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1. Einleitung

1.1. Schmerz und Nozizeption

Die International Association for the Study of Pain definiert Schmerz folgendermafien
(ibersetzt in Lehrbuch der Schmerztherapie [Treede|2001]):

»ychmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und Gefiihlserlebnis,
das mit aktueller oder potenzieller Gewebsschadigung verkniipft ist,
oder mit Begriffen einer solchen Schidigung beschrieben wird. «

Schmerz ist somit nicht nur eine Sinneswahrnehmung, sondern beinhaltet auch eine
affektiv-emotionale Komponente und kann folglich ohne Vorliegen eines adédquaten, po-
tentiell schadlichen Reizes auftreten.

Demgegeniiber beschreibt der Begriff Nozizeption die Generierung und Verarbeitung
von Signalen im peripheren und zentralen Nervensystem, welche Informationen iiber
die Art, Lokalisation und Intensitdt schédigender oder potentiell schadigender Reize
bereitstellt [Meyer et al.[1994]. Spezialisierte zelluldre Rezeptoren (Nozizeptoren) werden
durch potentiell gewebsschidigende Reize aktiviert und sind die priméren Sinneszellen
des Schmerzsinns [Belmonte|[1996].

1.2. Anatomische und physiologische Grundlagen

Nozizeptoren sind nicht auf eine bestimmte Region, ein Organ oder Organsystem be-
schrankt; sie innervieren Haut, Muskeln, Gelenke und innere Organe.

Das erste Neuron des nozizeptiven Systems, funktionell eine primére Sinneszelle, befin-
det sich als pseudounipolare Nervenzelle im Spinalganglion beziehungsweise im Ganglion
trigeminale. Nozizeptive Neurone sind typischerweise klein und haben in den peripheren
Nerven nicht oder nur diinn myelinisierte Axone. Sie gehoren zu den Fasertypen C oder
Aé und erreichen ihre Zielorgane als freie Endigungen.

Die Entstehung nozizeptiver Signale findet zunéchst in freien Nervenendigungen statt,
wo die noxischen Reize lonenstréome und somit Membranpotentialanderungen hervorru-
fen. Diesen Vorgang nennt man Transduktion.

Transformation bezeichnet die Umwandlung dieser Membranpotentialanderungen
(auch Rezeptorpotentiale oder Generatorpotentiale genannt) in Aktionspotentialfolgen
[Treede [2001].

Diese werden von den nozizeptiven Afferenzen bis zu den zentralen Endigungen wei-
tergeleitet und im Hinterhorn des Riickenmarkes synaptisch auf das zweite Neuron iiber-
tragen.
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Nozizeption unterscheidet sich von anderen Sinnen in einigen Punkten. Im Gegensatz
zu anderen Sinnen — auch zu anderen somatosensorischen Empfindungen wie Wérme
oder Beriihrung — reagieren nozizeptive Afferenzen auf verschiedene Reize wie Hitze,
Kalte, Druck, Zunahme der Protonenkonzentration sowie auf eine Vielzahl chemischer
Substanzen [Szolcsanyi et al.|[1988] |Julius und Basbaum|2001].

Dabei reagieren die nicht myelinisierten C-Faser-Nozizeptoren auf verschiedene Reiz-
typen wie Hitze, Kélte, mechanische und chemische Reize; sie sind also polymodal. Sie
werden daher auch als CMH (C-Faser Mechano-Hitze-Nozizeptoren) bezeichnet.

Nozizeptoren mit diinn myelinisierten Ad-Fasern haben nicht nur eine héhere Leitungs-
geschwindigkeit, sondern auch unterschiedliche Reaktionsmuster, die sich in zwei Typen
einteilen lassen:

Hochschwellige Mechanorezeptoren sind wenig gegen Hitze und chemische Reize emp-
findlich; sie konnen nach starker Sensibilisierung aber auch hitzeempfindlich werden und
werden daher auch als Typ I A-Faser Mechano-Hitze-Nozizeptoren (Typ I AMH) be-
zeichnet.

Im Gegensatz hierzu sind Typ II AMHs, die nur in behaarter Haut vorkommen, kaum
mechanisch aktivierbar, und reagieren schnell auf Hitze- und andere Reize [Treede 2001].

1.3. Modulation nozizeptiver Antworten

Die Antwort von Nozizeptoren kann in einem auflergewohnlich groflien Ausmafl moduliert
werden. So kann die Antwort auf einen lange applizierten Reiz mit der Zeit abnehmen,
was als Adaptation bezeichnet wird. Nimmt die Antwort auf wiederholt applizierte Reize
gleicher Stérke von Reiz zu Reiz ab, so liegt Ermiidung vor [Beitel und Dubner||1976,
LaMotte |1983].

Im Gegensatz zu anderen Sinnen ist es jedoch ebenso mdglich, durch wiederholte Appli-
kation noxischer Reize nozizeptive Afferenzen fiir darauf folgende Reize zu sensibilisieren,
indem sowohl die Aktivierungsschwelle gesenkt, als auch die Antwort auf tiberschwellige
Reize verstérkt wird [Beitel und Dubner||[1976| LaMotte [1983]. Diese Linksverschiebung
der Reiz-Antwort-Funktion bezeichnet man als Sensibilisierung; die dadurch gesteigerte
Schmerzempfindung als Hyperalgesie [Meyer et al.||1994].

In Abhéangigkeit von der Entfernung zum Ort des sensibilisierenden Reizes gibt es zwei
verschiedene Typen von Hyperalgesie |[Perl|[1984] Meyer et al.||[1994].

Die primére Hyperalgesie ist dabei streng auf das durch einen noxischen Reiz sensi-
bilisierte Areal beschrinkt und breitet sich nicht auf vorher nicht gereizte Anteile des
rezeptiven Felds eines Nozizeptors aus [Thalhammer und LaMotte |1982, Schmelz et al.
1996|. Sie ist durch die Sensibilisierung primérer nozizeptiver Afferenzen erklarbar und
wirkt sich sowohl auf mechanische als auch auf chemische und thermische Schmerzreize
aus (Hitzehyperalgesie). Dabei kann die Aktivierungsschwelle unter die Kérpertempera-
tur sinken und so Spontanschmerz auslésen.

Die sekundére Hyperalgesie findet sich auch in der Umgebung des sensibilisierten Are-
als und ist auf mechanische Reize beschrankt. Thre Maximalvariante ist die Allodynie,
bei der auch streng nicht-noxische Reize, wie leichte Bertihrung der Haut als schmerzhaft
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empfunden werden. Thr liegen Mechanismen der Sensibilisierung im zentralen Nervensys-
tem, hauptséchlich auf Riickenmarksebene zugrunde |Torebjork et al.[1992, Treede et al.
1992, Meyer et al.|[1994) Treede |2001].

Aufler durch Verletzung des Gewebes, sei sie mechanisch oder durch elektromagneti-
sche Strahlung ausgel6st, kann auch eine Reihe von Substanzen Nozizeptoren aktivieren
oder sensibilisieren und damit primére Hyperalgesie auslosen [Belmonte||1996]. Darunter
fallen sowohl korperfremde Substanzen wie Capsaicin, Senfol, Carrageenan und Formalin,
als auch korpereigene Substanzen wie Bradykinin, NGF, Serotonin, ATP, Protonen, Leu-
kotriene, Prostaglandine, Anandamid und andere Arachidonséurederivate [Treede et al.
1992, Meyer et al.|[1994) Julius und Basbaum |2001].

Capsaicin Das Vanilloid Capsaicin (8-Methyl-N-vanillyl-6-noneamid) ist der scharf
schmeckende Inhaltsstoff der Chilischoten. Es ist bei intradermaler Injektion extrem
schmerzhaft und verursacht eine lange anhaltende Hyperalgesie gegen Hitzereize, aller-
dings ohne dabei eine nachweisbare Gewebsschiadigung auszulésen [LaMotte et al.|1992,
Treede et al.|[1992].

Es erregt C-Faser Nozizeptoren [Marsh et al.|/1987|, aber nicht Mechanorezeptoren,
Haarfollikelrezeptoren und Kaltrezeptoren [Szolcsanyi et al. |1988] und ist somit eine
Kennsubstanz fiir polymodale Schmerzrezeptoren.

Senfol Senfdl, Formalin oder Chloroform sind Irritantien, die durch Schédigung der
Haut eine Entzlindungsreaktion hervorrufen und so Hyperalgesie auslésend wirken [Treer
de et al.|[1992].

Bradykinin Das Nonapeptid Bradykinin wird bei Gewebsverletzung und Entziindung
ausgeschiittet. Injektion von Bradykinin in Haut oder andere sensibel innervierte Gewebe
ist schmerzhaft und 16st Hyperalgesie, hauptséchlich durch Sensibilisierung von CMH
Rezeptoren aus |[Meyer et al.|1994].

Protonen FEine Verringerung des pH-Wertes im Gewebe ist schmerzhaft und fiihrt zu
Hyperalgesie. Sdureapplikation mit einem pH-Wert von 5 auf die Haut erregt mindestens
ein Drittel der polymodalen Nozizeptoren eines rezeptiven Feldes |Caterina et al.[2000].
Niedrige pH-Werte werden regelméfig bei Entziindungsreaktionen beobachtet und sind
zumindest teilweise fiir entziindungsbedingten Schmerz und Hyperalgesie verantwortlich
[Meyer et al.[1994].

Serotonin Serotonin wird von Thrombozyten ausgeschiittet, und ist bei intradermaler
Applikation ebenso wie bei Injektionen in Hautblasen schmerzhaft und 16st Hyperalgesie
aus. Es potenziert die nozizeptive Wirkung von Bradykinin [Meyer et al.|1994].

Histamin Mastzellen schiitten bei Aktivierung, die auch durch aus nozizeptiven Endi-
gungen freigesetzte Substanz P ausgelost werden kann, Histamin aus. Histamin verur-
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sacht Vasodilatation und Odembildung; seine Rolle fiir das nozizeptive System ist noch
unklar, da Histamin nicht Schmerz, sondern Juckreiz auslost [Meyer et al.||1994].

Arachidonsaurederivate Prostaglandine, Leukotriene, Thromboxane und eine Reihe
von anderen Substanzen werden oft als Derivate der Arachidonsdure zusammengefasst.
Sie sind in der Regel nicht schmerzauslosend, konnen aber Hyperalgesie auslésen [Meyer
et al.[[1994].

Stickstoffmonoxid Auch Stickstoffmonoxid wird bei Entziindungsreaktionen freige-
setzt. Die Injektion von NO-Donoren unter die Haut fiihrt zu Hyperalgesie; dieser Effekt
ist durch Zugabe von Hemmstoffen der Guanylatzyklase hemmbar |Aley et al.|1998].

1.4. TRP-Kanale als molekulare Grundlage der Transduktion
noxischer Reize

Der molekulare Mechanismus der Transduktion nozizeptiver Reize war lange unklar [Mey+
er et al.||1994, Belmonte 1996]. Da jedoch eine definierbare chemische Verwandtschaft
zwischen verschiedenen schmerzauslosenden chemischen Substanzen besteht [Szolcsanyi
und Jancso-Gabor| (1975, [1976|, Liu et al|/1997] und fiir Capsaicin eine dosisabhéngige
Wirkung beschrieben wurde [Szolcsanyi und Jancso-Gabor|[1975| Simone et al.|[1989], lag
die Vermutung nahe, dass die Transduktion noxischer Reize durch spezifische Rezeptoren
vermittelt wird.

Als ein moglicher Trager hitze- und capsaicininduzierter Einwéartsstrome wurde durch
Klonierung aus einer cDNA-Bibliothek der nichtselektive Kationenkanal VR1 (vanilloid
receptor subtype 1) gefunden. Er kann durch Temperaturen von mehr als 42°C, eine
Reihe von chemischen Substanzen einschliefilich des Capsaicins, sowie eine erhéhte Pro-
tonenkonzentration aktiviert werden [Caterina et al.||[1997].

Da verschiedenen, diesen ,Capsaicinrezeptor® aktivierenden Substanzen eine Vanil-
loidgruppe gemein ist, wurde dieser (eben nicht fiir Capsaicin spezifische) Ionenkanal als
Vanilloidrezeptor 1 (VR1) bezeichnet [Caterina et al.||1997].

Aufgrund der Zugehorigkeit der Vanilloidrezeptoren zur iibergeordneten Gruppe der
TRP-Kanéle (transient receptor potential) wurde 2002 fiir zahlreiche Gene und ihre zuge-
horigen Proteine eine neue Terminologie eingefiihrt; VR1 wird nun als TRPV1 bezeichnet
[Clapham et al.2001, [Montell et al.|[2002].

Wie andere TRP-Kanéle auch, besteht TRPV1 aus sechs Transmembrandoméanen mit
einer Porenschleife zwischen der fiinften und sechsten Transmembranregion [Caterina
et al|[1997]. Die Bindungsstelle fiir Vanilloide ist intrazelluldr [Jung et al.|[1999], wéh-
rend der pH-Sensor auf der extrazelluldren Seite liegt |[Jordt et al.|2000]. TRPV1 bildet
Homotetramere und moglicherweise auch Heterotetramere [Kedei et al.[2001].

Das humane Aquivalent des zunichst aus Ratten-DNA klonierten TRPV1 weist zu die-
sem eine Sequenzhomologie von 92 % auf, hat ein ahnliches Verteilungsmuster und &dhn-
liche funktionelle Eigenschaften |[Hayes et al.|2000, Mcintyre et al|2001]. Im Gegensatz

10
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zu Ratten-TRPV1 ist der humane TRPV1 leichter durch den kompetitiven Antagonis-
ten Capsazepin hemmbar; unabhéngig davon, ob der Kanal durch Capsaicin, niedrigen
pH-Wert oder noxische Hitze aktiviert wurde [Mcintyre et al.|[2001].

TRPV1 wurde aufler in Spinalganglienneuronen und neuronalen Fasern, die bestimmte
Organe innervieren (Blase [Yiangou et al|2001], Prostata [Van der Aa et al.)2003, Stein|
et al|[2004], Lunge [Reilly et al] 2003, [Kollarik und Undem|[2004], gastrointestinalem
Trakt [Ward et al|[2003] und Zahnhals [Renton et al|2003]), auch in einigen Gehirna-
realen [Sanchez et al|[2001, Mezey et al]2000] nachgewiesen. Auch in nicht-neuronalem
Gewebe wie Keratinozyten [Southall et al.[2003], Blasenurothelzellen [Birder et al.2001],
Granulozyten [Heiner et al.|2003] und Makrophagen [Chen et al|2003] wird TRPV1
exprimiert; die genaue Funktion von TRPV1 in diesen Geweben ist derzeit allerdings
noch weitgehend unklar.

Es wurden noch eine Reihe weiterer Rezeptoren mit dhnlichen Eigenschaften entdeckt,
darunter auch TRPV2, ein Ionenkanal, der nicht auf Capsaicin oder niedrigen pH, aber
auf Hitze von mehr als etwa 52°C reagiert und eine grofie Homologie (etwa 50 %) zum
VRI1 aufweist und daher zundchst VRL-1 (vanilloid receptor like subtype 1) genannt
wurde |Caterina et al][1999]. Dieser Rezeptor wird eher in mittelgroBen bis grofien Spi-
nalganglienneuronen, aber auch im Gehirn und nicht-neuronalen Geweben exprimiert
[Caterina et al|[1999| |Greffrath et al]2003]. Vermutlich ist TRPV2 fiir die hitzeinduzier-
ten Antworten von A-Faser Mechano-Hitze Nozizeptoren (AMH) der Gruppe I verant-
wortlich [Ahluwalia et al|2002].

Neben diesen beiden Hitzerezeptoren wurden innerhalb der TRP-Familie noch zahl-
reiche weitere temperatursensible Ionenkanile gefunden (Ubersicht z.B. in
jund Caterinal 2004). TRPV3 ist ein nicht capsaicinsensibler, zum TRPV1 strukturho-
mologer und zu 40 % sequenzhomologer Ionenkanal, der durch Temperaturen von mehr
als 35°C aktiviert wird [Xu et al|2002, Smith et al|2002]. TRPV3 wird in Spinal-
ganglienneuronen mit TRPV1 koexprimiert und ist méglicherweise an der Bildung von
TRPV1-Heterotetrameren beteiligt Smith et al|[2002]. TRPV4 ist zum TRPV1 zu 50 %
sequenzhomolog und wird neben Temperaturen von mehr als etwa 30°C durch hypotone
Umgebungen aktiviert. [Liedtke et al.|[2000, |Giiler et al|2002].

TRPMS ist ein durch Menthol, Icillin und Eucalyptol sowie durch kiihle Temperatu-
ren von weniger als etwa 25°C aktivierter Ionenkanal [Peier et al|[2002, McKemy et al.|
2002, Nealen et al|[2003]. TRPA1 wird durch kalte Temperaturen unter 17°C, durch
Icillin, aber nicht durch Menthol aktiviert. TRPA1 wird mit TRPV1, nicht jedoch mit
TRPMS koexprimiert [Story et al.|2003, |Okazawa et al|2004]. Auch TRPA1 kann, &hn-
lich wie TRPV1, durch Entziindungsmediatoren wie Senfél oder Bradykinin aktiviert
und sensibilisiert werden [Jordt et al|2004, Bandell et al.|[2004].
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1.5. Das Spinalganglienneuron als Sinneszelle des nozizeptiven
Systems

1.5.1. Hitzeinduzierte lonenstrome

Erstmals wurde 1996 durch Paolo Cesare und Peter McNaughton in kleinen Spinalgang-
lienneuronen ein spezifisch durch Hitze induzierter Ionenstrom nachgewiesen, der sich
durch Bradykinin sensibilisieren lie§ [Cesare und McNaughton!1996].

Hitzeinduzierte Ionenstrome lassen sich fast ausschliefilich in kleinen Spinalganglien-
neuronen auslosen [Kirschstein et al.[[1997], auch Capsaicinsensitivitét ist, passend zur
Beschréankung auf unmyelinisierte C-Fasern, ebenfalls auf kleine Zellen beschréankt [Hol:
zer|[1991), [Vlachova und Vyklicky [1993] [Mar et al.[{1996], und Hitze- und Capsaicinsen-
sibilitdt sind hochgradig koexprimiert, was einen kausalen Zusammenhang nahe legt
[Kirschstein et al|1997, Nagy und Rang|1999a].

Capsazepin, ein kompetitiver Antagonist von Vanilloiden [Bevan et al.[[1992] hemmt
capsaicin- und hitzeinduzierte Ionenstréme reversibel und dosisabhangig in TRPV1-
transfizierten Zellen [Tominaga et al|[1998] und in Spinalganglienneuronen [Kirschstein
et al/[1999, |Liu und Simon|2000].

Der nichtselektive Kationenkanal TRPV1 wird von sensorischen Ganglienneuronen
mit geringem Durchmesser exprimiert [Caterina et al.|1997, [Michael und Priestley||1999,
Ichikawa und Sugimoto [2001, (Greffrath et al.|[2003]. Der durch diesen Kanal geleitete
Strom teilt viele Eigenschaften hitzeinduzierter Stréme aus nozizeptiven Spinalganglien-
neuronen, wie Schwellentemperatur, Sensibilisierbarkeit durch Capsaicin und niedrigen
pH-Wert, gute Leitfahigkeit flir Calcium, nur geringe Selektivitat fiir monovalente Ka-
tionen und Hemmbarkeit durch Capsazepin |Caterina et al.|1997, Tominaga et al.|1998,
Julius und Basbaum| 2001}, Welch et al.|2000]. Somit ist TRPV1 eines der wichtigen
Molekiile der Transduktion noxischer Hitzereize.

1.5.2. Strom und Verhalten

Die Rolle von TRPV1 als der Sensor fiir leichte bis mittelstarke noxische Hitzereize be-
statigt sich in Studien am Menschen, in denen eine Desensibilisierung capsaicinsensibler
Afferenzen zu einem vollstandigen Verlust der Wahrnehmbarkeit schwacher Hitzereize
fithrt [Magerl et al.|2001].

Im Gegensatz dazu zeigen Verhaltensexperimente an TRPV1-knock-out Méausen, wel-
che weniger als ein Drittel der hitzesensiblen C-Fasern einer Wildtypmaus entwickeln,
bei schwachen Hitzereizen kaum Unterschiede zu ihren TRPV1 exprimierenden Artge-
nossen, wahrend sie starke Hitzereize eher tolerieren als diese. Paradoxerweise ist sowohl
auf Ebene der Spinalganglienneurone, als auch auf Riickenmarksebene bei diesen Tie-
ren bei normaler Reaktion auf mechanische Reize eine deutlich eingeschréankte Reaktion
auf leichte bis mittelstarke Hitze und auf erniedrigten extrazelluliren pH-Wert festzu-
stellen. Die Reaktion auf stirkere Hitzereize (iiber 53°C) ist dabei nicht eingeschrankt.
Besonders bemerkenswert ist die bei TRPV1-knock-out Mausen nahezu aufgehobene Hy-
peralgesie nach Applikation von chemischen Substanzen wie Senfol oder Carrageenan;
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damit scheint TRPV1 eine entscheidende Rolle bei der inflammatorischen Hyperalgesie
zu spielen [Caterina et al.[2000, |Davis et al.|[2000].

1.5.3. Das Spinalganglienneuron als Modell seiner peripheren Endigung

Um die Transduktionsmechanismen noxischer Hitzereize auf zellularer Ebene zu untersu-
chen, miissen die Somata von Spinalganglienzellen als Modell ihrer peripheren Endigung
verwendet werden, da diese aufgrund ihrer geringen Grofle und des sie umgebenden
Gewebes einer direkten Untersuchung nicht zugénglich ist. Dies ist moglich, da auch
das Zellsoma weitgehend die fiir nozizeptive Neurone typischen Ionenkanéle exprimiert
[Marsh et al| 1987, Belmonte| /1996, |Vyklicky und Knotkova-Urbancova |1996, |[Baccaglini
und Hogan| 1983, Kirschstein et al.[1997].

1.5.4. Inaktivierung und Tachyphylaxie

Werden Nozizeptoren wiederholt mit gleichen Reizen erregt, kommt es — wie bei anderen
Sinnen auch — zu einer von Reiz zu Reiz kleiner werdenden Antwort [Treede||1995].
Dieser als Ermiidung bezeichnete Effekt ist von der Starke der Reize und von ihrem
zeitlichen Abstand abhéngig und beruht auf Mechanismen im peripheren Nervensystem
[LaMotte [1983] Adriaensen et al.[1984bl Meyer et al.|1994]. Auch Adaptation, also eine
Verringerung der nozizeptiven Antwort auf einen gleichbleibend starken Reiz wurde fur
nozizeptive Afferenzen beschrieben [Adriaensen et al.|1984a, |b, Treede|/1995).

Inaktivierung ist das Korrelat der Adaptation auf Ebene der Transduktion und be-
zeichnet eine Verringerung des hitzeinduzierten Ionenstromes wéihrend konstanter Rei-
zung. Entsprechend bezeichnet Tachyphylaxie die Abnahme des hitzeinduzierten Stroms
von Reiz zu Reiz.

Fiir Capsaicin ist dieses Verhalten bekannt und vielfach beschrieben [Cholewinski
et al.|[1993] [Meyer et al.|[1994, Caterina et al. 1997, |Shu und Mendell 1999]. Auch fiir
hitzeinduzierte Strome wurde bestétigt, dass repetitive Reize an Spinalganglienzellen
keineswegs zu reproduzierbaren, sondern zu kleiner werdenden Antworten fithren kénnen
[Schwarz et al.[2000].

Dabei ist die Dauer der applizierten Reize von grofler Bedeutung; kurze Hitzestimuli
von weniger als einer Sekunde fithren nicht zu Inaktivierung oder Tachyphylaxie [Cesare
und McNaughton|1996| Kirschstein et al.[1997, |1999].

In Abhéngigkeit von Reizintensitdt und -dauer kann es auch zur Sensibilisierung nozi-
zeptiver Afferenzen und somit zur Hyperalgesie kommen (siehe Abschnitt [1.3]). Im Falle
der sekundéaren Hyperalgesie sind dabei vor allem zentrale Prozesse wie die Aktivierung
zentraler Nozizeptoren durch normalerweise nicht nozizeptive mechanosensible Afferen-
zen ursédchlich. Die primare Hyperalgesie beruht hingegen auf einer durch Entziindungs-
mediatoren und zelluliren Botenstoffen ausgelosten Sensibilisierung der Nozizeptoren
selbst [Treede et al.||1992, [Meyer et al.[1994] [Treede|2001].
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1.5.5. Sensibilisierung hitzeinduzierter Strome

Eine Vielzahl von Substanzen ist dafiir bekannt, nozizeptive Reize zu verstiarken. Diese
Sensibilisierbarkeit der Nozizeption ist fundamental, so dass die erste Arbeit zu hitzein-
duzierten Stréomen an Spinalganglienneuronen sogar die Sensibilisierbarkeit durch Bra-
dykinin als Kriterium dafiir verwendete, dass es sich tatsdchlich um ein nozizeptives
Geschehen handelt [Cesare und McNaughton!|[1996].

Hitzeinduzierte Strome werden durch eine Vielzahl von Substanzen sensibilisiert, ex-
emplarisch werden einige davon vorgestellt.

Capsaicin  Capsaicin sensibilisiert die Antworten hitzesensibler Spinalganglienneurone
in vitro. Zwei Erklarungen fiir den Mechanismus sind denkbar: Zum einen eine direkte
Interaktion am TRPV1 durch gleichzeitige Wirkung zweier Agonisten, zum anderen
iiber intrazellulare Signalkaskaden. Calciumionen galten sehr friih als moglicher second
messenger [Wood et al.|[1988], und die dadurch ausgeloste Sensibilisierung kénnte durch
Aktivierung zelluldrer Regulatorproteine und Phosphorylierung von Ionenkanéilen und
verschiedenen Enzymen vermittelt sein [Guenther et al.|[1999].

Tatséchlich zeigten Versuche, dass die capsaicininduzierte Sensibilisierung hitzeindu-
zierter Strome unter Pufferung der intrazelluldaren Calciumkonzentration in calciumfreier
Losung aufgehoben war [Guenther et al.|[1999).

Bradykinin Bradykinin wirkt iiber G-Protein-gekoppelte B2-Rezeptoren, die haupt-
sdchlich von C-Faser-Neuronen exprimiert werden. Es stimuliert die Synthese von cGMP
und die Hydrolyse von Phosphatidylinositolbisphosphat, was die Freisetzung von Calci-
umionen aus intrazelluldren Speichern und die Aktivierung von Proteinkinase Ce zur
Folge hat [Burgess et al|/1989, [Wood und Docherty |1997, (Cesare et al. |1999a), Prem:
kumar und Ahern|[2000]. Phosphatidylinositolbisphosphat ist ein allosterischer Inhibitor
von TRPV1, so dass Bradykinin auch iiber Disinhibition des TRPV1 sensibilisierend
wirkt [Chuang et al|2001].

Arachidonsaurederivate Prostaglandine binden an G-Protein gekoppelte Rezeptoren,
welche die intrazelluldre Konzentration von cAMP erhohen |Levine und Reichling|1999).
Dadurch wird vor allem Proteinkinase A aktiviert, die durch Phosphorylierung verschie-
dener Ionenkanile die Zelle leichter erregbar macht (siehe Abschnitt [1.6)).

Anandamid (N-Arachidonoylethanolamin) als endogene Substanz ist hier besonders
hervorzuheben, da sie als endogener Ligand von TRPV1 diskutiert wird. Anandamid ist
ein partieller Agonist an Cannabinoidrezeptoren vom Typ CBjy, ist jedoch an CBy Re-
zeptoren funktionell unwirksam. Am TRPV1 ist es zumindest ein partieller Agonist und
bindet an den gleichen Teil des TRPV1 wie Capsaicin. Es gelangt {iber einen spezifischen
Transporter, den Anandamid Membrantransporter, ins Zellinnere und damit an die Li-
gandenbindungsstelle des TRPV1. Die meisten TRPV1-positiven Spinalganglienneurone
(98 %) koexprimieren den CB; Rezeptor. Da TRPV1 und CB; einander entgegengesetz-
te Wirkungen auf die Nozizeption haben, kann Anandamid, je nach seiner Lokalisation
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und Aktivitat des Transportmolekiils, nozizeptive Antworten sowohl verstarken als auch
inhibieren [Marzo et al.[|2002]. Des weiteren wird N-Arachidonoyldopamin (NADA), wel-
ches in einigen Gehirnarealen nachgewiesen wurde, und ebenfalls Agonist an TRPV1
und CB; Rezeptoren ist, als endogener Ligand diskutiert [Huang et al.|[2002].

Sdure Protonen kénnen nozizeptive Neurone auf verschiedenen Wegen aktivieren; als
wichtigste Rezeptoren werden die Gruppe der ASICs (acid sensing ion channels) und
TRPV1 diskutiert [Julius und Basbaum2001]. TRPV1 kann bei Raumtemperatur durch
pH-Werte unter 6 aktiviert werden und reagiert darauf mit nicht inaktivierenden Stro-
men. Dartiber hinaus wird TRPV1 durch Protonen konzentrationsabhingig gegen hitze-
und capsaicininduzierte Reize sensibilisiert [Baumann und Martenson| 2000, |Jordt et al.
2000].

ASICs sind Ionenkanéle, die in Spinalganglienneuronen exprimiert werden. Bislang
wurden mindestens fiinf verschiedene Subtypen von durch Verringerung des pH-Wertes
aktivierbaren Kanélen entdeckt, die vermutlich heteromere Komplexe bilden. Sie antwor-
ten schon auf relativ moderate pH-Wert Anderungen mit grofen, schnell inaktivierenden
Stromen.

Welcher oder ob einer dieser beiden Transduktionsmechanismen in vivo der Bedeuten-
dere ist, wird noch diskutiert.

ATP Adenosintriphosphat aktiviert nozizeptive Afferenzen iiber selektiv von kleinen
Spinalganglienneuronen exprimierte P2X3-Rezeptoren. Zusatzlich aktiviert es iiber me-
tabotrope P2Y Rezeptoren Proteinkinase C und kann so TRPV1-vermittelte Strome
sensibilisieren [Wood und Docherty|1997|, Tominaga et al.|2001].

NO als mogliche sensibilisierende Substanz  Stickstoffmonoxid ist, ebenso wie Deriva-
te der Arachidonsdure oder Bradykinin, ein Entziindungsmediator [Treede et al.[1992].
Der tibliche Wirkmechanismus besteht in einer Aktivierung der Guanylatzyklase, welche
cGMP synthetisiert und damit letztlich Proteinkinase C aktiviert [Jaffrey und Snyder
1995|. Neuronale NO-Synthase, Untereinheiten der 16slichen Guanylatzyklase und cGMP-
abhéngige Proteinkinasen wurden in Spinalganglienneuronen nachgewiesen [Kummer
et al.|[1996), Qian et al.[1996], so dass NO durch einen Anstieg der cGMP-Konzentration
Proteinkinase C aktivieren und somit sensibilisierend wirken kénnte.

NGF Schon seit 1992 ist der Einfluss von NGF auf den Anteil capsaicin- oder hit-
zesensibler Neurone bekannt [Aguayo und White||1992]. Nerve Growth Factor (NGF)
sensibilisiert capsaicininduzierte Stréme von Spinalganglienneuronen [Shu und Mendell
1999, Koltzenburg et al.|[1999]. Dartiiber hinaus reguliert NGF konzentrationsabhingig
die Menge von TRPVI-mRNA [Winston et al.[2001] und von TRPV1 in kultivierten
Spinalganglienneuronen |Chuang et al.[2001].

Auch eine Subgruppe kéalteempfindlicher Spinalganglienneurone, die normalerweise
nicht capsaicinsensiblen, mentholsensitiven TRPMS&-positiven Zellen werden unter An-
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wesenheit von NGF capsaicinsensibel, was mit einer Entziindungsreaktion in Zusammen-
hang gebracht wird [Story et al.|[2003].

NGF wirkt noch auf eine Vielzahl anderer Signalwege; es erhéht die Menge an phos-
phorylierter ERK und reduziert den retrograden axonalen Transport von ERK in DRG-
Neuronen [Averill et al.|[2001].

NGF wird fiir Zellkultur von Spinalganglienneuronen benétigt, da kultivierte Spinal-
ganglienneurone unter Abwesenheit von NGF ihre nozizeptiven Eigenschaften, insbeson-
dere die Capsaicinsensibilitat, aber auch die Expression TTX-resistenter Natriumkanéle,
verlieren [Winter et al| 1988, |Aguayo und White |1992, Bevan und Winter|/1995].

1.6. Intrazellulare Signalkaskaden

Einer Hyperalgesie liegen langfristige Anderungen im Verhalten nozizeptiver Neurone zu-
grunde. Die durch membranstdndige Rezeptoren ausgelosten Signale sind an der Entste-
hung peripherer oder zentraler Sensibilisierung beteiligt und fithren zur Modulation des
nozizeptiven Systems, der zumindest teilweise unterschiedliche Phosphorylierungsmuster
bestimmter Proteine zugrunde liegen, und langfristig zur Modifikation des nozizeptiven
Systems, der eine Verdnderung der Genexpression zugrunde liegt. [Cervero und Laird
1991}, Malmberg| 2000, [Woolf und Salter|2000]. Insbesondere die Proteinkinasen A und
C, sowie durch Calciumionen aktivierte Proteinkinasen spielen bei der Sensibilisierung
der Nozizeption eine wichtige Rolle.

1.6.1. Proteinkinase A

Experimente an M&usen, denen die neuronspezifische regulatorische Untereinheit RIS der
Proteinkinase A fehlt, zeigen bei normaler akuter Nozizeption eine deutliche Reduktion
der durch Entziindung ausgelosten Hyperalgesie [Malmberg et al.|[1997a]. Dieser Effekt
beruht vermutlich auf einer verminderten Entziindungsreaktion, die bei diesen Tieren
beobachtet wurde [Malmberg |[2000].

Ein weiterer Wirkmechanismus von Proteinkinase A ist die Phosphorylierung TTX-
resistenter Natriumkanéle, welche an der Entstehung von Aktionspotentialen in nozizep-
tiven Neuronen eine entscheidende Rolle spielen. Es wurde gezeigt, dass sich hierdurch
die Spannungsabhéngigkeit TTX-resistenter Natriumkanéle in Richtung Hyperpolarisa-
tion verschiebt. Dies verringert das Mafl an notwendiger Membrandepolarisation, das
zum Auslosen eines Aktionspotentials notwendig ist [England et al.|1996] (Gold et al.
1998].

1.6.2. Proteinkinase C

Proteinkinase C spielt sowohl im zentralen wie im peripheren Nervensystem fiir die
Regulation des nozizeptiven Systems eine wichtige Rolle [Malmberg|2000].

Méuse, denen die Isoform PKCe dieses Enzyms fehlt, welche in 90 % aller kleinen
Spinalganglienneurone vorkommt, zeigen eine verringerte Sensibilitdt auf Adrenalin- und
entziindungsinduzierte Hyperalgesie, nicht aber auf durch Prostaglandin Eo ausgeloste
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Hyperalgesie [Khasar et al|/1999]. Da PKCe Vanilloidrezeptoren phosphorylieren und
damit sensibilisieren kann [Premkumar und Ahern 2000, Numazaki et al.|2002] und
sich die sensibilisierende Wirkung von Bradykinin und Anandamid durch Hemmstoffe
der Proteinkinase C hemmen lisst [Premkumar und Ahern [2000], scheint PKCe eine
entscheidende Rolle bei der peripheren Sensibilisierung zu spielen.

Versuche mit Mausen, welche die Isoform PKC~ nicht exprimieren, zeigen eine verrin-
gerte thermische und mechanische Hyperalgesie nach Nervenverletzungen bei normaler
Reaktion auf akute Schmerzreize. Dies scheint jedoch ausschliefllich auf Mechanismen
im zentralen Nervensystem zu beruhen, da PKC~ nur im zentralen Nervensystem und
nicht in Spinalganglien exprimiert wird [Malmberg et al.|[1997D).

1.6.3. Aktivierung von Proteinkinasen durch Calciumionen

Nachdem intrazelluldre Calciumionen als second messenger diskutiert wurden [Guenther
et al|1999], stellt sich die Frage nach der Aktivierbarkeit von Proteinkinasen durch einen
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration.

Einige Isoformen der Proteinkinase C, PKC~ und PKCJ, werden durch einen Anstieg
der intrazelluldren Calciumkonzentration aktiviert [Asaoka et al/(1992], und zumindest
flir PKCe wurde eine Phosphorylierung des TRPV1 nachgewiesen; wobei Mutationen
am TRPV1, welche eine Phosphorylierung an diesen Stellen verhindern, sich auch nicht
mehr mit PKC-Aktivatoren sensibilisieren lieBen [Numazaki et al.[2002].

Moglich wére auch eine Aktivierung der Proteinkinase A, da einige Isoformen dieses
Enzyms indirekt iiber eine Aktivierung von Adenylatzyklasen und zyklisches Adenosin-
monophosphat (cAMP) durch einen Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration
aktiviert werden [Mons und Cooper||1995]. Es wurde gezeigt, dass es durch Ionomycin-
induzierten Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration moglich ist, hitzeinduzierte
Tonenstréome an Spinalganglienneuronen zu sensibilisieren, und dass diese Sensibilisierung
durch Hemmstoffe der PKA verhindert werden kann [Distler et al.2003|. Allerdings ver-
ursacht ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration in Spinalganglienneuronen
keinen Anstieg von cAMP, sondern von cGMP [Wood et al.|[1989).

Auch eine Gruppe von mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAPK), die extracellu-
lar signal-related kinases (ERK), werden durch Depolarisierung der Zellmembran und
Calciumeinstrom aktiviert [Rosen et al.[[1994]. Diese Aktivierung geschieht durch die so
genannte MAPK/ERK-Kinase (MEK), welche ERK phosphoryliert |[Chang und Karin
2001). ERK kommt in den meisten Spinalganglienneuronen vor; in nozizeptiven Neuro-
nen wird es jedoch am stérksten exprimiert [Averill et al|2001].
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2. Ziel der Untersuchung

Im Rahmen dieser Arbeit sollen einige der Mechanismen geklart werden, die zur schnel-
len Sensibilisierung hitzeevozierter Ionenstrome fiihren. Hierflir werden akut dissoziierte
Spinalganglienneurone der Ratte als Modell ihrer peripheren Endigung verwendet und
mittels Ganzzellableitung in der patch-clamp-Technik untersucht.

Im Einzelnen soll ein Modell etabliert werden, mit dem akut dissoziierte Spinalgang-
lienneurone auf drei aufeinander folgende Hitzereize gleich bleibende Antworten, insbe-
sondere jedoch keine Tachyphylaxie zeigen.

Es soll verifiziert werden, ob lange Hitzereize von etwa 10 Sekunden Dauer zur Sensi-
bilisierung hitzeevozierter Ilonenstrome fithren kénnen.

Durch Applikation von Capsaicin in einer niedrigen Konzentration sollen hitzeevozier-
te Ionenstrome schnell und unabhéngig von der intrazelluldren Calciumkonzentration
sensibilisiert werden.

An der Sensibilisierung beteiligte Signalkaskaden sollen identifiziert und charakteri-
siert werden. Dabei soll versucht werden, hitzeinduzierte Ionenstrome durch Stickstoff-
monoxid oder andere Aktivatoren der Guanylatzyklase zu sensibilisieren.

Es soll geklart werden, welche Auswirkungen ein Anstieg der intrazellularen Calci-
umkonzentration hat, und ob die MEK/ERK-Kaskade eine Rolle bei der peripheren
Sensibilisierung spielt.
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3. Material

3.1. Gerate

Brutschrank TK 2/56, Ehret, Emmendingen
Brutschrank NU 4500 E, NuAire, Plymouth, USA
Computer P2-300, 64MB RAM, Lion Electronics

Elektrodenziehgeriat Flaming/Brown Micropipette Puller Type P-87, Sutter
Instruments, Novato, USA

Elektrodenschmiede Eigenbau der Werkstatt des physiologischen Instituts
Kaltlichtquelle KL 1500 electronic, Schott, Mainz

Kiihl- und Gefrierschrank Liebherr

Laborrittler SG 20, IDL, Kehlheim

Laborwaage SBA-31, Scaltec, Heiligenstadt

Laborwaage SBA-52, Scaltec, Heiligenstadt

pH-Messgerat pH 525, Wissenschaftlich-Technische Werkstatten, Weilheim

Prapariermikroskop Olympus, Tokyo, Japan

3.2. Elektrophysiologischer Ableitstand

Dampfungselemente SLM M-1-A, Barry Controls, Surrey, England
Faradayscher Kafig Eigenbau durch die Werkstatt des physiologischen Instituts

Schwingungsgedampfter Tisch Eigenbau durch die Werkstatt des physiologischen
Instituts

Mikroskop inverses Mikroskop Leica DM-IRB, Leitz, Bensheim
Motorisierter Mikromanipulator MP 285, Sutter Instruments, Novato, USA
Analog/Digital-Wandler Digidata 1200B, Axon Instruments, Foster City, USA

Oszilloskop 10 MHz, Typ PM3233, Philips
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3. Material
Vorverstarker mit Pipettenhalter, CV 201 Headstage, Axon Instruments, Foster City,
USA

Verstarker fiir elektrophysiologische Messungen Axopatch 200A, Axon Instruments,
Foster City, USA

Digitales Thermometer BAT-12, Physitemp, Clifton, USA

Umschaltkasten SWT-5 Thermocouple Selector, Physitemp, Clifton, USA
Miniaturthermofiihler IT-1E Thermocouple Microprobe, Physitemp, Clifton, USA
Infusionspumpen Perfusor secura, B.Braun, Melsungen

Durchflussheizung mit Steuergerat Temperatur-Controller HT 1.2, VETEC,
Dummerstorf

Manueller Mikromanipulator MM-33, Marzhauser, Wetzlar

Schrittmotorbetriebener Schlitten fiir die Durchflussheizung und das Kopfteil des
Losungswechslers, Eigenbau durch die Werkstatt des physiologischen Instituts

Steuerung Schrittmotor Eigenbau durch die Werkstatt des physiologischen Instituts

Kopfteil zur Applikation temperierter Extrazellularlésung Eigenbau der
Arbeitsgruppe

Absaugpumpe Rollenpumpe, Desaga, Heidelberg

3.3. Werkzeuge

Eppendorfpipetten 250 pl und 1000 pl Eppendorf Research, Hamburg
Infusionsschlauche B. Braun, Melsungen

Iridektomieschere Hans Geuder Augeninstrumente, Heidelberg
Mikropinzetten Aesculap, Tuttlingen

Pasteurpipetten Carl Roth Laborbedarf, Karlsruhe

Praparierscheren Aesculap, Tuttlingen
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3. Material

3.4. Verbrauchsmaterial

Borosilikatglaskapillaren Linge 100 mm, Auflendurchmesser 1,50 mm,
Innendurchmesser 1,05 mm, Hilgenberg, Malsfeld

Carbogen 95 % Sauerstoff, 5 % Kohlendioxid, UN1014, Westfalen, Miinster
Filter fiir Extrazellularlosung Selecta 40, Schleicher & Schuell, Dassel

Filter fiir Intrazellularlésung Minisart 0,45 pm und 0,2 pm, Sartorius, Gottingen
Gewebekulturschalen Cellstar 35/10, Greiner Labortechnik, Frickenhausen
Keramiknadeln MicroFil MF28G, World Precision Instruments, Berlin

Kohlendioxid UN1013, Westfalen, Miinster

3.5. Chemikalien

3.5.1. Organische Substanzen
Agar-Agar Serva, Heidelberg

Capsaicin 8-methyl-N-vanillyl-6-noneamid, Stammlésung 20 mM in Ethanol,
Endkonzentration 0,5 pM, Sigma

Kollagenase Typ CLS II, EC-Nummer 3.4.24.3 271 U/mg, Endkonzentration
2710 U/ml, Biochrom, Berlin

Nahrlésung Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / Nutrient Mixture F-12 HAM 1:1
Mixture, Sigma

Penicillin/Streptomycin-Lésung 10000 U Penicillin + 10 mg Streptomycin je ml in
0,9 % NaCl, Endkonzentration 100 U/ml Penicillin 4+ 0,1 mg/ml Streptomycin,
Sigma

SNP Natrium-Nitroprussid, Stammlésung 1 mM in Tyrode, Endkonzentration 10 pM,
Sigma

Trypsin Typl, EC-Nummer 3.4.21.4, Endkonzentration 0,5-1 mg/ml, Sigma,
Taufkirchen

U0126 1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis(2-aminophenylthio)butadien, MEK Inhibitor,
Stammlosung 10 mM in DMSO, Endkonzentration 10 pM, Promega, Mannheim

YC-1 3-(5-hydroxymethyl-2’-furyl)-1-benzyl-indazol, Stammlésung 10 mM in DMSO,
Endkonzentration 10 pM, Sigma
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3.5.2. Losungsmittel
DMSO Dimethylsulfoxid, reinst, Endkonzentration 0,1 %, Merck

Ethanol p. a., Endkonzentration 0,0125 %, Merck, Darmstadt

3.5.3. Salze
NaOH MaBlosung 1 mol/1 (+0,1 %), Merck

KOH Maflosung 1mol/1 (£0,1%), Merck

CaCly p.a., Merck

D(+)-Glucose wasserfrei fiir biochemische Zwecke, Merck
KCI reinst, Merck

MgCl, p.a., Merck

NaCl p.a., Merck, Darmstadt

NaHCO3 p.a., Merck

BAPTA 1,2-Bis(2-Aminophenoxy)ethane-N,N,N’ N’-Tetraaceticacid tetrapotassium
salt, Endkonzentration 10 mM, Sigma

EGTA Ethylenglykol-bis(3-aminoethylether)-N,N N’ N’tetraacetat, Sigma
HEPES N-(2-Hydroxyethyl)piperazine-N’-(2-ethane sulfonic acid), Sigma
MgATP Magnesiumsalz von Adenosintrisphosphat, Sigma

Phenolrot Phenolsulfonphthalein, Sigma

3.5.4. Extrazellularlosungen

Folgende Extrazellularlosungen wurden fiir die Experimente verwendet:

Nahrlésung: Zur Priaparation und Aufbewahrung befanden sich die Ganglienzellen in
einer Nahrlosung. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium / F-12 HAM Nutrient Mix-
ture 1:1 (Sigma) wurde in vollentsalztem und dann doppelt destillierten Wasser ge-
16st und mit 2,2 g NaHCO3 (26,2 mM) sowie 10 ml Penicillin-Streptomycin-Losung
(Endkonzentration 100 U/ml Penicillin, 0,1 mg/ml Streptomycin) versetzt, gefiltert
und auf 1 Liter aufgefiillt. Diese Losung wurde dann kontinuierlich mit Carbogen
begast oder in einem Brutschrank mit geregelter Temperatur und geregeltem 5-
prozentigem Kohlendioxidgehalt verwendet, um einen pH-Wert von 7,35 einzustel-
len.
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Extrazellularlosung: Die elektrophysiologischen Experimente wurden in folgender Lo6-
sung durchgefihrt:

NaCl 145 mM
KCl 2,5mM
HEPES 10 mM
Glucose 10mM
CaClg 1,5 mM
MgCIQ 1,2 mM
Phenolrot 0,025 mM

Der pH-Wert wurde mit 1M NaOH bei Raumtemperatur beziehungsweise bei 50°C
auf 7,4 eingestellt.

Dieser Losung wurden gegebenenfalls Pharmaka wie Capsaicin, U0126, SNP oder
YC-1 zugesetzt. Hierfiir wurden zu etwa 45 ml dieser Extrazellularlosung entwe-
der 6,25 pl Capsaicin-Stammlésung (Endkonzentration 0,5 pM) oder 50 ul U0126-
Stammlésung (Endkonzentration 10 pM) oder 500 pl SNP-Stammlésung (Endkon-
zentration 10 pM) oder 50 pl YC-1-Stammlosung (Endkonzentration 10 puM) zuge-
setzt, und dann mit Extrazellularlésung auf 50 ml aufgefiillt.

SNP-haltige Losungen wurden ausschliefllich in lichtgeschiitzten und luftdichten
Geféaflen fiir hochstens vier Stunden nach Ansetzen verwendet; die Stammlésung
wurde fiir jeden Versuchstag neu angesetzt. Losungen, die YC-1 oder U-0126 ent-
hielten, wurden maximal sechs Stunden nach Ansetzen verwendet; die Stammlo-
sungen wurden in Portionen von 50 pl aliquotiert und tiefgefroren gelagert.

3.5.5. Intrazellularlosungen

Es wurden zwei verschiedene Intrazellularlosungen verwendet, die sich hauptséchlich
durch die Affinitdt und Geschwindigkeit des verwendeten Calciumchelators unterschei-
den. Die Lésungen wurden direkt nach dem Ansetzen aliquotiert und bei —20°C gelagert.

Intra-ATP In Anlehnung an [Cesare und McNaughton|[1996| wurde folgende Intrazellu-
larlosung verwendet:

KC1 135 mM
MgCl, 1,6 mM
CaC12 0,2 mM
HEPES 10 mM
EGTA 2mM
MgATP 2,5mM

Der pH-Wert dieser Losung wurde mit 1M KOH bei Raumtemperatur auf 7,3
eingestellt.

Die freie Ca?t-Konzentration dieser Lésung betrigt 1- 1078 mol /1.
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Intra-BAPTA: In einem Teil der Experimente wurde EGTA durch BAPTA ersetzt.

K(l 135 mM
MgCl, 1,6 mM
CaClg 0,2 mM
HEPES 10 mM
BAPTA 10 mM
MgATP 2,5 mM

Der pH-Wert dieser Losung wurde mit 1M KOH bei Raumtemperatur auf 7,3
eingestellt.

Die freie Ca?t-Konzentration dieser Losung betrigt 8 - 10~ mol/1.

3.6. Software

Zur Aufnahme und Analyse der gewonnenen elektrophysiologischen Daten kam das Soft-
warepaket pClamp 8.2 von Axon Instruments zum Einsatz.

Zur Berechnung der freien Calciumkonzentration in Pufferlésungen kam das Pro-
gramm ,Sliders“ v.2.00 zum Einsatz (http://www.stanford.edu/~cpatton).
(Stand 07.02.2003)

Auswertungen und Diagramme wurden zundchst mit Excel 97 (Microsoft) erstellt
und mit XFig weiterverarbeitet. Statistische Auswertungen wurden mit Statistica 4.5
(StatSoft) berechnet.
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4.1. Praparation der Spinalganglien

Die fiir die Versuche verwendeten Sprague-Dawley-Ratten wurden bei Raumtemperatur
gehalten und erhielten Wasser und Futter ad libitum. Fir die hier vorgestellten elektro-
physiologischen Experimente wurden 63 Ratten (47 ménnliche, 16 weibliche) mit einem
Gewicht von 55-400 g (im Mittel 220 g, Standardabweichung 78 g) verwendet. In 12 Ex-
perimenten konnten entweder keine Daten erhoben werden oder die erhobenen Daten
erfillten nicht die in Abschnitt aufgefithrten Qualitatskriterien. Weitere 4 Ratten
wurden fiir die Bestimmung der Groflenverteilung von Spinalganglienneuronen verwen-
det. Fiir die einzelnen Versuche wurde kein bestimmtes Geschlecht bevorzugt.

7Zu Beginn eines jeden Versuchstages wurde eine Ratte mittels Athernarkose in ei-
nem Glasinkubator betdaubt und dann schnell und schmerzfrei dekapitiert. Nach einem
Hautschnitt vom Hals bis zum Becken wurden durch zwei paravertebrale Langsschnitte
Rippen und Muskulatur mit einer Praparierschere knapp lateral der Kostovertebralge-
lenke durchtrennt. Mit einem Querschnitt knapp oberhalb des Kreuzbeins wurde die
Wirbelsdaule abgesetzt und nach Entfernung anhingenden Muskelgewebes und Durch-
trennen der Wirbelbogen der Wirbelkanal eroffnet. Die dorsale Hélfte der Wirbelsaule
mit dem sich darin befindenden Riickenmark wurde sofort in eisgekiihlte und mit Car-
bogengas geséttigte Nahrlosung gegeben.

Unter einem Préapariermikroskop wurden Riickenmark und Riickenmarkshaute aus
dem Wirbelkanal entfernt. Durch vorsichtigen Zug mit einer Mikropinzette an den abge-
rissenen Hinterwurzeln wurden die Spinalganglien herausgelost und in ein Kulturschél-
chen mit eisgekiihlter Nahrlosung tiberfiihrt.

4.2. Praparation der Spinalganglienneurone

Die Fortsétze der Ganglien sowie umgebendes Bindegewebe und Blutgefifie wurden mit
einer Iridektomieschere entfernt. Die Spinalganglien wurden in ein weiteres Schélchen
iiberfiihrt, welches mit Carbogengas geséttigte Nahrlosung enthielt, und wurden zur Stei-
gerung der Enzymwirkung mit der Iridektomieschere zerschnitten. Danach wurden sie in
kollagenasehaltige Nahrlosung tiberfithrt und fiir 45 Minuten auf einem Laborriittler im
Brutschrank bei 37°C und 100 % Luftfeuchte in Carbogengasatmosphére inkubiert. In
einem Teil der Experimente wurde in den letzten 10 Minuten Trypsin (Endkonzentration
5-10 mg/ml) zugegeben (siehe Abschnitt [A.T).

Durch viermaliges Uberfiihren in frische Nahrlosung wurde die Enzymlosung anschlie-
Bend ausgewaschen und die angedauten Ganglien durch Ansaugen und Durchspiilen in
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hitzepolierten Pasteur-Pipetten absteigenden Durchmessers mechanisch vereinzelt (tri-
tuiert).

Jeweils 200-500 pl dieser Zellsuspension wurde in Kulturschalchen gegeben und bei
100 % Luftfeuchte, 5 % CO4 und 32°C in einem Brutschrank fiir mindestens eine Stunde
inkubiert. In dieser Zeit setzten sich die Zellen ab und hafteten am Boden des Kultur-
schélchens an.

Aufgrund der Unwégbarkeiten, die durch den Einsatz von nerve growth factor (NGF)
bei der Kultivierung von Spinalganglienneuronen zu erwarten wéren, wurden in dieser
Arbeit dissoziierte Zellen in Kurzzeitkultur ohne Zugabe von NGF verwendet.

4.3. Versuchsaufbau

4.3.1. Elektrophysiologischer Untersuchungsstand

Der Versuchsaufbau wurde auf einem schwingungsgeddmpften Tisch installiert und in
einen Rahmen gestellt, der mit einem Metallkéfig zur Minimierung von elektromagneti-
schen Storungen versehen war.

Ein inverses Mikroskop (Leica) mit dem daran befestigten Mikromanipulator (Sutter
MP 285), der den Pipettenhalter und Vorverstarker (Headstage CV 201) tragt, wurde
auf dem schwingungsgedampften Innentisch, der Losungswechsler am dufleren Rahmen
befestigt.

Auf dem Objekttisch des Mikroskops wurden in eine Aussparung Gewebekulturschalen
eingesetzt, in denen die Nervenzellen von einer Extrazellularlésung umgeben waren.

Oszilloskop, Computer, Steuerungsmodul des Mikromanipulators, Patch-clamp Ver-
starker, A/D-Wandler und Absaugpumpe wurden in einem geschirmten und geerdeten
19-Zoll-Schrank neben dem eigentlichen Stand untergebracht. Die Steuerungseinheiten
fiir den Losungswechsler, die Heizung und das Thermometer wurden auf der anderen
Seite neben dem Stand aufgestellt.

4.3.2. Elektrophysiologie

In den elektrophysiologischen Experimenten der vorgelegten Arbeit wurden mit dem
patch-clamp-Verfahren Ganzzellableitungen von Spinalganglienneuronen durchgefiihrt.
Dabei wurden Membranstréme in der Spannungsklemme (voltage-clamp-Verfahren,
siehe Abschnitt und Membranpotentiale in der Stromklemme (current-clamp-
Verfahren, sieche Abschnitt registriert.

Da in Verstarkerschaltungen Elektronen, in biologischen Systemen aber Ionen als La-
dungstrager des elektrischen Stroms dienen, muss an den Kontaktpunkten, der Bad-
und der Messelektrode, ein geeigneter Ubergang vom einen in das andere System un-
tergebracht werden. Hierfiir werden iiblicherweise Silber/Silberchloridelektroden verwen-
det, die Strome in beide Richtungen ermoglichen: Entweder gehen Chloridionen unter
Elektronenaufnahme in Losung, oder sie verbinden sich an der Elektrode mit elementa-
rem Silber unter Elektronenabgabe und schlagen sich als AgCl nieder [Numberger und
Draguhn/|1996| Seite 102]. Eine Elektrode, die in eine Salzlosung taucht und elektrisch
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leitend mit einer anderen Elektrode verbunden ist, ist ein galvanisches Element. Um
sich daraus ergebende storende Potentiale zu vermeiden, wird an beiden Elektroden ein
Silber /Silberchloridsystem mit gleicher Chloridionenkonzentration verwendet.

Als indifferente Elektrode (Badelektrode) diente ein chlorierter Silberdraht. Dieser war
iiber in ein Glasrohrchen gefiilltes Agar-Agar-Gel (Agarbriicke) elektrisch mit der Extra-
zellularlésung verbunden, um die Chloridkonzentration in unmittelbarer Umgebung der
FElektrode konstant zu halten und um das Einwaschen toxischer Silberionen in die Mess-
kammer zu verhindern [Numberger und Draguhn|[1996| Seite 64].

Die zum Patchen verwendeten Glaspipetten wurden mit einem Elektrodenziehgerét
(Micropipette Puller Typ P-87) hergestellt und dann mit Hilfe einer Elektrodenschmie-
de (Microforge) hitzepoliert, um die Oberfliche der Pipettenspitze zu glatten und mogli-
cherweise anhaftende Verunreinigungen zu entfernen. Direkt nach dem Polieren wurden
die Spitzen der Ableitpipetten in ein mit Intrazellularlésung gefiilltes Glas getaucht, um
die Pipettenspitze zu fiillen. Das eigentliche Fiillen der Ableitpipette mit Intrazellular-
losung erfolgte spater mittels einer auf einer Spritze befestigten diinnen Keramikkaniile.
Um Verunreinigungen und Schwebstoffe in der Intrazellularlosung zu vermeiden, wurde
ein Filter zwischen der Spritze und der Keramikkaniile verwendet.

Die befiillte Ableitpipette wurde direkt am Vorverstarker befestigt, ein chlorierter Sil-
berdraht diente hierbei als Messelektrode. Das Ausgangssignal des Vorverstérkers wurde
von einem steuerbaren Hauptverstarker (Axopatch 200A) weiterverarbeitet und an ein
Oszilloskop sowie iiber einen Analog/Digital-Wandler an einen Computer weitergeleitet,
auf welchem die digitalisierten Daten gespeichert und ausgewertet werden konnten (siehe
Abbildung [4.1).

Die Digitalisierung der Daten erfolgte durchgidngig mit einer Abtastrate von 4 kHz im
voltage-clamp und 20kHz im current-clamp Modus. Alle Signale wurden mit einem in
den Hauptverstarker integrierten achtpoligen Besselfilter mit einer Grenzfrequenz von
2kHz tiefpassgefiltert.

Vor dem Eintauchen der Ableitpipette in die Extrazellularlosung wurde zunéchst ein
Uberdruck von etwa 15cm Wassersdule (etwa 1,47kPa) auf die Pipette gegeben, um
eine Verunreinigung zu vermeiden. Mit Hilfe der Briickenschaltung des Hauptverstérkers
wurde der Pipettenstrom so gewdhlt, dass das Potentialgefille zwischen Pipette und
Badelektrode etwa 0 mV betrug.

Um den elektrischen Widerstand der gefiillten Ableitpipetten zu messen, wurden re-
petitiv rechteckformige Spannungspulse von 5mV auf die Ableitpipette appliziert. Der
hierbei fliefende Strom wurde mit Hilfe des angeschlossenen Oszilloskops bestimmt. Aus
diesen Parametern wurde nach dem Ohm’schen Gesetz der Pipettenwiderstand berech-
net, der bei 144 verwendeten Ableitpipetten 2,2-7,0 MQ (im Mittel 3,7 M€, Standardab-
weichung 0,8 M) betrug.

Mit Hilfe des motorisierten Mikromanipulators wurde die Pipette anschlieend dicht
an die Zelloberfliche herangefahren. Dabei konnte ein leichter Anstieg des Pipettenwi-
derstandes beobachtet werden. Durch Anlegen eines Unterdruckes auf die Pipette wurde
nun die Zellmembran an die Pipettenoffnung angesaugt, wobei der Pipettenwiderstand
rapide anstieg und idealerweise einige Giga-Ohm erreichte (sogenannter ,gigaseal®).
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Abbildung 4.1.: Der Elektrophysiologieverstérker gibt die vom Vorverstirker kommen-
den Signale nach Filterung an ein Oszilloskop und an einen via Analog-Digital-Wandler
angeschlossenen Computer weiter, auf welchem sie gespeichert und mittels geeigneter
Software angezeigt und analysiert werden. In die Messkammer tauchen von links die
vier parallelen R6hrchen des Losungswechslers, die Ableitelektrode, von oben die Bad-
elektrode und ganz rechts die Absaugung ein (siehe auch 5-9 in Abbildung .
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Um eine unkontrollierte Depolarisation der Zelle zu vermeiden, wurde vor dem Durch-
brechen der Zellmembran eine Spannung von —60mV an die Pipette angelegt.

Durch vorsichtiges Erhohen des Unterdruckes oder das Anlegen eines elektrischen
Hochfrequenzpulses von einigen Millisekunden Dauer wurde nun der Membranfleck un-
ter der Pipettenspitze zerstort und so eine direkte Verbindung zum Inneren der Zelle
geschaffen.

Nach Durchbrechen der Zellmembran konnte ein verzogertes Erreichen des maximalen
Stromes in Antwort auf den 5 mV Spannungspuls beobachtet werden. Bei der nun in den
Stromkreis geschalteten Zelle handelt es sich elektrisch gesehen um die Verschaltung ei-
nes Widerstandes mit einem Kondensator (RC-Glied). Dabei entspricht der kapazitive
Teil des RC-Gliedes im Wesentlichen der Membrankapazitdt und der resistive Teil dem
seriellen Widerstand der Zelle [Numberger und Draguhn||[1996| Seite 89]. Durch Kom-
pensation dieser Effekte mittels einer speziellen Schaltung am Hauptverstiarker wurden
so die Membrankapazitit und der serielle Widerstand bestimmt und zu mehr als 80 %
kompensiert.

Bei der elektrophysiologischen Ganzzellableitung gibt es zwei prinzipiell mégliche Ver-
fahren, die Spannungsklemme (voltage-clamp-Verfahren) und die Stromklemme (current-
clamp-Verfahren).

4.3.2.1. Das voltage-clamp-Verfahren

Beim voltage-clamp-Verfahren (Spannungsklemme) wird das Membranpotential der Zel-
le auf einem bestimmten Wert gehalten und der hierfiir benttigte Strom (Haltestrom)
bestimmt. Flieit nun aus anderer Quelle (zum Beispiel durch Offnung von Ionenkanélen)
ein Strom tiber die Membran der Zelle, so steigt der zum Halten des Membranpotenti-
als benotigte Kompensationsstrom im gleichen Mafl an. Der Membranstrom kann somit
indirekt gemessen werden.

Durch offene Ionenkanéle stromen hauptséachlich positiv geladene Ionen in die Zelle,
was zu einer Depolarisation fiihren wiirde; dies wird durch einen negativen Kompen-
sationsstrom aus dem Verstarker ausgeglichen; Einwéartsstrome positiv geladener Ionen
erhalten somit ein negatives Vorzeichen, Auswéartsstrome ein positives Vorzeichen.

Bei den hier vorgestellten Experimenten wurde ein Membranpotential von —60 mV
verwendet. Ausschliellich Zellen, die in Ruhe einen Haltestrom von héchstens —0,5nA
benotigten, wurden in die weitere Auswertung einbezogen.

4.3.2.2. Das current-clamp-Verfahren

Beim current-clamp-Verfahren (Stromklemme) wird das Membranpotential bestimmt,
wahrend ein konstanter Strom auf die Zelle appliziert wird.

In den hier vorgestellten Experimenten wurden die Zellen durch Stromapplikation
zunachst auf ein Membranpotential von —60 mV gebracht und dann durch schrittweise
rechteckformige Strompulse von 40 ms Dauer depolarisiert (siehe Abbildung . Nach
Uberschreiten einer — fiir jede Zelle individuell bestimmten — Schwelle wird dabei ein
Aktionspotential ausgelost. Nur Zellen, bei denen ein iiberschieBendes, also ein Mem-
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Abbildung 4.2.: Ein typisches Aktionspotential eines Spinalganglienneurons. Folgende
Parameter wurden bestimmt: 1: Aktionspotentialschwelle, 2: Grofle des depolarisieren-
den Pulses und Grundlinie fiir die Hohe des Aktionspotentiales 3: Breite des Aktions-
potentiales bei halber Amplitude, 4: Repolarisationszeit (Zeit der Repolarisation von
90 auf 10% der maximalen Amplitude). Zusétzlich wurde noch die zum Auslosen eines
Aktionspotentiales notwendige Stromstérke bestimmt.

branpotential von grofier als 0 mV erreichendes Aktionspotential ausgelost werden konn-
te, wurden fiir weitere Untersuchungen in Betracht gezogen. Zusétzlich wurden noch
das Vorhandensein einer Schulter sowie die Repolarisationszeit (an Stelle der Breite des
Aktionspotentials) bestimmt. Die Breite des Aktionspotentiales auf Hoéhe der halben
Amplitude ist fiir Spinalganglienneurone kein geeigneter Parameter, da er oft, aber nicht
immer, oberhalb der Schulter des Aktionspotentials liegt (siehe Abbildun.

4.3.3. Applikation der Hitzereize mit einem schnellen Losungswechsler

Zur Applikation von Hitzereizen wurde ein schneller Losungswechsler eingesetzt (siehe
Abbildung. Durch Uberspiilen mit Extrazellularlésung unterschiedlicher Temperatur
wurden die Neurone auf die jeweils gewiinschte Temperatur gebracht.

Vier Glasrohrchen mit einem Auflendurchmesser von 1,6 mm und einem Innendurch-
messer von 1,05 mm wurden parallel zueinander zusammengeklebt und am unteren Ende
zweifach plan geschliffen (siehe Abbildung [4.1)).

In diese Glasrohrchen wurden iiber speziell angefertigte T-Stiicke je ein chlorierter
Silberdraht zur Erdung und ein Thermofiihler bis kurz vor den Auslass eingefiihrt. Jedes
Rohrchen war mit einem separaten Infusionsschlauch verbunden.

Die Anordnung der Roéhrchen samt Widerstandsheizung wurde auf einem Schlitten
montiert und war mittels eines Schrittmotors parallel verschiebbar. Der Schrittmotor
war mit einer Steuerelektronik verbunden, die es erméglichte, die Anordnung jeweils um
die Breite eines Rohrchens sprunghaft zu verschieben. Diese Spriinge konnten sowohl
manuell, als auch durch einen TTL-Puls, der von der Aufzeichnungssoftware zu einem
definierten Zeitpunkt erzeugt werden konnte, ausgelost werden.

Diese Einheit aus Glasrohrchen, Heizung und verschiebbarem Schlitten, im folgenden
als Losungswechsler bezeichnet, wurde mittels eines mechanischen Mikromanipulators
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Abbildung 4.3.: Detailansicht des schnellen Losungswechslers. 1: Durchflussheizung,
2: verschiebbarer Schlitten, 3: Schrittmotor mit Getriebe, 4: manueller Mikromanipu-
lator, 5: parallel zusammengeklebte Glasrohrchen, 6: verschiebbarer Objekttisch mit
Aufnahme fiir Gewebekulturschale, 7: Ableitpipette, 8: Badelektrode mit Agarbriicke,
9: Absaugung, 10: Kondensor des Mikroskops, 11: T-Stiick fiir Erdung und Miniatur-
thermofiihler

(Mérzhduser MM-33) so positioniert, dass die plane Unterflache der Glasrohrchen etwa
in der Mitte der Messkammer positioniert war.

Jedes der Rohrchen wurde aus einer 50 ml-Spritze gespeist, aus denen die Losung
zunéchst nur durch die Schwerkraft getrieben und mittels eines Tropfenzéhlers steuerbar
herausfloss. Im weiteren Verlauf der Experimente wurden Infusionspumpen verwendet,
um eine konstante Flussrate von 1 ml/Minute zu erzielen.

Um zwischen Raumtemperaturlosung und Prainkubationslosung ohne zwischenzeit-
liche Erwarmung wechseln zu koénnen, mussten die beiden nicht beheizten Rohrchen
nebeneinander liegen. Daher wurden die zu den beiden duBeren Rohrchen fiihrenden
Schléuche durch ein Heizelement gefiihrt, das auf 65-80°C erhitzt werden konnte. Durch
den Abstand von etwa 15 cm bis zur Offnung des Rohrchens, kiihlte sich einerseits die Lo-
sung auf 44-48°C ab, andererseits wurde das benachbarte Rohrchen hierbei auf 30-36°C
erwarmt.
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Um die iiber die Zelle flielenden Losungen wieder aus der Kammer zu entfernen,
wurde auf der dem Losungswechsler gegeniiberliegenden Seite der Messkammer ein an
eine Absaugpumpe angeschlossenes Glasrohrchen installiert (siehe Abbildung .

Da das Messen der Temperatur mit den Miniaturthermofiihlern zu starken Stérungen
der elektrophysiologischen Ableitung fithrt, wurden die angegebenen Reiztemperaturen
etwa drei Sekunden vor Beginn der Applikation gemessen. Um zu iiberpriifen, ob diese
Temperatur mit derjenigen tibereinstimmt, die an dem Ort in der Ableitkammer herrscht,
an dem sich die Zelle befindet, wurden mittels eines dort positionierten Miniaturthermo-
fithlers Kontrollmessungen durchgefiihrt. Die dabei gemessene Temperatur wich von der
mit den Thermofiihlern im RShrchen gemessenen um weniger als 1°C ab.

Konstruktionsbedingt erlauben die Thermofiihler zwar sehr exakte Temperaturbestim-
mungen, die zeitliche Auflésung des verwendeten Thermometers ist jedoch zu gering, um
die schnelle Kinetik des applizierten Hitzereizes wiedergeben zu kénnen [Schwarz et al.
2000].

Daher wurde die Kinetik in gesonderten Experimenten mittels offener Patchpipetten
gemessen, die an Stelle der Zelle in der Ableitkammer positioniert wurden. An der sehr
kleinen Grenzfliche zwischen der Intrazellularlosung in der Pipette und der Extrazellu-
larlésung auBlerhalb derselben bildet sich nun ein elektrisches Potential (liquid junction
potential) aus, das temperaturabhéngig ist. Durch Messen dieses Grenzpotentials konnte
der zeitliche Verlauf des Hitzereizes analysiert werden (siehe Abschnitt [5.1]).

Eine quantitative Temperaturmessung ist mit dieser Methode allerdings langfristig
nicht moéglich, da mit der Zeit die Intrazellularlosung in der Pipette durch die Extra-
zellularlosung verdiinnt wird, und somit das Konzentrationsgefalle der beteiligten Ionen
immer weiter abféllt, ohne dass das Mafl dieser Verdiinnung genau bekannt wére.

4.4. Pharmakologische Experimente

Um den Einfluss pharmakologischer Substanzen auf die hitzeinduzierten Stréme zu mes-
sen, wurden die Zellen mit drei aufeinander folgenden Temperaturspriingen von 30-36°C
auf 43—48°C gereizt. Um reproduzierbare und somit vergleichbare Antworten zu erhalten
und Tachyphylaxie, also eine Verringerung der Antwort von Reiz zu Reiz, zu vermeiden,
wurden fir die in dieser Arbeit vorgestellten Experimente kurze Hitzereize mit einer
Dauer von einer Sekunde verwendet (siehe Abschnitt [1.5.4)).

Das Interstimulusintervall betrug circa 40 Sekunden (Standardabweichung 7 Sekunden
fiir das erste und 11 Sekunden fiir das zweite Intervall). Direkt vor dem zweiten Hitzereiz
wurden die Neurone fiir zwei Sekunden mit Extrazellularlésung iiberspiilt, die Kontroll-
losung, 0,5 pM Capsaicin, 10 pM Natrium-Nitroprussid oder 10 pM YC-1 enthielt. Vor
und nach diesen Applikationen wurden die Zellen mit normaler Extrazellularlésung iiber-
spiilt.

Capsaicin wurde in Ethanol gelost (siche Abschnitt [3.5). Es wurde gezeigt, dass Etha-
nol in Konzentrationen von wenigstens 0,3 %, nicht jedoch in einer Konzentration von
0,1 %, Strome an nozizeptiven Neuronen auslosen und hitze- und capsaicininduzierte Stro-
me verstirken kann [Trevisani et al.|[2002]. Bei der in den vorgestellten Experimenten
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verwendeten Verdiinnung lag die Ethanolkonzentration der Gesamtlosung bei 0,0125 %;
es ist nicht zu erwarten, dass diese Konzentration einen Einfluss auf die Experimente
haben konnte.

Natriumnitroprussid wurde ohne weiteres Losungsmittel direkt in Extrazellularlésung
gelost.

YC-1 und U0126 wurden in DMSO gelost; die Konzentration von DMSO in der Ge-
samtlosung betrug in den vorgestellten Experimenten 0,1 %. Alle bekannten Effekte von
DMSO auf Nervenzellen treten bei hoheren Konzentrationen auf; zu nennen wéren hier
insbesondere die Reifungshemmung von Neuriten durch Konzentrationen von mehr als
1% DMSO [Roisen| 1975 und die Herabsetzung der Leitfahigkeit von C-Fasern durch
Konzentrationen von mehr als 5% [Evans et al.||1993].

Da fiir die verschiedenen Pharmaka verschiedene Vehikel verwendet wurden, enthielt
die Kontrolllosung keinen Losungsvermittler.

4.5. GroBenbestimmung der Spinalganglienzellen

Der Durchmesser der Spinalganglienneurone wurde mittels eines skalierten Okulars aus-
gemessen. Bei ovalen Zellen wurde der Mittelwert aus dem grofiten und kleinsten Durch-
messer bestimmt [Petersen und LaMotte|1991].

4.6. Qualitatskriterien

Fiir elektrophysiologische Experimente wurden ausschliellich runde Zellen mit einem
Durchmesser von maximal 35 pm verwendet, die keine sichtbaren Fortsédtze aufwiesen,
da bekannt ist, dass hitzesensible Zellen eher klein sind (siehe Abschnitt [1.5.1)).

In die Auswertung einbezogen wurden nur Neurone, die

e bei —60mV initial einen Haltestrom von betragsméflig weniger als —0,5nA beno-
tigten,

o vor dem dritten Hitzereiz einen Haltestrom betragsméfiig weniger als —1 nA auf-
wiesen,

e ein iiberschieflendes, also ein Membranpotential von grofler als 0 mV erreichendes
Aktionspotential generieren konnten und

e bei denen drei direkt aufeinanderfolgende Messungen vor, mit und nach Substanz-
applikation gelangen.

4.7. Auswertung

Soweit nicht anders angegeben verstehen sich alle Zahlenwerte als Mittelwert und Fehler
des Mittelwertes (sem, standard error of mean). Zur Angabe von biologischen Variabili-
taten wurde die Standardabweichung verwendet.
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Als statistische Tests kamen der t-Test nach Student, ein- und zweifaktorielle Vari-
anzanalysen (ANOVA), und fiir post-hoc Analysen der least significant differences test
(LSD) zur Anwendung; nicht symmetrische Verteilungen (Schiefe > 3) wurden zuvor
logarithmiert.

p-Werte kleiner 0,05 galten als statistisch signifikant. Eine a-Adjustierung wurde nicht
vorgenommen; die angegebenen Werte sind somit als deskriptiv anzusehen.

Digitalisierte Daten, die mit dem voltage-clamp-Verfahren (Spannungsklemme) gemes-
sen wurden, wurden vor der weiteren Auswertung mit einem Gauffilter mit einer Grenz-
frequenz von 100 Hz tiefpassgefiltert. Daten, die aus Messungen mit offenen Pipetten
stammen, wurden zusatzlich zur Reduktion von Netzbrummen mit einem schmalbandi-
gen Sperrfilter (Bandsperre, notch filter) mit einer Mittenfrequenz von 50 Hz und einer
Bandbreite von 10 Hz gefiltert. Mit dem current-clamp-Verfahren gewonnene Daten wur-
den nicht zusétzlich gefiltert.

Bei der Bestimmung von maximalen Stromen wurde der Mittelwert des Signals iiber
zwei Wellenberge und -téler an der Stelle des grofiten Ausschlages verwendet, um ei-
ne Uberschitzung des maximalen Stromes durch nach der Filterung iibriggebliebenes
Rauschen zu minimieren.

Um die bei Experimenten mit langen Hitzereizen (Abschnitt auftretende Zunahme
des Haltestroms nicht falschlicherweise dem hitzeinduzierten Strom zuzurechnen und
statt dessen den tatsachlichen hitzeinduzierten Strom anzugeben, wurde der Haltestrom
in der ersten Sekunde nach dem langen Hitzereiz vom Gesamtstrom subtrahiert.

Zur Darstellung von Stromverlaufen (Abbildungen und wurde bei jeder Mes-
sung von allen Messpunkten der anfingliche Haltestrom subtrahiert und dann fiir jeden
Messzeitpunkt der Mittelwert iiber alle Messungen gebildet.

Um ein Ma8 fiir die Ableitbarkeit von Neuronen zu bestimmen, wurde die Anzahl der
durchschnittlich pro Versuchstag abgeleiteten Zellen durch die durchschnittliche Mess-
zeit pro Versuchstag dividiert. Die Messzeit beginnt mit dem Suchen eines geeigneten
Neurons und endet mit dem Einstellen der Experimente. Sie wurde aus dem automatisch
erstellten Laborbuch des Messprogramms ausgelesen und betrug circa sechs Stunden je
Versuchstag.
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5. Ergebnisse

An 180 Zellen wurden die Stromantworten auf repetitive Hitzereize gemessen, 144 Zel-
len erfiillten die Qualitatskriterien und wurden weiter ausgewertet (siehe Abschnitt .
Diese Zellen hatten einen Durchmesser zwischen 22 und 32,5 pm (im Mittel 27,7 pm,
Standardabweichung 2,2 pm), eine Kapazitat zwischen 9 und 40 pF (Mittelwert 21 pF,
Standardabweichung 5 pF) und ein Ruhemembranpotential von —13 bis —70mV (Mit-
telwert —33 mV, Standardabweichung 10,5 mV). Der mittlere Haltestrom war —0,3nA
(Standardabweichung 0,15nA). Die Aktionspotentialschwelle lag bei —12,9mV (Stan-
dardabweichung 1,35 mV), um ein Aktionspotential auszulosen, waren im Mittel Strome
von mindestens 4,2nA (Standardabweichung 1,7 nA) notwendig, (siehe auch Tabelle[AT]).
Fast alle Neurone (92 %) zeigten eine Schulter im Aktionspotential, die Repolarisations-
zeit betrug im Mittel 2,47 ms.

5.1. Eigenschaften des Hitzereizes

Die mittlere Temperatur der Extrazellularlosung, mit der die Zellen vor der Applikati-
on der Hitzereize iiberspiilt wurden, lag zwischen 31,7 und 35,1°C (siehe Tabelle .
Die mittlere Reiztemperatur erreichte Werte zwischen 45,3 und 46,3°C. Die maximale
Spannweite der applizierten Reize war 30-36°C fiir den Ausgangswert und 43,4-48°C fiir
den Hitzereiz.

Nach dem Senden eines TTL-Pulses an die Steuerelektronik des Losungswechslers ver-
geht eine gewisse Zeit, bis die Zelle tatsachlich von Extrazellularlésung mit einer anderen
Temperatur umflossen wird. Mit zehn offenen Ableitpipetten (2,7-5,5 M) wurden in 36
Messungen beim Wechsel zu heiler Losung hin — zwischen dem Auslésen des Sprungs
durch ein TTL-Signal (Marke A in Abbildung und der ersten Antwort (Marke B in
Abbildung — Zeiten von 69+ 5ms, beim Riicksprung 67 +4 ms gemessen (Marken
D und E in Abbildung . Das Maximum wurde nach 292 + 29 ms erreicht.

Die elektrische Antwort von gepatchten hitzesensiblen Zellen auf den Hitzereiz er-
folgt 180 & 11 ms nach Auslosen des TTL-Pulses (Marke C in Abbildung [5.1]). Sie fillt

intra-ATP Intra-BAPTA uo0126
Prainkubation: Kontrolle  Capsaicin SNP YC-1 Kontrolle  Capsaicin Kontrolle  Capsaicin
Ausgangswert:  33,3+0,1 330+03 31,7+0,2 34,0£01 338£01 343£01 351+£01 34,6+0,1
Prainkubation: 28,7+0,2 2954+0,3 286+03 29,4+0,2 289+02 305+02 306+03 30,7£0,2
Hitzereiz: 453+0,1 46,0+0,1 457+0,1 46,3+0,1 453+£0,1 456+0,1 46,1402 457+0,1

Tabelle 5.1.: Ubersicht iiber die Temperaturen der applizierten Hitzereize
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5. Ergebnisse

80 + 8 ms nach dem Riicksprungsignal (Marke F in Abbildung stark ab und erreicht
10 % des Ausgangswertes nach 354 + 44 ms.

Der zweite Reiz ist etwas komplexer aufgebaut (Abbildung . Vor dem Sprung
zur heilen Extrazellularlosung wird zunichst zu einem dritten Rohrchen gewechselt, um
direkt vor dem Hitzereiz fiir zwei Sekunden Kontrolllésung oder Pharmaka zu applizieren.
Da das Praapplikationsrohrchen weiter entfernt von dem beheizten Rohrchen liegt, ist
seine Temperatur um 3-4°C niedriger als die des Kontrollréhrchens (siehe Tabelle [5.1)).

Die Verzogerung zwischen TTL-Signal und Temperaturwechsel an der Pipettenspitze
war mit der des ersten Reizes vergleichbar und betrug in 25 Messungen mit acht Pipetten
(2,7-5,5 M) beim Wechsel zur Prainkubationslosung hin 77 £8ms (Marken A und B
in Abbildung , zur heiflen Losung hin 62 + 6 ms (Marken D und E in Abbildung,
und beim Riicksprung 85+ 7ms (Marken G und H in Abbildung . Die maximale
Temperatur wird nach 214 4+ 43 ms erreicht.
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Abbildung 5.1.: Zeitverlauf der Hitzeantwort einer Nervenzelle (oben), der Antwort einer
offenen Pipette (mitte) und eines Miniaturthermofiihlers (unten) bei einem einsekiindi-
gen Hitzereiz
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Abbildung 5.2.: Zeitverlauf der Hitzeantwort einer Nervenzelle (oben) und der Antwort
einer offenen Pipette (unten) bei einem einsekiindigen Hitzereiz nach zwei Sekunden
Prainkubation mit Kontrolllosung
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Abbildung 5.3.: Histogramm der elektrischen Antworten von 144 Neuronen, die durch
den ersten Hitzereiz ausgelost wurden.

5.2. Hitzesensibilitat

Die insgesamt 144 Neurone, die fiir die verschiedenen Untersuchungen herangezogen wur-
den, zeigten nicht normalverteilte Hitzeantworten auf den ersten applizierten Hitzereiz
zwischen +9 und —650 pA. In einem logarithmisch aufgetragenen Histogramm der Strom-
groBen (Abbildung|[5.3)) zeigt sich annédhernd eine Normalverteilung der Stromantworten
zwischen —40pA und der grofiten Antwort (geschlossene Balken), sowie eine weitere
Gruppe von Stromen, die deutlich darunter liegen (offene Balken). Diese Zellen antwor-
teten auch auf nachfolgende Hitzereize immer nur mit Einwartsstromen von weniger als
40 pA oder zeigten Auswértsstrome.

Daher wurden alle Zellen, die auf den ersten Hitzereiz mit einem Einwértsstrom von
mehr als 40 pA (log-Wert > 1,6) antworten, als Hitze-positive Zellen betrachtet.

Von 144 Zellen waren 10 nicht hitzesensibel (7 %). Bemerkenswert ist, dass nicht hit-
zesensible Neurone sich auch in Eigenschaften, die noch vor der Applikation jeglicher
Reize gemessen wurden, von hitzesensiblen unterscheiden; daher wurden sie bei weiteren
Analysen ausgeschlossen.

Nicht hitzesensible Neurone hatten ein signifikant negativeres Ruhemembranpotenti-
al (—45+5 versus —32+0,8mV; p <0,001) und bendtigten einen kleineren Haltestrom
(—0,1540,06 versus —0,31 + 0,01 nA; p < 0,001). Die Aktionspotentialschwelle nicht hit-
zesensibler Neurone ist negativer (—19 £ 2,1 versus —12,5 4+ 0,5mV; p < 0,001) und sie 16s-
ten schon bei kleineren Stromen Aktionspotentiale aus (2,36 + 0,44 versus 4,34 + 0,14 nA;
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5. Ergebnisse

p < 0,001). Unterschiede in der Breite der Aktionspotentiale oder der Repolarisationszeit
gab es nicht (2,69 0,14 versus 2,6 £ 0,36 beziehungsweise 2,42 40,12 versus 3,0 £+ 0,45);
ebenso hatten auch alle nicht-hitzesensiblen Neurone eine Schulter im Aktionspotential
(siche Abbildung [4.2).

Der hitzeinduzierte Strom ist kein Artefakt schlechter Messbedingungen, da es weder
einen Zusammenhang mit dem Ruhemembranpotential, noch mit dem Haltestrom gibt.

5.2.1. Zusammenhang zwischen Ruhemembranpotential und
hitzeinduziertem Strom

Der Logarithmus des hitzeinduzierten Stromes korreliert nicht mit dem Ruhemembran-
potential (r=0,35); das gilt auch, wenn man die Gruppe der hitzesensiblen (r=0,14)
oder der nicht hitzesensiblen Neurone (r =0,34) einzeln betrachtet.

Ohne die vorgenommene Logarithmierung sind die Korrelationskoeffizienten noch nied-
riger; derjenige fiir alle Neurone (r = —0,15) ebenso wie die Koeffizienten fiir die Gruppe
der hitzesensiblen (r=—0,04) oder der nicht hitzesensiblen (r=0,13) Neurone allein.
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Abbildung 5.4.: Der hitzeinduzierte Strom korreliert nicht mit dem Ruhemembranpo-
tential. Die rote Linie gibt die Schwelle fiir Hitzesensibilitat an.

5.2.2. Zusammenhang zwischen Haltestrom und hitzeinduziertem Strom

Der Logarithmus des hitzeinduzierten Stromes korreliert nicht mit dem Haltestrom der
Neurone (r=—0,42); das gilt auch, wenn man die Gruppe der hitzesensiblen (r=0,26)
oder der nicht hitzesensiblen Zellen (r = —0,39) einzeln betrachtet.
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Auch hier sind die Korrelationskoeffizienten ohne die vorgenommene Logarithmierung
noch niedriger, sowohl fiir alle (r=0,23), als auch fiir die Gruppe der hitzesensiblen
(r=0,16) und der nicht hitzesensiblen Zellen (r=—0,31).
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Abbildung 5.5.: Der hitzeinduzierte Strom korreliert nicht mit dem Haltestrom. Die

rote Linie gibt die Schwelle fiir Hitzesensibilitat an.
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5.3. Antworten auf Hitzereize

Drei aufeinander folgende Hitzereize wurden an 144 Neuronen mit einem Interstimu-
lusintervall von 40 £1 Sekunden (Spannweite 2668 bzw. 29-99 Sekunden) appliziert.
Insgesamt acht verschiedene Kombinationen von Pharmaka wurden verwendet (siehe
Tabelle [5.2).

In der Kontrollgruppe mit 30 Neuronen waren 25 Neurone (83 %) hitzesensibel; die
Maxima der hitzeinduzierten Strome in diesen Zellen betrugen im Mittel —152 + 16 pA,
—167+17pA und —178 +17pA (vergleiche Abbildung weifle Balken und Abbil-
dung Reihe A).

Das Maximum der hitzeinduzierten Strome erreichten die Zellen im Mittel nach
789 + 40 ms, 764 + 45 ms und 767 + 35 ms. Bis 5ms vor Ende des Hitzereizes nahmen die
mittleren Hitzeantworten im Sinne einer Inaktivierung um 12 % ab und betrugen noch
—135+ 16 pA, —145+19pA und —158 + 18 pA.

Mit der hier vorgestellten Methode lassen sich bei Spinalganglienneuronen repetitiv
reproduzierbare hitzeinduzierte Einwartsstrome erzielen.

intra-ATP Intra-BAPTA U0126
Prainkubation: Kontrolle  Capsaicin  SNP  YC-1 Kontrolle Capsaicin  Kontrolle Capsaicin
hitzesensibel: 25 26 19 30 6 13 3 12
nicht hitzesensibel: 5 1 3 1 0 0 0 0
Gesamt: 30 27 22 31 6 13 3 12

Tabelle 5.2.: Ubersicht iiber die 144 abgeleiteten Spinalganglienneurone

5.4. Sensibilisierung des hitzeinduzierten Stroms

Eine Gruppe von 26 Neuronen wurde fiir zwei Sekunden vor dem zweiten Hitzestimulus
mit 0,5 M Capsaicin superfundiert (Abbildung rote Balken und Abbildung Rei-
he B). Dies vergroferte signifikant (p < 0,005, t-Test) den zweiten hitzeinduzierten Strom
auf das 2,65 4 0,55-fache. Dieser Effekt zeigte eine inkomplette Erholung (—161 £ 17 pA,
—353 £ 60 pA und —220 4= 37 pA; erste versus dritte Antwort p =0,03; zweite versus drit-
te Antwort p =0,06, t-Test).

Die Préainkubation mit Capsaicin hatte keinen Einfluss auf den Zeitverlauf der Stro-
me; die maximale Antwort wurde nach 749 +44ms, 712 + 45 ms respektive 799 + 58 ms
erreicht. Auch hier nahmen die hitzeinduzierten Strome zum Ende des Hitzereizes hin
etwas ab (Reduktion um maximal 13 %; —142 £ 17 pA, —306 £+ 50 pA und —206 £ 37 pA;
vergleiche auch Abbildung [5.7).

Die Applikation des NO-Donors Natriumnitroprussid (SNP, 10 pM) bei 19 Neuronen
hatte keinen Einfluss auf die Gréfe des hitzeinduzierten Stromes (Abbildung blaue
Balken; —158 +27pA, —155+ 20 pA und —188 +25pA).
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Abbildung 5.6.: Applikation von Capsaicin, nicht jedoch von Stickstoffmonoxid oder YC-
1 fiir 2 Sekunden, sensibilisiert reversibel die Hitzeantworten von Spinalganglienneuronen.
** versus erste Antwort p < 0,005, t-Test fiir verbundene Stichproben; ++ versus zweite
Antwort der Kontrollgruppe p < 0,01, t-Test; erste versus dritte Antwort p = 0,06, t-Test
fir verbundene Stichproben

Das Maximum der Strome wird kurz vor Ende des Reizes nach 633 4+ 63 ms, 734 + 57 ms
respektive 709 &+ 54 ms erreicht; danach kommt es zu einer Inaktivierung von 8-12 % auf
Strome von —147 +29pA, —138 £ 20 pA und —165 4+ 25 pA.

Auch YC-1 (10pM), ein Aktivator der Guanylatzyklase, hatte in 30 Zellen keinen
signifikanten Einfluss auf den hitzeinduzierten Strom (graue Balken; —171+22pA,
—198 £ 25 pA und —215+26 pA).

Das Maximum der Stréome wird kurz vor Ende des Reizes nach 786 + 29 ms, 846 + 21 ms
respektive 834 + 29 ms erreicht; danach kommt es zu einer Inaktivierung von 6-8 % auf
Stréme von —158 +22pA, —187 + 24 pA und —203 4+ 25 pA.
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Abbildung 5.7.: Gemittelte Hitzeantworten nach Stimulation mit Hitze (roter Balken)
und Préinkubation vor dem zweiten Reiz (blauer Balken). A: Kontrollgruppe (n = 25),
B: zusétzlich Prédinkubation von Capsaicin (n = 26), C: mit BAPTA in der Intrazellu-
larlosung (n = 6), D: mit BAPTA und Préinkubation von Capsaicin (n = 13).
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5.5. Der capsaicininduzierte Strom

Die technisch bedingte Abkiihlung (etwa 3-4°C) wihrend der Prainkubationsphase (Ab-
bildung blauer Balken) verursachte in 25 Zellen der Kontrollgruppe einen Auswérts-
strom von 32+ 9pA (siehe Abbildung Reihe A). Dieser Strom zeigte eine gewisse
Inaktivierung und betrug in den letzten 5ms vor Ende der Prainkubationsphase im Mit-
tel +19+ 8 pA. Dieser Strom korrelierte nicht mit der zweiten Hitzeantwort oder der
Anderung von der ersten zur zweiten Antwort.

Die 26 Zellen, die mit Capsaicin (0,5uM) préinkubiert wurden, (Reihe B in Abbil-
dung zeigten einen signifikant kleineren Strom von —1 4+ 10pA (p < 0,01, LSD post-
hoc Test). Die Prainkubation mit Capsaicin muss also einen Effekt auf die Zellen haben,
der diesen Auswértsstrom (zufélligerweise) genau authebt, das heifit Prainkubation mit
Capsaicin bewirkt einen kleinen Einwértsstrom von etwa 33 pA. Dieser Strom zeigte
wahrend der Prainkubation keine signifikante Veranderung; kurz vor Ende der Prainku-
bation lag der resultierende Gesamtstrom immer noch bei 0 8 pA (p =0,85; t-Test fiir
verbundene Stichproben).

Die Grofle dieses capsaicininduzierten Einwartsstromes korreliert mit einem Korrela-
tionskoeffizienten von r = —0,7 signifikant (p < 0,001) mit dem Logarithmus des Verhélt-
nisses von zweiter zu erster Hitzeantwort (siche Abbildung [5.8). Das Verhéltnis wurde
logarithmiert, da Verhaltnisse immer nicht-normalverteilt sind; aulerdem ist die Korre-
lation mit dem nicht logarithmierten Verhéltnis etwas schlechter (r=—0,6).

Bei einer stufenweisen Analyse der partiellen Korrelationskoeffizienten erklart dieser
capsaicininduzierte Strom die Grofle der zweiten Hitzeantwort besser, als sie durch die
Grofle der ersten Antwort erklért wird. Die partiellen Korrelationskoeffizienten betragen
0,67 (p<0,001) fiir den capsaicininduzierten Strom, respektive 0,51 (p <0,01) fir die
GroBe der ersten Antwort, bei einer Gesamtkorrelation von 0,71 (p < 0,001).

In allen anderen Gruppen korrelierte der Strom wéahrend der Prainkubation nicht mit
der Anderung der Antwort vom ersten zum zweiten Stimulus; der nicht signifikante
partielle Korrelationskoeffizient betragt 0,22 (p=0,87).

Die Grofle der zweiten Hitzeantwort korreliert in allen Gruppen aufler der Capsaicin-
Gruppe ausschlieBlich mit der Gréfe der ersten Hitzeantwort (r=0,73, p <0,0001, Ana-
lyse der Partialkorrelationen).
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Abbildung 5.8.: Die Sensibilisierung durch Capsaicin korreliert logarithmisch mit der
Grofle des durch Capsaicin induzierten Stromes wahrend der Prainkubation. Die rote Li-
nie entspricht der Regressionsgeraden fiir Capsaicin (r=—0,7, p < 0,001). Die Regression
in der Kontrollgruppe war nicht signifikant (r=—0,29).
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5.6. Einfluss der intrazellularen Calciumkonzentration

Fiir die Sensibilisierung hitzeinduzierter Stréme gibt es zwei mogliche Mechanismen.
Einerseits konnte die gleichzeitige Aktivierung des Rezeptors durch einen chemischen
Liganden und durch Hitze den induzierten Strom durch direkte Interaktion am Rezeptor
verstarken.

Andererseits soll eine durch capsaicininduzierte Strome ausgeldste Erhohung der in-
trazellularen Calciumkonzentration sensibilisierend auf hitzeinduzierte Strome wirken
[Guenther et al/[1999].

Um den Einfluss der intrazellularen Konzentration freier Calciumionen auf die Sensibi-
lisierung hitzeinduzierter Strome untersuchen zu kénnen, wurde der Intrazellularlésung
BAPTA (10 mM), ein sehr schneller und selektiver Calciumchelator zugesetzt [Tsien(1980,
Marks und Maxfield|/1991].

Das rasche Abfangen freier intrazellularer Calciumionen hatte keinen signifikanten
Einfluss auf die hitzeinduzierten Stréme von 6 Zellen unter Kontrollbedingungen (Ab-
bildung Reihe C und Abbildung weifle versus blaue Balken). Die Maxima der
hitzeinduzierten Stréome betrugen —153 + 29 pA, —205 4+ 32 pA und —221 + 46 pA.

Die Maxima der hitzeinduzierten Stréme wurden erst am Ende des Hitzereizes nach
899 + 22 ms, 928 21 ms respektive 938 £ 21 ms erreicht. Dadurch war nur noch eine
Inaktivierung von 3,5 % zu beobachten (—148 £ 29 pA, —200 + 31 pA und —221 + 51 pA).

Auch die kleinen abkiihlungsbedingten Stréme (Maximum +32 + 5 pA; 5ms vor Ende
der Prainkubation +17 £ 7 pA; Unterschied nicht signifikant) oder capsaicininduzierten
Strome (Maximum +4 + 13 pA; 5 ms vor Ende der Prainkubation +8 + 9 pA; Unterschied
nicht signifikant) wurden durch BAPTA nicht beeinflusst und unterschieden sich sowohl
in der Kontroll- als auch in der Capsaicingruppe nicht signifikant von den Werten ohne
BAPTA (4+32+5 versus +32+9pA, p=0,89 und +4 +13 versus —1+10pA p=0,74,
t-Test).

Die intrazelluldre Applikation von BAPTA verhinderte allerdings in 13 Neuronen voll-
standig die Sensibilisierung des hitzeinduzierten Stromes durch Prainkubation mit Cap-
saicin vor dem zweiten Hitzereiz (Abbildung Reihe D und Abbildung graue
Balken; maximale Strome —159 + 14 pA, —181 £ 16 pA, —181 + 15pA).

Auch hier erreichten die hitzeinduzierten Antworten ihr Maximum gegen Ende des
Hitzereizes nach 925+ 14 ms, 936 +20ms und 915+ 25 ms und inaktivierten maximal
3% auf —155+14pA, —176 + 16 pA und —175+ 17 pA.

Durch BAPTA wurde die Korrelation zwischen capsaicininduziertem Strom und Stei-
gerung der zweiten Hitzeantwort aufgehoben (siehe Abbildung .
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Abbildung 5.9.: Die Sensibilisierung der Hitzeantworten durch Capsaicin ist abhéngig
von einem Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration. ++ Capsaicin versus zweite
Antwort der Kontrollgruppe p < 0,01, t-Test; ++ Capsaicin versus Capsaicin und BAPTA
p=0,01, t-Test
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Abbildung 5.10.: Obwohl ein capsaicininduzierter Strom ausgelost wird, ist die Sensibi-
lisierung unter dem Einfluss von BAPTA aufgehoben.
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5.7. Beteiligung der intrazellularen MEK /ERK-Kaskade

FEin Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration 16st die Sensibilisierung hitzein-
duzierter Ionenstrome aus; vermutlich durch Aktivierung intrazelluldrer Proteinkinasen.
Die MEK/ERK-Kaskade ist eine durch Anstieg der Calciumionenkonzentration auslos-
bare Signalkaskade, die in nozizeptiven Neuronen exprimiert wird und deren Aktivitat
bei peripherer Sensibilisierung in vivo erhoht ist |Averill et al.|2001, Dai et al.|2002]. ERK
wird in TRPV1-positiven Spinalganglienneuronen in vivo unter anderem durch Behand-
lung mit Capsaicin aktiviert; diese Aktivierung ist mit U0126 hemmbar und reduziert
capsaicininduzierte Hyperalgesie [Dai et al.[2002].

Um eine mogliche Beteiligung der ERK/MEK-Kaskade bei der Sensibilisierung des
hitzeinduzierten Stromes zu untersuchen, wurde der MEK-Inhibitor U0126 (10 uM) zur
Losung gegeben, welche die Zellen bei Raumtemperatur umspiilt.

Unter Zugabe von U0126 zeigten 3 Zellen unter Kontrollbedingungen hitzeinduzierte
Strome von —150 £ 50 pA, —180+ 61 pA und —197 £ 66 pA.

Es konnte kein statistisch signifikanter Unterschied der hitzeinduzierten Strome zwi-
schen den Zellen mit U0126 und den Zellen der Kontrollgruppe festgestellt werden
(p=0,96, p=0,8, p=0,73 1.-3. Reiz Kontrolle vs. U0126, t-Test).

Das Maximum der hitzeinduzierten Strome wurde nach 770 4+ 128 ms, 898 + 46 ms und
968 + 15 ms erreicht. Es kam nicht zu einer Inaktivierung der hitzeinduzierten Strome;
5ms vor Ende des Hitzereizes wurden Stromstéarken von —150+52pA, —178 £ 66 pA
und —195 £ 66 pA gemessen.

Wiéhrend der Prainkubation mit Kontrolllosung kam es zu einem Auswértsstrom von
+31+5pA; dieser Strom inaktivierte signifikant bis zum Ende der Prainkubation auf
+23 £ 4pA (p=0,04, t-Test fiir verbundene Stichproben).

Bei Applikation von U0126 und Préainkubation von Capsaicin vor dem zweiten Hitze-
reiz war bei 12 untersuchten Zellen die capsaicininduzierte Sensibilisierung hitzeevozier-
ter Strome aufgehoben (—154 +11pA, —208 £ 21 pA und —163 £ 9pA).

In der Statistik zeigte sich kein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe mit U0126
(p=0,89 p=0,6, p=0,38, 1.-3. Reiz U0126-Kontrolle versus U0126 und Capsaicin, t-
Test) oder ohne U0126 (p=0,94 p=0,16, p=0,58, 1.-3. Reiz U0126 und Capsaicin
versus Kontrolle, t-Test). Es findet sich ein deutlicher Unterschied zwischen der Cap-
saicingruppe mit und ohne U0126 (p =0,03, 2. versus 2. Reiz, t-Test).

Die hitzeinduzierten Strome erreichten ihr Maximum nach 792+ 50ms, 754 + 37 ms
und 766 & 63 ms und inaktivierten um bis zu 10 % auf —145 £+ 12pA, —186 +16 pA und
—161+ 15pA.

Nur wenige Zellen in der Gruppe mit Capsaicin und U0126 zeigten wahrend der Préin-
kubation einen Einwértsstrom (siche Abbildung [5.12). Daher war in dieser Gruppe der
capsaicininduzierte Strom kleiner und weder von der Kontrollgruppe noch von der Cap-
saicingruppe signifikant verschieden (15 +8pA). Wie auch in der Capsaicingruppe inak-
tivierte der capsaicininduzierte Strom nicht und war 5ms vor Ende der Prainkubation
mit +13 £ 5 pA von seinem Maximum nicht signifikant verschieden (p =0,64, t-Test fir
verbundene Stichproben).
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1. Reiz 2. Reiz 3. Reiz
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Abbildung 5.11.: Die Sensibilisierung der Hitzeantworten ist abhéngig von der Aktivi-
tat der MEK/ERK-Kaskade. ++ Capsaicin versus zweite Antwort der Kontrollgruppe
p < 0,01, t-Test; + Capsaicin versus Capsaicin und U0126 p=0,03, t-Test
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Abbildung 5.12.: Obwohl ein capsaicininduzierter Strom ausgelost wird, ist die Sensibi-
lisierung unter dem Einfluss von U0126 aufgehoben.
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5.8. Sensibilisierung durch lange Hitzereize

Im Rahmen dieser Arbeit wurde untersucht, ob eine Sensibilisierung von hitzeinduzierten
Stromen durch Applikation eines 10-sekiindigen Hitzereizes an Stelle einer Substanzap-
plikation moglich ist.

Da diese Experimente nicht im Vordergrund standen, wurden sie als nachgeschaltete
Experimente nach den zuvor beschriebenen Experimenten an den Zellen durchgefiihrt, so
noch eine gute Ableitung der Spinalganglienneurone méglich war. Dies war bei insgesamt
45 Neuronen der Fall; 39 von diesen erfiillten die Qualitatskriterien fiir die zunéchst
durchgefiihrten Experimente. Die Neurone waren also im Vorfeld mehreren Hitzereizen
sowie verschiedenen pharmakologischen Substanzen ausgesetzt.

Das grofite Problem bei diesen Experimenten bestand darin, dass durch langere Hit-
zereize der Haltestrom der elektrophysiologischen Ableitung regelméfig sehr groff wurde
oder die Ableitelektrode gidnzlich den Kontakt zur Zellmembran verlor.

Eine mogliche Erklarung dieses Effektes (der in geringerem Mafle auch bei den kiir-
zeren Hitzereizen auftritt) konnte die durch Erwirmung ausgeloste Verringerung der
Membranviskositat der Nervenzellen sein, welche dazu fiihrt, dass der dichte Abschluss
der Messelektrode mit der Zellmembran nicht mehr gewéhrleistet ist und der Leckstrom
so grofl wird, dass keine verlassliche Aussage liber den iiber die Zellmembran flieBenden
Strom mehr gemacht werden kann.

In einem Teil der Experimente konnte jedoch auch nach 10-sekiindiger Hitzeapplika-
tion noch eine gute Ableitung erzielt werden; 13 Zellen erfiillten die Qualitatskriterien
und wurden néher untersucht (siche Abschnitt [4.6)).

Diese Zellen wurden nach einem einsekiindigen Kontrollreiz (von 33,3 +0,5°C auf
45,6 +0,3°C) fiir 10 Sekunden einem Hitzereiz von 45,6+0,3°C ausgesetzt. Anschlieflend
folgte ein weiterer einsekiindiger Kontrollreiz (von 33,3 +0,4°C auf 45,9+ 0,3°C).

Dabei stieg der hitzeinduzierte Strom in diesen Zellen von Reiz zu Reiz an und vergro-
Berte sich auf mehr als das zweifache (siche Abbildung rote Balken; —152 4+ 27 pA,
—299+ 53 und —374 £56 pA). Diese Steigerung war sowohl dem ersten Hitzereiz ge-
geniiber signifikant (p < 0,005, t-Test fiir verbundene Stichproben), als auch gegeniiber
dem jeweiligen Reiz der Kontrollgruppe (p < 0,005 respektive p < 0,0005, t-Test fiir nicht
verbundene Stichproben).

Dabei ist die Steigerung der hitzeinduzierten Antwort keine Funktion einer schlech-
teren Ableitung; sie korreliert weder mit dem Haltestrom (r =0,12), noch mit der relati-
ven (r=0,43) oder absoluten Zunahme (r =0,26) des Haltestroms zwischen den Reizen.
Die grofite Korrelation (r=0,45) findet sich zwischen dem Logarithmus des Verhalt-
nisses zwischen der Antwort nach und der Antwort vor dem langen Hitzereiz und der
absoluten Zunahme des Haltestroms; dieser Zusammenhang ist nicht signifikant (siehe
Abbildung [5.13). Auch bei der ersten Hitzeantwort gibt es — zumindest bei Haltestromen
unter 500 pA — keinen Zusammenhang zwischen Haltestrom und hitzeinduziertem Strom
(siehe Abschnitt [5.2.2)).

Die unterschiedliche Vorgeschichte der Zellen spielte dabei keine Rolle: die Antwort auf
den einsekiindigen Hitzereiz vor der Applikation des langen Hitzereizes unterschied sich
nicht signifikant von der auf den allerersten Hitzereiz (p = 0,69), es gab keine Korrelation
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Abbildung 5.13.: Die Sensibilisierung durch lange Hitzereize korreliert nicht mit der
Zunahme des Haltestromes (r = 0,45, nicht signifikant).

zwischen einer Vorbehandlung und dem Ausmafl der Sensibilisierung oder der Zunahme
des Haltestroms.

Zehnsekiindige Hitzereize 16sen eine Sensibilisierung aus, die wenigstens 30 Sekunden
anhélt und ebenso ausgeprégt ist, wie die Sensibilisierung durch 0,5 pM Capsaicin.
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Abbildung 5.14.: Applikation eines zehnsekiindigen Hitzereizes sensibilisiert die nachfol-
gende Antwort ebenso gut wie die Applikation von Capsaicin. ** versus erste Antwort,
p < 0,005, t-Test fur verbundene Stichproben; ++ versus zweite Antwort der Kontroll-
gruppe, p < 0,005, +++ versus dritte Antwort der Kontrollgruppe, p < 0,0005, t-Test
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Abbildung 5.15.: Gemittelte Hitzeantworten bei langer Stimulation mit Hitze (roter
Balken)
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Im Gegensatz zu vorausgegangenen Arbeiten mit nahezu gleichem Versuchsaufbau, bei
denen Inaktivierung und Tachyphylaxie bei repetitiver Reizung nozizeptiver Spinalgang-
lienneurone beschrieben wurden [Schwarz et al.|2000], wurde in dieser Arbeit die Sensi-
bilisierung hitzeinduzierter Strome untersucht. Hierfiir wurden kiirzere (genau eine Se-
kunde) und weniger starke (Reiztemperaturen von etwa 45-46°C) Hitzereize verwendet.
Von diesen wird vermutet, dass sie nicht inaktivieren und keine Tachyphylaxie auslosen
(siche Abschnitt [1.5.4).

Da hitzeinduzierte Strome in dieser Arbeit in Zellen der Kontrollgruppe nach etwa
770ms, im Extremfall aber auch erst nach mehr als 900ms ihr Maximum erreichen,
inaktivierten die Zellen bei den hier verwendeten einsekiindigen Hitzereizen nicht.

Auch die Arbeit von [Cesare und McNaughton, die mit kurzen (600 ms) und vergleich-
bar starken (49°C) Hitzereizen arbeiteten, zeigte keine Inaktivierung oder Sensibilisie-
rung durch aufeinander folgende Hitzereize.

Die in dieser Arbeit abgeleiteten Strome waren etwa um den Faktor 10 kleiner als
die von Schwarz et al.| [2000]. Zahlreiche Arbeiten berichten jedoch iiber dhnliche Stro-
me von etwa 100-500pA, je nach applizierter Temperatur |Cesare und McNaughton
1996, Kirschstein et al.| 1997, (1999 \Guenther et al.|[1999, [Vyklicky et al.[1999]. Dies
ist vermutlich auf die verwendete Intrazellularlésung zuriickzufiihren, da im Prinzip die
gleichen Materialien und Methoden wie bei [Schwarz et al|zur Anwendung kamen, die
verwendete Intrazellularlosung jedoch im Wesentlichen der von [Cesare und McNaughton!
entspricht, der bei einer Reiztemperatur von 46°C iiber Antworten von etwa 160 pA be-
richtet. Dies deckt sich mit den in dieser Arbeit gemessenen hitzeinduzierten Stréomen
(siche Abschnitt [5.3)).

Das im Vergleich zu [Schwarz et al| niedrigere Haltepotential von —60 mV fiihrt eben-
falls zu kleineren Stromantworten.

In dieser Arbeit wurden nur hitzeinduzierten Strome von mehr als 40 pA akzeptiert,
da sich zwei Gruppen von Zellen mit voneinander verschiedenen Eigenschaften unter-
scheiden lieen (siche Abschnitt [5.2). Alle Zellen, die auf den ersten Hitzereiz mit einem
Strom von weniger als 40 pA antworteten, antworteten auch auf folgende Reize nicht
mit grofferen Stromen. Dieser Schwellenwert passt zu den Ergebnissen von [Cesare und
McNaughton| welche dhnlich grofle Stréme und eine dhnliche Intrazellularlésung verwen-
deten und Strome grofler als 50 pA als hitzeinduziert betrachteten.
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6.1. Sensibilisierung durch Capsaicin

Capsaicin ist ein Aktivator nozizeptiver Neurone, zusétzlich sensibilisiert es die Antwor-
ten von hitzeempfindlichen Spinalganglienneuronen auf Hitzereize (siehe Abschnitt
[Wood et al.|[1988| |Kirschstein et al|1997, |[Vlachova et al.|[2001].

In einigen Arbeiten, welche die Wirkung von Capsaicin auf hitzeinduzierte Stréme
untersuchten, ergab sich die Vermutung, dass diese Sensibilisierung innerhalb von Se-
kunden einsetzt, da schon kurze Zeit nach Superfusion mit Capsaicin deutlich grofiere
Strome messbar waren [Kirschstein et al.|[1997, [Vlachova et al.2001]. Auch Experimente
am Menschen, in denen Capsaicin intradermal oder topisch appliziert wurde, zeigen eine
innerhalb von Sekunden einsetzende Hyperalgesie gegen mechanische und thermische
Reize [LaMotte et al|1992].

Dies deutet auf einen schnellen Mechanismus der Sensibilisierung hin. Da Capsaicin
und Hitzereize den gleichen zelluldren Rezeptor aktivieren |Caterina et al.[[1997, Tominas
ga et al.|1998], ist eine Interaktion der beiden Agonisten am gemeinsamen Rezeptor ein
moglicher Mechanismus dieser Sensibilisierung. Ebenfalls postuliert wurde die Moglich-
keit, dass von der intrazellularen Calciumkonzentration abhingige Signalkaskaden eine
Sensibilisierung hitzeinduzierter Strome auslosen kénnten [Wood et al.||1988, |Guenther,
et al|1999]. Dagegen spricht jedoch zunéchst die schnelle Kinetik der Sensibilisierung.

Ziel dieser Arbeit war es, durch niedrig dosiertes Capsaicin eine Sensibilisierung hitzein-
duzierter Strome an nozizeptiven Spinalganglienneuronen auszulosen. Die ECsq fiir die
Wirkung von Capsaicin an Spinalganglienneuronen der Ratte wird von [Oh et al| mit
1,1 pM, von Lopshire und Nicoll mit 1,4 pM angegeben |Oh et al.|1996, [Lopshire und
Nicol [1998]. Durch die in dieser Arbeit gewihlte Dosis von 0,5 pM und die kurze Reiz-
dauer von 2 Sekunden, sollte eine Desensibilisierung verhindert, der durch Capsaicin
ausgeloste Calciumeinstrom in die Zelle minimiert, aber dennoch eine Sensibilisierung
sicher ausgelost werden.

Durch die gewéhlte Konzentration von 0,5puM Capsaicin wurde ein kleiner (etwa
33pA), aber doch signifikanter Einwértsstrom ausgeldst, dessen Grofe signifikant mit
der Sensibilisierung der hitzeinduzierten Antwort korreliert (siehe Abschnitt [5.5)).

Auch bei vorhergehenden Arbeiten zur Sensibilisierung hitzeinduzierter Ionenstréme
durch Bradykinin wurden nur die Zellen sensibilisiert, die auf die Prainkubation mit ei-
nem Strom von wenigstens 10 pA antworteten, was auf etwa die Hélfte der hitzesensiblen
Zellen zutrifft [Cesare und McNaughton![1996].

Das Ausmafl der Sensibilisierung scheint dabei vor allem von der Capsaicinkonzen-
tration und weniger von der Zeit abhéngig zu sein. In der vorliegenden Arbeit wurde
mit 0,5 pM Capsaicin fiir 2 Sekunden eine Steigerung des hitzeinduzierten Stromes auf
das 2,65-fache erzielt; |Guenther et al.| konnten mit 1 pM Capsaicin fiir 15 Sekunden die
Hitzeantwort auf das 5,15-fache steigern.

In der vorliegenden Arbeit konnte zudem gezeigt werden, dass die Steigerung des hitze-
induzierten Stromes gut mit dem capsaicininduzierten Strom, also einem Einstrom von
Calciumionen in die Zelle, korreliert (r=—0,7). Dies passt zu der bereits beschriebe-
nen Korrelation der fluorimetrisch gemessenen intrazellularen Calciumionenkonzentrati-
on mit der Amplitude des hitzeinduzierten Stromes (r=0,74)|Guenther et al.[1999).
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6.2. Calciumabhangigkeit der Sensibilisierung

In dieser Arbeit wurde gezeigt, dass die Sensibilisierung quasi sofort, zumindest inner-
halb von zwei Sekunden, stattfindet, und bei einer Capsaicinkonzentration von 0,5 pM
innerhalb von 30s reversibel ist. Dies deutet auf einen sehr schnellen, membranstandi-
gen Mechanismus fiir die Sensibilisierung hin, der unabhéngig von der intrazelluldren
Calciumkonzentration arbeitet.

Dies ist jedoch nicht der Fall; durch die Hemmung der Sensibilisierung durch BAPTA
konnte gezeigt werden, dass der Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration ein
entscheidender Schritt der Sensibilisierung ist.

Auch in anderen Arbeiten wurde bereits gezeigt, dass BAPTA die Sensibilisierung von
hitzeinduzierten Stromen nach Applikation von Capsaicin verhindert [Guenther et al.
1999|. Die Kinetik dieser Sensibilisierung war nicht genau bekannt; in der Arbeit von
Guenther et al| wurde der Hitzestimulus etwa 10 Sekunden nach der Capsaicinzugabe
appliziert.

Aus fluorimetrischen Messungen der intrazellularen Calciumkonzentration ist bekannt,
dass bereits nach wenigen Sekunden die intrazellulare Calciumkonzentration ansteigt
[Lazar et al|2003].

Inaktivierung und Tachyphylaxie sind im Gegensatz dazu unabhéngig von der intra-
oder extrazelluldren Calciumkonzentration [Schwarz et al.2000].

6.3. Sensibilisierung durch Hitze

Applikation von Hitzereizen mit einer Dauer von mehr als einer Sekunde fiihrt iiblicher-
weise zur Inaktivierung; wiederholte Applikation von Hitzereizen zu Tachyphylaxie, also
zu kleiner werdenden Antworten |[Tominaga et al|/1998, |Cesare et al.|(1999b, [Schwarz
et al.|2000].

Allerdings wurde eine durch Hitzereize ausgeloste Sensibilisierung von nozizeptiven Af-
ferenzen schon vielfach beschrieben [LaMotte[1983 Meyer et al.[1994]. Beitel und Dubner
beschreiben die Sensibilisierung von C-Faser Neuronen bei extrazellularer Ableitung von
Aktionspotentialen aus dem Ganglion trigeminale von Rhesusaffen nach 30-sekiindiger
Applikation eines Hitzereizes von 48°C auf die Gesichtshaut [Beitel und Dubner||[1976].
Thalhammer und LaMotte| berichten tiber die Sensibilisierung der Antworten von Einzel-
faserableitungen nach Applikation eines 7-sekiindigen Hitzereizes auf die Riickseite der
Hand von Javaneraffen (Macaca fascicularis) |[Thalhammer und LaMotte|[1982].

Diese Experimente fanden jedoch immer an der intakten Haut statt und hatten ein
wesentlich langsameren Verlauf, da die Sensibilisierung einige Minuten nach dem kondi-
tionierenden Reiz gemessen wurde. Dies ldsst die Schlussfolgerung zu, dass durch unspe-
zifische Gewebsschadigung freigesetzte Entziindungsmediatoren, und nicht der Hitzereiz
selbst diese Sensibilisierung vermitteln.

Eine Sensibilisierung von Spinalganglienneuronen durch Hitzereize wurde bislang noch
nicht beschrieben.
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Die in dieser Arbeit beobachtete Sensibilisierung ist kein Artefakt einer schlechteren
Ableitung. Die Zunahme des Haltestroms um etwa 330 pA, was in etwa einer Verdop-
pelung des Haltestroms entspricht, ist durch eine Zunahme des Leckstroms erkléarbar,
welche durch eine Abnahme der Membranviskositit bei steigender Temperatur entste-
hen kann. Die dadurch zusatzlich eingefiihrte Leitfahigkeit wird durch den héheren Halte-
strom ausgeglichen und hat keine Auswirkung auf die Grofie des hitzeinduzierten Stroms.
Es findet sich keine Korrelation zwischen der Zunahme des Haltestroms und der Zunah-
me der hitzeevozierten Strome (siehe Abschnitt [5.8)).

Die Applikation langer Hitzereize fiihrt unter den vorgestellten Versuchsbedingungen
noch wihrend der Applikation des Reizes zur Sensibilisierung, was zunéchst im Gegen-
satz zu vorangegangenen Experimenten steht [Schwarz et al|[2000]. Es ist davon auszu-
gehen, dass fiir die Sensibilisierung durch lange Hitzereize bestimmte Randbedingungen
gegeben sein miissen. Wie bereits zu Beginn dieses Kapitels angefiihrt, kommt hierfiir
vor allem die verwendete Intrazellularlosung in Betracht; moglich ist auch, dass das im
Vergleich zu [Schwarz et al| geringere Haltepotential die Sensibilisierung begiinstigt.

Obwohl Capsaicin und Hitze am gleichen Ionenkanal angreifen, sensibilisiert Capsaicin
Spinalganglienneurone sehr schnell gegen Hitze; dieser Effekt wurde bei kurzer Applikati-
onsdauer von Hitze selbst jedoch nicht beobachtet. Dieser scheinbare Widerspruch kénnte
dadurch erklart werden, dass Spinalganglienneurone nach Stimulation durch Capsaicin
wesentlich mehr Calcium aufnehmen als nach Stimulation durch Hitze; im konkreten Fall
von 0,5 uM Capsaicin fast dreimal mehr als durch Stimulation mit einem Hitzereiz von
46°C |[Nagy und Rang|[1999b]. Eine Erklarung konnte die unterschiedliche Leitfahigkeit
des TRPV1 fiir Calcium in Abhangigkeit vom Stimulus beziehungsweise der Temperatur
sein; fiir Capsaicin wird eine im Vergleich zu Hitzereizen etwa zweifach hohere Calcium-
leitfahigkeit des Kanals angegeben [Caterina et al.[[1997, Tominaga et al.|1998, Nagy und
Rang)(1999b)].

6.4. Intrazellulare Signalkaskaden

Es stellt sich die Frage, wie ein Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration eine
Sensibilisierung hitzeevozierter Strome vermittelt. Daher sollten die Auswirkungen einer
Hemmung der auf den Calciumeinstrom in das Neuron folgenden Signalkaskade auf die
capsaicinvermittelte Sensibilisierung untersucht werden. Hierfiir kommen vor allem durch
Calciumionen aktivierte Proteinkinasen in Frage (siche Abschnitt [1.6.3)).

6.4.1. Durch Calciumionen aktivierte Proteinkinasen

Calcium ist der second-messenger der capsaicininduzierten Sensibilisierung. Es wurde
vermutet, dass durch Calcium aktivierbare Proteinkinasen wie bestimmte Isoformen der
PKA und PKC ein Teil der Signalkaskade sein kénnten, welche zur Sensibilisierung
flihrt, zumal PKA- und PKC-kompatible Phosphorylierungsstellen im TRPV1 gefunden
wurden [Guenther et al.|1999, Malmberg| 2000, [Numazaki et al.[2002].

Es wurde nachgewiesen, dass verschiedene Phosphorylierungszustinde die Sensitivi-
tat des TRPV1 steuern konnen. Fiir PKCe wurde nachgewiesen, dass sie TRPV1 an
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6. Diskussion

spezifischen Aminoséuren phosphorylieren kann; Mutationen am TRPV1, welche eine
Phosphorylierung an diesen Stellen verhindern, lassen sich mit Aktivatoren der Protein-
kinase C nicht mehr sensibilisieren [Numazaki et al.[2002].

Direkte Phosphorylierung des TRPV1 durch Proteinkinase A ist nicht fiir die Sensibi-
lisierung hitzeinduzierter Ionenstrome verantwortlich [Lee et al.|[2000].

Durch Anstieg der intrazelluldren Calciumionenkonzentration und Membrandepolari-
sation werden auch extracellular related kinases (ERK) aktiviert. Sie gehoren zur Grup-
pe der mitogen activated kinases (MAPK) und werden durch die MAPK/ERK Kinase
(MEK) phosphoryliert und dadurch aktiviert [Rosen et al.|1994] Chang und Karin/[2001].
Calciumionen kénnen ERK iiber verschiedene Wege aktivieren. Einerseits aktiviert ein
Calciumeinstrom in die Zelle Ras, welches tiber eine weitere Kinase, vermutlich Raf,
dann MEK aktiviert [Rosen et al|1994]. Ein anderer Weg, der an Spinalganglienneuron-
en gezeigt wurde, fithrt iber die Aktivierung von Phosphatidylinostol 3-Kinase, welche
Phosphatidylinositoltriphosphat bildet und ERK aktiviert [Zhuang et al.|2004].

Die ERK ist iiblicherweise an langsamen und langfristigen Anderungen des Zellzustan-
des wie Genexpression, Zellproliferation und Zelltod beteiligt, jedoch keineswegs darauf
beschrankt. Es gibt zahlreiche Hinweise auf eine andere Funktion von ERK in terminal
differenzierten Zellen, vor allem des Nervensystems, in welchem diese Proteinkinasen an
der Regulation der Erregbarkeit und der synaptischen Plastizitdt beteiligt sind [Rosen
et al|1994] |Chang und Karin 2001} |[Sweatt|2001].

Nach Capsaicininjektion in vivo wurde in TRPV1-positiven C-Faser-Neuronen ein
Anstieg der Menge phosphorylierter ERK gemessen, ebenso stieg nach elektrischer Sti-
mulation in Abhéngigkeit von der Frequenz und nach Reizung mit noxischer Hitze in
Abhéngigkeit von der Temperatur die Menge an phosphorylierter ERK in Spinalgangli-
enneuronen an [Dai et al|[2002]. Dieser Anstieg war durch zusétzliche Applikation des
spezifischen MEK-Inhibitors U0126 hemmbar. In Verhaltensexperimenten wurde aufler-
dem gezeigt, dass U0126 dosisabhéngig capsaicininduzierte Hyperalgesie reduziert |[Dai
et al.|2002].

Damit scheint die MEK/ERK-Kaskade eine wichtige Rolle bei der capsaicininduzier-
ten Hyperalgesie zu spielen, auch wenn eine direkte Wirkung von ERK auf den TRPV1
noch nicht nachgewiesen wurde.

Allerdings gibt es zahlreiche Verbindungen zwischen den Signalwegen; so kdnnen in
Hippocampusneuronen PKC und PKA MEK aktivieren (und umgekehrt) [Adams et al.
1999, Roberson et al.|1999]. In Hippocampusneuronen wurde auch gezeigt, dass Protein-
kinase A fiir die calciumabhéngige Aktivierung von ERK unerlésslich ist [Dajas-Bailador
et al.2002]. Proteinkinase Cd, nicht aber PKCe, kann MEK und ERK aktivieren [Uer
da et al|1996]. Proteinkinase C kann in Muskelzellen ERK aktivieren [Donsmark et al.
2003]. In Darmepithelzellen wurde gezeigt, dass cAMP unabhéngig von PKA in der Lage
ist, ERK zu aktivieren [Rudolph et al.|2004].

Auch die Sensibilisierung durch NGF ist vermutlich ERK-vermittelt. NGF fiihrt zur
Phosphorylierung von ERK und verhindert den retrograden axonalen Transport von
ERK |Averill et al.[2001], wahrend Applikation von U0126 die NGF-induzierte Hyperal-
gesie inhibiert [Obata et al.|2004].
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6. Diskussion

6.4.2. Die capsaicininduzierte Sensibilisierung ist MEK-vermittelt

Aufgrund des durch in vivo-Experimenten vermuteten Zusammenhangs der peripheren
Sensibilisierung mit der Aktivierung der MEK/ERK-Kaskade wurde versucht, durch
U0126, einen spezifischen Hemmstoff dieser Kaskade, die capsaicininduzierte Sensibili-
sierung zu inhibieren.

Dabei konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass U0126 die Sensibilisie-
rung hitzeinduzierter Antworten nahezu vollstindig aufhebt (siehe Abschnitt [5.7)).

Zwar zeigten die Neurone in der U0126-Gruppe auch kleinere capsaicininduzierte Stro-
me; die capsaicininduzierten Strome waren kleiner als die der Capsaicingruppe ohne
U0126. Dieser Unterschied war zwar nicht signifikant, allerdings gab es auch keinen
signifikanten Unterschied zur Kontrollgruppe ohne Capsaicin, so dass eine niedriger aus-
fallende Sensibilisierung zu erwarten ware.

Es gibt in der bisher verdffentlichten Fachliteratur keinen Hinweis darauf, dass U0126
capsaicininduzierte Strome hemmt, was eine Wirkung durch Blockade des Capsaicinre-
zeptors selbst recht unwahrscheinlich macht.

Im Gegensatz zu PD98059 ist U0126 ein sehr spezifischer Inhibitor der MEK, insbe-
sondere inhibiert es nicht die Aktivitdt von Proteinkinase A oder Proteinkinase C, fiir
die ein Einfluss auf die Sensibilisierung bereits gezeigt wurde [Favata et al.|1998| |Ahn
et al.|[1999, |Adams et al|1999| Davies et al.|[2000, Cohenl 2003].

Die hohe Geschwindigkeit der Signalkaskade spricht fiir eine enge raumliche Nahe zum
TRPV1, also eine Membranstiandigkeit der beteiligten Proteine, welche gegen eine Betei-
ligung zytosolischer Faktoren wie Proteinkinase C spricht. In olfaktorischen Neuronen
des Wurmes Caenorhabditis elegans fithrt die Applikation von Geruchsstoffen innerhalb
weniger Sekunden zur Aktivierung von ERK [Hirotsu et al.|2000].

Die in dieser Arbeit vorgestellten Ergebnisse zeigen, dass neben den bereits bekannten
Proteinkinasen A und C die extracellular signal related kinase (ERK) beziehungsweise
die sie aktivierende MAPK/ERK Kinase (MEK) ein sehr schnell (deutlich unter zwei
Sekunden) aktivierbares intrazelluldres Signalsystem ist, welches bei der Regulation der
Empfindlichkeit nozizeptiver Spinalganglienneurone eine entscheidende Rolle spielt.

Durch das immer grofiere Verstiandnis der Funktionsweise des nozizeptiven Systems er-
geben sich laufend neue Ansétze fiir die Entwicklung neuer Analgetika. So kénnte durch
Beeinflussung spezifischer intrazellularer Proteinkinasen der Phosphorylierungszustand
und damit die Aktivierbarkeit von Ionenkanélen, die der Transduktion noxischer Reize
dienen, positiv beeinflusst werden. Neuere, noch spezifischere Inhibitoren der MEK kon-
nen der Forschung und spéter auch der Therapie neue Moglichkeiten erdffnen [Wityak
et al.|2004].

6.5. Die Rolle von NO, Guanylatzyklase und cGMP

Weder Natriumnitroprussid noch der Aktivator der 16slichen Guanylatzyklase YC-1 konn-
ten in den vorgestellten Experimenten eine Sensibilisierung auslésen [Firner et al.[2003].
Hierfiir sind viele Griinde denkbar.
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Die Konzentration konnte zu niedrig gewahlt worden sein. Dagegen spricht, dass dhn-
liche Konzentrationen bereits erfolgreich in anderen Zellen Guanylatzyklase aktivieren
konnten [Southam und Garthwaite 1991, |[Mulsch et al|[1997| [Hebeiss und Kilbinger|1998,
Wegener et al.|1997].

Moglich ware auch, dass die im Zytoplasma gelost vorliegende Guanylatzyklase durch
das Anpatchen der Zelle soweit verdiinnt worden ist, dass sie keine beobachtbare Wirkung
mehr entfaltet. Allerdings ist es moglich, mit der patch-clamp-Technik NO- und cGMP-
abhéngige Prozesse zu untersuchen [Thethi und Duszyk|[1999, Ropero et al.|[1999].

Eine schliissigere Erkldrung konnte sein, dass auch das Substrat der Guanylatzyklase,
das Guanosintriphosphat (GTP) verdiinnt wurde und somit selbst bei starker Aktivie-
rung der Guanylatzyklase keine fiir eine nachweisbare Wirkung ausreichende Menge an
cGMP gebildet werden kann. Da das Ausmafl der moglicherweise stattfindenden Ver-
diinnung unbekannt ist und sicher auch von Durchmesser und Form der Spitze der Ab-
leitpipette abhéangt, ist es nur schwer moglich, GTP in genau der korrekten Menge zu
substituieren.

Als zytosolisch ablaufender Prozess konnte die Sensibilisierung durch cGMP-abhéngige
Prozesse auch sehr viel langsamer sein als die Sensibilisierung durch Capsaicin, so dass
die Applikationsdauer der Guanylatzyklase-Aktivatoren fiir eine Sensibilisierung zu kurz
war.

Ebenso ist es natiirlich moglich, dass Stickstoffmonoxid nicht zu einer Sensibilisierung
von lonenstromen an Spinalganglienneuronen fithrt, sondern seine vermutete Wirkung
auf andere Art und Weise entfaltet, beispielsweise durch Modulation der Kodierung von
Stromen in Aktionspotentiale.

6.6. Schlussfolgerungen

Applikation von 10 pM Natriumnitroprussid oder YC-1, beides Aktivatoren der Gua-
nylatzyklase konnte keine Sensibilisierung auslosen, wobei eine Wirkung dieser Substan-
zen unter anderen Versuchsbedingungen nicht ausgeschlossen werden kann.

Applikation von 0,5 uM Capsaicin fiir zwei Sekunden fithrt bei kleinen Spinalgangli-
enneuronen zu einem kleinen Einwértsstrom von etwa 33 pA und direkt danach zu einer
Vergroflerung hitzeevozierter Strome um das 2,65-fache und ist nach 30 Sekunden fast
vollstandig reversibel. Die Grofle der Sensibilisierung korreliert dabei mit dem capsaicin-
induzierten Strom (r=—0,7).

Die capsaicininduzierte Sensibilisierung lasst sich durch intrazellulare Gabe von 10 mM
BAPTA inhibieren; auch die schnelle capsaicininduzierte Sensibilisierung ist somit ent-
gegen der urspriinglichen Hypothese von einer Erhohung der intrazellularen Calciumkon-
zentration abhangig.

Durch den spezifischen MEK-Inhibitor U0126 lasst sich die Sensibilisierung vollstandig
inhibieren; somit ist die MEK/ERK-Kaskade entscheidend an der capsaicininduzierten
Sensibilisierung beteiligt. Die schnelle Kinetik ist dabei nur durch eine membransténdige
oder zumindest membrannahe Lokalisation dieser Proteinkinasen erklarbar.

Lange Hitzereize konnen ebenfalls eine deutliche Sensibilisierung hitzeevozierter Stro-
me an Spinalganglienneuronen auslosen.
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7. Zusammenfassung

Die freien Endigungen von Spinalganglienneuronen sind fiir die Detektion schmerzhaf-
ter Reize verantwortlich. Dabei rufen thermische, chemische oder mechanische Reize
Tonenstrome iiber die Membran und dadurch Membranpotentialdnderungen hervor. Die-
se noxisch induzierten Strome sind in groflem Ausmafl durch chemische Substanzen und
andere Reize modulierbar.

Der Ionenkanal TRPV1 ist fiir die Detektion zahlreicher chemischer Reize und zumin-
dest eines Teils der noxischen Hitzereize verantwortlich.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden einige der Mechanismen geklart, die zur schnel-
len Sensibilisierung hitzeevozierter lonenstrome fithren. Hierfiir wurden akut dissoziierte
Spinalganglienneurone der Ratte als Modell ihrer peripheren Endigung verwendet und
mittels Ganzzellableitung in der patch-clamp-Technik untersucht.

Die Verwendung von Trypsin wiahrend der Praparation von Spinalganglienneuronen
hat keinen funktionellen Einfluss auf hitze- oder capsaicininduzierte Strome, verbessert
aber die Untersuchungsbedingungen fiir das patch-clamp-Verfahren.

Bei 144 akut dissoziierten Spinalganglienneuronen wurden die Stromantworten auf drei
im Abstand von 40s durch Uberspiilen mit 45,3 bis 46,3°C heifer Extrazellularlosung
applizierte einsekiindige Hitzereize gemessen. Dabei lieflen sich repetitiv reproduzierbare
hitzeinduzierte Einwartsstrome von etwa 160 pA erzielen; es konnte keine Tachyphylaxie
und nahezu keine Inaktivierung beobachtet werden.

Direkt vor dem zweiten Hitzereiz wurden die Neurone fiir zwei Sekunden mit Extrazel-
lularlésung tiberspiilt, die Kontrolllésung, 0,5 pM Capsaicin, 10 pM Natriumnitroprussid
oder 10 pM YC-1 enthielt. Es fand sich kein Hinweis, dass Stickstoffmonoxid oder die
Guanylatzyklase einen signifikanten Beitrag zur Sensibilisierung von hitzeinduzierten
Stromen in Spinalganglienneuronen leisten, wobei ein durch den Versuchsaufbau beding-
tes Auswaschen zytosolischer Faktoren, die fiir den Signalweg notwendig sind, nicht aus-
geschlossen werden kann.

Bei einer Konzentration von 0,5 pM 16st Capsaicin fiir zwei Sekunden einen sehr klei-
nen Einwértsstrom von etwa 33 pA aus und fiithrt innerhalb von zwei Sekunden zu einer
schnell reversiblen Sensibilisierung von hitzeinduzierten Einwéartsstromen in Spinalgang-
lienneuronen (p < 0,01). Das Ausmaf} der Sensibilisierung ist proportional zur Gréfie des
capsaicininduzierten Stromes (r=—0,7, p <0,001).

Konstant halten der intrazellularen Calciumkonzentration mittels des Calciumchela-
tors BAPTA verhindert die capsaicininduzierte Sensibilisierung hitzeinduzierter Stréme
an Spinalganglienneuronen. Demzufolge beruht die capsaicininduzierte Sensibilisierung
trotz der schnellen Kinetik nicht auf einer synergistischen Wirkung der beiden Agonisten
Capsaicin und Hitze auf ihren gemeinsamen Rezeptor; vielmehr ist sie von einer Erho-
hung der intrazellularen freien Calciumkonzentration abhéngig.
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7. Zusammenfassung

Funktionelle Anderungen der zelluliren Funktion werden hiufig durch Proteinkina-
sen vermittelt. Die zur Gruppe der MAP-Kinasen gehérende ERK (extracellular sig-
nal related kinase) wird bei Membrandepolarisation und Calciumeinstrom in die Zelle
durch MEK (MAPK/extracellular signal related kinase kinase) aktiviert. Blockade der
MEK/ERK-Kaskade durch den spezifischen MEK-Hemmstoff U0126 fiihrt ebenfalls zu
einer Aufhebung der Sensibilisierung der Hitzeantworten durch Capsaicin.

Applikation von Capsaicin fithrt innerhalb von zwei Sekunden zu einer schnell reversi-
blen Sensibilisierung hitzeevozierter lonenstrome an nozizeptiven Spinalganglienneuron-
en. Diese Sensibilisierung wird durch einen Calciumeinstrom in die Zelle und die dadurch
eintretende Aktivierung von Proteinkinasen hervorgerufen. Die MEK/ERK-Kaskade ist
ein sehr schnell (deutlich unter 2s) aktivierbares intrazelluldres Signalsystem, welches
bei der Regulation der Empfindlichkeit nozizeptiver Spinalganglienneurone eine entschei-
dende Rolle spielt; die schnelle Kinetik ist dabei nur durch eine membransténdige oder
zumindest membrannahe Lokalisation dieser Proteinkinasen erklarbar. Durch Applika-
tion zehnsekiindiger Hitzereize lésst sich ebenfalls eine Sensibilisierung hitzeevozierter
Tonenstrome auslésen, die ebenso ausgepragt ist, wie die Sensibilisierung durch 0,5 pM
Capsaicin (p < 0,005).

Durch das immer gréflere Verstandnis der Funktionsweise des nozizeptiven Systems
ergeben sich stindig neue Anséatze fiir die Entwicklung neuer Analgetika. So kénnte
durch Modulation spezifischer intrazellularer Proteinkinasen der Phosphorylierungszu-
stand und damit die Aktivierbarkeit von Ionenkanélen, die der Transduktion noxischer
Reize dienen, positiv beeinflusst werden. Neuere, noch spezifischere Inhibitoren der MEK
kénnen der Forschung und spéater auch der Therapie neue Moglichkeiten eroffnen.
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8. Summary

The free endings of dorsal root ganglion neurones are responsible for the detection of
painful stimuli. Thermal, chemical and mechanical stimuli cause ionic currents across the
cell membrane and thereby changes of the membrane potential. These noxic inducible
currents can be modulated by chemical substances and other stimuli on a large scale.

The ion channel TRPV1 is responsible for detecting many chemical and at least part
of noxic thermal stimuli.

The goal of this work was to clarify some of the mechanisms leading to fast sensitisation
of heat-induced ionic currents. Therefor acutely dissociated dorsal root ganglion neurones
of the rat were used as a model of their peripheral ending and were investigated using
whole-cell patch clamp.

The usage of trypsin during the preparation of dorsal root ganglion neurones has no
functional influence towards heat- or capsaicin-induced currents, but greatly improves
investigation conditions.

The current responses of 144 acutely dissociated dorsal root ganglion neurones to
three subsequent heat pulses lasting for one second, which were applied at 40's intervals
by overflowing with extracellular solution having a temperature of 45.3 to 46.3°C, were
measured. Reproducible heat-induced currents of about 160 pA could repetitively be
obtained; no tachyphylaxis and nearly no inactivation could be observed.

Directly prior to the second heat stimulus, the neurones were superfused with extracel-
lular solution containing control solution, 0.5 uM capsaicin, 10 pM sodium nitroprusside
or 10pM YC-1. There was no hint that nitric oxide or guanylyl cyclase contribute a
significant part to the sensitisation of heat-induced currents in dorsal root ganglion neu-
rones. However, a setup-related wash-out of cytosolic factors necessary for the signalling
pathway cannot be excluded.

Given for two seconds at a concentration of 0.5 M, capsaicin triggers a very small
inward current of about 33 pA and leads within two seconds to a quickly reversible sensi-
tisation of heat-induced inward currents in dorsal root ganglion neurones (p < 0,01). The
amount of sensitisation is proportional to the capsaicin-induced current’s size (r = —0.7,
p<0.001).

Keeping the intracellular calcium concentration constant using the calcium chelator
BAPTA prevented the capsaicin-induced sensitisation of heat-induced currents in dorsal
root ganglion neurones. As a result, the capsaicin-induced sensitisation — despite its fast
kinetics — is not based on a synergistic effect of the two agonists capsaicin and heat on
their common receptor; it is rather dependent on an increase of free intracellular calcium
ions.

Functional changes of cellular function are often mediated by protein kinases. ERK
(extracellular signal related kinase), belonging to the MAPK group of kinases, is being
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activated by MEK (MAPK/extracellular signal related kinase kinase) following mem-
brane depolarisation and calcium influx into the cell. Blocking the MEK/ERK cascade
using the specific MEK inhibitor U0126 likewise inhibits sensitisation of answers to noxic
heat by capsaicin.

Application of capsaicin causes within two seconds a quickly reversible sensitisation
of heat-induced currents in dorsal root ganglion neurones. This sensitisation is caused
by an influx of calcium ions into the cell and the thereby caused activation of protein
kinases. The MEK/ERK cascade is a very quickly (clearly less than two seconds) activat-
able intracellular signalling pathway playing a vital role in the regulation of nociceptive
neurones’ sensitivity. The fast kinetics are only explainable with a membrane-attached
or at least near-membrane localisation of these kinases. Application of ten second lasting
heat stimuli also triggers a sensitisation of heat-induced currents, which is as pronounced
as the sensitisation caused by 0.5 pM capsaicin.

The ever-increasing knowledge of the nociceptive systems functionality constantly
yields new approaches for the development of new analgetics. By modulating specific
intracellular protein kinases, the phosphorylation status and therewith the activatability
of ion channels transducing noxic stimuli could be positively influenced. Newer, even
more specific MEK inhibitors could provide new means for both science and therapy.

64



A. Ergebnisanhang

A.1l. Einfluss der Trypsinbehandlung auf elektrophysiologische
Messungen

Gewohnlicherweise werden Zellen, die mit der patch-clamp Technik untersucht werden
sollen, im Rahmen der Praparation einer enzymatischen Behandlung mit Trypsin unter-
zogen. Diese Behandlung kénnte jedoch an der Zelloberfliche gelegene Proteine andauen.
Da in der vorliegenden Arbeit Eigenschaften hitzeinduzierter Stréme untersucht werden,
die von transmembranidren Rezeptorproteinen getragen werden, konnte eine Trypsinbe-
handlung die Messungen verfalschen. Daher wurde versucht, auf die Trypsinbehandlung
zu verzichten. Zuvor wurde jedoch untersucht, ob dies bei unserer Praparation Einfluss
auf die Neurone hat.

Um einen moglichen Einfluss der Trypsinbehandlung auf die Groflenverteilung der
Zellen zu untersuchen, wurde an vier Versuchstieren eine Groéflenbestimmung der Neu-
rone bei insgesamt 1772 Zellen mit und ebenso vielen Zellen ohne Trypsinbehandlung
durchgefiihrt (siehe Abbildung [A.1).

Zellen aus einem Versuchstier wurden auf Gewebekulturschalen verteilt, von denen
die Halfte mit Trypsin behandelt wurde. An jedem Tag wurden gleich viele mit Trypsin
behandelte wie nicht behandelte Zellen gezdhlt. Um Reihenfolgeeffekte auszuschliefen,
wurde die Reihenfolge der auszuzidhlenden Kulturschélchen randomisiert.

Fiir jeden Versuchstag wurde ein Histogramm erstellt und die mittlere Grofle der
Spinalganglienneurone bestimmt. Danach wurden die Daten iiber vier Versuchstage ge-
mittelt.

Es ergab sich eine rechts schiefe Groflenverteilung mit einem Maximum bei etwa 30,
und zwei Schultern bei 37,5 und 50 pm. Dies entspricht der Erwartung, drei verschiedene
Gruppen von Neuronen zu finden, die zu C- Ad- und ApB-Fasern gehoren.

Die iiber vier Tage gemittelte Grofle der nicht mit Trypsin behandelten Zellen lag bei
32,5+ 0,8 pm, die der behandelten bei 31,3 4+ 0,6 pm. Dieser Unterschied war signifikant
(p < 0,05, t-Test fiir verbundene Stichproben).

Es konnten keine signifikanten Unterschiede im Ruhemembranpotential, im Halte-
strom oder der Aktionspotentialschwelle zwischen mit Trypsin und nicht mit Trypsin
behandelten Zellen festgestellt werden (siehe Tabelle [A.T)).

Allerdings fiel auf, dass nach Weglassen der Trypsinbehandlung, nur noch sehr wenige
Zellen pro Versuchstag erfolgreich untersucht werden konnten. An 24 Versuchstagen,
an denen ohne Trypsin gearbeitet wurde, konnte im Schnitt nur alle 4,2 Stunden eine
gute Ableitung erzielt werden (bezogen auf die reine Messzeit), so dass je Versuchstag im
Mittel 1,6 Neurone abgeleitet wurden. An den 51 Tagen, an denen mit Trypsin prapariert
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Abbildung A.1.: Groflenverteilung von DRG-Neuronen: An vier Versuchstieren wurde
der Durchmesser von je 1772 mit und ohne Trypsin praparierten Zellen bestimmt. Dar-
gestellt ist der Mittelwert aus vier Experimenten + Standardfehler des Mittelwertes.

wurde, gelang etwa alle 2,5 Stunden eine stabile Ableitung, so dass pro Versuchstag
im Schnitt 2,4 Neurone erfolgreich untersucht werden konnten. Dieser Unterschied war
signifikant (p < 0,05, t-Test).

Die Zugabe von Trypsin hatte also einen erheblichen Einfluss auf die Ableitbarkeit
von Spinalganglienneuronen.

Anzahl  GroBe Kapazitat Haltestrom RMP AP-Schwelle

pm pF nA mV nA
mit Trypsin: 47 278+0,32 21,6+0,67 -0,32+0,02 -324+1,45 4,264+0,24
ohne Trypsin: 23 283+0,37 215+097 -0,284+0,04 —341+239 4,03+0,35

Tabelle A.1.: Eigenschaften hitzesensibler Spinalganglienneurone in Abhéngigkeit von
der Praparation mit und ohne Trypsin. Angegeben ist der initiale Haltestrom bei —60 mV.
RMP: Ruhemembranpotential, AP-Schwelle: minimaler Strom, der erforderlich ist, um
ein Aktionspotential auszulGsen.

66



A. Ergebnisanhang

A.2. Funktioneller Einfluss der Trypsinbehandlung

FEin Teil der untersuchten Spinalganglienneurone aus der Kontroll- der Capsaicin- und
der SNP-Gruppe wurde nicht mit Trypsin vorbehandelt. Die Vorbehandlung mit Trypsin
verbesserte die Ableitbarkeit der Nervenzellen erheblich. Diese Vorbehandlung kénnte
Einfluss auf die Funktionseigenschaften der Neurone haben. Dies war jedoch in den
vorgestellten Experimenten nicht der Fall. Die hitzeinduzierten Strome auf den ersten
Hitzereiz der nicht mit Trypsin behandelten Zellen erreichten im Mittel ein Maximum
von —162+23pA, die mit Trypsin behandelten Zellen antworteten mit —155 £ 12 pA.
Dieser Unterschied war nicht signifikant (p=0,76, t-Test). Auch in den Antworten auf
den zweiten und dritten Hitzereiz zeigten sich in der Kontroll- und SNP-Gruppe keine
Unterschiede zwischen mit Trypsin vorbehandelten und nicht behandelten Zellen.

Durch Capsaicin war in der Trypsin-Gruppe die Antwort auf den zweiten Reiz im
Mittel 2,25+ 0,5, mal grofler als die auf den ersten Reiz, bei nicht mit Trypsin behan-
delten Zellen lag die Sensibilisierung bei 3,29 + 1,2; dieser Unterschied war nicht signi-
fikant (p=0,44, t-Test). Da die Verteilung dieser Strome stark von der Normalvertei-
lung abweicht (Schiefe 3,2 respektive 2,1) wurden diese Werte logarithmiert. Auch beim
Vergleich der logarithmierten Werte (Mittelwerte 0,256 + 0,06 respektive 0,341 +0,12)
ergaben sich keine signifikanten Unterschiede (p=0,5, t-Test).

Der capsaicin-induzierte Strom der mit Trypsin behandelten Neurone war von dem
der nicht behandelten Neurone ebenfalls nicht signifikant verschieden (p=0,38, t-Test).

Es kann also mit grofler Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen werden, dass die Behand-
lung mit Trypsin in der vorliegenden Arbeit funktionelle Verdnderungen an Spinalgang-
lienneuronen hervorruft.
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