Ein zellulares Entziindungsmodell zur Untersuchung
Chlorid-abhangiger Sensibilisierungsprozesse in

Schmerzzellen

INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwirde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultat
der
Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg

vorgelegt von
Diplom Biologin Katharina Lehmeyer-Funk,
Juli 2009






Ein zellulares Entziindungsmodell zur Untersuchung
Chlorid-abhangiger Sensibilisierungsprozesse in

Schmerzzellen

INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwirde
der
Naturwissenschaftlich-Mathematischen Gesamtfakultat
der

Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg

vorgelegt von
Diplom Biologin Katharina Lehmeyer-Funk,
geb. Funk
Juli 2009



Ein zellulares Entziindungsmodell zur Untersuchung
Chlorid-abhangiger Sensibilisierungsprozesse in

Schmerzzellen

INAUGURAL-DISSERTATION

zur
Erlangung der Doktorwirde
der
Naturwissenschatftlich-Mathematischen Gesamtfakultat
der

Ruprecht-Karls-Universitat Heidelberg

vorgelegt von
Diplom Biologin Katharina Lehmeyer-Funk,
geb. Funk
aus Bad Durkheim

Tag der mindlichen Prifung:



Die Arbeit wurde am Institut fir Zoologie der RugpingKarls-Universitat Heidelberg in der
Zeit von September 2006 bis Juli 2009 unter derefunhg von Prof. Dr. Stephan Frings

angefertigt.

Gutachter:

Prof. Dr. Stephan Frings
Prof. Dr. med. Thomas Kuner

Ich versichere, dass ich die von mir vorgelegtes&igtion selbstadndig angefertigt, die
benutzten Hilfsmittel und Quellen vollstandig anglegn und die Stellen der Arbeit,
einschlie8lich Tabellen und Abbildungen, die andevéerken im Wortlaut oder dem Sinn
nach entnommen sind, in jedem Einzelfall als Emilety kenntlich gemacht habe. Ich
versichere, dass diese Dissertation noch keinegrand=akultat oder Universitat zur Prifung
vorgelegen hat, dass sie, abgesehen von unten ebvegesn Teilpublikationen, noch nicht
veroffentlicht worden ist sowie, dass ich eine beld/ertffentlichung vor Abschluss der
Promotionsverfahrens nicht vornehmen werde. DidiBesungen dieser Promotionsordnung

sind mir bekannt.

Heidelberg, den

Katharina Lehmeyer-Funk, geb. Funk



Bereits verotffentlichte Publikationen
Gilbert,D.; Funk,K.; Dekowski,B.; Lechler,R.; Kell&.; Mohrlen,F.; Frings,S.; Hagen,V.

(2007); Caged capsaicins: New tools for the exatimnaof TRPV1 channels in

somatosensory neurons; Chembiochem.; 8 (1): 89 — 97

Veroffentlichte Teilpublikationen

Gilbert,D.; Franjic-Wurtz,C.; Funk,K.; Gensch,Trirkgs,S.; Mohrlen,F. (2007); Differential
maturation of chloride homeostasis in primary &fémeurons of the somatosensory system;
Int. J. Dev. Neurosci.; 25 (7): 479 — 98

Funk,K.; Woitecki,A.; Franjic-Wurtz,C.; Gensch,T.Mohrlen,F.; Frings,S. (2008);
Modulation of chloride homeostasis by inflammatanediators in dorsal root ganglion
neurons; Mol. Pain; 12 (4): 32



Danksagung

Ich danke allen Mitarbeitern der Abteilung Molek@d@hysiologie des Instituts flir Zoologie,
die mir geholfen, mich ermutigt und unterstiitztjmeeguten und schlechten Launen ertragen

haben und mir wie eine zweite Familie waren.
Insbesondere mdchte ich mich bedanken bei:

Prof. Dr. Stephan Frings fir die Uberlassung digsesessanten Themas. Die Freiheit in der
Bearbeitung, die Moglichkeit zur Eigeninitiative durdie konstruktiven Gesprache zur
Uberwindung vieler Hirden, haben mir die Ausdausat den Ehrgeiz gegeben diese Arbeit

anzufertigen.

Prof. Dr. med. Thomas Kuner fir die Begutachtund das Interesse an meiner Arbeit. Die
angeregten Diskussionen unserer Treffen haben imikrdische Betrachtung meiner Arbeit

aus anderen Blickwinkeln ermdglicht und zu vielenen experimentellen Ideen beigetragen.
Dr. Thomas Gensch vom Forschungszentrum Jilich sgine Geduld, Anleitung und
Unterstiitzung bei den Fluoreszenz-Lebenszeit-Mggsun sowie die unterhaltsamen

Gesprache zur Bewaltigung der langen Messtage.

Diplom Biologe Thomas Hengl fur seine aul3erordendiGeduld und Muhe in der Korrektur

meiner Arbeit.
Meiner Familie fUr stete Unterstitzung und die Enteoung nicht aufzugeben.

Meinem Mann, Christoph, einfach fir alles. Besoagedoch, dass auch er sich durch meine

Arbeit gequalt und mir mit den Korrekturen geholfeat.






Zusammenfassung

Die Kenntnis Uber die Mechanismen der Schmervettarige und ihre Veranderung durch
Entzindungen spielt eine wichtige Rolle in der Hoklung neuer, spezifischer
Schmerzmedikamente. Schmerzreize werden von desrragezialisierter Nervenzellen des
peripheren Nervensystems, den Nozizeptoren, im Gewden Organen und den Muskeln
detektiert. Ihre Zellkorper liegen in den Spinalgigan. Die Nozizeptoren selbst stellen somit
die erste Verarbeitungsstelle fir Schmerzreize Da.Erforschung der Beeinflussung ihrer
Signaltransduktion durch Entziindungsmediatorerdsti@shalb im Mittelpunkt dieser Arbeit.
In in vivo Modellen vergehen Tage bis zur Manifestation eiBatzindung. Hier ist es
gelungen ein neues Modell auf zellularer Basis atwiekeln, das die Induzierung einer
Entzindung innerhalb weniger Stunden ermdoglicht sadohl ex vivo als auchin vitro
angewendet werden kann. Das hier etabliestevivo Entziindungsmodell verwendet die
Entzindungsmediatoren  Bradykinin, ATP, NGF und #fgandin Ek Die
Entzindungsmediatoren fihren zu einer erhdhten dsspn der Entzindungsmarker
Substance Rund CGRP. Diese Expressionssteigerung wird auctiemin vivo Modellen
beobachtet und dort als Nachweis fur die Manifestatier Entziindung eingesetzt. Es ist
zudem gelungen, den Einfluss der Entzindungsmedrato auf verschiedene
Transduktionskanéle nachzuweisen. Sie erh@henivodie Expression der Kanale TRPV1,
Gleichzeitig konnte auch eine Reduzierung der D&seierung des TRPV1-Kanals.

Ein in Spinalganglien noch weitgehend unerforscltepekt der Signaltransduktion ist die
Regulation der intrazellularen Chloridkonzentrati@iese wurde in funktionellen Studien
und Expressionsanalysen untersucht. Entzindungatoeeh fihren hier Uber eine
gesteigerte Chloridakkumulation zu erhéhten inttalZen Chloridkonzentrationen in den
Spinalganglienzellen. Der Anstieg in der Chloridakiulation wird dabei Uber eine verstarkte
Aktivitat und Expression von NKCC1, dem Chloridimmfey und die gleichzeitige
Reduzierung der KCC2-Expression (Chloridexportezymittelt.

In ersten Versuchen wurden auch Calcium-aktivie@aloridstrome untersucht, die
madglicherweise durch den TMEM16A-Kanal vermittekrden. Die Aktivierung von TRPV1
fuhrt zu Chlorideinstromen und Chloridausstromen S$pinalganglienneuronen.  Die
Chlorideinstrome wurden dabei durch die Behandlumiyg den Entzindungsmediatoren
verringert. Allerdings bedarf es weiterer Untersugien, um die Bedeutung von Chlorid in

den Nozizeptoren zu klaren.



Abstract

The knowledge about the mechanisms behind the duatisn of pain signals and their
modification by inflammtional processes is impottéor the developement of new secific
drugs.

Fibers of specialized neurons of the peripheravaowes system, so called nociceptors, detect
painful stimuli in skin, organs and muscles. Thgnal is transduced to the cell body in the
dorsal root ganglion. Hence nociceptors are thst fsite for signal processing, and the
investigation of inflammation induced impact onithggnal transduction was the focus of
this work.

In vivo, it takes days to manifest an inflammation. Iis thork a new inflammation model on
cellular basis was established, which induces #anmtion already after some hours. The
model can be useex vivoandin vitro. The applied inflammation mediators, ATP, NGF,
bradykinin and PGEenhance the expression of substance P and CGRéh are commonly
used as inflammation markers. Enhanced expressitmese markes is also vivo taken as
evidence for the manifestation of an inflammatiddditionally, the influence on the
expression of different transduction channels wasestigated Ex vivg the inflammation
mediators amplify the expression of TRPV1, TRPV2 &SIC3. In vitro, a reduction in
TRPV1-desensitisation was obeserved after the bitmrawith inflammation mediators.

A new and sparsly investigated aspect of signattaction in nociceptors is the regualtion of
the intracellular chloride concentration. In thisnk inflammation mediators induced a rise in
the intracellular chloride concentration in DRG-rans. This rise is mediated by enhanced
expression and potentiated activity of NKCC1 (cider importer) and reduced KCC2
expression (chloride exporter). First investigasi@how that DRG neurons use chloride in
their signal transduction and produce chloride ents after the activation of the
transductionchannel TRPV1. Inward currents are ceduafter the incubation with
inflammation mediators, wihle outward currents stanaffected. These currents are possibly
mediated by TMEM16A, a calcium-activated chloridegnel. But these results can only be
taken as first indications for the importance dbdide in the signal transduction of pain cells.
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1. Einleitung

1 Einleitung

Die Entwicklung neuer, spezifischer Schmerzmedikame mit moglichst wenigen
Nebenwirkungen ist ein Ziel der Schmerzforschungrfidr ist es wichtig, die grundlegenden
Mechanismen der Schmerztransduktion und ihrer \Edmg durch Entziindungen und
Nervenverletzungen zu kennen.

Entzindungen sind Schutzreaktionen des Korpers gewebeschadigenden Reizen
(Strahlung, Hitze, Toxine, Séure) oder Infektiordurch Viren, Bakterien und Parasiten.
Unterstitzt wird die Schutzfunktion durch eine vWérigte Schmerzwahrnehmung
(Hyperalgesie), die aus der Aktivierung und Setfisibrung von Schmerzzellen
(Nozizeptoren) resultiert (Abb. 1.1). Nozizeptoreaind auf die Wahrnehmung von
Schmerzsignalen spezialisiert und werden durch Medkn, die in einer Entziindung
freigesetzt werden, direkt aktiviert und gegeniuehmerzreizen sensibilisiert (Almeida et
al., 2004; Schaible, 2007). Die Sensibilisierungfolgt tber die Modulation von
Transduktionsmechanismen, die fiur die Weiterleituegnes Signals zum Gehirn
verantwortlich sind. Entzindungsmediatoren erhéhen der Signaltransduktion der
Nozizeptoren einerseits die Aktivitat von Transdokskanédlen, die die  Schmerzreize
detektieren (Cadiou et al., 2007; Kress et al.,7199a und Quirion, 2007; Mohapatra und
Nau, 2003; Xu und Huang, 2002). Gleichzeitig wirducla der Schwellenwert
spannungsgesteuerter Natriumkanale gesenkt (Bigttal., 2008; Ma und Quirion, 2007,
Wang et al., 2006; Woolf und Costigan, 1999) une @hloridkonzentration in der Zelle
beeinflusst (Price et al., 2009; Rocha-Gonzalezalet 2008), so dass die Schwelle zur
Ubermittlung eines Reizes an das Riickenmark in Feom Aktionspotentialen schneller
uberschritten wird.

Die Interaktionen zwischen dem Immunsystem und Sieémmerzzellen, die den Zustand des
Kdrpers an das Gehirn weiterleiten, werden streorgrklliert (Schaible, 2007; Thacker et al.,
2007). Sind die Regulationsmechanismen gestortn khes zu chronischen Entzindungen
fuhren, die mit Krankheiten wie rheumatoide Artistit Autoimmunerkrankungen oder
Asthma assoziiert sind (Bulling et al., 2001; Céak et al., 2007; Dray, 1995; Serhan und
Savill, 2005). Die direkte Regulation der Nozizeptdivitdt durch Entziindungsmediatoren
macht die Untersuchung der Signaltransduktion im8arzzellen deshalb zu einem wichtigen
Thema der Schmerzforschung auf der Suche nach né&eésn fir die Entwicklung von

Schmerzmedikamenten.
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1.1 Aktivierung von Schmerzzellen

Schmerzhafte, potenziell gewebeschadigende ReiarefN aus der Haut, den Organen und
den Muskeln werden von den freien Nervenendigund@nSchmerzzellen detektiert. Sie
leiten das Signal Uber schnelles-/kasern und langsame C-Fasern zum Zellkdrper des
Nozizeptors weiter. Damit wird eine zeitliche Dié@zierung in der Schmerzwahrnehmung
geschaffen. A-Fasern vermitteln den ersten, akuten Schmerz, em@hC-Fasern fur ein
spater einsetzendes und langandauerndes Schménzgefiantwortlich sind (Julius und
Basbaum, 2001; Scholz und Woolf, 2002).

Die Spinalganglien (DRG dorsal root ganglia liegen zu beiden Seiten des Rickenmarks
und enthalten die Zellkérper der Nozizeptoren, sowlie anderer somatosensorischer
Neurone. Die Neurone besitzen unterschiedliche framén und Gréf3en (20-70 um). Sie
werden von Satellitenzellen umhillt, deren AufgaltEmen der Gliazellen im zentralen
Nervensystem (ZNS) ahneln (Geuna et al., 1998; amd004). Uberschreitet das Signal
den Schwellenwert zur Generierung von Aktionspaddent, wird es Uber das Rickenmark
zum Gehirn weitergeleitet, und es kommt zu bewuasSiehmerzwahrnehmung (Messlinger,
1997; Schaible, 2007). Die Aktivierung der Nozizeph kann jedoch auch zu einer
retrograden Signalleitung zurick zum Gewebe fuhrBre wird zur Modulation des
Schmerzsignals an den freien Nervenendigungen deizBptoren eingesetzt (Massaad et al.,
2004; Schaible, 2007).

1.2 Transduktionskanéle — Detektion des Schmerzsignals

In der Schmerztransduktion beginnt alles mit detek#on von Schmerzreizen durch die
Transduktionskanéle. Diese werden in der MembrarN@zizeptoren exprimiert und durch
thermische, chemische oder mechanische Reize ettiDie Expression dieser Kanale
bestimmt so dariber, auf welche Schmerzreize eirziddptor reagiert. Es gibt
Transduktionskanéle, welche durch eine bestimmigaReaktiviert werden (monomodal),
andere dagegen werden sowohl durch thermischeietiscurch chemische oder mechanische
Reize gedffnet und gelten deshalb als polymodategi@e und Julius, 2001; Schaible, 2007;
Suzuki et al., 2003).
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Die erste Prozessierung des Schmerzreizes findetdrirch die Transduktionskandéle in den
Nozizeptoren statt. Der Aktivitatszustand diesen®a ist dabei entscheidend, da er Uber die
Detektion eines Signals bestimmt. Entzindungsmediat die in einer Entzindung von
Immunzellen, verletzten Zellen und Nozizeptorerbsiefreigesetzt werden, senken Uber die
Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden den Selenwert der Transduktionskanale und
erhdhen somit deren Aktivitat (Abb. 1.1) (Binshtekal., 2008; Dray, 1995; Haddad, 2007,
Ma et al., 2006; Schaible, 2007; Scholz und Wa2002). Zu den Entziindungsmediatoren
zahlen Histamin, Serotonin, Cytokine (IL-1, IL-6NFa), ProteasenNerve Growth Factor
(NGF), Stickstoffmonoxid (NO), Prostaglandin GE), Adenosin Triphosphat (ATP) und
Bradykinin (BK). Sie kénnen Nozizeptoren durch @edung an ihre Rezeptoren direkt
aktivieren oder sie sensibilisieren. Gleichzeitigrden auch die Immunzellen durch die
Mediatoren aktiviert und zur weiteren Ausschuttaligser Moleklle angeregt (Moalem und
Tracey, 2006; Thacker et al., 2007; Zhang und AQ72.

Die retrograde Signalleitung fuhrt nach Aktivierudgr Schmerzzellen zur Freisetzung der
NeuropeptidéSubstance PSP) undCalcitonin Gene related Peptid€GRP) (Massaad et al.,
2004; Schaible, 2007) an der Synapse im Hinterbmachim peripheren Gewebe. Im Gewebe
stimulieren die Neuropeptide Immunzellen zur weiter Ausschittung von
Entzindungsmediatoren und fuhren zu einer erlaignelnvasion der Immunzellen ins
Gewebe, ausgelost durch eine Weitung der Blutgef&#@sodilatation) und eine Erh6hung
der GefaRpermeabilitat (Abb.1.1). Gleichzeitig alktien und sensibilisieren sie Uber eine
positive Ruckkopplungsreaktion die freien Nervengudgen der Nozizeptoren (Harrison
und Geppetti, 2001; Li et al., 2008; Lin et al. 020 Roosterman et al., 2006; Tang et al.,
2008). Da SP und CGRP in einer Entziindung versgxgtimiert und sekretiert werden,
gelten sie als Entzindungsmarker (Bulling et @012 Kuniyoshi et al., 2007; Staton et al.,
2007).

Diese Mechanismen fihren zu einem dichten Netzwgggenseitiger Aktivierung von
Immunzellen und Schmerzzellen und enden in einestéskten Signalweiterleitung der
Schmerzzellen, die ihrerseits auf die Sensibilisigr  verschiedener
Transduktionskomponenten, wie zum Beispiel den Jdaktionskanalen, gegenuber

Schmerzreizen, zuriickzufuhren ist (Abb. 1.1).
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Abbildung 1.1: Entziindungsreaktion an einer nozizeptiven Affeiiemewebe.

Immunzellen und Blutgefal3e (grau) setzen Entzunsimegliatoren frei, die an ihre Rezeptoren (blawerr
Membran der Schmerzzellen binden. Daraufhin ak&ndntrazelluire Signalkaskaden die Proteinkina
A (dunkelblau) und C (orange). Diese verstarken cldurPhosphorylierung die Aktivitat d
Transduktionskandle TRPV1, TRPV4 und R2y¢in). Auch die Aktivitat des AISCBanals wird durct
Entziindungsmediatoren tber bisher noch nicht bakantrazellulare Signalkaskaden erhéht.

NGF bildet bei Bindung zusatzlich einen Komplex mitkA, der in den Kern wandert und dort |
Expression verschiedener Transduktionskanéle, sp@sgesteuerter Kanale, Rezeptoren
Entziindungsmediatoren und der Neuropeptide SP GRIFCsteigert.

Gleichzeitig fuhrt die Aktivierung der nozizeptivéferenz zur Ausschittung von Entziindungsmediat
(PGE, TNFg, IL-6), SP und CGRP (roter Pfeil). Diese stimuierwiederum Immunzellen zur Freisety
von weiteren Entzindungsmediatoren.

Diese gegenseitige Aktivierung von Immunzellen uNdzizeptoren fuhrt zu entziindungsbeding
Schmerzen und Hyperalgesie.
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1.2.1 Der TRPV1-Kanal

Ein Kanal, der im Zentrum der Schmerzforschungtsieh derTransient receptor potential
vanilloid receptor 1 (TRPV1-Rezeptor). Dieser Transduktionskanal wirdrcd Hitze

(> 42 °C), Vanilloide und Protonen aktiviert undsail von schnell leitendendFasern als
auch von den langsameren C-Fasern exprimiert. Wedene Studien zeigen, dass der
TRPV1-Kanal eine entscheidende Rolle in EntzUndwwadtionen und chronischen
Schmerzen durch die Ausbildung von HyperalgesieelsgiCaterina und Julius, 2001;
Cortright et al., 2007; Leffler et al., 2006).

Der Aktivitatszustand des TRPV1-Kanals wird duréld Broteinkinasen A und C reguliert.
Diese werden uber die Bindung von Entzindungsmadiatwie ATP, PGE Bradykinin,
NGF und Proteasen an ihre Rezeptoren aktiviert.,R@BE NGF aktivieren die Proteinkinase
A (PKA) (Mohapatra und Nau, 2003; Wang et al.,, 200@ahrend ATP, Proteasen,
Bradykinin und NGF zur Aktivierung der Proteinkiea€ (PKC) fihren (Dai et al., 2004b;
Tominaga et al., 2001; Vellani et al., 2001; Zhatgal., 2007; Zhang et al., 2005). Beide
Kinasen phosphorylieren den TRPV1-Rezeptor, serdadurch seinen Schwellenwert zur
Wahrnehmung von Hitzereizen und erhdhen so seinifdk. Zusatzlich bildet NGF einen
Komplex mit seinem Rezeptor (TrkA), der zum Kerangportiert wird und dort die
Transkription verschiedener Transduktionskanéleyrtar auch TRPV1, steigert (Amaya et
al., 2004; Ji et al., 2002; Zhang et al., 2005)ki€hzeitig 10st die Bindung an TrkA eine
Aktivierung der PKC und der PI3-Kinase aus, dierdam Vesiklen gespeicherte TRPV1-
Molektle phosphoryliert. Daraufhin werden die Vesikur Membran transportiert und die
Kanale dort eingebaut (Morenilla-Palao et al., 200#ang et al., 2005).

Werden der TRPV1-Kanal oder seine regulatorischerasén inhibiert, hat dies eine starke
Reduzierung der Hyperalgesie zur Folge (Davis.e28D0; Vellani et al., 2001; Vyklicky et
al., 1998; Yu et al., 2008). Diese Beobachtungechma den TRPV1-Rezeptor zum Ziel

vieler pharmakologischer Studien auf der Suche nacien Schmerzmedikamenten.
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1.2.2 Weitere TRPV-Kanale

Der TRPV2-Kanal gehort ebenfalls zu den Thermosemsond wird durch Temperaturen
Uber 52 °C aktiviert. Temperaturen dieser Hohe sixtdem gefahrlich fur den Korper. Daher
wird der TRPV2-Rezeptor hauptsachlich in den sdanehd-Fasern exprimiert (Caterina et
al., 1999; Tominaga und Caterina, 2004). Die Begailg von TRPV2 an
entziindungsbedingten Schmerzen ist wenig untersiédlerdings konnte gezeigt werden,
dass eine periphere Entzindung, ausgeldst durchinjition desComplete Freund’s
Adjuvant(CFA), die Expression des Proteins erhéht (Shinwostaal., 2005).

Ein weiterer TRPV-Kanal, der in den Fokus der Sazfieeschung riickt, ist der TRPV4-
Rezeptor. Er wird durch physiologische Temperatuibar 27 °C gedffnet und in Zellen
verschiedener Grol3e exprimiert. Auch eine Rollelen Transduktion osmotisch induzierter
und mechanischer Schmerzreize wird ihm zugespro{@eriright et al., 2007; O'Neil und
Heller, 2005; Suzuki et al., 2003). Zudem verdiohs&ch die Hinweise auf die Beteiligung
des TRPV4-Rezeptors an der Entstehung entzindutigsgjer Hyperalgesie. Der Kanal wird
mit den Neuropeptiden SP und CGRP co-exprimiert gethe Aktivierung fihrt zur
Freisetzung dieser Peptide (Cao et al., 2009). &béeeinflussen Entzindungsmediatoren
die Aktivitat des Kanals. Alessandri-Haber et alesen in verschiedenen Studien (2003;
2005; 2006) eine Potenzierung von TRPV4-Stromerhd@®GE nach, die zur Entstehung
einer Hyperalgesie fuhrten. Ein Mechanismus zursi¥ekung von Stromen durch den
TRPV4-Kanal ist die Sensibilisierung des Rezeptdrer PKA und PKC. Proteasen spalten
den PAR-Rezeptor und aktivieren damit diese beiden King&rant et al., 2007). Die durch
Entzindungsmediatoren induzierte Hyperalgesie mstTRPV4Knockout Mausen stark
reduziert (Alessandri-Haber et al., 2006). Dahelt guch dieser Transduktionskanal

inzwischen als wichtiges Ziel der Schmerzforschung.

1.2.3 Der ASIC3-Kanal (Asic sensing ion channel 3)

Dieser Transduktionskanal wird durch extrazellul@mtonen aktiviert und steht mit der
Schmerzentstehung bei ischdmischen Herzerkrankumg®erbindung, bei denen der pH-
Wert im Gewebe stark abfallt (Ohtori et al., 2008)ch in peripheren Entziindungsprozessen

sinkt der pH-Wert auf unter 6 und induziert SchrearzEs ist bekannt, dass die Expression
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von ASIC3 in verschiedenen Entziindungsmodellen tegehiert wird (Ikeuchi et al., 2009;
Mamet et al., 2002; Mamet et al., 2003; Ohtorilet2006). Die Expression des Kanals wird
dabei von NGF kontrolliert (Mamet et al., 2003). efghzeitig verstarken
Entziindungsmediatoren wie Bradykinin, Serotonin,ERGHistamin, Arachidonsaure und
Stickstoffmonoxid Protonen-induzierte Strome (Cadiet al., 2007; Kress et al.,, 1997;
Mamet et al., 2002; Smith et al., 2007). In ASIK3eckoutMausen ist die Saure-induzierte
Hyperalgesie nur teilweise reduziert, da auch d&¥PVW1-Kanal durch Protonen aktiviert wird
(Chen et al., 2002).

1.2.4 Der P2Xs-Kanal

Extrazellular freigesetztes ATP 0Offnet den RB2&&anal, der zur Familie der purinergen
Rezeptoren gehort, und fihrt so zur direkten Aktiwhg von Nozizeptoren und damit zur
Empfindung von Schmerzen. Wie bei den anderen kanélird auch die Expression und
Aktivitat des P2X%-Kanals durch Entziindungsmediatoren reguliert. @iwiaren Bradykinin,
PGE und SP die Proteinkinasen A und C, welche dann;R&%sphorylieren und so ATP-
induzierte Stréme durch den Kanal verstarken (Pawdteal., 2001; Wang et al., 2007). In
Entzindungsmodellen fur periphere Entzindungenhdatie Injektion von CFA werden
ATP-induzierte Strome ebenfalls potenziert (Xu uthehng, 2002). Zusatzlich steigert NGF
in mehreren Modellen die Expression das Rezeptdesn{lton et al., 2001; Wynn et al.,
2004; Xiang et al., 2008; Xu und Huang, 2002). Witek P2%-Kanal inhibiert, ist die
Hyperalgesie reduziert und macht damit auch didsansduktionskanal zum Kandidaten fir
die Schmerztherapie (Dai et al., 2004a; Oliveiral e2009).

Mehrere Studien zeigen, dass TRPV1 mit TRPV2, ASMG8 P2X% in DRG-Neuronen co-
exprimiert werden konnen (Greffrath et al., 2003jbKyashi et al., 2005; Molliver et al.,
2005; Ugawa et al., 2005). Viele Nozizeptoren sladhalb polymodal und besitzen damit die
Fahigkeit auf unterschiedliche Schmerzreize zuiezag. Hinsichtlich der Steigerung der
Schmerzempfindlichkeit durch Entzindungsmediataselies besonders interessant, da bei

Co-Expression jeder dieser Kanale am ZustandekonumeHyperalgesie beteiligt sein kann.
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1.3 Chlorid — Erregung oder Inhibition

Die neuronale Aktivitdt wird entscheidend durch digrazellulare Chloridkonzentration
beeinflusst. In verschiedenen Neuronentypen ist G@ieloridkonzentration Uber die
Chloridtransporter NKCC1 und KCC2 reguliert und dvirals Bestandteil der
Signaltransduktion eingesetzt. Neurone des zentrillervensystems und die olfaktorische
Neurone des peripheren Nervensystems verwendenu@keschiedliche Konzepte.
Embryonale Neurone des zentralen Nervensystems )(Zal&umulieren durch den
Chloridimporter NKCC1 (Natrium-Kalium-Chlorid-Cotnaporter 1) aktiv Chlorid und setzen
Chloridausstrome als exzitatorisches Element eien(Bri, 2002). In Ratten und Mausen
findet in den ersten zwei Wochen nach der Geburtsdgenannte Ghloride Switch statt.
Die Expression des Chloridexporters KCC2 (Kaliume@id-Cotransporter 2) wird induziert
und die des NKCC1-Trabnspoters herunterregulielies Dftihrt zu einer Senkung der
intrazellularen Chloridkonzentration. Die Offnungrv Chloridkanalen resultiert dann in
inhibitorischen Chlorideinstromen (Lu et al., 199®jce et al., 2005; Rivera et al., 1999;
Stein et al., 2004). Die Expression von NKCC1 un@dR bestimmt somit dartber, ob
Chlorid eine erregende oder eine hemmende Rolernrsignaltransduktion des ZNS spielt.
Ein anderes Konzept wir von den sensorischen Newrodes olfaktorischen Epithels
(Riechzellen) verwendet, die zum peripheren Nerystesn gehéren. Sowohl im Embryo als
auch im adulten Tier besitzen die Neurone eine hatrazellulare Chloridkonzentration.
Diese wird durch standige, NKCC1-vermittelte Chlakkumulation aufrechterhalten.
Riechzellen nutzen so Chloridausstréme durch Qalglesteuerte Chloridkanale als
Depolarisationsmechanismus in ihrer SignaltransdokiKaneko et al., 2004; Reuter et al.,
1998).

Die sensorischen Neurone der Spinalganglien gehoebenfalls zum peripheren
Nervensystem, nehmen hier jedoch eine Sondersgediim Innerhalb der ersten drei Wochen
nach der Geburt sinkt die intrazellulare Chloridkemtration in einigen Zellen ab,
wohingegen andere eine hohe Chloridkonzentratidwalben (Gilbert et al., 2007; Price et al.,
2006). Dies fuihrt zu einer heterogenen Verteiluagidtrazellularen Chloridkonzentration in
Spinalganglienzellen, die sich danach in drei Geuppinteilen lassen. Zellen mit niedrigem
Chlorid (40mM), Zellen mit mittlerem Chlorid (60mMynd Zellen mit hohem Chlorid
(80mM) (Gilbert et al., 2007). Spinalgangliennewgdresitzen daher die Moglichkeit, Chlorid
unterschiedlich in der Transduktion von Signalemzesetzen. Einerseits kbnnen Zellen mit
niedrigem Chlorid durch Chlorideinstrom gehemmt degr, wahrend Zellen mit erh6htem

8
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Chlorid andererseits Chloridausstrome als depatseisde Komponente verwenden kdnnen
(Alvarez-Leefmans et al., 1988; Gallagher et 878 Kanaka et al., 2001; Kaneko et al.,
2004; Kenyon, 2000; Rudomin und Schmidt, 1999). [@ibloridstrome werden dabei
vermutlich Uber GABA-Rezeptoren und Calcium-aktivierte Chloridkanala@C) vermittelt
(Andre et al., 2003; Currie et al., 1995; Pricalgt2009; Sung et al., 2000).

1.3.1 GABAA-Rezeptoren und Calcium-aktivierte Chloridkanédle in Spinalganglien-

neuronen

GABA-Rezeptoren spielen vor allem in der synaptischberttagung des Schmerzsignals
im Hinterhorn des Ruckenmarks eine wichtige Rolleterneurone des Ruckenmarks
aktivieren GABA\-Rezeptoren in der prasynaptischen Endigung dezeptzven Afferenz.
Die Folge ist ein Chloridausstrom, welcher die @eBchwach depolarisiert und zur
Inaktivierung prasynaptischer spannungsgesteuddatriumkanale fiuhrt. Ankommende
Aktionspotentiale werden dadurch abgeschwacht, esmdkommt zu einer verminderten
Transmitterfreisetzung (Rudomin und Schmidt, 19@8tlis, 2006; Willis, Jr., 1999). Die
abgeschwachte synaptische Signalibertragung ist siark genug, um Aktionspotentiale in
den Projektionsneuronen des Ruckenmarks zu erzegenSignal wird nicht zum Gehirn
weitergeleitet. Dieser Mechanismus wird als PAPrimary afferent depolarizatign
bezeichnet und verursacht normalerweise prasymagtidanhibition (Abb. 1.2). Durch
verstarkte afferente Stimulation in Entzindungeerodach Nervenverletzungen kann die
PAD jedoch Uberwunden werden. Es kommt zu einentagnschen Chloridausstrom, das
Signal wird Uber das Ruckenmark weitergeleitet esdkommt durch die Aktivierung von
Hinterhornreflexen zu neurogenen Entziindungen wkkalgesie im Gewebe (de Koninck,
2007; Garcia-Nicas et al., 2001; Lin et al., 19B@&domin und Schmidt, 1999; Sluka et al.,
1993; Willis, Jr., 1999). GABAvermittelte PAD spielt ebenfalls in der Periphegiee Rolle

in der Signaltransduktion (Carlton et al., 1999).

Neben den GABA-Rezeptoren sind auch Calcium-aktivierte Chloridtan an der
Signaltransduktion in Spinalganglienneuronen bigteiSie werden in der Chlorid-basierten
Signalverstarkung eingesetzt, wie sie auch in déaktorischen sensorischen Neuronen
verwendet wird (Kaneko et al., 2004; Reuter et B998). Pathophysiologische Zustande
steigern die Chloridakkumulation der Spinalgangieurone (Funk et al., 2008) und fihren

Zu einer gesteigerten Erregbarkeit der Zellen d@Zbltoridausstrome (Andre et al., 2003;
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Hilaire et al., 2005; Oh und Weinreich, 2004). TMEBA als Kandidat fur den Calcium-

aktivierten Chloridkanal in den Schmerzzellen st kurzem im Fokus der Wissenschaft
(Caputo et al., 2008; Hartzell, 2008; Schroederlet 2008; Yang et al., 2008). In den
Spinalganglienzellen wird TMEM16A verstarkt in kien Neuronen exprimiert, denen
nozizeptive Eigenschaften zugesprochen werden (Yeingl., 2008). Daher spielt der

TMEM16A-Kanal eventuell eine Rolle in der Schmeamgduktion. Die Expressionsstudien
fanden jedoch ausschlie3lich an den Somata demlgaimglienzellen statt und es ist bisher
noch nicht bekannt, ob der Kanal auch in der Periphoder den Synapsen im Hinterhorn

exprimiert wird.

1.3.2NKCC1 und KCC2 regulieren die intrazellulare Chloridkonzentration

Der elektroneutrale  Co-Transporter NKCC1  akkumulierChlorid in  den
Spinalganglienneuronen (Abb. 1.2). NKCC1 wird voendmeisten Neuronen exprimiert
(Alvarez-Leefmans et al., 1988; Alvarez-Leefmanslet2001; Gilbert et al., 2007; Sung et
al., 2000) und Uber die Phosphorylierung durchaohgeslene Kinasen aktiviert (Darman und
Forbush, 2002; Flemmer et al., 2002; Rocha-Gonzlet., 2008).

Im Rickenmark fuhren CFA-induzierte Entziindungeeroderletzungen der Nerven Uber
eine gesteigerten Expression von NKCC1 und demsp@mh und Einbau neuer NKCC1-
Molektle in die Membran zu einer verstarkten Sclawahrnehmung (Cramer et al., 2008;
Galan und Cervero, 2005; Zhang et al., 2008). Diévierung von NKCC1 und die damit
verbundene Chloridakkumulation spielt eine wichtiRelle in der Signaltransduktion der
Zellen. Im Vergleich zum physiologischen Zustandsivder Transporter in einer Entztindung
einen erhdhten Grad der Phoshphorylierung auf kldrauliert verstarkt Chlorid. Dies flihrt
zu depolarisierenden Chloridstrémen in pathophggisthen Zustanden (Galan und Cervero,
2005; Pieraut et al., 2007).

In den Spinalganglien wird der NKCC1-Transporter bela durch eine negative
Ruckkopplungshemmung kontrolliert. Uber Phospherying und Dephosphorylierung wird
die Aktivitat des Kanals so gesteuert, dass di¢ededer Spinalganglien zwar zum Teil eine
erhohte Chloridkonzentration aufweisen, es abehtnt exzitatorischen Stromen kommt
(Rocha-Gonzalez et al., 2008). In einer Entzindedgch kann dieses Gleichgewicht zum
phosphorylierten Zustand des Kanals hin verschabenen und es kommt zur verstarkten

Chloridakkumulation und erregenden ChloridstromeRodcha-Gonzalez et al., 2008).
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Zuséatzlich lindert die periphere und zentrale Alpgiion des NKCC1-Antagonisten
Bumetanid entztindungsbedingten Schmerz, Hyperalgesi Allodynie (Granados-Soto et
al., 2005; Pitcher et al., 2007; Sung et al., 2008lencia-de Ita et al., 2006). Der NKCC1-
Transporter ist in Spinalganglienneuronen somitiniour flr die Aufrechterhaltung einer
konstanten Chloridkonzentration im physiologisclrstand verantwortlich, sondern wird
durch Entzindungen und Nervenverletzungen beesiflusd ist direkt an der Ausbildung
pathophysiologischer Zustéande beteiligt (Abb. 1.2).

Weniger eindeutig ist die Rolle des Chloridexpat&CC2. Im Ruckenmark ist seine
Expression und Beteiligung an pathophysiologiscMaranderungen gut untersucht. So
fuhren hier periphere Entzindungen oder die Vartegzder Nerven zur Herunterregulierung
der Expression von KCC2 (Cramer et al., 2008; Mileind Miletic, 2008; Nomura et al.,
2006; Rivera et al., 2004; Wu et al., 2009; Zhangle 2008). Da NKCC1 unverandert oder
sogar verstarkt exprimiert wird, resultieren didselerungen in der Transporterexpression in
einer Disinhibition der Neurone. Aufgrund der fetden Inhibition erfolgt dann eine
gesteigerte Schmerzwahrnehmung Uber die verstét&teerleitung von Schmerzsignalen.
Wahrend im Rickenmark die Expression von KCC2 eitigesnachgewiesen ist, wird sie in
den Spinalganglien kontrovers diskutiert (Abb. 1.B)nerseits konnte in einigen Studien
KCC2 nicht detektiert werden (Kanaka et al., 200brales-Aza et al., 2004; Price et al.,
2006), wahrend andere Untersuchungen dagegen éimde Expression von KCC2 (MRNA
und Protein) zeigen (Funk et al., 2008; Gilbertakt 2007; Lu et al., 1999). Es ist daher
durchaus maoglich, dass der KCC2-Transporter audeimSpinalganglien an der Ausbildung

pathophysiologischer Veranderungen beteiligt ist.

Die intrazellulare Chloridkonzentration spielt alsgine entscheidende Rolle in der
Erregbarkeit von Neuronen des nozizeptiven Syst&ieswird durch die Chloridtransporter

KCC2 und NKCC1 kontrolliert. Entzindungen und Nemwerletzungen regulieren die

Aktivitdt und Expression der beiden Chloridtranggomund verschieben das Gleichgewicht
zur Chloridakkumulation hin. Daraus resultierendegende Chloridstrome fithren dann zu
einer Sensibilisierung des nozizeptiven Systemsaimer verstarkten Schmerzwahrnehmung.
Die dafur verantwortlichen Mechanismen sind in dazizeptoren der Spinalganglien noch
weitgehend unbekannt. Doch gerade die Untersucti@sgr Zellen ist interessant, da sie den

Schmerzreiz direkt detektieren und die erste Veituhgsstelle fiir das Signal darstellen.

11



1. Einleitung
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Abbildung 1.2: Beeinflussung der Chloridsignaltransduktion durclathpphysiologisch
Veranderungen an Spinalganglienneuronen.

Im physiologischen Zustand wird die Chloridkonzatitm im Spinalganglienneuron durch 1
ausgeglichene Aktivitdt der Chloridtransporter KCG2d NKCC1 auf einem konstanten W
gehalten. Wird die Zelle stimuliert, strémt Chloridurch GABA-Rezeptoren in de
extrazellularen Raum und die Zelle wird leichtpdiarisiert. Dies fuhrt zur PAD, welche ¢
weitere Signalweiterleitung dieser Zelle hemmt.

Pathophysiologische Veranderungen der Zelle fihmmm Anstieg der intrazellulare
Chloridkonzentration durch die verstarkte Expreassiond Aktivitdt von NKCC1 und ein
Herunterregulierung von KCC2. Das bei Stimulieranugstrémende Chlorid depolarisiert die Z
so stark, dass die PAD uberwunden wird und esrer &rregung des Neurons kommt.

Die Pfeile markieren die Richtung des Chlorioms
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1.4 Dasex vivo Entziindungsmodell

In der vorliegenden Arbeit wurde die Auswirkung véntziindungsmediatoren (EM) auf die
Reaktion von somatosensorischen Zellen der Spinglgen untersucht. Die Zellen der
Spinalganglien eigenen sich fur solche Untersucbnnda sie die erste Prozessierungsstation
eines Schmerzreizes reprasentieren und direkt mitziBdungsprozessen in Kontakt
kommen. Sie wurden deshalb in dieser Arbeit als élorur Untersuchung des Einflusses
einer Entzindung auf die Schmerztransduktion gewahl

In bisherigen Modellen werden Entztindungen und Iglgesie haufig durch die Injektion
von Capsaicin oder CFACpmplete Freund’s Adjuvagninduziert (Amaya et al., 2003;
Bulling et al., 2001; Chen und Sommer, 2007; Latdal., 2004; Shimosato et al., 2005;
Staton et al., 2007). Allerdings dauert die Martdéen der Entziindung bis zu 35 Tagen und
die Tiere erleiden Qualen. Es gibt Ansétze, in deBetzindungsmediatoren auf dissoziierte
Spinalganglienzellen oder Nervenpraparationen aijgpliwerden, um die Interaktionen von
Entzindungsmediatoren mit Schmerzzellen zu unteessuqKasai und Mizumura, 2001,
Kessler et al., 1992; Kress et al., 1997; Ma et28l06; Song et al., 2003). Allerdings wurde
in diesen Modellen hauptsachlich die direkte IrkBom der Mediatoren mit den Neuronen
untersucht oder die Anderung im Feuerverhalten Ziglen analysiert. Deshalb wurde in
dieser Arbeit nach einer Mdglichkeit gesucht, diaméziindung schnedix vivoundin vitro zu
induzieren und die Wirkung von Entzindungsmediataiieer mehrere Stunden, sowohl auf
die Transduktionskanale als auch auf die intraZze#u Chloridkonzentration hin zu
untersuchen.

In dem hier entwickeltenex vivo Entzindungsmodell (Abb. 1.3) wurden intakte
Spinalganglien (rechts des Rickenmarks) oder eingdRkultur aus Spinalganglienzellen mit
den Entzindungsmediatoren NGF (100 ng/ml), ATP (i\), Bradykinin (0,9 pM) und
PGE (1,4 puM) fur ein bis drei Stunden im Inkubator 88 °C und 5 % C®in 4 Well-
Platten inkubiert. Sie werden im weiteren Verlaef Arbeit als behandelte DRGs bezeichnet.
Die verwendeten Mediatoren treten in physiologiscBatziindungsprozessen auf und sorgen
dort fur die Sensibilisierung und verstarkte Akitider Schmerzzellen, was in Hyperalgesie
resultiert. Die Spinalganglien links des Ruckenmaskirden nach dem gleichen Protokoll in
reinem M10-Medium inkubiert (unbehandelte DRGs)ciNder Behandlung mit deex vivo
Entzindungsmodell wurden die DRGs sofort fir Expente verwendet oder eingefroren.
Bei der Verwendung von Primérkulturen wurden didlefe24-48 h nach der Dissoziation
und direkt vor den Experimenten nach dem Protakedl Entziindungsmodells behandelt.
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Abbildung 1.3: Schematische Darstellung d®svivoEntziindungsmodells.

Die Spinalganglien (roter Kasten) werden aus depraftalen und lumbalen Bereich der Wirbels:
prapariert. Die Spinalganglien links des Rickenmatienen als Kontrollen und werden fir ein bis
Stunden in M10 inkubiert. Die Spinalganglien rechdss Rickenmarks werden in M10 mit ¢
Entziindungsmediatoren NGF, ATP, Bradykinin und P@E ein bisdrei Stunden behandelt (behand
DRGS)

1.5 Ziel der Arbeit

Ziel dieser Arbeit war es, mit einem neuen Modelizéndungsbedingte Veranderungen der
Transduktionskanale und der intrazellularen Chlariizentration in Spinalganglienzellen zu
untersuchen. Experimente an intakten Spinalgangldten einen moglichst physiologischen
Zustand der Schmerzzellen garantieren. Nach Etahedesex vivoEntziindungsmodells
sollte zunéchst der Einfluss von Entzindungsmesiat@uf die Expression verschiedener
Transduktionskanale untersucht werden. Der TRPVidaKapielte eine besondere Rolle, da
seine Beteiligung in entziindungsbedingten Schmelaareichend nachgewiesen wurde.
Experimente an dissoziierten Zellen hatten das d&el Einfluss der Entziindungsmediatoren
auf die TRPV1-Aktivitat nachzuweisen.

Gleichzeitig sollte die Rolle der intrazellularehl@idkonzentration in einer Entziindung mit
dem hier entwickelten Modell analysiert werden. édsticht wurde hier der Einfluss von
Entzindungsmediatoren auf die Expression und Aktivler Chloridtransporter NKCC1 und
KCC2, sowie auf die Chloridkonzentration selbst. Whe beiden Signaltransduktions-
komponenten in Verbindung zu bringen, sollte im &bgssexperiment dieser Arbeit
herausgefunden werden, ob die Offnung des TRPValsaturch den Calciumeinstrom zur
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Aktivierung Calcium-gesteuerter Chloridkanale fiihuhd ob sich die dadurch entstehenden
Chloridstréme durch Entziindungsmediatoren moduli&assen.

Die Ergebnisse dieser Arbeit kbnnen dabei helfaa, gtundlegenden Mechanismen der
Schmerztransduktion und ihrer Beeinflussung durciizindungen zu verstehen, um auf

dieser Basis neue Schmerzmedikamente zu entwickeln.
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2 Material und Methoden

2.1 Spinalganglienpraparation

Alle Experimente der vorliegenden Arbeit wurden $pinalganglienzellen von weiblichen
Wistar Ratten X 6 Wochen) durchgefuhrt. Die Tiere wurden von deterfakultaren
Biomedizinischen Forschungseinrichtung (IBF) demndrsitat Heidelberg bezogen.

Zur Praparation der Spinalganglien wurden die Traie CO, getdtet und dekapitiert. Die
Wirbelsaule wurde durch die Entfernung des Fellg#&legt und dann im Bereich der
Schulterblatter und des Beckens durchtrennt. Zurchteren Identifizierung der
Spinalganglienposition und besseren Fixierung wurdiée Rippenbdgen nicht entfernt.
AnschlieRend erfolgte die horizontale Offnung derd#saule mit einer kleinen Schere. Bei
maglichst flacher Fiuhrung der Schere und Schnaisef in HOhe der Querfortsatze eines
Wirbels, ist das Verletzungsrisiko fur die Spinalgken minimal. Durch das Abheben des
Wirbelbogenverbandes wurden sowohl Rickenmark aish aSpinalganglien unverletzt
freigelegt, da diese vollstéandig an der ventral@iftel der Wirbelsaule haften bleiben.

Die Spinalganglien selbst liegen in kleinen Vetigfen der Wirbelsdule und wurden deshalb
unter dem Binokular (SMZ 800; Nikon) mithilfe einEederschere und einer feinen Pinzette
prapariert. In positionsungebundenen Experimenteh fur die Primarkultur wurden in der
Regel alle thorakalen und lumbalen Spinalgangl&pariert. Zu beachten ist, dass in diesem
Prozess die Spinalnerven durchtrennt wurden. Bisweiteren Behandlung wurden die
Spinalganglien dann in Kulturschalen (35mm; GreiB&y-One, #627120) in eiskalter ES

aufbewabhrt.

DRG-Parchen

Um Spinalganglien und Zellen mit mdglichst ahnlich@nervierung des Korpers zu
vergleichen, wurden sogenannte DRG-Parchen prapaféir die Experimente in den
Kapiteln 3.1.3, 3.2., 3.3, 3.4 und 3.5 wurden adso die Ergebnisse aus DRGs der gleichen
Position und des gleichen Tiers direkt miteinanggglichen. Hierflir wurden die thorakalen
Spinalganglien der Positionen T7-T9 und die lumbaBRGs L3-L5 préapariert und
anschlieRend nach dem vivo Entziindungsprotokoll (Kapitel 2.3) behandelt. harakale
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2. Material und Methoden

und lumbale Spinalganglien unterschiedliche Bereidhs Koérpers innervieren, miussen die

Ergebnisse getrennt analysiert werden.

Riuckenmark

Abbildung 2.1: Ruckansicht einer aufpraparierten Ratte
Vom Ruckenmark in der Mitte gehen die Spinalnermanh links und rechts ab. Marki
sind hier die Spinalnerven der Spinalganglien T7Jh@ L3-L5.

2.2 Primarkultur

Fur die in dieser Arbeit durchgefuhrten Imaging Exmente wurde eine Primarkultur aus
Spinalganglienzellen angelegt. Zur Isolierung delteh aus dem Gewebeverband wurden die

Spinalganglien nach der Praparation mit einer Resige auf dem Deckel einer

O

* Deckgla:

Kulturschale zerkleinert und dann fir 40 min. inn2

Collagenase-Losung bei 37 °C im Wasserbad inkubig

O

rt
Danach wurde die Suspension 5 min. bei 1000 rpm und\\

Raumtemperatur  zentrifugiert (Kuhlzentrifuge, Z323K

Hermle). Nach Entfernung des Uberstands wurderZelien Laminintropfer

in 2 ml Trypsin-Losung mit einer feuerpolierten Ee
Sandwicl

O-©

resuspendiert. In diesem und in den folgenden Behrist

die grindliche Resuspension entscheidend um dierzals Abbildung  2.2: Herstellunc

dem Verband zu I6sen. Die Inkubation in Trypsindudg eines  Sandwiches  zur
o ) _ Beschichtung von Deckglase
erfolgte fur 20 min. im Wasserbad bei 37 °C. Nade® mit Laminin.
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2. Material und Methoden

weiteren Zentrifugationsschritt wurde in 2 ml DNA&&sung resuspendiert und 10 min. bei
37 °C inkubiert. Auf die anschlie3ende Zentrifugatfolgte die Resuspension des Pellets in 6
ml warmen M210. Die Zellen wurden dann auf Poly-Lslty (PLL) und Laminin
beschichteten Deckglasern ausplattiert und bis Experiment im Inkubator (Heraeus, Typ
BB6060, Kendro Laboratory Products) bei 37 °C ufd &0, kultiviert.

Zur Beschichtung der Deckglaser mit Laminin wurdese zunéchst mindestens 20 min. mit
PLL beschichtet und dann im Trockenschrank getreckbanach wurdesandwichesaus
jeweils zwei Deckglasern geformt, die in der Mitté Laminin-Lésung (50 ul/2 Deckglaser
mit @ 13 mm von Knittelglaser, 100 ul/2 Deckglaseit @ 25 mm von Menzel Glaser)
bedeckt waren (Abb. 2.2). Bis zur Verwendung ettlgine Inkubation flr zwei bis drei
Stunden im Inkubator bei 37 °C und 5 % £O

Fur die Vitalitatstests wurden 300 ul Zellsuspensaaf runde 13 mm Deckglaser in 4 Well-
Platten ausplattiert. Um im Fall der Imaging Expesnte Material zu sparen, wurden
Zylinder (Cloning Cylinders 250 ul; SIGMA ALDRICH, #C2059erwendet, die mit einer
Silikon-Paste Pow Corning® high vacuum silicone greas8IGMA ALDRICH, #Z273554-
1EA) in der Mitte der 25 mm Deckglaser befestigtrdan. In die Zylinder wurden dann
300 pl Suspension ausplattiert. Die Kultivierundokgte bei 37 °C und 5 % GOIm
Inkubator. Die Zellen wurden nur an den zwei Taganh der Praparation fir Experimente
verwendet, da sich die Expression und damit desiplggische Zustand der Zellen in Kultur
verandern. Ebenso wurde auf die Zugabe von NGRKaliivierung verzichtet, da dieses im
Entzindungsassay als Entzindungsmediator eingesetdt Die Vitalfunktionen und
Reaktionen der Zellen waren trotz des Fehlens V@R Normal.
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2.3 Vitalitatstests

Die optimalen Konzentrationen der inex vivo Entzindungsmodell verwendeten
Entzindungsmediatoren wurden in verschiedeneniditstiests ermittelt. Dabei war es von
entscheidendem Interesse, dass die Zellen eineiaghsigllange Behandlung mit den

Entzindungsmediatorexx vivoiberleben.

Die Vitalitat der Neurone wurde deshalb in zwei himingigen Tests an dissoziierten Zellen

(Kapitel 2.2) und Lebendgewebsschnitten nach liiBdrpruft.

2.3.1 Lebendgewebeschnitte

Da die immunhistochemischen Farbungen und die FM&&sungen an Zellen durchgefihrt
wurden, die sich noch im Gewebeverband befandenvandder Dura mater umhdllt waren,
wurden die Vitalitatstests auch an Gewebeschnateohgefihrt.

Vor Anfertigung dieser Schnitte wurden die Spinalgjeen wie in 2.1 beschrieben prapariert
und in 4-Well Platten (Nud, #176740) nach dem Protokoll des Entziindungsmedell
inkubiert. Nach einer, zwei und drei Stunden Inkidmawurden immer zwei unbehandelte
und zwei behandelte DRGs in einer Petrischale nit Agarose fixiert und in eiskalter, mit
Carbogengas perfundierter ES-LOsung aufbewahrt. 15170 um dicken Gewebeschnitte
wurden dann am Vibratom (VT 1000S; Leica Microsygstg angefertigt und ebenfalls in

eiskalter, perfundierter ES-L6sung aufbewabhrt.

2.3.2 Prinzip der Vitalitatstests

Es wurden zwei unabhangige Tests zur Untersuchwerg Zgllvitalitat eingesetzt. Das
LIVE/DEAD® Cell Vitality Assay Kit((Invitrogen Cat.#L34951) identifiziert metabolisc
aktive Zellen, da das als Marker verwendete C1ZRe# nur in lebenden Zellen durch
NADH zu seiner rot fluoreszierenden Form, C12-ReBoy reduziert werden kann. Der
zweite Test diente zur Darstellung toter ZellenctiuPropidiumiodid (PI), welches Membran
impermeabel ist und nur Gber die porése Membraotem Zellen ins Zellinnere gelangen und
dort mit der DNA interkalieren kann. Durch die Irgktion mit der DNA steigert sich die
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Fluoreszenzintensitat um das 20-30 fache und dassiEmsmaximum verschiebt sich von
590 nm auf 617 nm.

Sowohl dissoziierte Zellen als auch Gewebeschnitteden nach demselben Protokoll
inkubiert. Die Inkubation fir die Versuche mit PL,% pM in ES) erfolgte bei
Raumtemperatur fur 1-2 min. Fur den Lebendtest eudle Zellen fir 10-15 min. bei 37 °C
und 5 % CQ im Inkubator mit C12-Resazurin (10 uM in ES) inlarh Beide Inkubationen

wurden durch einen Losungswechsel mit ES gestoppt.

2.3.3 Bilddokumentation

Die Fluoreszenzbilder zur Uberprifung der Vitalitdibn dissoziierten Zellen und
Lebendgewebeschnitten wurden an dem Epi-Fluoresagrnzskop Axiovert 200 von Zeiss
mit dem 10x Objektiv und einer digitalen Farbkam@alorView Il Soft Imaging System)
aufgenommen. Verwendet wurde folgender Filtersafmiregungsfilter 540-552 nm,
Dichroischer Spiegel 580 nm, Emissionsfilter 590 .nAls Lichtquelle wurde eine
Quecksilberdampflampe (HBO100, Typ ebq 100 isoa¢duyesetzt.

2.4 Immunhistochemie

Zur Untersuchung der Expression verschiedener Neptae, Rezeptoren fir
Entzindungsmediatoren, Chloridtransporter und Thakisonskanadle auf Proteinebene
wurden immunhistochemische Farbungen und Analysechdefihrt. Auch der Einfluss von
Entzindungsmediatoren auf die Expression dieseteifeo wurde immunhistochemisch

analysiert.

2.4.1 Fixierung und Schneiden von Spinalganglien

Nach der Behandlung der Spinalganglien nach demtollb des ex vivo

Entzindungsmodells wurden diese zunachst in PBSaggwen, um das Medium und die

Entzindungsmediatoren zu entfernen. Das Gewebeewdadn in 4 % Paraformaldehyd

(PFA) fur 30 min. fixiert. Darauf folgten drei Wdsschritte in PBS und die Entwasserung der
20
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DRGs in einem ansteigenden Saccharosegradientennkibation in 10 % Saccharose bei
Raumtemperatur dauerte zwei bis drei Stunden. Aiefdnd entwasserten die
Spinalganglien in 30 % Saccharose bei 4 °C UberhtNadm néachsten Tag wurde die
Uberschissige Saccharose von dem Gewebe entfamSuminalganglion in einem Tropfen
Medium (Tissue Tek Freezing; Leica Microsystems)gebettet und im Kryostaten (CM

30505, Leica Microsystems) bei -20 °C eingefrorBre Spinalganglien wurden entweder
sofort verwendet oder bei -20 °C eingelagert.

Fur die immunhistochemischen Farbungen wurden l14djoke Kryoschnitte bei -20 °C

Objekttemperatur am Kryostat angefertigt und aupesfiosf Plus Objekttrager der Firma
Menzel-Glaser aufgezogen. Die Lagerung erfolgtafeltis bei -20 °C.

2.4.2 Immunhistochemische Féarbung

Vor der Farbung wurden die Schnitte 20-30 min. Raumtemperatur getrocknet und mit
einem hydrophoben Stift (Super HT PapPen, Polyse®inc.) umrandet, der das Auslaufen
der Flussigkeit verhindert. Anschlielend folgte diexierung der Schnitte auf dem
Objekttrager mit 4 % PFA fir 8-9 min.. Nach dreilgaim Waschen fir 6 min. in PBS
wurden die Schnitte in einer feuchten Box fur eBteinde mit CT prainkubiert, um die
Permeabilisierung der Zellmembran und das Abblockespezifischer Bindestellen zu
gewahrleisten. Die zweistundige Inkubation mit ili @erdiinntem Erstantikdrper folgte im
nachsten Schritt. Danach wurde drei Mal fir 6 mit.PBS gewaschen und dann 90 Minuten
mit in C verdinnten Zweitantikérpern im Dunkelnder feuchten Kammer inkubiert. Nach
dreimaligem Waschen fur 6 min. mit PBS wurden dobrfitte entweder in einem Tropfen
Aqua PolyMoun{Polysciences Inc.) eingebettet und mit einem Qkcsk(24x60 mm, Menzel
Glaser) bedeckt oder mit DAPI geféarbt. Im Fall @&PI-Farbung wurden die Schnitte mit
einer 0,3 uM DAPI-LAsung fir ein bis zwei Minutan Dunkeln inkubiert und dann drei Mal
fur 6min mit PBS gewaschen. Danach erfolgte dieb&itung wie oben beschrieben. Bis zur

Bilddokumentation wurden die Objekttrager im Dumkaufbewahrt.

P-NKCC1 Farbung:
Zur Farbung der phsophorylierten Form des NKCCIa3parters wurde wahrend der
Prainkubation mit CT ein Peptid, dessen Sequenz wieht phosphorylierten Zustand von

NKCC1 entspricht, zum Erstantikbrper gegeben. Sawitden Antikorper, die diese Form
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von NKCC1 erkennen, praadsorbiert. Im Gewebe wimdndnur noch der phophorylierte
Zustand des Transporters detektiert. Dabei wurdePdgtid in Bezug auf den Erstantikorper

4x konzentriert eingesetzt. Die Prainkubation veptiel und Antikorper betrug 30-40 min..

Tabelle 2.1:Verwendete Erstantikdrper

Name Spendey Spezifitat Verdinnupg Katalognummer ptidPe Firma
Santa Cruz
C-14 _
aNKCC1 gt ms, rt, hm, cow 1:20 sc-21547P|  Biotechnology
sc-21547
Inc.; USA
Santa Cruz
N-16 .
aNKCC1 gt ms, rt, hm, cow 1:20 sc-21545P|  Biotechnology
Sc-21545
Inc.; USA
Santa Cruz
R-14 .
aKCC2 gt ms, rt, hm 1:20 sc-19420P|  Biotechnology
sc-19420
Inc.; USA
OncogeneTM
aSP rb rt 1:50 PC232L Research Products;
San Diego/CA
OncogeneTM
aCGRP rb ms, rt 1:50 PC205L Research Products;

San Diego/CA

Phosphorylierte ] .
The University of

ap- Thr203,
sh 1:20 Dundee;
NKCC1 Thr207;
Schottland
Thr212
Santa Cruz
K-13 _
aASIC3 gt hm, ms, rt 1:50 sc-21845P|  Biotechnology
sc-21845
Inc.; USA
Santa Cruz
A-16 .
aP2X3 gt ms, rt, hm 1:20 sc-12215P|  Biotechnology
sc-12215
Inc.; USA
Santa Cruz
aTRPV1 R-130 .
rb ms, rt, hm 1:100 Biotechnology
(VR-1) sc-28759
Inc.; USA
Santa Cruz
aTRPV2 G-20 _
ot ms, rt, hm 1:50 sc-22521P|  Biotechnology
(VRL-1) sc-22521
Inc.; USA
Santa Cruz
K-18 .
oaTRPV4 gt ms, rt, hm 1:100 sc-47527P|  Biotechnology
sc-47527
Inc.; USA
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Santa Cruz
ms, rt, hm, C-20 _
aB,R gt _ 1:20 sc-15050P| Biotechnology
mink sc-15050
Inc.; USA
Santa Cruz
763 .
aTrkA rb ms, rt, hm 1:20 sc-118P Biotechnology
sc-118
Inc.; USA
Santa Cruz
E16 _
aEP1 gt ms, rt, hm 1:20 sc-22648P|  Biotechnology
SC-22648
Inc.; USA

Tabelle 2.2:Verwendete Alexa FluSrZweitantikorper

Name | Spender Spezifitat Verdinnung Katalognumnjer rmai

Molecular Probes (Invitrogen
A488 dk rb IgG (H+L) | 1:500 A-21206 )

Corporation; USA)

Molecular Probes (Invitrogen
A488 dk gt IgG (H+L) 1:500 A-11055 )

Corporation; USA)

Molecular Probes (Invitrogen
A568 dk gt IgG (H+L) 1:500 A-11057 )

Corporation; USA)

Molecular Probes (Invitrogen
A488 dk sh IgG (H+L) | 1:500 A-11015 )

Corporation; USA)

2.4.3 Spezifitat der Antikorper

Kontrollen zur Spezifitdt eines Antikorpers in imniistochemischen Farbungen kdnnen
nach verschiedenen Ansatzen durchgefihrt werdgre(Sa005). Dazu zahlt unter anderem
die Praadsorptionskontrolle mit dem Antigen. Einitarer Ansatz ist die Co-Farbung mit
einem Antikorper, der gegen ein anderes EpitopZikdproteins gerichtet ist und das gleiche
Farbemuster aufweist.
In der vorliegenden Arbeit wurde die Antikorpersfig#t, soweit mdglich, mit der
Praadsorptionskontrolle Gberpruft. Hierbei wird &aptid eingesetzt, dessen Sequenz dem
Antigen des jeweiligen Antikorpers entspricht. Dierwendeten Peptide wurden im 5-10
fachen Uberschuss im Verhaltnis zum Antikérper esmgzt und 2-20 Stunden bei
Raumtemperatur mit dem Antikdrper prainkubiert. Pigéinkubation kann in CT oder PBS
stattfinden, wobei im letzteren Fall vor dem Auffea auf das Gewebe dann mit CT auf das
Endvolumen aufgefillt wird. Dieser Ansatz wird damahrend der Erstantikbrperinkubation
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aufgetragen. Ist der Antikorper spezifisch, wurdahe Antikbrpermolekile an das
Kontrollpeptid gebunden und im Gewebe tritt keideldtng auf.

Die Spezifitat fur folgende Antikdrper konnte mierdPrainkubation in CT nachgewiesen
werden: aNKCC1 (N-16), aKCC2 (R-14), aTRPV4 (K-18), tASIC2 (G-20), oEP1 und
aP2X3 (A-16). Im Fall der Prainkubation in PBS kamatie Spezifitat vomTRPV2 (G-20),
aASIC3 (K-13),aB2R (C-20) undTrkA (763) bewiesen werden.

Fur TRPV1 steht vom Hersteller kein Peptid zur Xdgting, allerdings wurde ein Western
Blot mit diesem Antikdrper an verschiedenen Ze#larivon Santa Cruz durchgefihrt, der
dessen Spezifitat zeigt. AuRerdem stimmt das Faubandes hier verwendeten Antikdrpers
mit anderen in der Literatur dargestellten Antilénfarbungen tberein.

Das Kontrollpeptid fur den NKCC1-Antikdrper (C-1vpar nicht funktionsfahig, daher wurde
eine Co-Farbung mit dem p-NKCC1-Antikérper angegertdie eine hundertprozentige
Uberlagerung der Farbemuster zeigt. Daher ist dausszugehen, dass beide Antikorper
spezifisch den NKCC1-Transporter erkennen.

Die spezifische Erkennung des phosphoryliertenafuts von NKCC1 durch den p-NKCC1-
Antikdrper bei Praadsorption durch das mitgelieferPeptid wurde imex vivo
Entzindungsmodell nachgewiesen. Wird das Peptitt remgesetzt, erkennt auch der p-
NKCC1-Anitkorper beide Zustande des Transporteisd warhalt sich bei der Untersuchung
der Fluoreszenzintensitat genau widlKCC1 (C-14). In diesem Fall war bei beiden
Antikdrpern erst nach drei Stunden Inkubation mintzendungsmediatoren eine
Fluoreszenzzunahme zu erkennen, wahrend der p-NK&@kOrper nach Prainkubation mit
dem Peptid schon nach einer Stunde Inkubation éknstieg in der Fluoreszenz zeigt.

Zur Kontrolle des Zweitantikrpers wurde in jede@rlfung eine Negativkontrolle
durchgefuhrt, wobei nur der Zweitantikbrper ohnen derstantikdrper auf das Gewebe
gegeben wird, um unspezifische Bindungen auszwstdmi. Da in keinem Fall eine Farbung
in den Negativkontrollen auftrat, kann davon ausgegn werden, dass die hier verwendeten

Zweitantikorper spezifisch binden.
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2.4.4 Datenanalyse

Fur die Verteilung der Transduktionskanale und SBr A

und CGRP exprimierenden Zellen in den Spinalganglie
wurde die Anzahl der positiv gefarbten Zellen inesn

Schnitt gezahlt und in Bezug auf die Gesamtanzahl d

Zellen im Schnitt in Prozent angegeben. Als positi\

. . Kontrolle behandelt
gefarbt gelten Zellen, deren Fluoreszenz Uber de@1
Hintergrund liegt und deren Farbung den gesamte 20t

Zellkorper ausfullt.

Zellzahl

Fur die Auswertung wurden DRG-Parchen aus d
Bereichen T7-T9 und L3-L5 aus drei verschiedenel |

Tieren verwendet. Von jedem Spinalganglion wurder

mindestens zwei Schnitte gefarbt. Die ermittelter

0 0 i .
Prozentzahlen einer Farbung wurden gemittelt un ©° 50 100 150 200
mittlere Fluoreszenzintansitat

werden im Fall von SP und CGRP mit dem Fehler des

. . . . . Abbildung 2.4: Datenauswertung
Mittelwerts und im Fall der Transduktionskanale otetr A:  Markierung der  &uRere
.Zellgrenzen (orange). I
LBarstellung zweier  Intensitats-

aufigkeitsverteilungen.
SP 3178 unbehandelte und 3467 behandelte Zelleﬁnbehmdelt (blav). drei Stunde

ausgewertet. Im Fall von CGRP waren es 6755behandelt (rot).
Y-Achse: Zellzahl in Prozent, X-
unbehandelte und 4596 behandelte Zellen. Achse: mittlere  Fluoreszenz-

.. . . ) intensitat der einzelnen Zellen.
Fur die Auswertung der Chloridtransporter wurdehhic

Standardabweichung angegeben. Insgesamt wurden f

die Anzahl der positiv gefarbten Zellen ausgewerendern die Fluoreszenzintensitat. Es
gelten die gleichen oben genannten Kriterien, ume &elle als positiv gefarbt zu bewerten.
Die mittlere Fluoreszenzintensitat jeder einzeldefle wurde durch Markierung der auf3eren
Zellgrenze im Programm ImageJ (National Institudeslealth, USA) bestimmt. Ausgewertet
wurden 3583 unbehandelte und 3353 behandelte Zettefrall von NKCC1 und 1839
unbehandelte und 1701 behandelte Zellen fur KC@2lein Experimenten mit ungepaarten
Spinalganglien wurden fir NKCC1 3098 behandelte 1844 unbehandelte und fir KCC2
3186 behandelte und 3028 unbehandelte Zellen aedly8ei der Verwendung des p-
NKCC1 Antikdrpers wurden 598 nicht behandelte uifl Behandelte Zellen untersucht.
Anschlie3end wurde mit dem Programm Origin® 7G $BrginLab Corporation, MA, USA)
eine Haufigkeitsverteilung Uber die mittleren Flesrenzintensitdten aller Zellen eines
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Schnittes erstellt. Im Anschluss wurde eine Gausgeung der Haufigkeiten eines
Schnittes gebildet, deren Mittelwert fur die westdruswertung verwendet wurde.

In der Auswertung wurden immer die Mittelwerte sinmbehandelten und eines behandelten
Schnittes aus der gleichen Farbung und des glei¢hees und, im Fall von DRG-Péarchen
auch von der gleichen Position direkt miteinanderglichen. Die Fluoreszenzaufnahmen
mussten am gleichen Tag angefertigt worden seinbeDavurde der Mittelwert des
Kontrollschnitts als 100 % bestimmt und der Mittettv der Gauss-Verteilung des
behandelten Schnittes dazu in Bezug gesetzt. ér lekubationszeit wurden jeweils drei
Tiere untersucht. Der Mittelwert der AnderungenBiezug auf die Kontrolle wird hier in
Prozent mit dem Standardfehler des Mittelwerts gagen. Die Signifikanz der Anderungen
zwischen unbehandelten und behandelten Spinalgangiurde mit einem Student-t Test
Uberprift mit einer Grenze von § 0,05. In allen Fallen wurden fir die statistische

Auswertung die Ergebnisse aus drei Tieren und nstetezwei Farbungen gemittelt.

2.4.5 TMEM16A — Farbung

Fur die immunhistochemische Darstellung des TMEMEGAteins, das als Kandidat fir den
Calcium-gesteuerten Chloridkanal in Schmerzzellén musste zunachst das zu erkennende
Epitop demaskiert werden. Die 14 pm Kryoschnittedea wie zuvor beschrieben fir 25 min.
getrocknet und mit einem hydrophoben Stift umrandetschlieend erfolgte dann die
Fixierung der Schnitte mit 4 % PFA auf dem Objglgar fur 45 min.. Nach drei
funfminttigen Waschschritten in PBS wurden die $thrbei 81 °C fir 30 min. in Citrat-
Puffer inkubiert. Dieser Schritt diente der Demasking des Epitops, so dass der
Erstantikorper spater daran binden konnte. Um Austrocknung der Schnitte zu verhindern,
wurden die Schnitte wahrend der Inkubation immeeder mit MilliQ-Wasser befeuchtet.
Reste des Citrat-Puffers wurden im Anschluss dWk&dschen mit MilliQ-Wasser (2 min.)
und PBS (3x5 min.) entfernt. Darauf folgte die Rkaibation in CT fiur eine Stunde und
anschlieBend die Erstantikdperinkubation in CT finei Stunden. Es wurden zwei
aTMEM16A-Antikorper gestestet, ein monoklonaler (Abt, #ab64085) und ein
polyklonaler (Abcam, #ab53212) Antikorper. Der mbklomale Antikorper wurde 1:100
verdunnt eingesetzt, wahrend der polyklonale Ampkd 1:50 verdinnt wurde.

Nach drei funfminttigen Waschschritten in PBS gfieldie Zweitantikdrperinkubation in C
fur 90 min.. In beiden Fallen wurde ein A488dk Antikdrper 1:1000 verdinnt eingesetzt.
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Im Anschluss wurde wieder drei Mal fur 5 min. in $Bewaschen und die Schnitte dann in
AquaPoly Mounteingebettet. Alle Schritte ab der ZweitantikOrpktbation wurden im
Dunkeln durchgefihrt, um ein Ausbleichen des Flabroms zu verhindern. Bis zur
Bilddokumentation wurden die Objekttrager dunkelagert. Eine Praadsorptionskontrolle

war nicht moglich, da kein Peptid zur Verfigungste

2.4.6 Bilddokumentation

Alle Aufnahmen zu den in der vorliegenden Arbeitrahgefiihrten Antikdrperfarbungen
wurden im Nikon Imaging Center der Universitat Hgimbrg mikroskopiert und fotografiert.
Verwendet wurden das aufrechte automatisierte Mkap Nikon Eclipse 90i mit einer
gekuhlten Schwarz-Weil3-Kamera (Nikon DS-1QM) undé @afrechte Mikroskop Nikon
Eclipse 80i mit einer Schwarz-WeiR3-Kamera (NikonQB:Mc). Aufgenommen wurden die
Bilder mit dem 10x Objektiv und folgenden Filterzgit:

Filtersatz 1 (DAPI) Anregungsfilter: 340688n
Dichroischer Spiegel: 400nm
Emissionsfilter: 435-484nm
Filtersatz 2 (FITC) Anregungsfilter: 4695hm
Dichroischer Spiegel: 505nm
Emissionsfilter: 515-555nm
Filtersatz 3 (Texas Red Chroma 31004) efuangsfilter: 540-580nm
Dichroischer Spiegel: 595nm
Emissionsfilter: 600-660nm

Mit Hilfe der Software NIS-Elements, Version 2.3Qild 325, wurden ,Large Scans" am
Nikon Eclipse 90i angefertigt, die es ermoéglichemea kompletten Schnitt in einem Bild

darzustellen.
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2.5 Calcium Imaging Experimente

Eine Auswirkung der Entzindungsmediatoren auf dmn&@ganglienzellen und deren
Transduktionskandle wurde auch in Calcium Imagingdimenten untersucht. Hierfir
wurden in den Versuchsreihen die Calciumindikatdfeo4-AM und Fluo5f-AM eingesetzt,
die auf die Erhéhung der intrazellularen Calciungamtration mit einer Intensitatszunahme
des Fluoreszenzsignals reagieren. Dabei hat Flid4eken Ky von 345 nM und deshalb
schon sehr geringe Calciumanderungen wahr. Flud@FdAgegen ist weniger sensitiv {

2,3 uM), detektiert jedoch Anderungen des intra@ien Calciums, die ausreichen um den
Calcium gesteuerten Chloridkanal zu 6ffnen. Alleséehe fanden an Zellen statt, die wie in
2.2 beschrieben dissoziiert und bei 37 °C und 504 1Gr 24-48 h kultiviert wurden.

2.5.1 Vorbereitung der Zellen

Vor den Messungen wurden die Zellen zunachst fum#s mit DNAsel-Losung behandelt,
um DNA-Reste von abgestorbenen Zellen zu entferrigieser Schritt erleichtert die
anschlieBende Beladung mit den FarbstofflosungesideB Farbstoffe wurden in einer
Konzentration von 10 puM eingesetzt und die Zellém 80-60 min. inkubiert. Alle
Vorbereitungsschritte fanden dabei in den Zylindenninkubator bei 37 °C und 5 % GO
statt.

Fur die Messung wurde das Deckglas in die Messkan{R€-40LP und QE-1, Warner
Instruments) eingebaut und diese mit 3 ml ES dgefbDile Kammer wurde so beheidd{al
Channel Bipolar Temperature Controlle€L-200, Warner Instruments), dass die Losung in
der Kammer bei der Messung eine Temperatur zwis2B&C und 31 °C besal3.

In allen Calcium Imaging Experimenten wurde derbsasff mit Licht einer Wellenlange von
493 nm angeregt (Polychrome 5000, TILL PhotoniEspittiert wurde das Licht durch einen
Filterblock mit Dichroischem Spiegel bei 510 nm wedem Emissionsfilter bei 515-800 nm.
Die Messungen wurden an einem Axiovert-200 Mikrgskon Zeiss durchgefuhrt und die
Bilder mit einem 20x Objektiv (20x/NAO,75, Zeisginer gekuhlten Kamer&énsi Cam 12
Bit cooled Imaging PCO Imaging) und dem Programm TILL Vision aufganeoen. Zur
Synchronisation von Geraten und Computer wurdddr@rolleinheit (ICU, TILL Photonics)
eingesetzt. Das verwendete Perfusionssystem @E8annel Perfusion Systestammt von

E.S.F. electronic.
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2.5.2 Direkte Stimulation mit Entziindungsmediatoren

Die immunhistochemische Untersuchung der Rezeppoesszion fur Entziindungsmediatoren
gibt nur Aufschluss Uber deren Vorhandensein, jed@nn so nicht geklart werden, welche
physiologischen Reaktionen die Mediatoren in deleBdehervorrufen. Deshalb wurden die
Reaktionen der Zellen auf die direkte Stimulationt mantzindungsmediatoren mittels
Calcium Imaging analysiert.

Die Zellen wurden wie in 2.6.1 vorbehandelt und @t uM Fluo4-AM beladen. Nach
Aufnahme der Ruhefluoreszenz fir 1min. bei einemAbmefreqeunz von 5 Sekunden (d.h.
alle 5 s wird ein Bild aufgenommen), wurden die Zamdungsmediatoren hinzugegeben.
Verwendet wurden dabei die Konzentrationen dégsvivo Entziindungsmodells. In den
Experimenten wurden sowohl die komplette ,Entzimgdsappe” mit der Kombination aller
Entziindungsmediatoren als auch die Einzelkomponeaggtestet.

Direkt nach der Zugabe wurde fur den Fall schndéfeaktionen fir 5 min. alle 5 s ein Bild
aufgenommen. Danach wurde die AufnahmefrequenZ3@us erniedrigt und die Reaktion

weitere 55 min. aufgenommen.

2.5.3 Aktivierung von Transduktionskanédlen vor und nach der Behandlung mit

Entziindungsmediatoren

In allen bisherigen Experimenten fanden Kontrollsuegen und Behandlung an
unterschiedlichen Zellen statt, die in der Auswegtulann miteinander verglichen wurden.
Um jedoch die direkte Verhaltensdnderung einer eZefluf die Behandlung mit
Entzindungsmediatoren zu beobachten, wurde ein Zeapgotokoll entwickelt. Dieses
erlaubt die gleichzeitige Behandlung und AufnahraeRkeaktionen in einer Messung.

Diese Experimente sollten zeigen, ob ein physisldwer Stimulus, in diesem Fall Capsaicin
(0,5 uM), eine Zelle mehrfach aktivieren kann ubdaasreichend Calcium in die Zelle fliel3t,
um den Calcium-gesteuerten Chloridkanal zu 6ffrimsatzlich wurde analysiert, welchen
Einfluss die Behandlung mit Entzindungsmediatordérdae Calciumreaktion hat.

Hierfur wurden die Zellen wie in 2.6.1 beschrielv@nbereitet und mit dem Farbstoff Fluo5f-
AM (10 pM) beladen, da dieser eine geringere Calsensitivitat besitzt und nur
Veranderungen in der Calciumkonzentration anzeiigt,auch ausreichen, um den Calcium-

gesteuerten Chloridkanal zu 6ffnen.
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Messprotokoll

Zu Beginn der Messung wurde die Ruhefluoreszenzemir Frequenz von 5 s fur 1 min.
aufgezeichnet. Anschlie3end werden die Zellen fimi2 mit 0,5 uM Capsaicin perfundiert
(Aufnahmefrequenz 5 s). Im darauf folgenden Spiic{2 min., Frequenz 5 s) wurde das
Capsaicin durch die Perfusion mit ES entfernt. Bies/klus schliel3t die Kontrollreaktion ab.
Darauf folgte eine Inkubation der Zellen in ES on Entzindungsmediatoren (EM) fur 55
min. (Aufnahmefrequenz 1 min.). Hierbei wurde laangsperfundiert, um den Zellen immer
wieder frische Losung Uber den gesamten Zeitraumifdren. Danach begann der nachste
Zyklus, der dann die Reaktionen nach 1 h Behandhwigahm. Auch hier wurde wieder die
Ruhefluoreszenz gemessen, dann mit Capsaicin simuind mit ES gespult. Der Ablauf
erfolgte wie fur die Kontrollreaktion beschriebenduwiederholt anschlieRend auch fur die
zwei- und dreistindige Behandlung. Zwischen den letyk wurden ES und
Entzindungsmediatoren langsam perfundiert. Nach detaten Zyklus wurde die
Fluoreszenz fir 30 min. gemessen.

In Versuchen mit Kontrollzellen wurde das gleich®tBkoll verwendet. Allerdings wurde

zwischen den Zyklen nur mit ES und ohne Entziindonegatoren perfundiert.

2.5.4 Auswertung

Fur alle hier durchgefiihrten Calcium Imaging Expennte gilt: Als spezifische Reaktion
einer Zelle auf einen Stimulus wurden solche Sigm@wertet, deren Amplitude gréf3er war,
als die Amplitude des Rauschens in der Ruheflueresder gemessenen Zelle. Da sowohl
Fluo4-AM als auch Fluo5f-AM keine ratiometrischearbstoffe sind, kann die Amplitude
allerdings keine Aussage Uber die genaue GroRe&Siesmls geben. Die Grof3e des Signals
wird bei diesen Experimenten sowohl von ZellgroBeladungseffizienz, Kanalanzahl und
-aktivitat als auch von den Leckstromen bestimmit.

In den Experimenten aus Kapitel 2.5.2 wurde bewete die Zelle eine Reaktion auf die
Perfusion mit Entzindungsmediatoren zeigt, wansediReaktion einsetzt und wie lange sie
anhalt. Die Messungen aus Kapitel 2.5.3 zeigerReéiaktionen einer Zelle auf Capsaicin vor
und nach der Behandlung mit Entziindungsmediat@enerste Reaktion wurde jeweils als
Kontrolle verwendet, da noch keine Beeinflussungcldudie Mediatoren stattgefunden hat,
und spiegelt somit das Normalverhalten der Zelle Gapsaicinstimulierung wider. In den

Auswertungen wurde die erste Reaktion daher als #)0gyesetzt und die folgenden
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Reaktionen fur die Auswertung der Amplitude daraezogen. Dabei wurden nur die Zellen
mit einer Reaktion in die Auswertung mit einbezagals Amplitude wurde die Spanne von
der minimalen bis zur maximalen Fluoreszenzandegimgr Reaktion gemessen. Im Fall der
Anzahl reagierender Zellen wurde die Gesamtzahigdenessenen Zellen bestimmt und die
Zahl der Zellen mit Reaktion darauf bezogen unBriozent angegeben. Die Werte der Zellen
aus den Einzelmessungen wurden gemittelt und daBemd wurden diese Mittelwerte aller
Messungen nochmals gemittelt. Daher sind die Wistestatistischen Auswertungen hier mit
dem Fehler des Mittelwerts (se) angegeben. Zur rsmtbung der Signifikanz wurde ein
Student-t-Test mit einer Signifikanzgrenze vos @,05 verwendet.

Fur alle Experimente wurden Kontrollmessungen dgeéithrt, in denen jeweils das gleiche
Messprotokoll verwendet wurde. Mit den Belichtungssungen sollte ausgeschlossen
werden, dass es sich bei den Reaktionen der ZaflteRhotoeffekte handelt. Bei der zweiten
Form der Kontrollmessung wurden alle Perfusionsgehrmit ES durchgefuhrt, um

mechanische Reaktionen der Zellen auf die Perfastoime auszuschlielRen.

2.6 Chlorid Imaging Experimente

2.6.1 Zwei-Photonen Fluoreszenz-Lebenszeit-Imaging-Mikrdsopie (2P-FLIM)

Physiologische Untersuchungen zur Chloridhomdostasker Zelle und zu Chloridsignalen
nach Aktivierung des TRPV1-Kanals wurden mittelsR2BM (two-photon fuorescence-
lifetime-maging-nicroscopy  durchgefuhrt.  Zur  Messung der intrazellularen
Chloridkonzentration wurde der Farbstoff MQAE (N{Bxycarbonylmethyl)-6-
methoxyquinolinium Bromid, #£3101) verwendet, der 850 nm angeregt wird und dessen

Fluoreszenzlebenszeit abhéngig von der intrazednl&hloridkonzentration ist.

A) Messprinzip

Vorteile dieser Messtechnik sind die Anregung desbgtoffs MQAE durch zwei Photonen
und die Auswertung der Fluoreszenz-Lebenszeit. dtweise wird der Transfer eines
Elektrons auf ein freies, energiereicheres Orbdalch die Absorption eines Photons
herbeigefihrt, dessen Wellenlange dem Absorptiorsman des angeregten Molekils
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entspricht. Nach einigen Nanosekunden kehrt daktiale entweder durch Emission eines
Fluoreszenzphotons oder durch die Abgabe von Wanmeeer in seinen Grundzustand
zurick.

Da der in den hier durchgefuhrten Experimenten eedete Chlorid sensitive Farbstoff
MQAE Licht im hochenergetischen, kurzwelligen Behe(350 nm) absorbiert, kann es bei
einer Ein-Photonenanregung zu Zellschdden komman. Kaie auftretenden Photoschaden
auf3ern sich haufig in der Zerstérung und Modifiatvon Nukleinsduren. Zur Vermeidung
solcher Schaden wird bei der 2P-FLIM Methode daskibn mit zwei Photonen niederer
Energie (750 nm) angeregt. Das erste Photon veérsietz Elektron in einen ,virtuell
angeregten* Zustand, der von kurzer Dauer ist {€8°s) und nicht zur Abgabe einen
Fluoreszenzphotons ausreicht. Durch die Verwendeings fokussierten, gepulsten Lasers
kann das virtuell angeregte Elektron in der Fokasebein zweites Photon mit einer
Wellenlange von 750 nm absorbieren. Dadurch edhgst Elektron die Gesamtenergie von
350 nm und wird in den ,echten angeregten* Zus{&1d versetzt. Die Anregung durch zwei
niederenergetische Photonen vermindert Photoschaidsgrhalb des Fokus, da die Anregung
durch den verwendeten Laser auf das fokale Volubegmnenzt bleibt. Gleichzeitig erlaubt die
Anregung mit niederenergetischem Licht eine tiefBenetration ins Gewebe mit hoher
Detektionseffizienz, da Streueffekte verminderti@ién.

Als Fluoreszenzlebenszeit wird die Zeitspanne lobret, die das Elektron im angeregten
Zustand verweilt. Sie liegt im Bereich von 0,1-56) thre GroRR3e wird in der Zerfallsrate
angegeben. Im Gegensatz zu anderen Messmethodéie FHuoreszenzlebenszeit allein von
der intrazellularen lonenkonzentration abhangighinaber von Zellgré3e, Beladung der Zelle
oder Leckstromen.

Im Fall von MQAE bildet das Farbstoffmolekiil im amggten Zustand mit einem Chloridion
einen transienten Komplex, wodurch das Elektromsltér wieder in seinen Grundzustand
zurtckkehrt und sich die Dauer der FluoreszenziretkJe hoher die Chloridkonzentration
ist, desto kurzer ist die FluoreszenzlebenszeitUber die Fluoreszenzlebenszeit eines
Indikators kann somit die intrazellulare Konzentmateines lons bestimmt werden.

Die Fluoreszenzlebenszeit wird durch die exakte ddeg des Zeitunterschieds zwischen
zwei elektronischen Pulsen gemessen. Sendet degilngslaser einen Lichtblitz aus, wird
die Probe angeregt und das emittierte Fluoresadm#hllt auf einen Photodetektor, den PMT
(Photomultiplier tubg Dort wird vom ersten ankommenden Photon ein @igmal generiert
und die zeitliche Differenz zwischen Anregungsputsl Stopppuls errechnet. Dieser Zyklus

wird in einer Messung bis zu einer Million Mal westholt und die Zeitunterschiede
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anschlieBend in einem Histogramm dargestdiling-correlated single-photon-counting;
TCSPQG. Im Anschluss an eine Messung erhdlt man eineorBizenz-Intensitats-
Abklingkurve, in der die Abklingrate, das heil3t die mittlere Fluoreszenzlebenszeitjttsim

werden kann.

B) Aufbau des 2P-FLIM Messstandes

Die Experimente wurden an einem aufrechten Flueresnikroskop (BX50,WI von
Olympus) mit Wasser-Immersions-Objektiven mit 20dB60x VergrolRerung durchgefuhrt.
Das Anregungslicht wurde mit einem Titan-Saphirdra@vlira900, Coherent) generiert, der
von einem Festkdrper-Laser (Nd: Vanadate, VerdiW\g.Coherent) mit zeitlich konstanter
Leistung optisch unterstitzt wird. Die Messungerrden bei weniger als 10 % (2-5 mW)
Laserleistung und Licht von 750 nm durchgefiihrtt Zenerierung des Starpulses wurde ein
kleiner Teil des Anregungslichtes auf eine schndMeotodiode geleitet. Uber einen
Beamscanner (T.l.L.L. Photonics, Munchen) lie3 sidas auf die Probe treffende
Anregungslicht sowohl in der x- als auch in der beRe des Objektes bewegen. Die
Detektion des Fluoreszenzlichtes geschah Uber BIf1B0 (Becker und Hickl, Berlin).
Elektronik und Software fur TCSPC und die Apparatimur Messung der
Fluoreszenzlebenszeit wurden von Becker und Hi@erl(n) konstruiert. Die gesamte
Messapparatur wurde unter der Anleitung von Dr. mas Gensch (IBI-1,

Forschungszentrum Jalich) in Zusammenarbeit miLTRhotonics entworfen.

2.6.2 Experimente zur Chloridhomoostase in Spinalganglierellen

Die Chloridhomoostase der Zelle spielt eine widahtiBolle bei der Generierung von
Chloridsignalen. Eine Behandlung mit Entziindungsatecen kann zu Anderungen in der
intrazellularen Chloridkonzentration fihren und dawielleicht auch zu einer veréanderten
Signaltransduktion. Deshalb wurde in diesen Expenten die intrazellulare

Chloridkonzentration bei unbehandelten und behamd&®RGs untersucht und verglichen.

Messprotokoll

Die Ratten fur die 2P-FLIM-Experimente wurden imesn Becherglas mit 1 ml Isofluran
(100 %, DeltaSelect, Dreieich) betdubt und ansBklnel durch Genickbruch getotet. Nach der
Dekapitierung wurden die Spinalganglien wie in KabR.1 beschrieben prépariert. Bis zur

weiteren Behandlung wurden hier die Spinalgangineaiskalter ACSF-L6sung aufbewabhrt.
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Prapariert wurden die Spinalganglien von den Roset T7 (1 h Inkubation), T8 (2 h
Inkubation) und T9 (3 h Inkubation) und als Parchehandelt (siehe Kapitel 2.1).

Alle Inkubationsschritte der Spinalganglien fandeei 37 °C und 5% Cf© statt. Die
Inkubationszeit fur MQAE (5 mM) betrug zwei Stundétur eine einstiindige Behandlung
der Spinalganglien mit Entzindungsmediatoren wurdeowohl die unbehandelte
Spinalganglien als auch die behandelten DRGs etoad8® mit MQAE in M10 beladen.
Anschlie3end wurde die Losung gewechselt und diudelten Spinalganglien wurden eine
weitere Stunde in M10 mit Entziindungsmediatoren&)lund MQAE inkubiert, wahrend
die unbehandelten DRGs in M10 mit MQAE aufbewahirtaen.

Im Fall der zweistiindigen Behandlung mit Entzindumegdiatoren, wurden die
unbehandelten DRGs zwei Stunden in M10 mit MQAEateh und die behandelten
Spinalganglien in M10E und MQAE. Um drei Stundent antzindungsmediatoren zu
behandeln, wurde zunachst eine Stunde in M10 &iKdintrolle, beziehungsweise M10E flr
die Behandlung, inkubiert. AnschlieRend wurde disung gewechselt und es wurde zwei
Stunden in M10 mit MQAE oder M10E mit MQAE beladen.

Nach Behandlung und Beladung wurden die Spinalgamdlir die Messung in 4 % Agarose
fixiert und in Natrium-Bicarbonat-Puffer (NBP) aeflvahrt, der durch die standige Perfusion
mit 95 % Q — 5 % CQ auf einen pH-Wert von 7,4 eingestellt wurde. DErWendung eines
Bicarbonat-Puffers spielt eine wichtige Rolle, dade Bicarbonat-Transporter einer Zelle
aktiv bleiben. Diese Transporter tragen entscheideem Chloridhomoéostase in der Zelle bei,
da sie im Austausch von Bicarbonat auch Chloridspartieren (Nickell et al., 2006; Nickell
et al., 2007).

Fur die Messung wurde zunachst eine Stelle mitkdglern gesucht und anschlieRend die
Beladung der Zellen in verschiedenen z-Ebenen inorEszenzmodus Uberprift. Fur die
Messung der Fluoreszenzlebenszeit wurden jeweds zdEbenen im Abstand von 40 pm
gescannt, um die doppelte Messung von Zellen aokkeBen, und mit dem 60x Objektiv

aufgenommen.
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2.6.3 Chloridsignale nach Capsaicinstimulierung

Es ist bisher nicht erforscht, ob die somatoseasshen Zellen der Spinalganglien auf einen
physiologischen Stimulus hin Chloridsignale proéuen. Daher wurden in der vorliegenden
Arbeit in 2P-FLIM-Experimenten intakte Spinalgamglimit 5 uM Capsaicin stimuliert und
Veranderungen in der intrazellularen Chloridkoneaian mittels dem Chloridsensor MQAE
gemessen. Dabei wurden sowohl unbehandelte als BIRBs nach 3 h Behandlung

analysiert.

Messprotokoll

Fur die Versuche wurden Ratten im Alter von ca. &Wen mit 1 ml Isofluran im Becherglas
betaubt und anschliel3end durch Genickbruch getBtépariert wurden die Spinalganglien
der Positionen T7-T9 (siehe Kapitel 2.1), wobei difd T8 fur Kontrollmessungen und
Messungen an unbehandelten DRGs verwendet wurderSfnalganglien der Position T9
wurden fur drei Stunden mit Entziindungsmediaton&nbiert und anschliel3end gemessen.
Alle Messungen fanden daher an ungepaarten DR@&s sta

Bis zur Beladung oder Behandlung wurden die Sparajgen in eiskalter ES aufbewahrt.
Die unbehandelten Spinalganglien wurden im Anschhus die Praparation fur eine Stunde
mit 5 mM MQAE im Inkubator bei 37 °C und 5 % @Beladen und dann fur die Messung in
4 % Agarose eingebettet und mit Natrium-BicarbdPatter (NBP; pH 7,4) umspdilt.
Behandelte DRGs wurden zunéchst zwei Stunden mit Mid den Entziindungsmediatoren
(M10E) und anschliel3end fur eine Stunde mit den BL@d 5 mM MQAE im Inkubator
inkubiert. Auch sie wurden fir die Messung in 4 %afose eingebettet und mit NBP umspult.
Zunachst wurde eine Stelle mit gut beladenen Zefleziner Tiefe von 50-100 uM Tiefe mit
dem 20x Objektiv gesucht. Die Beladung wurde inoFdgzenzaufnahmen uberprift und
Scansder gemessenen Position wurden fur die spateravéitisng gespeichert. Danach
wurde zuerst die Ruhelebenszeit der Zellen gemass#ann, sowohl bei unbehandelten als
auch bei behandelten DRGs, die Messlosung (5 pMs&ep in NBP, pH 7,4) appliziert.
Direkt danach wurde die Lebenszeit zum zweiten BMd&henommen. AnschlieRend wurde
die Lebenszeit flr 25 min. im Abstand von jeweilsih. gemessen. Das Capsaicin blieb tber
die gesamte Messung hinweg in der Messkammer.

Fur die Kontrollmessungen wurde NBP in die Kultinae pipettiert, um die Reaktion der
Zellen auf die mechanische Belastung der Losungdmigu testen. Gleichzeitig erlaubt dies
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die Bestimmung der Schwelle, welche die Reaktiohdiel Capsaicinzugabe als spezifisch

definiert.

2.6.4 Datenanalyse

Die Auswertung der Fluoreszenzlebenszeiten erfolgte den Programmen Becker und
Hickel, sowie ImageJ. Dabei wurden die Daten eiogsschen Schnittes zunachst an die
Messparameter angepasst und es wurde die Quadit&itd flr die Fluoreszenzlebenszeiten
der Zellen Uberprift. Dann wurde das Fluoreszedzbileine Matrize umgewandelt, in der
die Zellen erkennbar sind, jedoch ist jedem Pixeun n die entsprechende
Fluoreszenzlebenszeit und nicht die Fluoreszenmitté zugeordnet. Durch markieren der
aulReren Zellgrenzen konnte in ImageJ die mittitwereEszenzlebenszeit einer Zelle bestimmt
werden. Allerdings wurde der Zellkern bei der Augweg ignoriert, da er mit MQAE anders
reagiert als das Cytoplasma.

Fur die Untersuchung der Chloridhomoostase wurdee wnter 2.4.4 beschrieben
Haufigkeitsverteilungen der mittleren Fluoreszebeleszeiten aller Zellen eines optischen
Schnittes gebildet und deren Mittelwerte Uber ei@auss-Funktion ermittelt. Diese
Mittelwerte wurden dann zwischen unbehandelten hettandelten Spinalganglien aus dem
gleichen Tier und der gleichen Position verglichEir die Auswertung nach einer Stunde
Inkubation wurden 126 unbehandelte und 102 behtndellen bewertet. Nach zwei Stunden
Behandlung waren es 88 unbehandelte und 107 bdta@@den und nach drei Stunden 151
Kontroll- und 152 entziindete Zellen. Fir jede Inkiidnszeit wurden jeweils DRG-Parchen
aus drei verschiedenen Tieren gemessen. Die Eggebisind mit dem Standardfehler des
Mittelwertes angegeben.

In den Experimenten zur Stimulation mit Capsaicinorade die auszuwertende Zelle im
Fluoreszenzscan markiert, da diese Bilder hochseifid sind und eine bessere Abgrenzung
der Zellen voneinander erlauben. Die Markierung deurdann mittels einer Funktion
(,Redirect to* in ,Set Measurement9” in ImageJ auf die Fluoreszenzlebenszeitbilder
Ubertragen. Somit konnte von jedem Zeitpunkt desdvieihe und genau der gleichen Position
die Lebenszeit bestimmt und als Graph dargestelitien (siehe Seiten 68 und 70).

Zunachst wurde hier die Reaktion der Zellen auf Zligabe von NBP ausgewertet. Dafir
wurde die maximale Anderung der Fluoreszenzlebé@nsiser den Messverlauf jeder
einzelnen Zelle bestimmt, wobei zwischen Chlorid#imm (Abnahme der Lebenszeit) und

Chloridausstrom (Zunahme der Lebenszeit) unterdehievurde. Die Werte aller Zellen fur
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jeweils Chlorideinstrom und —ausstrom wurden gesttittDie resultierenden Mittelwerte
wurden als Schwellenwert gesetzt. Im Fall der Capssimulation musste daher die
Anderung der Lebenszeit tiber den Messverlauf gréBer als der Schwellenwert, um als
spezifisches Signal auf den Stimulus gewertet zul@re Auch hier wurde die Anderung der
Lebenszeit fur jede Zelle gemessen und zwischesti6im und Ausstrom unterschieden. Die
Werte eines DRGs wurden dann gemittelt. Die WaeliteEinstrom und Ausstrom aus den
jeweils behandelten, beziehungsweise unbehandgfigralganglien wurden wieder gemittelt
und sind mit dem Standardfehler des Mittelwertsegedpen. Die Standardabweichung wurde
fur die Berechnung der Anzahl der Zellen mit Eiostrund Ausstrom verwendet, die in
Bezug auf die Gesamtzahl der gemessenen ZelleinupPibzent angeben werden. Insgesamt
wurden 1032 Zellen aus 4 unbehandelten und 692iZals 3 behandelten Spinalganglien
aus drei verschiedenen Tieren ausgewertet. DieuRgiufuf Signifikanz der Anderungen
zwischen unbehandelten und behandelten Spinalganglurde mittels eines Student-t-Tests
mit einer Grenze von 0,05 durchgefiihrt. Auch die Anderung der Lebensneith
Capsaicinstimulierung in Bezug zur Ruhelebenszeitde ermittelt. Damit sollte Gberprift
werden, ob Zellen mit niedriger intrazellularer @idlkonzentration starke Einstrome und
solche mit hoher Chloridkonzentration starke AussE zeigen, und somit die
Ruhelebenszeit auf die Richtung des Chloridstroméist.
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2.7 Losungen

Puffer-Lésungen und Medien

ES

ACSF

Natrium-Bicarbonat-Puffer
(NBP)

PBS

140 mM NacCl
5 mM KCI
1 mM MgCh
2,5mM CaCl
10 mM Glucose
10 mM HEPES
pH 7,4

120 mM NacCl
2,6 mM KCI

2 mM CaCl

1 mM MgSQ
10 mM Glucose
10 mM HEPES
pH 7,4

120 mM NacCl

2,5 mM KCI

1,25 mM NaHPO,
25 mM NaHCQ
25 mM Glucose

mischen und dann

1 mM MgC} aus einer 1 M Stammldsung

2 mM Ca(] aus einerl M Stammldsung

tropfenweise zugeben

pH 7,4 (durch Begasung mit 95 % nd 5 % CQ)

130 mM NacCl

8,1 mM NaHPOs x 2H,0
1,9 mM NabPO, x HO

pH 7,4
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2. Material und Methoden

M10

Citrat-Puffer (10 mM)

Primarkultur

Poly-L-Lysin- Losung

Laminin-Lésung

Collagenase-LOsung

Trypsin-Losung

DNAsel-Ldsung

Entziindungsmodell

NGF-Losung

ATP-L6sung

Bradykinin-Losung

500 ml MEM (SIGMA, #M2279)
50 ml FBS (SIGMA, #F7524)
5 ml Glutamin-Penicillin-Streptomycin (SIGMAG6784)
5 mInon-essential Amino-AcidSIGMA, #M7145)

8,2 mM Zitronensaure (Stockdag 100mM)
1,8 mM Natriumcitrat (Stocklésung 100mM)
pH 6

Stocklésung 1 mg/ml (SIGMA, #B99)

Gebrauchslosung 0,1 mg/ml in®l

Stocklésung 200 pg/ml in PBS
Gebrauchslosung 20 pg/ml in PBS

0,3 % Collagenase (SIGMA, #Ctp&® DMEM (Gibco,
#31966)

gebrauchsfertig (SIGMA, #T-1426)

0,4 mg/ml DNAsel (SIGMA, #DN25) in ES

Stocklésung 10 pg/ml in PBS + 0,1 % BSA

Gebrauchslésung 100 ng/ml in M10 oder ES

Stocklésung 1,8 mM in H20
Gebrauchslosung 1,8 uM in M10 oder ES

Stocklésung 0,9 mM in H20
Gebrauchslésung 0,9 uM in M10 oder ES
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2. Material und Methoden

PGE-LOsung Stocklésung 2,8 mM in 100 % Ethanol
Gebrauchslosung 1,4 uM in M10 oder ES

Vitalitatstests
Propidiumiodid 1,5 uM (SIGMA, #P4170) in ES

Ci-Resazurin LIVE/DEAD Cell Vitality Assay Kit von Invitrogen
10 uM (Invitrogen, #L34951) in 1 mM Probenecid-ES

Probenecid-ES 1 mM Probenecid in ES, pH 7,4

Immunhistochemie

Paraformaldehyd 4 % (w/v) Paraformaldehyd in PBS
C-Loésung 5 % (v/v) ChemiBLOCKER (Chemicon, #2170+8PBS
CT-L6sung 5 % (v/v) ChemiBLOCKER
0,5 % (v/v) Tritof? X-100
in PBS
10% Saccharose-L6sung 10 % (w/v) Saccharose
0,05 % (w/v) NaN
in PBS
30% Saccharose-LAsung 30 % (w/v) Saccharose
0,05 % (w/v) NaN
in PBS
DAPI-L6sung Stocklésung 90 uM 4,6-Diamidino-2-phiemgol in PBS

Gebrauchslosung 0,3 uM DAPI in PBS

Calcium-Imaging
ATP-L6sung Stocklésung 100 mM in H20
Gebrauchslosung 100 pM in ES
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2. Material und Methoden

Capsaicin-L6sung Stocklésung 5 mM in 100 % DMSO
Gebrauchslosung 5 uM in ES, bzw. 0,5 uM in ES

Fluo4-AM-L6sung Stocklosung 10 mM Fluo4-AM (Moleaunl Probes,
#F14201)
in 4,5 ul 100 % DMSO
Gebrauchslosung 10 uM in ES

Fluo5f-AM-L6sung Stocklosung 10 mM Fluo5f-AM  (Molecular Probes,
#F14222) in 4,5 pl 100 % DMSO
Gebrauchslosung 10 uM in ES

DNAsel-L6sung siehe Primarkultur

Chloridimaging

MQAE-LOsung Stocklosung 500 mM MQAE (Molecular Pesb#E3101) in
ddH,O
Gebrauchslésung 5 mM in M10

Capsaicin-L6sung Stocklésung 5 mM in 100 % DMSO
Gebrauchslosung 5uM in Natrium-Bicarbonat-Puffer

Alle verwendeten Chemikalien wurden, wenn nichteaecngegeben, von den Firmen Appli-
Chem GmbH (Darmstadt), Neolab Migge (Heidelberggrék KGaA (Darmstadt),

Carl Roth GmbH (Karlsruhe), Fluka Chemie GmbH (8teim), Chemicon (Temecula/CA),
MBI Fermentas GmbH (St. Leon-Rot), Serva Electrapbic GmbH (Heidelberg), Sigma
Aldrich Chemikalien GmbH (Steinheim), Riedel de H&mbH (Seelze), Polysciences Inc.
(Washington/USA) bezogen. Zum Ansetzen von Puffier ubsungen wurde destilliertes
Wasser oder Wasser aus der Anlage Mill-®@lus der Firma Millipore (APS Water Services
Inc., Van Nuys, CA, USA) verwendet.
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3. Ergebnisse

3 Ergebnisse

Im ersten Kapitel des Ergebnisteils (3.1) werden Eligebnisse zur Etablierung d®s vivo
Entzindungsmodells durch immunhistochemische Umtbtishngen, Vitalitatstests und
Calcium Imaging Experimente besprochen. Kapitel Beschreibt die Verteilung von
Transduktionskanalen in verschiedenen Spinalgamglismd die Beeinflussung ihrer
Expression durch die Behandlung mit Entziindungsatex#n. Zusatzlich wird gezeigt, dass
Entzindungsmediatoren die Aktivierbarkeit des TRI&bhals erhalten. Den Einfluss von
Entzindungsmediatoren auf die intrazellulare CHlarnzentration und die Regulation der
Chloridhomd@ostase durch die Transporter NKCC1 u@CR beschreiben die Ergebnisse in
Abschnitt 3.3 und 3.4. Der Zusammenhang zwischerandduktionskanalen und
Chloridsignalen in Spinalganglienzellen wird in deapiteln 3.5 und 3.6 erklart. In 3.5 wird
die Expression des Calcium-gesteuerten Chloridkam®MEM16A in Spinalganglienzellen
nachgewiesen. Dass eine Stimulierung mit Capsditiforidsignale induziert und diese
ebenfalls durch Entziindungsmediatoren beeinflusstien, beschreibt Abschnitt 3.6.

3.1 Etablierung desex vivo Entziindungsmodells

3.1.1 Spinalganglienzellen exprimieren funktionelle Rezedpren far

Entzindungsmediatoren

Ziel dieser Arbeit war es, ein Modell zu entwickemit dem die Interaktionen zwischen
Entziindungsmediatoren und somatosensorischen 4eitensucht werden kann. In dem hier
entwickeltenex vivo Entziindungsmodell (Kapitel 1.4) wurden die Entzimgsmediatoren
ATP, NGF, Bradykinin und Prostaglandin ¥rwendet. Immunhistochemische Farbungen an
Kryoschnitten von Rattenspinalganglien zeigen, dbs<Zellen der Ganglien die Rezeptoren

fur diese Mediatoren exprimieren (Abb. 3.1).
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.1: Expression derRezeptoren fir Entziindungsmediatoren
Rattenspinalganglien.

A: P2X; Rezeptor fur ATP. B: TrkA-Rezeptor fir NGF. C;MBRezeptor fil
Bradykinin. D: EP1-Rezeptor fir PGE

Erstantikorper jeweils 1:20. Zweitantikérper: A4&8db und A488dkgt, jeweils
1:500. 14 pm Kryoschnitte. Gro3enbalken 50 um.Q@bBjektiv.

Funktionell wurde die Reaktion isolierter DRG-Nemeoauf Entziindungsmediatoren in
Calcium Imaging Experimenten mit dem Calcium-seévesit Farbstoff Fluo4-AM (10 puM)
Uberprift. Dieser Farbstoff reagiert auf eine Edmih der intrazelluldren
Calciumkonzentration mit einer Zunahme der Flucgagntensitat (F). Die Zellen wurden
mit der im ex vivo Entziindungsmodell verwendeten Entzindungssuppitéfal.4)
stimuliert. Gemessen wurde die Anderung der Fluees (F) in Bezug auf die
Ruhefluoreszenz ¢ Dabei sind schnelle Reaktionen direkt nach Zugébteil) der
Entziindungssuppe zu erkennen, die wenige Minuteerda/Abb. 3.2 A). Gleichzeitig sind
auch langsame Calciumanstiege zu beobachten digedrs Minuten nach der Stimulation
beginnen und sich Uber die gesamte Messdauer hatziAbb3.2 A, schwarze und blaue
Kurve). Eine Zelle (blau) zeigte zusatzlich kurza@dumeinstrome Uber der stetig steigenden
Calciumkonzentration nach 40 Minuten und 50 Minutéwubation.

Um zu klaren, ob auch die Einzelkomponenten derzifrungssuppe in der Lage sind,
Calciumreaktionen hervorzurufen, wurden diese initesen Experimenten gesondert

appliziert. ATP in einer Konzentration von 1,8 pMrursachte kurze Calciumeinstréme nach
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3. Ergebnisse

einer Inkubationszeit von 45 — 55 Minuten (Abb. B2 graue Kurve). Bradykinin (BK,
0,9 uM) hingegen erzeugte Uber den gesamten Mémssk/dinweg immer wieder mehrere
Minuten andauernde Calciumsignale (Abb. 3.2 B, #teve). Auch bei Prostaglandin; E
(PGE2, 1,4 uM) wurden mehrere Reaktionen lber ésammte Messung aufgezeichnet (Abb.
3.2 B, grine Kurve). Die starkste Reaktion wurdst erach 30 minutiger Inkubation
hervorgerufen und dauerte ungeféahr 25 Minuten. Muf die Stimulation mit NGF
(100 ng/ml) erfolgte keine Calciumreaktion. Die St#mzen blieben sowohl in diesen als
auch in den vorangegangenen Messungen Uber dimtgebiessdauer in der Messkammer.
Die Kontrollmessungen (ES, Licht) beweisen, dass lakkobachteten Reaktionen auf die
Stimulation mit Entzindungsmediatoren zurtckzufiatsied und schlieRen eine Reaktion auf
die mechanische Belastung der Lésungszugabe untbd?faikte aus (Abb. 3.2 C). Durch
Ausbleichen des Farbstoffs nimmt die Fluoreszeemsitat um 5-10 % Uber den Messverlauf
hinweg ab.

Die Ergebnisse zeigen, dass die Spinalgangliemzé&tezeptoren fur die hier verwendeten
Entzindungsmediatoren exprimieren und bei Stimuwligr mit unterschiedlichen
Calciumsignalen reagieren. Somit ist eine Beeisflng der Signaltransduktion in den

Neuronen durch die Entziindungsmediatoren maglich.

A 2 B 9y
\ \ — )
1 221 \ —— PGE2
20 20 \,\
18- 18 \
i.I.D |_|_° “:
= 161 = 161
1,44 144
1.2 1,24
1,0 1,0
08- e, 084
0 1 20 30 4 5 6 70 o 1 220 30 4 5 6 70
Zeit (min) Zeit (min)
c 244 ' R Abbildung 3.2: Direkte Stimulation mi
22 —— Belichtung Entzindungsmediatoren.
i A: Applikation der gesamte
= Entzindungssuppe  mit  ATP, G¥,
1,8+ Bradykinin (BK) und Prostaglandin E
“ 46 (PGEZ2). Besipielzellen.
[

B: Applikation der Einzelkomponenten. A
graue Kurve; BK rote Kurve; PGE2 gri
1,2+ Kruve. Beispielzellen.

C: Kontrollmessungen. Applikation von ES-
Puffer schwarze Kurve. Reine Belichtu
graue Kurve. Jeweils Mittelwerte aus
0 10 20 30 4 5 6 70 Zellen.

Zeit (min) Pfeil: Zugabe des Stimulus.

1,4

104~

0,8
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3. Ergebnisse

3.1.2 Spinalganglienzellen tberleben die Behandlung mitfziindungsmediatoren

Zum Nachweis der Uberlebensfahigkeit von Spinaliangellen im ex vivo
Entzindungsmodell wurden zwei Vitalitatstests dgetbihrt. Beide Nachweise wurden
sowohl an Lebendgewebeschnitten als auch an ZeédleRrimarkultur durchgefihrt. Lebende
Zellen wurden durch Resazurin (10 pM) dargestelitas durch NADH zum
rotfluoreszierenden Resorufin reduziert werden misge Zellen dagegen wurden mittels
Propidiumiodid (PI, 1,5 uM) markiert. Es kann nineti die porése Membran toter Zellen in
den intrazellularen Raum eindringen und sich in@MVWA einlagern.

Abbildung 3.3 zeigt Aufnahmen der Primarkultur nakhistiindiger Behandlung mit desx
vivo Entzindungsmodell. Sowohl der Lebendtest als admh Test mit Pl weisen die
Uberlebensfahigkeit von 96-97 % der Neurone nachi @tunden Inkubation nach.

Inkubationszeiten von 3,5 - 4 Stunden fihrten dilegs zu einem Verlust von 50 % der

B Resazurin

lebenden Zellen (Daten nicht gezeigt).

-

Abbildung 3.3: Vitalitatstests an der Primarkultur nach 3 h Irdiidn.

A und B: Lebendtest mit Resauzrin (10 uM). Resazouss im Stoffwechsel reduzi
werden um seinen fluoreszierenden Zustand zu exfang

A: Durchlichtaufnahme. B: Fluoreszenzbild.

C und D: Tottest mit Propidiumiodid (PI; 1,8M). Pl kann nur die porése Membr
toter Zellen Uberqueren, die dann durdh Eluoreszenzsignal markiert werden.
Durchlichtaufnahme. D: Fluoreszenzbild.

Zellen 2<h in Kultur. GroRenbalken: ! um. 10x Objektiv
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3. Ergebnisse

Daher wurden die Spinalganglien und Zellen der Brikultur in den Experimenten der
vorliegenden Arbeit maximal drei Stunden mit dexwvivoEntziindungsmodell behandelt.

Die Untersuchungen an Lebendgewebeschnitten zeighetiche Ergebnisse. Auch hier
Uberlebten tGber 90 % der Zellen eine Inkubation chan Stunden. Langere Inkubationszeiten

fuhrten ebenfalls zum schnellen Absterben der Aelle

3.1.3 Die Reaktion auf die Behandlung mit Entzindungsmeditoren ist vergleichbar mit

physiologischen Entziindungsreaktionen

Substance P (SP) und Calcitonin Gene related Peptide(CGRP) gelten als
Entzindungsmarker, da sie in einer Entzindung &dtstausgeschuttet werden und ihre
Expression hochreguliert wird (Bulling et al., 20®uniyoshi et al., 2007; Staton et al.,
2007). Um die Vergleichbarkeit zu physiologischemzZtndungsprozessen zu untersuchen,
wurde zur Etablierung des< vivoEntziindungsmodells die Expression der beiden tRepti
unbehandelten und behandelten Spinalganglien (DRGhEN) mittels

immunhistochemischer Experimente verglichen.

Abbildung. 3.4: Die Expression vo
Entzindungsmarkern in Rattenspinalgang
nach 2 h Inkubationszeit.

A und C: unbehandelte DRGs.

B und D: behandelte DRGs.

A und B: CGRP 1:50.

C und D:Substance PSP) 1:50.
Zweitantikorper A488dkrb, 1:500.
Grolenbalken; 50 um. 14 um Kryoschnitte.
Objektiv 10x.
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Hierbei wurde die Anzahl der Zellen —e
704

ermittelt, welche die Entztindungsmarker
exprimieren. Abbildung 3.4 zeigt die o

immunhistochemische Farbung
unbehandelter Schnitte (A und C) im

404

30

Vergleich zu behandelten Schnitten (B

20

Zunahme gefarbter Zellen (%)

und D) nach zwei Stunden Inkubation.

10 A

Schon hier wird deutlich, dass nach der ]

Inkubation mit Entzindungsmediatoren Inkubationszeit (h)
mehr Zellen Substance Pund CGRP Abbildung. 3.5: Zunahme CGRP- und SP-
gefarbter Zellen in 9 dhandelten DGRs i

exprimieren. Vergleich zu 9 unbehandelten Spinalganglien.

. . . . Zunahme in Prozent nach 2, und 3 Stunde
Abbildung 3.5 zeigt die Ergebnisse der |nkubation.

Blau: CGRP. Grin: SP. Signifikanzkriterien:

statistischen Auswertung, die in Kapitel %< 0,05: * p< 0,01.

2.4.4 detallliert beschrieben ist. In

unbehandelten Spinalganglien exprimieren 33 % @dfe@ SP und 35 % der Zellen CGRP.
Bereits nach einstindiger Inkubation mit Entztindumediatoren nimmt die Anzahl CGRP-
exprimierender Zellen im Vergleich zu unbehandeBP#RGs signifikant um 4 % (£ 2) zu.

Auch die Zahl der SP positiven Zellen steigt um §24’). Nach zwei Stunden Behandlung
ist die Zunahme gegenuber der Kontrolle in beidéleR signifikant (CGRP: 10 % + 4; SP:
18 % % 5). Eine weitere Zunahme in der Anzahl Safist P (34 %=+ 10) und CGRP (29 % *
5) positiver Zellen ist nach 3h Inkubation zu begftian.

Zusammenfassend zeigen die Experimente zur Etabfietlesex vivoEntziindungsmodells,
dass die meisten Zellen der Spinalganglien Rezeptdir die Entzindungsmediatoren
exprimieren und diese auf direkte Stimulation durdie Mediatoren mit einen
Calciumeinstrom reagieren (Kapitel 3.1.1). Durcle diitalitatstests konnte nachgewiesen
werden, dass 96 % - 97 % der Zellen eine Behandhihdgntzindungsmediatoren fur drei
Stunden Uberleben. In den folgenden Experimentendevu daher alle Versuche nach
maximal dreistiindiger Inkubation durchgefihrt (KapB.1.2). Die statistische Analyse der
Anzahl CGRP und SP exprimierender Zellen weist ikgmte Anstiege schon nach
einstundiger Inkubation im Fall von CGRP und nach fir SP nach (Kapitel 3.1.3). Trotz
derex vivoBedingungen zeigen die Zellen daher ein ahnlisfebalten auf den Kontakt mit

Entzindungsmediatoren, wie es auch in physiologiséntztiindungen zu beobachten ist.
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3. Ergebnisse

3.2 Beeinflussung der Expression von Transduktionskan&h durch

Entziindungsmediatoren

Nach der Etablierung des Modells wurde zunachstaeftuss der Entziindungsmediatoren
auf die Expression unterschiedlicher Transduktiangke untersucht. Verschiedene Studien
zeigen, dass eine Entzindung die Expression undvifsit von Transduktionskanélen
beeinflussen kann (Amaya et al., 2004; Ji et &I022 Mamet et al., 2003; Shimosato et al.,
2005; Zhang et al., 2005). In Experimenten mit DR&ehen der Positionen T7-T9 und L3-
L5, sollte nun untersucht werden, ob auch die Beéhlaug mit Entzindungsmediatoren zu
einer Beeinflussung Expression der Transduktionkai®PV1, TRPV2, TRPV4, ASIC3
und P2X% in intakten Spinalganglien fihrt. Dabei wurde sbivdie Einzelexpression als auch

die Co-Expression verschiedener Transduktionskanédl@ RPV1 analysiert.

Einzelexpression

Die Abbildungen 3.6 bis 3.8 zeigen, dass alle der antersuchten Transduktionskandle in
den Spinalganglien exprimiert werden. Ebenso wudie Co-Expression aller hier

untersuchten Kanéle mit TRPV1 nachgewiesen. Insgesaurden Farbungen aus 18
unbehandelten Spinalganglien von drei verschied&rexen analysiert.

Die Expression der Transduktionskanale ist dabkr s@terschiedlich und hangt von der
Position des verwendeten Spinalganglions ab (Ab®). Eine Ausnahme stellt der TRPV1-
Kanal dar. Er wird mit einer Verteilung von 32,5%s [37% in thorakalen und lumbalen

Spinalganglien sehr gleichmé&Rig exprimiert. Im \feigh zu den anderen Kandlen kommt er
zudem am haufigsten vor. Der ASIC3-Kanal wird im g&gsatz dazu nur von

durchschnittlich 11% der Zellen exprimiert und dipression zeigt eine eindeutige
Abhangigkeit der Spinalganglienposition.

Der Einfluss der Entzindungsmediatoren auf die &gon der Transduktionskanale ist in
der Abbildung 3.6 dargestellt (je 9 unbehandeltd Gnbehandelte Spinalganglien fir den
thorakalen und den lumbalen Bereich). Die Abbildemgeigen jeweils die Anzahl der

gefarbten Zellen in Prozent fur verschiedene Trakionskanéle. Die grauen Balken stehen
dabei fur unbehandelte Zellen und die schwarzerkdBalfir behandelte Spinalganglien.
Gezeigt werden die Ergebnisse nach einer, zwedweidStunden Inkubation.

Nach einstiindiger Behandlung bleibt die Expressaiar Kanéle im thorakalen und im

lumbalen Bereich unbeeinflusst. Erst nach zwei &anBehandlung ist eine signifikante
Steigerung der Expression von TRPV1 in beiden Bbexi und von TRPV2 in den
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thorakalen Spinalganglien zu erkennen. Die Anz&i#PV1 exprimierender Zellen wird durch
die Behandlung mit Entzindungsmediatoren im thdesk®&8ereich von 36 % auf 41,5 %
erhoht und im lumbalen Bereich von 32,5 % auf 3%,5Auch wurden 4,5 % mehr TRPV2
positive Zellen in den T8 DRGs nachgewiesen.

Nach dreistiindiger Behandlung steigt die Anzahl YRRnd TRPV2 exprimierender Zellen
im Vergleich zu unbehandelten Spinalganglien weaterDie Zunahmen von 8,5 % (T9) und
9 % (L5) fur TRPV1 sind hdchstsignifikant und aufiir TRPV2 sind jetzt in beiden
Bereichen hochsignifikante Anstiege (8 % und 10Zt)erkennen. Zudem wird der ASIC3
Kanal nach drei Stunden Inkubation mit den Entzimgsmediatoren von mehr Zellen
exprimiert. Die Zunahme ASCI3 positiver Zellen irhotakalen Bereich von 3 % ist
signifikant, wahrend der Anstieg von 5 % im L5 DR&yar hochstsignifikant ist.

Sowohl fur TRPV4 als auch fur P2Xkonnte keine eindeutige Beeinflussung der
Kanalexpression nachgewiesen werden. Zwar wurdeh deei Stunden in beiden Bereichen
mehr P2X% positive Zellen gefarbt, allerdings war der Angtian Vergleich zu den
unbehandelten Spinalganglien nicht signifikant. Bestieg TRPV4 exprimierender Zellen
um 4,5 % nach drei Stunden in L5 ist ebenfalls tneshdeutig.

Co-Expression mit TRPV1

Neben dem Einfluss auf die Einzelexpression wurdehadie Beeinflussung der Co-
Expression verschiedener Transduktionskanéle mit GRPV1-Kanal untersucht (Abbildung
3.7). Verglichen wurden fur jeden Bereich 9 unbeledtie und 9 behandelte DRGs. Die Co-
Expression mehrerer Kanéle spielt ebenfalls eindeRno Entziindungsprozessen, da die
Expression unterschiedlicher Kanéle es der Zeleubt auf verschiedene Schmerzreize zu
reagieren. Die kann ebenfalls zu einer gesteig&tdmerzwahrnehmung beitragen.

Die Analyse der Co-Expression spiegelt die Ergedeniaus der Untersuchung zu den
Einzelexpressionen wider. Auch hier fand keine Bi@ssung nach einer Stunde Behandlung
statt. Nach zweisttiindiger Inkubation mit Entzindimgdiatoren konnte ein signifikanter
Anstieg TRPV2 und TRPV1 exprimierender Zellen (%% im thorakalen Bereich, jedoch
nicht im lumbalen Bereich, nachgewiesen werdene Steigerung der Zunahme wurde nach
drei Stunden erreicht (6 %) und auch in L5 konntee esignifikanter Zuwachs von 6 %
gezeigt werden. Im Fall von ASIC3 wurde zwar in T8d in L5 ein Anstieg co-
exprimierender Zellen beobachtet, allerdings wareseli nur in L5 eindeutig.
Erstaunlicherweise wurde in der Co-Expression vé&®PV1 und P2X eine signifikante

Zunahme gefarbter Zellen nach drei Stunden im Kabea Bereich von 5,5 % nachgewiesen.
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In der Einzelexpression dagegen nahm die Anzahl ;feXKrimierender Zellen nicht
eindeutig zu.

Wie schon in den Untersuchungen zu Einzelexpresgmigte TRPV4 auch in der Co-
Expression mit TRPV1 keine Anderung durch die Belhamg mit Entziindungsmediatoren.
Die genauen Prozentzahlen aller Untersuchungen isinder Tabelle 3.1 als Ubersicht

dargestellt.

Insgesamt wurde gezeigt, dass die Expression vathiedenen Transduktionskanélen durch
die Behandlung mit Entzindungsmediatoren gesteiggd. Es konnte ein signifikanter
Anstieg von TRPV1 und TRPV2 exprimierenden Zellehas nach zwei Stunden Inkubation
beobachtet werden. Im Fall von ASIC3 war der Amgspesitiver Zellen nach drei Stunden
signifikant. Fur die Kandle TRPV4 und P2Konnte jedoch keine eindeutige Beeinflussung
der Expression durch Entzindungsmediatoren naclegewi werden. Auch fur die Co-
Expression von Transduktionskanalen wurde gezdags diese durch die Behandlung mit
den Entziindungsmediatoren hochreguliert wird. A#e hier untersuchten Co-Expressionen,
mit Ausnahme von TRPV1 und TRPV4, zeigten einemifig@anten Anstieg in gefarbten

Zellen nach zwei oder drei Stunden Inkubation.
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Thorakal Lumbal

50 1h Behandlung 50 1h Behandlung

Gefarbte Zellen (%)
Gefarbte Zellen (%)

C D
50 2h Behandlung 50, 2h Behandlung

5 5

p 3

2 3

8 3

TRPV1  TRPV2Z TRPV4 P2X, ASIC3

E F
50- lmi 3h Behandlung

c c

2 2

N S

£ 8

TRPV1 TRPV2 TRPV4 P2X, ASIC3 TRPV1 TRPV2 TRPV4 P2X, ASIC3

Abbildung 3.6: Beeinflussung der Kanalexpression durch die Belnagdmit Entziindungsmediatoren.
Verglichen wurden 9 unbehandelte und 9 behandeR&D fur den thorakalen und den lumbe
Bereich. Gezeigt ist die Anzahl positiv gefarbtezllen in Prozent in Bezug auf ediGesamtzat
ausgewerteter Zellen. Direkt verglichen werden hiebehandelte (grau) und behandelte (schv
DRG-Parchen nach verschiedenen Inkubationszeiten.

A und B: Expression der Kandle nach einer Stunder7iflinks) und L3 (rechts).

C und D: Expression der Kanale nach zwei Stundér8iflinks) und L4 (rechts).

E und F: Expression der Kanale nach drei Stund@®iflinks) und L5 (rechts
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Thorakal Lumbal

30 1h Behandlung 30 1h Behandlung
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(9]
)

30+ 2h Behandlung 30+ 2h Behandlung
25 25

g.] = g

é 20 E 20

ﬁ 15 ﬁ

5 5

8™ 3

TRPV2/ TRPV4/ P2x/ ASIC3/ TRPV2/ TRPV4/ P2x/ ASIC3/
TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1
E F
30+ 3h Behandlung
25
S IS *
= c 209 1
2 2
3 3 10 1
5
0-
TRPV2/ TRPV4/ P2X/ ASIC3/ TRPVZ/ TRPV4/ P2x/ ASIC3/
TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV1 TRPV TRPV1 TRPWV1

Abbildung 3.7: Beeinflussung der Co-Expression mit TRPV1 durctzimdungsmediatoren.
Verglichen wurden 9 unbehandelte und 9 behandeR&H fir den thorakalen und den lumbe
Bereich. Gezeigt istlie Anzahl positiv gefarbter Zellen in Prozent iezBg auf die Gesamtze
ausgewerteter Zellen. Direkt verglichen werden hiebehandelte (grau) und behandelte (schv
DRG-Parchen nach verschiedenen Inkubationszeiten.

A und B: Co-Expression der Kanéle nach einer Stumde (links) und L3 (rechts).

C und D: Co-Expression der Kanale nach zwei Stumddi (links) und L4 (rechts).

E und F: Co-Expression der Kanale nach drei Stuimd@® (links) und L5 (rechts).
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.8: Immunhistochemische Darstellung der Expressiontanugrschiedener &nduktionskanéle i
Spinalganglien der Ratte.

A: TRPV1, B: TRPV2, C: Co-Lokalisation von TRPV1WWRPV2.

D: TRPV1, E: TRPV4; F: Co-Lokalisation von TRPV1dUMRPV4.

G: TRPV1, H: P2X; I: Co-Lokalisation von TRPV1 und P2X

J: TRPV1, K: ASICS, L: Co-Lokalisation von TRPV1dIASIC3.

Erstantikorper: TRPV1 1:100, TRPV2 1:50, TRPV4 D1M®P2X3 1:20, ASIC3 1:50. Zweitantikop
A488dkarb 1:500, A568dkgt 1:500.

GrolRenbalken 50 um. 14 pm Kryoschnitte. 10x Obyekti
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3. Ergebnisse

Tabelle 3.1:Ubersicht tiber alle Expressionsmuster der verdehien Transduktionskanéale in

Prozent.
Kanal K/B T7 (1h) T8 (2h) T9 (3h) L3 (Lh) L4 (2h) 5 (3h)
K 36+35 36+4 | 365+25 3742 325+3/5 365
TRPV1
B 37+35 | 415+2 45 + 2 365+25 375+25 5453
K 25+35 | 225+25 275+6 16 +2 205+25 263
TRPV2
B 24+25 27+3 | 355+28 16+15 235+8 3065
K 135+6 | 195+35 105+25 135+ 175+5 135+25
TRPV4
B 12+5 19+2 10,5 + 2 16+4 15,5 + 45 18 +7
K 215+45| 195+35 135+4%  225+3 286+ 26+4
P2X,
B 185+25| 195+45 20+7 235+ 4 28 + 6 306
K 8,5+2 95+3 6+15 | 115+05  19+37 12,5
ASIC3
B 45+15 | 85+15 9+25| 115+05 20 + 4 HT
TRPV2/ K 11+25 9+25 | 155+35  65+2 95+25 185
TRPV1 B 10+15 13,5 + 4 215+3 6+1 115+1)5 185
TRPVA/ K 5+4 75+35 5+15 3+15 35+2 2+3
TRPV1 B 45+25 | 75+15 6+1 4+15 45+15 5+4
PoXy/ K 6,5+1,5 8+3 8,5+2 742 11+35  95+25
TRPV1 B 6+15 8+1 14+35 8+35 11,5 + 3 11+3
ASIC3/ K 45+2 5+3 35+1 6+25 8,5+2 35405
TRPV1 B 5+1 5+2 55+25 6+25 95+25 75+25
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3. Ergebnisse

3.3 Entziindungsmediatoren reduzieren die Desensitiviemg des TRPV1-

Kanals in der Primarkultur

Neben der Expression der Transduktionskanéle spiet
deren Aktivitat eine Rolle in der Signaltransduhktiond in
der Ausbildung entzindungsbedingter Schmerzen,
gerade die Aktivitat der Kandale stark reguliertnskann.
Deshalb wurde der Einfluss von Entztindungsmediator

funktionell und in vitro auf die Aktivitdit des TRPV1-

Kanals in Calcium Imaging Experimenten mit de
Farbstoff Fluo5f-AM Uberprift. Die Experimente sefi
zunachst zeigen, ob durch die Aktivierung des TRPV
Kanals mit 0,5 pM Capsaicin ausreichend Calciundie
Zelle fliet, um den Calcium-gesteuerten Chloridkazu
aktivieren. Wie der Kanal besitzt auch dieser Rafbsur

Calcium einen K, von 2,3 uM und detektiert daher nu

Calciumsignale, die den Chloridkanal 6ffnen kénnen.

Abbildung 3.9 zeigt Zellen in Primarkultur (A) untdre

Ruhefluoreszenz (B). In der Falschfarbendartstgliu

entsprechen kalte Farben niedrige

und warme Farben
Nach der

Capsaicin reagieren zwei Zellen (gelbe Pfeile) stairken

Calciumkonzentrationen

Calciumkonzentrationen. Stimulation »

Abbildung  3.9:  Calcium-
reaktion verschiedener Zell

Calciumeinstromen (C). Die weil3 markierte Zelle ezen
bleibt blau und zeigt somit keine Reaktion auf ¢
Capsaicinstimulation. Diese Ergebnisse zeigen, d@gSs
in dissoziierten

MM Capsaicin Spinalganglienzell

Calciumeinstrome hervorrufen, die ausreichen, um

auf 0,5 uM Capsaicin.

A: Durchlicht. B:
Ruhefluoreszenz. (
Fluoreszenz nach Stimulieru
mit 0,5 uM Capsaicin.
Farbstoff: Fluo5f-AM 10uM.
Grolenbalken: 30 um.
WeilRer Pfeil: keine Reaktion.

Calcium-aktivierten Chloridkanal zu 6ffnen. Gelbe Pfeile: starke Reaktione

Zusatzlich sollte die Beeinflussung der TRPV1-Ak#v durch die Entziindungssuppe nach
ein, zwei und drei Stunden untersucht werden. Betgt voraus, dass eine Zelle mehrfach
durch 0,5 puM Capsaicin aktiviert werden kann. Hierfvurden unbehandelte Zellen im
Abstand von einer Stunde vier Mal stimuliert undlean Zwischenphasen mit ES perfundiert,
Ausgewertetrdev die Anderung der

um das Capsaicin wieder zu entfernen.
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3. Ergebnisse

Fluoreszenzintensitat (F) in Bezug auf die Ruhe#arenz (F) gegen die Zeit. Die schwarze
Kurve der Abbildung 3.10 A zeigt die Reaktion eingtbehandelten Zelle nach vierfacher
Capsaicinstimulation. Auch nach mehrfacher Stimoatkann der TRPV1-Kanal noch
aktiviert werden und leitet Calcium in das ZellinmeAllerdings wird auch deutlich, dass die
Amplitude und damit die Reaktionsstdrke nach deteer Aktivierung (Referenz) stark
abnimmt. Wird in den Zwischenphasen jedoch mit Eetziindungsmediatoren statt mit ES
perfundiert, ist die Abnahme weniger stark ausggtpuid die Signalstarke bleibt weitgehend
erhalten (Abb. 3.10 A, rote Kurve). Die Reaktiorsnd spezifisch auf die Aktivierung des
TRPV1-Kanals zuriickzufuhren, da die Kontrollmesamg@Abb. 3.11 C), nur eine leichte
Abnahme des Fluoreszenzsignals zeigen, die duiAdsbleichen des Farbstoffs bedingt ist.

A B
189 Kontrolle  1h 2h 3h
1,7
164 T
15 5
S 14 N
’ &
124 >
2
1,1
1,04
09 : : : : :
0 50 100 150 200 250
Zeit (min) Inkubationszeit (h)

Abbildung 3.10 A: Beispielhafte Darstellung d
Mehrfachstimulation unbehandelter (schw:
und behandelter (rot) Zellen mit Capsai
(0,5 uMm).

Der erste Stimulus wurde in der Auswertung

Abbildung 3.10 B: Anzahl der Zellen mit
Reaktion auf die Stimulation mit 0,5u
Capsaicin in Prozent.

Grau: unbehandelte Zellen; schwarz: behant
Zellen. Signifikanzgrenze: p*** < 0,001

Referenzwert verwendet (Kontrolle). Dane
wurde im Abstand von einer Stunde drei |
stimuliert

Eindeutig ist der Einfluss der Entziindungsmediataech auf die Anzahl der reagierenden
Zellen (Abb. 3.10 B). Der Anteil der reagierendesll@n ist in Prozent angegeben. Wie zu
erwarten zeigt die gleiche Anzahl der Zellen eirealRion auf den ersten Stimulus (49 %).
Insgesamt wurden fir die Messungen 118 unbehandatien aus 5 Tieren und 145
behandelte Zellen aus 6 Tieren gemessen. Bei undehan Zellen (grau) nimmt die Anzahl
der reagierenden Zellen jedoch schon bei der zw&tenulierung stark ab (34 %). Nach drei
Stunden werden nur noch 23 % der Zellen durch Gapsaktiviert. Im Unterschied dazu
reagieren nach Behandlung mit der Entzindungss(gipevarz) Gber drei Stunden immer

noch 42 % der Zellen auf Capsaicin. Dieser Unteesclzwischen unbehandelten und

56



3. Ergebnisse

behandelten Zellen ist nach einer, zwei und dren&n jeweils hdchst signifikant
0,001).

A B
120 Kontrolle 1h 2h 3h 120,
100 -
Q )]
{ o — §
2 \“-} £
e — g
2. {\i
0 T T T T
0 1 2 3
Inkubationszeit (h) Inkubationszeit (h)
C . :
Abbildung 3.11: Ergebnisse der Mehrfach-
18 —E_Sht stimulation mit 0,5uM Capsaicin.
,84 = LICl

A und B: Abnahme der Signalamplitude n:
1,6 Mehrfachstimulation.
A: Vergleich einer unbdeandelten Zelle (schwar
mit einer behandelten Zelle (rot).
B: Statistische Auswertung der Signalampliti
in Bezug auf die Referenz (Amplitude des er:
1,2+ Stimulus) nach 1h, 2h und 3h Inkubation. Gi
unbehandelte Zellen; schwarz: behandelte Ze
Signifikanzkriterium: p***< 0,001.
C: Kontrollimessungen. Schwarz: Z8gabe; rot
0 50 100 150 200 o5 reine Belichtung.
Zeit (min)

14

F/Fp

1,0 ~

Fur die statistische Auswertung der Reaktionsaombditwurde die Reaktion auf die erste
Aktivierung als Referenz (100 %) gesetzt. Die ahisBend gemessenen Reaktionen wurden
auf diesen Wert bezogen und sind hier in Prozegggeben. Abbildung 3.11. A und B zeigen
die Abnahme der Reaktionsamplitude in Bezug auRdierenz in unbehandelten (grau) und
behandelten Zellen (A: rot, B: schwarz) in einerskleng Uber drei Stunden. Es wurde
insgesamt vier Mal mit 0,5 uM Capsaicin stimulides wird deutlich, dass die Amplitude
auch nach mehrfacher Aktivierung durch die Behamgllmit den Entziindungsmediatoren
nur auf ungeféhr die Halfte (54 % + 9) der Kontrediktion abfallt. Dagegen bleiben nach der
vierten Stimulation bei unbehandelten Zellen nurfd{+ 6) der urspringlichen Amplitude
erhalten. Der Unterschied in der Abnahme der Amgétim Vergleich zur Kontrollreaktion
zwischen behandelten und unbehandelten Zellen ash rallen Inkubationszeiten hochst
signifikant (p< 0,001).
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3. Ergebnisse

Diese Ergebnisse zeigen, dass eine StimulierungOmbituM Capsaicin in dissoziierten
Spinalganglienzellen mehrfach Calciumsignale heunfgrdie ausreichen um den Calcium-
gesteuerten Chloridkanal zu aktivieren. Zudem wiiel Aktivitat des TRPV1-Kanals durch
die Inkubation der Zellen mit den Entziindungsmexdet desex vivo Entzindungsmodells
signifikant beeinflusst. Die hier durchgefuhrtentéhsuchungen deuten daraufhin, dass die
Entzindungsmediatoren die Inaktivierung des Kanatsluzieren, da sowohl die
Reaktionsamplitude als auch die Anzahl reagierede@den im Vergleich zu unbehandelten

Zellen weniger stark abnimmt.
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3. Ergebnisse

3.4 Die Chloridhomdostase wird durch Entzindungsmediatcen

beeinflusst

3.4.1Die intrazellulare Chloridkonzentration wird durch Entzindungsmediatoren
erhoht

Spinalganglienzellen nutzen Chlorid in der Sigrmelsduktion.
Die intrazellulare Chloridkonzentration wird durcldie
Chloridtransporter NKCC1 und KCC2 reguliert. Deshalird
Chloridefflux als Mechanismus zur Signalverstarkungder
Schmerztransduktion schon lange diskutiert (Andral.e 2003;
de Koninck, 2007; Pieraut et al., 2007). In welcHgémfang die
intrazellulare Chloridkonzentration eine Rolle
Entztindungsreaktionen spielt, wurde hier durchBgikandlung
von Zellen intakter Spinalganglien mit denex vivo
Entziindungsmodell untersucht.

Mit Hilfe der 2-Photonen-Fluoreszenz-Lebenszeit id#kopie

(2P-FLIM) wurde die intrazellulare Chloridkonzerttosm

indirekt Gber die Fluoreszenzlebenszeit (FL) analysBeladen

wurden die Zellen mit dem Chlorid-sensitiven Faokst

MQAE, dessen Fluoreszenzlebenszeit mit steige
Chloridkonzentration abnimmt. Eine kurze Lebensggitvon JES
MQAE entspricht somit einer hohen Chloridkonzembrat Fir F""

p N,
die 2P-FLIM-Messungen wurden DRG-Parchen prapari
wobei das Parchen der Position T7 eine Stunde iakuurde,
das der Position T8 zwei Stunden und das der Bos® drei
Stunden. Direkt verglichen wurden unbehandelte
behandelte Spinalganglien, da eine Kalibrierung

intrazellularen Chloridkonzentration nicht mogliiar.

Abbildung 3.12: Falschfarbendarstellung der Fluoreszenzlebenszeit.
A: unbehandelte Zellen; B. eine Stunde Behandlhgwei Stunden
Behandlung; D. drei Stunden Behandlung

Farbstoff: MQAE 5 mM; 60x Objektiv; Anregung 750 nm
Grolenbalken 25 pm.

4.7 1 (NnS)




3. Ergebnisse

In der Auswertung sind dahet

nur Anderungen der 5] Inkuationzeit (h)
Chloridkonzentration im 0] 1 2 3
Vergleich zu unbehandelten 2]

DRGs angegeben. % 41

Abbildung 3.12 zeigt E ::

exemplarisch die Anderung dar £ 4]

intrazelluldren Chlorid-| -12-:

konzentration, dargestellf 144

durch die Fluoreszenz; 10 *

lebenszeit 1) aufgrund der

. . .. Abbildung  3.13: Abnahme der Fluoreszenzlebenszeit)(kn 9

Inkubation mit Entziindungs- behandelten DRGs im Vergleich zu 9 unbehandeltena&manglier

mediatoren. In Falschfarbendurch die Behandlung mit Entzindungsmediatoren eachzwei unc
drei Stunden Inkubation.

ist hier die Fluoreszenz- Signifikanzkriterien: *< 0,05; **< 0,01.

lebenszeit (FL) dargestellt, wobei kalte Farben féange Lebenszeiten und niedrige
Chloridkonzentrationen stehen. Warme Farben dagegmigen kurze FL und hohe
Chloridkonzentrationen. Wahrend in unbehandelteilBRnd nach einer Stunde Behandlung
(3.12 A und B) kalte Farben und damit niedrige @hkonzentrationent( = 3,4 ns - 4,8 ns)
vorherrschen, sind nach zwei Stunden (3.12 C) sghnone und gelbe Zellen € 3,35 ns —
4,2 ns) zu erkennen. Nach drei Stunden (3.12 Djhersen auch tiefrote Zellen und eine
Verschiebung zu noch klrzeren Lebenszeiten 2,75 ns — 4,2 ns) ist zu beobachten. Da es
jedoch zu allen Zeitpunkten Zellen mit langen Ledzmiten und somit niedrigen
Chloridkonzentration gibt, bleibt die Verteilungrdetrazellularen Chloridkonzentration auch
nach der Behandlung mit deew vivoEntziindungsmodell heterogen.

In der statistischen Auswertung wurden die Andeemnder Fluoreszenzlebenszeit in Bezug
auf die unbehandelten DRGs der gleichen Positi@hdes gleichen Tieres ermittelt (Kapitel
2.5.4 und 2.7.4). Abbildung 3.13 zeigt die statdte Auswertung der Lebenszeitanderung in
Abhangigkeit von der Zeit. Dabei bedeutet steht Almahme der Lebenszeit fir einen
Anstieg der intrazellularen Chloridkonzentrationadd einer Stunde Inkubation ist die
Abnahme der mittleren Lebenszeit (-0,33 % + 1,2cmnicht signifikant. Dagegen ist die
Verkirzung der Lebenszeit um 7,7 % (x 0,9) nachi 8tenden héchst signifikant und nimmt

nach dreistindiger Inkubation noch auf 10,3 % @) 2.
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3. Ergebnisse

Die Behandlung mit Entziindungsmediatoren fuhrt damZellen intakter Spinalganglien zu
einem signifikanten Anstieg der intrazellularen @tdkonzentration nach zwei und drei

Stunden Inkubation im Vergleich zu unbehandelteliede

3.4.2 Die Chloridhomoostase wird durch NKCC1 und KCC2 regiliert

Da die intrazellulare Chloridkonzentration durclk 8iehandlung mit Entziindungsmediatoren
gesteigert wird, stellt sich die Frage nach dem MMecsmus zur Beeinflussung der
Chloridkonzentration. Diese wird in Spinalganglietben durch die Chloridtransporter,
NKCC1 und KCC2 reguliert. NKCC1 ist ein Importerdusorgt fur die Akkumulation von
Chlorid. KCC2 dagegen exportiert Chlorid und istmaa fur die Erniedrigung der
intrazellularen Chloridkonzentration verantwortlich

Die immunhistochemischen Farbungen der Abbildungdd und 3.16 zeigen, dass beide

Transporter von fast allen Zellen exprimiert werdienden Experimenten wurde deshalb die

Fluoreszenzintensitat (FI) jeder

[ KCC2 (R-14)
I NKCC1 (C-14)

gefarbten Zelle ausgewertet. Dabei wird 50-

*kk

-

vorausgesetzt, dass eine héhere FI f{

L

die verstarkte Expression der Proteing

104

steht. Die Anderung der FI ist in Bezug

auf die unbehandelten Spinalganglien

angegeben (siehe auch Kapitel 2.4.4).
Die statistische Auswertung beweist,

Anderung der Fluoreszenzintensitét (%)
o
]

dass auch die Expression dieser beidgn °°-  1Stunde 2 Stunden 3 Stunden

Transporter durch eine Behandlung mifapp. 3.14: Statistische Auswertung d
Fluoreszenzintensitatsanderung von KC@®&l NKCCL1 in
18 gepaarten DRGs.

; ; Abgebildet ist die Anderung der Intensitaten
beeinflusst wird. behandelten Zellen bezogen auf die nicht bdbken Zeller
Die Spinalganglien der Position T7(100%) in Prozent fir KCC2 (graue Balken) und NKC

_ ) ) N (schwarze Balken) nach einer, zwei und drei Stui
wurden 1 h inkubiert, die der Position T8Inkubation.  Signifikanzkriterien: ** = p <0,01;
*kk —

. . =p <0,001.

zwei Stunden und von T9 drei Stunden.

dem ex vivo Entzindungsmodell

Nach einer und zwei Stunden Inkubation bleibt digoréssion der beiden Transporter im
Vergleich zu unbehandelten Spinalganglien unvenidndgne signifikante Anderung der
Expression tritt erst nach drei Stunden Inkubasiowohl bei NKCC1 als auch bei KCC2 ein.

Die Fluoreszenzintensitat nimmt im Fall von NKCCh iVergleich zu Kontrollzellen
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3. Ergebnisse

hdchstsignifikant um 30 % (x 4,3) zu. Dagegen nimdieé Intensitdit von KCC2
hochsignifikant um 15 % (x 3,5) ab.

Z

o wbloz? 2 Z Z <}

Abbildung 3.15: Immunhistochemische Darstellung von NKCC1 an 14Krgoschnitten eines DR®darchen:
(Position T9) mit dem Antikérper gegen NKCC1 (C-14)

Exemplarischer Vergleich zwischen einem Kont@RG (A und B) und einem behandelten DRG (C unc
nach drei Stunden Inkubation. In A und C sind diardblichtbilder abgebildet, B und D zeigen

Fluoreszenzaufnahmen. 1. Antikdrper NKCC1 1:20, Ahtikérper A568donkeygoat 1:500 verdnnt;
GrolRenbalken: 50 um. Objektiv: 10x.
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3. Ergebnisse

Abbildung 3.16: Immunhistochemische Darstellung von KCC2 an 14Kryoschnitten eines DR®&archen:
(Position T9) mit dem Antikérper gegen KCC2 (R-14).

Exemplarischer Vergleich zwischen einem Kont@RG (A und B) und einem behandelten DRG (C unc
nach drei Stunden Inkubation. In A und C sind diardblichtbilder abgebildet, B und D zeigen
Fluoreszenzaufnahmen. 1. Antikérper KCC2 1:20, ntik®rper A568donkeygoat 1:500 verdnnt;
GrolRenbalken: 50 um. Objektiv: 10x.

Frei gewéhlte Spinalganglien
Um eine Positionsabhangigkeit der in 3.4.2 erlamdiegebnisse zu untersuchen, wurde das
gleiche Experiment an frei gewahlten Spinalgangtiarchgefuhrt. Daflr wurden behandelte
und unbehandelte Spinalganglien von verschiedemsitiéhen verglichen. Zudem wurde
zusatzlich ein anderer NKCC1-Antikérper eingesetat zu sehen, ob dieser das gleiche
Farbemuster wie der zuvor verwendete NKCC1 AntikoK-14) aufweist.

Abbildung 3.17 zeigt deutlich,

dass auch der hier verwendet

Antikorper fast alle Zellen, bis
auf  solche mit  grofem
Durchmesser farbt. Die

Experimente wurden nach der;

gleichen statistischen Abbildung 3.17: Immunhistochemische Darstellung des NKCC1-
) _ _ Antikdrpers N-16. A. Durchlichtbild; B. Fluoreszéid
Vorgehensweise wie in 2.4.41. Antkérper NKCC1 (N-16) 1:20; 2. Antikdrper

. A488donkeyigoat 1:500. GroRenbalken: 50 um. Schnitte 14 pm.
beschrieben ausgewertet.;ox objektiv.
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Allerdings wurde diesmal auf

Experimente  nach einer  Stunde€ B KCC2 (R14)
50 - Il \NKCC1 (N-16)
Inkubation verzichtet, da hier in den 40 -

vorangegangenen Studien zu diesem £ 7

20 4

Zeitpunkt keine Beeinflussung

10—-
nachweisbar war. ]
-10 4
_20_.

Im  Vergleich zu unbehandelten

-30 4

Spinalganglien  zeigen die Zellen

Anderung der Fluoreszenzintensitét (%)
o
1

-40 4

behandelter DRGs einen 50

R . 2 Stunden 3 Stunden
hochsignifikanten Fluoreszenzanstieg

nach drei Stunden von 32 % (+ 3),Abbildung. _ 3.12.3:" "Statistische Auswertung  d
Fluoreszenzintensitatsanderung von KCC2 und NKC€1lau

wahrend die Fluoreszenzintensitat imi2 frei gewahiten DRGs.
) Abgebildet ist die Anderung der Intensitdten ddrevelelter
Fall von KCC2 nach drei Stundenzellen bezogen auf die nicht behandelten Zellerd%apin

- Prozent fir KCC2 (graue Balken) und NKCC1 (schwi
hochsignifikant um 26 % (+ 8.,5) Balken) nach zwei und drei Stunden Inkubat

abnimmt (Abb. 3.18). Signifikanzkriterien: ** = p< 0,01.

Diese Ergebnisse sind mit denen aus den Studie®R@&-Parchen vergleichbar. Daher ist

die Beeinflussung der Chloridtransporterexpressiamt positionsabhangig, sondern dient
wahrscheinlich als allgemeiner Mechanismus zur dysehen Regulation der

Chloridhomdostase in Spinalganglienzellen.

Die Ergebnisse der immunhistochemischen Analysgereidass auch die Expression der
Chloridtransporter durch eine dreistindige Behamgllumit Entziindungsmediatoren
beeinflusst wird. Entzindungsmediatoren fihren imereHochregulation von NKCC1 und
einer Reduzierung KCC2-spezifischer FluoreszenasggnDie Positionsunabhangigkeit
dieser Anderungen deutet auf einen allgemeinen Wmsmus zur Regulierung der
Chloridhomd@ostase in Spinalganglienzellen hin. Somiltzen diese Ergebnisse die
Beobachtungen aus den 2P-FLIM Experimenten, da &ueh das Gleichgewicht zur
Chloridakkumulation hin verschoben wird. Allerdingieibt die Frage offen, warum sich die
intrazellulare Chloridkonzentration schon nach zw&tunden Behandlung andert, die

Expression der Transporter jedoch erst nach duzidein beeinflusst wird.
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3. Ergebnisse

3.5 Phosphorylierung von NKCC1 als schnelle Reaktion du

Entziindungsmediatoren

Der zeitliche Unterschied zwischen dem Anstieg uérazellularen Chloridkonzentration

nach zwei Stunden Inkubation und der Expressioresénd von NKCC1 und KCC2 nach

drei Stunden Behandlung weist auf einen weitererguR&onsmechanismus in der

Chloridsignaltransduktion hin. Eine mogliche Erkiég bietet die phosphorylierungs-

abhangige Aktivierung von NKCC1 (Darman und Forh102).

Um zu untersuchen, ob die Behandlung mit Entzinsimegliatoren einen Einfluss auf die
Phosphorylierung und damit auf die Aktivitat desadsporters besitzt, wurde ein spezieller
Antikorper eingesetzt. Er erkennt spezifisch eirreifdch phosphorylierte Sequenz des
NKCC1-Proteins (p-NKCC1).

Abbildung. 3.19 Immunhistochemisch
Darstellung von NKCC1 (C-14) in Co-
Farbung mit dem phospHéKCC1
Antikérper (pNKCC1) eines behandelts
Spinal-ganglions (Position T9) nach drei
Stunden Inkubation.

A Durchlichtbild; B NKCC1 (C-14);

C phospho-NKCC1; D Co-Farbung. 1.
Antikérper jeweils 1:20. 2. Antikérper
A568donkewgoat, Adonkeysheep: 1:500.
GrolRenbalken: 50 um. Schnitte 14 pm.
Objektiv: 10x.

Die Abbildung 3.19 zeigt den Schnitt eines behardelSpinalganglions nach einer Co-
Farbung mit einem Antikdrper gegen alle FormenNi€€C1-Transporters (C-14) und gegen
den phosphorylierten Zustand des NKCC1-Transpo(peiKCC1). Es ist zu erkennen, dass
zwischen der NKCC1-Farbung (C-14; Abb. 3.19B) urd ghospho-NKCC1-Farbung (p-
NKCC1; Abb. 3.19C) 100 %ige Co-Lokalisation vorlieduch in unbehandelten Zellen ist

eine absolute Co-Lokalisation der beiden Antikorpemeobachten. Das bedeutet, dass auch
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in unbehandelten Zellen die

phosphorylierte Form des NKCC1- 20

60 *k%

Transporters vorliegt. Erst eine
quantitative Analyse (Kapitel 2.4.4)

50

40

der Fluoreszenzintensitaten des p:
NKCC1-Antikbrpers von 2074

30

20

Zellen aus 9 behandelten DRGs una

Zunahme der Fluoreszenzintensitat (%)

10

1771 Zellen aus 9 unbehandelten

Spinalganglien, macht den 1 2 3

Inkubationszeit (h)

Unterschied zwischen behandelten

Zellen und Kontrolizellen deutlich. Abb. 3.20: Statistische Auswertung d

Die Zusammenfassung der Ana|yseFIuoreszenzintensitatszunahme des phospho-NKCC1
Anitkorpers.

der immunhistochemischen Abgebildet ist die Anderung der Intensitatéer behandelte

Zellen bezogen auf die Kontrollzellen (100%) in Bxot nact
Farbungen zur Phosphorylierung deseiner, zwei und drei Stunden Inkubation. Signifikianiterien:
NKCC1-Transporters (Abb. 3.20) "TP=0.057=p=0.00L
zeigt eine signifikante Zunahme der Fluoreszenmsitéten nach allen drei
Inkubationszeitpunkten im Vergleich zu unbehanaelellen. Schon nach einer Stunde
Inkubation ist die Zunahme um 18 % (£ 5,9) im Beawd unbehandelte Spinalganglien sig-
nifikant (p< 0,05). Nach zwei Stunden kommt es zu einem stafkestieg um 45 % (z 3,5)
beziglich der Kontrolle und nach drei Stunden sagar54 % (+ 3,3). Beide Anderungen
sind hochst signifikant (g 0,001).
Die Ergebnisse der Abbildungen 3.19 und 3.20 zemem@chst eine absolute Co-Lokalisation
der Antikdrper NKCC1 (C-14) und p-NKCC1 (Abb. 3.1®urch die Quantifizierung der
Expression des phosphorylierten NKCC1-Transporkermte jedoch gezeigt werden, dass
schon nach einer Stunde vermehrt phosphoryliert€€Gl in behandelten Zellen vorliegt

(Abb. 3.20).

Durch die Behandlung mit Entziindungsmediatoren wiedPhosphorylierung und damit die
Aktivitat von NKCC1 signifikant erhdht, was zu emneerstarkten Chloridakkumulation in die
Zelle fuhrt. Diese Beobachtungen erklaren die izbié Diskrepanz zwischen dem schnellen
Anstieg der intrazellularen Chloridkonzentration clma Behandlung mit
Entziindungsmediatoren (Kapitel 3.3.1) und der langsen Anderung der Expression von
NKCC1 und KCC2 (Kapitel 3.3.2). Da Phosphorylierspigpzesse als schnelle Mechanismen
zur Aktivitdtskontrolle von Kanédlen und Transpomtereingesetzt werden, ist es
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wahrscheinlich, dass die Phosphorylierung von NKCLt schnellen Akkumulation von
Chlorid in DRGs fihrt.

3.6 Spinalganglienzellen exprimieren den Chloridkanal MEM16A

In den vorangegangenen Kapiteln wurde nachgewietsss die Zellen der Spinalganglien
die intrazellulare Chloridkonzentration Uber dieti&kat und Expression der Transporter
NKCC1 und KCC2 regulieren. AuBerdem fuhrt die Beltang mit Entzindungsmediatoren
zur Akkumulation von Chlorid. Diese Ergebnisse shen fiir eine Beteiligung von Chlorid

an der Signaltransduktion in DRG-Zellen. Daher veundittels Immunhistochemie Uberpruft,
ob die Zellen den Chloridkanal TMEM16A exprimierddieser gilt als Kandidat fur den

Calcium-aktivierten Chloridkanal in Schmerzzellatagg et al., 2008).

7 Vi 7 ‘O.s v

Abbildung 3.21: Expression von TMEM16A in Spinalganglienzellen Batte

A: Durchlichtbild zu B. B: Nachweis von TMEM16A mieinem polyklonalen
Antikérper (1:50). C: Durchlichtbild zu D. D: Nacleie von TMEM16A mit einen
monoklonalen Antikérper (1:100).

Zweitantikorper A488dirb 1:1000. GdRenbalken 50 um. Schnitte 14 um. Obje
10x.
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Fur die immunhistochemischen Experimente wurden i zwerschiedene TMEM16A-
Antikorper verwendet, ein monoklonaler (mc) und eolyklonaler (pc) Antikorper.
Abbildung 3.21 zeigt, dass TMEM16 von den meistefien exprimiert wird und weist somit

Ahnlichkeiten zu dem Expressionsmuster der Chlmaigtporter auf.

3.7 Erste Versuche =zu Capsaicin-induzierten Chloridstrinen in

Spinalganglienzellen

Die bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit zeigen,sdd&e Spinalganglienzellen alle
notwendigen Komponenten zur Verwendung von Chlorider Signaltransduktion besitzen.
Diese spielen aufgrund der Beeinflussung durchifrungsmediatoren moglicherweise eine
Rolle in der verstarkten Schmerzwahrnehmung und itddrei der Ausbildung von
Hyperalgesie. So wird vermehrt die aktive Form ddSCC1-Transporters exprimiert,
wahrend der Chloridexporter KCC2 herunterregul@rd. Dies fuhrt zu einem Anstieg der
intrazellularen Chloridkonzentration. Gleichzeitwgrd von den Spinalganglienzellen der
Chloridkanal TMEM16A exprimiert. Ob die Spinalgaiegizellen, auf die Aktivierung eines
Transduktionskanals hin mit Chloridstrémen reagierend diese ebenfalls durch
Entziindungsmediatoren beeinflusst werden, wur@®kLIM-Messungen untersucht.
Hierfir wurden die Zellen mit dem Chlorid sensitivearbstoff MQAE (5 mM) beladen und
anschlieBend mit 5 pM Capsaicin stimuliert. Zun&chkarde die Ruhelebenszeit vor der
Capsaicinstimulation aufgenommen. Nach der Stirarawurde dann fur 25 Minuten alle 5
Minuten die Lebenszeit gemessen. So konnte die Windeder Chloridkonzentration nach
Aktivierung eines Transduktionskanals Uber die Zeitgezeichnet werden. Abbildung 3.22
zeigt exemplarisch die Reaktion dreier Zellen eiMi@ssung. Die Zellen lassen sich in drei
Kategorien einteilen: Zellen mit ChloridausstromStZXellen), Zellen mit Chlorideinstrom
(ES-Zellen) und Zellen, welche keine Reaktion zigtKR-Zellen).

Aufgrund technischer Limitierungen konnten spont@héridfluktuationen in der Ruhephase
nicht gemessen werden. Es war zudem nur in Abstanas funf Minuten moglich
Messungen der Fluoreszenzlebenszeit (FL) durcheemiiin Abbildung 3.22 scheinen die
Zellen deshalb schon vor der Capsaicinstimulie@htpridstrome zu zeigen, die dann durch
das Capsaicin in die gleiche Richtung verstarktdeer Allerdings kann aufgrund der

geringen zeitlichen Auflésung hierzu keine eindgeithussage gemacht werden.
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Ausstrom

Abbildung 3.22: Anderung der intrazellulare
Chloridkonzentration nach Stimulierung r
5 uM Capsaicin.

Gemessen wurde die Anderung der Leben:
in Pikosekunden (ps) Uber die Zeit in Minu
(min.).

Rot: Die Fluoreszenzlebenszeit (FL) der Zi
nimmt zu. Die Zelle reagiert mit eine
: Chloridausstrom.

-600- Grau: Die Zelle zeigt keine Reaktion.

Capsaicin

'

Keine Reaktion

Anderung der Lebenszeit (ps)

Einstrom

0 5 10 15 20 25 3  Schwarz: Die Zelle reagiert mit eine
Zeit (min) Chlorideinstrom, da die FL abnimmt.

Da intakte DRGs gemessen wurden, muss Capsaididierdas Spinalganglion umgebenden
H&aute Gberqueren, um zu den Zellen zu gelangenuondliiese in verschiedenen Tiefen zu
erreichen. Ubereinstimmend hiermit zeigt die Auswey aller Zellen sehr groRe
Unterschiede in den Chloridstromen, bezuglich Gesutigkeit und Dauer der Reaktionen.
Die Auswertung der Daten ist in Kaptitel 2.6.4 deéat beschrieben.

Abbildung 3.23 zeigt die Zeitreihe eines optisclsmmnittes aus einem gemessenen DRG in
einer Falschfarbendarstellung. Der hochauflose®cender Fluoreszenz wurde als Matrize
verwendet, um einzelne Zellen zu erkennen und zukieran. Die dort gesetzten
Markierungen wurden dann auf die Lebenszeitbildeur zAuswertung der
Fluoreszenzlebenszeit und damit indirekt der Chloridkonzentration Ubegen. Markiert
sind ebenfalls drei Zellen, von denen eine mit @inkusstrom (AS-Zelle), eine mit einem
Einstrom (ES-Zelle) und eine nicht reagiert (KRi&glIDie Zelle mit Chloridausstrom zeigt
in der Ruhefluoreszenz eine rote Farbung (hohazetlulare Chloridkonzentration) und wird
nach der Capsaicinstimulation griin (niedriges GttjoDagegen verandert sich die Farbung
der Zelle mit Einstrom von gelb nach rot. Die Zedlene Reaktion behalt Uber die gesamte
Messung eine rote Farbung. Deutlich zu sehen igt leterogene Verteilung der
intrazellularen Chloridkonzentration, die auch naen Stimulierung mit Capsaicin erhalten
bleibt.
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Fluoreszenz

Abbildung 3.23: Anderung der intrazellulare
Chloridkonzentration nach Capsaicinstimulation.

Fluoreszenz: Hochauflosender Fluoreszenzscal
Markierung der Zellen.

Ruhe: Falschfarbendarstellung der Fluores-
zenzlebenszeitr) vor Capsaicinzugabe.

5 min, 15 min, 25 min: Falschfarbendarstellung

T nach Capsaicinzugabe.

AS: Zelle mit Ausstrom; ES:Zelle mit Einstrom;

KR: Zelle ohne Reaktion

Farbstoff zur Detektion von Chlorid: 5 mM MQAE
GrofRenbalken 50 pm. 20x Objektiv.

4,5 T (ns) 3
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In der statistischen Auswertung (Abbildung 3.24ydeizum einen zwischen unbehandelten
und behandelten Zellen unterschieden, zum andevedew auch die Anzahl der Zellen mit
Chlorideinstrom (ES-Zellen) und mit Chloridausstrq@S-Zellen) getrennt ausgewertet.
Analysiert wurde auch die Anderung der Fluoresadremhszeit dieser Zellen nach
Capsaicinzugabe in behandelten und unbehandelteal§pnglienzellen. Insgesamt wurden
692 behandelte und 1032 unbehandelte Zellen absrsiepinalganglien ausgewertet.
AS-Zellen: Die statistische
Auswertung zeigt, dass 39,5 % (+ 11)

der unbehandelten Zellen und 41 % (x 5]

8) der behandelten Zellen mit einem g 100

Chloridausstrom reagieren. Damit hat g % ES-Zellen
die Inkubation mit % 52 AS-Zellen
Entztindungsmediatoren keinen % —100—:

Einfluss auf die Anzahl der Zellen, die ]

mit einem  Chloridausstrom  auf zz IT'

Capsaicinstimulierung reagieren. Das

Abbildung 3.24: Beeinflussung der Chloridstror

durch Entziindungsmediatoren.

der  Fluoreszenzlebenszeit.  Diese Links: Zunahme der FL (ps) in unbehandelten (g
und 3 h behandelten (schwarz) AS-Zellen.

betrug in unbehandelten Zellen 146 ps Rechts: Abnahme der FL (ps) in unbehandelten (¢

und 3 h behandelten (schwarz) ES-Zellen.

(+ 24) und in inkubierten Zellen 160 ps  gjgnifikanzkriterium: p*< 0,05.
(x24). Auch hier ist der Unterschied
nicht signifikant.

ES-Zellen: Im Gegensatz zu den AS-Zellen reduziert die Belwgd mit

gleiche qilt fur die mittlere Zunahme

Entzindungsmediatoren die Abnahme der FL signifikéhiese nimmt im Vergleich zu
unbehandelten Zellen nach drei Stunden Inkubat@mm 151 ps (x24) auf -98 ps (x24) ab.
Ebenso nimmt die Anzahl der mit einem Einstrom i@@&pden Zellen, wenn auch nicht
signifikant, von 51 % (x10) auf 37 % (£20) ab. @leeitig nimmt zudem die Anzahl der
Zellen ohne Reaktion zu (unbehandelt: 15% (+2,8hamdelt: 27 % (x18)).

In Abbildung 3.25 ist die Anderung der Fluoreszebehszeit unbehandelter (A) und
behandelter (B) Zellen in Bezug auf ihre Ruhelebeiisdargestellt. Zellen mit einem
Chloridausstrom (AS-Zellen) liegen oberhalb der IINué, da sie eine Zunahme der
Fluoreszenzlebenszeit zeigen. Ein Chlorideinstronnd wdurch die Abnahme der FL

gekennzeichnet. Deshalb liegen diese Zellen (E&elnter der Nulllinie.
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Abbildung 3.25: Anderung der FL unbehandelter Zellen (896) undabeklter Zellen (52) in Bezug auf ihri
Ruhelebenszeit.

Zellen mit Chloridausstrom (AS-Zellen) liegen obathder Nulllinie, Zellen mit Chlorideinstrom (EZellen)
liegen unterhalb der Nulllinie.

A: Unbehandelte Zellen. B: 3h behandelte Zellen

Die meisten Reaktionen zeigen sowohl bei unbehtemebdls auch bei behandelten
Spinalganglien Zellen mit Ruhelebenszeiten zwiscB200ps und 4200ps. Im Fall der

Chloridausstrome scheint die Behandlung mit Entmiagdmediatoren zu mehr Zellen mit

kurzen Ruhelebenszeiten und damit einer erhohteazellularen Chloridkonzentration zu

fuhren. Diese Zellen zeigen starke ChloridausstroAilelerings treten bei unbehandelten
Spinalganglien auch vermehrt grof3e Chloridausstri@gnzellen mit langen Ruhelebenszeiten
(4000 ps — 4700 ps) auf, die in behandelten DRG% mnehr beobachtet werden.

Eindeutiger ist auch hier der Einfluss von Entzimghmediatoren auf die Chlorideinstrome.
Die starksten Einstréme zeigen unbehandelte Zefienangen Ruhelebendzeiten (3700 ps -
4500 ps) und damit niedriger intrazellularer Chdeadnzentration. Schwache

Chlorideinstréme treten auch bei Zellen mit kiureekebenszeiten (2500 ps — 3000 ps) auf.
Nach der Behandlung mit Entzindungsmediatoren figir 8tunden, treten Chlorideinstrome
nur noch vereinzelt in Zellen mit diesen kurzen 8ahenszeiten auf. Auch nimmt insgesamt
die Starke der Einstrome nach Behandlungab. Wahuebhehandelte Zellen Abnahmen in
der FL bis zu -800 ps zeigen, erreichen behand&téen nur vereinzelt eine maximale

Abnahme von 500 ps.

Diese vorlaufigen Messungen weisen daraufhin, déssAktivierung des TRPV1-Kanals
Chloridstrome in Spinalganglienzellen induzieremrkaDie Zellen der DRGs reagieren
sowohl mit Ein- als auch mit Ausstromen auf Capeaidabei wird die Starke der Einstréme

durch eine dreistindige Inkubation mit Entzindunediatoren signifikant verringert,
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wahrend die Ausstrome unbeeinflusst bleiben. DiEsgebnisse sind konsistent mit der
Beobachtung, dass Entzindungsmediatoren zu einstaiden Chloridakkumulation und
damit moglicherweise zu einer Disinhibition derlggelfiihren.

Allerdings lasst sich die Starke des Ausstromstnicit kurzen Ruhelebenszeiten und damit
erhohten intrazellularen Chloridkonzentrationenr&loeren. Sowohl Zellen mit niedriger als
auch solche mit erhohter Chloridkonzentration zei@hloridausstrome in gleicher Starke.
Die Behandlung mit Entziindungsmediatoren fuhrt alnnstarken Ausstromen in Zellen mit
kurzen Ruhelebenszeiten, wohingegen solche mitelarigebenszeiten nur noch schwache
oder keine Chloridausstrome mehr zeigen.

In  unbehandelten  Spinalganglien  zeigen  vermehrt leZel mit  niedrigen
Chloridkonzentrationen und langen Ruhelebenszeisgarke Chlorideinstrome. Die
Behandlung mit Entzindungsmediatoren fihrt eindeutu einer Reduzierung der

Einstromstarke in diesen Zellen.
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3.8 Zusammenfassung der Ergebnisse

Es ist in der vorliegenden Arbeit gelungen ein Mbaef zellularer Basis zu etablieren,
welches die Untersuchung des Einflusses von Entmigsinediatoren auf die
Signaltransduktion in  Spinalganglienneuronen etlaubDie hier verwendeten
Entzindungsmediatoren ATP, NGF, Bradykinin und P&&nnen durch Bindung an ihre
Rezeptoren intrazellulare Signalkaskaden aktividkaapitel 3.1.1 ) und fihren so zu einer
verstarkten Expression der Entztindungsmaskdrstancd® und CGRP (Kapitel 3.1.3). Diese
Hochregulation der beiden Entziindungsmarker in medlgen Spinalganglien zeigt, dass die
Reaktionen der Zellen ahnlich denen physiologis@&rdriindungsreaktionen sind. Auch die
Expression der Transduktionskandle TRPV1, TRPV2A®BKC3 wird durch den Einfluss von
Entzindungsmediatoren gesteigert (Kapitel 3.2).fxrpente an der Priméarkultur zeigen
zudem eine reduzierte Desensitivierung des TRPWialéa durch die Behandlung mit
Entzindungsmediatoren, die zu einer gesteigertd?VIRAKitivitat fuhrt (Kapitel 3.3).
Allerdings ist die Anwendung de=x vivoEntziindungsmodells auf drei Stunden limitiert, da
in den Vitalitatstests ein Absterben der Zellenlbkubationszeiten Uber dreieinhalb Stunden
beobachtet wurde (Kapitel 3.1.2).

Eine wichtige und in Spinalganglien noch kaum extbte Komponente der
Signaltransduktion ist die Regulation der intradéilen Chloridkonzentration. Sie spielt
ebenfalls in Entzindungen eine Rolle und wurde iesat Arbeit immunhistochemisch
(Kapitel 3.4 bis 3.6) und physiologisch (Kapitel 43.und 3.7) untersucht. Die
Chloridhomdostase wird in den SpinalganglienzeNem den Transportern NKCC1 und
KCC2 bestimmit. Entziindungsmediatoren fuhren zu  reineschnellen
phosphorylierungsabhangigen Aktivierung und eirrgbamen Expressionsteigerung von
NKCC1. Die Expression von KCC2 wird dagegen hemuagiliert (Kapitel 3.4 und 3.5).
Dies resultiert in einer verstarkten Chloridakkuatidn und erhohten intrazellularen
Chloridkonzentration in den Zellen der Spinalgaggl{Kapitel 3.4).

In ersten Versuchen wurde auch die Offnung Calaj@steuerter Chloridkanale durch die
Aktivierung des TRPV1-Kanals untersucht. Diese wardmoglicherweise durch den
TMEM16A-Kanal vermittelt, welcher als Kandidat fden Calcium-aktivierten Chloridkanal
in DRGs gilt und von den Spinalganglienzellen expert wird (Kapitel 3.6). Die
Aktivierung des TRPV1-Kanals fihrt in den Spinalgéenzellen sowohl zu
Chloridausstromen als auch zu Chlorideinstromenrerarteterweise kann die Starke der
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Strome nicht mit der Ruhelebenszeit der Zellenélmrt werden. So zeigen auch Zellen mit
niedrigen Chloridkonzentrationen Ausstrome undisainit hohem Chlorid starke Einstrome.
Die Behandlung mit Entziindungsmediatoren fiihrt ineresignifikanten Reduzierung in der
Starke der Einstrome, wahrend die Ausstrome unbBles#t bleiben (Kapitel 3.7). Weitere
Versuche sind hier notwendig, um die Verwendung @bforid in der Signaltransduktion der
Spinalganglienzellen zu verstehen.

Das ex vivo Entzindungsmodell bietet insgesamt die Maoglichkeginen
entziindungséahnlichen Zustand in einem zellularesteBy zu induzieren. Die Sensibilitat der
Zelle fur Schmerzreize wird gesteigert, da mehm3daktionskanale exprimiert werden und
die Zelle mdglicherweise durch eine verstarkte Gdékkumulation ,enthemmt* wird. Diese
Veradnderungen in der Signaltransduktion der Zelnnen zu entzindungsbedingten

Schmerzen und Hyperalgesie beitragen.
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4 Diskussion

4.1 Ein ex vivo Entzindungsmodell zur Untersuchung von Interaktioren

zwischen Spinalganglienzellen und Entziindungsmediaten

Verschiedene Studien untersuchen den direktenusmfvon Entziindungsmediatoren auf die
Zellen der Spinalganglien iex vivound in vitro Modellen. Sie zeigen die Modulation der
Neuropeptidfreisetzung und Aktionspotentialgenengr in einem kurzen Zeitraum von
maximal dreif3ig Minuten (Averbeck et al., 2000; Kles et al., 1992; Ma et al., 2006; Song et
al., 2003). In der vorliegenden Arbeit ist es jgelungen ein neues Modell zu etablieren, das
den langfristigen Einfluss der Entziindungsmediat&&P, Bradykinin, PGEund NGF auf
die Signaltransduktion in Spinalganglienzellen Ul@nen Zeitraum von drei Stunden
analysiert. Das Modell kann sowolelx vivo an intakten DRGs als aucim vitro an
dissoziierten Zellen angewendet werden. Im Mittekiuder Arbeit stand die Analyse der
Beeinflussung von Transduktionskandlen und Chloridls Komponente der
Signaltransduktion.

Zur Etablierung des Modells wurde zunadchst die Esgion der Rezeptoren fur die
Entzindungsmediatoren im Gewebe und in dissoziiefiellen nachgewiesen. Die Zellen
exprimieren funktionelle Rezeptoren, da dissoaie®pinalganglienneurone auf ATP,
Bradykinin und PGEmit Calciumeinstromen reagieren. Dies steht inkkEimg mit den oben
genannten Modellen. Da NGF uber die Bindung aneseiRezeptor die Transkription im
Zellkern reguliert (Hefti et al., 2006; Ji et &#002; Zhang et al., 2005), wurden wie erwartet
keine direkten Calciumantworten gemessen. Vitaligdts begrenzen die Anwendung des
Modells auf drei Stunden, da bei langerer Inkulmatthe Zellen schnell absterben. Die
immunhistochemischen Expressionstudien von SP uBdRFC zeigen einen signifikanten
Anstieg der beiden Neuropeptide. Damit lassen sgiieh Reaktion in diesem Modell mit
physiologischen Entziindungsprozessen vergleichansiel auch inn vivo Modellen als
Entzindungsmarker verwendet werden und sowohlgRkpression als auch ihre Freisetzung
in Entzindungen verstarkt ist (Bulling et al., 206tarrison und Geppetti, 2001; Joachim et
al., 2007; Smith et al., 2000; Staton et al., 200@jssner et al., 2006; Xu et al., 2005).

Mit der ex vivound in vitro Langzeitanwendung des Modells und der Vergleidtdiizu
physiologischen Entziindungsprozessen bietet das eMogin breites Spektrum an

Moglichkeiten zur Untersuchung der MechanismenenSchmerztransduktion.
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4.2 Entzindungsmediatoren steigern die Expression vonRPV1, TRPV2
und ASIC3

Eine erhdhte Expression von TRPV1 zeigen vor allemaivo Modelle, die eine periphere
Entzindung unter anderem durch die Injektion vonAG&rzeugen. Auch konnte ein
verstarkter Einbau von TRPV1-Rezeptoren in die Memlvon Schmerzzellen nachgewiesen
werden. Expression und Einbau werden dabei von N@#liert (Amaya et al., 2003; Amaya
et al., 2004; Greffrath et al., 2003; Ji et al.920Morenilla-Palao et al., 2004; Xu et al., 2009;
Zhang et al., 2005). Die Manifestation einer Enthingin vivo dauert jedoch Tage. Mit dem
hier entwickelterex vivoModell ist es gelungen, die Anderung der Exprassierschiedener
Transduktionskanéle auf zellularer Basis und weng&genden nach Induzierung der
Entztindung zu untersuchen.

Die immunhistochemischen Studien zeigen, dass wgisetablierte Modell ebenfalls einem
Anstieg in der Anzahl TRPV1- und TRPV2-exprimierenellen nach 2 bis 3 Stunden
Inkubation hervorruft (Abb. 4.1). Die ErgebnisseT/RPV2 decken sich mit einer Studie von
Shimosato et al. (2005). Zwei Tage nach CFA-Ingktivurde auch hier eine Steigerung der
TRPV2-Expression beobachtet, die aber im GegermmatZTRPV1-Expression nicht Uber
NGF reguliert wird. Die Untersuchungen der vorliegen Arbeit zeigen ebenfalls einen
signifikanten Anstieg in der Anzahl ASIC3-exprimeeder Zellen nach dreistindiger
Inkubation (Abb. 4.1). Dieses Ergebnis steht inklEng mit den Beobachtungen anderer
Studien an unterschiedlichen Entziindungsmodellexu¢hi et al., 2009; Mamet et al., 2002;
Onhtori et al., 2006). Dagegen blieb die Expressien Kanale TRPV4 und P2Xdurch die
Behandlung mit derax vivoModell unverandert.

Die Expression verschiedener Transduktionskandiet fiu polymodalen Nozizeptoren, die
unterschiedliche Schmerzreize detektieren konneeffi@th et al., 2003; Kobayashi et al.,
2005; Molliver et al.,, 2005; Ugawa et al., 2005).irdV die Co-Expression von
Transduktionskanélen gesteigert, kann dies zu eumstarkten Schmerzwahrnehmung
beitragen. Auch die Behandlung mit Entzindungsntedia erhoéht die Anzahl der Zellen
mit Co-Expression von TRPV1 mit TRPV2, ASIC3 undXk2Die Co-Expression mit P2X
ist auffallig, da der Kanal in der Einzelexpressmur einen nicht eindeutigen Anstieg zeigte.
Dies konnte darauf hindeuten, dass nur vorher séid&-exprimierende Zellen nach der

Behandlung mit Entzindungsmediatoren jetzt auchVIIR&primieren.
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Ahnlich denin vivo Modellen kann auch das hier etablierte Modell egsgzt werden, um den
Einfluss von Entzindungsmediatoren auf die Expo@ssion Transduktionskanédlen zu

untersuchen.

4.3 Entzindungsmediatoren reduzieren die Desenstivierugivon TRPV1

Die Aktivierung des TRPV1-Kanals fihrt zu einem @ameinstrom. Das einstromende
Calcium aktiviert Calcineurin, welches den Rezeptdephosphoryliert und damit
desensitiviert. Erst die darauf folgende Phosplemyhg von TRPV1 durch PKA und
CAMKIIl versetzen den Kanal wieder in den aktiviedra Zustand (Jung et al., 2004;
Mohapatra und Nau, 2003; Mohapatra und Nau, 28 Studie an TRPV1-transfizierten
HEK-Zellen zeigt jedoch, dass die verstarkte Aldiung der PKA die Calcium-abhangige
Desensitivierung reduziert und so die mehrfachavidtung des TRPV1-Kanals im Abstand
weniger Sekunden ermoglicht (Mohapatra und Nau3200

Auch die Calcium Imaging Experimente dieser Arlagitdissoziierten Spinalganglienzellen
zeigen eine kontinuierliche Abnahme der Calciumatugié nach mehrfacher Stimulierung
mit 0,5 pM Capsaicin bei unbehandelten Zellen. #lish nimmt die Anzahl der
reagierenden Zellen ohne Behandlung im Verlauf dogi Stunden gleichmaliig ab. Dies
spricht fur eine Desensitivierung des Kanals. Beeér Zellen zeigen dagegen im Vergleich
eine signifikant weniger starke Abnahme der Amplgwnd die Anzahl der reagierenden
Zellen bleibt in Bezug auf den ersten Reiz fastenaémdert. Die im hier etablierten Modell
verwendeten Entztindungsmediatoren PGid NGF aktivieren die Proteinkinase A (PKA),
wirken damit der Desensitivierung entgegen, erhale die TRPV1-Aktivitat auch nach
mehrfacher Aktivierung und konnen deshalb vielleizh verstarkten Calciumeinstromen
fuhren (Abb. 4.1).
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4.4 Entzindungsmediatoren fihren zu einem Anstieg derntrazellularen

Chloridkonzentration

Sowohl im zentralen Nervensystem als auch in demaBmnglien ist die intrazellulare
Chloridkonzentration nicht statisch und wird in Aligigkeit des physiologischen Zustandes
im Gewebe reguliert. In Epilepsie-Modellen zeigeortikale und hippocampale Neurone
erhohte Chloridkonzentrationen, die zu einem Vértler GABAergen Inhibition und der
Ubererregbarkeit dieser Zellen fiihren (Cohen e802; Jin et al., 2005; Palma et al., 2006;
Rivera et al., 2004). Spinalganglien weisen nankreAxotomie der Nerven ebenfalls erhdhte
Chloridkonzentrationen auf, die in exzitatorisch@hloridstrémen resultieren (Andre et al.,
2003; Pieraut et al.,, 2007). Aufgrund der groRRehl Z&nlicher Beobachtungen wird der
Anstieg der intrazellularen Chloridkonzentratiorratu verstarkte Chloridakkumulation und
die dadurch reduzierte GABAerge und glycinerge bitlin als allgemeiner Mechanismus
zur Entstehung neuronaler Ubererregbarkeit und Kygesie angesehen (de Koninck, 2007).
Die Untersuchungen zum Einfluss von Entzindungsatedin auf die intrazellulare
Chloridkonzentration in Spinalganglienzellen wurdaer an intakten DRGs durchgefuhrt.
Die Erhaltung des Gewebeverbands spielt eine vgeh®olle, da vor allem der Verlust der
Interaktion zwischen Neuronen und Satellitenzelteriner Veranderung der Reaktionen der
Nervenzellen resultiert (Tang et al., 2007). DieRZPM Experimente zeigen einen Anstieg
der Chloridkonzentration in den Spinalganglienzelleach zwei und drei Stunden
Behandlung im Vergleich zu unbehandelten ZellenneEigenaue Kalibrierung der
Chloridkonzentration war nicht mdglich, da die damrwendeten cytotoxischen lonophore
Tributylzinn und Nigericin die Zellen so stark sdigien, dass die Anpassung an die
extrazellulare Chloridkonzentration nicht gewalstei werden konnte. Wie grol3 dieser
Anstieg in der Chloridkonzentration wirklich istoknte daher nicht bestimmt werden.
Deshalb wurde nur die relative Anderung der Chlawitkentration im Vergleich zu
unbehandelten DRGs analysiert. Die Ergebnisse digdeeit deuten darauf hin, dass auch
der Einfluss von Entzindungsmediatoren Uber den tiégms der intrazellularen
Chloridkonzentration zu einer Verstarkung der Sligaasduktion in Spinalganglienzellen
und damit mdglicherweise zu Hyperalgesie fuhrt (emnal., 2008).

Der Einfluss dieses Anstiegs auf Chloridstréme pin&lganglienzellen wurde zusatzlich in
ersten Experimenten zur Aktivierung Calcium-gesteure Chloridkanale durch TRPV1-

induzierte Calciumeinstrome untersucht.
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4.5 Mechanismen zur Erh6hung der intrazellularen Chloridkonzentration

Zur Regulation der intrazellularen Chloridkonzetitia werden die Transporter KCC2 und
NKCC1 eingesetzt. In Spinalganglienzellen wird Cidoszon NKCC1 akkumuliert (Alvarez-
Leefmans et al., 1988; Gilbert et al.,, 2007; Surigak, 2000) und durch dessen
phosphorylierungsabhangige Aktivitat konstant gema{Darman und Forbush, 2002; Rocha-
Gonzalez et al., 2008). Dagegen wird die Rolle K&C2 in den Spinalganglien kontrovers
diskutiert. Einige Studien fanden keinen Nachwaéisdie Expression von KCC2 (Kanaka et
al., 2001; Morales-Aza et al., 2004; Price et 2006), wahrend andere eindeutig KCC2
MRNA und Protein nachwiesen (Gilbert et al.,, 20Q¢; et al., 1999). Auch in der
vorliegenden Arbeit wurde die Expression beidem$perter auf Proteinebene nachgewiesen
und zusatzlich eine Regulation der Transporter-&sgion durch Entzindungsmediatoren
beobachtet (Funk et al., 2008).

Nach dreistindiger Behandlung mit derax vivo Entzindungsmodell wurde in
immunhistochemischen Untersuchungen ein deutlichestieg von NKCC1 und eine
eindeutige Abnahme von KCC2 im Vergleich zu unbeletten Spinalganglien gezeigt (Abb.
4.1). Da diese regulatorischen Einflisse auf dipr&ssion der beiden Transporter nicht nur
in DRGs der gleichen Position (DRG-Parchen) awdtretsondern auch beim Vergleich
unterschiedlicher Positionen (frei gewdahlte DRGspolachtet wurden, kann diese
Expressionskontrolle durch Entzindungsmediatoresn algemeiner Mechanismus zur
Steigerung der Chloridakkumulation gedeutet werffaimk et al., 2008). Im Rickenmark
zeigen verschiedene Schmerzmodelle eine &hnliclgell&en der Chloridtransporter. Hier
spielt vor allem die Regulation der KCC2-Expressanme wichtige Rolle. In verschiedenen
Modellen wird die KCC2-Expression stark herunteuateggt (Cramer et al., 2008; Miletic und
Miletic, 2008; Nomura et al., 2006; Zhang et a00&). Diese Beobachtungen kénnen durch
die hohe TurnoverRate des KCC2-Transporters erklart werden. Rivetaal. (2004)
beobachteten den Abbau von 50% der in der Membrahakenen KCC2-Molekile
innerhalb von 20 Minuten. Der Abbau von KCC2-Mokxtilund die Herunterregulation der
Expression des Chloridexporters im Rickenmark uad BRGs unterstitzen somit die
gesteigerte Chloridaufnahme in pathophysiologischestanden.

Die hier durchgefuhrten Expressionsstudien erklaadierdings nicht den Anstieg der
intrazellularen Chloridkonzentration nach zweisiged Behandlung mit demex vivo
Entziindungsmodell, der in den FLIM-Experimentendaaiitet wurde. Es ist jedoch bekannt,

dass der Aktivitatszustand von NKCC1 uber Phosplesung kontrolliert wird (Darman und
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Forbush, 2002; Flemmer et al., 2002; Liedtke et28l05; Rocha-Gonzalez et al., 2008; Smith
et al., 2008). Mit einem Antikorper, der spezifisdie phosphorylierte Form des NKCC1-
Transporters (p-NKCC1) erkennt, wurde in immunhib@mischen Untersuchungen ein
signifikanter Anstieg von p-NKCC1 schon nach einsiger Inkubation mit den
Entzindungsmediatoren im Vergleich zu unbehanddltB®&s nachgewiesen (Funk et al.,
2008). Da die Phosphorylierung den NKCC1-Transposgktiviert fuhrt dies zu einer
verstarkten Chloridakkumulation.

Diese Ergebnisse weisen auf einen zweistufigen Bigsinus zur Steigerung der
intrazellularen Chloridkonzentration hin. Als scheeReaktion auf die Behandlung mit
Entzindungsmediatoren wird NKCC1 phosphoryliert,duteh aktiviert und so die
Chloridakkumulation gesteigert. Bei andauerndeerhittion von Entziindungsmediatoren
und Spinalganglienzellen wird wie bei den Transtuigkandlen auch die Expression der
Chloridtransporter beeinflusst. Da vermehrt NKCGramiert und die KCC2-Expression
reduziert wird, fihrt dies zu einem weiteren Angtaer intrazellularen Chloridkonzentration,

was maglicherweise in einer Verstarkung der Sigaa#duktion resultiert.

4.6 Capsaicin induziert Chloridstrome in Zellen intakter Spinalganglien

Die Inkubation mit Entzindungsmediatoren in diesebeit schafft Uber die gesteigerte
Expression verschiedener Transduktionskanéle, etlazierte Desensitivierung des TRPV1-
Kanals und eine verstarkte Chloridakkumulation d@raussetzungen fir eine potenzierte
Signaltransduktion in Spinalganglienzellen.

Bisher nicht geklart war jedoch, ob die Aktivierumgn Transduktionskanalen wirklich zur
Offnung von Chloridkanalen fuhrt. Im Mittelpunktasid hier die Untersuchung Calcium-
aktivierter Chloridkanale. Die Calcium Imaging Expgente zum Einfluss der

Entzindungsmediatoren auf die TRPV1-Aktivitdt zaeigedass 0,5 pM Capsaicin
Calciumeinstrome induziert, deren Starke ausraichtCalcium-aktivierte Chloridkanéle zu
offnen. Die Identitat dieser Chloridkanale wurde beute noch nicht eindeutig geklart, doch
seit kurzer Zeit riickt der TMEM16A-Kanal in den Fskder Forschung (Caputo et al., 2008;
Hartzell, 2008; Schroeder et al., 2008; Yang et &008). Immunhistochemische
Untersuchungen dieser Arbeit konnten die Expression TMEM16A in fast allen

Spinalganglienzellen nachweisen, wobei auch hiergibstimmend mit den Ergebnissen von
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Yang et al. (2008) der Kanal verstarkt in kleingrindlganglienneuronen exprimiert wurde.
Diesen werden nozizeptive Eigenschaften zugespnoche

Einige funktionelle Studien zeigen, dass Bradykinind die Axotomie der Nerven zur
Offnung Calcium-aktivierter Chloridkanale und eirgaimit verbundenen Ubererregbarkeit
der Neurone fuhren (Andre et al., 2003; Hilairealket 2005; Oh und Weinreich, 2004). Alle
Untersuchungen fanden allerdings an dissoziiertdle statt. Im Gegensatz dazu wurden in
dieser Arbeit erste 2P-FLIM-Messungen mit 5 uM Gégia an intakten DRGs durchgefuhrt.
Sie zeigen, dass die Aktivierung des TRPV1-Kamalsihbehandelten Gewebe zu Calcium-
abhangigen Chloridstromen fuhrt. Im Vergleich zun dgalcium Imaging Experimenten an
dissoziierten Zellen wurde zur Aktivierung der 2ell in intakten DRGs eine hdhere
Capsaicinkonzentration gewahlt, da diese noch wrDdira mater umhtillt waren. Die Dura
Mater erschwert das Vordringen von Capsaicin zuNieuaronen. Wie das heterogene Muster
der intrazellularen Chloridverteilung vermuten tagSilbert et al., 2007), wurden sowohl
Chloridausstrome als auch Chlorideinstrome versigmner Starke gemessen (Abb. 4.1).
Jedoch kann die Richtung des Chloridstroms nicmderitig mit der intrazellularen
Chloridkonzentration korreliert werden. So zeigemmz Beispiel Zellen mit langer
Ruhelebenszeit und damit niedriger Chloridkonzeiaineebenfalls Ausstrome und solche mit
hohem intrazellularem Chlorid Einstrome. Techniscimitierungen ermdglichten zudem nur
eine geringe zeitliche Auflésung zur Aufnahme dgn8le. Die fehlende Kalibrierung macht
es auch in diesen Untersuchungen unmoéglich Aussdigendie exakte GroRe der Strome zu
treffen.

Auffallig ist ebenfalls die grol3e Anzahl der Zellemit Chloridsignal. Die
immunhistochemischen Farbungen zeigen eine TRP\fitdssion in nur 36 % der Zellen.
Auch in den Experimenten an dissoziierten Zellagieren nur 49 % der Neurone mit einem
Calciumeinstrom. Die 2P-FLIM-Experimente zeigengeld Chloridsignale in beinahe 90 %
der Zellen. Ob wirklich alle Zellen auf Capsaicemagiert haben, oder sich die Zellen Uber
einen nicht bekannten Mechanismus bei Aktivieruegenseitig erregen kénnen ist nicht
klar, da das Chloridsignal nicht definitiv der Akgrung von TRPV1 zugeordnet werden
konnte.

Diese ersten Untersuchungen zu Chloridstromen in &pinalganglienzellen weisen
daraufhin, dass die Offnung des TRPV1-Kanals zuivikung Calcium-gesteuerter
Chloridkanale fuhrt und die Neurone Chlorid in ihBgnaltransduktion einsetzen. Allerdings
sind weitere Studien notwendig, um die Entstehumdj Bedeutung dieser Chloridsignale zu

entschlisseln.
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4.7 Entzindungsmediatoren beeinflussen Chloridstrome iZellen intakter

Spinalganglien

Die direkte Aktivierung der Spinalganglienzellen tmCapsaicin resultiert sowohl in

Chlorideinstromen als auch in Chloridausstromere Beeinflussung dieser Strome durch
Entziindungsmediatoren wurde ebenfalls in 2P-FLIMs8tmgen an intakten Spinalganglien
untersucht.

Nach dreistindiger Behandlung Entziindungsmediatbleiben zwar die Chloridausstrome
in Anzahl und Stérke unverandert, die Einstromstddagegen nimmt im Vergleich zu
unbehandelten DRGs signifikant ab. Auch die Anzddnl Zellen, die mit einem Einstrom

reagieren nimmt zwar nicht signifikant aber dochttieh ab.

Insgesamt unterstitzen diese Beobachtungen eie Wi Chlorid in der Signaltransduktion
von Spinalganglienzellen, die abhangig vom Zustded Gewebes kontrolliert wird. Im

Ruckenmark resultiert ein Anstieg der intrazellataChloridkonzentration in einer Abnahme
der Inhibition durch verringerten Chlorideinstrorde( Koninck, 2007). Da auch in den
Spinalganglien die Chlorideinstrome beeinflusst deer, liegt hier eventuell ebenfalls die
Disinhibition der Neurone der verstarkten Schmefawahmung und Hyperalgesie zugrunde.

83



4. Diskussion

Fhysiclagisch Fathophysiologisch
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Abbildung 4.1: Veranderung der Signaltransduktion in Spinalgamgtiurch Entziindungsmediatoren.

Im physiologischen Zustand leiten Transduktionsl@n@éwarme Farben) nach der Aktvierung du
Schmerzreize Calciumionen ins Zellinnere. Die im¢tulare Chloridkonzentration wird durctdie
ausbalancierte Aktivitat der Transporter KCC2 (blaund NKCC1 (hellblau) konstant gehalten. |
Calciumeinstrom 6ffnet Calcium-gesteuerte Chloridda (griin), méglicherweise TMEM16A, urdie Zelle
reagiert mit einem Chlorideinstrom oder einem Gdusstrom.

Entzindungsduzierte pathophysiologische Veranderungen filhmn einer verstarken Expression
Transduktionskandle TRPV1, TRPV2 und ASIC3 (warnaebEn). Zusétzlich wird die Desensitivierung
TRPV1 reduziert und damit die Kanalaktivitéthéht. Die Zelle wird durch den Calciumeinstrom ah
zusétzliche Kanéle und die verlangerte AktivitahvidrRPV1 starker depolarisiert.

Gleichzeitig wird die Expression von KCC2 reduzievBhrend NKCC1 hochreguliert und phosphorylientda
Die dadurch gsteigerte Chloridakkumulation resultiert in eimehdhten intrazellularen Chloridkonzentrati
Der verstarkte Calciumeinstrom 6ffnet ebenfallsoteh-gesteuerte Chloridkanéle, die aufgrund der gestien
intrazellularen Chloridkonzentration weniger Chibrins Zellinnere leiten und so die Zelle wenigaark
inhibiert wird. Das Zusammenspiel beider Transduigignalkomponenten fihrt zu einer Verstarkung
Schmerzsignals in den Spinalganglienzellen.

Die Pfeile geben Richtung und Starke der lonengtrdorch Kanéle und Transporter an.
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4.8 Ausblick

Das hier etabliertex vivoEntziindungsmodell stellt eine Moglichkeit dar, sbhan intaktem
Gewebe als auch an dissoziierten Spinalgangliezelinen entziindungsahnlichen Zustand
Uber eine Zeitspanne von drei Stunden zu induzié@enBehandlung der Zellen nach diesem
Modell schafft die Basis fir eine entziindungsbetingerstarkung der Signaltransduktion,
da die Expression verschiedener Transduktionskagédteigert, die Desensitivierung von
TRPV1 reduziert und die Chloridakkumulation in dielle verstarkt wird. Gleichzeitig
werden auch Capsaicin-induzierte Chlorideinstromalie Zelle durch die Inkubation mit
Entzidungsmediatoren reduziert. Dies fuhrt moghaleese zu einer Disinhibition der
Nozizeptoren und einer damit verbundenen Verstdykder Schmerzwahrnehmung. Jedoch
bleiben noch viele Fragen offen, die in fortfihrendxperimenten zu klaren sind.

Es war bisher nicht mdglich, das Chloridsignal Aktivierung des TRPV1-Kanals definitiv
zuzuweisen, da die verwendeten Calciumsensoren4fAM, Fluo3 und Calcium Green) die
Dura mater intakter Spinalganglien nicht Uberquekennten. Dissoziierte Zellen dagegen
lassen sich sowohl mit Calciumsensoren als auchM@QIAE beladen und ermdéglichen daher
eine parallele Messung von Calcium- und Chloridsign. Die verwendete
Capsaicinkonzentration war zudem sehr hoch undtktdie Zellen geschadigt und damit zu
nicht physiologischen Reaktionen geflhrt haben. Experimente sollten daher mit einer
niedrigeren Konzentration wiederholt werden.

Es sollte auch die Aktivitat anderer Transduktiamsde und ihre Beeinflussung durch
Entzindungsmediatoren in Calcium Imaging Experimentntersucht werden. Zusatzlich
konnte die Interaktion des ASIC3- und RB2Xit Chlorid in 2P-FLIM-Messungen analysiert
werden, um einen genaueren Einblick in das Zusarspieinvon Transduktionskanalen und
Chloridstromen zu bekommen.

Nicht geklart ist, ob TMEM16A wirklich der gesuchBalcium aktivierte Chloridkanal in den
Spinalganglien ist und welchen Anteil GARMARezeptoren an den hier beobachteten
Chloridsignalen haben. Gleichzeitig gilt es auch &influss des Modells auf die Expression
des TMEM16A-Kanals selbst in immunhistochemischgpdfimenten zu analysieren.

Trotz der offenen Fragen, bietet das vivo Entzindungsmodell eine gute Basis zur
Erforschung der grundlegenden Mechanismen, dientzziiedungsbedingten Veranderungen

der Signaltransduktion und Hyperalgesie fuhren.
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5 Abkulrzungsverzeichnis

%

°C

ul

um
HM
2P-FLIM
ACSF
ASIC3
ATP
BK
BSA

CFA
CGRP
CO;
CT
DAPI
DNA
DRG
EM

FI

FL
GABA-Rezeptor
h

IL-1
IL-6
KCC2
Kd

mc

Prozent

Grad Celsius

Mikroliter

Mikrometer

Mikromolar

Two-photon fluorescence-lifetime-imaging-microscopy
Artificial cerebrospinal fluid
Acid sensing ionchannel 3
Adenosin Triphosphat
Bradykinin

Bovine serum albumin
Chemiblocker

Complete Freund’s Adjuvant
Calcitonin gene related protein
Kohlendioxid

Chemiblocker und Triton X-100
4',6-diamidino-2-phenylindole
Desoxiribonucleic acid

Dorsal root ganglion
Entziindungsmediatoren
Fluoreszenzintensitat
Fluoreszenzlebenszeit
y-aminobutyric acidA Rezeptor
Stunden

Interleukin 1

Interleukin 6

Kalium-Chlorid Co-Transporter 2
Dissoziationskonstante

monoclonal
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min Minuten

mM Millimolar

MQAE N-(ethoxycarbonylmethyl)-6-methoxyquinolinium brdeni
nm Nanometer

NBP Natriumbicarbonatpuffer

NGF Nerve growth factor

NKCC1 Natrium-Kalium-Chlorid-Cotransporter 1

nM Nanomolar

nm Nanometer

ns Nanosekunden

%] Durchmesser

P2Xs Purinergic receptor P2X, ligand-gated ion chanrgl,
PAD Primary afferent depolarization

PAR; Proteinase activated receptor 2

PBS Phosphate buffered saline

pc polyclonal

PFA Paraformaldehyd

PGE Prostaglandin E2

PKA Proteinkinase A

PKC Proteinkinase C

PLL Poly-L-Lysin

ps Pikosekunden

S Sekunden

SP Substance P

TNFo Tumornekrosefaktax

TRPV Transient receptor potential vanilloid receptor
ZNS Zentrales Nervensystem

T Lebenszeit
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