

Vor der Fiarbung wurden die Priparate fiir 15 Minuten in Anilinalkohol gelagert und
anschlieend mit destilliertem Wasser gewaschen. Fiir die Azokarmin-Farbung wurden zu

200 ml vorgewérmter (56°C) Azokarmin-Losung 2 ml Eisessig pipettiert und die Praparate

19



2. Material und Methoden

in dieser Losung fiir 10-15 Minuten inkubiert. Nach einem Waschschritt in destilliertem
Wasser wurden die Schnitte fiir 30 Minuten in Anilinalkohol gebleicht. Um ein
Nachbleichen zu vermeiden wurden die Schnitte nach Ablauf der Inkubationszeit fiir 5
Minuten in essigsaurem Alkohol gewaschen und danach mit destilliertem Wasser gespiilt.
Nach einer 45-miniitigen Inkubation in 5%iger Phosphorwolframséure wurde erneut mit
destilliertem Wasser gespiilt. Fiir die zweite Farbung wurden die Objekttrager fiir 2-2,5
Minuten in konzentrierte Anilinblau-goldorange-Essigsdure gegeben, anschlieBend kurz
mit destilliertem Wasser gespiilt und danach in Ethanol (96%) solange inkubiert, bis das
Gewebe deutlich gefarbt war. AbschlieBend wurde das Gewebe zweimal in 100%
Isopropanol und zweimal in Orangenterpenen entwéssert. Die gefdrbten Schnitte wurden
mit DePex (Serva, Heidelberg) eingedeckt und konnten so als Dauerpréparate bei
Raumtemperatur gelagert werden. Histologische Fiarbungen wurden mit dem Binoskop
SMZ800, der Firma Nikon GmbH (Diisseldorf) dokumentiert. Die Bildakquisition erfolgte
mit der Digitalkamera DN100 (Nikon) und der Steuerungseinheit DN100 Digital Net

Camera, Camera Control (Nikon).

2.3 Herstellung der DRG-Primérzellkulturen

Fiir Ca*"-Imaging und elektrophysiologische Untersuchungen wurden Ratten-, fiir FLIM-
Messungen und Cl'-Imaging Miuse-Spinalganglienzellen verwendet. Um eine Einzelzell-
Suspension von Hinterwurzelganglien herzustellen wurden préiparierte Ganglien (Putzier,
2001) mechanisch und mit Hilfe von Enzymen dissoziiert und auf doppelt Poly-L-Lysin-
(PLL) und Laminin-beschichteten (s.u.) Glaspléttchen (13 mm, Knittel Gldser) ausgesit.
Dazu wurden ca. 60 Spinalganglien von zwei, ca. 3 Monaten alten Wistar-Ratten bzw.
NMRI-Miusen (Mauslinie des Naval Medical Research Institute, USA) in kalter Ringer-
Losung (ES-1: 140 mM NaCl; 5 mM KCI; 2,5 mM CaCly; 1 mM MgCl,; 10 mM HEPES;
10 mM D-Glucose; pH 7,4) gesammelt, mit einer Rasierklinge zerteilt und in 2 ml
Collagenase-Losung [0,3% Collagenase (C-9891; Sigma) in DMEM] 40 min bei 37°C
inkubiert. Nach Zentrifugation (200 x g, 5 min) wurde diese Losung durch 2 ml Trypsin-
Losung [(T-1426, Sigma) in MEM] ersetzt und das Zellpellet darin mit einer Feuer-
polierten Pasteurpipette mit groBer Offnung (~3 mm) vorsichtig trituriert. Nach weiterer
Inkubation (20 min, 37°C) und Zentrifugation (200 x g, 5 min) wurde die Collagenase-
Losung durch 2 ml DNAse-I-Losung [(DN25, Sigma) 0,4 mg/ml in ES-1] ersetzt, das
Zellpellet erneut trituriert und fir 10 min bei 37°C inkubiert. Nach dem letzten
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Zentrifugationsschritt (200 x g, 5 min) wurde die DNAse-I-Losung durch 4 ml M10 [10 %
(v/v) FBS (Sigma F7524); 1 % (v/v) Glutamin-Penicillin-Streptomycin (Sigma G6784); 1
% (v/v) Nicht-essentielle Aminosduren (Sigma M7145); in MEM (Sigma M2279)] ersetzt
und die Zellsuspension durch zuvor entfettete (iiber Nacht in 70% Ethanol) und sterilisierte
(10 min unter UV-Licht) Nylongewebe (Verseidag-Techfab, Monodur PA35N, 50- und
150 um Maschenweite) filtriert. Die Filtrationsschritte dienten dem Zweck, die
Zellsuspension von nicht-dissoziierten Gewebefragmenten, Axonen und Neuronen mit
einer GroBBe >50um zu befreien. Die Einzelzell-Suspension wurde anschlieend auf PLL-,
sowie Laminin-beschichteten Glaspléttchen in einer 4-Wellplatte (Greiner) ausgesét (200pl
Zellsuspension pro Well). Zu jedem Well wurden 200 pl vorgewédrmte (37°C), NGF-f-
Losung [(N 2513, Sigma), 100 ng/ml in M10] gegeben. Die Zellen wurden bis zu 2
Wochen bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit in einem Inkubator (Haereus)
kultiviert. Fiir Messungen wurden ausschlieBlich Primidrzellen verwendet, die nicht langer
als 12-24 Stunden in Kultur waren. Die Spinalganglien-Neurone wurden auf doppelt-
beschichteten Deckgldsern ausgesdt, da sie auf einfach PLL-beschichteten Deckgldsern
nicht anwachsen. Fiir die Beschichtung wurden in Ethanol gelagerte Deckgldser im
Inkubator bei 100°C getrocknet, in ein 50-ml-Falcon-Rohrchen gegeben, mit 20 ml Poly-
L-Lysin, [(P-1399, Sigma) 0,1 mg/m in H,O, steril-filtriert)] {ibergossen und iiber Nacht
beschichtet. Am néchsten Tag wurden die Pléttchen erneut im Inkubator fiir 1-2 Stunden
bei 40°C getrocknet und konnten in Petrischalen (Greiner) staubsicher bei 4°C bis zu 6
Monate verwahrt werden. Fiir die Laminin-Beschichtung wurden 10 PLL-vorbeschichtete
Deckgliser in eine 9cm-Petrischale (Greiner) gelegt und jeweils mit 50ul Laminin-haltiger
Losung [(L-2020, Sigma) 20 pg/ml in PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung: 7 mM
Na,HPO4, 3 mM NaH,PO,, 130 mM NaCl, pH 7,4)] iiberschichtet. AnschlieBend wurde
auf jedes der Deckglédser ein weiteres Deckglas gelegt. Diese ,,Sandwichs® wurden im
Inkubator bei 37°C, 5% CO, und 95% Luftfeuchtigkeit fiir 1-3 Stunden aufbewahrt. Nach
der Inkubation wurden die ,,Sandwichs* wieder getrennt, die vorbereiteten Deckgliser (mit
der beschichteten Seite nach oben) in 4-Wellplatten gelegt, mit 500ul DMEM
tiberschichtet und bis zur Ausplattierung der dissoziierten Zellen im Inkubator (37°C, 5%

COa, 95% Luftfeuchtigkeit) aufbewahrt.
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2.4 Immunzytochemie, DAPI- und 1B4-Farbung

2.4.1 Antikorperfarbung

In dieser Arbeit wurden Antikorperfirbungen zum Nachweis des Capsaicin-sensitiven
Rezeptors TRPV1 in dissoziierten und kultivierten Spinalganglienzellen durchgefiihrt. Der
verwendete Erstantikorper wurde bei der Firma Oncogene™ Research Products (San
Diego, CA) bezogen. Der affinitdtsgereinigte, polyklonale IgG-Antikdrper o TRPV1 (Kat.-
Nr. PC420) wurde aus immunisierten Kaninchen isoliert und ist gegen die Aminosduren
824-838 des TRPV1-Rezeptors der Ratte gerichtet. Der zum Nachweis des Erstantikorpers
verwendete Zweitantikdrper Alexa Fluor 568 (Kat.Nr. A-11011), wurde von der Firma
Molecular Probes Inc. (Eugene, OR) geliefert. Dieser polyklonale Antikérper wurde durch
Immunisierung von Ziegen gewonnen und ist gegen IgG (H+L)-Antigene aus Kaninchen
gerichtet. Der fluoreszenzoptische Nachweis des Zweitantikorpers erfolgt mit Hilfe eines
konjugierten Fluorophors, das bei Anregung mit Licht der Wellenlinge von 568 nm
Fluoreszenzlicht der Wellenldnge 603 nm emittiert.

Vor der Antikdrperfirbung wurde zundchst das Kulturmedium aus der 4-Well-
Platte entfernt und jedes der mit Zellen bewachsenen Deckgldschen mit einem Tropfen
einer 4 % Paraformaldehyd-Losung (4% Paraformaldehyd in PBS: 8,1 mM Na,HPO,; x
2H,0, 1,9 mM NaH,PO4 x H20, 130 mM NaCl, pH 7,4) beschichtet. Nach 15-miniitiger
Inkubation wurden die Zellen dreimal fiir je zwei Minuten in PBS gewaschen. Danach
wurden die Zellen fiir eine Stunde in CT-Puffer [5 % Chemiblocker v/v (Chemicon, Cat#
2170-S), 0,5% Triton in PBS] aufbewahrt und nach Absaugen des CT-Puffers fiir zwei
Stunden mit dem in CTA-Puffer [5 % Chemiblocker v/v (Chemicon, Cat# 2170-S), 0,5%
Triton, 0,05% (w/v) Natriumazid, in PBS] verdiinnten (1:1000) Erstantikorper inkubiert.
Die Kontrollen wurden in CTA-Puffer ohne Primédrantikorper inkubiert. Nach erfolgter
Inkubation und dreimaligem Waschen mit PBS fiir jeweils zwei Minuten wurden die
Zellen mit dem in C-Puffer [5% Chemiblocker v/v (Chemicon, Cat# 2170-S) in PBS]
verdiinnten (1:3000) Zweitantikorper fiir 90 Minuten, bei Dunkelheit inkubiert. Nach drei
zweimintiitigen Waschschritten in PBS wurden die Deckgléschen vorsichtig trocken getupft
und eine DAPI-Farbung durchgefiihrt (sieche Abschnitt 2.4.2). AnschlieBend wurden die
Deckgldaschen umgekehrt auf einen Tropfen Aqua PolyMount (Polysciences Inc.,
Warrington), der zuvor auf einen Objekttrager (Carl Roth GmbH + Co., Karlsruhe)

getrdufelt wurde, eingedeckt. Die Objekttriger wurden bis zu ihrer Auswertung bei
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Dunkelheit gelagert, um einem Verblassen der Fluoreszenzintensitit der Fluorophore
vorzubeugen. Alle Inkubationen und Waschschritte wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die Antikorperfairbung wurde mit dem 10x-Objektiv (CFI Fluor, 10x, 0.3,
Nikon) eines aufrechten Fluoreszenzmikroskops (Eclipse E600 FN, Nikon, Diisseldorf)
dokumentiert. Das Anregungslicht wurde von einer Quecksilberdampflampe (HBO 103
W/2, Osram, Miinchen) produziert. Fiir die Anregung des Alexa Fluor 568° -Fluorophors
wurde das Spektrum des tiber den Epifluoreszenz-Eingang des Mikroskops eingekoppelten
Lichts von einem Anregungsfilter (MBE-34-370, Nikon) auf einen Wellenldngenbereich
zwischen 510 nm und 560 nm begrenzt. Uber einen dichroischen Filter (MBE-34-272, cut-
off: 575 nm, Nikon) wurde das Licht zu den Zellen geleitet und das emittierte, gefilterte
(MBE-34-572, >590 nm, Nikon) Fluoreszenzlicht auf den CCD-Chip einer Digitalkamera
(DN100, Nikon) geleitet. Die aufgenommenen Fluoreszenzbilder wurden mit Hilfe der
Steuerungseinheit DN100 Digital Net Camera, Camera Contol der Firma Nikon, auf einem

Wechselmedium gespeichert.

2.4.2 DAPI —-Farbung

Um die Kerne der kultivierten Spinalganglienzellen sichtbar zu machen, wurden die zuvor
mit Antikdrpern gefdrbten Zellen (siehe Kapitel 2.4.1 Antikdrperfarbung) flir zehn
Sekunden in einer DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindol)-Lésung (0,3 puM in PBS,
Hoechst) bei Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend wie in Kapitel 2.10.1
beschrieben eingebettet und auftbewahrt. Die Dokumentation der DAPI-Féarbung wurde mit
dem in Abschnitt 2.4.1 beschriebenen Mikroskop durchgefiihrt. Fiir die Anregung des
DAPI-Fluorophors wurde das Spektrum des tiber den Epifluoreszenz-Eingang des
Mikroskops eingekoppelten Lichts von einem Anregungsfilter (MBE-34-300, Nikon) auf
einen Wellenlingenbereich zwischen 330 nm und 380 nm begrenzt. Uber einen
dichroischen Filter (MBE-34-230, cut-off: 400 nm, Nikon) wurde das Licht zu den Zellen
geleitet und das emittierte, gefilterte (MBE-34-531, >420 nm, Nikon) Fluoreszenzlicht mit

der in Abschnitt 2.4.1 beschriebenen Digitalkamera aufgenommen.
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2.4.3 Isolektin B4-Farbung

Das Isolektin By ist ein in der Pflanze Bandeiraea simplicifolia (Griffonia simplicifolia)
exprimiertes Protein, das in der Schmerzforschung fiir die Identifizierung bestimmter
Subpopulationen von DRG-Neuronen verwendet wird. In dieser Arbeit wurde es zur
Identifizierung von Zell-Subpopulationen in Spinalganglienzellen-Priparationen ver-
wendet. Fiir seine fluoreszenzmikroskopische Darstellung wurde das TRITC-gekoppelte
Isolektin B4 (Sigma Aldrich Chemikalien GmbH, Steinheim) verwendet. Die kultivierten
Spinalganglienzellen (siehe Kapitel 2.3) wurden fiir zehn Minuten in einer 10 pg/ml-IB4-
TRITC-Verdiinnung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in PBS (8,1 mM Na,HPO4 x
2H,0, 1,9 mM NaH,PO, x H,0, 130 mM NaCl, pH 7,4) standen die gefarbten Kulturen
fiir weitere Experimente zur Verfiigung. Fiir die Dokumentation der IB4-Férbung wurde
das inverse Fluoreszenzmikroskop Axiovert 200 (Nikon) verwendet. Die Anregung
erfolgte mit dem von einer Quecksilberdampflampe (HBO 100, Osram) produzierten Licht
(eingekoppelt am Epifluoreszenz-Eingang des Mikroskops) der Wellenldnge 546 nm - 558
nm, dessen Spektrum zuvor von einem Anregungsfilter (BP 546 / 12, Zeiss) auf diesen
Wellenléingenbereich begrenzt wurde. Uber einen dichroischen Spiegel (FT 580, Zeiss)
wurde das Licht auf die gefarbten Zellen geleitet. Das emittierte und gefilterte (LP 590,
Zeiss) Fluoreszenzlicht wurde auf den CCD-Chip einer Digitalkamera (Olympus
Colorview, Soft Imaging System GmbH) geleitet und die Fluoreszenzbilder der Zellen mit
der Software (analySIS, Soft Imaging System GmbH) akquiriert. Fiir die Darstellung
wurden aufgenommene Fluoreszenzbilder nachtriglich mit der Software Adobe®

Photoshop® 7.0 und ImageJ bearbeitet.

2.5 Patch-Clamp-Technik

In dieser Arbeit wurden kultivierte DRG-Neurone und transfizierte HEK293-Zellen mit der
Patch-Clamp-Technik untersucht. Im Folgenden wird das Prinzip der Messtechnik, sowie

die mit dieser Methode durchgefiihrten Experimente beschrieben.
2.5.1 Prinzip der Messtechnik

Die Patch-Clamp-Technik (Hamill et al., 1981; Neher & Sakmann, 1992) erméglicht es,

das intrazelluldre Potenzial von Zellen zu messen und gleichzeitig den Strom {iber die
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Zellmembran zu steuern (Stromklemme) oder aber ein intrazellulires Potential
vorzugeben, das durch einen Strom in der Zelle eingestellt wird (Spannungsklemme). Bei
dieser speziellen Technik wird ein Membranstiick in die Offnung einer polierten, mit
Elektrolyt-Losung (Pipettenlosung) gefiillten Mikropipette (& ~1 pm) gesaugt. Der
Kontakt zwischen Membran und Glasoberfliche wird so stark, dass sich ein sehr hoher
Abdichtwiderstand, das so genannte Gigaseal, bildet (Gigaohm = 10° Q), welches das
eingesaugte Membranstiick von der Umgebung elektrisch isoliert. Die mit Elektrolyt-
Losung gefiillte Mikropipette ist {iber eine Elektrode (chlorierter Silberdraht) mit einem
Vorverstirker verbunden. Das Signal der Messelektrode gelangt {iber einen
Hauptverstiarker (Patch-Clamp L/M-EPC 7, List, Darmstadt) sowohl zu einem Oszilloskop
(Tektronix 2212), als auch zum Computer. Mit dem Programm ISO2 (MFK, Frankfurt)
werden die mit der Patch-Clamp-Technik gemessenen Strom- und Spannungsidnderungen
aufgezeichnet, verarbeitet und archiviert. Die so genannte Referenzelektrode verbindet die
Badlosung, in der die Messungen durchgefiihrt werden, mit dem Stromkreis. Geschlossen

wird der Stromkreis, wenn die Mikropipette in die Badlosung taucht.
2.5.2 Patch-Clamp-Konfigurationen
Nachdem das Gigaseal ausgebildet ist, kann der Strom durch einzelne Kanéle in der

Zellmembran in unterschiedlichen Konfigurationen gemessen werden. Abbildung 2.1 zeigt

in einer Schemazeichnung die vier wichtigsten Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik.

e on-cell oder cell-attached. Die Zelle bleibt
unversehrt. Es konnen Strome gemessen
werden, die iliber das  eingesaugte
Membranstiick flieBen.

e whole-cell (Ganzzell-Ableitung). Wird in der

on-cell-Konfiguration ein Unterdruck an der

Pipette angelegt, bricht das eingesaugte

Membranstiick auf. Dadurch wird die gesamte Abbildung 2.1: Die vier wichtigsten

Zelle mit der Pipette elektrisch gekoppelt, so Konfigurationen der Patch-Clamp-Technik:

. L . . a) cell-attached, b) whole-cell, ¢) inside-out,
dass Strome, die iiber die Zellmembran flieB3en, ) ) )
d) outside-out. (Aus: Numberger & Draguhn,

gemessen werden konnen. 1996)
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inside-out. Die Pipette wird aus der on-cell-Konfiguration von der Zelle abgezogen.

Das Gigaseal ist so stabil, dass auch nach Zuriickziehen der Pipette die
Ableitungskonfiguration erhalten bleibt. Die zytoplasmatische Seite der Zellmembran
ist nach auBBen gerichtet.

outside-out. Wird die Pipette in der Ganzzell-Konfiguration von der Zelle abgezogen,
schliet sich die Membran wieder, diesmal aber so, dass die urspriinglich
zytoplasmatische Seite dem Innern der Pipette zugekehrt ist. Diese Konfiguration dient

vor allem zur Erforschung exogener Einwirkungen auf die Kanile, z.B. die Wirkung

von Toxinen.

Alle Patch-Clamp-Messungen mit dissoziierten Spinalganglienzellen sind ausschlielich in

der Ganzzell-Konfiguration durchgefiihrt worden.

2.5.3 Durchfiuihrung der Patch-Clamp-Experimente und Aufbau des Messplatzes

Die Patch-Clamp-Messungen wurden in
einer auf dem Mikroskoptisch (Nikon
300)

Messkammer

fixierten

Glasboden durch-

Diaphot Plexiglas-
mit
gefiihrt. Die Messkammer war wahrend
der Messungen mit Badlosung gefiillt.
Die einem Pipettenhalter

mit am

Vorverstiarker befestigte Mikropipette
wurde mit Hilfe eines Mikromanipulators
(Luigs & Neumann, Darmstadt) an die
Zelle gebracht. Um die Zelle wéhrend

einer Ganzzell-Ableitung verschiedenen

Solutions C1-C6

Solutions A1-Af Solutions B1-BE

Approximately 30 seconds.
for new solution flow when
adding new reservors,

PE-50 Tubings

Manilold B

Manifold A Manifold ©

Approximatety § seconds
for new solution flow when
switching manifold input,

PE-10 Tubings

Glass Tubes

/Step
// Cell attached elecirode

Stimulus effect m 20 millsecands

For 800 pm step size \\
Slep \
Abbildung 2.2: Mehrere parallel angeordnete
Glasrohrchen ermdglichen einen schnellen

Losungswechsel. (Aus: www.warnerinstrument.com)

Losungen aussetzen zu konnen, wurde ein

elektronisch steuerbares Multikanal-Perfusionssystem (SF-77B Perfusion Fast-Step,

Warner Instrument Corporation) (Abbildung 2.2) verwendet, welches vor der Zelle

positioniert werden konnte. Mit Hilfe eine Absaugvorrichtung wurde das Losungsniveau in

der Kammer konstant gehalten. Zur Abschirmung storender, elektrischer Felder ist der

gesamte Messplatz geerdet und von einem Farady-Kéfig umgeben. Um den Messplatz vor

mechanischen Erschiitterungen zu schiitzen sind Mikroskop und Mikropipettenhalter auf

einem schwingungsgeddampften Tisch montiert.
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2.5.4 Patch-Clamp-Untersuchungen mit Capsaicin und Caged-Capsaicin

Fir Patch-Clamp-Messungen mit kultivierten Spinalganglienzellen wurde die
Messkammer der Patch-Clamp-Apparatur mit 1 ml Ringer-Lésung (ES-1: 140 mM NacCl;
5 mM KCI; 2,5 mM CacCl,; 1 mM MgCl,; 10 mM HEPES; 10 mM D-Glucose; pH 7,4 mit
NaOH) gefiillt. AnschlieBend wurde ein mit Spinalganglienzellen bewachsenes
Deckglischen in die Messkammer tiberfiihrt und mit dem 40x Objektiv des Mikroskops ein
geeignetes Neuron ausgesucht. Fiir die Messung Capsaicin-induzierter Strom- und
Spannungsdnderungen wurden ausschlieflich kleine und mittelgroBe Zellen mit
Durchmessern zwischen 20 - 45 pm verwendet, da sie vermutlich polymodale
Nozizeptoren sind (Guo et al., 1999). Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur
durchgefiihrt. Die verwendeten Messelektroden (3-10 MQ) wurden mit einem Horizontal-
Puller (P-97, Sutter Instruments, Novato, CA) aus Borosilikat-Glaskapillaren hergestellt
und mit Pipettenlosung (PS-1: 140 mM KCI; 5 mM NaCl; 1 mM MgCl,; 10 mM HEPES;
10 mM EGTA; pH 7,4 mit KOH) befiillt. Bei Stromklemme-Versuchen lagen die
Membranpotenziale der Zellen zwischen -60 und -80 mV. Fiir Messungen von
Aktionspotenzialen wurde das Membranpotenzial mit Hilfe eines geringen
Kommandostroms auf -70 mV eingestellt. Alle Spannungsklemme-Versuche wurden bei
einer Spannung von -70 mV durchgefiihrt. Vor jeder Messung wurden Gesamtzellkapazitét
und Serienwiderstand mit Hilfe des Verstirkers kompensiert. Bei Stromklemme-
Versuchen erfolgte die Akquisition und Digitalisierung der Daten bei 10 kHz, bei
Spannungsklemme-Versuchen bei 200 Hz.

Fiir Ca®"-Imaging wurde Capsaicin in einer Konzentration von 10 pM verwendet.
Perfusionsversuche wurden mit 1 pM Capsaicin durchgefiihrt. Die Pipettenlosung (PS-2)
war fiir diese Experimente wie folgt zusammengesetzt: 140 mM CsCl; 5 mM NaCl; 1 mM
MgCl,; 10 mM HEPES; 10 mM EGTA; pH 7,4 mit KOH. Fiir caged Capsaicin-
Vergleichsexperimente wurden Na-CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin in einer
Konzentration von 5 uM verwendet (sieche Kapitel 2.6.2). Dazu wurde 1 ml einer 10 uM
caged Capsaicin-Losung mit einer 1 ml Pipette zu der in der Messkammer enthaltenen ES-
1 Losung gegeben. Bei allen anderen Messungen wurde Na-CDMNB-caged Capsaicin in
einer Konzentration von 1 uM eingesetzt. 10 — 30 Sekunden nach der Zugabe der caged
Capsaicin-Losung wurden die Fotolyse-Versuche gestartet. Bei Vergleichsexperimenten
wurde fir 5 Sekunden belichtet, alle anderen Experimente mit Na-CDMNB-caged

Capsaicin wurden bei einer Belichtungszeit von 1 Sekunde durchgefiihrt. Dabei wurden die
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caged-Compounds dem ungefilterten Licht (eingekoppelt iiber den Epifluoreszenz-Eingang
des Mikroskops) einer Quecksilberdampf-Lampe (AMKO, Tornesch), ausgesetzt. Uber ein
UV-Filter (WG335, AMKO) wurden Wellenlingen <335 nm zuriickgehalten. Das
eingekoppelte Licht wurde von einem dichroischen Filter (cut-off: 400 nm, Nikon)
reflektiert und durch ein Ol-Immersions-Objektiv (Nikon Fluor 40x, NA 1.3) zur
Messkammer geleitet. Alle Kontroll-Messungen wurden in 1 ml Na-CDMNB- und
DMNB-caged Capsaicin-freier, bzw. Capsaicin-freier ES-1 durchgefiihrt.

2.6 Capsaicin und Caged-Capsaicin

Zum Aktivieren von TRPV1 wurden in dieser Arbeit bei Ca*-Imaging-Experimenten und
elektrophysiologischen Untersuchungen Capsaicin und die caged-Compounds Na-

CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin verwendet.

2.6.1 Capsaicin

Capsaicin  (8-Methyl-N-vanillyl-trans-6-nonen-
amid) ist ein aus Pflanzen der Gattung
Capsicum, einer Unterart der Solanaceae,
gewonnenes Alkaloid, welches bei Sdugetieren
durch Wirkung auf TRPV1-Rezeptoren einen
Hitze-, bzw. Scharfereiz, z.B. beim Verzehr von
Paprika und Chilischoten hervorruft. Abbildung
2.3 zeigt eine Illustration der Capsaicin-
produzierenden Pflanze Capsicum annum.

Capsaicin  und andere aus Capsicum

gewonnene, Schirfe-Schmerz verursachende

Stoffe, werden als Capsaicinoide bezeichnet. Abbildung - 2.3: llustration von  Capsicum

) o . annuum, einer Capsaicin-produzierenden
Die farblosen Capsaicinoide kdénnen durch

Pflanze. (Aus: de.wikipedia.org/wiki/Capsicum)
Kochen oder Einfrieren nicht zersetzt werden.
Capsaicin ist ein Vanillylamid der 8-Methyl-6-nonensdure. Abbildung 2.4 zeigt ist die

Strukturformel von Capsaicin.
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Die biologische Wirksamkeit des Capsaicins wird
unter anderem (Walpole et al., 1993) durch die

alkoholische  Seitengruppe  des

vermittelt.

Fir alle mit Capsaicin (M2028, Sigma)

durchgefiihrten Experimente,

entsprechenden Losungen durch Verdiinnen einer 10

CH,
O
W CH 3
NH
Phenolrings
OCH,
) OH
wurden die
Abbildung 2.4: Strukturformel von

Capsaicin.(Aus: www.sigmaaldrich.com)

mM Capsaicin-Stammldsung (in 100% DMSO, Fluka) hergestellt.

2.6.2 Na-CDMNB- und DMNB-Caged-Capsaicin

In Patch-Clamp-Experimenten wurden
die  Substanzen Na-CDMNB-caged
Capsaicin  (a-Carboxy-4,5-Dimethoxy-
2-Nitrbenzyl-Capsaicin-Ester, Dr.
Volker Hagen, Forschungsinstitut fiir
molekulare

Berlin-Buch)

Pharmakologie, Campus

und  DMNB-Caged-
Capsaicin (4,5-dimeth-oxy-2-nitro-
benzyl-capsaicin)

2003)

(Zemelman et al.,
verwendet. DMNB-caged
Capsaicin wurde von Herrn Hagen
synthetisiert und uns freundlicherweise
fiir

Vergleichsexperimente zur

Verfiigung gestellt. Bei beiden oben

H,CO 0
e &
0 Na
NO?
H;CO
OCH;

H o]
NYWj\ 0, e ®
Na
H;C H,CO
OH CHs

Abbildung 2.5: Na-CDMNB-caged
Capsaicin bei Belichtung mit UV-Licht. (Mit freundlicher

Fotolyse von

Genehmigung von V. Hagen, Berlin)

genannten Verbindungen wurde die fiir die biologische Aktivitdt verantwortliche

alkoholische Seitengruppe des Capsaicins durch Veresterung maskiert. Na-CDMNB-,

sowie DMNB-caged Capsaicin weisen
eine reduzierte biologische Aktivitit
auf. Bei Belichtung mit UV-Licht wird
Capsaicin aus dem Derivat freigesetzt.
Im  Na-CDMNB-caged  Capsaicin
erfolgt die Fotolyse sehr schnell (<1

ms), wogegen die Freisetzung von

o
[#) /Txu_fu\/mﬂﬁ_{;\]/
H
o,
o

Hs
8]
Y

u}

g NO: DMNB-capsaicin
) L J CagHagM20g
HiG0" Y M, = 545.2
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Abbildung 2.6: Struktur des DMNB-caged Capsaicins.
(Aus: Zemelman et al., 2003)

29



2. Material und Methoden

Capsaicin aus DMNB-caged Capsaicin verzdgert (>1 s) stattfindet. Abbildung 2.5 zeigt die
Struktur von Na-CDMNB-caged Capsaicin, sowie die beiden durch UV-Belichtung
entstehenden Fotolyseprodukte. In Abbildung 2.6 ist die Struktur von DMNB-caged
Capsaicin dargestellt. Alle caged Capsaicin-haltigen Losungen fiir elektrophysiologische
Experimente wurden aus 10 mM Stammldsungen (in 100% DMSO, 41639, Fluka)
hergestellt.

2.7 Fluoreszenzmikroskopie

Die Fluoreszenzmikroskopie bedient sich der Eigenschaft von Fluorophoren, bei
Bestrahlung Licht einer bestimmten Wellenldnge zu absorbieren (Absorptionsspektrum)
und Licht einer ldngeren Wellenldnge abzustrahlen (Emissionsspektrum). Das
resultierende Emissionsspektrum kann sowohl qualitativ als auch quantitativ ausgewertet
werden. Mit der Fluoreszenzmikroskopie kdnnen nicht nur intrazelluldre Strukturen oder
Proteine fixierter Zellen dargestellt werden. Membrangéingige Fluoreszenzfarbstoffe
konnen auch in lebende Zellen eindringen, die sich darauthin im Fluoreszenzmikroskop

darstellen lassen.

2.7.1 Ca?*- und CI-Imaging

In dieser Arbeit wurde die Fluoreszenzmikroskopie zur Messung von Anderungen der
intrazelluldren Ca**- und Cl-Konzentration (Ca®’- bzw. Cl-Imaging) in kultivierten
Spinalganglienzellen, bei der Aktivierung von TRPVI1, verwendet. Damit sollte die
Verteilung TRPV1-exprimierender Spinalganglienzellen in Primérkulturen untersucht-,
und der Cl-basierte Signalverstairkungsmechanismus in TRPVI-exprimierenden
Spinalganglien-Neuronen nachgewiesen werden. TRPV1 leitet Ca*" in die Zelle, und seine
Aktivierung ist daher mit einem Anstieg der zytoplasmatischen Ca®’-Konzentration

verbunden.

2.7.2 Der Ca?'-sensitive Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 AM

Mit Hilfe des Ca®'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffs Fluo-4 (Molecular Probes)
(Strukturformel in Abbildung 2.7) konnen Anderungen der intrazelluliren Ca*’-Konzen-

tration dargestellt werden. Fiir das Ca’*’-Imaging wurden kultivierte Spinalganglien-
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Neurone mit der fluoreszierenden, mem- o
brangidngige  Verbindung  Fluo-4 AM
inkubiert. Der Acetoxymethyl (AM) Ester ist

ungeladen und kann daher leicht die

Il n
(CHECDCHgDCCH2]2N N(CHECOCHZCCCH3 }2

Zellmembran permeieren. Sobald der Farbstoff

Abbildung 2.7: Strukturformel des Ca**-sensitiven
Fluoreszenzfarbstoffs Fluo-4 AM. (Aus:

in die Zellen diffundiert ist, wird die lipophile

Gruppe durch unspezifische Esterasen
Wwww.probes.com)

abgespalten. In der gespaltenen Form ist der

Farbstoff geladen und kann die Zellmembran nicht mehr permeieren, er bleibt in den

Zellen ,,gefangen®. Der Fluo-4 AM-Ester ist farblos

und nicht fluoreszierend, erst die Hydrolyse
bewirkt, dass der Farbstoff Ca”**-Tonen binden kann.
Der niedrige Kg-Wert von 345 nM (bei 22°C in 100
mM KCI, 10 mM MOPS, pH 7.2) ermdoglicht,

Absorbance
Fluorescence emission

. . 2+ . . .
intrazellulire Ca” -Konzentrationen im Bereich von 950 400 450 500 550 600 680
Wavelength (nm)

0,1 - 1 uM =zu detektieren. Die Sattigungs-

konzentration liegt bei >1 uM Ca’". Das Abbildung  2.8:  Anregungs-  und
Emissionsspektrum des Ca®'-sensitiven

Fluoreszenzfarbstoffs Fluo-4, AM. Das

Absorptionsmaximum von Fluo-4 liegt in der Ca*'-
gebundenen Form bei 494 nm, das Absorptionsmaximum liegt bei 494 nm,
Emissionsmaximum bei 516 nm. Abbildung 2.8 e Emission hat ihr Maximum bei 516
zeigt das Spektrum von Fluo-4. Durch die hohe nm. (Aus: www.probes.com)

Ca”"-Bindungsaffinitit von Fluo-4 ist dieser Farbstoff im Vergleich zu anderen Ca”'-
sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen mit niedrigeren Ca*"-Bindungsaffinititen, wie z.B. Fluo-

3 (Kg-Wert ~ 390 nM) (Molecular Probes) ein ideales Werkzeug, um geringe Anderungen

. .. 2+ .
der intrazelluldren Ca“ -Konzentrationen zu erfassen.

2.7.3 Beladen der Zellen mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 AM

Vor dem Beladen der Zellen mit dem Ca”**-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 AM,
wurden zundchst 50 pg des Farbstoffs in 4,5 ul DMSO (41639, Fluka) gelost. Diese 10
mM Stammldsung wurde anschlieend in Probenecid-haltiger ES-1 (150 mM NaCl, 5 mM
KCl, 2,5 mM CaCl,, 10 mM HEPES, 10 mM D-Glucose, 1 mM Probenecid, pH 7,4 mit
NaOH) 1:1000 verdiinnt. Probenecid (P8761, Sigma) inhibiert Transporter organischer

Anionen, die fiir den aktiven Export des Farbstoffes aus den Zellen verantwortlich sind.
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Um die Loslichkeit des Farbstoffs in der Probenecid-haltigen ES-1 zu erhdhen, wurde vor
der Verdiinnung der Farbstoff-Stammldsung das Tensid Pluronic® [20% in DMSO (P-300,
Molecular Probes)] in einem Verhéltnis von 1 pl / ml ES-1 zur Probenecid-haltigen ES-1
gegeben und gut gevortext. Zum Beladen der Spinalganglienzellen mit Fluo-4 AM wurde
das Kulturmedium aus den Wells der 4-Well-Platte entfernt und durch 200 pl Fluo-4-
Farbstofflosung ersetzt. AnschlieBend wurden die Zellen fiir eine Stunde bei 37 °C, 5%
CO; und 95% Luftfeuchtigkeit, im Inkubator (Heraeus) beladen. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde die Farbstofflosung aus den Wells abgesogen und jedes Well mit
200 pl Probenecid-haltiger ES-1 befiillt. Anschliefend standen die Zellen fiir Ca**-Imaging

zur Verfiigung.

2.7.4 Ca**-lmaging mit kultivierten Spinalganglienzellen und Capsaicin

Fiir das Ca’’-Imaging mit kultivierten Spinalganglienzellen wurden die Zellen wie in
Abschnitt 2.7.3 beschrieben, mit Fluo-4 AM beladen. Vor jeder Messung wurde zunéchst
mit dem 10x Objektiv (Zeiss Plan-Neofluar, 0,3: «; 0,17) des Mikroskops (Zeiss, Axiovert
200) eine geeignete Position im Well der 4-Well-Platte gesucht und anschliefend mit einer
am Mikroskop installierten Digitalkamera (Olympus Colorview, Soft Imaging System
GmbH) ein Fluoreszenzbild von den Zellen aufgenommen. Danach wurden mit einer 1 ml
Pipette 200 pl einer Capsaicin-haltigen Ringerlosung [20 uM Capsaicin (M2028, Sigma)
in ES-1] zu den Zellen pipettiert (1:1 Mischung, Endkonzentration 10 uM) und im
Anschluss ein weiteres Bild aufgenommen. Beide Bilder wurden mit der Software
(analySIS, Soft Imaging System GmbH) akquiriert und auf der Festplatte des Computers
gespeichert. Um Fluo-4 AM zur Fluoreszenz anzuregen wurde es mit dem Licht einer
Quecksilberdampflampe (HBO100) (eingekoppelt iiber den Epifluoreszenz-Eingang des
Mikroskops), belichtet. Uber ein Bandpass-Filter (BP 450 - 490, Zeiss) wurde das
Anregungslicht auf ein Spektrum von 450 — 490 nm begrenzt. Das eingekoppelte Licht
wurde von einem dichroischen Filter (cut-off: 510 nm, FT 510, Zeiss) reflektiert und durch
das 10x-Objektiv zum Well der 4-Well-Platte geleitet. Durch einen Emissionsfilter
wurden vom emittierten Fluoreszenzlicht Wellenldngen <515 nm (LP 515, Zeiss)
zuriickgehalten und das gefilterte Licht anschlieBend auf den CCD-Chip der Digitalkamera
geleitet. Alle Messungen wurden bei Raumtemperatur  durchgefiihrt.  Fiir

Kontrollmessungen wurde Capsaicin-freier ES-1 verwendet.
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Zur Nachbearbeitung der Bilder wurde die Software Adobe® Photoshop® 7.0 und Image]

verwendet

2.8 Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lebenszeit-Imaging-Mikroskopie (2P-FLIM)

In dieser Arbeit wurde die intrazelluldre Chlorid-Konzentration [CIl']; in Zellen und
Geweben durch Zwei-Photonen Fluoreszenz Lebenszeit Imaging Mikroskopie (two-photon
fluorescence-lifetime-imaging-microscopy, 2P-FLIM) bestimmt. Im Folgenden wird das

Prinzip der Zwei-Photonen-Anregung und der Fluoreszenz-Lebenszeit-Messung erklért.
2.8.1 Zwei-Photonen-Anregung

Die Absorption eines Photons bewirkt, dass ein schwach gebundenes Elektron des
absorbierenden Molekiils transient auf ein freies, energiereicheres Orbital (meist Si)
transferiert wird. Nach einigen Nanosekunden kehrt das Elektron in seinen Grundzustand
zuriick. Dies kann sowohl radiativ, d.h. durch Emission eines Fluoreszenzphotons als auch
nicht-radiativ, d.h. durch Abgabe absorbierter Energie in Form von Wiarme geschehen. Die
Umwandlung der Anregungsenergie erfolgt in beiden Féllen mit einer Rate k (k¢ bzw. ky,)
(Abb. 2.9).

Neben Emission von Fluoreszenz und Wirmeabgabe kann ein Molekiil beim
Ubergang des Elektrons vom angeregten Zustand in den Grundzustand auch
photochemische Modifikationen erfahren. Zum Beispiel eine Umwandlung in einen so
genannten Triplettzustand, die Bildung eines Radikals oder die Kniipfung einer stabilen
chemischen Bindung zu einem benachbarten Atom oder Molekiil. Diese Prozesse werden
im Folgenden vernachléssigt, da sie fiir Fluorophore im Allgemeinen unwahrscheinlich
sind.

Die Absorption eines Photons geschieht dann mit einer hohen Wahrscheinlichkeit,
wenn die Energie des Photons (h*c/A) gleich dem Energieabstand eines schwach
gebundenen Elektrons, zu einem freien, energiereicheren Orbital ist. Mit anderen Worten:
Die Wellenldnge des einfallenden Lichts (A) muss mit einem Maximum im
Absorbtionsspektrum des Molekiils iibereinstimmen. Die Absorptionsmaxima verfiigbarer,
CI'-sensitiver Fluoreszenzfarbstoffe liegen zwischen 320 und 520 nm.

Wird von einem Cl'-sensitiven Farbstoffmolekiil ein Photon mit einer Wellenlédnge

von 750 nm absorbiert, so reicht die Anregungsenergie nicht aus, um ein Elektron in ein
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hoheres Orbital zu transferieren. Das Elektron befindet sich vielmehr in einem “virtuell

angeregten® Zustand, der ca. 10"° s andauert. Absorbiert das Molekiil in diesem Zustand

————— Ll -]
Ll o
Photoschaden
hv [F > F
hu
Fokusvolumen

Ein-Photon-Anregung Zwei-Photonen-Anregung

B 1
& T A4S

ho 0.14
knr‘ kr e
hv 001

+ LJSD 1E-3

t= 1/ (ketknrt kq*[Q]) Zeit (ns)

Abbildung 2.9: (A) Schematische Darstellung des Unterschieds zwischen Ein-Photon-Anregung (links) und
Zwei-Photonen-Anregung (rechts) und Vergleich der Bereiche, in denen in der mikroskopischen
Anwendung Schéden durch Licht an der Probe auftreten; (B, links) Abhingigkeit der Fluoreszenz-
Lebenszeit T von den kinetischen Konstanten fiir Fluoreszenz (k¢), nicht radiativer Prozesse (k,) und
Quenching (k,). Rechts: Einfluss der Quencher-Konzentration [Q] auf die Lebenszeit t. (Aus: Kaneko et al.,

2002; erschienen in ,,Calcium-activated chloride channels, C.M. Fuller, Chapter 8, Academic Press,

Boston, 2002)

ein weiteres Photon mit derselben Wellenlidnge, so erhilt das Elektron eine Gesamtenergie,
die der eines einzelnen Photons mit der Wellenldnge von 375 nm entspricht. Durch die
doppelte, so genannte Zwei-Photonen-Anregung, mit halber Energie wird das Elektron in
den S;-Zustand iiberfiihrt. Dieser nicht-lineare optische Prozess (Piston, 1996) tritt nur bei
hoher zeitlicher und rdumlicher Photonendichte auf, zum Beispiel bei Anregung durch
einen fokussierten und gepulsten Laser. Die Ausdehnung des fokussierten Anregungslichts

betrdgt ca. 0,5 um in x- und y-Richtung und 1,5 pm in z-Richtung.
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Bei der Fluoreszenz-Messung an lebendem Gewebe oder lebenden Zellen hat die Zwei-
Photonen-Anregung gegeniiber der Anregung mit nur einem Photon der doppelten Energie
entscheidende Vorteile. Durch die geringe Ausdehnung des fokalen Volumens (im
Femtoliter [fl]-Bereich) und die Verwendung niederenergetischen Anregungslichtes
werden groBflichige Fotoschidden weitgehend vermieden. Cl-sensitive Fluoreszenz-
farbstoffe absorbieren meist im nahen UV, blauen und griinen Spektralbereich (z.B.:
MQAE (s.u.) bei 350 nm). In diesem Spektralbereich absorbieren auch viele Nukleinséuren
und Kofaktoren von Proteinen, die durch das Licht zerstort oder modifiziert werden
konnen. Die Folge konnen Zellschddigungen sein. Bei der niederenergetischen Zwei-
Photonen-Anregung, mit Licht der doppelten Wellenlinge (z.B. 750 nm) sind
Photoschédden auf das fokale Volumen begrenzt. Die Zwei-Photonen-Anregung bietet noch
einen weiteren Vorteil: Bei der Weitfeld-Fluoreszenz-Mikroskopie  werden
Detektionseffizienz und Penetrationstiefe in Geweben durch Streuung des einfallenden
Lichtes limitiert. Da die Lichtstreuung umgekehrt proportional zur vierten Potenz der
Wellenldnge ist (L™), treten Streueffekte bei Verwendung niederenergetischeren Lichtes,
im Vergleich zur hoherenergetischen Ein-Photonen-Anregung vermindert auf. Die Zwei-
Photonen-Anregung ermdglicht daher tiefere Penetration in Gewebepriparate bei hoherer

Detektionseffizienz.
2.8.2 Fluoreszenz-Lebenszeit

Die Zeit die das Elektron eines Fluoreszenzfarbstoffes im angeregten Zustand verweilt,
wird als Fluoreszenz-Lebenszeit bezeichnet und liegt im Bereich zwischen 0.1 — 50 ns.
Ihre Grofle wird als Zerfallsrate T angegeben. Sie ist umgekehrt proportional zur Summe
der Ratenkonstanten k,, und k¢ (to = (Kor + kf)-l). Kollidiert ein Fluorophor, z.B. ein
Molekiil des Cl'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffes MQAE (s.u.) im angeregten Zustand mit
einem Cl-Ion, bildet sich ein transienter Komplex aus Ion und Farbstoffmolekiil. Dieser
Komplex kann einen hoheren k,-Wert haben, wodurch das Elektron im angeregten
Zustand durch nicht-radiative Prozesse relaxieren kann (Abb. 2.9 B), und die
Wahrscheinlichkeit fiir Fluoreszenz verringert wird (t = (ky + k¢ + kq*[Q]'l). Je hoher die
Konzentration des Quencher-Molekiils [Q] ist, desto geringer ist sowohl die
Fluoreszenzintensitit als auch die Fluoreszenz-Lebenszeit t. Ist die Lebenszeit des

Fluorophors in Abwesenheit des Quencher-Molekiils (to) bekannt, 14sst sich kq*[Q] leicht
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berechnen. Die Konzentration des Quenchers kann ausgerechnet werden, wenn kq bekannt

ist und ein Fluorophor genutzt wird, das fiir das Quencher-Molekiil hoch spezifisch ist.

2.8.3 2P-FLIM Messung der intrazellularen Chloridkonzentration

Die Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit basiert auf der exakten Bestimmung des
Zeitunterschiedes zwischen zwei elektronischen Pulsen - einem Start- und einem
Stopppuls. Beide Pulse werden von Fotodetektoren generiert, die an unterschiedlichen
Positionen im Strahlengang der Messapparatur installiert sind. Sendet der Anregungslaser
einen Lichtblitz aus, so wird ein Teil des Lichtes mit Hilfe eines Strahlteilers auf die den
Startpuls generierende Diode geleitet. Das tibrige Licht regt die Probe zur Fluoreszenz an.
Das emittierte Fluoreszenzlicht fillt auf den zweiten Fotodetektor, einem PMT
(Photomultiplier tube), wo vom ersten eintreffenden Fluoreszenz-Photon der Stopppuls
generiert wird. Die zeitliche Differenz beider Pulse wird von einer elektronischen Stoppuhr
registriert. Bei einer Messung wird dieser Zyklus mehrere zehntausend bis millionen Male
wiederholt und die Zeitunterschiede in einem Histogramm dargestellt (“time-correlated
single-photon counting®, TCSPC). Die Zeitachse des Histogramms ist in 256 Kanile
eingeteilt, wobei ein Kanal einen Bereich von etwa 60 ps abdeckt. Nach erfolgter Messung
erhdlt man eine Fluoreszenz-Abklingkurve, in der durch einen monoexponentiellen
Kurvenfit die Abklingrate t, d.h. die mittlere Fluoreszenz-Lebenszeit bestimmt werden
kann.

Fiir jedes Pixel der aufgenommenen Bilder (128x128) wurden Fluoreszenz-
Abklingkurven aus 100 bis 5.000 registrierten Photonen aufgezeichnet. Fiir ein Bild

wurden iiber einen Zeitraum von einer Minute 30.000 — 1.500.00 Photonen registriert.

2.8.4 Aufbau der 2P-FLIM Apparatur

Abbildung 2.10 zeigt einen schematischen Aufbau der 2P-FLIM Apparatur. Das
Anregungslicht wurde von einem Titan-Saphir-Laser (Mira 900, Coherent) geliefert, der
von einem Festkorper-Laser (Nd:Vanadate, Verdi, 5.5 W, Coherent) mit zeitlich konstanter
Leistung optisch gepumpt wird. Der Titan-Saphir-Laser emittiert Licht im Wellen-
langenbereich 720 — 900 nm, und arbeitet mit einer Pulsfrequenz von 75,6 MHz bei einer
Pulsdauer von 150 fs. Die erbrachte Laserleistung lag liber 500 mW. Die Messungen

wurden bei weniger als 1% (2-5 mW) der Maximal-Laserleistung durchgefiihrt. Es wurde
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Laserlicht mit der Wellenlédnge 750
nm eingesetzt. Ein kleiner Teil des
Anregungslichts wurde auf eine
schnelle Photodiode geleitet, um den
Startpuls fiir die TCSPC-Messung zu
geben. Das Anregungslicht lieB sich
durch einen Strahlenscanner
(T.ILL.L. Photonics, Miinchen) in x-
und y- Ebene des Objektes bewegen.
Zur Betrachtung des Objekts wurde
ein aufrechtes Fluoreszenz-
Mikroskop (BX50 WI, Olympus)
mit einem  Wasser-Immersions-
Objektiv mit hohem Arbeitsabstand
(d = 2,5 mm; NA = 0,9) verwendet.
Die Auflésung betrug, bedingt durch
die Abmessungen des Fokus, etwa
0,5 um in x- und y- Ebene und ~1,5
um in z-Ebene. Bei Fluoreszenz-
Lebenszeit-Messungen wurde das
Fluoreszenzlicht mit PMT1 detek-

tiert. PMT2 wurde fiir andere Zwei-

Nd:Vanadate-Laser Ti:Sa-Laser
Spektro Phaoto-
-meter diode
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Abbildung 2.10: Schematische Darstellung der Messapparatur
fiir Zwei-Photonen-Fluoreszenz-Lebenszeit-Messungen und
Darstellung des Prinzips des Start-Stopp-Mechanismus fiir die
TCSPC-Messung. (Verdndert nach: Kaneko et al., 2002;
erschienen in ,,Calcium-activated chloride channels®, C.M.

Fuller, Chapter 8, Academic Press, Boston, 2002)

Photonen-Anwendungen verwendet. Die Elektronik (SPC730) und Software fiir TCSPC

und die Fluoreszenz-Lebenszeit-Apparatur stammen von Becker & Hickl (Berlin). Die

Messapparatur wurde unter Leitung von Dr. T. Gensch (IBI-1, Forschungszentrum Jiilich)

in Zusammenarbeit mit T.I.L.L. Photonics entworfen.

2.9 CI-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe

Chlorid ist das am héaufigsten vorkommende Anion in zelluliren Kompartimenten.

Chloridionen sind an vielen physiologischen Funktionen wie der Regulation des

Zellvolumens, des intrazelluldren pHs, der Fliissigkeitssekretion und der Stabilisierung des

Ruhepotenzials von Zellen beteiligt. Chlorid-Indikatoren sind also wichtige Werkzeuge bei

der Untersuchung dieser physiologischen Funktionen. An sie werden hohe Anspriiche

37



2. Material und Methoden

gestellt: Cl'-sensitive Fluoreszenzfarbstoffe fiir die Fluoreszenz-Mikroskopie an lebenden
Geweben und Zellen in Kultur miissen viele Kriterien erfiillen: (1) Sie diirfen nicht toxisch
sein; (2) sie miissen schnell und gleichmifBig in das Gewebe diffundieren; (3) sie miissen
gegen endogene Enzyme resistent sein; (4) sie diirfen nicht aus der Zelle diffundieren; (5)
ihre Fluoreszenzeigenschaften diirfen nicht stark von intrazelluliren Komponenten
beeinflusst werden; (6) ihr Fluoreszenz-Signal sollte im physiologischen Bereich pH-Wert
unabhéngig sein; (7) ihre Absorption und Quantenausbeute miissen hoch genug sein, damit
auch kleine Kompartimente vermessen werden konnen; (8) sie miissen Konzentration-
sdnderungen von wenigen Millimolar detektieren konnen; (9) sie diirfen nicht von
Substanzen, die fiir die Messungen verwendet werden beeinflusst werden, wie zum
Beispiel Nifluminsdure, Furosemid oder Bumetanid, die bei der Untersuchung der Chlorid-

Homdostase wichtig sind.

2.9.1 MQAE

In dieser Arbeit wurde der Cl-sensitive

Ex = 350 nm

Fluoreszenzfarbstoff N(Ethoxycarbonyl-

methyl)-6-methoxyquinolinium Bromid
(MQAE, Molecular Probes) verwendet. Das
Emissionsspektrum von MQAE ist in Abb.

2.11 gezeigt. Der Vorteil dieses Farbstoffes

Fluorescence emission

besteht darin, dass er nicht toxisch ist und gut

in Gewebe und Zellen eindringt. In den

Zellen wird MQAE durch

endogene

Wavelength (nm)

Esterasen in eine Zellmembran-impermeable
Form gespalten, was zu einer Anreicherung
der Substanz im Zytoplasma fiihrt. Der
Fluoreszenzfarbstoff wird nur sehr langsam
abgebaut und erhdlt seine Fluoreszenz-

eigenschaften iiber eine lange Zeit bei.

Abbildung 2.11: MQAE-Fluoreszenzspektrum. Die
MQAE-Fluoreszenzemission bei Anregung mit
Licht der Wellenldnge 350 nm ist in Ab-hangigkeit
von der freien [CI]; (in mM) dar-gestellt. (Aus:
http://probes.invitrogen.com/handbook/figures/0585
.html)

Anderungen von Fluoreszenzintensitit und Fluoreszenz-Lebenszeit sind bei diesem

Farbstoff nicht auf die Bindung von CI-lonen zuriickzufiihren,

sondern auf Wechsel-

wirkungen zwischen den Akteuren. Diese Art der Interaktion zwischen Farbstoff und Ion

wird als ,,Kollisions-Quenching® bezeichnet (Lakowicz, 1999). Der Zusammenhang
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zwischen Cl'-Konzentration und Fluoreszenz-Lebenszeit wird durch die Stern-Volmer-
Funktion beschrieben. Die Steigung dieser iiber einen weiten Konzentrationsbereich
linearen Funktion, bezeichnet man als Stern-Volmer- oder auch Quenching-Konstante Kgy
(to/t = 1 + Kgy [CI]). 1o/t bezeichnet das Verhéltnis der Lebenszeit in chloridfreier
Losung, 1o, zur gemessenen Fluoreszenz-Lebenszeit bei einer beliebigen freien Chlorid-
Konzentration, t. Somit berechnet sich Kgy als Produkt kq*t9. Da mit MQAE nur relative
Anderungen der Fluoreszenzintensitit und der Fluoreszenz-Lebenszeit gemessen werden
konnen, muss fiir eine Quantifizierung der Chlorid-Konzentration die Fluoreszenz-
Intensitit bzw. -Lebenszeit fiir bestimmte, definierte Chlorid-Konzentrationen in der Zelle
kalibriert werden. Die Fluoreszenz-Lebenszeit ist im Gegensatz zur Fluoreszenz-Intensitit
nicht abhingig von der Farbstoffkonzentration und dem Zellvolumen, und sie ist fiir einen
Zelltyp konstant. Das bedeutet, dass eine flir einen bestimmten Zelltyp ermittelte Stern-
Volmer-Konstante sowohl auf kultivierte Zellen als auch auf Gewebe, die aus diesem
Zelltyp bestehen, angewendet werden kann. Kgsy muss also nicht vor jeder Messung einer
Zellart neu bestimmt werden, wodurch Vergleiche zwischen Zellen in einer, aber auch aus

verschiedenen Praparationen mdéglich sind (Kaneko et al., 2002).

2.9.2 Clomeleon

Um Aussagen iiber die Verwendbarkeit des Chlorid-Indikators Clomeleon fiir 2P-FLIM-
Messungen und Chlorid-Imaging mit Schmerzzellen machen zu kénnen, wurden in dieser
Arbeit verschiedene transgene, Clomeleon-exprimierende Mauslinien untersucht.
Clomeleon ist ein auf FRET (Fluoreszenz-, oder Forster-Resonanz-Energie-
Transfer) basierender Chlorid-Indikator, der aus einem CFP-YFP-Fusionsprotein besteht.
Der Name Clomeleon leitet sich vom Kalzium-Indikator Cameleon (Miyawaki et al., 1997)
ab. Die Paarung aus einem Chlorid-sensitiven YFP (yellow fluorescent protein) und einem
Chlorid-insensitiven CFP (cyan fluorescent protein) ermdglicht ratiometrische Messungen
und damit die Bestimmung absoluter intrazelluldrer Chlorid Konzentrationen (Kuner et al.,
2000). Dies ist ein grofler Vorteil gegeniiber Chlorid-Indikatoren wie MQAE (s.0.) oder
Chlorid-sensitiven YFP-Varianten, wie dem YFP-I152L (s.u.), die auBler bei der
Verwendung beim Fluorszenz-Lebenszeit-Imaging keine Berechnungen absoluter Chlorid
Konzentrationen zulassen. Die Tatsache, dass Clomeleon ein genetisch kodierbarer
Indikator ist, erlaubt einen zielgerichteten Gentransfer durch zellspezifische Promotoren

oder durch entsprechende Markierung mit geeigneten Signalsequenzen, die den Transport
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in definierte zellulire = Kompartimente
vermitteln. Clomeleon  hat  weitere
Eigenschaften, die fir die Messung

intrazelluldren Chlorids von Vorteil sind. (1.)

Fluorescene

Dieser Indikator wird durch Licht des

T T
sichtbaren Spektrums angeregt, wodurch 450 490 530 570
Emission wavelength (nm)

starke Autofluoreszenz und Fototoxizitit,

Effekte, die bei Beleuchtung mit UV-Licht

Abbildung 2.12: Emissionsspektrum von Clomeleon

bei verschiedenen [CI']. In allen Fillen wurde es bei

hiufig vorkommen, vermindert werden. (2.) . . _
einer Wellenldinge von 434 nm angeregt. Die

Starke ~ Absorption und  hohe  Quanten-  ppjgsionsspekiren wurden auf ihre Maxima bei 527
ausbeute von CFP und YFP ermdglichen ein  nm normalisiert. (Aus: Kuner et al., 2000)

gutes Signal-zu-Rauschen-Verhiltnis, bei geringer Indikator-Konzentration. Da die
Konzentration des Indikators um einige Grofenordnungen kleiner ist als die intrazelluldre
Chlorid-Konzentration, treten keine Puffereffekte auf, wie bei Messungen der
intrazelluldren Kalzium-Konzentration (Neher and Augustine, 1992). (3.) Clomeleon wird
nicht durch andere, physiologisch relevante Anionen beeinflusst. Ionen wie Gluconat,
welches hiufig bei elektrophysiologischen Messungen Verwendung findet, haben keinen
Effekt auf Clomeleon. (4.) Das relativ hohe Molgewicht von Clomeleon (~59 kDa)
erschwert die Diffusion und trigt dadurch zu stabilen Messwerten bei, auch bei schnellen
Anderungen der intrazelluliren Chlorid-Konzentration. Abbildung 2.12 zeigt die
Emissionsspektren von YFP und CFP bei verschiedenen Chlorid-Konzentrationen. In
Abbildung 2.13 ist die Beziehung zwischen Emissions-Quotient und der Chlorid-
Konzentration dargestellt. Aus dieser Kurve ist zu erkennen, dass die halbmaximale

Reduktion des Quotienten (K4) bei ~87 mM liegt. Von Herrn Dr. Kuner (Max-Planck-

Institut fiir medizinische Forschung, Heidel-

berg) wurden uns freundlicherweise die
transgenen Mauslinien CLM-1, -11, -12, -13
und ,,Rosa26*“ zur Verfiigung gestellt. Um

Informationen zum Expressionsmuster von

lomel i inal li 11 d ' ' : ; S
Clomeleon 1n Spinalganglienzellen der 0 200 400 €00 800 1000

verschiedenen CLM-Mauslinien zu erhalten, [CI"] (mM)

wurden  Spinalganglienzellen  wie  im Abbildung 2.13: Beziehung zwischen Emissions-

Abschnitt 2.3 beschrieben dissoziiert und Quotient (527 nm / 485 nm) und [CI]. (Aus: Kuner

kultiviert. AnschlieBend wurde mit der ctal>2000)
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Software  StatBuddy® (Abschnitt 2.12.2) eine GroBenanalyse der Clomeleon-

exprimierenden Neurone vorgenommen. Auf diese Weise sollte eine geeignete Mauslinie

fiir 2P-FLIM-Messungen und Chlorid-Imaging mit Schmerzzellen identifiziert werden.

2.9.3 Ratiometrisches Cl'-Imaging mit Clomeleon

Beim  ratiometrischen  Fluo- Low [CI] High [CI]
reszenz-Imaging wird die Inten- em A em em f em
sitdit der Fluoreszenz-Emission in FRET FRET
kurzer zeitlicher Abfolge zweimal @ B i @ —

hintereinander  gemessen  und

ex/"

Abbildung 2.14: Chlorid-abhingiger Fluoreszenz-Resonanz-
(FRET) zwischen CFP und YFP

anschlieBend der Quotient beider
Emissions-Intensititen  gebildet.
) ) ) ) ) Energie-Transfer im
Mit Hilfe einer Eichkurve, in der Fusionsprotein Clomeleon. Links; niedrige [Cl]: CFP wird

die Quotienten fiir verschiedene, gurch Licht der Wellenldnge 434 nm angeregt, emittiert aber nur

definierte  Ionenkonzentrationen schwach im Bereich von 485 nm, da die Anregungsenergie
strahlungsfrei vom CFP auf YFP iibertragen wird. YFP emittiert

stark im Bereich von 527 nm. Rechts; hohe [CI]: Das

aufgetragen sind, kann fiir einen

errechneten Quotienten schnell

Absorptionsspektrum von YFP verschiebt sich nach Bindung

absolute

und von CI' zu kiirzeren Wellenldngen. Es kann nicht mehr als

zuverldssig  die

Ionenkonzentration ermittelt wer-
den. Die Vorteile ratiometrischer

Fluoreszenzmessungen gegeniiber

Akzeptor fiir FRET von CFP agieren, wodurch sich die

Emissionswahrscheinlichkeit von CFP erhoht.

herkommlichem Fluoreszenz-Imaging sind vielfiltig:

Diffusions-bedingte Anderungen der Farbstoff-Konzentration oder ungleichmifige
Verteilung des Farbstoffs in verschiedenen Zellkompartimenten, sowie Variationen der
ZellgroBe, haben keinen Einfluss auf den Quotienten. Auch wirken sich Intensitdts-
anderungen des Anregungslichtes nicht stérend auf den Quotienten aus.

Die Eigenschaft von Clomeleon, als ratiometrischer Indikator genutzt werden zu
konnen, basiert auf FRET-Effekten zwischen CFP und YFP und dem Umstand, dass nur
YFP ein Chlorid-sensitives Fluoreszenzverhalten zeigt. FRET ist die strahlungsfreie
Ubertragung von Photonenenergie von einem angeregten Fluorophor (dem Donor) auf ein
anderes Fluorophor (dem Akzeptor), wenn der Abstand zwischen beiden nicht mehr als 1-
10 nm betrigt. Diese Energietiibertragung erfolgt im Wesentlichen durch eine Dipol-Dipol-
Wechselwirkung zwischen Donor und Akzeptor. In Abbildung 2.14 ist der Chlorid-
abhingige FRET-Effekt zwischen CFP und YFP im Clomeleon gezeigt. Nur bestimmte
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Fluorophor-Paare sind fiir FRET-Experimente geeignet, da - neben anderen
Voraussetzungen wie Dipol-Orientierung und ausreichende Fluoreszenz-Lebensdauer - das
Emissionsspektrum des Donors sich mit dem Anregungsspektrum des Akzeptors
iiberdecken muss. Das zyanfarbene CFP als Donor und das gelbe YFP als Akzeptor sind
fiir FRET-Experimente in lebenden Zellen am besten geeignet, da das Emissionsspektrum
des CFP und das Anregungsspektrum des YFP gut iiberlappen. Beim Energietransfer
zwischen CFP und YFP wird ein Teil der Anregungsenergie nicht fiir die Emission von
CFP verwendet, sondern auf das YFP {ibertragen, so dass auch gelbes Licht emittiert wird.
Die Stirke der YFP-Emission ist abhédngig von der Chlorid-Konzentration. Das Absorp-
tionsspektrum von YFP verschiebt sich nach Bindung von Chlorid zu kiirzeren Wellen-
langen. Es kann nicht mehr als Akzeptor fiir FRET von CFP agieren, wodurch sich die
Emissionswahrscheinlichkeit von CFP erhoht. Bildet man das Verhiltnis aus YFP- (527
nm) und CFP-Emission (485 nm), ergeben sich fiir unterschiedliche Chlorid-Konzen-
trationen verschiedene Quotienten. In dieser Arbeit wurde die Quotienten der YFP- und
CFP-Emissionen in Spinalganglienzellen in Wirbelprdparationen von Méusen ratio-
metrisch bestimmt. Dazu wurden die Préparate mit Licht der Wellenldnge 430 nm angeregt
und die Emissionen bei 535 nm und 480 nm gemessen. Mit der Software Roi2Tau®
wurden fiir beide Emissions-Wellenldngen die mittleren Intensititen in Einzelzellen

ermittelt und anschlieend die Quotienten errechnet.

2.9.4 Das Anionen-sensitive YFP1152L

In dieser Arbeit wurde das Anionen-sensitive

o4 152L
YFPI152L  (yellow-fluorescent-protein  I1152L) |~
S osf
verwendet. YFPII52L ist eine gelb-fluo- g
S 0.6F &
reszierende Variante des GFP (green-fluorescent- g .
0.4} i
protein). In diesem Protein ist die Aminosdure |2 . :
6 02} © 4“4&. I
Leucin an Position 152 durch Isoleucin ersetzt, F ol °°-o.-n-:2(173:r.:::5_-_.-_;.-.
wodurch, im Vergleich zu YFPH148Q, der ersten 0 100 200 @00 400
[Anion] /n-na

Anionen-sensitiven GFP-Variante mit einem Ky’

y von 100mM (Wachter et al., 1999), seine

Abbildung 2.15: Relative Fluoreszenz des
aufgereinigten YFPI152L, in Abhéngigkeit

Affinitdt zu Anionen verstirkt ist (Galietta et al., von der Tonenkonzentration, (Modifiziert

2001). Die Selektivitits-Sequenz fir YFPIIS2L | ach Galietta et al 2001)
lautet I > F > NO;” > Br > CI', mit K4-Werten (in mM) von: K; 1,9; Kg 2,3; Kno310; Kp;
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25 und K¢y 85. YFPI152L wird von Anionen gequencht, seine Fluoreszenz nimmt mit
zunehmender Anionenkonzentration ab. In Abbildung 2.15 ist fiir die Anionen lodid, Nitrat
und Chlorid die relative YFP-Fluoreszenz in Abhéngigkeit von der Anionenkonzentration
aufgetragen. YFPI152L wurde uns freundlicherweise von Prof. Joe Lynch (School of

Biomedical Sciences, Brisbane, Australien) zur Verfligung gestellt.

2.10 2P-FLIM mit Spinalganglienzellen (in situ, in vitro)

2.10.1 Kalibrierung der Fluoreszenz-Lebenszeit an Mause-DRG-Neuronen

Fiir Fluoreszenz-Lebenszeit-Messungen wurden frisch dissoziierte (siehe 2.3), auf
Plattchen ausgesidte DRG-Zellen fiir 30 min bei 37°C, 5% CO,, 95% Luftfeuchtigkeit in
einer 5 mM MQAE-ES-1 Losung beladen. Danach wurden sie mit ES-1 gewaschen und in
die Messkammer tiberfithrt. MQAE blieb iiber die Dauer der Messungen in der Zelle, da es
von endogenen Esterasen in seine Membran-undurchgingige Form gespalten wurde
(Kaneko et al., 2002). Die Zwei-Photonen-Anregung des MQAEs geschah mit 150 fs-
Pulsen mit Licht der Wellenldnge 750nm.

Um Fluoreszenz-Lebenszeit und [CI]; in Relation zu bringen, musste das System
geeicht werden, d.h. 19 und Kgy bestimmt werden. Die Kalibrierung erfolgte in
Badlésungen unterschiedlicher (15-75 mM) [CI]. Die verschiedenen Badlésungen wurden
durch Mischen von KCI- (150 mM KCl, 10mM HEPES, 10 mM D-Glukose, pH 7,4) und
KNO;3- (150 mM KNO;, 10mM HEPES, 10 mM D-Glukose, pH 7,4) haltiger
Stammlosungen in folgenden Verhiltnissen hergestellt: 15 mM: 1:10; 30 mM: 1:5; 45 mM:
1:3,33; 60 mM: 1:2,5; 75 mM: 1:1. Um die intrazellulire Cl-Konzentration der
extrazelluldren Cl'-Konzentration anzupassen, wurde eine Doppel-lonophor-Strategie
(Chao et al., 1989) angewandt. Dazu wurden die Zellen nach dem Beladen mit MQAE fiir
20 min in einer der fiinf Eichlosungen inkubiert, die zusitzlich die Ionophore TBT
[ Tributylzinn (347787, Sigma), 40 uM] und Nigericin [(72445, Sigma), 20 uM] enthielten.
Tributylzinn ist ein CI/OH- Austauscher, Nigericin ein K'/H'- Austauscher. Durch den
Transport von OH™ aus der Zelle kommt es zur Ansduerung des Zytosols. Um der
Anderung des intrazelluldren pH-Wertes entgegenzuwirken, wurde zusitzlich zu TBT das
Ionophor Nigericin verwendet. Es sorgt durch den Auswiértstransport von Protonen fiir die
Stabilisierung des physiologischen, intrazelluldiren pH-Wertes. Fiir die Bestimmung der

Zeitkonstante t, fiir verschiedene Cl-Konzentrationen wurden die Fluoreszenz-
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Lebenszeiten von 4-16 Zellen gemittelt. Die Fluoreszenz-Lebenszeit fiir 0 mM [CI']; (to)
wurde durch Extrapolieren bestimmt. Die Stern-Volmer-Konstante Ksy wurde mit einer

linearen Regressionsanalyse durch die erhaltenen Messpunkte berechnet.

2.10.2 Wirbelkorper-Spinalganglien-Praparation fur FLIM-Messungen der [CI];

Fiir FLIM-Messungen an Spinalganglien wurden neugeborene (P1-P4) und 3 Monate alte
NMRI-Miuse durch Genickbruch getotet. Um die intrazellulire CI-Konzentration in
DRG-Neuronen bis zur Messung der Fluoreszenz-Lebenszeiten moglichst unbeeinflusst zu
lassen, wurde die gesamte Prdparation in kalter Ringer-Losung (ES-1: 140 mM NaCl; 5
mM KCI; 2,5 mM CaCly; 1 mM MgCl,; 10 mM HEPES; 10 mM D-Glucose; pH 7.4,
NaOH) durchgefiihrt. Nach der Totung der Tiere wurde zunichst die komplette
Wirbelsdule aus dem Tier priapariert und anschlieend jeder einzelne Wirbel sorgfiltig mit
einer Rasierklinge von der Wirbelsdule abgetrennt. Dabei musste darauf geachtet werden,
dass die in den Zwischenwirbel-Lochern lokalisierten Spinalganglien bei der Priparation
nicht aus dem Gewebe gerissen oder verletzt wurden. Dazu wurde die Rasierklinge
zwischen zwei Wirbeln angesetzt - von ventral, auf der anterior gelegenen Seite einer
Bandscheibe - und vorsichtig ein Wirbel abgeschnitten. Fiir 2P-FLIM-Messungen wurden
ausschlielich Wirbel mit anhaftenden Spinalganglien verwendet, deren Hiillgewebe (Dura
mata), sowie Spinalnerven und Hinterwurzeln vollstindig intakt waren. Diese Wirbel-
Spinalganglien-Praparate wurden fiir 3,5 Stunden in einer 5 mM MQAE-ES-1 Losung bei
Raumtemperatur beladen. Nach der Inkubation wurde die MQAE-ES-1 Lésung durch ES-
1 ersetzt und die Pridparate bis zur Messung bei 4°C gelagert. Fiir die Messung wurde ein
Wirbel mit einem Tropfen erwérmter ,,Jow-melting* Agarose (Sigma) auf den Boden einer
Scm Petrischale (Greiner) befestigt und die Schale mit ES-1 befiillt, sodass der Wirbel
vollstdndig mit Lésung bedeckt war. Diese Préparationen wurden anschlieBend fiir 2P-

FLIM-Messungen verwendet.

2.10.3 Vitalitats-Test mit Mause-Spinalganglien in Wirbelpraparationen

Fiir 2P-FLIM Messungen mussten die Wirbelprdparate mit anhidngenden Spinalganglien
fiir mindestens 3,5 Stunden in der MQAE-Farbstofflosung inkubiert werden. Um den
Zustand des Gewebes zu diesem Zeitpunkt zu iiberpriifen, wurden Vitalitdtstests mit MTT

[3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide, Molecular Probes] und
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Trypan Blau (Stain 0,4%, Gibco) durchgefiihrt. Der Vitalitdtsnachweis mit MTT erfolgt
iber die Bildung des schwer 16slichen, violetten Tetrazolium-Salzes Formazan. Es entsteht
durch Reduktion von Methyltetrazolium durch mitochondriale Dehydrogenasen.
Lebendige Zellen weisen bei diesem Test eine stark violette Farbung auf, abgestorbene
Zellen bleiben ungefarbt. Nach der Préparation wurden die Wirbel fiir 3 — 5 Stunden in ES-
1, bei Raumtemperatur stehengelassen und danach fiir 60 Minuten (RT) in einer MTT-
haltigen ES-1 (0,5 mg/ml) inkubiert. Nach zweimaligem Waschen in ES-1 wurde die
Féarbung mit dem Binokular dokumentiert.

Trypan Blau ist ein saurer Farbstoff, dessen Anion an Zellproteine bindet. Es dringt
durch defekte Membranen toter Zellen ins Zytosol und farbt diese Zellen tiefblau. Lebende
Zellen bleiben ungefarbt. Wie beim MTT-Assay wurden die Wirbelprdparationen zunéchst
fir 3 — 5 Stunden in ES-1, bei Raumtemperatur aufbewahrt und anschlieend fiir 10
Minuten (RT) in 0,4%iger Trypan Blau-Losung inkubiert. Danach wurde die Farbelosung
durch ES-1 ersetzt, zweimal fiir 5 Minuten in ES-1 gewaschen und die Farbung mit dem

Binokular dokumentiert.

2.10.4 2P-FLIM-Messung an Mause-Spinalganglien

Zur Vorbereitung der 2P-FLIM-Messungen musste im Wirbel-Spinalganglien-Priparat
zundchst mit dem 10x Objektiv des Mikroskops im Durchlicht ein Spinalganglion
ausgesucht werden. Die 2P-FLIM-Messung wurde mit dem 60x Objektiv des Mikroskops
durchgefiihrt. Dazu wurde mit dem Okular auf die dulerste Position der Dura Mata, des
aus der Wirbelpridparation herausragenden Ganglions, fokussiert und das Gewebe
anschlieend in optischen Schichten in Abstinden von 3 — 5 pum von aullen nach innen
durchgemessen. Die Zwei-Photonen-Anregung des MQAE wurde mit 150 fs-Pulsen mit
Licht einer Wellenldnge von 750nm durchgefiihrt. Insgesamt wurden 228 Bilder in 12
Spinalganglien aufgenommen. Da bei der Aufzeichnung der 2P-FLIM-Messdaten mit der
Akquise-Software SPC730 (Becker & Hickl, Berlin) T-Wert-Matrizen erstellt werden, die
nur von Programmen der Firma Becker & Hickel gelesen werden kdnnen, mussten die
Matrizen fiir die weitere Auswertung umformatiert werden. Dazu wurden die Aufnahmen
einzeln mit der Software SPCImage (Becker & Hickl, Berlin) importiert und fiir jede
Messung jeweils ein Falschfarben-kodiertes Bild im BMP-, und die dazugehorige t-Wert-
Matrix im TXT-Format exportiert. Diese Bild- und Textdateien wurden mit der von mir

entwickelten Software ROI2Tau® quantitativ analysiert.
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2.11 Methoden der genetischen Manipulation kultivierter DRG-Zellen

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden des Gentransfers ausgetestet, um ein
geeignetes Verfahren zu finden, dissoziierte Spinalganglienzellen mit dem Anionen-
sensitiven YFPI152L auszustatten. AuBBerdem wurden HEK293-Zellen mit dem Capsaicin-

sensitiven Hitzerezeptor TRPV1 transient transfiziert.

2.11.1 Transfektions-Plasmid

Fiir transiente Transfektionen wurde der Vektor
pcDNA3.1 (+) der Firma Invitrogen (Carlsbad, |E}
USA) verwendet. Die YFPI152L-kodierende

Nhe |
Pme |
Aft I
Hind 11l
Asp7181
Kpn|
BamH |
BstX |
EcoR |
EcoR V
BstX |
Not|
Xhol
Xbal
Drall
Apall
Pme |

Region (724 Basenpaare) ist zwischen den
Restriktionsschnittstellen BamHI und Notl in-
sertiert. Der Plasmid-Vektor wurde gentechnisch
(nach Galietta et al., 2001) aus dem EYFP-
Plasmid der Firma Clontech (Palo Alto, USA)
hergestellt. Abbildung 2.16 zeigt die Vektorkarte
von pcDNA 3.1 (+). Das YFPI152L-tragende

. . Abbildung 2.16: Karte des fiir transiente
Konstrukt wurde uns freundlicherweise von Prof. g

Joe Lynch (School of Biomedical Sciences, UQ

Transfektionen verwendeten Plasmid-Vektors

pcDNA 3.1 (+) (Aus: http://www.invitro-
Brisbane, Australien) zur Verfiigung gestellt. gen.com)

2.11.2 YFPI1152L-Kalziumphosphat-Transfektion

In dieser Arbeit wurden Spinalganglien-Neurone nach der Kalziumphosphat-Methode
(Chen und Okayama, 1987) mit dem YFPI152L-tragenden Konstrukt pcDNA 3.1 (+)
transient transfiziert. Als Kontrolle wurde ohne Zugabe von Plasmid-DNA transfiziert
(“Mock-Transfektion®). Alle Transfektionsansidtze wurden in 4-Well-Platten durchgefiihrt
und etwa 24 Stunden nach der Priparation der Primérzellen gestartet. Da die
Transfektionseffizienz von der Menge der eingesetzten DNA abhédngt, wurden zunéchst
verschiedene DNA-Mengen (1-15 pg) ausgetestet. Diejenige DNA-Menge, die die hochste
Transfektionseffizienz erzielte, wurde fiir nachfolgende Transfektionen eingesetzt. Dazu

wurde das Volumen der DNA-Lo6sung, zundchst mit Wasser auf 124 pl aufgefiillt. Zu
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dieser Losung wurden anschliefend langsam 41 pl einer 1 M CaCl,-Losung pipettiert und
der Ansatz durchmischt. Nach Zugabe von 165 ul 2x HBS (HEPES-gepufferte Salzlosung:
50 mM HEPES; 280 mM NacCl; 1,5 mM Na,HPO,) wurde der Ansatz fiir 20 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend tropfenweise in das Well pipettiert. Nach
einer Inkubationszeit von 20-22 Stunden, bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit
wurde das Kalziumphosphat-DNA-Prézipitat durch Waschen mit PBS (Phosphat
gepufferte Salzlosung: 7 mM Na,HPO,, 3 mM NaH,PO4, 130 mM NacCl, pH 7,4) und mit
PBS/EDTA (2g EDTA/I PBS, pH 7,4) wieder von den Zellen entfernt. In jedes Well
wurden 400 pl einer auf 37°C vorgewarmten, NGF-f-haltigen Losung [(N 2513, Sigma),
50 ng/ml in DMEM] gegeben und fiir weitere 20-22 Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. AnschlieBend wurde das Resultat der Transfektion analysiert.
Dazu wurden mit dem 10x-Objektiv (Zeiss Plan-Neofluar, 0,3: o; 0,17) des inversen
Fluoreszenz-Mikroskops (Zeiss, Axiovert 200) reprasentative Positionen im Well einer 4-
Wellplatte ausgewdhlt und mit einer am Mikroskop installierten Digitalkamera (Olympus
Colorview, Soft Imaging System GmbH) Fluoreszenzbilder von den Zellen aufgenommen.
Die Bilder wurden mit der Software (analySIS, Soft Imaging System GmbH) akquiriert
und auf der Festplatte des Computers gespeichert. Um YFP zur Fluoreszenz anzuregen
wurde es dem Licht einer Quecksilberdampflampe (HBO100) (eingekoppelt iiber den
Epifluoreszenz-Eingang des Mikroskops), beleuchtet. Uber ein Bandpass-Filter (BP 450 -
490, Zeiss) wurde das Anregungslicht auf ein Spektrum von 450 — 490 nm begrenzt. Das
eingekoppelte Licht wurde von einem dichroischen Filter (cut-off: 510 nm, FT 510, Zeiss)
reflektiert und durch das 10x-Objektiv zum Well der 4-Well-Platte geleitet. Durch einen
Emissionsfilter wurden vom emittierten Fluoreszenzlicht Wellenldngen <515 nm (LP 515,
Zeiss) zuriickgehalten und das gefilterte Licht anschlieBend auf den CCD-Chip der
Digitalkamera geleitet.

Durch Auszéhlen nicht-transfizierter und YFPI152L-exprimierender Zellen wurde

die Transfektionseffizienz abschlieBend dokumentiert und quantifiziert.

2.11.3 TRPV1-RFP-Kalziumphosphat-Co-Transfektion

In dieser Arbeit wurden HEK293-Zellen nach der Kalziumphosphat-Methode (Chen und
Okayama, 1987) mit dem TRPVI-tragenden Konstrukt pcDNA 3.1 (+) transient
transfiziert. Um bei Patch-Clamp-Experimenten TRPV1-exprimierende Zellen fluores-

zenzmikroskopisch identifizieren zu konnen wurde ein RFP-tragendes (rot fluoreszierendes
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Protein, RFP) Plasmid [pcDNA 3.1 (+)] Co-transfiziert.

Die Kultivierung der Zellen erfolgte in 6 cm-Schalen (Greiner) in M10-Medium
[10 % (v/v) FBS (Sigma F7524); 1 % (v/v) Glutamin-Penicillin-Streptomycin (Sigma
G6784); 1 % (v/v) Nicht-essentielle Aminosduren (Sigma M7145); in MEM (Sigma
M2279)] bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit im Inkubator (Heraeus). Die
Transfektion wurde bei einer Zelldichte von ~1x10° Zellen / Schale durchgefiihrt.

Da die Transfektionseffizienz von der Menge der eingesetzten DNA abhéingt,
wurden zunéchst verschiedene DNA-Mengen (8 - 15 pg) ausgetestet. Mit 10 ug TRPV1-
DNA und 1pug RFP-DNA wurden die besten Transfektionsergebnisse erzielt (15,1%).
Mindestens 30 Minuten vor der Transfektion wurde das Medium durch frisches M10-
Medium ersetzt. Fiir die TRPV1-RFP-Co-Transfektion wurde das Volumen der DNA-
Losungen zundchst mit Wasser auf 158 pl aufgefiillt. Zu dieser Losung wurden
anschlieBend 180 pl 2x HBS (HEPES-gepufferte Salzlosung: 50 mM HEPES; 280 mM
NaCl; 1,5 mM Na,HPOy4; pH 6,95) gegeben und langsam mit 22 pl einer 2 M CaCl,-
Losung unterschichtet. Daraufhin wurde der Ansatz durchmischt, fiir 30 min bei
Raumtemperatur inkubiert und anschlieBend tropfenweise in die 6 cm-Schale pipettiert.
Nach einer Inkubationszeit von 16 - 24 Stunden, bei 37°C, 5% CO; und 95%
Luftfeuchtigkeit wurde das Kalziumphosphat-DNA-Prézipitat durch Waschen mit PBS
(Phosphat gepufferte Salzlosung: 7 mM Na,HPO4, 3 mM NaH,PO,, 130 mM NaCl, pH
7,4) und mit PBS/EDTA (2g EDTA /1 PBS, pH 7,4) wieder von den Zellen entfernt und
die Zellen anschliefend gesplittet. Dazu wurden die Zellen 3 x mit 2 ml PBS (steril)
gewaschen. Anschlielend folgten mehrere Waschschritte mit 2 ml PBS-EDTA (steril), bis
das gesamte DNA-Prézipitat entfernt war. Um die Zellen vom Boden der Kulturschale
abzuldsen, wurde die Waschlosung durch 400 ul TE-Losung (Trypsin / EDTA-L&sung,
Sigma T3924) ersetzt und einige Minuten auf der Warmeplatte (Medax 12501, Nagel
GmbH) bei 37°C inkubiert. Nach Zugabe von 4 ml M10-Medium (vorgewarmt auf 37°C)
wurde die Zellsuspension mit einer 5 ml Glaspipette (Hirschmann EM) langsam
durchmischt und die Zellen anschlieBend auf Poly-L-Lysin (PLL)-beschichtete
Glasplattchen (& 13 mm, Knittel Gléser) (siche Abschnitt 2.3) in 4-Well-Platten (Greiner)
ausgesit. Zur Steigerung der Expressionsetfizienz wurden die Zellen liber Nacht mit 3 mM
Na-Butyrat (Sigma B5887; 0,5 M in PBS), bei 37°C, 5% CO; und 95% Luftfeuchtigkeit
inkubiert. Am nichsten Tag standen die Zellen fiir Patch-Clamp-Experimente zur

Verfligung.
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2.11.4 Effectene®-Transfektion

In dieser Arbeit wurde die [iomecre
Lipidreagenz ;

Moglichkeit, kultivierte
Spinalganglien-Zellen = mit
dem Effectene®-Transfection

Kit von Qiagen, transient zu

transfizieren, ausgetestet. Die

Saugerzelle i
Transfektion erfolgte nach \"*L____,, / @& /

dem Herstellerprotokoll des

Abbildung 2.17: Prinzip der durch kationische Liposomen vermittelten

,,Effectene-Reactions-Kits* , , . . .
Transfektion mit kultivierten Zellen. Negativ geladene DNA bindet an

der Firma Qiagen. Das positiv geladene Liposomen. Dieser Komplex wird {iber Endosomen

Prinzip dieser Transfektions- und Lysosomen in die Zellen gebracht. (Verindert nach: Felgner et al,
methode ist in Abbildung 1987; Felgner etal., 1998)

2.17 gezeigt. Kontrollen wurden ohne Plasmid-DNA transfiziert. Ebenso wurden alle
Transfektionsansédtze in 4-Well-Platten durchgefiihrt und etwa 24 Stunden nach der
Priaparation der Primérzellen gestartet. Um die optimale DNA-Menge fiir den
Transfektionsansatz zu ermitteln, wurden verschiedene DNA-Konzentrationen (0,5-2 pg)
ausgetestet und diejenige DNA-Menge verwendet, die die groBte Transfektionseffizienz
erbrachte. Fiir den Transfektionsansatz wurde die DNA-enthaltende Losung zunédchst mit
dem DNA-Kondensationspuffer (Puffer EC) auf ein Endvolumen von 150 pl aufgefiillt.
AnschlieBend wurden 8 pl ,,Enhancer-Losung hinzupipettiert, fiir 1 Sekunde gevortext
und die Losung bei Raumtempetratur fiir 5 Minuten inkubiert. Danach wurden zu der
DNA-,,Enhancer“-Mixtur 25 ul Effectene-Transfektionsreagenz gegeben, fiir 10 Sekunden
gevortext und fiir 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert, damit sich der Transfektions-
Komplex (sieche Abbildung 2.17) bilden konnte. Nach erfolgter Inkubation wurde 1 ml
NGF-B-haltiges Kulturmedium [(N 2513, Sigma), 50 ng/ml in DMEM] zur Transfektions-
Losung pipettiert und vorsichtig gemischt. Diese Losung wurde anschlieend in die Wells
der 4-Well-Platte gegeben und der Ansatz fiir 18 Stunden bei 37°C, 5% CO2 und 95%
Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach Ablauf der Inkubationszeit wurde die Transfektions-
Losung aus den Wells entfernt und durch 400 ul NGF-B-haltigen Kulturmediums (s.0.)
ersetzt. Die Transfektionseffizienz wurde wie in Kapitel 2.11.2 beschrieben, dokumentiert

und quantifiziert.
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2.11.5 Nukleofektion

Um DRG-Neurone mit YFPI152L zu
transfizieren, wurde in dieser Arbeit
das ,,Rat Neuron Nucleofector® Kit,
for Rat Dorsal Root Ganglion
Neurons®“ der Firma Amaxa Bio-

systems (Maryland, USA) verwendet.

Wie bei den anderen, oben

beschriecbenen Methoden, musste
zundchst die optimale DNA-Menge Abbildung 2.18: Nukleofektor-Gerdt von Amaxa.
bestimmt werden. Dazu wurden (Aus: http://www.amaxa.com/nucleofectordevice.html)

verschiedene DNA-Konzentrationen (1-5 pg) ausgetestet und diejenige DNA-Menge
verwendet, die die grofite Transfektionseffizienz erbrachte. Kontrollen wurden ohne
Plasmid-DNA transfiziert. Im Gegensatz zu den oben beschriebenen Transfektions-
methoden wurden fiir Nukleofektionen ausschlieBlich Suspensionen frisch préparierter
Neurone verwendet. Nach erfolgter Priaparation der Primédrzellen (siehe Kapitel 2.3) wurde
mit Hilfe einer Neubauer-Zadhlkammer die Zelldichte in der Suspension bestimmt und etwa
1x10° Zellen fiir die Nukleofektion aliquotiert. Zu den Zellen wurden die entsprechende
DNA-Menge und 100 pl der ,,Rat Neuron Nucleofector Solution* gegeben. Diese Mixtur
wurde anschlieBend in eine mitgelieferte Amaxa-Kiivette iiberfiihrt und in das
Nukleofektor-Gerit gestellt (siche Abbildung 2.18). Am Gerédt wurde das von Amaxa fiir
DRG-Neuronen empfohlene Nucleofector-Programm ,,G-13 eingestellt und die Nukleo-
fektion gestartet. Wenige Sekunden spdter konnte die Kiivette aus dem Gerdt wieder
entfernt werden. Die Suspension wurde daraufhin mit Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium (DMEM, Sigma) auf ein Volumen von 4 ml aufgefiillt und auf beschichtete
Deckglédschen (siehe Kapitel 2.3) in fiinf 4-Well-Platten ausplattiert (20 Wells, jeweils 200
ul pro Well). Zu jedem Well wurden 200 pl vorgewédrmte (37°C) NGF-B-Losung [(N
2513, Sigma), 100 ng/ml in DMEM] gegeben und fiir mindestens 24 Stunden bei 37°C, 5%
CO; und 95% Luftfeuchtigkeit, autbewahrt. AnschlieBend wurde die Transfektions-
effizienz fluoreszenzmikroskopisch wie in Abschnitt 2.11.2 beschrieben, dokumentiert und

quantifiziert.
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2.11.6 Herstellung YFPI1152L-kodierender Adenoviren

Unter den viralen Gentransfer-Vektoren bieten Adenoviren die meisten Vorteile. Im
Gegensatz zu retroviralen Systemen konnen Adenoviren auch in solchen Zellen ihre DNA
zur Expression bringen, die nicht den Zellzyklus durchlaufen (Russell, 2000). Aulerdem
besitzen Adenoviren, im Vergleich zu Vektoren auf der Basis Adeno-assoziierter Viren,
ein breiteres Infektionsspektrum.

Adenoviren haben eine grofle Affinitit zum Coxsackievirus-Adenovirus-Rezeptor
(CAR). Hierbei handelt es sich um ein Transmembranprotein, das eine Rolle bei Zell-Zell-
Kontakten spielt (Meier & Greber, 2004). Neben diesen Rezeptoren, die von vielen
Zelltypen in unterschiedlichem Mal3 exprimiert werden, spielen Integrine und Heparan-
Sulfat-Proteoglykane bei der Virusaufnahme eine Rolle und ermdglichen eine CAR-
unabhingige Infektion (Mathis et al., 2006). Da Spinalganglien-Neurone iiber Integrine
verfiigen (Tomaselli et al., 1993), entschieden wir uns fiir ein adenovirales Vektorsystem.

Adenoviren besitzen ein lineares, etwa 36 kb langes DNA Genom, das fiir etwa 50
Gene kodiert (Russell, 2000). Die Partikel bestehen aus einem unumhiillten,
ikosaedrischen Kapsid mit einem Durchmesser von 70-90 nm. In den Ecken des Ikosaders
sind die antennenartigen Fiberproteine verankert. Diese homotrimeren Fibern bestehen aus
einem tripelhelikalen Schaft und einer distalen globuldren Domine, die fiir die Interaktion
mit dem CAR-Rezeptor verantwortlich ist. Die am héufigsten verwendeten Adenoviren
zum Gentransfer basieren auf dem humanen Subtyp 5 (hAdS5) (Russell, 2000). Aus
Griinden der gentechnischen Sicherheit wurden diesen Vektoren die ,,frithen* Gene E1 und
E3, die fiir einen produktiven Replikationszyklus unentbehrlich sind, entfernt (Russell,
2000). Durch diese Deletionen sind bis zu 6 kb fiir die Insertion zu transferierender Gene
vorhanden.

Um einen viralen Gentransfer durchfilhren zu konnen, mussten zunichst
rekombinante YFPI152L-kodierende, Adenoviren hergestellt werden. Dies erfolgte nach
dem Hersteller-protokoll ,,pAdEasy ™-Vektor-System* der Firma Qbiogen. Dazu wurde
das YFPI152L-Insert aus dem Plasmid-Vektor pcDNA3.1 (+), an den Restriktions-
schnittstellen BamHI und Notl herausgeschnitten und in das AdEasy'™ Transfer-Plasmid
pShuttle (7,4 kb, QBiogene, Carlsbad, USA) hineinkloniert. Dieses Plasmid wurde an-
schlieBend an der Restriktionsschnittstelle Eco RI linearisiert und mit dem adenoviralen
Vektor pAdEasy-1 (33,4 Kb, QBiogene) in Ecoli (BJ5183, QBiogene) Co-transformiert

(Verhéltnis 1:10). Bakterien, in denen das linearisierte Transfer-Plasmid und der
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adenovirale Vektor homolog rekombinierten, wurden mit Hilfe des Antibiotikums
Kanamycin in einer Ubernacht-Kultur [10 ml LB / Kan 50; 50 ul Kanamycin / ml LB-
Medium (Luria Bertrani (LB)-Medium: 1,0 % Bacto-Trypton 10 g/I, 0,5 % NaCl (w/v) 5
g/l, 0,5 %, Hefeextrakt (w/v) 5 g/l, pH 7,3 mit Natronlauge)], bei 37°C selektiert.
Rekombinante pAdEasy-Plasmide wurden am néchsten Tag nach der TENS-Miniprep-
Methode extrahiert. Der Erfolg der Rekombination wurde mit einem Pac I-Restriktions-
verdau verifiziert und die GroBe der supercoil-DNA auf einem Agarose-Gel (0,7 %)
tiberpriift. Positive Rekombinanten wurden anschlieBend in Ecoli (DHS5a) transformiert
und auf LB / Kan 50-Agar (LB-Medium + 1,5 % (w/v) Agar + Kanmycin) ausplattiert. Am
nichsten Tag wurde eine Kolonie ausgewahlt, mit ihr LB / Kan 50-Medium angeimpft und
die Bakterien fiir 24 Stunden, bei 37°C vermehrt. Um sicherzustellen, dass die ausgewéhlte
Kolonie das gewiinschte virale Plasmid enthielt, wurde die rekombinante DNA erneut, wie
oben beschrieben, tberpriift. Die viralen Plasmide wurden nach der Amplifikation
aufgereinigt (Promega-Mini), durch einen Pac I-Restriktionsverdau linearisiert und darauf-
hin nach der Kalziumphosphat-Methode (Chen und Okayama, 1987) in 6-Well-Platten
(Greiner) in eine immortalisierte, retinale Zelllinie (HER911-Zellen, Indrogene)
transfiziert. Etwa 10 Tage nach der Transfektion zeigten alle Zellen in den Wells einen
zytopathischen Effekt (cytopathic effect, CPE). Die auf diese Weise generierten viralen
Partikel wurden anschlieBend mit Hilfe einer denaturierenden SDS-PAGE auf ihr
Proteinprofil hin analysiert. Im Folgenden wurden die generierten Viren amplifiziert.
Hierzu wurde der infektidse Uberstand der 6-Well-Platten zur Infektion von T25-Flaschen
(Sarstedt, Niimbrecht) verwendet, die eine etwa dreimal so gro3e Oberfliche wie 6-Well-
Platten besitzen. Nach 3 - 4 Tagen zeigten die HER911-Zellen in den T25-Flaschen einen
vollstdndigen CPE. Die Zellen wurden zundchst im Medium belassen, dreimal in fliissigem
Stickstoff eingefroren und wieder aufgetaut. AnschlieBend wurden sie abzentrifugiert und
das virushaltige infektiose Medium zur Infektion von HER911-Zellen in einer T75-Flasche
(Sarstedt, Niimbrecht) eingesetzt. Nach erfolgreicher Infektion der Zellen wurde eine
T175-Flasche (Sarstedt, Niimbrecht), im Anschluss drei T175-Flaschen, und letztlich zehn
T175-Flaschen infiziert. Um zu gewdhrleisten, dass die Viren wéhrend dieses finalen
Amplifikationsschritts nicht aus den lysierten HER911-Zellen in das Medium entweichen,
wurden diese 48 Stunden nach erfolgter Infektion geerntet und abzentrifugiert. Das
erhaltene Pellet wurde in 5 ml Medium resuspendiert und die Zellen durch viermaliges
Einfrieren in fliissigem Stickstoff und Auftauen aufgeschlossen. Der virushaltige Uber-

stand wurde mit 4,4 g CsCl versetzt, auf 10 ml mit PBS (Phosphat gepufferte Salzlosung:
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7 mM Na,HPO4, 3 mM NaH,PO,, 130 mM NaCl, pH 7,4) aufgefiillt, und mittels
Ultrazentrifugation (24 h, 10 °C) im Gradienten von 1,2 g/cm’ - 1,4 g/cm’ aufgetrennt,
wobei die viralen Partikel bei 1,34 g/cm’ eine charakteristische Bande bilden. Diese wurde
mittels einer Spritze gezapft und das anteilige CsCl durch Dialyse (nach dem
Herstellerprotokoll , pAdEasy™™-Vektor-System“ der Firma Qbiogen) entfernt. Ab-
schlieend wurde der Titer der Viruspartikel mittels Spektroskopie ermittelt. Hierzu wurde
die Viruspréparation 1 : 10 in 0,1 % SDS in PBS verdiinnt, 20 min bei 56 °C inkubiert und
die Absorption bei 260 nm gegen Dialysepuffer (100 mM Tris, 150 mM NaCl, 1 mM
MgCl,, 10 % (v/v) Glycerol) bestimmt. Die gemessene Extinktion wurde mit dem
Koeffizienten 1,1*10'* multipliziert (nach Maizel et al., 1968) und so die Anzahl der
optischen Partikel bestimmt. Die in transfizierten HER911-Zellen synthetisierten,
infektiosen Viruspartikel wurden anschlieBend mit Hilfe einer CsCl-Dichtegradienten-
Zentrifugation aufgereinigt, in Dialysepuffer suspendiert und ihre optische Partikeldichte
bestimmt. Sie standen darauthin fiir Infektionen von kultivierten Spinalganglien-Zellen zur

Verfligung.

2.11.7 Adenovirale Infektionen mit DRG-Neuronen

Um kultivierte Spinalganglien-Neurone mit YFPI152L auszustatten, wurden sie mit
YFPI152L-kodierenden Adenoviren (2.11.6) infiziert. Alle Infektionsansdtze wurden in 4-
Well-Platten durchgefiihrt und etwa 24 Stunden nach der Préparation der Primérzellen
gestartet. Da die Effizienz einer Infektion von der Anzahl infektioser Partikel und der
Dauer der Virusexposition abhingt, mussten diese Bedingungen zundchst optimiert
werden. Dazu wurden kultivierte Spinalganglien-Neurone zwischen 8x10° und 1,6x10®
Viruspartikeln ausgesetzt. Fiir die Infektionen wurden in jedes Well einer 4-Well-Platte 1-
30 pl Virus-Suspension (in Dialysepuffer: 100 mM Tris, 150 mM NaCl, I mM MgCl,, 10
% (v/v) Glycerol) zum Zellkulturmedium M10 [10 % (v/v) FBS (Sigma F7524); 1 % (v/v)
Glutamin-Penicillin-Streptomycin ~ (Sigma G6784); 1 % (v/v) Nicht-essentielle
Aminoséduren (Sigma M7145); in MEM (Sigma M2279)] gegeben und der Ansatz fiir 24-
48 Stunden, bei 37°C, 5% CO2 und 95% Luftfeuchtigkeit inkubiert. Nach Ablauf der
Inkubationszeit wurde die Virus-haltige Losung aus den Wells entfernt, dreimal fiir 5
Minuten mit vorgewéarmter (37°C) Ringer-Losung (ES-1: 140 mM NacCl; 5 mM KCI; 2,5
mM CaCly; 1 mM MgCl,; 10 mM HEPES; 10 mM D-Glucose; pH 7,4) gewaschen und
diese durch 400 pl NGF-B-haltiges Kulturmedium [(N 2513, Sigma), 50 ng/ml in M10]
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ersetzt. Nach weiteren 24 Stunden wurde das Kulturmedium durch ES-1 ersetzt und die

Infektionseffizienz wie in Abschnitt 2.11.2 beschrieben, dokumentiert und quantifiziert.

2.12 LabView-Software

Bei den in dieser Arbeit durchgefiihrten fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen (2P-
FLIM, Ca*'-Imaging, IB,-Firbungen, Verteilungsstudien Clomeleon-exprimierender
Mauslinien) sind groBe Mengen von Aufnahmen entstanden, die jeweils auf individuelle
Weise analysiert werden mussten. Da fiir diese speziellen Anwendungen keine preiswerte
oder kostenlose Software verfligbar war, die dazu eine effiziente Verarbeitung groBer
Datenmengen ermdglichte, habe ich mit der Programmiersprache LabView® 7.1
verschiedene Programme entwickelt, die die Auswertung meiner Daten erleichtert und
beschleunigt haben.

LabView® ist eine seit 1986 von National Instruments (Irland) entwickelte
Programmiersprache, die auf der graphischen Programmiersprache "G" basiert. LabView"
umfasst ein Softwarepaket zur Messdatenerfassung, -visualisierung und -verarbeitung. Die
Anwendungen reichen von der Laborautomatisierung, Datenanalyse, iiber die Mess- und
Priiftechnik, Bildverarbeitung und Motorensteuerung, Automatisierungstechnik, Echtzeit-
systemen, bis hin zur Automatisierungstechnik. Die Software ist fiir alle gingigen
Plattformen (Windows 98/ME/NT/2000/XP, Linux, HP-UX, Sun Solaris und MacOS)
verfiigbar. Da LabView® mit Symbolen, anstatt mit Texten arbeitet, ist es schnell zu
erlernen und macht es gerade fiir Laien der Informations-Technologie attraktiv.

Mit LabView® erstellte Programme sind so genannte ,,virtuelle Instrumente®, sie
tragen daher den Dateizusatz *.vi. LabView“-VIs bestehen immer aus einem Quellcode,
dem so genannten Blockdiagramm, und einer Benutzeroberfliche. Im Folgenden sind

ausschlieBlich die Benutzeroberflichen der von mir entwickelten Programme gezeigt.

2.12.1 Roi2Tau®

Um Aussagen iiber die Verteilung der intrazelluliren Chlorid-Konzentration in
Spinalganglien machen zu konnen, musste die MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeit ver-
schiedener Neurone in einer groen Anzahl von Messungen einzeln ermittelt werden. Wie
in der Falschfarben-kodierten Darstellung in Abbildung 2.19 zu erkennen ist, unter-

scheiden sich die Fluoreszenz-Lebenszeiten von Nukleus und Zytosol in den DRG-
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Neuronen. Fiir die sorgfiltige Analyse der intrazelluldren Chlorid-Konzentrationen durften
in den Bildern nur die zytosolischen Bereiche der Neuronen ausgewertet werden. Fiir diese

Anwendung habe ich das Analyseprogramm Roi2Tau® entwickelt.

Roi2Tau® erméglicht eine

=lol x|
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ganglien und die selektive appildung 2.19 Benutzeroberfliiche der mit der Programmiersprache
Analyse einzelner Bild- LabView 7.1 geschriebenen Analysesoftware Roi2Tau” bei der

ausschnitte. Das Bild auf der Analyse einer 2P-FLIM-Aufnahme.

Benutzeroberfldche ist das Falschfarben-kodierte Bild einer 2P-FLIM-Aufnahme. Bei
dieser Art der Darstellung werden kurze Fluoreszenz-Lebenszeiten, d.h. hohe Chlorid-
Konzentrationen durch warme- (rot, orange), und lange Fluoreszenz-Lebenszeiten und
damit niedrige Chlorid-Konzentrationen durch kalte Farbtone (griin, blau) repréisentiert.
Falschfarben-kodierte Bilder eignen sich besser fiir die Identifizierung einzelner Zellen im
Gewebe, da sie kontrastreicher sind als die originalen Intensitdts-kodierten Graustufen-
bilder. Fiir die Analyse der intrazelluliren Fluoreszenz-Lebenszeit, bzw. der Chlorid-
Konzentration muss der zytosolische Bereich einer Zelle durch einen zweistufigen
Selektionsprozess ausgewdhlt werden. Dabei wird mit einem Zeichenwerkzeug erst die
duBere Grenze einer Zelle nachgezeichnet und im Anschluss der Bereich des Zellkerns
markiert. Durch driicken des Buttons ,,Set ROI*“ werden die markierten Bereiche im Bild
gespeichert und als ROI (Region Of Interest) definiert. Gleichzeitig wird jeder Zelle ein
Index zugewiesen, mit dem sie, und der ihr zugewiesene Wert, im Nachhinein in
Verbindung gebracht werden koénnen. Durch Driicken des Buttons ,,Substract ROIs*
werden zwei ROIs einer Zelle zu einer Analyse-Matrix kombiniert, die nur noch den

Bereich des Zytosols abdeckt. Mit Hilfe der Analyse-Matrix werden die Fluoreszenz-

55



2. Material und Methoden

Lebenszeiten aller Pixel des ausgewédhlten Bild-ausschnitts aus der zuvor umkonvertierten
t-Wert-Matrix (siche Kapitel 2.10.4) extrahiert und gemittelt. Zusatzlich zur mittleren
Lebenszeit wird die Gesamtfliche der Zelle (A) registriert und mit Hilfe eines
Skalierungsfaktors in pum? umgerechnet. Unter Verwendung der Formel:
g |aA
T

wird der Durchmesser (d) der Zelle berechnet und zusammen mit der mittleren
Fluoreszenz-Lebenszeit in einer Datei abgespeichert. Der Durchmesser (d) ist ein
interessanter Parameter, weil die verschiedenen Modalitdten von DRG-Neuronen in der
Literatur mit diesem Wert korreliert werden (z.B. Petruska et al., 2002). Roi2Tau® wurde

fiir die Analyse aller der mit 2P-FLIM erhaltenen Daten verwendet.

2.12.2 StatBuddy®

StatBuddy” ist eine Software, mit der i x|
tieiailt Q:n:nlw Took Browse Wndow Hep ME
Subpopulationen von kultivierten B B
csloone qiaere ™™ scing
Spinalganglien-Zellen  iiber  ihre g |7 Ok 20l

Grofe und ihre Spezifitit fiir
(maximal zwei) Fluoreszenzmarker
identifiziert werden konnen. Abbil-
dung 2.20 =zeigt die Benutzer-
oberfliche von StatBuddy“. Die

Zellgrofle wird durch Nachzeichnen

der Zellgrenzen bestimmt. Dafiir

stehen dem Benutzer eine Reihe von

fa— Ja Js Js
NETZN [T 2 |

1 2 3 4 5 6 7 B8 8 10 11 12 13 M4 15 16 17 18 18 20

Zeichenwerkzeugen zur Verfligung.

Die Spezifitit einer Zelle fiir einen

bestimmten Marker (+/+, +/-, -/+, -/-) |4 | o

wird durch Driicken einer von vier Abbildung 2.20: Die Benutzeroberfliche der mit der

Schaltflichen definiert. Sobald einer Programmiersprache LabView 7.1 geschriebenen Software
der vier Knopfe gedriickt wird, StatBuddy©, bei der Analyse kultivierter, doppelt-geférbter
ermittelt StatBuddy® die Pixelfliche Spinalganglien-Zellen.

der umrandeten Zelle und berechnet unter Einbeziehung eines Skalierungsfaktors die
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Fliche in um® Der Skalierungsfaktor wird im Feld ,,Scaling eingetragen. Mit Hilfe der

Formel:

wird die Zellfliche (A) automatisch in den Zelldurchmesser (d) umgewandelt und dieser in
einem Excel-Datenblatt gespeichert. Sobald der Durchmesser einer Zelle berechnet wurde,
speichert das Programm die nachgezeichnete Zellgrenze und markiert sie entsprechend der

Marker-Spezifitit farblich (+/+: orange, +/-: rot, -/+: griin, -/-: weil}).

2.12.3 CellDetect®

© - . .
CellDetect~ ist ein Strukturerkennungs-  [FEErrpsrr=—r=—r _ o] x|
Algorithmus, der die Analyse von |El€ Edt Operate Tools Browse Window Help |E|
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Verfahren. Abbildung 2.21 zeigt die Max Int=Thr  Red. Value Mo, of Particles [
Benutzeroberfliche der Software. Das dlso0 CE B |
Softwaremodul muss vom Benutzer fir L4 ! AN

die individuelle Anwendung einmalig Abbildung 2.21: Benutzeroberfliche der Struktur-
parametrisiert werden und erkennt Crkennungs-Software CellDetect”.

anschlieBend vollautomatisch Strukturen in Fluoreszenzbildern. Erkannte Strukturen
werden in eine Analyse-Matrix konvertiert, die als Vorlage fiir die zu analysierenden
Bildausschnitte verwendet wird. In Abbildung 2.22 ist ein Fluoreszenzbild von YFPI152L-
expri-mierenden HEK293-Zellen mit iiberlagerter Analyse-Matrix gezeigt. CellDetect®
kann die Bildformate BMP, JPG, PNG, TIFF und i16 (LabView©—internes 16Bit-Bild-
format) verarbeiten. Da der Erkennungs-Algorithmus mit 8Bit-Bildern arbeitet, erstellt die
Software zundchst eine Kopie des Originalbildes im 8Bit-Format. Dieses Bild wird
anschlieBend von einem nicht-linearen Tiefpass-Filter geglttet und einem Intensitits-

Thresholding unterzogen. Dabei ermittelt die Software in dem 8Bit-Bild alle Bildpunkte,

die einen Schwellenwert {iberschreiten und weist ihnen den Helligkeitswert ,,weil3* zu.
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Alle anderen Pixel werden schwarz [l
dargestellt. Dieses s/w-Bild (1bit-
Matrix) wird darauthin von einem
Partikelfilter nach Strukturen
durchsucht, deren Grof3e innerhalb eines
definierten Bereichs liegen. Zu kleine
oder zu grofle Strukturen werden aus der
Matrix geloscht. Die resultierende

Matrix wird in einem Zwischenspeicher

abgelegt und der Detektionszyklus

beginnt  erneut, diesmal ~ mit Abbildung  222:  Fluoreszenzbild  YFPI152L-
herabgesetztem Intensitits-Schwel- exprimierender HEK?293-Zellen mit {iberlagerter

lenwert. Dabei werden, im Vergleich Analyse-Matrix. Die blauen Kringel markieren die

zum  vorherigen Zyklus, dunklere Aulleren Rinder erkannter Strukturen.

Strukturen detektiert. Das Bild wird wieder einer Partikel-Filterung unterzogen, die
resultierende Matrix anschlieBend mit der zuvor generierten Matrix kombiniert und die
erweiterte Matrix in den Zwischenspeicher des Computers geladen. Die Anzahl der
Iterationen die bei der Strukturerkennung durchgefiihrt werden sollen, hidngt von den
benutzerdefinierten Parametern ab. Maximal werden 255 Iterationen durchgefiihrt. Je
grofer die Anzahl der Iterationen ist, desto langer dauert der Detektionsprozess. Resultat
dieses iterativen Verfahrens ist eine 1bit-Matrix, die die zu analysierenden Bildausschnitte
definiert. In Abbildung 2.23 ist die Funktionsweise des Strukturerkennungs-Algorithmus
schematisch dargestellt.

Die vom Benutzer festzulegenden Parameter sind: (1) GréBe (in Pixeln) und
Ordnung des nicht-linearen Tiefpassfilters, (2) Grenzwerte der PartikelgroBe (in Pixeln),
(3) Maximal-Schwellenwert fiir das Intensitits-Thresholding und (4) Wert um den das
Intensitédts-Thresholding bei jeder Iteration herabgesetzt wird. Die Anzahl der Iterationen
fiir den gesamten Detektionsprozess ergibt sich automatisch aus den Werten fiir (3) und
(4). Das Indikatorfeld ,,No. of Particles* gibt die Anzahl der detektierten Partikel an.

Aufgrund der Struktur-, und Anwendungs-unabhingigen Funktionsweise von
CellDetect® ist der Erkennungs-Algorithmus fiir viele unterschiedliche Anwendungen
geeignet. CellDetect” wurde neben anderen, hier nicht genannten Softwareanwendungen,

in das Software-Paket PCDetect® implementiert.
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S IN RANGE
B OUT OF RANGE

Abbildung 2.23: Funktionsweise des Strukturerkennungs-Algorithmus CellDetect®.  Fir die

Strukturerkennung wird das Originalbild zunédchst von einem nicht-linearen Tiefpass-Filter geglittet und
anschlieBend einem Intensitéts-Thresholding unterzogen (A). Dabei ermittelt die Software alle Bildpunkte,
die einen Schwellenwert iiberschreiten und weist ihnen den Helligkeitswert ,,wei3* zu. Alle anderen Pixel
werden schwarz dargestellt. Das Ergebnis ist eine Serie von Bildern, in denen benachbarte, ,,weifle” Pixel als
,»Objekte™ definiert sind (griin). Jedes andere Pixel wird als Hintergrund definiert. Dieses s/w-Bild (1bit-
Matrix) wird darauthin von einem Partikelfilter nach Strukturen durchsucht, deren GréBe innerhalb eines
definierten Bereichs liegen. Zu kleine oder zu grofle Strukturen (rot) werden aus der Matrix geldscht.
Resultat dieses iterativen Verfahrens ist eine 1bit-Matrix, die die zu analysierenden Bildausschnitte definiert

und die Quantifizierung der Fluoreszenz-Intensitdten im Originalbild ermoglicht.
2.12.4 PCDetect®

In dieser Arbeit wurden verschiedene Methoden ausgetestet, um kultivierte
Spinalganglien-Zellen mit dem Cl-Indikator YFPI152L auszustatten. Neben der
Verwendung in der Elektrophysiologie (Patch-Clamping) sollen zukiinftig YFPI152L-
exprimierende Neuronen mit dem Screeningsystem Tox-Finder® (Liebel, 2000: Gilbert,
2002) untersucht werden. ToxFinder® ist ein automatisiertes Liquid-Handling und
Fluoreszenz-Imaging-System und wurde urspriinglich fiir die Suche nach spezifischen
Blockern fiir Ionenkanile entwickelt. Seine Einsatzmoglichkeiten lassen sich auf viele
andere Anwendungen erweitern, unter Anderem auf die Untersuchung Ca*-aktivierter CI -
Kanile in Schmerzzellen. Das System wurde bereits erfolgreich fiir die Untersuchung von

Glycin- und GABA-Rezeptor Cl'-Kandlen eingesetzt (Kruger et al., 2005).
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Damit die beim Screening ent- -[olx|
File Edit Operate Tools Browse Window Help }E
o] [1zotam 5[]
stechenden Daten schnell und =
Waveform Chart Pioto ¥ Size & Ordler # SLecuom Valuies
a 1 1 ize f arameter
zuverldssig  analysiert  werden 3'327\ i Y
Ize Lower valle Upper Vale
. . 5’37‘ it e
konnen, habe ich das Software- o e
-
Paket PCDetect® entwickelt. In No. of images
Red. ¥alue Max. Int-Thr Heywood  to analyse
Abbildung 2.24 ist die Benutzer-
(o]
oberfliche von PCDetect® gezeigt. &
]
PCDetect® erkennt  vollauto- 2
|
|
matisch Spinalganglien-Zellen in | 2 =
Ks]
. . | &
Co-Kulturen und analysiert ihre |
Fluoreszenzsignale unabhingig
von  nicht-neuronalen  Zellen.
Kernmodul dieser Software ist der
Strukturerkennungs-Algorithmus
‘\640x512 1/1 16-bitimage 108 (231,5) H
CellDetect®. Mit ihm werden alle L4 | [

Strukturen im  Fluoreszenzbild Abbildung 2.24: Test der Software PCDetect” mit Fluo-4 AM

erkannt. 7ur Unterscheidung beladenen Zellen einer Spinalganglien-Zellen Kultur. Durch

. . Verwendung des ,,Heywood-circularity““-Faktors werden in der
zwischen Neuronen und nicht- & W y

Co-Kultur nur die grof3en, runden Neuronen detektiert. Kleine,

neuronalen Zellen ist PCDetect® , , )
verzweigte nicht-neuronale Zellen werden von PCDetect

um die Filter-Routine Heywood.vi .
anseonrtiert

erweitert. Heywood.vi separiert, unter Verwendung des so genannten ,,.Heywood

circularity“-Faktors, grofle, runde- von kleinen, verzweigten Strukturen. Der ,,Heywood

circularity““-Faktor ist das Verhiltnis eines Partikeldurchmessers zum Durchmesser eines

Kreises mit der gleichen Fldche wie der des Partikels. Es errechnet sich aus der Formel:

Partikeldurchmesser Partikeldurchmesser
Durchmesser eines Kreises mit \/ )
gleicher FiGche wie der des Partikels 24/ 1 + Partikelfiache

Zur Veranschaulichung sind in Abbildung 2.25 kreisformige, ellipsoide und unregelméaBige
Partikel, und ihre Position im ,,Heywood-circu-larity“-Diagramm gezeigt. Kreisrunde
Partikel haben einen ,,Heywood-circularity“-Faktor von eins und liegen auf der
horizontalen Achse im Diagramm. Alle Partikel mit anderen Formen haben grof3ere
,Heywood-circularity“-Faktoren. IThre Positionen im Diagramm héngen von ihrer Grofe

und Form ab. In der Darstellung der Benutzeroberfliche von PCDetect® in Abbildung
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2.24, sind die duBeren Grenzen der erkannten und
separierten Neurone durch blaue Kringel markiert.
Da von CellDetect® neben Neuronen auch nicht-
neuronale Zellen im Fluoreszenzbild erkannt
werden, konnen bei Bedarf zusitzlich die
Fluoreszenzintensititen nicht-neuronaler Zellen
quantifiziert werden. PCDetect® habe ich fiir die
Analyse von Bilderserien, die mit ToxFinder®
aufgenommen werden, entwickelt. Die Analyse-
daten erkannter Zellen eines Bildes werden von der
Software in einer Textdatei gespeichert und stehen
dem Benutzer zur weiteren Auswertung zur

Verfiigung.

/I @@
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@ <

Lo o m
o—

0 Ficiche ' n

Heywood circularity factor <o

—_

Abbildung 2.25: Graphische Darstellung
des ,Heywood-circularity“-Faktors fiir
Partikel mit unterschiedlichen Formen.

(Reproduziert nach Balzer A., 2001)

61



3. Ergebnisse

3. Ergebnisse

Der Ergebnisteil ist in acht Abschnitte gegliedert. Im ersten Teil werden die Eigenschaften
der verwendeten Gewebe und Kulturen behandelt, sowie die Expression von TRPVI-
Kandlen in DRG-Primérkulturen immunzytochemisch untersucht. Der zweite Teil
beschiftigt sich mit der Frage nach der Verwendbarkeit von caged Capsaicin fiir die
Untersuchung von TRPV1-Kanilen in kultivierten Schmerzzellen. Im dritten Teil wird das
Pflanzenlektin 1B4 auf seinen Nutzen zur Selektion kultivierter, TRPV 1-exprimierender
DRG-Neurone hin iiberpriift. Der vierte Teil behandelt die funktionelle Kopplung von
TRPV1- mit Ca®"-aktivierten CI'-Kanilen bei der Generierung Hitzeschmerz-vermittelter,
sensorischer Nervensignale. Im flinften Abschnitt wird die [Cl]; somatosensorischer
Neurone sowohl in Primérkultur (in vitro), als auch in Geweben (in situ) adulter und
neugeborener Mduse mit 2P-FLIM bestimmt. Der sechste Abschnitt behandelt eine
Alternative zur MQAE-Lebenszeit-Messung fiir die Bestimmung der [Cl']i: Ratiometrische
Messung der [Cl']; mit dem FRET-basierten Cl-Indikator Clomeleon. Im siebten Teil wird
durch eine GroBenanalyse kultivierter, CLM-exprimierender DRG-Neurone, der vier
transgenen Mauslinien CLM-1, -11, -12 und -13, eine fiir CI'-Imaging mit Schmerzzellen
geeignete Mauslinie identifiziert. Im achten und letzten Abschnitt des Ergebnisteils werden
verschiedene Methoden ausgetestet, Schmerzzellen fiir zukiinftige CI-Imaging-

Experimente mit dem Anionen-sensitiven Cl'-Indikator YFPI152L auszustatten.
3.1 Anatomie und Eigenschaften der untersuchten Gewebe und Kulturen

In dieser Arbeit wurde mit Spinalganglien in Wirbelkorperpraparationen neugeborener und
adulter Méuse, sowie mit dissoziierten und kultivierten Spinalganglienzellen von Méusen
und Ratten gearbeitet. Um ein besseres Verstindnis von der Anatomie der verwendeten
Gewebe, sowie den Eigenschaften kultivierter Spinalganglienzellen zu bekommen, habe
ich histologische und zytologische Farbungen durchgefiihrt. Die Ergebnisse dieser

Féarbungen werden im Folgenden gezeigt.
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3. Ergebnisse

3.1.1 Wirbelkorper adulter Tiere

Abbildung 3.1 zeigt eine schematische Darstellung eines Wirbelkdrpers von einer adulten
Ratte. Die paarig angeordneten Spinalganglien befinden sich im erwachsenen Tier in 1 — 2

mm Entfernung vom Riickenmark in den Zwischenwirbellochern.

[)nr:ﬂ

. Wirbelbogen

Rackenmark

Hinterwurzel -

Dura mater
spinalis

Spinalganglion

SN
¥
1
Spinalnery

Vorderwurzel Wirbelkorper

[venat ]

Abbildung 3.1: Links: Schematische Darstellung des Wirbelkdrpers eines adulten Wirbeltiers. Die paarig
angeordneten Spinalganglien liegen gut geschiitzt in den Zwischenwirbellochern. (Aus: Weitz, Atlas der
Anatomie, Weltbild Verlag, 1998). Rechts: Wirbelkdrper einer adulten Maus mit anhaftendem
Spinalganglion. Zur besseren Sichtbarkeit wurden die verschiedenen Strukturen mit Linien nachgezeichnet.
HH: Hinterhorn; RM: Riickenmark; VH: Vorderhorn; WK: Wirbelkdrper SG: Spinalganglion; WS: weille

Substanz. Balken: 1 mm.

3.1.2 Wirbelkorper neugeborener Tiere

In dieser Arbeit wurden 2P-FLIM-Aufnahmen von Spinalganglien in Wirbelkorper-
Praparationen adulter und postnataler Tiere angefertigt. Wéihrend der postnatalen
Entwicklung verdndern sich die Anatomie der Wirbelsdule und damit auch die Lage der
Spinalganglien im Wirbelkorper. Damit die in dieser Arbeit fluoreszenzoptisch zu
detektierenden Strukturen, postnataler Miuse anatomisch identifiziert werden konnten,
habe ich histologische Gewebefirbungen mit Paraffinschnitten von Wirbelkorper-
Praparationen neugeborener Méuse durchgefiihrt. Abbildung 3.2 zeigt einen Querschnitt
durch die Wirbelsaule (Wirbelkdrper L2) eines neugeborenen Tieres, zehn Tage nach der
Geburt. Um die verschiedenen Strukturen des Gewebes sichtbar zu machen, wurde der
Schnitt mit der Azan-Fiarbemethode nach Heidenhain gefirbt. Die verschiedenen
Strukturen sind in der Abbildung bezeichnet. Betrachtet man die Grof3e der Spinalganglien

in adulten und neugeborenen Tieren relativ zur Grofle des Riickenmarks, so erkennt man,
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dass die Spinalganglien im

neugeborenen Tier (1.) Dorsal
Riickenmark Muskelgewebe

groBer sind und (2.) in

o AP

unmittelbarer Nachbar-

schaft des Riickenmark Spinal-

ganglion

liegen. Wihrend der post-
natalen Entwicklung des

Tieres wandern die Spinalnerv

Sympathische
Spinalganglien vom Riick- Faser
enmark in Richtung der Grenzstrang- Wirbelkérper
. . aanalion Ventral
duBeren Grenzen der Wir- —

belsdule. Dies musste bei Abbildung 3.2: Querschnitt durch den Wirbelkorper (L2) einer zehn Tage

der Durchfithrung der 2P- alten Maus (P10). Azanfirbung nach Heidenhain. Bindegewebe ist blau
FLIM-Messungen mit Wir- angeférbt, Nerven- und Muskelgewebe erscheint rot. Im Gegensatz zur

belkorper-Priparationen Anatomie adulter Tiere liegen die Spinalganglien im neugeborenen Tier

in unmittelbarer Nachbarschaft zum Riickenmark. Schnittdicke 9pum.

adulter und neugeborener
Balken: 400 pm.

Tiere berlicksichtigt wer-
den.

Um einen dreidimensionalen Eindruck von der Anatomie der Wirbelsédule und der
Lage der Spinalganglien in Wirbelkdrpern neugeborener Mause zu bekommen, habe ich
25 Azan-gefarbte Paraffin-Serienschnitte dreidimensional rekonstruiert. Der resultierende
Kubus hat eine Kantenlidnge von 2,1 x 2,1 x 0,9 mm. Bild (A) in Abbildung 3.3 zeigt den
Teilausschnitt des Bildes aus Abbildung 3.2, der fiir die 3D-Rekonstuktion verwendet

in (A) zeigt einen Ausschnitt des Paraffinschnittes aus Abbildung 3.2. (B) und (C) sind 3D-

Rekonstruktionen aus Serienschnittbildern dieses Wirbelkdrpers, betrachtet aus zwei verschiedenen
Perspektiven. In der Falschfarbendarstellung sind Riickenmark und Muskelgewebe griin dargestellt,

Knochengewebe erscheint rot und das Spinalganglion ist als blaue Struktur zu erkennen. Balken: 400 um.
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wurde. Die Bilder (B) und (C) sind die in Falschfarben dargestellten 3D-Rekonstruktionen,
betrachtet aus verschiedenen Perspektiven. Die Bilder lassen die Orientierung der
Spinalganglien im Wirbelkdrper sehr gut erkennen. Fiir die Préparation von Wirbelkdrpern
mit anhaftenden Spinalganglien, sowie fiir die Durchfiihrung der 2P-FLIM-Experimente

waren die dargestellten 3D-Rekonstruktionen postnataler Wirbelkorper eine grof3e Hilfe.

3.1.3 Spinalganglien

Die Grofe der Spinalganglien variiert je nach Lage im Korper und Alter des Tieres. Die
Liange betrigt zwischen 0,5 und 2 mm. Thre Gré8e nimmt von cranial nach caudal ab. Sie
enthalten etwa 80000 — 120000 Parikaryen, die von kleineren Gliazellen (Satellitenzellen)
umgeben sind. Je dlter das Tier ist, desto groBer ist der Anteil an Bindegewebe im
Spinalganglion. Spinalganglien werden von der Hinterwurzel des Riickenmarks gebildet.
Distal zum Spinalganglion bildet die Hinterwurzel mit der Vorderwurzel den Spinalnerv.

Abbildung 3.4 zeigt ein Spinalganglion im Detail.

Bindegewebe
(Dura mata)

Axon-

/ biindel

Satellitenzellen

Spinalganglien-
Neurone

Bindegewebe
(Dura mata)

Nukleus

Abbildung 3.4: Spinalganglion im Detail. Die anatomischen Strukturen wurden mit der
Azan-Farbemethode sichtbar gemacht. (A) Langsschnitt durch ein Spinalganglion einer
adulten Wistar-Ratte. Das Spinalganglion ist vollstindig von Bindegewebe (Dura
mata, blau) umgeben. Auf der rechten Seite des Schnittes ist ein kurzes Stiick des
Spinalnervs zu schen. (B) vergroBerter Ausschnitt aus (A). Die Zellkorper der
somatosensorischen Neurone (rosa) sind von Gliazellen umgeben (dunkelrote

Strukturen) und in eine Bindegewebskapsel (blau) gehiillt. Schnittdicke: 9 um. 65



3. Ergebnisse

3.1.4 Antikorperfarbung mit kultivierten Spinalganglienzellen

Primérkulturen somatosensori-
scher Neurone sind das Stan-
dardmodell ~ der  Schmerz-
forschung. Die physiologischen
Eigenschaften somatosensori-
scher Nervenzellen werden seit
Jahrzehnten an diesem in vitro-
Standardmodell untersucht. Der
Nachteil dieses Modells ist in

der Vielzahl der physiologisch

unterschiedlichen Populationen

Abbildung 3.5: Die Uberlagerung von Nomarski DIC-Bild

(Differential Interference Contrast) und zwei fluoreszenzoptischen

afferenter Neuronen begriindet.

Damit funktionell identische
Aufnahmen zeigt eine Primérkultur von DRG-Neuronen 24 Stunden

Z i -
ellen gezielt untersucht wer nach der Préparation. Zellkerne erscheinen blau (DAPI-Farbung),

den konnen, bendtigt

die die Identifi-

man - 4ie TRPV1-Expression ist durch rote Immunfluoreszenz dargestellt.

Hilfsmittel,
zierung dieser Subpopulation
moglich machen. Eines dieser
immun-

Hilfsmittel sind

zytochemische Farbungen.

41% der mittelgroBen Zellen (20 — 30 um) exprimierten TRPV1.
Diese Zellen wurden fiir Experimente, bei denen Capsaicin eine
Rolle spielte, verwendet. Die groBen- und die meisten kleinen
Neurone, sowie nicht-neuronale Zellen waren TRPVI1-
immunonegativ und wurden in den verschiedenen Experimenten

nicht verwendet. Balken: 50 um.

Um bei denjenigen Experimenten, die im Zusammenhang mit Capsaicin
durchgefiihrt wurden, nur den geeigneten-, Capsaicin-sensitiven Zelltyp zu verwenden,
habe ich die Expression des TRPV1-Rezeptors immunzytochemisch untersucht. Dazu
wurden kultivierte Spinalganglienzellen 24 Stunden nach der Priparation mit einem
polyklonalen Erstantikérper behandelt und dieser mit einem rot fluoreszierenden Zweit-
antikdrper nachgewiesen. Das Uberlagerungsbild in Abbildung 3.5 zeigt eine Primir-
kultur von DRG- Neuronen, einen Tag nach der Préparation. 41% der Neurone mit kleinen
(<30 pm) und mittelgroBen (30 < 45 um) Durchmessern waren immunopositiv fiir TRPV1.
Grofle Neurone (> 45 pm) wurden nicht untersucht, da sie durch Filtration aus der Kultur
entfernt wurden. In sehr kleinen Neuronen (<20 pm), sowie in nicht-neuronalen,
fibroblastéren Zellen konnte TRPV1 nicht nachgewiesen werden. Fiir alle Experimente bei

denen Capsaicin eine Rolle spielte, wurden ausschlieBlich kleine und mittelgrofe Zellen,
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3. Ergebnisse

mit Durchmessern zwischen
20 — 45 pm verwendet.
Abbildung 3.6 zeigt das
Resultat des Kontrollversuchs
(Negativ-Kontrolle) mit einer
Primirkultur ~ von  DRG-
Neuronen, 24 Stunden nach
der Priparation. Mit diesem
Experiment sollte die Spezi-
fitdit des Zweit-antikorpers
nachgewiesen werden. Die
Zellen wurden auf die gleiche
Weise behandelt wie in
Abbildung 3.5, allerdings ohne
eine Vorinkubation mit dem

Erstantikorper. Da in dem Bild

Abbildung 3.6: Uberlagerung von Nomarski DIC-Bild (Differential
Interference Contrast) und der fluoreszenzoptischen Aufnahme einer
DAPI-Féarbung (blau) von einer Spinalganglienzellen-Kultur (~24
Stunden nach der Prdparation). Ohne Vorinkubation mit
Erstantikdrper konnte der Fluoreszenz-markierte Zweitantikorper

nicht binden. Balken: 50 pm.

keine rot fluoreszierenden Strukturen zu erkennen sind, konnte eine unspezifische Farbung

durch den Zweit-antikdrper ausgeschlossen werden. Abbildung 3.7 zeigt Primérkulturen

von Spinalganglien-Neuronen nach 7 und 14 Tagen. Wie in den Bildern zu erkennen ist,

proliferieren die zu-
ndchst vereinzelt vor-
liegenden nicht-neuro-
nalen, fibroblastéren
Zellen und bilden mit
der Zeit eine immer
dichteren Zellrasen. Die

ausdifferenzierten Spi-

Abbildung 3.7: Spinalganglien-Neurone koénnen fiir mehrere Wochen in

Kultur gehalten werden. (A) 7 Tage, (B) 14 Tage nach der Préparation. Die

nalganglien-Neurone

nicht-neuronalen, langgestreckten Zellen sind bereits nach wenigen Tagen zu

konnen sich nicht mehr

einem dichten Teppich gewachsen. Die groflen runden DRG-Neurone haben

teilen, ihre  Anzahl die Fihigkeit zur Proliferation verloren, ihre Anzahl nimmt mit der Zeit ab.

nimmt mit der Zeit ab. Balken: 50 um.

Spinalganglien-Neurone konnten fiir etwa 14 Tage in Primérkultur gehalten werden.
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3.2 Fotolyse-Experimente mit caged Capsaicin

Fiir kinetische Experimente mit Schmerzzellen hat unsere Arbeitsgruppe in Kooperation
mit Dr. Volker Hagen (Forschungsinstitut fiir molekulare Pharmakologie, Campus Berlin-
Buch) die caged Compunds Na-CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin entwickelt. Um die
Verwendbarkeit von Na-CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin fiir Fotoaktivierungs-
Experimente zu testen, wurden Spinalganglienzellen zunéchst, wie in Abschnitt 2.3
beschrieben, pripariert und kultiviert. Der Effekt der fotolytischen Freisetzung von
Capsaicin auf TRPV1-exprimierende Neuronen wurde in Ganzzell-Experimenten mit der
Patch-Clamp-Technik untersucht. Capsaicin-induzierte Strome und -Spannungsdnderungen
wurden in insgesamt 70 Neuronen, mit Durchmessern zwischen 20 - 45 um, gemessen. Die
Zellen hatten Ruhepotenziale zwischen -60 und -80 mV, ihre Membrankapazitit lag bei 43
+ 18,5 pF (70 Zellen).

3.2.1 Identifizierung funktioneller DRG-Neurone

Fir alle elektrophysiologischen Unter- 100pA

suchungen mit  kultivierten = DRG- ]

Neuronen wurden ausschlieBlich Zellen < 401

verwendet, die infolge einer Strom- §E, ol

injektion (100 pA, 100 ms) Aktions- > 0.

potenziale (APs) generierten, d.h. die als

vitale Neuronen identifiziert werden 0] A e
konnten. Abbildung 3.8 zeigt die Reaktion Zeit (ms)

Strominjektion. Bei dieser Ganzzell-Ab- Neurons durch  Strominjektion.  Stromklemme-

Messung bei -70 mV. Die Zelle depolarisierte durch

leitung wurde die Zelle durch Injektion . ,
die Strominjektion (100 pA, 100 ms) und feuerte ein

eines Kommandostroms bei -70 mV AP. Fir alle elektrophysiologischen Experimente
geklemmt und das Membranpotenzial, vor wurden nur DRG-Neurone verwendet, die infolge der
und nach der 100 ms andauernden Strominjektion APs generierten.

Strominjektion, fiir insgesamt 0,5 Sekunden aufgezeichnet. Die Zelle wurde durch die
Strominjektion depolarisiert und generierte in der Folge Aktionspotenziale. Nur solche

Zellen wurden fiir weitere Experimente verwendet.
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3.2.2 Spannungsklemme-Experimente mit Na-CDMNB-caged Capsaicin

Fir die fotolytische Freisetzung von

Capsaicin aus caged Capsaicin wurden die
Zellen fiir 1 Sekunde dem ungefilterten Licht
einer Quecksilberdampflampe

Um einen Effekt der UV-Belichtung auf die

ausgesetzt.

Neuronen ausschliefen zu kénnen, wurden
die Zellen bei jeder Messung fiir eine
Sekunde, in caged Capsaicin-freier Losung
belichtet. Die graue Spur in Abbildung 3.9
zeigt diesen Kontrollversuch. Der schwarze
Pfeil markiert den Beginn der UV-
Belichtung. Bei diesem Experiment wurde
das Membranpotenzial des Neurons auf -70
mV geklemmt und die Zelle anschlieBend fiir
eine Sekunde belichtet. Wie zu erkennen ist,

reagierte das Neuron wihrend des UV-

Blitzes nicht mit einer Stromadnderung. Licht-

\ 250 pA | \

10 s

70 mv J1 n

Abbildung 3.9: Aufnahme eines DRG-Neurons von
einer adulten Ratte (Spannungsklemme), mit zwei
depolarisierenden Pulsen und einem UV-Blitz (1 s,
Pfeil) der keine Stromédnderung in Na-CDMNB-
caged Capsaicin-freier zur Folge hatte (graue Spur).
In Anwesenheit von 1 pM Na-CDMNB-caged
Capsaicin induzierte ein UV-Blitz mit gleicher
Intensidt und Dauer in derselben Zelle einen

Einwiértsstrom (schwarz).

induzierte Effekte auf die Neuronen konnten daher ausgeschlossen werden. In insgesamt

30 Neuronen wurden Stromdnderungen gemessen. Dabei wurden die Neurone auf ein

Membranpotenzial von -70 mV geklemmt
und die Stromantworten der Zellen fiir 90
Sekunden aufgezeichnet. 11 Zellen (37%)
reagierten in Anwesenheit von 1 pM Na-
CDMNB-caged Capsaicin auf einen 1000 ms
UV-Blitz mit einwartsgerichteten Stromen im
Bereich zwischen -269 pA bis -1978 pA. Im
Mittel reagierten die Zellen mit -887 pA,
(SD: 573 pA). Die Stromdichten variierten
zwischen 4,5 und 52,5 pA/pF (Mittelwert:

250 pA |

Abbildung 3.10: Ganzzell-Aufhahme eines DRG-

Neurons von einer adulten Ratte, in der

Spannungsklemme, bei -70 mV. Die Zelle reagierte
nicht auf die fotolytische Freisetzung von

Capsaicin.

21,3 pA/pF; SD: 15,9 pA/pF) was die Heterogenitit der TRPVI1-Expression in den

verschiedenen Spinalganglienzellen widerspiegelt. 19 Zellen (63%) reagierten nicht auf die

fotolytische Freisetzung von Capsaicin. Abbildung 3.10 zeigt exemplarisch die Capsaicin-
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3. Ergebnisse

induzierte Stromantwort eines DRG-Neurons. Die Zelle reagierte auf die Fotolyse von Na-
CDMNB-caged Capsaicin mit einem raschen Einwértsstrom, der sein Maximum (-730
pA), nach ~11,3 Sekunden erreichte und danach einen transiente Verlauf zeigte. In
Abbildung 3.10 ist eine Strommessung dargestellt, bei der ein DRG-Neuron nicht auf die

fotolytische Freisetzung von Capsaicin reagierte.

3.2.3 Stromklemme-Experimente mit Na-CDMNB-caged Capsaicin

Spannungsénderungen  durch  Foto-

Aktivierung mit  Na-CDMNB-caged 1

Capsaicin wurden in insgesamt 40 Zellen ~ 401

gemessen. Dabei wurden die Zellen durch ‘Eé 0+

Injektion eines Kommandostroms bei -60 > 401

mV bis -80 mV geklemmt und das 80. M’l_/v/) '/J it rﬂ.
Membranpotenzial, vor und nach dem 5 T 3 z p

1000 ms andauernden UV-Blitz, fiir Zeit (s)

insgesamt 4 Sekunden aufgezeichnet. Abbildung 3.11: Stromklemme-Messung eines DRG-

Abbildung 3.11 zeigt das Resultat einer
solchen Messung. Die graue Spur gibt die

Reaktion der Zelle bei der

Kontrollmessung (ohne caged Capsaicin),
die schwarze Spur die Spannungs-
von Na-

CDMNB-caged Capsaicin, wider. Der

dnderung in Anwesenheit

Neurons, das ein Ruhepotenzial von -80 mV mit und
ohne CDMNB-caged Capsaicin in der Badldsung
zeigte. In CDMNB-caged Capsaicin-freier Losung
anderte sich die Membranspannung durch UV-
Belichtung (1 s) nicht (Pfeil,

Gegenwart von 1 pM Na-CDMNB-caged Capsaicin

graue Spur). In

induzierte ein UV-Blitz mit gleicher Intensitdt und

Dauer in derselben Zelle die Generierung von APs

(schwarz).

Pfeil markiert den Startpunkt des UV-
Blitzes. Zu Beginn der Messung zeigte das Neuron ein Ruhepotenzial von etwa -80 mV. In
caged-Capsaicin-freier Losung reagierte die Zelle nicht auf die UV-Belichtung, wogegen
der UV-Blitz in Anwesenheit von 1 uM Na-CDMNB-caged Capsaicin eine Folge von
Aktionspotenzialen in derselben Zelle induzierte. Von den insgesamt 40 Zellen reagierten
9 Zellen (22%) mit der Generierung von Aktionspotenzialen nach einem UV-Blitz, in
Anwesenheit von 1 uM Na-CDMNB-caged Capsaicin. Die Dauer zwischen Blitz-Start und
erstem Aktionspotenzial variierte zwischen 334 ms bis 2190 ms (Mittelwert: 1002 ms; SD:
759 ms). Die Streuung der Zeitdifferenzen bis zur Zellantwort ist wahrscheinlich auf die

Unterschiede bei der TRPV1-Expression, d.h. der TRPV1-Kanaldichten in verschiedenen

70



3. Ergebnisse

DRG-Neuronen zuriickzufiihren. Die in
Abbildung 3.12 gezeigte Messung
unterstiitzt diese Annahme. Das Neuron
aus Abbildung 3.11 und die Zelle aus
Abbildung 3.12 hatten &hnliche Mem-
brankapazitdten (82 und 76 pF), d.h. sie
hatten etwa die gleiche Grofle. In beiden
Messungen zeigten die Zellen gleiche
Ruhepotenziale (ca. -80 mV). Dagegen
depolarisierten die Zellen nach der
Fotolyse von CDMNB-caged Capsaicin
unterschiedlich stark. Die Zelle aus
Abbildung 3.11 depolarisierte nur  um
40 mV, das Neuron aus Abbildung 3.12

zeigte eine Potenzialdnderung von 60

80

404
>

£ 0

c il
>

-40-

-80

0 1 2 3 4
Zeit (s)

Abbildung 3.12: Stromklemme-Messung eines DRG-
Neurons, das wahrscheinlich aufgrund einer groBeren
TRPV1-Kanaldichte, nach dem UV-Blitz (1 s, Pfeil) in
Anwesenheit von 1 uM Na-CDMNB-caged Capsaicin
stiarker depolarisiert und mehr Aktionspotenziale mit
geringerer Amplitude generiert, als die Zelle in

Abbildung 3.11.

mV. Obwohl die Aktivierungsschwelle in beiden DRG-Neuronen bei etwa -60 mV lag,

zeigte die Zelle mit mehr TRPV1-Kanélen (Abbildung 3.12) eine stirkere Depolarisierung,

sowie niedrigere Amplituden und eine hoéhere Frequenz bei der Generierung von

Aktionspotenzialen.

3.2.4 Mehrfach-Aktivierungs-Experimente mit Na-CDMNB-caged Capsaicin

Uber einige funktionelle Eigenschaften von Ionenkanilen kann man nur dann Aussagen

machen, wenn die Kanidle einer Zelle wiederholt aktiviert werden. Zeitabhingige

Phidnomene, wie Sensitivierung und Desensitivierung, aber auch Ionenkanal-Modulationen

durch zytosolische Faktoren, wie Proteinkinasen oder Ca*’-Bindeproteine, bendtigen unter

Umsténden wiederholte Aktivierung.
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Um die Verwendbarkeit von Na- CDMNB-
caged Capsaicin fiir derartige Untersuchungen
zZu testen, habe ich kultivierte
Spinalganglienzellen in Anwesenheit von 1 uM
Na-CDMNB-caged Capsaicin,

Abstinden von fiinf Minuten mit UV-Blitzen

dreimal in

(1000 ms) belichtet und die Stromantworten fiir
jeweils 60 Sekunden aufgezeichnet. Abbildung

3.13 zeigt, dass die Capsaicin-induzierten

Strome bei jedem Blitz kleiner wurden. Die

Abnahme des Stroms kann auf die

Desensitivierung  des  Capsaicin-Rezeptors
zuriickgefiihrt werden, die auch in der Literatur
bereits ausfiihrlich beschrieben wurde (z.B.

Docherty et al., 1996 und Bhave et al., 2002).

2
250pA|
10s
1
Abbildung 3.13: Wiederholte fotolytische

Freisetzung von Capsaicin aus

1 puM Na-

CDMNB-caged Capsaicin fiihrt zur Desensi-

tivierung von Capsaicin-Rezeptoren. Das Inter-

vall zwischen den Blitzen betrug 5 Minuten.

Spannungsklemme-Aufnahmen bei -70 mV.

3.2.5 Verwendung von caged Capsaicin fur kinetische Untersuchungen

Der Hauptvorteil der Capsaicin-Applikation
durch Fotolyse besteht darin, dass die
schnelle Freisetzung kinetische = Unter-
suchungen im Millisekunden-Bereich zu-
lasst. Um die Verwendbarkeit von Na-
CDMNB-caged Capsaicin flir solche Ver-
suche zu testen, habe ich Capsaicin, durch
Wahl unterschiedlicher Belichtungszeiten, in
verschiedenen Konzentra-tionen aus 1 pM
Na-CDMNB-caged Capsaicin, freigesetzt.
Abbildung 3.14

zeigt ein Spannungs-

klemme-Experiment (bei -70 mV), wihrend

I (PA)

ausgelost

-80 -1

-120 -

Caps

- Caps 10pA I_
— 50 ms

| |
L At-

durch einen 50-ms

0 1000 2000

Zeit (ms)

Abbildung 3.14: Strom-Messung bei -70 mV eines
DRG-Neurons nach fotolytischer Freisetzung von

Capsaicin aus 1 uM Na-CDMNB-caged Capsaicin,

UV-Blitz. Die

vergroBerte Darstellung des Capsaicin-induzierten

der Freisetzung von Capsaicin durch einen

50 ms-Blitz. Die Stroménderung setzt mit

Stromantwort.

Stroms veranschaulicht die Verzogerung, At, der

einer Verzogerung, At, von 105 ms ein, was auf eine Diffusionsbarriere zwischen Ort der

Freisetzung und Capsaicin-Bindestelle schlieBen ldsst (siche Diskussion).
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Bei diesen Versuchen haben die Zellen im
Mittel nach einer Verzdgerung, At, von
124 £ 58 ms (n = 15) reagiert. Nach der
Aktivierung folgte der Einwirtsstrom
einem mono-exponentiellen Verlauf. Fiir
die kinetische Analyse des Zeitverlaufs
wurden alle Strome auf einen Sattigung-
strom normalisiert, der durch einen 2-
sekiindigen UV-Blitz induziert wurde.
Abbildung 3.15 zeigt normalisierte Stro-
me, gemessen in bei -70 mV, ausgelost

durch Blitze von 100 ms und 200 ms

Dauer. Beide Messungen wurden mit

1.0
0.8+
0.61

norm

0.4+
0.2

0.0+

1000 1500 2000
Zeit (ms)

0 500

Abbildung  3.15:  Abhéngigkeit der TRPVI-

Aktivierungskinetik von der Belichtungsdauer. Langere
Blitze verursachen eine schnellere Zunahme des
die Konzentrations-

normalisierten Stromes, was

abhingige Antwortkinetik von TRPV1 widerspiegelt.

unterschiedlichen Zellen durchgefiihrt. Die in Abbildung 3.16 dargestellten Zeitkonstanten

1, wurden durch exponentielle Kurvenfits, mit der Formel I(t) =1

variierten mit zunehmender Belichtungs-
dauer zwischen 600 ms und 1100 ms. Je
langer die UV-Blitze waren, desto kleiner
wurde die Zeitkonstante t. Die Mess-
werte in Abbildung 3.49 wurden aus Ex-
perimenten (Spannungskl. bei -70 mV)
mit insgesamt 8 DRG-Neuronen erhalten.
Die Abhingigkeit zwischen Belichtungs-
ist auf

daver und Zeitkonstante <

unterschiedliche  Capsaicin-Konzentra-
tionen zurickzufithren, die durch ver-
schieden lange UV-Blitze aus 1 uM Na-
CDMNB-caged Capsaicin freigesetzt
wurden. Hohere Capsaicin- Konzentra-

tionen bedingen eine schnellere Zunahme

(1—e ") errechnet und

max

1500
(o]
g1000- 8 ]
) 500- ] o
O_ T T T T 1
50 100 150 200 250

Blitzdauer (ms)

Abbildung 3.16: Der Zeitverlauf der Stromzunahme
nach fotolytischer Capsaicin-Freisetzung wird durch die
Zerfallsrate T charakterisiert. Sie wird bei zunehmender
Dauer des UV-Blitzes kleiner. Diese Ergebnisse zeigen,
Na-CDMNB-caged Capsaicin fiir

dass kinetische

Untersuchungen  Capsaicin-aktivierter ~ Ionenkanéile

geeignet ist.

des makroskopischen Stroms, genauso wie es die Bindungs-Kinetik Liganden-gesteuerter

Ionenkaniéle erwarten ldsst. Diese Ergebnisse zeigen, dass Na-CDMNB-caged Capsaicin

73



3. Ergebnisse

fiir Untersuchungen kinetischer Details bei der Aktivierung von TRPV1-Rezeptoren

geeignet ist.

3.2.6 Vergleich zwischen Na-CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin

anderen Arbeits-

die

Von einer

wurde Substanz

gruppe
DMNB-caged Capsaicin synthe-
tisiert (Zemelman et al. 2003).
Um den Vorteil von Na-
CDMNB-caged Capsaicin ge-
geniiber DMNB-caged Capsai-
cin, fiir kinetische Untersuchun-
gen von TRPVI1-Kanidlen zu
demonstrieren, habe ich mit
beiden Substanzen Ganzzell-
Patch-Clamp-Vergleichsexperi-
mente in der Spannungsklemme
durchgefiihrt. Abbildung 3.17
zeigt die Stromantworten von
insgesamt vier DRG-Neuronen
bei der fotolytischen Aktivier-
ung mit DMNB-caged Capsaicin
(grau) und mit Na-CDMNB-
caged Capsaicin (schwarz). Der
Pfeil markiert den Beginn des 5
UV-

Sekunden andauernden

Blitzes. Die Dauerbelichtung

7
(0
1 DMNBOC-caged Capsaicin
-14
] B,
iy W ". Iu
Z -2- "(Hba,
g ] W\ W\%
~ \)4"
- —3 - I \\, '
| 0,1nA "M"\
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Abbildung 3.17: Vergleich Capsaicin-induzierter Strdome nach
fotolytischer Freisetzung von Capsaicin aus Na-CDMNB-caged
Capsaicin und DMNB-caged Capsaicin. Die Experimente wurden
in der Spannungsklemme, bei -70 mV, in Anwesenheit von 5 uM
Na-CDMNB-caged Capsaicin (schwarze Spur, n = 1) und 5uM
DMNB-caged Capsaicin (grau, n 3), durchgefiihrt. Die
fotolytische Freisetzung von Capsaicin wurde durch 5-sekiindige
UV-Blitze (Pfeile) ausgelost und fiihrte in Anwesenheit von Na-
CDMNB-caged Capsaicin zu einer raschen (~50 ms) und starken
(~5,5 nA) Aktivierung von TRPV1, in Anwesenheit von 5 pM
DMNB-caged Capsaicin zu einer verzogerten (>1 s) Aktivierung
mit geringer Amplitude (~0,2 nA). Die vergroferte Darstellung des

Stromes verdeutlicht den Zeitverlauf der Stromzunahme nach

Capsaicin-Freisetzung aus DMNB-caged Capsaicin.

mit UV-Licht hat die Stromantworten der Zellen nicht beeinflusst. Die Experimente

wurden bei -70 mV durchgefiihrt. In Anwesenheit von 5 uM DMNB-caged Capsaicin

nahm der Strom nur sehr langsam zu (>1 s) und erreichte nach etwa 4,5 Sekunden ein

Maximum von ~0,2 nA, wogegen TRPVI1-Kanile durch fotolytische Freisetzung von

Capsaicin aus CDMNB-caged Capsaicin bereits nach ~50 ms aktiviert wurden und einen

starken Einwértsstrom leiteten (~5,5 nA). Diese Ergebnisse lassen erkennen, dass DMNB-
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caged Capsaicin fiir kinetische Untersuchungen von TRPV1-Kanilen nicht geeignet ist,

Na-CDMNB-caged Capsaicin dagegen schon.
3.3 Ca*"-Imaging mit IB4-gefarbten DRG-Neuronen und Capsaicin

Bei den im letzten Kapitel gezeigten Experimenten reagierten von insgesamt 70 Zellen nur
etwa ein Drittel (20 Zellen, ~28%) mit Capsaicin-induzierten Strom- bzw.
Spannungsénderungen. In zwei Dritteln der Fille wurden demnach die falschen-, TRPV1-
negativen DRG-Neurone fiir das Patch-Clamp-Experiment ausgesucht. Um Patch-Clamp-
Experiment mit kultivierten DRG-Neuronen effektiver durchfiihren zu kénnen, wére daher
ein Marker hilfreich, mit dem gezielt TRPV1-exprimierende Zellen selektiert werden
konnen. Antikorperfarbungen sind dafiir nicht geeignet, da sie mit fixierten und
abgestorbenen Zellen durchgefiihrt werden. Fiir physiologische Untersuchungen miissen
die Neurone vital sein. Ein Beispiel fiir einen Marker, der auch mit funktionellen Neuronen
verwendet werden kann, ist das Pflanzenlektin Isolektin B4 (IB4). Allerdings ist noch nicht
hinreichend geklért, inwieweit die IB4-Selektivitdt zur funktionellen Unterscheidung
somatosensorischer Neurone genutzt werden kann. In der Literatur findet man z.B.
Hinweise darauf, dass IB4-bindende DRG-Neurone von Miusen schwichere Capsaicin-
Antworten zeigen, als Neurone, die sich nicht mit dem Pflanzenlektin anfarben lassen
(Dirajlal et al., 2003). Dagegen wurden bei Experimenten mit kultivierten DRG-Neuronen
der Ratte stirkere Capsaicin-Antworten in der IB4-bindenden Subpopulation beobachtet
(Petruska et al., 2000). Trotz der Unsicherheit iiber die funktionelle Rolle der IB4-positiven
Subpopulation wird das Pflanzenlektin in der Schmerzforschung héufig zur
Charakterisierung kultivierter DRG-Neurone verwendet. Wie mit den Antikorper-
Féarbungen in Abschnitt 3.1.4 gezeigt wurde, exprimieren 41% der kleinen (<30 pm) und
mittelgroBen (30 < 45 pm), kultivierten somatosensorischen Neurone der Ratte TRPV1-
Kandle. Um den Anteil IB4-bindender DRG-Neurone an der TRPVI-exprimierenden
Population zu bestimmen, habe ich mit IB4-gefirbten Spinalganglienzellen Ca*’-Imaging
durchgefiihrt. Dazu wurden Primérkulturen somatosensorischer Neurone von Ratten
zunidchst wie in Abschnitt 2.4.3 beschrieben mit TRITC-markiertem IBs gefarbt und
anschliefend mit dem Fluoreszenzfarbstoff Fluo-4 AM beladen (siehe Abschnitt 2.7.3).
Die IB4-Farbung wurde fluoreszenzmikroskopisch dokumentiert. Mit diesen Experimenten

sollte untersucht werden, wie spezifisch das Pflanzenlektin die TRPV1-exprimierende
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Population anfirbt und ob IB4
als Werkzeug zum Identifizieren
kultivierter, Capsaicin-sensitiver
DRG-Neurone fiir Patch-Clamp-
Experimente geeignet ist. Um
TRPV1-exprimierende Neurone
sichtbar zu machen, wurden von
den Fluo-4 AM beladenen
Zellen zwei Bilder aufge-
nommen. Ein Bild vor, und ein
Bild nach der Zugabe von 10
uM  Capsaicin
tration). Bei

tiven Zellen fuhrt die Ak-

(Endkonzen-

Capsaicin-sensi-

tivierung des Capsaicin-Rezep-

tors zu einem Anstieg der

Abbildung 3.18: Ca**-Imaging mit Fluo 4-AM-beladenen DRG-

. .. 2+
intrazelluldren Ca“ -Konzentra-

Neuronen. (A) vor, (B) nach der Zugabe von 10 pM Capsaicin

tion und &duBlert sich in einer
Zunahme der Fluo 4-Fluores-

zenzintensitdt. Durch Subtrak-

(Endkonzentration). Im Differenzbild (C) sind nur noch Zellen zu
erkennen, die auf die Capsaicin Zugabe mit einer Zunahme der

Fluoreszenzintensitit. reagierten. Balken: 50 pm.

tion der beiden Fluoreszenzbilder erhilt man ein Differenzbild, in dem die Anderung der

Fluoreszenz-Intensitdt verdeutlicht dargestellt ist. In Abbildung 3.18 ist ein solches

Differenzbild gezeigt. In dem Bild sind
TRPVI1-positive C- und As-Faser DRG-
Neurone zu erkennen. Fiir die Analyse der
Verteilung Capsaicin-sensitiver Zellen in
den  verwendeten  Kulturen  wurden
ausschlieBlich Differenzbilder verwendet.
Fluo 4-Differenzbild und das Fluores-
zenzbild der IB4-Férbung wurden mit einem
DIC-Durchlichtbild iiberlagert und die
resultierenden ~ Uberlagerungsbilder  an-
schlieBend mit der eigens fiir diesen Zweck

entwickelten Software StatBuddy® analy-

3.19: DIC-

IBs-

Abbildung einer

Uberlagerung
Fluo 4-

Durchlichtaufnahme, mit und

Fluoreszenzbildern. Diese Bilder wurden mit der

Software StatBuddy© analysiert. Balken: 50 um.
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siert. In Abbildung 3.19 ist ein

Uberlagerungsbild ~ dargestellt.  Griin
eingefdrbte Zellen haben auf die Zugabe
von Capsaicin mit einer Zunahme der
intrazelluliren Ca®"-Konzentration rea-
giert. Rote Zellen waren IB4-positiv, sie
TRITC-markiertem 1By
die sowohl IB4

auch TRPVI1

wurden mit
angefarbt. Neurone,
gebunden hatten als
exprimierten, erscheinen gelb-orange.
Transparente Zellen waren fiir beide
Marker negativ. Abbildung 3.20 zeigt die
(Gauss-Fits) der

Man

GroBenverteilungen
verschiedenen Subpopulationen.
sicht bei allen vier Kategorien die
gleiche Verteilung mit einer mittleren

Grofle von etwa 26 pm. In insgesamt 19

100+ — B, +/Caps +
—— B, +/Caps -
c
O 804 IB, - / Caps +
E —IB,- / Caps -
5 60 n =400
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‘S 40-
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c
<
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ZellgroRe (Durchmesser in pm)

Abbildung 3.20: Gauss-Verteilungen der ZellgroBen

(Durchmesser) verschiedener Subpopulationen
kultivierter DRG-Neurone. Alle vier Subpopulationen
zeigen dhnliche Verteilungen, ihre ZellgroBen lagen im
Mittel bei 26 um. Schwarz (IB4 + / Caps +): 26,28 + 0,09
pm, n = 198; rot (IB4 + / Caps -): 26,01 + 0,18 um, n =
400; griin (IB4 - / Caps +): 26,36 = 0,37 pm, n = 163;
blau (IB4 - / Caps -): 26,27 + 0,28 pm, n = 249. Eine
Unterscheidung der verschiedenen Subpopulationen

durch die ZellgroBe ist daher nicht moglich.

iiberlagerten Bildern wurden 1010 Zellen ausgewertet. Davon waren 198 Zellen (~20%)

sowohl  IB4-positiv, als auch

Capsaicin-sensitiv. ~ Die = meisten
Zellen (n = 400, ~40%) waren IBs-
positiv aber nicht Capsaicin-sensitiv.
Als IBg-negativ und Capsaicin-
sensitiv konnten 163 Neurone (~16%)
identifiziert werden, und 249 Zellen
(~24%) waren flir beide Marker

negativ. Abbildung 3.21 stellt die

Schnittmengen der verschiedenen
Subpopulationen in einem Kuchen-

diagramm dar. Von den insgesamt

kultivierter DRG-Neuronen dar.

361 Capsaicin-sensitiven Neuronen

. B, +
mm B, -

—
Capsaicin + Capsaicin -
Abbildung 3.21: Das Kuchendiagramm stellt die
Schnittmengen  der  verschiedenen  Subpopulationen

Etwa die Hilfte der

(~36%) waren 55% IB4-positiv und
~45% IB4-negativ. Der Grofteil der
Zellen (64%) zeigte keine Reaktion

Capsaicin-sensitiven Neurone war auch IB4-positiv. Den
groBten Anteil machten Capsaicin-insensitive Neurone aus,
von ihnen lieB sich nur etwa ein Drittel der Zellen mit dem

Pflanzenlektin anférben.
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auf die Zugabe von 5 pM Capsaicin, von denen waren die meisten Zellen 1B4-positiv
(~62%) und nur etwa ein Drittel (~38%) IB4-negativ. Insgesamt iiberwiegt der Anzahl
[Bs-positiver Zellen mit einem Anteil von etwa ~60%. IB4-negative Neurone machen einen
Anteil von ungefdahr 40% aus. Die statistische Analyse ergab, dass etwa die Hélfte der
Capsaicin-sensitiven Neurone eine IB4-Spezifidt aufwies. Dieser Wert entspricht
anndhernd dem Gesamtanteil Capsaicin-positiver Zellen in den verwendeten Kulturen.
Diese Ergebnisse zeigen demnach, dass weder die IB4-Farbung noch die ZellgroBe bei der
Suche nach TRPVI-positiven DRG-Neuro-nen fiir Patch-Clamp-Experimente hilfreich
sind. Neben der Verteilungsanalyse sollte mit den Farbeexperimenten untersucht werden,
ob die Funktionalitidt der Neurone durch eine IB4-Behandlung beeinflusst wird. Da viele
IBs-gefarbte Zellen eine Capsaicin-induzierte TRPV1-Aktivierung zeigten, konnte eine
Beeinflussung der Funktionalitit durch die Substanz ausgeschlossen werden und das

Pflanzenlektin fiir verschiedene funktionelle Experimente verwendet werden.

3.4 Capsaicin-induzierte CI'-Strome in DRG-Neuronen

Die Antikorperfirbungen aus Abschnitt 3.1.4 und Ca®’-Imaging-Experimente (Abschnitt
3.3) ergaben, dass 36 - 41% der kleinen (<30 pum) und mittelgroen (30 < 45 pum)
somatosensorischen Neurone der Ratte TRPV1-Kanéle exprimieren. 45 - 90% aller DRG-
Neurone exprimieren Ca*'-aktivierte CI'-Kaniile (Bader et al., 1987; Currie et al., 1995;
Kenyon, 2000; Scott et al., 1988; Stapleton et al., 1994). Vom statistischen Standpunkt aus
betrachtet ist es moglich, dass TRPV1- und Ca®"-aktivierte CI'-Kanile in manchen DRG-
Neuronen gemeinsam exprimiert werden und der Rezeptorstrom in diesen Zellen durch
Ca*"-aktivierte CI-Strome verstirkt wird. Bei den Patch-Clamp-Experimenten in Abschnitt
3.2 fiel eine groBe Varianz der Stromdichten auf (4,5 - 52,5 pA/pF), die auf die
Heterogenitit der TRPV1-Expression zuriickgefiihrt wurde. Allerdings ist ebenso denkbar,
dass der Rezeptorstrom in Zellen mit hohen Stromdichten durch Ca*"-aktivierte CI'-Strome
verstarkt wurde. Um einen Hinweis darauf zu bekommen, ob TRPV1-Kanile und Ca*'-
aktivierte Cl'-Kanidle in DRG-Neuronen gemeinsam exprimiert werden und bei der
Entstehung somatosensorischer Signale kooperieren, habe ich Capsaicin-induzierte,
auswartsgerichtete CI-Strome in DRG-Neuronen in Cl-Imaging-Experimenten und

elektropysiologisch untersucht.
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3. Ergebnisse

3.4.1 CI'-Imaging mit kultivierten CLM-1-DRG-Neuronen

Neben der von uns angenommenen

funktionellen Kopplung von Ca*"-aktivierten
Cl'-Kanidlen mit TRPVI1-Kanilen, konnten
Ca*"-aktivierte Cl-Kanile auch von DRG-
Neuronen anderer Modalititen exprimiert
werden. ist eine

CI'-Imaging geeignete

Methode, viele Zellen in kurzer Zeit auf die

Expression Ca®'-aktivierter Cl-Kanile zu

Abbildung 3.22: Uberlagerung von Nomarski

untersuchen, und eine Verkniipfung dieser
DIC-Bild (Differential Interference Contrast) einer

Kanile an eine bestimmte Sinnesmodalitit zu o )
CLM-1-Primérkultur und einem Fluoreszenz-

identifizieren.

Beim CI-Imaging werden
Zellen mit einem Cl-sensitiven Fluoreszenz-
farbstoff ausgestattet,  mit verschiedenen
Substanzen (wie z.B. Capsaicin) stimuliert,
und Anderungen der intrazelluliren CI-
Konzentration mit Hilfe der Fluoreszenz-

intensitit untersucht. Der ratiometrische CI'-

Differenzbild. Eine mittelgrole Zelle reagierte auf
die Zugabe von 1 pM Capsaicin mit einem
Ausstrom von Cl-lonen. Dieses Resultat ist ein
Hinweis darauf, dass Ca’'-aktivierte Cl-Kanile
und TRPVI1-Kanile in manchen DRG-Neuronen
gemeinsam exprimiert werden und bei der

Entstehung somatosensorischer Signale

kooperieren. Balken: 50 um.

Indikator Clomeleon (CLM) ist ein geeignetes Werkzeug, um Anderungen der
intrazelluldren CI'-Konzentration fluoreszenzmikroskopisch darzustellen. Dies wurde an
Hippokampus-Neuronen von Miusen nachgewiesen (Kuner et al., 2000). Fiir Cl'-Imaging-
Experimente standen mir vier verschiedene transgene Mauslinien (CLM-1, -11, -12 und -
13) zur Verfligung, unter denen zunéchst eine fiir Cl'-Imaging mit Schmerzzellen geeignete
Linie identifiziert werden musste. Die Mauslinie CLM-1 hat sich bei diesen
Untersuchungen als niitzlich erwiesen. Nach welchen Kriterien diese Mausline identifiziert
wurde, ist in Abschnitt 3.7 gezeigt. Beim Cl-Imaging mit kultivierten CLM-1-DRG-
Neuronen wurde von den Neuronen vor und nach der Applikation von 1 uM Capsaicin ein
Fluoreszenzbild aufgenommen und die Capsaicin-induzierte Anderung der [C17; mit Hilfe
von Fluoreszenz-Differenzbildern (wie in Abschnitt 3.3) dargestellt. Abbildung 3.22 zeigt
ein Differenzbild, das mit einem Nomarski DIC-Durchlichtbild iiberlagert wurde. Bei
diesem Experiment reagierte ein kleines DRG-Neuron (& ~30 pm) auf die Zugabe von 1
uM Capsaicin. Bezogen auf die Grundfluoreszenz (in Abwesenheit von Capsaicin) nahm

die Fluoreszenzintensitdt nach der Zugabe von 1 uM Capsaicin um etwa 20% zu. Diese
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3. Ergebnisse

Beobachtung weist darauf hin, dass der Capsaicin-induzierte Anstieg der intrazelluldren
Ca’*-Konzentration zur Aktivierung Ca*'-aktivierter Cl-Kanile fiihrte, die einen
auswirtsgerichteten CI-Strom leiteten und die Anderung der intrazelluliren CI-
Konzentration bewirkten. Dieses vorldufige Ergebnis ldsst darauf schlieBen, dass Ca”'-
aktivierte Cl'-Kandle und TRPVI-Kandle in manchen DRG-Neuronen gemeinsam
exprimiert werden und bei der Entstehung somatosensorischer Signale kooperieren. Das
Experiment konnte im Rahmen meiner Arbeit leider nicht wiederholt werden, da mir nach
der Durchfiihrung des oben gezeigten Experiments keine CLM-1-Méuse mehr zur

Verfiigung standen.

3.4.2 NFA-sensitive, Capsaicin induzierte CI'-Stréme in DRG-Neuronen

Das in Abschnitt 3.4.1 gezeigte vorldufige NFA
Caps =

Ergebnis konnte nicht reproduziert werden. Es
kann daher nur als Hinweis auf eine Co-
Expression von TRPVI-Kandlen und Ca®'-
aktivierten Cl'-Kandlen in DRG-Neuronen der
Ratte dienen. Um das Ergebnis zu bestétigen,

habe ich in Capsaicin-Perfusions-Experimenten

1nA

L

10 s

mit kultivierten DRG-Neuronen der Ratte den CI’
-Kanalblocker Nifluminsdure (NFA, Niflumic

Acid) verwendet. Dazu wurden die Zellen

zundchst wie in Abschnitt 2.10.3 beschrieben, Abbildung. 3.23: Strommessungen bei -70 mV

mit TRITC-markiertem 1B, gefdrbt. Fir die mit zwei DRG-Neuronen, wihrend der

Messung  Capsaicin-induzierter ~ Cl-Strome Applikation von Capsaicin (I uM, 25 s), in

Lo . Abwesenheit (grau) und in Anwesenheit
wurden aus-schlieBlich  IB4-positive  DRG- -
(schwarz) von Nifluminsdure (NFA, 500uM, 5
s). NFA bedingt eine schnelle Reduktion

25 DRG-Neuronen konnten NFA-sensitive (~50%) des Capsaicin-induzierten Stroms.

Neurone verwendet. In 8 (32%) von insgesamt

Capsaicin-induzierte CI'-Strome gemessen werden. Abbildung 3.23 zeigt die
Stromantworten von zwei DRG-Neuronen bei der Aktivierung von TRPV1-Kanélen mit 1
uM Capsaicin. In beiden Zellen fiihrte die Aktivierung mit Capsaicin (25 s) zu einem
starken (~5 nA) Einstrom. Wurde die Zelle wiahrend der Capsaicin-Applikation zusétzlich
mit 500 uM NFA perfundiert (5 s), reduzierte sich der Capsaicin-induzierte Strom im hier
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3. Ergebnisse

gezeigten Experiment um etwa 50%. Bei anderen DRG-Neuronen fiihrte die zusétzliche

NFA-Perfusion zu mehr oder weniger starken Block-Effekten (6 - 50 %).

3.4.3 NFA-Sensitivitdt von TRPV1-Kanélen

Um sicherzustellen, dass die NFA-abhingige
Reduktion des Capsaicin-induzierten Stromes
auf einen Block Ca®-aktivierter Cl-Kanile
zuriickzufilhren war, und nicht auf einer
Interaktion der Nifluminsdure mit TRPV1-
Kanilen beruhte, wurde der Versuch mit
HEK293-Zellen, die Ca’’-aktivierte CI-
Kanile nicht exprimieren, wiederholt. Dazu
wurden HEK-293-Zellen zunichst mit TRPV1
transient transfiziert (siehe Abschnitt 2.11.3)
und die Capsaicin-induzierten  Strom-
antworten in An- und Abwesenheit von
Nifluminséure aufgezeichnet. Abbildung 3.24
zeigt, dass sich der Capsaicin-induzierte
Strom bei zusétzlicher Perfusion mit 500 uM
Nifluminsdure nicht &nderte. Ein Effekt von

Nifluminsdure auf TRPV1-Kanile konnte

NFA
Caps I

1nA

[

5s

Abbildung. 3.24: Strommessung bei -50 mV mit
einer HEK-293-Zelle. Die Zelle wurde zuvor mit
TRPVI1 transient transfiziert. In Anwesenheit von
I puM Capsaicin (9 s) reagierte die Zellen mit
einem starken Kationen-Einstrom (~6 nA), der
sich bei zusdtzlicher Perfusion mit 500 pM

Nifluminsiure (NFA, 3 s) nicht dnderte.

daher ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse lassen darauf schliefen, dass Ca®'-

aktivierte Cl'-Kanéle und Capsaicin-Rezeptoren in manchen DRG-Neuronen gemeinsam

exprimiert werden und bei der Entstehung somatosensorischer Signale kooperieren.

3.5 2P-FLIM-Messung der [Cl]; in somatosensorischen Neuronen der Maus

Die Ergebnisse des letzten Abschnitts liefern Hinweise auf eine funktionelle Kopplung von

Ca**-aktivierten Cl-Kanilen mit TRPV1-Kanilen bei der Hitzeschmerz-vermittelten

Signalentstehung in DRG-Neuronen. In manchen Schmerzzellen wird der Rezeptorstrom

also moglicherweise durch Ca”"-aktivierte CI'-Strdme verstirkt. Die Frage, wie groB der

Anteil des Ca*"-aktivierten Cl-Stroms am Rezeptorstrom ist, d.h. wie groB der Grad der

Signalverstiarkung ist, konnte mit diesen Experimenten nicht beantwortet werden.
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3. Ergebnisse

Allerdings lieBen sich die Capsaicin-induzierten CI-Stréme in den verschiedenen
Neuronen mit variierender Effizienz durch Nifluminséure blockieren. Dies ist ein Hinweis
darauf, dass der Grad der Signalverstidrkung in den einzelnen Neuronen unterschiedlich ist.
Die Triebkraft fiir den auswirtsgerichteten Ca®’-aktivierten CI-Strom wird durch den
elektrochemischen Cl-Gradienten- und daher durch die intrazelluldre Cl'-Konzentration
bestimmt. Die unterschiedlichen NFA-Block-Effekte konnten demnach auf variierende
intrazellulire CI-Konzentration in den verschiedenen DRG-Neuronen zuriickzufiihren
sein. Es wurde zwar postuliert, dass alle somatosensorischen Neurone eine gleichmifig
hohe [CI]i von etwa 30 mM haben, allerdings ist es mdglich, dass die Anzahl der
untersuchten Neurone in den genannten Arbeiten nicht repréasentativ war und dadurch ein
falsches Bild iiber den CI-Haushalt somatosensorischer Neurone entstand. Um eine
reprasentative Datenlage zu erarbeiten, und um Hypothese der variierenden intrazelluldren
CI'-Konzentrationen zu testen, habe ich die [Cl]; somatosensorischer Neurone durch 2P-
FLIM mit dem Cl-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff MQAE bestimmt. Diese Messungen

wurden zunéchst nur an kultivierten DRG-Neuronen durchgefiihrt.

3.5.1 Kalibrierung der Fluoreszenz-Lebenszeit an M&use-Spinalganglienzellen

Damit gemessene MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten in Cl'-Konzentrationen umgerechnet
werden konnten, mussten sie zundchst auf verschiedene CI-Konzentrationen geeicht
werden. Dazu wurde die MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeit in kultivierten, somato-

sensorischen Neuronen (siche Abschnitt 2.3) in Losungen unterschiedlicher [CI]

gemessen.

15 30 45 60 75
[CI]; (mM)

Abbildung 3.25: Messung der Fluoreszenz-Lebenszeiten kultivierter somatosensorischer Neurone, bei der
Kalibrierung mit Losungen verschiedener CI'-Konzentrationen. (A) 15 mM, (B) 30 mM, (C) 45 mM, (D) 60
mM und (E) 75 mM. Balken: 20 pm
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3. Ergebnisse

Da die Zellmembran eine CI-
impermeable  Barriere = zwischen
Badlosung und Zytosol darstellt,

wurden Fluoreszenz-Lebenszeit und
[CT'];
Strategie geeicht (Chao et al., 1989).

mit einer Doppel-lonophor-
Die Zellen wurden nach dem Beladen
mit MQAE (siehe Abschnitt 2.10.1)
fiir
Eichlosungen inkubiert, die 40 mM

20 min in einer von fiinf
Tributylzinn und 20 mM Nigericin
enthielten (Abschnitt 2.10.1). Fiir die
Bestimmung der Zeitkonstanten t, fiir
verschiedene Chlorid-Konzentrationen

wurden die in Abbildung 3.25 ge-

4.00+
3.75+
2 3.501
P ?

3.25-
3.00-

0 30 60 90

[CITi (mM)
Abbildung 3.26: Eichung der MOQAE-Fluoreszenz-

Lebenszeiten auf verschiedene [CIT]. Die Fehlerbalken
reprasentieren die Standardabweichungen vom Mittelwert.
Die t-Werte fiir verschiedene [CI']; wurden mit Hilfe eines
monoexponentiellen Kurvenfits berechnet, die Fluoreszenz-
Lebenszeit fir 0 mM [CIT; (to), wurde durch Extrapolieren

bestimmt.

zeigten Falschfarben-kodierten Bilder mit der Software Roi2Tau® analysiert und die

Fluoreszenz-Lebenszeiten der Zellen gemittelt. In Abbildung 3.26 sind die errechneten t-

Mittelwerte gegen die verschiedenen Cl-Konzentrationen aufgetragen. Die Fehlerbalken

reprasentieren die Standardabweichung vom Mittelwert (15 mM: 3.73 £0.17 ns, n = 16; 30

mM: 3.66 £ 0.09 ns, n = 4; 45 mM:
3.45 + 0.14 ns, n = 5; 60 mM: 3.43 +
0.07 ns, n = 13; 75 mM: 3.14 £ 0.13
ns, n = 10). Die MQAE-Fluoreszenz-
Lebenszeit fiir 0 mM [C17]; (o), konnte
experimentell nicht ermittelt werden,
da die DRG-Neurone in CI'-freier
Losung nur einige Minuten {iberlebt
haben. Aus diesem Grund wurde Ty
durch Extrapolieren auf 0 mM [CI];,
aus der mono-exponentiellen Funktion

0
Die

in Abbildung 3.26 bestimmt. T,
mM [Cl']j) betrug 3,94 ns.

1.3+
o)
1.2
o

o
~ 1.1 .
© [e)

1.0

0.9-

0 30 60 90
[CI7]i (mM)

Abbildung 3.27: Die Stern-Volmer Konstante (Kgy) wurde
im Stern-Volmer-Plot durch lineare Regression (schwarz)
iiber die berechneten Messwerte (to/t) ermittelt. Da der
Wert fiir 1y (0 mM [CI];) durch Extrapolieren errechnet
wurde ist er rot dargestellt. Kgy fiir MQAE betrug 3,05 M

MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten fiir die verschiedenen [Cl']; wurden ebenfalls aus dem

mono-exponentiellen Kurvenfit ermittelt (15 mM: 3.77 ns; 30 mM: 3.62 ns; 45 mM: 3.48
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3. Ergebnisse

ns; 60 mM: 3.34 ns; 75 mM: 3.22 ns). In dem in Abbildung 3.27 gezeigten Stern-Volmer-
Plot wurde 1o/t gegen die Cl'-Konzentrationen aufgetragen und die Stern-Volmer-
Konstante (Kgy) durch lineare Regression iiber die erhaltenen Messpunkte berechnet, sie
betrug 3,05 M.

Der Vergleich der Kgy von MQAE in wissriger Losung und in Zellen [185 M
(Kaneko et al., 2002) gegeniiber 6,8 M™'] zeigt, dass die Sensitivitit von MQAE gegeniiber
CI' in Zellen sehr viel geringer ist, als in Losung. Fiir andere Zelltypen wurden &hnliche
Werte (Ksvmoag) = 5-25 M'l) gemessen (Lau et al., 1994; Bevensee et al., 1997; Maglova
et al., 1998; Eberhardson et al., 2000; Kaneko et al., 2001). Vermutlich wurde die MQAE-
Fluoreszenz in der Zelle durch andere Anionen, wie z.B. negativ geladene Proteine oder
andere l0sliche Anionen, bereits stark “gequencht™ (Chao et al., 1989). Diese Annahme
wird durch 2P-FLIM-Messungen mit somatosensorischen Neuronen (Kaneko et al., 2002)
unterstiitzt, bei denen die MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeit in CI'-freier Losung (to) von 28
ns in wassriger Losung auf 6,7 ns in somatosensorischen Neuronen absank. Mit Hilfe der
ermittelten Lebenszeit-Parameter (19 = 3,34 ns; Kgy= 3,05 M']), lieBen sich durch
Einsetzen der MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten in die Stern-Volmer-Gleichung ([CI']; =

(to/T - 1)/Kgy) die intrazelluldren CI-Konzentrationen der DRG-Neurone errechnen.

3.5.2 2P-FLIM mit kultivierten Spinalganglienzellen der Maus

Fiir die 2P-FLIM-Messung [ %
wurden DRG-Neurone wie
in Abschnitt 2.3 beschrie- < (ns)
ben aus einer adulten Maus
prépariert, dissoziiert und
kultiviert. AnschlieSend — 294

wurden die Neurone mit Abbildung 3.28: Bestimmung der [CI]; in somatosensorischen
MAQE  beladen (siche Neuronen mit der Fluoreszenz-Lebenszeit-Messung. Links: Zwei-
Abschnitt 2.10.1)' Abbil- Photonen-Aufnahme der MQAE-Fluoreszenz-Intensitét, dissoziierter
dung 3.28 zeigt Bilder ciner und kultivierter somatosensorischer Neurone, 24 Stunden nach der

) ) Préparation. Rechts: MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten der DRG-
Spinalganglienzellen-Kul-

Neurone. Die Fluoreszenz-Lebenszeit t (ns) ist in diesem Bild in

tur einen Tag nach der Pré- Falschfarben kodiert. Die MOQAE-Fluoreszenz-Lebenszeit in den

paration, in Ringer-Losung verschiedenen Neuronen variierte deutlich. Balken: 50 pm

(ES-1). Das linke Bild gibt die Fluoreszenz-Intensititen von MQAE in den verschiedenen
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Zellen wieder. Das rechte Bild stellt die

. 120+
Fluoreszenz-Lebenszeiten von MQAE
in denselben Neuronen in Falschfarben ° .
L . ’E‘ 80 og o 9
dar. Wie im rechten Bild zu erkennen = .
: o © o
ist, unterschieden sich die Fluoreszenz- g 10 8 o ° ) o
= b 00269 o
Lebenszeiten  und damit die o o
o o
intrazelluldren CI'-Konzentration der 0
verschiedenen Neurone. Die MQAE- 10 20 30 40

] ] Zellgrof3e (um)
Fluoreszenz-Lebens-zeiten der einzel-
Abbildung 3.29: Korrelationsanalyse von [CI']; und der

nen DRG-Neurone wurden in mit Hilfe ZellgroBe. Mit 2P-FLIM wurde die [CI], in 38

der von mir entwickelten Software kultivierten somatosensorischen Neuronen bestimmt (24
Roi2Tau® analysiert. Thre Werte Stunden nach der Priparation). Die Verteilung der [CIT];
variierten zwischen 3.08 — 3.76 ns uber den gesamten GroBenbereich der Zellen lédsst keine

Korrelation von [CI]; zur ZellgroBe erkennen.

(Mittelwert: 3,42 + 0,17 ns (SD), 38
Zellen), die berechneten intrazelluldren CI'-Konzentrationen lagen zwischen 16 mM - 93
mM (Mittelwert: 51.3 £ 19.9 mM). Um eine mogliche Korrelation zwischen [CI']; und der
ZellgrofBle zu identifizieren habe ich die intrazelluldren Cl'-Konzentrationen gegen die
Zellgroflen aufgetragen (siche Abbildung 3.29). Die ZellgroBe variierte zwischen 18 - 47
um (Mittelwert: 24,38 + 6,49 um). Wie in dem Graph aus Abbildung 3.29 zu erkennen ist,
folgt die Verteilung der [Cl]; in Bezug auf die ZellgroBBe keiner erkennbaren
GesetzmaBigkeit. Die [Cl]; streut iiber den gesamten GroBenbereich, weshalb eine

Konzentrations-GréBen-Korrelation nicht hergestellt werden konnte.

Die Ergebnisse dieses Abschnitts bestdtigen die Vermutung, dass die [Cl']; von DRG-
Neuronen nicht wie postuliert in allen Zellen gleichméBig hoch ist, sondern {iber einen
groBen Konzentrationsbereich verteilt ist. Die Hypothese dass der Anteil des Ca® -akti-
vierten Cl'-Stroms am Rezeptorstrom in den einzelnen Neuronen durch verschiedene
intrazelluldre CI'-Konzentrationen variiert, wird durch dieses Beobachtungen bekriftigt.
Allerdings verlieren DRG-Neurone, die dem Ensemble des vitalen Gewebes entnommen
wurden und in Primérkultur gehalten werden, moglicherweise durch préparativen Stress
und artifizielle Kulturbedingungen ihre physiologische Funktion und zeigen pathologische
Eigenschaften. Da die Ergebnisse dieses Abschnitts eventuell artifiziellen Effekten
zuzuschreiben war, musste ich meine Messergebnisse iiberpriifen. Dazu habe ich die [Cl];

mit 2P-FLIM in intakten Spinalganglien, in Wirbelkorper-Préparationen gemessen.
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3.5.3 Vitalitatstests mit Spinalganglien in Wirbelkorper-Préaparationen der Maus

Fiir 2P-FLIM-Experimente mussten die Wirbelkorper nach erfolgter Priparation fiir
mindestens drei Stunden bei Raumtemperatur in MQAE-haltiger ES-1 inkubiert werden.
Es war daher erforderlich, den Zustand des Gewebes zu iiberpriifen und die Vitalitdt der
Spinalganglien, d.h. der darin beherbergten Neurone, nach Ablauf der Inkubationszeit
nachzuweisen.

Die préparierten Wirbelkorper mit
anhaftenden Spinalganglien (siehe
Abschnitt  2.10.2) wurden dazu bei
Raumtemperatur bis zu 24 Stunden in
MQAE-freier ES-1 aufbewahrt und
anschlieBend mit Trypan-Blau und MTT
wie 1n Abschnitt 2.10.3 beschrieben,

gefarbt. Abbildung 3.30 zeigt exemplarisch
einen ungefarbten WirbelkOrper einer Abbildung 3.30: Wirbelkorper einer adulten Maus mit
erwachsenen Maus. wie sie fiir 2P-FLLIM- anhaftendem  Spinalganglion. ~ Fir  2P-FLIM-

Messungen wurden ausschlieflich Préparate mit
Messungen verwendet wurden.

) unverletzten Spinalganglien verwendet. Zur besseren
Muskelgewebe  erscheint  rosafarben.

Sichtbarkeit wurden die verschiedenen Strukturen mit
Knochengewebe und Riickenmark sind pjpien nachgezeichnet. HH: Hinterhorn; RM: Riicken-
weillich. Die Spinalganglien haben eine mark; VH: Vorderhorn; WK: Wirbelkorper SG:

glasige Textur und sind beige-weiB. Spinalganglion; WS: weille Substanz. Balken: 1 mm.

3.5.4 Trypan-Blau-Farbungen

In Abbildung 3.31 sind Trypan-Blau-gefarbte Wirbelkorper 5 (A), und 24 Stunden (B)
nach der Prdparation gezeigt. In den hellen Bereichen (Spinalnerv, -ganglion und
Riickenmark) in Bild (A) wurde der Farbstoff aus den Zellen exportiert. Dieses Gewebe
wies noch Vitalfunktionen auf. Abgestorbene Muskelzellen sind durch ihre deutliche
Blaufirbung zu erkennen. Das Gewebe in (B) erscheint insgesamt dunkler, die meisten
Zellen in dieser Prdparation waren nach Ablauf der 24-stiindigen Inkubationszeit
abgestorben. Wihrend der langen Inkubationszeit hatte sich wahrscheinlich unter dem
Bindegewebe Blut gesammelt, sodass die rote Farbe der Erythrozyten in Kombination mit

der Trypan-Blau-Farbung die rétlich/violette Farbung ergab.
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Abbildung 3.31: Vitalitéitstest mit Wirbelkérpern adulter Méuse. Trypan-Blau-Farbung. (A), fiinf Stunden

nach der Priparation waren die Zellen der Spinalganglien (SG) noch hell, wiesen demnach noch
Vitalfunktionen auf. Der gesamte Wirbelkdrper im rechten Bild (B) (24 Stunden nach der Préparation)
erscheint dunkler, das Gewebe war grofitenteils abgestorben. SN: Spinalnerv; M: Muskelgewebe; RM:
Riickenmark; WK: Wirbelkorper. Zur besseren Sichtbarkeit wurden die verschiedenen Strukturen mit

gestrichelten Linien nachgezeichnet. Balken: 1 mm.

3.5.5 MTT-Farbungen

In Abbildung 3.32 sind MTT-behandelte Wirbelkorper adulter Mause, fiinf (A), und 24
Stunden (B) nach der Prédparation gezeigt. Das Gewebe in (A) weist im Bereich der
Substantia grisea (graue Substanz) des Riickenmarks und in den Spinalganglien eine
deutliche Violett-Fiarbung auf. In den Zellen dieser Gewebebereiche wurde MTT durch
mitochondriale Enzyme zu einem violetten und schwerldslichen Tetrazoliumsalz reduziert.
Diese Zellen waren nach Ablauf der flinfstiindigen Inkubationszeit noch lebendig. Das
Gewebe in (B) ist kaum gefirbt, die Zellen zeigten nach Ablauf der 24-stiindigen
Inkubationszeit keine Vitalfunktionen mehr. Solche Wirbelkdrper wurden nicht fiir weitere

Experimente verwendet.

Mit den beiden Methoden wurde ein Zeitfenster von maximal fiinf Stunden bestimmt, in
dem Spinalganglien-Neurone in Wirbelkorper-Priparationen mit 2P-FLIM untersucht
werden konnten, ohne dass zu befiirchten war, dass die Zellen in dem Gewebe bereits

abgestorben waren.
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.32: Vitalititstest mit MTT. 5 Stunden nach der Préparation (A) wiesen die Zellen in den

Spinalganglien (SG) eine deutliche Violett-Farbung auf, waren demnach noch vital. Im rechten Bild (B, 24
Stunden n.P.) waren die Zellen bereits abgestorben und wurden aus diesem Grund nur schwach durch das
Tetrazoliumsalz gefarbt. SN: Spinalnerv; M: Muskelgewebe; HH: Hinterhorn; WS: weille Substanz; VH:
Vorderhorn; RM: Riickenmark; WK: Wirbelkorper. Zur besseren Sichtbarkeit wurden die verschiedenen

Strukturen mit gestrichelten Linien nachgezeichnet. Balken: 1 mm.

3.5.6 2P-FLIM mit Spinalganglien in Wirbelkorper-Préaparationen adulter Mause

Fir 2P-FLIM-Messungen mit Spinalganglien in Wirbelkorper-Préparationen wurden
zunidchst, wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben, Wirbelkorper aus adulten NMRI-Mausen
(Alter ~3 Monate) prapariert und mit MQAE beladen. Abbildung 3.33 zeigt Bilder einer
2P-FLIM-Messung eines Spinalganglions in einer Wirbelkorper-Priparation, etwa 4
Stunden nach der Priaparation. Das linke Bild gibt die Fluoreszenz-Intensititen von MQAE
in den verschiedenen Zellen wieder. Das rechte Bild stellt die Fluoreszenz-Lebenszeiten
von MQAE in denselben Neuronen in Falschfarben dar. Die Aufnahme wurde in 25 um
Tiefe, von der duBersten Begrenzung (Dura mata) des Spinalganglions aus betrachtet,
aufgenommen. Die [Cl]; der Einzelzellen wurden mit der Software Roi2Tau® ermittelt. Es
wurden ausschlieBlich Zellen analysiert, deren runder Zellkern deutlich zu erkennen war.
Damit wurde sichergestellt, dass die Zellfliche auf der Aquatorialebene der Zelle
ausgewertet wurde und die Berechnung der Zellgrofle eine optimale Anndherung an den
maximalen Durchmesser darstellte. Wie in Abbildung 3.33 deutlich zu erkennen ist,
unterschieden sich die MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten von Zytosol und Nukleus. Daher

habe ich mit der Software Roi2Tau® ausschlieBlich die zytosolische [CI']; ausgewertet.
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Abbildung 3.33: Bestimmung der [CI']; mit 2P-FLIM, in somatosensorischen Neuronen eines intakten

Spinalganglions in einer Wirbelkorper-Préaparation. Links: Zwei-Photonen-Aufnahme der MQAE-
Fluoreszenz-Intensitdt, etwa 4 Stunden nach der Priparation. Rechts: MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten der
DRG-Neurone. Die Fluoreszenz-Lebenszeit t (ns) ist in diesem Bild in Falschfarben kodiert. Auch im
intakten Gewebe haben verschiedene DRG-Neurone unterschiedliche Fluoreszenz-Lebenszeiten, bzw.
intrazelluldre Cl'-Konzentrationen. Zur besseren Sichtbarkeit wurden die zytosolischen Grenzen mit einer

gestrichelten Linie nachgezeichnet. Balken: 20 um

Warum unterschieden sich die MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeiten im Zytosol und Nukleus?
Es ist moglich, dass ein Cl'-Gradient zwischen den Kompartimenten besteht und die CI'-
Konzentration im Nukleus geringer war als im Zytosol. Bildete dagegen die Kernmembran
keine Barriere fiir CI, wiesen die Kompartimente unterschiedliche ,,Quenching®-
Eigenschaften auf. In Versuchen mit der EDXA-Methode an Sympathikus-Neuronen
(Galvan et al., 1984) wurde kein Unterschied der [CI']; von Zellplasma und Zellkern
gemessen. Somit besitzen beide Kompartimente wahrscheinlich unterschiedliche
»Quenching“-Eigenschaften fiir MQAE, die beispielsweise durch unterschiedliche
Zusammensetzungen an quenchenden Proteinen zu Stande kommen konnte. Die MQAE-
Fluoreszenz-Lebenszeiten, und damit die [Cl]; der verschiedenen Neurone unterschieden
sich. Sie variierte zwischen 26,4 - 53,7 mM (Mittelwert: 39,5 £ 9,3 mM). Damit
entsprechen die Werte der [Cl]; somatosensorischer Neurone im intakten Gewebe
(Spinalganglien) den Werten, die fiir dissoziierte und kultivierte DRG-Neuronen ermittelt
wurden (siehe Abschnitt 3.5.2).

Um auszuschlieBen, dass die in diesem, und in Abschnitt 3.5.2 gezeigten
Ergebnisse artifiziellen Ursprungs waren, musste ich diese Messung wiederholen und

dabei die [CI']; in moglichst vielen DRG-Neuronen analysieren.
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3. Ergebnisse

Dazu habe ich mit 2P-FLIM optische Schnitte von insgesamt 8 Spinalganglien (aus 6
Maiusen) angefertigt und in diesen Bildern, mit der von mir entwickelten Software
Roi2Tau®, die [Cl]; von 818 Einzelzellen bestimmt. In Bild (A) in Abbildung 3.34
(vorherige Seite) sind exemplarisch 17 optische Schnittebenen eines Spinalganglions
dargestellt. Bild (B) dieser Abbildung zeigt einen optischen Schnitt und die bei der
Auswertung der Schnittbilder manuell nachgezeichneten dufleren und inneren Grenzen des

Zytosols (griine Kringel).

Abbildung 3.34: (A) Optische Schnittebenen eines Spinalganglions, die mit 2P-FLIM aufgenommen

wurden. In diesem Beispiel wurde die MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeit in 17 Ebenen, in Abstdnden von 5
pm gemessen. Bild (B) zeigt die bei der Auswertung mit der Software Roi2Tau® nachgezeichneten duferen-

und inneren Grenzen des Zytosols (griine Kringel), sowie die Indices, die den Zellen fiir eine nachtragliche

Uberpriifung der Analysedaten zugewiesen wurden.
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3. Ergebnisse

Um die ermittelten MQAE-Fluoreszenz-

Lebenszeiten der ausgewerteten
Einzelzellen nachtréglich tiberpriifen zu
konnen, wurden sie mit Indices versehen.

In Abbildung 3.35 sind die errechneten CI
-Konzentrationen gegen die ZellgroBen
aufgetragen. Die Zellen hatten Durch-
messer zwischen 13 - 43 um (Mittelwert:
25,8 £ 6,3 um). Thre
zwischen 8 - 120 mM (Mittelwert: 61,8 +

19,7 mM). Die Verteilung der [CI]; Uiber

[CT']; variierte

den gesamten GroBenbereich der Zellen
zeigt, dass in dem gemessenen Volumen,
[CI']i und ZellgroBe nicht miteinander

korreliert waren.

1204
= 80+
E
O 401
0' T T T T

ZellgréRe (Durchmesser in um)

Abbildung 3.35: Korrelationsanalyse von [CI]; und der
ZellgroBe. Mit 2P-FLIM wurde die [CI']; in insgesamt
818 Neuronen (aus 8 Spinalganglien von 6 adulten
Maiusen) bestimmt. Die Streuung der [Cl]; iiber den
gesamten GroBenbereich der Zellen ldsst keine

Korrelation von [Cl]; zur ZellgréBe erkennen.

3.5.7 2P-FLIM mit Spinalganglien neugeborener Mause

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.5.2 und
3.5.6 zeigen eine heterogene Verteilung
der [CI']; somatosensorischer Neurone in
Primarkultur, sowie im nativen Gewebe.
Die meisten Zellen hatten eine hohe [CI];,
allerdings gab es auch Neurone mit
[CT];.
DRG-Neuronen

signifikant ~geringerer In der

Literatur wurde fiir
postuliert, dass sie den Cl'-Switch meiden
und damit lebenslang eine hohe [CI;
haben. Entgegen der Literatur lassen die
Ergebnisse aus Abschnitt 3.5.2 und 3.5.6
die Annahme zu, dass zumindest in
einigen DRG-Neuronen ein CI-Switch

stattfindet. In diesem Fall musste sich die

120+
100+
80+
60-

[CIT]i (mM)

40-

20+

0 . . T .
40

ZellgroRe (Durchmesser in pum)

Abbildung 3.36: Verteilung der [CI]; in DRG-
Neuronen neugeborener Maiuse, d.h. vor dem ,,CI-
Switch®. Die [CIT; ist gegen die Zellgrofe aufgetragen.
Mit 2P-FLIM wurde die [Cl]; in insgesamt 975
Neuronen (aus 4 Spinalganglien neugeborener Méuse,
P1-P4) bestimmt. Die [CI]; war in allen Zellen

homogen verteilt und hoch.

[CI']i von DRG-Neuronen neugeborener Tiere, von der [Cl]; adulter Tiere deutlich unter-
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3. Ergebnisse

scheiden. Um dies zu iiberpriifen, habe ich mit 2P-FLIM die [CI']; von DRG-Neuronen,
neugeborener NMRI-Méuse gemessen. In insgesamt 975 Neuronen (aus vier
Spinalganglien unterschiedlich alter Mduse; P1-P4) habe ich mit 2P-FLIM die [CI];
bestimmt. In Abbildung 3.36 sind die errechneten Cl-Konzentrationen gegen die
Zellgroflen aufgetragen. Die [Cl']; der Zellen variierte zwischen 35 - 120 mM (Mittelwert:
77,2 £ 13,6 mM), ihre Durchmesser lagen im Bereich zwischen 12 - 32 um (Mittelwert:
17,5 £ 2,8 um). Die anatomischen Strukturen neugeborener Miuse sind insgesamt kleiner
als die adulter Tiere. Aus diesem Grund wurden in 4 Spinalganglien neugeborener Méuse

mehr Zellen analysiert, als in 8 Spinalganglien adulter Tiere analysiert werden konnten.

3.5.8 Vergleich der [CI]; von DRG-Neuronen neugeborener und adulter Mause

Vergleicht man die 2P-FLIM-Messwerte von DRG-Neuronen adulter und neugeborener
Tiere miteinander, so erkennt man einen deutlichen Unterschied, sowohl in der Verteilung
der [CI'];, als auch der ZellgroBe. Im linken Diagramm in Abbildung 3.37 sind die
Messwerte aus den Abbildungen 3.35 und 3.36 gemeinsam dargestellt. Die roten
Datenpunkte repréasentieren die Messwerte neugeborener Méduse, in schwarz sind die Werte
adulter Tiere dargestellt. Die Messwerte der jungen Maiuse streuen iiber einen kleineren
Bereich als die Werte adulter Tiere. Die geringere Streuung der ZellgroBe hangt zum Einen

damit zusammen, dass neugeborene Miuse insgesamt-, und damit auch die DRG-

120+ 120+
100 - 1
n =975 .
’z\ 804 g 80- n=2818
E E
= 60- =
O (-
40 g £ 401
() © %
204 © Aduit B %00 ° & S o Adult
o Postnatal o ° B8 ° o Postnatal
0' r T T T 0' r T T T
10 20 30 40 10 20 30 40
Zellgrof3e (Durchmesser in pm) ZellgroRe (Durchmesser in um)

Abbildung 3.37: Vergleich der Verteilung von [CI]; und ZellgroBe in DRG-Neuronen adulter (schwarz)
und neugeborener (rot) Mause. Die Messwerte neugeborener Méuse zeigen eine geringere Streuung als die
Werte adulter Tiere. Wahrend der postnatalen Entwicklung des somatosensorischen Systems dndert sich
offensichtlich die [CI']; von DRG-Neuronen. Dies ist vermutlich auf die Aktivitdt von Cl'-Kotransportern

zuriickzufiihren, die wihrend des C1'-Switches exprimiert werden.
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3. Ergebnisse

Neuronen kleiner sind, als die der

adulten Méduse. Zum anderen ist das

somatosensorische ~ System  junger
Miduse noch nicht vollstindig
entwickelt und damit eine

Differenzierung in verschieden Zell-

unterschiedlicher Grofie

typen
moglicherweise noch nicht geschehen.
Neben der ZellgroBBe zeigte auch die
[CI']; von DRG-

Neuronen neugeborener Tiere eine

Verteilung der

geringe Streuung. In allen Neuronen

160+

n =975

1201 727 Adult
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n=3818

0 40
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Abbildung 3.38: Histogramm der [Cl];-Verteilung der

Anzahl der Zellen
(0]
Qe

N
@

SRR

G VA A

DRG-Neuronen neugeborener (rot) und adulter (schwarz)
Mause. Die Kurven représentieren die Verldaufe der Gauss-

Verteilungen. Die Streuung der [CI]; ist in neugeborenen

als in erwachsenen Tieren. In

findet

Maiéusen  kleiner

wurde eine homogene und hohe [CI'];

Spinalganglien wihrend  der  postnatalen

gemessen. Im rechten Diagramm in

Abbildung 3.37 sind die Mittelwerte

Differenzierung des Nervensystems offenbar ein CI-Switch

statt.
neugeborener (rot) und adulter Tiere

(schwarz) aufgetragen. Die Fehlerbalken geben die Standardabweichung wider. Fiir
neugeborene Tiere (P1-P4) wurde eine mittlere [CI]i von 77,2 mM £ 13,6 mM (975
Zellen), bei einer durchschnittlichen Grofe von 17,5 pm £ 2,8 um errechnet. In adulten
Tieren lag die mittlere [CI']; bei 61,8 mM + 19,7 mM (818 Zellen), wobei die Zellen eine
mittlere GréB3e von 25,8 pm + 6,3 um hatten. Der ,,Student’s T-Test*, (Signifikanzniveau p
< 0,01) ergab, dass sich die gemittelten Werte signifikant unterscheiden (p = 1,09 * 10").
In dem Histogramm in Abbildung 3.38 sind die Verteilungen der [CI']; neugeborener (rote
Balken), und adulter Tiere (schwarze Balken) gegen die Anzahl der Zellen aufgetragen.
Diese Darstellung veranschaulicht die Verdnderung der Cl-Homdostase (Cl-Switch)
wihrend der postnatalen Entwicklung der Maus. Kurz nach der Geburt ist die [C1]; in allen
DRG-Neuronen hoch. Bei der postnatalen Differenzierung des Nervensystems zeigen die

verschiedenen Neurone immer deutlichere Unterschiede der [C17;.
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3.6 2P-FLIM mit Spinalganglien adulter, Clomeleon-exprimierender Mause

Fiir 2P-FLIM-Messungen stand mir
eine transgene Clomeleon-expri-
mierende Mauslinie, mit der Bezeich-
nung ,,Rosa26“, zur Verfiigung. In
Zellen dieser Mauslinie wurde die
Expression von Clomeleon, durch
konditionale Mutagenese, unter die
Kontrolle von Promotorelementen
des Na,1.8 Gens (Scnl0a) gestellt.

Dadurch wird Clomeleon in

,»Ro0sa26“-Midusen ausschlieBlich in Abbildung 3.39: 3D-Rekonstruktion der Falschfarben-
nozizeptiven und thermorezeptiven kodierten 2P-FLIM-Aufnahmen eines Spinalganglions von
Spinalganglien- und  Trigeminal- einer adulten ,Rosa26“-Maus. Insgesamt wurden 26

. o optische Schnitte, in Abstéinden von 5 pm aufgenommen.
ganglien-Neuronen exprimiert

(Agarwal et al., 2004). Die selektive

Der GroBteil der Neurone exprimierte Clomeleon, diese
Zellen sind griin dargestellt. Clomeleon-negative Zellen

Expression des ratiometrischen CI'- erscheinen rot. Das quaderformige Volumen hat eine
Indikators Clomeleon in nozizeptiven Kantenlinge von 235,7x235,7x 52 pm.

Neuronen macht diese Mauslinie fiir die Untersuchung Ca®"-aktivierter Cl-Kanile mit CI'-
Imaging besonders interessant. Allerdings ist der Expressionslevel von Clomeleon in
Neuronen dieser Méuse gering, wodurch die Intensitdt des von Clomeleon-positiven
Neuronen emittierten Fluoreszenzlichtes sehr schwach ist. Spinalganglienzellen dieser
Maiuse sind daher nur bedingt fiir Imaging-Experimente geeignet und erfordern
leistungsfdhige Lichtquellen, sowie sehr empfindliche Detektoren. Die in Abschnitt 2.8.4
beschriebene 2P-FLIM-Apparatur erfiillt diese Bedingungen. Mit dieser Apparatur habe
ich YFP- und CFP-Emissionen gemessen und die YFP/CFP-Quotienten somato-
sensorischer ,,Rosa26“-Neuronen errechnet. Dazu wurde eine Wirbelkorper-Préparation
mit anhaftendem Spinalganglion wie in Abschnitt 2.10.2 beschrieben, angefertigt und
zundchst die Fluoreszenz-Lebenszeit in mehreren optischen Schnitten gemessen.
Abbildung 3.39 zeigt die dreidimensionale Rekonstruktion von 26 Falschfarben-kodierten
2P-FLIM-Bildern, die in einem Abstand von 5 um aufgenommen wurden. Clomeleon-
exprimierende DRG-Neurone sind griin dar-gestellt. Zellen, die den CI'-Indi-kator nicht

exprimierten, erscheinen rot.
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Die Rekonstruktion ldsst erkennen, dass
die Zellen
Das
3.40

meisten Clomeleon
in

die

exprimierten.

Abbildung

Histogramm
zeigt
GroBenverteilung  CLM-positiver  und

CLM-negativer  Zellen. In dem

vermessenen  Volumen  exprimierten
~78% (179 Zellen), von insgesamt 228
analysierten Neuronen Clomeleon. 49
Zellen (~22%) waren CLM-negativ. Der
mittlere Durchmesser Clomeleon-
exprimierender Zellen liegt bei 24,70 +
5,56 pum. Thre Haufigkeit ist im Bereich
der kleinen- und mittelgroflen,
nozizeptiven Sinneszellen am groBten.
Allerdings wird das Fusionsprotein auch

von grofleren Zellen (>45 pum) exprimiert.
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Abbildung  3.40:  GroBenverteilung  Clomeleon-

exprimierender (rot) und nicht-exprimierender DRG-
Nerurone (schwarz). Die meisten Zellen exprimierten
Clomeleon. Das Fusionsprotein wurde am héiufigsten in
mittelgroBen Neuronen (20 — 30 pm), aber auch in
groflen (>30 um) nozizeptiven Sinneszellen hergestellt.

Die Mauslinie ,,R0sa26“ ist daher ein geeignetes

Werkzeug, um  Ca’*’-aktivierte Cl-Kanile in
Schmerzzellen, mit Hilfe von Cl-Imaging zu
untersuchen.

Der durch-schnittliche Durchmesser Clomeleon-negativer Zellen liegt bei 29,65 + 3,48

um. Die Verteilungen beider Popu-lationen {iberlappen sich im Bereich der mittelgrof3en

Neurone.

Dieses Ergebnis zeigt, dass die
ZellgroBle zwar zur groben Unterscheidung
verschiedener Typen somatosensorischer
Sinneszellen verwendet werden kann, eine
Diskrimierung  von  Subpopulationen
unterschiedlicher Modalititen mit Hilfe
der ZellgroBBe alleine aber nicht moglich
ist. In dem in Abbildung 3.39 dargestellten
Spinalganglion wurden die Intensitdten der
YFP- und CFP-Emission von Clomeleon
in einer Entfernung von 40 pm von der

auBeren Begrenzung des Ganglions (Dura)

gemessen. Mit Hilfe der Software

25- Rosa26
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o o © o ©
LL
G 2.0 0 o8 0
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Abbildung 3.41: Quotienten der YFP/CFP-Emissionen,

Clomeleon-exprimierender =~ DRG-Neurone,  einer
adulten ,,Rosa26“-Maus. Die Werte streuen iiber einen
groBBen Bereich zwischen 1,65 - 2,29 und lassen keine

Korrelation von Quotient und Zellgréfe erkennen.
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Roi2Tau” wurden in diesen Bildern die 60- o Rosa26
Fluoreszenzintensititen von insgesamt 35 50- 040 ol

Einzelzellen ermittelt und anschlieBend S 40 %o, . oo

die Quotienten der YFP- und CFP- ? 30+ Zo%,; .

Emissionen gebildet. Um die Quotienten £ 201 °° o o

in Cl-Konzentrationen umrechnen zu 10 o o i oo

konnen, bedurfte es analog zu Messungen 0- 15 20 03-0 20 0
der Fluoreszenz-Lebenszeit mit MQAE, ZellgroRe (Durchmesser in um)

einer Eichung mit unterschiedlichen CT'- Abbildung 3.42: Errechnete [Cl]; Clomeleon
Konzentrationen. Die Eichung nach der exprimierender DRG-Neurone einer  transgenen
Doppel-Ionophor-Strategie (Chao et al., »R0sa26“-Maus. Die [CI]; streut iiber einen grofen
1989) mit DRG-Neuronen von ,,R0sa26% Konzentrationsbereich unabhéngig von der Zellgrofie.

Die ratiometrisch errechnete, und mit MQAE-

Maidusen hat im Rahmen dieser Arbeit . . . B )
Lebenszeit-Messungen bestimmte intrazelluldren CI-

leider nicht funktioniert. Aus diesem Konzentrationen von Spinalganglien-Neurone zeigen
Grund wurden die Quotienten mit Hilfe ihnliche Resultate.

von Literaturwerten, die aus Eichmessungen mit Hippokampus-Neuronen stammen (Kuner
et al., 2000) in CI'-Konzentrationen umgerechnet. Im Graph in Abbildung 3.41 sind die
ermittelten Quotienten gegen die ZellgroBen aufgetragen. Abbildung 3.42 gibt die
errechneten Cl'-Konzentrationen der Einzelzellen wider. Wie in der Abbildung zu
erkennen ist, variiert die [CIl']; in einem Konzentrationsbereich zwischen 2 - 60 mM
(Mittelwert: 28.4 = 14.8 mM). Unter Beriicksichtigung der Variabilitit der [Cl']; stimmen
die Resultate der ratiometrischen Messungen mit den Werten der MQAE-Lebenszeit-
Messungen iiberein.

Da die Wirbelkorper-Préparationen der transgenen Tiere nicht fiir mehrere Stunden
mit dem CI'-Indikator MQAE beladen werden mussten, konnten sie im frisch priparierten
Zustand, etwa 30 Minuten nach der Totung der Tiere, fiir ratiometrische Cl'-Messungen
verwendet werden. Die dhnlichen Resultate beider Messmethoden kdnnen daher auch als
Nachweis der Vitalitit der in den MQAE-Lebenszeit-Messungen verwendeten Gewebe
verwendet werden.

Mit der Fluoreszenz-Lebenszeit-Analyse (FLIM) habe ich die [CI}
somatosensorischer Neurone in Primdrkultur-, und erstmals auch in Spinalganglien, adulter
und neugeborener Méuse gemessen. Fiir DRG-Neurone neugeborener Miuse (P1-P4)
betrug sie im Mittel 77,2 mM (£ 13,6 mM). In allen embryonalen-, und friihen postnatalen

Neuronen (bis etwa Tag 10 nach der Geburt) des Zentralnervensystems von Wirbeltieren
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ist die [Cl']; hoch, daher war in DRG-Neuronen neugeborener Tiere eine hohe [Cl]; zu
erwarten.

Die Messungen mit somatosensorischen Neuronen in Spinalganglien (in situ) und
kultivierten DRG-Neuronen (in vitro) adulter Méuse ergaben eine heterogene Verteilung-,
und eine groBe Streuung der [Cl];, sowohl in situ (8 - 120 mM, Mittelwert: 61,8 + 19,7
mM), als auch in vitro (16 - 93 mM, Mittelwert: 51.3 +£ 19.9 mM). Diese Resultate lassen
sich gut mit den Ergebnissen der Patch-Clamp-Experimente aus Abschnitt 3.4.2
vereinbaren. Dort wurden Capsaicin-induzierte Cl'-Stréme in kultivierten DRG-Neuronen
(bei konstanter NFA-Konzentration) mit variierender Effizienz blockiert. Diese Ergebnisse
lassen die Hypothese zu, dass (1.) TRPV1-Kanile mit Ca*"-aktivierten Cl’-Kanilen bei der
Hitzeschmerz-vermittelten Signalentstehung kooperieren und (2.), dass der Anteil des
Ca”"-aktivierten Cl-Stroms am Rezeptorstrom durch die [CI']; beeinflusst wird. Eine vor
kurzem ver6ffentlichte Studie zur KCC2 und NKCCI-Expression in DRG-Neuronen
bekriftigt diese Hypothese (siche Diskussion).

Um diese Hypothese zu bekriftigen, miisste die funktionelle Kopplung von
TRPV1-Kandlen mit Ca*"-aktivierten Cl-Kanilen bei der Entstehung von
Schmerzsignalen in DRG-Neuronen genauer untersucht werden. Die Patch-Clamp-Technik
ist dafiir das geeignete Mittel. Sie ermdglicht die kinetische Analyse der Kanal-
Wechselwirkungen und damit die Aufklidrung der Prozesse, die bei der Hitzeschmerz-
vermittelten Signalentstehung in DRG-Neuronen ablaufen. Durch die Entwicklung von
Na-CDMNB-caged Capsaicin (sieche Abschnitt 3.2) verfligen wir jetzt auch iiber ein

geeignetes Werkzeug, diese Kooperations-Kinetik im Detail zu studieren

3.7 GroBenanalysen verschiedener CLM-DRG-Neurone

CI'-Imaging ist eine geeignete Methode, viele Zellen in kurzer Zeit auf die Expression
Ca*-aktivierter CI'-Kanile zu untersuchen, und eine Verkniipfung dieser Kanile an eine
bestimmte Sinnesmodalitdt zu identifizieren. Fiir Imaging-Experimente mit Clomeleon-
exprimierenden DRG-Neuronen standen mir insgesamt vier verschiedene CLM-
Mauslinien zur Verfiigung: CLM-1, -11, -12 und -13. In diesen Tieren ist die Expression
von Clomeleon unter die Kontrolle des Neuronen-spezifischen Promotors Thyl gestellt.
Clomeleon wird in diesen Mausen zwar spezifisch in neuronalem Gewebe exprimiert, in
welchen Zellen des neuronalen Systems das Protein hergestellt wird, hangt allerdings vom

Ort der Integration ins Wirtsgenom ab, und kann daher nicht vorausgesagt werden. Um
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herauszufinden, welche der vier transgenen Mauslinien, in den kleinen- (<30 pum) und
mittelgrofen (30 < 45 um) Schmerzzellen Clomeleon exprimiert, habe ich eine GrofBen-
basierte Expressionsanalyse mit kultivierten CLM-DRG-Neuronen durchgefiihrt. Dazu
wurden Spinalganglienzellen der Mauslinien CLM-1, -11, -12 und-13 wie in Abschnitt 2.3
beschrieben prépariert, kultiviert und Fluoreszenzbilder von den Kulturen aufgenommen.
AnschlieBend habe ich mit der Software StatBuddy® eine Analyse der GroBenverteilung,
sowie der Haufigkeit CLM-exprimierender DRG-Neurone durchgefiihrt. Die Ergebnisse

dieser vorbereitenden Untersuchungen werden im folgenden Abschnitt gezeigt.

3.7.1 CLM-1
Abbildung 3.43 zeigt das Resultat der 100- CLM-1
statistischen Analyse mit kultivierten < 80.

[
DRG-Neuronen aus der Mauslinie CLM- E n =460

= 60+ 22 clm +
1. Insgesamt wurden 675 CLM-1-DRG- 3 722 cim -

= 401
Neurone untersucht. Etwa ein Drittel g

. .. < E
(~32%) dieser Zellen exprimierte 20
. . . 0_ NN N2 et

Clomeleon. Thre Zellgrofe lag im Mittel 0 10 20 130 40 50
bei 25,85 + 4,47 um. (215 Zellen). Die ZellgroRe (Durchmesser in pm)
meisten DRG-Neurone (~68%) Abbildung 3.43:  GroBenverteilung  Clomeleon-

exprimierten  Clomeleon nicht, die exprimierender  (rot) und  nicht-exprimierender

(schwarz) DRG-Neurone. Clomeleon-positive Zellen

durchschnittliche ZellgroBe betrug 21,90
+ 4,71 um (400 Zellen). Die Kurven

sind im Mittel grofer als die Clomeleon-negativen
Neurone. Da die GroBenverteilung Clomeleon-
geben die  Gauss-Verteilungen  der exprimierender Zellen im Bereich der mittelgroBen

dargestellten Histo-gramme wider. Die Zellen (20 - 30 um) liegt, ist die Mauslinie CLM-1 fiir
GroBenverteilung Clomelon-exprimieren- CI'-Imaging-Experimente geeignet
der Zellen liegt im Bereich der kleinen- und mittelgrof3en nozizeptiven Sinneszellen. DRG-

Neurone aus CLM-1-Maiusen sind daher fiir CI'-Imaging geeignet.

3.7.1.1 I1B4-Farbung mit kultivierten DRG-Neuronen der Mauslinie CLM-1

Primérkulturen somatosensorischer Neurone, die aus Spinalganglien von CLM-1-Miusen
gewonnen werden, enthalten eine groe Anzahl von Zellen, die den ratiometrischen CI-

Indikator Clomeleon exprimieren und sind aus diesem Grund gut fiir CI-Imaging-
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Experimente geeignet. Die Experimente
aus Abschnitt 3.3 (Ca®"-Imaging mit IBy-
gefarbten, kultivierten Spinalganglien-
zellen der Ratte) haben gezeigt, dass sich
etwa 60 % der untersuchten Neurone mit
dem Pflanzenlektin Isolektin Bs (IB4)
anfarben lieBen. Um die Verteilung 1By-
positiver Zellen in der Clomeleon-expri-
mierenden Zellpopulation von CLM-1-
Maiusen zu untersuchen, habe ich CLM-

IB4
2.4.3 beschrieben gefarbt,

1-Primérkulturen  mit wie in
Abschnitt
Fluoreszenzbilder angefertigt und diese

mit der Software StatBuddy® analysiert.

100- CLM-1

80

V2722 cim +
Y elm -
----1Bg +

60+

40

Anzahl der Zellen

20+

50
ZellgrofRe (Durchmesser in pum)

0 10 20 30

Abbildung 3.44: Die rot schraffierte Flache gibt die
Gauss-Verteilung IB,-positiver Spinalganglienzellen der
Mauslinie CLM-1 wider. Die mittlere GroBe dieser
Zellen betrug 24,34 + 4,19 um. Die ZellgroBe dieser
Zellen liegt damit in einem &hnlichen Bereich, wie er
auch fiir IB4-positive Zellen der Ratte ermittelt wurde

(siche Abschnitt 3.3).

Abbildung 3.44 zeigt das Resultat der Verteilungsanalyse. In dem Histogramm ist die

Gauss-Verteilung 1B4-positiver Neurone rot schraffiert dargestellt. Abbildung 3.45 zeigt

die Schnittmengen der unter-

schiedlichen Zellpopulationen in

einem  Kuchendiagramm. IBy-

positive Zellen machten einen

Anteil von 23% (rot, 158 Zellen)
aller Zellen aus, ihre mittlere

ZellgroBe lag bei 24,34 + 4,19 pm.

== B, +
== B, -

Diese Zellpopulation war zu
ungefdhr gleichen Teilen Clo- Clomeleon + Clomeleon -
meleon-positiv.  (49%) als auch

Abbildung 3.45: Das Kuchendiagramm stellt die

Clomeleon-negativ (51%). Von den

insgesamt 215 Clomeleon-positiven
Zellen, waren 36% IBy4-positiv und
64% IB4-negativ. Einen geringeren
Anteil (18%) machten die IBy-
der

positiven  Neurone  in

Schnittmengen der verschiedenen Subpopulationen kultivierter
DRG-Neuronen dar. Nur etwa ein Drittel der Clomeleon-
exprimierenden  Spinalganglienzellen konnte mit dem
Pflanzenlektin angefarbt werden. Die IB4-positiven Neurone
machten einen Anteil von etwa einem Viertel an der

Clomeleon-negativen Population aus.

Clomeleon-negativen Zellpopulation aus.
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3.7.2 CLM-11

Von der Mauslinie CLM-11 wurden
insgesamt 1400 Neurone analysiert (siche
Abbildung 3.46). Davon exprimierten
369 Zellen (~26%) Clomeleon (rot).
Diese Zellen waren im Mittel 30,57 pm
grof} (£ 6,14 um). Einen Anteil von 74%
(1031 Zellen, schwarz) machten Clo-
meleon-negative  Zellen aus. Der
Mittelwert der ZellgroBBe lag fiir diese
Zellen bei 24,68 um + 5,83 um. Nur etwa
ein Viertel der untersuchten DRG-
Neurone der Mauslinie CLM-11 expri-
mierten Clomeleon. Etwa die Halfte
Zellen im Bereich der

dieser lag

)
(]
g

[y
ul
o

2% cim +
24 clm -

Anzahl der Zellen
|_\
o
et

o
o

50
ZellgroRe (Durchmesser in um)

Abbildung 3.46: Die Verteilungen der ZellgroBen

Clomeleon exprimierender (rot) und Clomeleon-
negativer DRG-Neurone (schwarz) unterscheiden sich
deutlich voneinander. Da in CLM-11-M4iusen nur sehr
wenige, mittelgroBe Zellen (20 — 30 um) den
ratiometrischen Cl'-Indikator Clomeleon exprimieren, ist

diese Mauslinie fiir weitere Experimente nicht geeignet.

mittelgroen Neurone (20 — 30 um). Das macht einen Anteil von ungefdhr einem Achtel,

mittelgroBer, Clomeleon-exprimierender Zellen aus. Fiir CI'-Imaging-Experimente ist der

Anteil Clomeleon-exprimierender Zellen zu gering. Aus diesem Grund ist die Mauslinie

CLM-11 fiir Imaging-Experimente nicht gut geeignet.

3.7.3 CLM-12

Abbildung 3.47 zeigt die GroBenverteilung
von Spinalganglien-Neuronen der Mauslinie
CLM-12. Bei dieser Mauslinie unterschieden
sich die Mittelwerte Clomeleon-positiver,
und —negativer DRG-Neurone von allen vier
Mauslinien am deutlichsten voneinander. Die

Zellen

Population ~ Clomeleon-positiver

machte mit 30 (rot) von insgesamt 80

untersuchten

etwa 38% aus. Diese Zellen waren im Mittel

Thre

sehr gro (33,83 + 6,39 pum).

20

151

22 cim +
w2 cim -

Anzahl der Zellen

ZellgréRe (Durchmesser in pum)

Abbildung 3.47: GroBenverteilung Clomeleon-
exprimierender  (rot)
(schwarz) DRG-Neurone der Mausliniec CLM-12.
Auch bei der

Zellen

und Clomeleon-negativer

Neuronen einen Anteil von

dieser Mauslinie ist Anteil

Clomeleon-positiver,  mittelgrofer fiir

Imaging-Versuche zu gering
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durchschnittliche Gro3e lag somit nicht im Bereich der mittelgroBen Neurone. Die Grof3e
Clomeleon-negativer Zellen (schwarz, 50 Zellen, ~62%) lag im Bereich von 24,70 um +
6,19 um. Die Anzahl mittelgroBer, Clomeleon-positiven Zellen ist auch bei dieser
Mauslinie zu gering, als dass DRG-Neurone von CLM-12-Miusen fiir Cl-Imaging

verwendbar wiéren.

3.7.4 CLM-13

In Abbildung 3.48 ist das Ergebnis der 40 CLM-13
Verteilungsanalyse mit DRG-Zellen von .
CLM-13-Méusen dargestellt. Die Histo-

30+

222 clm +
w2 cim -

gramme und Gauss-Verteilungen der

Anzahl der Zellen

beiden Zellpopulationen sind sehr dhnlich.

Die mittlere GroBe, Clomeleon-positiver

Zellen (rot) lag bei 29,65 + 3,56 um (27 0 10 20 30 40 50
Zellen), die der Clomeleon-negativen ZellgroBe (Durchmesser in um)
Zellen (schwarz) bei 27,17 + 4,49 pum Abbildung 3.48: Die GroBenverteilung der beiden
(138 Zellen, ~84%). Da nur etwa 16% der Zellpopulationen ist sehr dhnlich. Durch den geringen
Anteil Clomeleon-exprimierender Zellen ist die

insgesamt 165 analysierten Sinneszellen o ) . .
Mauslinie CLM-13 fiir CI'-Imaging-Experimente nicht

Clomeleon exprimierten, sind DRG- :
geeignet.
Neurone dieser Mauslinie fir CI'-

Imaging-Experimente ebenso nicht geeignet.

Bei der Suche nach der ,richtigen® CLM-Mauslinie fiir Cl'-Imaging-Experimente mit
kultivierten Schmerzzellen wurde die Mauslinie CLM-1 als am besten geeignet
identifiziert. Kultivierte DRG-Neurone dieser Mauslinie exprimieren zu einem grof3en
Anteil (32%) den ratiometrischen Cl-Indikator in den kleinen- und mittelgrof3en,
nozizeptiven Neuronen, was kultivierte Neurone dieser Mauslinie fiir Cl-Imaging-
Experimente besonders interessant macht.

Setzt man voraus, dass 36 — 41 % (Abschnitt 3.2 und 3.3) aller untersuchten CLM-
1-Neurone TRPV1-Kanile exprimieren, dann kann der Gesamtanteil doppelt-positiver
(Clomeleon-exprimierender, Capsaicin-sensitiver) Neurone grob auf 11,5 — 13% ge-
schitzt werden. Ein hoherer Wert ergibt sich, wenn man die Analyseergebnisse aus

Abschnitt 3.7.1.1 (IB4-Féarbungen mit kultivierten CLM-1-Spinalganglienzellen) mit den
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Ergebnissen aus Abschnitt 3.3 (IBs-Féarbungen mit kultivierten mit DRG-Neuronen der
Ratte) verrechnet: Von der CLM-1-exprimierenden Population lieBen sich 36% mit dem
Pflanzenlektin anfarben; die IBs-bindende Population aus Abschnitt 3.3 war etwa zu
gleichen Teilen (50:50) TRPVI1-positiv und —negativ. Dementsprechend wére in der
CLM-1-DRG-Primérkultur ein Anteil von etwa 18% doppelt-positiver Neurone zu
erwarten. Die genannten Schitzwerte erscheinen niedrig, ein Anteil von 11,5 — 18%
doppelt-positiver Neurone ist fiir die funktionelle Untersuchung des Zusammenspiels von
Ca*-aktivierten CI'-Kanilen mit TRPV 1-Kanilen in CI-Imaging-Experimenten allerdings
hinreichend. Dariiber hinaus eignet sich die Mauslinie CLM-1 auch fiir die Untersuchung
einer moglichen funktionellen Kopplung von Ca*'-aktivierten Cl-Kanilen mit
Transduktionskandlen anderer sensorischer Modalitdten. Diese Mauslinie ist daher ein
niitzliches Hilfsmittel fiir Clomeleon-basierte Untersuchungen mit Schmerzzellen.

Die Analyse der IB4-Selektivitit kultivierter CLM-1-Spinalganglienzellen
(Abschnitt 3.7.1.1) ergaben (analog zu den Resultaten aus Abschnitt 3.3), dass sich das
Pflanzenlektin als Marker zum Identifizieren der TRPV1-exprimierenden Population in

DRG-Primérkulturen nicht eignet.

3.8 Genetische Manipulationen von DRG-Neuronen fiir CI'-Imaging

Das Anionen-sensitive YFPI152L ist ein anderes Beispiel fiir einen genetisch kodierbaren
CI'-Sensor. Eine transgene YFPI152L-exprimierende Mauslinie wurde bisher noch nicht
etabliert, daher musste ich eine geeignete Methode ausarbeiten, DRG-Neurone mit
YFPI152L auszustatten. Von den insgesamt vier verschiedenen, getesteten Methoden der
genetischen Manipulation haben sich nur die Nukleofektion und Infektionen mit
YFPI152L-kodierenden Adenoviren bewéhrt. Transiente Transfektionen nach der
Kalziumphosphat-Methode und Effectene®-Transfektionen haben fiir DRG-Neuronen
Transfektionsraten <1% ergeben. Nicht-neuronale, fibroblastdre Zellen wurden mit diesen
Methoden mit hoherer Effizienz transfiziert (~10%). Da die Transfektions-Effizienzen
dieser Methoden zu gering waren und nicht weiter angewendet wurden, werden im

Folgenden nur die Ergebnisse adenoviraler Infektionen und der Nukleofektionen gezeigt.
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3.8.1 Nukleofektion von DRG-Neuronen mit dem Anionen-sensitiven YFPI1152L

Die Nukleofektion wurde
nach dem Amaxa®“-Her-
stellerprotokoll, mit Suspen-
sionen frisch dissoziierter
Spinalganglienzellen, adul- D, g
ter Wistar-Ratten  durch- | 2

'Spinalganglien- |
gefiihrt  (siche  Abschnitt & 4~ Neurone

2.11.5). Es wurden DNA-

Mengen von 1-, 3-und 5 pg
/ Well ausgetestet. Die
Nukleofektions-Effizienz

Abbildung 3.49: Spinalganglien-Zellkultur 24 Stunden nach der
betrug bei 1 ug DNA / Well  Nykieofektion. Die Dichte der ausgesiten Neurone ist gering, da viele
<10%, mit 3 ug DNA / Well Zellen bei der Nukleofektion zerstort wurden. Die griin

wurde eine Rate von etwa fuoreszierenden Spinalganglienzellen wurden mit dem Anionen-

. . sensitiven YFPI152L nukleofiziert. Kleines Bild: Einzelnes
15% erzielt und bei der

nukleofiziertes DRG-Neuron. Das Protein war gleichmifig in der

optimalen DNA-Menge von =it wodurch selbst kleinste Strukturen wie Neuriten sichtbar
5 ng DNA / Well betrug die  yyrden. Balken: 50 pm.

Effizienz etwa 27%. Um die Effizienz der Nukleofektion mit 5 pg DNA / Well zu
quantifizieren, wurden in insgesamt 5 Bildern 26 Zellen mit der Software StatBuddy®
analysiert. Das Bild in Abbildung 3.49 zeigt eine Spinalganglien-Zellkultur 24 Stunden
nach der Nukleofektion mit 5 pg DNA / Well. Fiir das Bild wurde eine Nomarski DIC-
Durchlichtaufnahme mit einem Fluoreszenzbild {iberlagert. Wie in dem Bild zu erkennen
ist, wurden nicht-neuronale Zellen nicht nukleofiziert. Die auf Elektroporation basierende
Technik ist schéddlich fiir die Zellen. Etwa 2/3 der frisch dissoziierten Neurone wurden bei
der Nukleofektion zerstort, daher ist die Dichte der ausgesdten Nervenzellen gering. Im
kleinen Bild ist ein nukleofiziertes DRG-Neuron dargestellt. Selbst kleinste Strukturen wie

dendritische- oder axonale Ausldufer werden durch die gleichméBige Verteilung des CI'-

Sensors sichtbar.
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3.8.2 Infektionen von DRG-Neuronen mit YFPI1152L -kodierenden Adenoviren

Fiir Virusinfektionen wurden
Spinalganglienzellen wie in Ab-
schnitt 2.3 beschrieben dissoziiert
und kultiviert. 24 Stunden nach der

Priaparation wurde das Virus zum . .
Spinalganglien-

Kulturmedium  der  Primirzellen Neulose

gegeben und die Zellen fir 24 2 "'. ; \ a7
‘ ] g P

Stunden in der infektidsen Ldsung § = sateliiten’s;

A&~ Zellen

inkubiert. Nach Ablauf der Inkuba- 3
,. [ 5 ‘ﬁ{'.j

tionszeit wurde die Infektions-

Effizienz fluoreszenzmikroskopisch Abbildung 3.50: Uberlagerung von Nomarski DIC-

dokumentiert. Die gréﬁte Infektions- Duchlichtaufnahme und Fluoreszenzbild einer infizierten

Effizienz wurde mit einer optischen Primérzellkultur. Griin fluoreszierende Zellen exprimieren

Dichte von 1,6X107 Viruspartikeln, das Anionen-sensitive YFPI152L. Neben DRG-Neuronen

i i . . wurden auch nicht-neuronale, fibroblastire Zellen (Satelliten-

bei einer Inkubationszeit von 24
zellen) mit dem Adenovirus infiziert. Balken: 50 pm.

Stunden  erreicht. Bei groBeren
Partikel-Anzahlen starben die Zellen ab, mit weniger Partikeln wurden vorwiegend nicht-
neuronale Zellen infiziert. In Abbildung 3.50 ist exemplarisch eine mit YFPI152L-
kodierenden Adenoviren infizierte Primérzellkultur gezeigt. Wie in dem Bild zu erkennen
ist, wurden auller den Neuronen auch nicht-neuronale Zellen mit dem Adenovirus infiziert.
Unter den oben beschriebenen, optimalen Bedingungen wurde fiir Spinalganglienzellen
eine Infektions-Effizienz von ~35% ermittelt. Dazu wurden mit der Software StatBuddy®
in 6 Bildern insgesamt 117 Zellen analysiert. Die Infektionsrate nicht-neuronaler Zellen

wurde auf etwa 75% geschétzt.

Infektionen kultivierter DRG-Neurone mit YFPI152L-kodierenden Adenoviren stellen eine
preiswerte und effektive Alternative zu herkdmmlichen Methoden der genetischen
Manipulation dar. Leider konnten aus Zeitmangel im Rahmen dieser Arbeit keine CI-

Imaging-Experimente mit infizierten DRG-Neuronen durchgefiihrt werden.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde ein Protokoll fiir die Dissoziation von Spinalganglien-
Neuronen ausgearbeitet und Bedingungen geschaffen, unter denen adulte DRG-
Primérzellen fiir mehrere Wochen kultiviert werden konnen. Mit diesen Primérkulturen
wurde die Verwendbarkeit von Na-CDMNB-caged Capsaicin fiir kinetische Unter-
suchungen von TRPV1-Kanélen in Schmerzzellen nachgewiesen. Dariiber hinaus wurden
in Ganzzell-Strommessungen mit der Patch-Clamp-Technik und mit Cl’-Imaging Hinweise
erarbeitet, dass Capsaicin-induzierte Schmerzsignale in manchen TRPV 1-exprimierenden
Schmerzzellen durch Ca®*-aktivierte Cl-Kanile verstirkt werden. Diese funktionelle
Kopplung kann nun mit Na-CDMNB-caged Capsaicin in kinetischen Experimenten
untersucht werden. AuBerdem wurde die Hypothese entwickelt, dass der Anteil des Ca”"-
aktivierten Cl'-Stroms am Rezeptorstrom in Schmerzzellen durch die intrazelluldre CI'-
Konzentration ([C1];) beeinflusst wird. Diese Hypothese wird durch 2P-FLIM-Messungen
mit dem Cl-sensitiven Fluoreszenzfarbstoff MQAE, sowie durch Clomeleon-basierte,
ratiometrische Messungen der [CI]; gestiitzt. Die Messungen ergaben fiir Spinal-
ganglienzellen neugeborener Maiuse (P1-P4) eine homogene und hohe [CI];. In
Spinalganglienzellen adulter Méduse wurde dagegen eine heterogene Verteilung der [Cl;,
sowohl in Kultur (in vitro) als auch in vitalen Spinalganglien in Wirbelkorper-
Préparationen (in situ), ermittelt. Diese Messergebnisse waren insofern {iberraschend, als
flir DRG-Neuronen in der Literatur das Fehlen des CI'-Switch, und damit eine lebenslang
hohe [CI]; postuliert wurde (Gallagher et al., 1978; Alvarez-Leefmans et al., 1988).
Allerdings sind diese Ergebnisse gut mit einer neueren Studie zur NKCC1-Expression in
Schmerzzellen zu vereinbaren (Morales-Aza et al., 2004). Der Na'/K'/Cl-Kotransporter
NKCCI1 vermittelt Cl'-Akkumulation und hat damit Einfluss auf die elektrische
Erregbarkeit von Schmerzzellen (Sung et al., 2000). Die hier gemessene heterogene
Verteilung der [Cl]; konnte demnach auf alternierende NKCCI1-Expressionslevel
zurlickzufilhren sein. Fiir CI'-Imaging-Experimente mit Schmerzzellen wurde eine
Adenovirus-basierte Methode zur genetischen Manipulation von Schmerzzellen etabliert.
Mit dieser Methode konnen nozizeptive Neurone, aber auch nicht-neuronale Zellen mit
hoher Effizienz mit dem Anionen-sensitiven YFPI152L ausgestattet werden. Die
Entwicklung einer Software fiir Intensititsanalysen von Schmerzzellen in Co-Kulturen,
ermdglicht nun automatisierte Cl-Imaging-Experimente zur Untersuchung von Ca®'-

aktivierter Cl-Kanéle in Schmerzzellen.
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4.1 Charakterisierende Untersuchungen mit kultivierten DRG-Neuronen

Im Rahmen dieser Arbeit habe ich ein Protokoll fiir die Dissoziation von Spinalganglien-
Neuronen ausgearbeitet und Bedingungen geschaffen, unter denen adulte DRG-
Primirzellen fiir mehrere Wochen kultiviert werden konnen (Abbildung 3.1.4). Da sich die
Eigenschaften kultivierter DRG-Primirzellen mit der Zeit &ndern (Scott & Edwards, 1980),
wurden alle Experimente im selben Zeitfenster, nach 24 bis maximal 48 Stunden
Kulturdauer durchgefiihrt. Die maximal mogliche Kulturdauer wurde also nie ausgenutzt.
Spinalganglien beherbergen, neben nicht-neuronalen Zellen, die Zellkorper der drei
verschiedenen Typen (AB-, Ad- und C-Faser-Neurone) somatosensorischer Nervenzellen.
Daher besteht eine DRG-Primdrkultur immer aus einer Mischung von Zellen mit
unterschiedlichen Funktionen und Eigenschaften. Um in dieser Mischung selektiv die
physiologischen Eigenschaften von Schmerzzellen untersuchen zu kdnnen, musste ich
zundchst eine geeignete Methode ausarbeiten, Schmerzellen in der Co-Kultur
anzureichern. Die Zellkdrper der Schmerzzellen zéhlen zu den kleinen- (C-Fasern, &: < 30
um) und mittelgroBen Neuronen (Ad-Fasern, J: 30 - 45 pum). Durch mehrstufiges
Filtrieren des Dissoziats mit Nylonfiltern unter-schiedlicher Maschenweite (150 um, 50
um) war es mir moglich, die kleinen- und mittelgrolen Zellen anzureichern. Ein weiterer
Filtrationsschritt, bei dem durch ein 10 um-Filter die meisten nicht-neuronalen Zellen aus
der Kultur entfernt wurden, flihrte zu dem Ergebnis, dass die Neuronen schneller
abstarben, als in Kulturen, die noch eine groBe Anzahl nicht-neuronaler Zellen enthielten.
Ein gewisser Anteil nicht-neuronaler Zellen (z.B. Satellitenzellen) in der Kultur scheint
also fiir das Uberleben adulter, ausdifferenzierter DRG-Neurone von groBer Bedeutung zu
sein. Inwieweit nicht-neuronale Zellen einen Einfluss auf die Uberlebensfihigkeit von
DRG-Neuronen in vitro eine Rolle spielen, wurde in dieser Arbeit nicht weiter untersucht.
Alle hier beschriebenen und verwendeten Kulturen enthielten eine groe Anzahl nicht-
neuronaler Zellen. Die Anreicherung kleiner- und mittelgroBer DRG-Neurone, durch
mehrstufiges Filtrieren, ist nur ein erster Schritt zur Identifizierung von Schmerzzellen
einer bestimmten Modalitit. Schmerzzellen sind polymodal (Bessou et al., 1969), d.h. sie
haben die Fahigkeit auf unterschiedliche Schmerzreize zu reagieren. Die Schmerzzellkultur
ist daher trotz der Anreicherung eine Mischung aus Neuronen, unterschiedlicher
Funktionen und Eigenschaften. Die Identifizierung von Schmerzzellen einer definierten
Modalitit ist durch den Vergleich der Perikaryen-Durchmesser leider nicht moglich. Mein
Interesse galt der Hitze-, bzw. Capsaicin-sensitiven Modalitidt, die durch den
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Transduktionskanal TRPV1 vermittelt wird. Um Zellen dieser Modalitét zu identifizieren
habe ich immunzytochemische Férbungen mit Antikérpern gegen TRPVI1, sowie
funktionelle Charakterisierungen mit Ca*"-Imaging und Firbungen mit dem Pflanzenlektin
IB4 durchgefiihrt. Die Antikorperfarbungen ergaben, dass 41% der kultivierten-,
mittelgroBen DRG-Neurone TRPV1 exprimierten (Abbildung 3.5). Die funktionellen
Experi-mente und IB4-Firbungen bestdtigten, dass die kleine- und mittelgrof3e
Zellpopulation aus Zellen unterschiedlicher Modalititen besteht (Abbildung 3.19 - 3.21).
Mit diesen Experimenten sollte untersucht werden, ob mit dem Pflanzenlektin die TRPV1-
exprimierende Zellpopulation identifiziert werden kann. Aus dem Kuchendiagramm in
Abbildung 3.21 geht hervor, dass mehr als die Hilfte (55%) der TRPV1-exprimierenden
Zellen das Pflanzenlektin gebunden hatten. Dieser Wert entspricht anndhernd dem
Gesamtanteil Capsaicin-positiver Zellen in den verwendeten Kulturen. Diese Ergebnisse
zeigen, dass weder die IB4-Farbung noch die ZellgroBe (Durchmesser) bei der Suche nach
TRPV1-positiven DRG-Neuronen in Primirkulturen fiir Patch-Clamp-Experimente
hilfreich sind.

Neben der Verteilungsanalyse sollte mit den Farbeexperimenten untersucht werden,
ob die Funktionalitidt der Neurone durch eine IB4-Behandlung beeinflusst wird. Da viele
IB;-gefarbte Zellen eine Capsaicin-induzierte TRPV1-Aktivierung zeigten, konnte eine

Beeintrichti-gung der Funktionalitit durch das Pflanzenlektin ausgeschlossen werden.

4.2 Capsaicin-induzierte Stréme nach Fotolyse von caged Capsaicin

In dieser Arbeit habe ich die caged Capsaicine Na-CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin

fiir physiologische Experimente mit Schmerzzellen ausgetestet.

4.2.1 Na-CDMNB-caged Capsaicin

Der Effekt der fotolytischen Freisetzung von Capsaicin aus Na-CDMNB-caged Capsaicin
auf TRPV1-exprimierende Neuronen wurde in Ganzzell-Experimenten mit der Patch-
Clamp-Technik untersucht. Capsaicin-induzierte Strome und -Spannungsinderungen
wurden in insgesamt 70 Neuronen, mit Durchmessern zwischen 20 - 45 um, gemessen
(Abbildungen 3.9, 3.11 und 3.12). Na-CDMNB-caged Capsaicin erfiillt sowohl die
chemischen-, als auch funktionellen Anforderungen fiir Konzentrationssprung-

Experimente mit Vanilloid-Rezeptoren. Die gute Ldslichkeit, das Absorptionsmaximum
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bei 350 nm und eine hohe Quantenausbeute macht diese Substanz sehr niitzlich fiir
physiologische Experimente. Durch die Maskierung der biologisch aktiven
Hydroxylgruppe ist das Molekiil auch bei einer Konzentration von 1 uM inaktiv - eine
Konzentration, bei welcher freies Capsaicin TRPV1-Kanéle bereits sittigt. Diese foto-
chemischen Eigenschaften machen CDMNB-caged Capsaicin zu einem hilfreichen
Werkzeug fiir kinetische Experimente mit Vanilloid Rezeptoren.

Vor der fotolytischen Capsaicin-Freisetzung, durch einen UV-Blitz, ist die TRPV1-
exprimierende Zelle von einer Losung mit konstanter caged Capsaicin-Konzentration
umgeben. Durch die gleichmifige Verteilung der Substanz in der Badldsung, kann
fotolytisch freigesetztes Capsaicin innerhalb von Mikrosekunden die gesamte zugéngliche
Zelloberfliche erreichen. Die Kanalantwort ist daher kinetisch nicht durch
Diffusionsprozesse limitiert. Das garantiert eine nahezu synchrone Aktivierung aller
zuginglichen lonenkanile der Zelle, wodurch die mikroskopischen, kinetischen Parameter
von makroskopischen Strommessungen abgeleitet werden konnen. Demgegeniiber
erzeugen herkommliche Perfusionssysteme komplexe zeitliche Aktivierungsmuster, die
durch hydrodynamische Stérungen des Losungsflusses hervorgerufen werden, und die
Analyse schneller Kanalprozesse unmdoglich machen.

Die fotolytische Freisetzung von Kanal-Liganden bewirkt ein plétzliches Einsetzen
des Kanalstroms (z.B. Hagen et al., 1996; Grewer et al., 2000; Lagostena et al., 2001; Li
and Niu et al., 2004). Bei meinen Untersuchungen zur Verwendbarkeit von caged
Capsaicin fiir kinetische Experimente (Abschnitt 3.2.5, Abbildungen 3.14 und 3.15) habe
ich Verzogerungen zwischen UV-Blitz und Einsetzen der Stromantwort von 124 + 58 ms
(n = 15) gemessen. Die verzogert einsetzende Kanalantwort ist moglicherweise auf eine
Diffusionsbarriere am Kanal zuriickzufiihren, die das freigesetzte Capsaicin zunéchst
liberwinden musste. Vorhergehende Arbeiten haben gezeigt, dass Capsaicin an die
intrazelluldire Domidne von TRPV1-Kanilen binden muss (Jung et al., 1999; Jordt and
Julius, 2002; Jung et al., 2002; Gavva et al., 2004). Die Verzogerung zwischen UV-Blitz
und Einsetzen der Stromantwort ldsst vermuten, dass fotolytisch freigesetztes Capsaicin
zunichst die Zellmembran tiberwinden muss, bevor es an den Kanal binden kann. Fiir
schnelle Kanal-Aktivierungen, ohne Verzdgerung miisste caged Capsaicin daher von
beiden Seiten der Zellmembran angeboten werden.

Die caged Compound-Technologie hat in den letzten Jahren interessante
Entwicklungen hervorgebracht, die auch fiir kinetische Untersuchungen von Vanilloid

Rezeptoren niitzlich sind. Beispielsweise ermoglichen Seitengruppen, die bei einer
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fotolytischen Spaltung der maskierten Substanz Fluoreszenzlicht emittieren, eine
fluoreszenzoptische Untersuchung der Freisetzungskinetik der biologisch aktiven
Substanz, sowie seine Ausbreitung und Verteilung in das umgebende Medium. (Hagen et
al., 2002). AuBerdem sind diese Substanzen fiir Experimente niitzlich, bei denen eine
Zweiphotonen-Anregung verwendet wird, um Konzentrationsspriinge innerhalb des
fokalen Volumens eines Anregungslasers zu erreichen (Furuta et al., 1999). Zweiphotonen-
Fotolyse ist ein sehr hilfreiches Werkzeug, wenn sehr kleine Strukturen, mit einer
raumlichen Ausdehnung, die der des fokalen Volumens der Mikroskoplinse entspricht,
untersucht werden miissen. Durch die Anregung mit der doppelten Wellenlidnge (rotes
Licht, Infrarotlicht, >700 nm) sind Streueffekte und Fotoschdden im Vergleich zur
Verwendung von UV-Licht stark reduziert. Experimente, bei denen die Fotolyse biologisch
aktiver Substanzen auf sehr kleine Zellkompartimente beschrinkt sein muss, wie z.B.
Dendriten, Synapsen oder intrazelluldre Organellen (Niggli & Egger, 2004), aber auch in
Gewebeschnitten und in organotypischen- oder Primérzellkulturen, dem Standardmodell

des Schmerzsystems, sind durch eine Zweiphotonen-Belichtung moglich.

4.2.2 Vergleich zwischen Na-CDMNB- und DMNB-caged Capsaicin

DMNB-caged Capsaicin ist aufgrund seiner langsamen Freisetzungskinetik nicht fiir
physiologische Experimente mit Schmerzzellen geeignet. Abbildung 3.17 zeigt das
Resultat eines Vergleichsexperiments mit den beiden Substanzen Na-CDMNB- und
DMNB-caged Capsaicin. In Anwesenheit von 5 uM DMNB-caged Capsaicin nahm der
Strom nur sehr langsam zu (>1 s) und erreichte nach etwa 4,5 Sekunden ein Maximum von
~0,2 nA, wogegen TRPV1-Kanéle durch fotolytische Freisetzung von Capsaicin aus Na-
CDMNB-caged Capsaicin bereits nach ~50 ms aktiviert wurden und einen starken
Einwirtsstrom leiteten (~5,5 nA). Diese Ergebnisse bestitigen die Eignung von Na-
CDMNB-caged Capsaicin, als Werkzeug flir kinetische Untersuchungen von TRPVI1-

Kanilen.

4.2.3 Mdgliche Anwendungen fur caged Capsaicin in der Schmerzforschung

Na-CDMNB-caged Capsaicin ermoglicht neuartige Experimente mit Priparationen, bei
denen die nozizeptive Plasmamembran zugénglich ist. Beispielsweise kann mit lebenden

Gewebeschnitten von Riickenmark oder Spinalganglien, die Weiterleitung der
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Schmerzsignale von den Nozi-zeptoren zu den Projektionsneuronen im Hinterhorn
untersucht werden (z.B. Ruscheweyh et al., 2003; Kato et al., 2004). Caged Capsaicin kann
als Werkzeug dienen, um sehr spezifisch und wiederholt (Abbildung 3.13) TRPV1-Kanile
in den Zielorganen zu aktivieren und so die Beobachtung der Antwort von
Riickenmarksneuronen mit hoher zeitlicher Auflésung zu ermdglichen. Der Vorteil dieser
Methode gegeniiber der herkommlichen Stimulation von Hinterwurzelfasern mit
elektrischen Impulsen liegt in der Spezifitit des Reizes. Schmerzfasern einer definierten
Modalitit (schmerzhafte Hitze) konnen selektiv, durch die Aktivierung ihrer

Transduktionskanile stimuliert werden.

Wenn die Fotolyse durch eine Punktbeleuchtung ausgelost wird, konnen Einzelzellen
aktiviert- und die Antworten benachbarter, mit der aktivierten Zelle {iber synaptische
Kontakte verbundene Zellen, abgeleitet werden. Die selektive Aktivierung TRPV1-
exprimierender Neurone in neuronalen Netzwerken ermoglicht die Untersuchung der
Prozesse bei der Signalverarbeitung und -Weiterleitung mit hoher zeitlicher Auflésung
und gewdhrt einen Einblick in die Konnektivitit und Plastizitdt der Signalverarbeitung

zwischen Schmerzzellen und Neuronen des ZNS.

4.3 Capsaicin-induzierte Cl'-Strome in kultivierten DRG-Neuronen

4.3.1 CI-Imaging mit kultivierten CLM-1-DRG-Neuronen

CI'-Imaging ist ein experimenteller Ansatz, eine funktionelle Kopplung Ca*"-aktivierter CI
-Kanile mit Transduktionskanidlen, wie beispielsweise dem Capsaicin-sensitiven Kanal
TRPV1, bei der Generierung von Schmerzsignalen, nachzuweisen. Bei einer solchen
Interaktion, werden infolge des Transduktionskanal-vermittelten Anstiegs der
intrazelluldren Ca’’-Konzentration, Ca’'-gesteuerte Cl-Kanile aktiviert, die ihrerseits
einen auswirtsgerichteten CI'-Strom leiten. Der Cl'-Auswiértsstrom dufert sich in einer
Anderung der Fluoreszenzintensitit des Cl-Sensors (hier: Clomeleon), und identifiziert
eine funktionelle Kopplung Ca*'-aktivierter CI-Kanile mit dem entsprechenden
Transduktionskanal.

Mit dem Cl'-Imaging-Experiment aus Abschnitt 3.4.1 konnte ein erster Hinweis auf
eine funktionelle Kopplung von Ca®’-aktivierten Cl'-Kanilen mit TRPV1-Kanilen

erarbeitet werden. Ein mittelgroBBes (~ & 30 um) CLM-1-DRG-Neuron reagierte auf eine

110



4. Diskussion

Stimulation mit 1 uM Capsaicin, mit einer 20%-igen Zunahme der Fluoreszenzintensitit.
Alle Zellen, der in Abbildung 3.22 gezeigten Kultur, haben unterschiedliche Durchmesser.
Die kleinste Zelle (~ & 15 um) liegt auBerhalb des fiir CLM-1-DRG-Neurone ermittelten
GroBenbereiches CLM-positiver Neurone (siche Abbildung 3.43) und exprimierte das
Fusionsprotein daher nicht. Die andere, nicht-reagierende Zelle, exprimierte
moglicherweise keinen, oder nur einen der beiden oben genannten Ionenkanile, bzw. war
CLM-negativ. Dieses Ergebnis ist ein erster Hinweis auf eine funktionelle Kopplung von
CI'- und TRPVI1-Kanélen. Fiir einen echten Nachweis dieser funktionellen Kopplung
miisste dieses Experiment reproduziert und statistisch nachgewiesen werden. Da nach der
GroBenanalyse CLM-exprimierender DRG-Neurone keine adulten CLM-1-Miduse mehr

verfligbar waren, konnte ich dieses Experiment nicht wiederholen.

4.3.2 NFA-sensitive, Capsaicin-induzierte CI'-Strome in DRG-Neuronen

Die Ergebnisse aus Abschnitt 3.4 sind Hinweise darauf, dass Ca®"-aktivierte CI'-Kanile
den Rezeptorstrom in manchen DRG-Neuronen verstirken. Die von unserer Arbeitsgruppe
vermutete-, und von Granados-Soto et al. (2005) postulierte Funktion Ca® -aktivierter CI-
Kanidle in Schmerzzellen, konnte durch meine Experimente also bekréiftigt werden.
Dariiber hinaus wurden Hinweise auf eine funktionelle Kopplung von TRPV1- mit Ca*'-
aktivierten Cl'-Kanilen, bei der Hitzeschmerz-vermittelten Signalentstehung erarbeitet. Fiir
die Messung Nifluminsidure (NFA)-sensitiver, Capsaicin-induzierter CI’-Strome wurden
ausschlieBlich IB4-positive DRG-Neurone verwendet. In 8 (32%) von insgesamt 25 DRG-
Neuronen konnten NFA-sensitive, Capsaicin-induzierte Cl-Strome gemessen werden.
Dieses Resultat ist gut mit den Ergebnissen von Currie et al. (1992) zu vereinbaren. In
dieser Studie wurden in 50% der untersuchten DRG-Neurone Ca*"-aktivierte CI'-Strome
gemessen. Bei meinen Capsaicin-Perfusions-Experimenten lieBen sich Capsaicin-
induzierte CI'-Strome mit 500 pM Nifluminsdure um 6 - 50% blockieren, was auf
unterschiedlich starke Einfliisse Ca®-aktivierter CI'-Kanile bei der Generierung von Hitze-
Schmerzsignalen schlieBen lasst. Auf der Basis dieser Resultate habe ich die Hypothese
erstellt, dass der Anteil des Ca*"-aktivierte CI-Stroms am Rezeptorstrom moglicherweise
durch die intrazelluldre Cl'-Konzentration bestimmt wird. Diese Hypothese wird durch
eine Studie zur Expression von Cl-Kotransportern in DRG-Neuronen der Ratte gestiitzt

(siehe folgender Abschnitt 4.4).
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4.4 2P-FLIM-Messung der [Cl]; in somatosensorischen Neuronen der Maus

Die Vitalitit der in 2P-FLIM-Experimenten untersuchten Gewebe wurde mit den
Farbstoffen Trypan-Blau und MTT {iberpriift. Wie in den Abbildungen 3.31 und 3.32 zu
erkennen ist, zeigten die DRG-Neurone in Wirbelkorper-Praparationen, nach Ablauf der 5-
stiindigen, ,,simulierten” MQAE-Inkubationszeit eine starke Vitalitit. Entsprechend
konnten die Gewebe innerhalb dieses Zeitfensters fiir 2P-FLIM-Messungen genutzt
werden. Da sich die Vitalitit des Gewebes fiir spétere Zeitpunkte nicht eindeutig
nachweisen lief, wurden keine dlteren Praparationen fiir FLIM-Experimente verwendet.

An die Qualitdt der Wirbelkorperpraparationen wurden grofle Anspriiche gestellt
(gut zugdngliche Spinalganglien mit unverletzter Dura mata und intakten Wurzeln). Daher
mussten viele Méuse prédpariert werden um eine hinreichende Anzahl verwendbarer
Priaparationen zu erhalten. Der Versuch, 2P-FLIM-Messungen an isolierten
Spinalganglien, die in groBerer Anzahl und mit geringerem Arbeitsaufwand prépariert
werden konnen, durchzufiihren, scheiterte an der Vitalitit der Gewebe, da die vom
Wirbelkorper entfernten Ganglien, bzw. die darin beherbergten Neuron sehr schnell (<1
Stunde) abstarben.

Mit den 2P-FLIM-Messungen habe ich einerseits die hohe [CI];, die bereits von
Kaneko et al. (2002) mit einer dhnlichen Technik an frisch dissoziierten DRG-Neuronen
adulter Ratten ermittelt wurde, bekriftigt (61,8 mM + 19,7 mM, 818 Zellen). Andererseits
ergaben diese Messungen, dass die [CI']; nicht in allen DRG-Neuronen adulter Tiere hoch
ist. Flir somatosensorische Neurone postnataler Mause, treffen die Voraussagen zu, die von
Gallagher et al.,, Alvarez-Leefmans et al. und Kaneko et al. getroffen wurden. Im
Spinalganglien-Gewebe der jungen Miuse (P1-P4) hatten alle Neuronen eine hohe [CI'];
(>35 mM), im Mittel betrug sie 77,2 mM + 13,6 mM (975 Zellen). Eine klare Unterteilung
verschiedener Populationen somatosensorischer Neurone, mit dhnlicher [CI'];, ist bisher
nicht moglich. Auch konnte keine Korrelation von Zellgroe und [Cl']; nachgewiesen
werden.

Wie kommen die Unterschiede der [Cl];, postnataler- und adulter Tiere zustande?
In den meisten Neuronen des Zentralnervensystems wird die [CI']; nach der Geburt, durch
die Expression des K'/CI-Kotransporters KCC2, zunehmend reduziert (CI'-Switch). Von
Kanaka et al. (2001) konnte in somatosensorischen Neuronen keine KCC2-Expression
nachgewiesen werden, daher wurde fiir diese Zellen eine lebenslang hohe [CI']; postuliert.

Allerdings findet man in der Literatur zur KCC2-Expression in Spinalganglien-Neuronen
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gegenteilige Aussagen. Im Rahmen einer Doktorarbeit in unserer Arbeitsgruppe wurde
eine schwache Expression der K'/CI'-Kotransporter-Gene in DRG-cDNA nachgewiesen
(Putzier 2003). In einer neueren Studie von Morales-Aza et al. (2004), beobachtete man in
DRG-Neuronen eine zunehmende Expression von K'/Cl'-Kotransporter-Proteinen mit
einhergehenden Entziindungsprozessen. In der gleichen Arbeit wurde auch eine, durch
Entziindungsprozesse eingeleitete Zunahme der NKCCI1-Expression nachgewiesen. Der
Na'/K'/Cl'-Kotransporter NKCC1 vermittelt Chlorid-Akkumulation in DRG-Neuronen
(Sung et al., 2000) und ermdglicht diesen Zellen, eine hohe [CI]; aufrechtzuhalten. Die
von mir mit der 2P-FLIM-Technik gemessenen, grolen Unterschiede der intrazelluldren
CI'-Konzentration von Spinalganglien-Neuronen sind also moglicherweise auf
alternierende KCC2-, und NKCCI-Expressions-Level zuriickzufiihren. Diese beiden
Proteine konnen iiber die [CI']; Einfluss auf die elektrische Erregbarkeit dieser Zellen
nehmen, und vermitteln moglicherweise damit die grole Dynamik von Schmerzzellen bei
der Generierung von Schmerzsignalen. Meine Messungen ergaben, dass die [Cl]; nicht in
allen DRG-Neuronen hoch ist. Ebenso werden nicht von allen Spinalganglien-Neuronen
Ca*-aktivierte CI-Kanile exprimiert. Es konnte sein, dass Ca*"-aktivierte Cl'-Kanile nur
in DRG-Neuronen mit hoher [CI']; exprimiert werden und der Einfluss dieser Kanile auf
die Verstirkung des Rezeptorpotenzials durch NKCCI- und KCC2-vermittelte

Anderungen der [CI]; verindert wird.

Gegeniiber den Methoden, die andere Arbeitsgruppen fiir [CI']; -Messungen verwenden,

hat die Messung der Fluoreszenz-Lebenszeit eines Fluorophors, einige Vorteile:

(1.) 2P- FLIM ist nicht-invasiv, da der nicht-toxische Cl-Indikator MQAE verwendet wird.
Zudem kann die 2P-FLIM-Technik auch mit Gewebeschnitten durchgefiihrt werden.

(2.) Messungen konnen direkt verfolgt und auch wihrend des Versuchs, beispielsweise
tiber die Badlosung, beeinflusst werden.

(3.) Ist die Stern-Volmer-Konstante (Ksy) einmal fiir einen Zelltyp bestimmt, kdnnen

Zellen unterschiedlicher Préparationen direkt miteinander verglichen werden.

Die FLIM-Methode hat allerdings nicht nur Vorteile. Vor allem die Eichung, also die
Bestimmung der Stern-Volmer-Konstante (Ksy) eines Zelltyps, ist fiir die Zellen toxisch.
Die Kgy wird mit Hilfe der giftigen lonophore Nigericin und Tributylzinn durchgefiihrt,

die die Zellmembran fiir Cl'-Ionen und Protonen permeabilisieren. Die Ionophore werden
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dazu verwendet, um die [CI]; iiber die Badlosung einzustellen. Tributylzinn wird fiir
diese Zwecke standardmdfig verwendet. Es kann innerhalb weniger Minuten diverse
physiologische Funktionen der Zelle zerstdren und den programmierten Zelltod zur Folge
haben (Viviani et al.,, 1995; Nishikimi et al.,, 2001). Zurzeit sind Triorganozinn-
Verbindungen jedoch die einzigen erhiltlichen Cl'-lonophore. Es wurden allerdings bereits
andere Verbindungen diskutiert, die als CI/H'-Symporter oder Cl/OH- Austauscher
dienen konnen und somit vielleicht in Zukunft eine bessere Mdglichkeit zur die CI'-
Permeabilisierung der Zelle bieten konnten (Sato et al., 1998). Die Verwendung der 2P-
FLIM-Methode hat auBBerdem den Nachteil, dass unterschiedliche Zelltypen nicht direkt,
wihrend der Messung, miteinander verglichen werden konnen. Dazu miissen die t-
Messdaten zunéchst iiber die jeweilige Ksy und 19 in die [CI']; umgerechnet werden. Die
von mir in DRG-Neuronen ermittelten MQAE-Fluoreszenz-Lebenszeit-Parameter

betragen: 19 (0 mM [CI];) = 3,94 ns, Ksyv =3,05 M.

4.5 Ratiometrische Bestimmung der [Cl];

In Zellen der transgenen Mauslinie ,,R0sa26%“ ist die Expression des ratiometrischen CI -
Sensors Clomeleon unter die Kontrolle von Promotorelementen des Na, 1.8-Gens gestellt.
Dieses Gen  kodiert das Protein des TTX  (Tetrodotoxin)-insensitiven,
spannungsgesteuerten Natriumkanals in Schmerzzellen. Er ist fiir die Generierung von
Aktionspotenzialen in Schmerzzellen verantwortlich. TTX-insensitive Natriumkanile
werden nur in nozizeptiven Neuronen exprimiert. Die Nozizeptor-spezifische Clomeleon-
Expression wiirde diese Mauslinie besonders geeignet fiir Cl'-Imaging-Experimente mit
Schmerzzellen machen, allerdings ist der Expressionslevel des Proteins in den Neuronen
sehr gering (miindliche Mitteilung von Dr. Thomas Kuner). Entsprechend ist die
Farbstoffkonzentration in den Zellen-, und damit die Fluoreszenzintensitit gering.
Spinalganglienzellen dieser Maiuse sind daher nur bedingt fiir Imaging-Experimente
geeignet und erfordern leistungsfahige Lichtquellen, sowie sehr empfindliche Detektoren.
Die in Abschnitt 2.8.4 beschriebene 2P-FLIM-Apparatur erfiillt diese Bedingungen. Mit
dieser Apparatur habe ich YFP- und CFP-Emissionen gemessen und die YFP/CFP-
Quotienten somatosensorischer ,,Rosa26“-Neuronen errechnet. Die ratiometrische
Messung ergab eine grofle Streuung der [Cl'];, mit Konzentrationen zwischen 2 — 60 mM
(Mittelwert: 28.4 + 14.8 mM). Die Streuung der Messwerte dhnelt der Verteilung, die mit
MQAE-Lebenszeit-Messungen ermittelt wurde. Insgesamt wurden 228 Neurone untersucht
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(Abb. 3.40). Etwa 78% (179 Zellen) exprimierten Clomeleon. Sie hatten, wie erwartet, eine
mittlere Grée von 24,70 + 5,56 pm, und fielen damit in den Bereich der kleinen (< 30
um), nozizeptiven Nervenzellen. Ein geringer Anteil der Zellen war CLM-negativ (22%,
49 Zellen). Ihr mittlerer Durchmesser betrug 29,65 + 3,48 um, diese Zellen waren also wie
erwartet grofler die Clomeleon-exprimierenden, nozizeptiven Zellen.

Die Verwendung der Mauslinie ,,R0sa26*“ erdffnet neue Moglichkeiten fiir die
Untersuchung der Prozesse bei der Entstehung von Schmerzsignalen. Da der CI-Sensor
wahrscheinlich in alle Kompartimente des Schmerzsystems transportiert wird, bzw. dorthin
diffundiert, sollte eine Untersuchung der Cl-Konzentration auch in den kleinen
sensorischen Kompartimenten und an den Synapsen im Hinterhorn moglich sein.
AuBlerdem entfallen bei Messungen mit Clomeleon-exprimierenden DRG-Neuronen lange

Inkubationszeiten, wie im Fall der MQAE-Lebenszeit-Messungen.

4.6 GroBenanalysen von CLM-DRG-Neuronen

Um die Expression Ca’’-aktivierter CI'-Kanidle in Schmerzzellen funktionell zu
untersuchen und eine mogliche funktionelle Kopplung dieser Kanéle mit TRPV1-Kanélen
zu identifizieren, sollte mit Clomeleon-exprimierenden Neuronen Cl-Imaging
durchgefiihrt werden. Der FRET-basierte Cl’-Sensor Clomeleon ist daflir ein geeignetes
Werkzeug. Gegeniiber anderen Cl'-sensitiven Fluoreszenzfarbstoffen wie z.B. MQAE, hat
Clomeleon zwei entscheidende Vorteile: (1.) Uber die ratiometrische Analyse der CFP-
/YFP-Fluoreszenzemissionen ermoglicht Clomeleon die direkte Messung absoluter CI-
Konzentrationen. Der zu untersuchende Zelltyp muss nicht (wie bei MQAE-Fluoreszenz-
Lebenszeit-Messungen) mit verschiedenen CI'-Konzentrationen kalibriert werden (Kuner
et al., 2004; Kaneko et al., 2004). Auf die Verwendung giftiger lonophore wie Nigericin
und Tributylzinn kann daher verzichtet werden. (2.) Da Clomeleon ein genetisch
kodierbares Protein ist, kann es gezielt in einem bestimmten Zelltyp, bzw. Gewebe zur
Expression gebracht werden.

Bei der Herstellung der transgenen Mauslinien CLM-1, -11, -12 und -13 wurde die
kodierende Sequenz durch einen ungezielten, bzw. ortsunspezifischen Gentransfer in das
Genom der Tiere integriert. In diesen Tieren ist die Expression von Clomeleon unter die
Kontrolle des Neuronen-spezifischen Promotors Thyl gestellt. Clomeleon wird in diesen
Miusen zwar spezifisch in neuronalem Gewebe exprimiert, in welchen Zellen des

neuronalen Systems das Protein hergestellt wird, hingt allerdings vom Ort der Integration
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ins Wirtsgenom ab, und kann daher nicht vorausgesagt werden. Um herauszufinden,
welche der vier transgenen Mauslinien, in den kleinen (< 30 um, C-Fasern) und
mittelgroBen (30 — 45 um, Ad-Fasern) Schmerzzellen Clomeleon exprimiert, habe ich eine

GroBen-basierte Expressionsanalyse mit kultivierten CLM-DRG-Neuronen durchgefiihrt.

4.6.1CLM-1

Die Analyse der GroBenverteilung, kultivierter CLM-1-DRG-Neurone ergab, dass der
Anteil Clomeleon-exprimierender Zellen dieser Mauslinie bei etwa einem Drittel (32%)
liegt. Thr Durchmesser betrug im Mittel 25,85 + 4,47 um. Wie das Histogramm in
Abbildung 3.43 erkennen lédsst, deckt die CLM-positive Population den Bereich der
kleinen, nozizeptiven Zellen ab, was kultivierte Neurone dieser Mauslinie fiir Cl'-Imaging
Experimente besonders interessant macht. Die Analyse der IBs-Selektivitdt, kultivierter
CLM-1-Spinalganglienzellen (Abschnitt 3.7.1.1) ergaben (analog zu den Resultaten aus
Abschnitt 3.3), dass sich das Pflanzenlektin als Marker zum Identifizieren der TRPV1-

exprimierenden Population in DRG-Priméarkulturen nicht eignet.

4.6.2 CLM-11, -12 und -13

Tabelle 4.1 zeigt die mittleren Durchmesser, sowie die Haufigkeiten (in %) CLM-positiver
Neurone, die in DRG-Primérkulturen von transgenen Méusen der Linien CLM-11, -12 und
-13 ermittelt wurden. Keine der drei Mauslinien erfiillen die Anforderungen, die an die
GroBe und den prozentualen Anteil CLM-exprimierender Neurone gestellt werden. Diese

Mauslinien sind daher fiir CI'-Imaging-Experimente nicht geeignet.

CLM-11 30,57 £ 6,14 ym 26%
CLM-12 33,83 £ 6,38 ym 38%
CLM-13 29,65 + 3,56 ym 16%

Tabelle 4.1: Mittlere GroBlen (+ SD) und prozentualer Anteil, CLM-
exprimierender DRG-Neurone der Mauslinien CLM-11, -12 und -13.
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4.7 Genetische Manipulationen von DRG-Neuronen fiir Cl'-Imaging

Es ist moglich, dass Ca®"-aktivierte Cl'-Kanile, auBer an die hier postulierte TRPV1-
vermittelte Hitze-, bzw. Capsaicin-sensitive Modalitdt, auch an andere sensorische
Modalititen gekoppelt sind. CI'-Imaging mit kultivierten Schmerzzellen ist eine geeignete
Methode, dies zu untersuchen.

Um CI'-Imaging-Experimente mit kultivierten DRG-Neuronen durchfithren zu
konnen, miissen die Zellen zundchst mit einem Cl’-Sensor ausgestattet werden. In dieser
Arbeit habe ich vier verschiedene Methoden (Kalziumphosphat, Effectene®, Nukleofektion
und Virusinfektion) ausgetestet, DRG-Neurone mit dem Anionen-sensitiven CI-Sensor
YFPI152L zu transfizieren. Leider hat nur eine der vier Techniken zu befriedigenden
Ergebnissen gefiihrt.

Kalziumphosphat-, und Effectene®-Transfektionen erwiesen sich als absolut
ungeeignet, da mit ihnen Transfektionsraten fiir DRG-Neurone von ~1% erzielt wurden.

Mit der Nukleofektions-Methode wurde eine maximale Transfektionsrate von
~27% erreicht. Allerdings scheint diese, auf Elektroporation basierende Technik sehr
schiadigend auf frisch dissoziierte DRG-Neurone zu wirken, da nach erfolgter
Nukleofektion nur noch etwa ein Drittel der Neurone intakt waren. Im Bild in Abbildung
3.49 exprimiert eine Zelle den Cl'-Sensor YFPI152L, die meisten anderen Zellen fielen
dem Elektroschock zum Opfer.

Mit Virusinfektionen wurden die hochsten Raten erzielt. Das in Abb. 3.50 gezeigte
Bild lasst eine hohe Transfektionseffizienz sowohl fiir DRG-Neurone (~35%), als auch fiir
nicht-neuronale Zellen (~75%, geschitzt) erkennen.

Zwar ist die Herstellung der Viren ein zeitaufwendiges Verfahren, allerdings hat
der Virus-vermittelte Gentransfer gegeniiber konventionellen Transfektions-Methoden
mehrere Vorteile: (1.) Infektions-Ansdtze sind in wenigen Minuten, mit geringem
Arbeitsaufwand hergestellt, am néchsten Tag stehen die Zellen fiir Imaging-Experimente
zur Verfligung. (2.) Die Inkubationszeit des Transfektions-, bzw. Infektionsansatzes ist fiir
Experimente mit DRG-Neuronen ein kritischer Parameter, da sich die physiologischen
Eigenschaften dieser Zellen mit zunehmender Kulturdauer verdndern (Scott & Edwards,
1980). (3.) Lange Inkubationszeiten, wie bei Kalziumphosphat-, oder Effectenc®-
Transfektionen werden durch Virusinfektionen umgangen. (4.) Bei Bedarf konnen die

Viruspartikel in HER911-Zellen mit geringem Arbeits- und Zeitaufwand vermehrt werden
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und erfordern keine kosten- und =zeitintensiven Prédparationen von Transfektions-
Plasmiden, wie im Fall konventioneller Transfektions-Methoden.

Nicht-neuronale Zellen lieBen sich in dem in Abb. 3.50 gezeigten Experiment mit
héherer Effizienz manipulieren (~75%), als DRG-Neurone. Ca®"-aktivierte CI-Strome
wurden, auler in den Perikaryen der somatosensorischen Neurone, auch in fibroblastiren
Statellitenzellen gemessen (England et al., 2001). Satellitenzellen umgeben DRG-Neurone
im nativen Gewebe wie ein Mantel, weshalb sie auch als Mantelzellen bezeichnet werden.
Uber ihre Funktion, sowie iiber die Rolle der Ca”'-aktivierten Cl'-Kanile in diesen Zellen,
ist bisher wenig bekannt. Farbstoff-Diffusionsexperimente haben eine Kopplung der
Intrazellularraume von DRG-Neuronen und Satellitenzellen nachgewiesen (Huang et al.,
2004). Moglicherweise tragen die Satellitenzellen zur CI'-Homdostase von DRG-Neuronen
bei, und haben tiber die zytosolische Kopplung Einfluss auf die elektrische Erregbarkeit
der Neurone. Mit YFPI152L-ausgestatteten Sattelitenzellen konnte dieser Fragestellung in
Zukunft nachgegangen werden.

Infektionen mit HEK293-Zellen (Daten nicht gezeigt) haben eine
Infektionseffizienz von 100% ergeben. Virusinfektionen mit YFPI152L-kodierenden
Adenoviren sind also nicht nur fiir genetische Manipulationen von Spinalganglien-
Neuronen und -Satellitenzellen, sondern auch fiir HEK293-Zellen interessant.

Leider konnten im Rahmen dieser Arbeit aus Zeitmangel keine CI'-Imaging-
Experimente mit infizierten DRG-Neuronen durchgefiihrt werden. Nichtsdestotrotz ist
diese erfolgreich etablierte Methode ein neuartiges, effektives und preiswertes Werkzeug
der genetischen Manipulation neuronaler, sowie nicht-neuronaler Zellen, und stellt eine

wertvolle Alternative zu herkdommlichen Methoden des Gentransfers dar.

4.8 LabView-Software

Die Anzahl aller in dieser Arbeit untersuchten Einzelzellen (insgesamt 5540 Zellen) lasst
auf miithsame Auszihlarbeiten schlieBen. Nur durch die speziellen, von mir entwickelten
LabView-Programme war es moglich die groBen Datenmengen mit geringem Zeitaufwand
zu sammeln und anschlieend zu analysieren.

Fiir automatisierte Cl-Imaging-Experimente mit dem Screeningsystem ToxFinder®
habe ich die Zellerkennungs-Software CellDetect® entwickelt. Die Verwendung dieser
Struktur-erkennungs-Routine, in der von mir entwickelten Software PCDetect® (PC, pain

cell), ermoglicht selektive und quantitative Intensititsanalysen von Schmerzzellen in Co-
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Kulturen bei automatisierten Cl-Imaging-Experimenten. Mit dem Screeningsystem kann
nun nach spezifischen Agonisten oder Antagonisten gesucht werden, die die Funktion der
Ca”-aktivierten Cl-Kanile verindern. Ein spezifischer Blocker fiir Ca*"-aktivierte CI'-
Kanidle wire sowohl bei weiteren elektrophysiologischen als auch bei biochemischen
Untersuchungen von grolem Nutzen. Die Suche nach diesem Blocker kann mit Hilfe einer
weit angelegten Untersuchung von biologisch gewonnenen Toxinen durchgefiihrt werden.
Gerade im Bereich der Schmerzforschung erhofft man sich aus der Untersuchung Ca”'-
aktivierter ClI'-Kanile Erkenntnisse als Basis zur Entwicklung neuer Analgetika, die die an
der Schmerzweiterleitung beteiligten Ionenkandle modulieren konnen. Sie bilden daher ein

mogliches Ziel zur Erprobung neuer Therapieansétze (Eglen et al., 1999).

4.9 Das Funktionelle Modell der Signaltransduktion in Schmerzzellen /

Ausblick

Neben Riechzellen sind DRG-Neurone die einzigen bekannten Nervenzellen, die
intrazelluldr CI" akkumulieren. Viele DRG-Neurone exprimieren Ca’ -aktivierte CI'-
Kanile. Ein Anstieg der intrazelluldren Ca’’-Konzentration erzeugt deshalb bei diesen
Zellen eine Depolarisation durch CI'-Efflux und damit eine Verstiarkung der elektrischen
Aktivitit. Bisher war nicht bekannt, welche Modalitiit somatosensorischer Neurone Ca*'-
aktivierte CI-Kanile exprimieren und wie groff der Anteil des Ca®"-aktivierte Cl-Stroms
am Rezeptorstrom ist. In der Literatur findet man viele Hinweise darauf, dass Ca®'-
aktivierte Cl-Kandle von den kleinen- und mittelgroBen Hitze-sensitiven, TRPV1-
positiven DRG-Neuronen exprimiert werden. Daher habe ich in dieser Arbeit die Rolle der
Ca’'-aktivierten CI'-Kanile bei der Hitzeschmerz-vermittelten —Signalgenerierung
untersucht. Mit Cl'-Imaging und Patch-Clamp-Experimenten konnte ich zeigen, dass der
TRPV I-vermittelte Rezeptorstrom in manchen DRG-Neuronen durch Ca*-aktivierte CI-
Strome verstarkt wird. Die Triebkraft flir den exzitatorischen CI-Efflux wird durch die [CI’
]i bestimmt. Da die Amplitude des CI-Stroms in den untersuchten Neuronen
unterschiedlich stark war, habe ich die Hypothese erstellt, dass die [Cl]; in den
untersuchten DRG-Neuronen variierte. 2P-FLIM (in vitro & in situ) mit dem Cl -sensitiven
Fluoreszenzfarbstoff MQAE sowie ratiometrische Messungen mit dem FRET-basierten CI°
-Indikator Clomeleon (in situ) haben diese Hypothese bestatigt. AuBBerdem konnte ich mit

2P-FLIM nachweisen, dass wéhrend der postnatalen Reifung des Nervensystems in
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manchen DRG-Neuronen ein CI'-Switch stattfindet, der in diesen Zellen die Abnahme der
[CI']i zur Folge hat. Die Ergebnisse neuerer Studien legen die Vermutung nahe, dass der
Umbau der CI'-Homoostase durch den CI'-Kotransporter NKCC1 verwirklicht wird. Die in
dieser Arbeit erarbeitete Datenlage ermoglicht nun, ein Modell fiir die Signaltransduktion
in Hitze-sensitivern Schmerzzellen zu postulieren. Dieses Modell ist in Abbildung 4.1

dargestellt.

cr

cr
60 + 20 mM mM [CI,

Sensorische Endigung

Interstitielle Fliissigkeit

®'y ®

Abbildung 4.1:  Modell der Cl-basierten Signalverstirkung in Capsaicin- und Hitze-sensitiven
Schmerzzellen. TRPV1-Kanile (blau) leiten bei ihrer Aktivierung Ca**-Ionen in die Zelle. Der Anstieg der
[Ca™]; fiihrt zur Depolarisation des Membranpotenzials und bedingt die Offnung Ca*'-gesteuerter CI -
Kanéle (griin). Eine hohe [CT];, die vom Cl-akkumulierenden Transporter NKCC1 (orange) aufrecht
gehalten wird, liefert die treibende Kraft fiir den exzitatorischen Cl -Ausstrom, der die Verstirkung des

Sensorpotenzials bedingt.

In Riechzellen wurde der Cl'-basierte Signalverstirkungsmechanismus bereits vor einigen
Jahren nachgewiesen. Neue Studien sprechen dafiir, dass auch Zellen der glatten
Muskulatur diesen Verstirkungsmechanismus nutzen (Leblanc et al., 2005). Die hier
vorliegende Arbeit gibt Hinweise, dass DRG-Neurone diesen Mechanismus bei der
Signalentstehung verwenden. Der Cl'-basierte Signalverstirkungsmechanismus konnte
demnach ein allgemeines Konzept fir  Zellen sein, die kleine Ca®'-Signale in
Depolarisationen umwandeln miissen: Die Cl-Akkumulation liefert dabei die ndtige
Triebkraft fiir depolarisierende CI'-Stréme, die durch ein Ca**-Signal ausgeldst werden.
Um einen Einblick in die Funktionsweise des Zusammenspiels von TRPV1- mit
Ca*"-aktivierten Cl-Kanilen zu bekommen, miissen die biophysikalischen Eigenschaften

der beiden Kanile zukiinftig in kinetischen Experimenten untersucht werden. Fiir die

120



4. Diskussion

Untersuchung von TRPVI-Kanédlen in Schmerzzellen hat unsere Arbeitsgruppe die
Substanz ~ Na-CDMNB-caged Capsaicin entwickelt. Seine Eignung fiir kinetische
Untersuchungen habe ich in dieser Arbeit nachgewiesen. Das Zusammenspiel der beiden
Kanidle bei der Hitzeschmerz-vermittelten Signalgenerierung kann daher nun unter

Verwendung von Na-CDMNB-caged Capsaicin untersucht werden.

Neben der hier postulierten funktionellen Kopplung von TRPV1- mit Ca**-aktivierten CI'-
Kanilen, konnten Ca” -aktivierte CI'-Kanile auch an der Signaltransduktion in somato-
sensorischen Neuronen anderer Modalititen beteiligt sein. Mit Cl-Imaging kann diese
Frage beantwortet werden. Um Cl-Imaging mit somatosensorischen Neuronen
durchfiihren zu kénnen, miissen diese zuvor mit einem Cl'-Sensor ausgestattet werden. In
meiner Arbeit habe ich erfolgreich eine Methode etabliert DRG-Neurone sowie nicht-
neuronale Zellen, durch adenoviralen Gentransfer mit dem Anionen-sensitiven YFP-1152L
auszustatten. Auflerdem habe ich eine fiir Cl-Imaging mit Schmerzzellen geeignete
transgene Mauslinie identifiziert: die Clomeleon-exprimierende Mauslinie CLM-1. Diese
Arbeit bietet daher die Grundlage fiir zukiinftige CI-Imaging-Experimente zur
Untersuchung von Ca’"-aktivierten CI-Kanilen mit infizierten, bzw. transgenen

kultivierten DRG-Neuronen.
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5. Zusammenfassung

Polymodale Schmerzzellen exprimieren Transduktionskandle, die durch gewebe-
schidigende Reize aktiviert werden und einen depolarisierenden Ca®"-FluB in die Zelle
leiten. Einige Schmerzzellen exprimieren Ca” -aktivierte CI'-Kanile, die durch den Anstieg
der intrazelluldren Ca*"-Konzentration gedffnet werden und einen auswirtsgerichteten CI -
FluB leiten. Dieser CI'-Efflux depolarisiert die Zellen zusétzlich und bewirkt eine Ver-
stairkung der sensorischen Signale. Der ,,Gain*“ dieses Cl-basierten Verstarkungs-
mechanismus wird durch die intrazellulire CI'-Konzentration ([CI'];) bestimmt. Es ist be-
kannt, dass Cl-Akkumulation in Schmerzzellen durch den Na'/K'/2CI-Transporter
NKCCI1 vermittelt wird. Zur [CI']; von Schmerzzellen gibt es dagegen keine zuverldssigen
Informationen. Dariiber hinaus ist nicht bekannt, ob und welche Schmerzzellen den CI'-
basierten Verstarkungsmechanismus nutzen.

In dieser Arbeit wurde durch Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lebenszeit-Imaging-
Mikroskopie (2P-FLIM) mit Schmerzzellen in Gewebepréiparationen von Méusen gezeigt,
dass die [Cl]; wiahrend der postnatalen Entwicklung verdndert wird. In Schmerzzellen neu-
geborener Tiere ist die [CI']; homogen und hoch, wogegen sie in adulten Tiere iiber einen
grolen Konzentrationsbereich streut. Diese Ergebnisse konnten in vitro, an kultivierten
Schmerzzellen einer adulten Ratte, mit 2P-FLIM bestétigt werden.

Durch funktionelles in vitro-Cl-Imaging mit Schmerzzellen adulter Méuse, und in
Patch-Clamp-Experimenten mit kultivierten Schmerzzellen adulter Ratten wurden Hin-
weise erarbeitet, dass TRPV1-exprimierende, Capsaicin-sensitive Schmerzzellen den CI-
basierten Mechanismus zur Verstirkung sensorischer Signale verwenden. In Ganzzell-Ab-
leitungen wurden Capsaicin-induzierte, exzitatorische CI-Strome mit stark variierenden
Amplituden gemessen, die die variierenden [CI]; von Schmerzzellen adulter Tiere
widerspiegeln.

Fiir kinetische Untersuchungen von TRPV1-Kanélen haben wir Na-CDMNB-caged
Capsaicin entwickelt. Seine Verwendbarkeit wurde in dieser Arbeit nachgewiesen.

Es wurde eine Adenovirus-basierte Methode etabliert, um kultivierte Schmerzzellen
mit dem Anionen-sensitiven YFPI152L auszustatten. Zudem wurde eine Zellerkennungs-
Software entwickelt, die automatisiertes in vitro-Cl'-Imaging ermdglicht. Es kann nun nach
spezifischen Agonisten oder Antagonisten fiir Ca**-aktivierte CI'-Kanile gesucht werden
und es ist moglich, weitere sensorische Modalititen zu identifizieren, die den

Verstarkungssmechanismus nutzen.
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5. Summary

Polymodal pain cells express transduction channels, which conduct cations into the cell
upon activation and cause an increase of the intracellular calcium concentration. This leads
to a depolarisation of the plasma membrane and the activation of Ca’’-activated CI
channels. These channels conduct an outward-directed and excitatory Cl'-current which
causes an additional depolarisation of the cell and the amplification of the receptor current.
The gain of this chloride based amplification mechanism depends on the intracellular
chloride concentration. It has been shown, that ClI'-accumulation in pain cells is performed
by the Na'/K'/Cl'-cotransporter NKCC1, but there is no reliable information avaliable
about the intracellular Cl'-concentration in pain cells. Furthermore it is not known, which
and whether pain cells employ the CI-based amplification mechanism.

Two-photon fluorescence-lifetime-imaging-microscopy (2P-FLIM) with pain cells

in tissue preparations (dorsal root ganglia) of mouse revealed that the intracellular CI'-
concentration ([Cl'];) of pain cells changes during postnatal development. The [CI']; of pain
cells from newborn mice is homogenous and high and is distributed heterogeneously in
adult animals. These results were confirmed in vitro, with primary cultured pain cells of
adult rats.
Functional CI'-imaging and patch-clamp experiments with cultured pain cells of adult rats
provided evidence, that capsaicin sensitive pain cells, which express TRPV1 channels,
employ the Cl'-based mechanism. In accordance to the heterogeneous distribution of [Cl];
of pain cells in adults animals, the application of capsaicin induced outward-directed CI -
currents of varying amplitude in whole cell recordings with cultured pain cells of rat.

For kinetic experiments with TRPV1 channels in pain cells we developed Na-
CDMNB-caged capsaicin. Its suitability for kinetic investigations was confirmed in this
thesis.

The infrastucture for future Cl'-imaging experiments with cultures pain cells was
created: An adenovirus based method of genetic manipulation, to equip cultured pain cells
with the anion-sensitive YFPI152L, as well as a software for stucture recognition in
fluorescence images, which can be used for selective intensity analysis of pain cells in co-
cultures. Both are tools which permit automated high throughput screenings to search for
specific agonists or antagonists which affect the function of Ca*"-activated CI channels

and simplify the investigation of their physiological properties.
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