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1. Einleitung

Eine der vitalen Funktionen unseres Nervensystems ist es, den Organismus mit
Hilfe eines unangenehmen Sinnes- und Gefiihiserlebnisses tber eine aktuelle
bzw. potenzielle Gewebeschadigung in Kenntnis zu setzen (International
Association for the Study of Pain, 1979). Sinneskanal dieser schmerzhaften
Reize ist das nozizeptive System. Noxische chemische, mechanische und
thermische Stimuli werden (ber periphere Endigungen von spezialisierten
sensorischen Neuronen, sogenannten Nozizeptoren, detektiert und in
elektrische Signale umgewandelt. Die Weiterleitung noxischer Reize in Form
von Aktionspotentialen erfolgt hierauf durch nozizeptive Afferenzen, die Uber
Spinalganglien (DRG) zum Hinterhorn des Rickenmarks fuhren. Von dort
werden sie auf aszendierende Bahnsysteme umgeschaltet.

Man unterscheidet zwei Gruppen von Nozizeptoren hinsichtlich ihrer
Axone: zum einen die Gruppe mit unmyelinisierten, langsam leitenden C-
Fasern, die den Somata mit kleinem Durchmesser zuzuordnen sind (Lawson
und Biscoe, 1979; Lynn und Hunt, 1984; Lawson und Waddell, 1991); zum
anderen diinn myelinisierte, schneller leitende As-Fasern, deren Somata einen
mittelgroBen Durchmesser aufweisen (Lawson und Biscoe, 1979; Lawson und
Waddell, 1991). Nozizeptoren mit C-Fasern und Ad-Fasern kénnen weiter
anhand ihrer biochemischen und funktionellen Eigenschaften charakterisiert
werden. Hinsichtlich ihrer Modulation durch Wachstumsfaktoren werden
Nozizeptoren in eine peptiderge, ‘nerve growth factor’ (NGF) abhéngige
Population und eine non-peptiderge, “glial cell line-derived neurotrophic factor’
(GDNF) abhangige Population subklassifiziert (Benett et al., 1998; Snider und
MacMahon, 1998). Funktionell konnen Nozizeptoren anhand ihrer Erregbarkeit
unterteilt werden. Der groBte Teil der Nozizeptoren ist polymodal, was bedeutet,
dass sie mechanische, chemische und thermische Reize transduzieren. Im
Folgenden wird nur die Transduktion thermischer Reize betrachtet. So
transduzieren Nozizeptoren mit C-Fasern niederschwellige (>43°C) noxische

Hitzereize (Fleischer et al., 1983). Nozizeptoren mit As-Fasern kénnen in zwei



Gruppen unterteilt werden: Die eine Gruppe wird durch hochschwellige (>52°C)
thermische Reize aktiviert (Burgess und Perl 1967; Burgess et al., 1968; Perl,
1968); die andere Gruppe transduziert niederschwellige (>43°C) thermische
Stimuli (Treede et al., 1998).

Um die zelluldren Mechanismen der Transduktion noxischer thermischer
Reize zu entschlisseln, wurden Experimente an isolieten Somata von
Nozizeptoren vorgenommen (Cesare und McNaughton, 1996; Kirschstein et al.,
1997; Reichling und Levine, 1997). Dies gilt als adaquates Modell, da Somata
von Nozizeptoren lonenkanale exprimieren, wie sie an den peripheren
Endigungen von Nozizeptoren zu finden sind (Vyklicky et al., 1996). Hierbei
konnten zum einen lonenstrome auf niederschwellige noxische thermische
Reize (43°C) in sensorischen Neuronen mit kleinem Durchmesser detektiert
werden (Cesare und McNaughton, 1996; Kirschstein et al., 1997; Tominaga et
al., 1998; Marin-Burgin et al., 2000; Wach et al., 2003); zum anderen wurde
eine Aktivierung von lonenkanalen durch hochschwellige thermische Stimuli
(62°C) in Neuronen mit groBem Durchmesser festgestellt (Caterina et al.,
1999).

Temperatur-sensitive Membrankanéle

Die Transduktion thermischer Reize in sensorischen Neuronen erfolgt iiber
spezifische Membrankanéle. Diese Kanadle gehoren zur Gruppe der
Kationenkanéle mit transientem Rezeptorpotential (TRP, Abb. 1). Die Mitglieder
dieser Rezeptorfamilie zeigen eine Homologie in ihrer Sequenz und ihrer
Struktur (Montell et al.,, 2002). So verfigen sie alle (ber sechs
Transmembrandomaénen. Eine Subfamilie der TRP-Kanale bilden die TRPV-
Kationenkanéle. Diese Gruppe Temperatur-sensitiver Kanale wird durch
thermische Reize zwischen 22°C und 52°C aktiviert (Abb. 2). TRPV-
Kationenkanale werden benannt nach dem ersten klonierten Temperatur-
sensitiven lonenkanal Vanilloid Rezeptor 1 (VR1), der auRer durch
niederschwellige, noxische thermische Stimuli (>43°C, Abb. 2) auch durch
vanilloide Substanzen wie Capsaicin aktiviert wird (Caterina et al., 1997). In der
neuen Nomenklatur wird VR1 als TRPV1 bezeichnet (Clapham, 2002).
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Abbildung 1. Auszug aus dem Stammbaum der TRP-Superfamilie (modifiziert nach Xu et al., 2002).

Die Transduktion kalter Temperaturen (<22°C, Abb. 2) erfolgt Uber den
Menthol-sensitiven lonenkanal TRPM8 (McKemy et al., 2002; Peier et al.,
2002).
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Abbildung 2. Schematische Darstellung der Temperatursensitivitat der TRP-Kationenkanéle. TRPM8 wird
bei Temperaturen <22°C aktiviert, TRPV3 >22°C , TRPV1 >43°C und TRPV2 >52°C.

TRPV1 wurde 1997 als erster temperatursensitiver Kanal kloniert
(Caterina et al., 1997). Hinsichtlich seiner molekularen Struktur (Abb. 3, links)
besteht TRPV1 aus sechs Transmembrandomanen, einer Schleife zwischen
der funften und sechsten Transmembrandomaéne, die eine Pore bildet, einem
cytoplasmatischen Aminoterminus aus drei repetitiven Ankyrindoménen sowie
einem cytoplasmatischen Carboxyterminus (Jordt und Julius, 2002). Die
Quartarstruktur des lonenkanals (Abb. 3, rechts) wird von einem Tetramer,
bestehend aus vier identischen Untereinheiten, gebildet (Kedei et al., 2001).
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Abbildung 3. Links: voraussichtliche Tertidrstruktur des TRPV1 (modifiziert nach Gunthorpe et al., 2002).
Rechts: Quartérstruktur des TRPV1 (aus Jordt und Julius, 2002).

TRPV1 gilt als molekularer Integrator chemischer und physikalischer
Stimuli. Eine modellhafte Darstellung der Funktion dieses Kationenkanals zeigt
Abbildung 4. Neben einer Offnung durch Capsaicin und Hitze im noxischen
Bereich (>43°C) fiihrt eine Senkung des pH (<5,9) zur Aktivierung des TRPV1
(Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998). Dabei kommt es zum Einstrom
von Ca®*-, Mg?- und Na*- lonen sowie zum Ausstrom von K*- lonen (Bevan
und Szolcsanyi, 1990).

Die Bindungsstelle des lipophilen Capsaicins ist intrazellular zwischen
der 2. und 3. Transmembrandoméne gelegen (Jung et al., 1999; Jordt und
Julius, 2002). Protonen binden dagegen extrazelluléar im Bereich der fiinften
Transmembrandoméne in der Nahe der Porenregion (Jordt et al., 2000).

Entziindungsmediatoren wie Bradykinin (Cesare und McNaughton,
1996), Phorbolester (Prekumar und Ahern, 2000; Vellani et al., 2001), Protonen
(Petersen und LaMotte, 1993), NGF (Shu und Mendell, 1999; Nicolas et al.,
1999) oder ATP (Tominaga et al., 2001) kénnen zu einer Sensibilisierung des
TRPV1 fiihren. Dabei kommt es zu einer Senkung der Erregungsschwelle des
lonenkanals fur thermische Reize. Funktionelle Folge dieser Sensibilisierung ist
eine thermische Hyperalgesie.
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Abbildung 4. Modellhafte Darstellung der Aktivierung des TRPV1 durch Hitze, Capsaicin und Protonen
(modifiziert nach Cesare et al., 1999).

Die Expression des TRPV1 ist vor allem in Nozizeptoren von kleinem bis
mittleren Durchmesser, die zur peptidergen, NGF-abhéngigen und der non-
peptidergen, GDNF-abhangigen Klasse sensorischer Neurone gehéren,
nachgewiesen (Benett et al., 1998; Tominaga et al., 1998; Michael und
Priestley, 1999).

Ein weiteres Mitglied der TRPV-Familie ist TRPV2. Dieser lonenkanal ist
Capsaicin-insensitiv und wird erst durch noxische Temperaturen iber 52°C
(Abb. 2) geoffnet (Caterina et al., 1999). Unter Zellkulturbedingungen wird
TRPV2 vornehmlich in Capsaicin-insensitiven sensorischen Neuronen mit
groRem Durchmesser exprimiert (Caterina et al., 1999).

Der vor kurzem klonierte TRPV3 wird bereits bei nicht-noxischen
thermischen Stimuli aktiviert. Temperaturen zwischen 22°C und 40°C (Abb. 2)
fuhren zur Offnung dieses Kationenkanals (Peier et al., 2002; Xu et al., 2002).
Im Gegensatz zu TRPV1 kommt es bei TRPV3 zu keiner Bindung des
Vanilloids Capsaicin. TRPV3 wird vornehmlich in Keratinocyten, aber auch in
Spinalganglien, im Trigeminusganglion und im Gehirn exprimiert (Peier et al.,
2002).



Als molekularer Sensor fur kalte Stimuli gilt TRPM8, der Temperaturen
unter 22°C detektiet (Abb. 2). Dieser lonenenkanal zeigt keine
Capsaicinsensitivitat, wird aber durch Menthol aktiviert (McKemy et al., 2002;
Peier et al., 2002). TRPM8 wird in etwa 5-10% der adulten Neurone mit kleinem
Durchmesser exprimiert. Eine Koexpression mit TRPV1 ist nicht nachgewiesen
(Peier et al., 2002).

Galanin

Galanin ist ein Peptid aus 29/30 Aminosauren und wird konstitutiv in etwa 5%
der DRG Neurone exprimiert (Tatemoto et al., 1983; Skofitsch und Jacobowitz,
1985; Villar et al., 1989). Im Ruckenmark wird es standig in basalen Mengen
aus primaren Afferenzen freigesetzt (Hope et al., 1994; Morton und Hutchison,
1989). Funktionell ist die Rolle Galanins im nozizeptiven System als &uerst
komplex anzusehen: Galanin besitzt sowohl exzitatorische (Crindland und
Henry, 1988; Wiesenfeld-Hallin et al., 1989; Kuraishi et al., 1991), als auch
inhibitorische (Post et al., 1988; Wiesenfeld-Hallin et al., 1989) Wirkungen,
abhangig von seiner Bindung an die verschiedenen GAL-Rezeptorsubtypen.
Bislang sind drei G-Protein-gekoppelte Rezeptoren GALR1, -R2 und -R3
bekannt (Branchek et al., 1998; 2000). Neuere Untersuchungen hinsichtlich der
inhibitorischen Rolle Galanins beim spinalen Flexorreflex zeigten, dass
inhibitorische Effekte von Galanin auf eine Bindung Galanins an GALR1
zuriickzufihren sind (Pooga et al, 1998; Rezaei et al., 2001). Eine
modulatorische Wirkung Galanins bezlglich der Sensitivitat gegentber
noxischen thermischen Reizen wurde in Versuchen mit Mausen, die eine
genetisch veranderte Galanin-Expression besafen, festgestellt: So zeigten
Galanin-knock-out (Galanin-KO) Mause im Vergleich zum Wildtyp eine gréRere
Sensitivitédt gegentiber thermischen Stimuli (Tab. 1; Kerr et al., 2000). Dies
bedeutet, dass Galanin unter normalen Bedingungen die Sensitivitat gegeniiber
noxischen thermischen Reizen senkt. Weiterhin entwickelten Galanin-KO
Mause im Gegensatz zum Wildtyp keine thermische Hyperalgesie nach
Nervenlasion. Dies weist darauf hin, dass Galanin eine essentielle Rolle in der

Entwicklung einer thermischen Hyperalgesie spielt. AuRerdem wurde gezeigt,



dass Mause, die Galanin Uberexprimieren (Galanin-OE Mause), im Vergleich
zum Wildtyp eine hohere Schwelle gegenuber noxischen thermischen Stimuli
besitzen (Blakeman et al., 2001). Eine intrathekale Applikation des Galanin-
Antagonisten M-35 bei diesen Mausen fihrte zur Senkung der
Temperaturschwelle. Diese Ergebnisse bestatigen die Hypothese, dass Galanin
die Sensitivitat gegentiber noxischen thermischen Reizen vermindert.

Temperatursensitivitdt von Mausen mit genetisch verdnderter Galanin-
Expression im Vergleich zum Wildtyp

Galanin-KO Mause Temperatursensitivitat erhéht
Galanin-KO Mause nach Nervenlasion keine thermische Hyperalgesie
Galanin-OE Mause Temperatursensitivitat vermindert

Tabelle 1. Temperatursensitivitat in Mausen mit genetisch veranderter Galanin-Expression.

Zusammenfassend lassen diese Ergebnisse vermuten, dass es einen
Zusammenhang zwischen dem Neuropeptid Galanin und der Expression von
Rezeptoren noxischer thermischer Stimuli gibt. Welche Membrankanale diese
noxischen thermischen Reize in galaninergen Nozizeptoren transduzieren, ist

nicht bekannt.

Modulation und Regulation des TRPV1 und des Neuropeptids Galanin durch
NGF und LIF

Innerhalb der peptidergen Gruppe der Nozizeptoren mit C-Fasern reguliert NGF
die Expression des TRPV1 (Winter, 1987; Gunthorpe et al., 2002). Unter
normalen Bedingungen wird das von Fibroblasten gebildete NGF retrograd zum
Zellsoma des Neurons transportiert (Johnson et al., 1987). Etwa 50% der DRG
Neurone der Ratte sind unter diesen Bedingungen TRPV1-positiv und damit
Hitze- und Capsaicin-sensitiv. Bei Nervenldsion kommt es zu Unterbrechung
dieses Transportes von NGF und damit zur Senkung der Expression des
Rezeptors (Winter, 1987; Bevan und Winter, 1995; Wach et al., 2003).




Erniedrigte NGF-Spiegel, wie man sie nach Axotomie eines peripheren
Nervens findet, filhren nicht nur zu Senkung der Expression des TRPV1; auch
der peptiderge Phanotyp der sensorischen Neurone é&ndert sich. Unter
normalen Bedingungen wird Calcitonin gene related peptide (CGRP) in 50%,
Substanz P in 20% und Galanin in etwa 5% der DRG Neurone exprimiert
(Hokfelt et al., 1994). Nach Axotomie sinkt die Expression der Peptide CGRP
und Substanz P ab (Jessell et al., 1979; Noguchi et al., 1990; Dumoulin et al.,
1991); gleichzeitig steigt die Expression des Neuropeptids Galanin stark an
(Ch'ng et al., 1985; Hokfelt et al., 1987; Villar et al., 1989). NGF besitzt folglich
unter normalen Bedingungen eine inhibitorische Wirkung auf die Expression
des Neuropeptids Galanin (Verge et al., 1995; Kerekes et al., 1997), welche
durch Axotomie eines peripheren Nervens, mit Abfall der NGF-Konzentration,
aufgehoben wird (Shadiack et al., 2001).

Nach Axotomie zeigt sich in Abhéngigkeit des Wachstumsfaktors NGF
somit ein auf die Expression von Galanin und TRPV1 bezogen gegenléufiges
Reaktionsmuster (Abb. 5): Wahrend die Expression des Hitze- und Capsaicin-
sensitiven lonenkanals TRPV1 in Abwesenheit von NGF abnimmt, steigt die
Expression des Neuropeptides Galanin stark an.

Leukaemia inhibitory factor (LIF) induziert ebenfalls Veréanderungen des
peptidergen Phanotyps der sensorischen Neurone nach Axotomie (Abb. 5):

Spinalganglien-

neuron Haut

LIF Expression?
1 1
1 1

Riickenmark NGF

Abbildung 5. Schematische Darstellung der Wirkung von NGF und LIF auf die Expression von TRPV1 und

Galanin im Soma einer nozizeptiven Afferenz.



Unter normalen Bedingungen wird LIF nur in geringen Mengen in non-
neuronalen Zellen gebildet (Sun und Zigmond, 1996). Eine Axotomie induziert
zum einen die Expression von LIF in non-neuronalen Zellen (Banner und
Patterson, 1994; Curtis et al., 1994; Sun und Zigmond, 1996); zum anderen
kommt es gleichzeitig zur Verdnderung des peptidergen Grundmusters der
sensorischen Neurone: LIF induziert die Synthese von Galanin in sensorischen
Neuronen nach Nervenlasion (Corness et al., 1996; 1998; Sun und Zigmond,
1996; Kerekes et al., 1999; Otzturk und Tonge, 2001).

Die ersten Hinweise, dass Galanin in Capsaicin-sensitiven Nozizeptoren
hochreguliert wird, gab es bereits 1985. Skofitsch und Jacobowitz injizierten
neonatalen Ratten Capsaicin i.v., was zu einer Degeneration von Capsaicin-
sensitiven Neuronen fiihrte. Nach anschlieBender Axotomie eines peripheren
Nerven bei diesen Tieren kam es nur zu einer geringeren Steigerung der
Expression des Neuropeptids Galanin in sensorischen Neuronen im Vergleich
zum unbehandelten Tier (Skofitsch und Jacobowitz, 1985; Scadding, 1980). Ob
galaninerge Neurone TRPV1 exprimieren, zeigten diese Experimente jedoch
nicht. Neuere Untersuchungen erbrachten das tiberraschende Ergebnis, dass
nach Nervenlédsion keine Kolokalisation von Galanin-Immunoreaktivitat (GAL-
IR) und Capsaicinsensitivitat zu beobachten ist (Wendland et al., 2003). TRPV1
und Galanin wirden demnach nach Nervenlasion nicht gleichzeitig exprimiert.
Experimente an Galanin-KO Mausen machten deutlich, dass Galanin eine Rolle
bei der Entwicklung einer thermischen Hyperalgesie spielt (Kerr et al., 2000).
Ob galaninerge Nozizeptoren Hitze-sensitiv sind, ist nicht bekannt.

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht,

e ob es Galanin-immunoreaktive sensorische Neurone in der Ratte gibt,
die gleichzeitig Hitze-sensitiv sind. Hierfur wurden
Spinalganglienneurone von Ratten isoliert und kultiviert. Um den Hitze-
sensitiven TRPV1 von einem mdoglichen anderen Hitze-sensitiven
lonenkanal zu unterscheiden, wurden Doppelfarbungen vorgenommen,
bestehend aus (i) einer Hitze-induzierten Cobaltfarbung und (ii) einer
Capsaicin-induzierten Cobaltfarbung mit jeweils anschlieRendem



immunocytochemischen Nachweis von Galanin. Anhand dieser Methode
wurde die Proportion der Hitze- bzw. Capsaicin-sensitiven Neurone, die
gleichzeitig galaninerg sind, in Abhéngigkeit von der Zeit in Zellkultur und
den Kulturbedingungen festgestellt.

Um die Effekte der Wachstumsfaktoren NGF und LIF auf die Hitze- und
Capsaicinsensitivitit sowie auf die Galanin-Expression zu zeigen,
wurden jeweils Versuchsserien ohne NGF/ ohne LIF und ohne NGF/ mit
LIF im Kulturmedium durchgefihrt.

Zum Nachweis des TRPV1 auf molekularer Ebene abhangig von den
Kulturbedingungen ohne NGF/LIF, mit LIF und mit NGF, wurde eine
PCR-Analyse erstellt.

Um eine Sensibilisierung der Hitze- und Capsaicinantwort zu erreichen
und zu untersuchen, ob der Phorbolester PMA (Phorbol 12-Mydristat 13-
Acetat) die Kolokalisation von Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR verandert,
wurden Experimente mit PMA unter Kulturbedingungen mit und ohne
NGF durchgefihrt. Hierfiirr wurden die Neurone mit PMA prainkubiert.
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2. Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Zur Durchfiihrung der Experimente wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten
(Charles River, Sulzfeld) mit einem Gewicht zwischen 180 und 250 g
verwendet. Die Tiere wurden in Gruppen bis zu vier Ratten in 40 x 60 x 30 cm
groBen Kafigen gehalten. Zu Versuchsbeginn wurden je 60-80 mg/kg
Natriumpentobarbital (Narcoren®, 30 mg/ml, Merial, Hallbergmoos) als letale
Dosis intraperitoneal injiziert. Die Versuche wurden bei der Regierung von
Unterfranken in Bayern gemeldet.

2.2 Ganglionektomie

Zunéchst wurden die Ratten gewogen und am Ricken im Bereich der
Wirbelsaule rasiert. Zur Darstellung der Wirbelsaule wurde paravertebral der
Hautlappen entfernt. Mit einem tiefen Schnitt wurden hierauf die
paravertebralen Muskeln, Nervenstringe und Plexus sowie die Wirbelsaule

kranial und kaudal durchtrennt und in toto mit Medulla spinalis entnommen
(Abb. 6).

Abbildung 6. Darstellung der Wirbelsaule der Ratte.
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Es folgte das Waschen der Wirbelsdule in ‘Dulbecco's Phosphate
Buffered Saline” (D-PBS, Sigma) und deren Unterteilung in drei gleich grofe
Stiicke. Daraufhin wurde der Spinalkanal in dorsaler und ventraler Richtung
eroffnet, um die lateral lokalisierten Ganglien freizulegen. Die Ganglien
imponieren als grau-gelbliche Verdickungen der Nervenwurzeln unmittelbar
neben dem Riickenmark (Abb. 7). Die jeweiligen "Wirbelsaulenhalften" wurden
in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (D-MEM, Sigma, Steinheim), das mit
Gentamicin (25 pg/ml, Life Technologies) zur Vermeidung einer bakteriellen
Kontamination versetzt ist, gewaschen. Unter mikroskopischer Sicht wurden die
Nervenwurzeln auf beiden Seiten mit Hilfe einer Federschere durchtrennt und
die Ganglien entnommen. Sie wurden in Petri-Schalen mit D-MEM gesammelt.
Fur die Zellkultur wurden Ganglien aller Riickenmarksegmente entnommen.

Abbildung 7. Sicht auf den thorakalen Teil der Wirbelsaule mit Blick auf die Spinalganglien.

Im Folgenden wurden unter mikroskopischer Sicht die restlichen
Nervenstimpfe und das kapsuldre Bindegewebe um die Ganglien mit Hilfe
einer Pinzette und Federschere entfernt, um die weitere enzymatische
Digestion der Ganglien zu erleichtern.
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2.3 Herstellung der Zellkultur

Das Herstellen der Zellkultur erfolgte nach der bei Petersen und Mitarbeitern
beschriebenen Vorgehensweise (Petersen et al., 1998). Die isolierten Ganglien
wurden in eine Petrischale mit auf 37°C vorgewarmter Kollagenaselésung Typ
CLS IV (260 U/mg, Biochrom, Berlin; gelést in F-12+ Medium,
Zusammensetzung siehe Tabelle 2) zur enzymatischen Andauung gegeben.
Diese enzymatische Kollagenbehandlung erfolgte im Inkubator (Haereus,
Hanau) bei 37°C mit 5% CO,-Begasung unter Wasserdampfsattigung. Sie
dauerte 90-135 min, je nach Gewicht des Tieres, wobei alle 45 min die Halfte
des Kollagenasemediums ausgetauscht wurde. Nach der
Kollagenasebehandlung wurden die Ganglien in 15 ml Zentrifugenréhrchen
gegeben und nach Abziehen der Kollagenase mit D-PBS gewaschen.
AnschlieRend wurden die Ganglien zur weiteren enzymatischen Digestion in auf
37°C vorgewarmte Trypsinlosung (9820 U/ml, Sigma, Neu-Ulm; gelést in D-
MEM) fiir 11 min inkubiert. Es folgte ein weiterer Waschschritt mit D-MEM. Um
die Neurone aus dem Zellverband zu l6sen, wurden die Ganglien mit einer
Pasteurpipette trituiert, bis sie makrokopisch nicht mehr sichtbar waren. Die
Offnung der Pipette wurde zuvor mit Hilfe einer Bunsenbrennerflamme
verkleinert und geglattet (fire polishing).

F-12+ Medium

e Nutrient mixture F-12 HAM (Sigma)

¢ 10% hitzeinaktiviertes Pferdeserum (Life Technologies)

e 2 mM L-Glutamin (Seromed)

e 100 U/ml Penicillin (Life Technologies)

e 100 pg/ml Streptomycin (Life Technologies)

¢ MEM-Aminosauren (50x) ohne L-Glutamin (Life Technologies)

Tabelle 2. Zusammensetzung des F-12+ Mediums.

13



Um den ubrigen Zelldetritus von den Neuronen abzutrennen, wurde die
Zellsuspension auf eine 80% Percolllésung aufgetragen und anschlieRend bei
2500 U/min (Megafuge 1.0, Haereus) zentrifugiert. Der aufgrund des
Dichtegradienten entstandene Uberstand wurde entfernt. Das Pellet wurde in 8
ml D-MEM aufgenommen und erneut bei 1000 U/min zentrifugiert. Dieser
Vorgang wurde nochmals wiederholt. Der Uberstand wurde erneut abgezogen
und das Pellet in F-12+ Medium geldést und 5 min lang bei 1200 U/min
zentrifugiert. Vom Uberstand wurde nun so viel abgezogen, dass je 40 pl des in
F-12+ Medium geloésten Pellets auf die mit Poly-L-Lysin beschichteten
Coverslips ausgesat werden konnte (Herstellung siehe Tabelle 3). Je nach
Experiment wurden die Zellen 6 h bis 6 d bei 37°C und 5% CO, unter
Kulturbedingungen gehalten. Nach etwa 6 h sind die Zellen auf den Coverslips
so adhériert, dass nun F-12+ Medium in die Petrischalen gegeben werden
konnte. An den folgenden Tagen wurde jeweils die Halfte des Mediums
ausgetauscht.

Beschichtung der Coverslips

1. Coverslips trocken autoklavieren.

2. Beidseitig mit ausgeglihter Pinzette unter Sterilbank einzeln mehrmals durch
die Flamme ziehen und in Glaspetrischale (& 12 mm) legen.

3. Je 45 pl Poly-L-Lysin (MW=>300 000) auf Coverslip geben und in feuchter
Petrischale Uber Nacht einwirken lassen.

4. Poly-L-Lysin absaugen und je dreimal in D-PBS waschen und absaugen.

Tabelle 3. Beschichtung der Coverslips.
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2.4 Doppelfarbung
2.4.1 Cobalt-Farbung

2.4.1.1 Prinzip der Methode

Zur funktionellen Markierung der Hitze- bzw. Capsaicin-sensitiven Neurone
wurde die Cobaltfarbung durchgefiihrt (Hogan, 1983; Winter, 1987; Reichling
und Levine, 1997). TRPV1 ist ein Hitze- und Capsaicin-sensitiver, unselektiver
Kationenkanal. Eine Aktivierung des TRPV1 durch Hitze oder Capsaicin fithrt zu
einem Einstrom von Ca?* -, Mg?* - und Na* - lonen sowie zu einem Ausstrom
von K*- lonen, wobei die Permeabilitat fur Ca®*- lonen am groften ist (Bevan
und Szolcsanyi, 1990). Werden Cobaltionen in das extrazellulare Medium
gegeben, so kommt es bei einer Aktivierung des Kanals zu einem
Cobalteinstrom (Abb. 8, links). Die intrazellulsren Cobaltionen lassen sich mit
Hilfe von Ammoniumsulfid zu schwerléslichem, braunen Cobaltsulfid (Abb. 8,
rechts) ausfallen. Unter dem Lichtmikroskop erscheinen diese Neurone in einer
braunen Farbung (Abb. 10, links).

HITZE
l Co? Ammoniumsulfid

CAPSAICIN_ gz TRPV1 TRPV1
Co?
N

Co?+

Co?+

Abbildung 8. Schematische Darstellung der Cobalt-Methode. Links: Aktivierung des TRPV1 durch Hitze
oder Capsaicin filhrt zu Cobalteinstrom. Rechts: Ausfallung der intrazelluléren Cobaltionen zu Cobaltsulfid
mit Hilfe von Ammoniumsulfid.
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2.4.1.2 Durchfiihrung

Die Zellen wurden 2 min in auf 37°C vorgewarmten Assay Puffer (57,1 mM
NaCl, 5 mM KCI, 2 mM MgCl,, 0,756 mM CaCl, 12 mM Glucose, 10 mM
HEPES, 137 mM Sucrose, pH 7,4) gewaschen, bevor die Stimulation der
Neurone erfolgte: Fir die Capsaicinstimulation wurden die Coverslips 8 min bei
Raumtemperatur in 2 ml Assay Puffer mit 5 mM CoCl, (Cobalt Assay Puffer)
und 1 uM Capsaicin (Verdiinnungsreihe siehe Tabelle 4) inkubiert.

Capsaicinlésung

Stock 1: 5,45 mM Capsaicin: 16,6 mg geldst in 10 ml abs. Ethanol
Stock 2: 10 uM Capsaicin: 92 pl Stock 1 + 50 ml Cobalt Assay Puffer

Stimulationskonzentration: 1 uM Capsaicin: 5 ml Stock 2 + 45 ml Cobalt Assay Puffer

Tabelle 4. Herstellung der Capsaicinverdiinnung.

Fur die Hitzestimulation wurden die Neurone 8 min in 2 ml, auf 44°C
vorgeheizten Cobalt Assay Puffer gegeben. Die Zellen wurden dann 2 min lang
in Assay Puffer bei Raumtemperatur gewaschen und in 1% Ammoniumsulfid
(gelost in Assay Puffer, 298 mOsmol; Fluka, Neu-Ulm) gegeben, um Cobalt als
Cobaltsulfid zu fallen. Um tote Zellen zu identifizieren, folgte eine Farbung mit
0,1% Trypan Blau (Fluka). Hierfir wurden nach einem weiteren Waschschritt
mit Assay Puffer die Coverslips 10 min in 0,1% Trypan Blau inkubiert. Die
Zellen wurden daraufhin erneut gewaschen und mit 4% Paraformaldehyd in 0,1
M PBS fixiert.

Zur ldentifizierung einer méglichen Hintergrundfarbung wurden jeweils
Kontrollexperimente bei Raumtemperatur durchgefihrt. Hierzu wurde nur
Cobalt Assay Puffer bei Raumtemperatur als Stimulus verwendet.

Fur die Experimente zur Sensibilisierung der Hitze- bzw.
Capsaicinantwort mit Phorbol 12-Mydristat 13-Acetat (PMA) wurden die Zellen
jeweils 2 min in PMA (1 pM) prainkubiert. In den Kontrollexperimenten erfolgte
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eine 20 min lange Inkubation der Neurone mit Bisindolylmaleimide (BIM) (1
uM).

2.4.2 Immunocytochemie

2.4.2.1 Prinzip der Methode

Fur den immunocytochemischen Nachweis von Galanin wurde eine indirekte
Immunfarbung vorgenommen. Hierbei bindet ein antigenspezifischer
unkonjugierter Antikérper (primarer Antikérper) an das Antigen, in der
vorliegenden Arbeit Galanin. Zur besseren Penetration des Antikérpers durch
die Zellmembran wird das Detergens Triton-X-100 eingesetzt. Um die Bindung
des primaren Antikorpers zu visualisieren, wird ein sekundéarer,
farbstoffkonjugierter Antikérper z.B. Cy3, der gegen den priméren Antikérper
gerichtet ist, verwendet (Abb. 9).

Farbstoff-gekoppelter
sekundarer Antikorper

primarer Antikérper

Antigen

Abbildung 9. Schematische Darstellung der indirekten Immunfarbung: an den primaren Antikérper bindet
ein Farbstoff-gekoppelter sekundérer Antikdrper.

Ist der primare Antikérper wie in der vorliegenden Arbeit aus dem Kaninchen
gewonnen (Rabbit-Anti-Galanin [rat]), muss der sekundare Antikdrper spezifisch
gegen Kaninchenantikorper gerichtet sein (Donkey-anti-rabbit Cy3). Der
Nachweis der immunocytochemisch gefarbten Neurone erfolgte bei
Verwendung des sekundaren Antikdrpers mit gekoppelten Fluoreszenzfarbstoff
mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops. Zur Pravention unspezifischer Antigen-
Antikérperbindungen wurden die Zellen mit einem Immunserum des Tieres, das

als Quelle des Sekundarantikorpers diente oder aber mit einem Immunserum

17



einer bislang nicht am Experiment beteiligten Tierart, prainkubiert. In dieser

Arbeit wurde Eselserum verwendet.

2.4.2.2 Durchfiihrung

Im Anschluss an die Cobalt-Farbung wurde die immunocytochemische Férbung
durchgefithrt. Hierfur wurden die Coverslips mit den Zellen dreimal in 0,1 M
PBS mit 0,1% Triton-X-100 und 0,1% Natriumazid gewaschen und
anschlieBend 15 min in 10% ‘Normal Donkey Serum” (NDS, Chemicon;
verdiinnt in 0,1 M PBS + Triton-X) inkubiert. Es folgte die Inkubation der Zellen
in einer feuchten Kammer bei Raumtemperatur mit 50 ul Galanin Antikdrper
(Rabbit-Anti-Galanin [rat], Peninsula Laboratories, San Carlos) in einer
Verdiinnung von 1:1000 (gelést in 0,1 M PBS + Triton-X mit 1% NDS; siehe
Tabelle 5).

Verdinnung
1. Primirantikorper (Rabbit-Anti-Galanin)
1:100 2 pl Rabbit-Anti-Galanin + 198 pl 1% NDS (Stock 1)

1:1000 60 ul Stock 1 + 540 pl 1% NDS

2. Sekundirantikorper (Cy3)
1:100 2 pl Cy3 + 198 pl 1% NDS (Stock 1)
1:300 200 pl Stock 1 + 400 pl 1% NDS

Tabelle 5. Verdiinnungsreihe des Galanin Antikérpers und Cy3.

Die Coverslips wurden etwa 20 h in dieser feuchten Kammer bei
Raumtemperatur aufbewahrt. Danach wurden sie dreimal in 0,1 M PBS +
Triton-X gewaschen und 2 h bei Raumtemperatur in einer Dunkelkammer mit
Cy3 (Conjugated affinity purified secondary Antibody [donkey], Chemicon) in
einer Verdiinnung von 1:300 (gelést in 0,1 M PBS + Triton-X; siehe Tabelle 5)
inkubiert.

SchlieRlich wurde erneut dreimal in 0,1 M PBS + Triton-X gewaschen, in Aqua
bidestillata getaucht und mit 1,4 ul Vectashield (Vectashield-Mounting Medium)
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eingedeckelt. Abbildung 10 zeigt die Mikrofotografie eines Hitze-positiven
Neurons, das gleichzeitig GAL-IR positiv ist.

Um die Spezifitit des Galanin-Antikérpers zu testen, wurden
Kontrollexperimente  durchgefuhrt. Hierfur wurde anstelle des Galanin-
Antikérpers 0,1 M PBS + Triton-X auf die Coverslips gegeben. Die Neurone
dieser Coverslips wiesen keine immunocytochemische Farbung auf.

Abbildung 10. Linkes Bild: Mikrofotografie eines Hitze-positiven (mit Pfeil markierten) und eines Hitze-
negativen Neurons. Rechtes Bild: die anschlieBende immunocytochemischen Farbung ergab, dass das
Hitze-positive Neuron GAL-IR positiv war (mit Pfeil markiertes Neuron).

2.4.3 Auswertung und Statistik

Die Experimente wurden mit Hilfe eines Fluoreszenzmikroskops (Axiophot 135,
Zeiss), das an eine CCD Farbvideokamera gekoppelt ist (Sony) und eines
Optimas Bildanalysesystems (Optimas Corp.) analysiert. Die Coverslips wurden
unter 600-facher VergroBerung ausgewertet. Der fluorochromkonjugierte
Sekundarantikérper Cy3 wurde mit Hilfe einer Quecksilberlampe bei 550 nm
maximal angeregt. Seine Emission liegt bei 570 nm und wurde mit einem
Filtersatz Nummer 20 (Zeiss, Jena) sowie einer Videokamera aufgezeichnet.
Vier bis neun Tiere wurden je Experiment verwendet. Fir jeden
Datenpunkt wurde ein Coverslip pro Tier herangezogen und 100 Neurone pro
Coverslip analysiert. Nur Neurone, seien es geféarbte oder ungeférbte, die nicht
mit Zelldetritus oder durch andere Zellen verdeckt waren, wurden ausgewertet.
Auch Neurone, die Trypan Blau gefarbt waren, wurden dem Datenpool nicht
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hinzugefiigt. Als Kriterium far ein Capsaicin- oder Hitze-sensitives Neuron
wurde eine eindeutige Braunfarbung als Resultat der Cobaltsulfid-Fallung
bestimmt. Ebenso wurden nur stark rot gefarbte Neurone zu den GAL-IR
positiven Neuronen gezahlt. Vor der Datenanalyse wurden die Coverslips
geblindet.

Als deskriptive Parameter wurden Mittelwert und Standardfehler
(standard error of the mean, SEM) fiir die verschiedenen Gruppen an den
einzelnen Testtagen (unterschiedliche Dauer der Zellkultur) aus den
Einzelwerten der jeweiligen Tiere errechnet. Die vergleichende Analyse der
Unterschiede umfasste zum einen die Werte der verschiedenen
Versuchsgruppen am jeweiligen Testtag, zum anderen die der verschiedenen
Testtage fir die jeweilige Versuchsgruppe. Sie erfolgte im Rahmen der
Varianzanalyse (Analysis of Variance, ANOVA) durch Berechnung der
Testwahrscheinlichkeit p aus den Einzelwerten unter Verwendung des Tukey-
Tests (Sigma Stat, statistical software 2.0). Weiter beinhaltete sie den Vergleich
dieser  Testwahrscheinlichkeit —mit der auf 5%  festgesetzten
Irrtumswahrscheinlichkeit o. Als statistisch signifikant wurden also nur die
Unterschiede angesehen, bei denen eine Testwahrscheinlichkeit p<0,05

erreicht werden konnte.

2.4.4 PCR Experimente

2.4.4.1 Prinzip der Methode
Nachdem mit der Cobaltfarbung eine funktionelle Charakterisierung Hitze- und
Capsaicin-sensitiver Neurone erreicht werden konnte, wurde untersucht, ob
sich die gezeigten Ergebnisse auch auf molekularer Ebene bestétigen lassen.
Zunachst wurde aus den isolierten Zellen RNA gewonnen, diese in
komplementare DNA (cDNA) umkodiert und daraus eine semiquantitative PCR
(Polymerase chain reaction) Analyse erstellt. Die PCR ist eine Methode zur
Vervielfaltigung von Nukleinséuren. Spezifische DNA-Sequenzen koénnen
exponentiell amplifiziert werden. Zur Polymerisierung werden ,Primer*
eingesetzt. Sie bestehen aus DNA-Oligonukleotiden (ca. 20-30 Nukleotide),
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deren Basensequenzen komplementér zu dem flankierenden Bereich des DNA-
Abschnittes sind, der vervielfaltigt werden soll.

Das Reaktionsmuster der PCR besteht aus drei Teilschritten: zuerst
erfolgt eine Denaturierung der DNA durch kurzzeitiges Erhitzen (90°C), bei der
die urspriingliche Doppelstrang-DNA in Einzelstrange aufgeschmolzen wird. Im
zweiten Schritt des Zyklus, dem Annealing, binden die Primer bei ca. 54°C an
die einstrangige DNA-Matrize. Die Primer selbst dienen wiederum als
Startmolekiil fur den dritten Schritt der PCR, der Polymerisation, bei ca. 72°C.
Dies ist die optimale Temperatur der Taq-DNA-Polymerase, die als
Schlisselenzym der PCR zur Synthetisierung der neuen DNA-Strange
eingesetzt wird.

Im Anschluss wird zur Bestimmung der Lange der DNA-Fragmente eine
Gelelektrophorese durchgefiihrt, bei der die DNA nach ihrer GroRe aufgetrennt
wird, wobei ein linearer Zusammenhang zwischen der Wanderungsstrecke der
DNA-Fragmente und dem Logarithmus ihrer GroRe besteht. Mit Hilfe eines
GréRenstandards, welcher eine Mischung von DNA-Fragmenten definierter
Langen darstellt, kann schlieBlich die Lange unbekannter Fragmente ermittelt
werden.

2.4.4.2 Durchfiihrung

Zur Praparation der RNA wurde ein Rneasy MINIprep Kit (Qiagen, Hildesheim)
verwendet. Alle Schritte wurden nach dem Rneasy Protokoll bei
Raumtemperatur durchgefiihrt. Zur Gewinnung der Zellen wurden die
Coverslips zunachst dreimal in PBS-Lésung gewaschen. AnschlieRend wurden
350 pl B-Mercaptoethanol zur Aufbrechung von Disulfidbriicken sowie 350 1]l
Ethanol zur Auflésung der Zellmembran hinzugegeben, und auf diese Weise
eine Freisetzung der RNA erméglicht. Um das entstandene Zelllysat zu
homogenisieren, wurde es auf ein Filtercap (QIAshredder column, die auf
einem 2 ml Sammelcap sitzt) gegeben und 15 Sekunden lang zentrifugiert.
Danach wurden 700 pl RW 1 Puffer in die Rneasy Saule pipettiert und erneut
15 Sekunden lang zentrifugiert. Als néchster Schritt erfolgte der Transfer der
Rneasy-Saule in ein neues 2 ml Sammelcap, wobei 500 pl RPE-Puffer

21



hinzupipettiert wurden und ein 15 Sekunden langes Zentrifugieren folgte. Weiter
wurden 500 pl RPE-Puffer auf die Saule gegeben und 2 Minuten bei maximaler
Geschwindigkeit zentrifugiert, um die Rneasy Membran zu trocknen. Zur Elution
wurde die Rneasy Saule in ein neues 1,5 ml Sammelcap gesetzt, 30 pl RNAse
freies Wasser dazu pipettiert und 1 Minute zentrifugiert. Die isolierte RNA wurde
bei -50°C gelagert.

Als nachster Schritt folgte die Umkodierung der RNA in cDNA. Schliissel
zur Erzeugung der cDNA ist die Reverse Transkriptase, die einen DNA-Strang
komplementar zu einer RNA-Matrize synthetisiert. Die dafur erforderliche

Vorgehensweise zeigt Tabelle 6.

Reverse Transkriptase Reaktion

1) Auflésen der RNA in H,O (28 pl RNA in 7 pl H;0)
2) Erhitzen auf 65°C fiir 5 min, dann auf Eis geben

3) 12 yl 5x Puffer
3 ul 10 mM dNTPs (Desoxynucleotidtriphosphat)
6ul 0.1 MDTT
3 ul Oligox 6.5

4) RNA + 24 pl Mix aus 3

5) 2 min auf 37°C erwérmen

6) jeweils 1 pl Superscript RT hinzuftgen (bei 37°C, 1 h lang inkubieren)
7) auf 95°C fur 5 min erhitzen

8) auf Eis geben

Tabelle 6. Umkodierung der tRNA in cDNA.

Um die nachfolgende Polymerasekettenreaktion zu starten, wurden als
Forward Primer rVR1-S1 und als Reverse Primer VR1-A1 (Abb. 11) ausgewahit
(MWG-Biotech AG, Ebersberg).
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kodierende TRPV1-Sequenz
3.~ TCA-GTG-GCC- TCT-CTA-GAA-CAG-....cuccmmmssi- COACTG-TGA-CTA: ACT-CCT- ACC-...5' TRPV1-Komplementérsequenz

1502 1885

kodierende TRPV1-Sequenz
3«¢— Synthese des Komplementirstranges - CCA-CTG.TGA-CTA-ACT-CCT- AGC (5 rVR1-A1 (Reverse Primer)

VR1-81 (Forward Primer)
TRPV1-Komplementérsequenz

3%..- TCA-GTG-GCC: TCT-CTA-GAA-CAG:

?

Abb. 11 Amplifizierung der TRPV1-Sequenz durch die Primer VR1-A1 und VR1-S1.

CCA-CTG-TGA-CTA- ACT-CCT- ACC-... 5

Der Reverse Primer setzt am kodierenden Strang der zu
vervielfaltigenden Sequenz an. Er entspricht den ersten 21 Basen der
komplementaren Sequenz und ist damit komplementéar zu den letzten 21 Basen
der zu amplifizierenden TRPV1 Sequenz. Er synthetisiert die
Komplementarsequenz vom 5 zum 3’ Ende. Der Forward Primer setzt am
Komplementarstrang der zu vervielfaltigenden Sequenz an. Er entspricht den
ersten 21 Basen der zu vervielfaltigenden Sequenz und amplifiziert damit die
kodierende Sequenz vom 5’ zum 3’ Ende.

In 30 Amplifikationszyklen wurde ein 383 bp (Basenpaar) grofes
Fragment synthetisiert. Die fur die Reaktion benétigten Substanzen (Tabelle 7)
wurden in ein PCR-Cap pipettiert und in einen Thermocycler (Progene, Techne)
gegeben. Zunachst wurde die DNA bei 95°C denaturiert; nach 5 min folgte die 2
Minuten dauernde Hybridisierung der Primer bei 54°C. Bei 72°C wurde die
Polymerisation, die eigentliche Synthese der DNA, durchgefihrt. Je nach
Anzahl der Amplifikationszyklen begannen nun die Reaktionsschritte wieder von
neuem.
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Reaktionsmix (Qiagen, Hilden)
3 ul 10 x PCR-Puffer

1,2 gl 10 mM dNTPs

0,6 ul 10 uM Primer 1

0,6 ul 10uM Primer 2
6 ul Q Solution 5x

0,3 ul Tag DNA Polymerase

18,3 ul H,O

Tabelle 7. Zusammenstellung des PCR-Ansatzes.

Zur GréBenbestimmung wurde eine Gelelektrophorese der amplifizierten DNA-
Fragmente in 6% Polyacrylamidgel durchgefithrt (Zusammensetzung siehe
Tabelle 8), wobei die Banden mit Ethidiumbromid fluoreszenzmarkiert wurden.

6% iges Polyacrylamidgel (Ansatz: 15 ml):

11,1 mlH,O
2,25 ml 40%iges Acrylamid/Bisacrylamid-Lésung
(Acrylamid/Bisacrylamid 29:1)
1,5 ml TBE (10x)
48,4 g Tribose
7,44 g EDTA
11,42 ml Eisessig
150 ul 10%iges Ammoniumpersulfat
15 ul TEMED (Tetra-ethyl-methylen-diamin)

Tabelle 8. Zusammensetzung der Polyacrylamidmatrix.

Als GréRenmarker wurde eine DNA-Leiter (Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim) verwendet. Mit Hilfe eines Transilluminators wurden die Banden bei
einer Belichtungszeit von 600 ms sichtbar gemacht. Die optische Dichte der
Banden wurde mit ImageJ Software gemessen.
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3. Ergebnisse

3.1 Kulturbedingungen ohne NGF

Nerve growth factor (NGF) inhibiert die Expression von Galanin in kultivierten
Spinalganglienneuronen (Verge et al., 1995; Kerekes et al., 1997). Um die
Galanin-Expression zu steigern, wurden daher zundchst Experimente unter
Zellkulturbedingungen ohne NGF durchgefiihrt.

Dafur wurden je 25-30 Spinalganglien von 7 Ratten verwendet. Die
Zellkulturdauer der isolierten Neurone betrug 6 h bis 6 d. Mit Hilfe der
Cobaltfarbung erfolgte die funktionelle Darstellung der Hitze- bzw.
Capsaicinsensitivitat; GAL-IR positive Neurone wurden im Anschluss
immunocytochemisch detektiert. Der Hitzestimulus betrug 44°C und lag damit
uber dem Schwellenwert fir TRPV1. Da eine maximale Stimulierung mit 46°C
zum Untergang eines GroBteils der Neurone fithrt, konnte nur ein submaximaler
Stimulus gewahlt werden. Diese methodische Einschrankung tritt bei der
Capsaicinstimulierung nicht auf, so dass mit 1 yM Capsaicin der Stimulus
maximal war.

Unter Kulturbedingungen nach 6 h zeigten 19 + 1,5% der Neurone eine
Hitze-induzierte und 53 + 0,9% der Neurone eine Capsaicin-induzierte Cobalt-
Antwort (Abb. 12). Mit zunehmender Zeit in Zellkultur fiel die Anzahl sowohl der
Hitze- als auch der Capsaicin-positiven Neurone signifikant ab und erreichte ein
Minimum von 3 £ 0,6% am Tag 6 gegeniiber 19 + 1,5% nach 6 h (p<0,001)
bzw. 5 + 0,6% gegeniber 53 + 0,9% (p<0,001). Da eine Doppelfarbung
vorgenommen wurde, konnte dieselbe Neuronenpopulation neben ihrer
Cobaltfarbung auch anhand ihrer GAL-IR charakterisiert werden. Im Gegensatz
zu der Hitze- bzw. Capsaicin-induzierten Cobalt-Aufnahme stieg die GAL-IR mit
Zeit in Zellkultur an. Die Anzahl Galanin-immunoreaktiver Neurone wurde dabei
nicht durch die vorangegangene Hitze- bzw. Capsaicinstimulation verandert. In
beiden Versuchsreihen zeigte sich ein etwa gleicher Verlauf des Anstiegs
Galanin-immunoreaktiver Neurone mit Zeit in Zellkultur. Nach 6 h betrug die
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Anzahl der Neurone mit GAL-IR bei Versuchen mit Hitze-induzierter Cobalt-
Aufnahme 12 + 0,6%, bei denen mit Capsaicin-induzierter Cobalt-Aufnahme 13
+ 0,3%. Bis zum Tag 2 zeigte sich ein signifikanter Anstieg der Anzahl Galanin-
immunoreaktiver Neurone: gegeniiber 12 + 0,6% nach 6 h waren 41 + 1,3% der
Neurone der Hitzeexperimente nach 2 Tagen (p<0,001) GAL-IR positiv; im
Vergleich zu 13 £ 0,3% nach 6 h waren 37 + 2,1% (p<0,05) der Neurone der
Capsaicinexperimente am Tag 2 GAL-IR positiv. Bis zu Tag 6 der Zellkultur
blieb die Anzahl der Neurone mit GAL-IR in beiden Experimentserien auf

diesem Niveau.

—e— Hitze—O— GAL - IR
50 - —=— CAP —0— GAL-IR

50 -

40

30

20

Anteil gefirbter Neurone [%]

10

T T T T
6h 2 4 6
Zeit in Zellkultur [d]

Abbildung 12. Zeitverlauf des Anteils gefarbter Neurone im Medium ohne NGF, 6 h bis 6 d. Schwarze
Kreise: Hitze-induzierte (44°C) Cobalt-Aufnahme. Schwarze Vierecke: Capsaicin-induzierte (1 uM) Cobalt-
Aufnahme. WeiRe Kreise: GAL-IR positive Neurone nach Hitzestimulation. Weile Vierecke: GAL-IR
positive Neurone nach Capsaicinstimulation. Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben; n: 3-7 Tiere;
insgesamt 300-700 Neurone pro Datenpunkt.

Um festzustellen, ob es Neurone gibt, die gleichzeitig eine Hitze- oder
Capsaicin-induzierte Cobalt-Aufnahme und eine GAL-IR aufweisen, wurde der
prozentuale Anteil der Cobalt-positiven Neurone untersucht, der Galanin-
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immunoreaktiv ist (Abb. 13). Der Anteil der CAP/GAL-IR doppeltgefarbten
Neurone unterschied sich deutlich von dem der Hitze/GAL-IR doppeltgefarbten
Neurone. Nach 6 h Zellkultur waren 17 + 2,5% der Hitze-, aber nur 10 + 0,9%
der Capsaicin-sensitiven Neurone gleichzeitig Galanin-immunoreaktiv. Am
ersten Tag war die Zahl Hitze/GAL-IR kolokalisierter Neurone signifikant auf 32
+ 3,9% (p<0,05) angestiegen und blieb auf diesem Niveau bis zum Tag 6. Im
Gegensatz zu den Hitze/GAL-IR kolokalisierten Neuronen zeigte sich bei den
CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neuronen bis zum Tag 2 ein Anstieg auf 18 +
1,2%, worauf ein signifikanter Abfall der CAP/GAL-IR kolokalisierten Neurone
auf bis zu 4 + 2,3% (p<0,001) nach 6 Tagen folgte. Es konnte somit eine
deutliche Diskrepanz zwischen den Populationen der Hitze/GAL-IR und den
CAP/GAL-IR kolokalisierten Neuronen festgestellt werden.

Hitze/GAL-IR
EEE CAP/GAL-IR

Anteil Co*-positiver Neurone mit GAL-IR [%]

6h 1 2 4 6

Zeit in Zellkultur [d]

Abbildung 13. Prozentualer Anteil Cobalt-positiver Neurone mit GAL-IR. Graue Balken: Cobalt-positive
Neurone mit GAL-IR nach Hitzestimulation. Schwarze Balken: Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach
Capsaicinstimulation. Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben; n: 3-7 Tiere; insgesamt 71-226
Neurone pro Datenpunkt. Daten stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung 12.
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Im Folgenden wurde untersucht, ob sich die doppeltgefarbten Hitze/GAL-
IR und CAP/GAL-IR Neurone hinsichtlich ihrer ZellgroRen unterscheiden. Die
mittleren Querschnittsflachen der Zellen am Kulturtag 1 und 6 sind in Tabelle 9
zusammengefasst. Am Tag 1 der Zellkultur war eine Dominanz der Neurone mit
kleinem Durchmesser, sowohl bei den Hitze/GAL-IR, als auch bei den
CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neuronen festzustellen. Am Tag 6 war der
mittlere Durchmesser der Neurone nicht verschieden von dem am Tag 1. Ein
Vergleich des GroRenverteilungsprofils zeigte ein &hnliches Verteilungsmuster
der Hitze/GAL-IR (Abb. 14, A, B, oben) und CAP/GAL-IR kolokalisierten
Neurone (Abb. 14, A, B, unten).

Hitze/GAL-IR CAP/GAL-IR
kolokalisierte Neurone kolokalisierte Neurone
[um?] [um?]
1 d Zellkultur 447 + 41 395 + 36
6 d Zellkultur 380+ 29 322+28

Tabelle 9. Mittlere Querschnittsflache doppeltgefarbter Neurone nach 1 d und 6 d Zellkultur. Links: Hitze-
positiv und galaninerg. Rechts: Capsaicin-positiv und galaninerg. Daten stammen aus der selben
Experimentserie wie Abbildung 11.
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Abbildung 14. GréRenverteilungsprofil nach 1 d (A) und nach 6 d (B) in Zellkultur. Links: Cobalt-positive
Neurone nach Hitzestimulation (A, B, oben) und nach Capsaicinstimulation (A, B, unten). Rechts:
Doppeltgefarbte Neurone der links dargestelliten Population. Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach
Hitzestimulation (A, B, oben). Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach Capsaicinstimulation (A, B, unten).
Daten stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung 12.
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3.2 Kulturbedingungen ohne NGF aber mit LIF

Leukemia inhibitory factor (LIF) bewirkt eine positive Regulation der Expression
von Galanin in sensorischen Neuronen (Corness et al., 1996; 1998; Sun und
Zigmond, 1996; Kerekes et al., 1999; Otztiirk und Tonge, 2001). Daher stelite
sich die Frage, ob LIF die Kolokalisation von Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR
beeinflusst.

Die Neurone wurden fir 6 h bis zu 6 d in einem Medium mit LIF (30
ng/ml) kultiviert. Die Anderung der Hitze- bzw. Capsaicinsensitivitat sowie der
GAL-IR in Abhangigkeit zur Zeit in Zellkultur ist in Abbildung 15 dargestelit.

—e— Hitze —O— GAL-IR
60 - —=— CAP —0— GAL-R
£ 50 |
[}
s
2 40 -
]
B
& 30
L
o
E
g 20
10 - Q\‘\H{\‘
I T T T
6h 2 4 6

Zeit in Zellkultur [d]

Abbildung 15. Zeitverlauf des Anteils gefarbter Neurone in Medium mit LIF, 6 h bis 6 d. Schwarze Kreise:
Hitze-induzierte (44°C) Cobalt-Aufnahme. Schwarze Vierecke: Capsaicin-induzierte (1 pM) Cobalt-
Aufnahme. WeiRe Kreise: GAL-IR positive Neurone nach Hitzestimulation. WeiRe Vierecke: GAL-IR
positive Neurone nach Capsaicinstimulation. Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben; n: 4-5 Tiere;
insgesamt 400-500 Neurone pro Datenpunkt. )



Nach 6 h in Zellkultur wurde bei 12 + 1,9% der Neurone ein Hitze-
induzierter Cobalteinstrom festgestellt; 52 + 1,4% der Neurone zeigten eine
Capsaicin-induzierte Cobalt-Antwort. Wie bereits in den Versuchen unter
Kulturbedingungen ohne Wachstumsfaktoren beobachtet, fiel die Anzahl der
Hitze- wie auch die der Capsaicin-positiven Neurone mit Zeit in Zellkultur
signifikant ab. Am Tag 6 der Zellkultur zeigten 3 + 0,6% der Neurone im
Vergleich zu 12 + 1,9% (p<0,05) nach 6 h eine Hitze-induzierte und 10 + 0,3%
gegeniiber 52 + 1,4% (p<0,001) nach 6 h eine Capsaicin-induzierte Cobalt-
Antwort. Die Analyse hinsichtlich des Anteils Galanin-immunoreaktiver Neurone
ergab einen deutlich anderen Ausgangswert als in den Experimenten mit
Medium ohne NGF: die Anzahl der GAL-IR positiven Neurone betrug schon am
ersten Tag 33 + 1,6% in Experimenten, in denen die Neurone zuvor mit Hitze
stimuliert worden waren und 28 + 2,0% in Experimenten, deren Stimulus
Capsaicin war. Am Tag 2 waren bei den Hitzeversuchen 38 + 1,5% GAL-IR
positiv und 36 + 1,2% der Neurone der Capsaicinexperimente zeigten eine
GAL-IR. In den folgenden Tagen der Zellkultur blieb der Anteil der Neurone mit
GAL-IR in beiden Versuchsreihen auf diesem Niveau.

Die Auswertung doppeltgefarbter Neurone ergab einen deutlichen
Unterschied zwischen dem Anteil der Hitze/GAL-IR und der Anzahl der
CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone bis zum Tag 1 (Abb. 16). Ab Tag 2 der
Zellkultur zeigte sich jedoch eine etwa gleiche Anzahl Hitze/GAL-IR und
CAP/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone. Der Anteil Hitze/GAL-IR kolokalisierter
Neurone sank signifikant von 20 £ 1,7% nach 6 h auf 6 + 2,2% (p<0,05) am Tag
1 ab und stieg wieder bis auf 20 + 2,6% am Tag 6 an. Der Anteil CAP/GAL-IR
kolokalisierter Neurone stieg von 11 + 1,1% nach 6 h auf einen Wert von 14 £
1,7% am Tag 1 und auf 21 + 2,7% (p<0,05) am Tag 6 (Abb. 16).

Weiter wurde untersucht, ob sich die Populationen der Hitze/GAL-IR
bzw. CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone bezlglich ihrer ZellgroRe
unterscheiden. Es konnte kein Unterschied zwischen der mittleren ZellgréfRe
der Hitze/GAL-IR und CAP/GAL-IR kolokalisierten Neurone am Tag 1 und 6
festgestellt werden (Tab. 10).
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Abbildung 16. Prozentualer Anteil Cobalt-positiver Neurone mit GAL-IR. Graue Balken: Cobalt-positive

Neurone mit GAL-IR nach Hitzestimulation. Schwarze Balken: Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach
Capsaicinstimulation. Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben; n: 4-5 Tiere; insgesamt 93-301
Neurone pro Datenpunkt. Daten stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung 15.

Hitze/GAL-IR CAP/GAL-IR
kolokalisierte Neurone kolokalisierte Neurone
[um?] [um?]
1 d Zellkultur 420+ 79 367 + 29
6 d Zellkultur 226 + 29 308 + 35

Tabelle 10. Mittlere Querschnittsfliche doppeltgeférbter Neurone. Links: Hitze-positiv und galaninerg.

Rechts Capsaicin-positiv und galaninerg. Daten stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung

15.

Auch die Analyse des GréRenverteilungsprofils der Zellen am Tag 1 und
6 ergab ein dhnliches Verteilungsmuster zwischen Hitze/GAL-IR und CAP/GAL-
IR doppeltgefarbten Neuronen (Abb. 17).

32




Abbildung 17. GroRenverteilungsprofil nach 1 d (A) und nach 6 d (B) in Zellkultur. Links: Cobalt-positive
Neurone nach Hitzestimulation (A, B, oben) und nach Capsaicinstimulation (A, B, unten). Rechts:
Doppeltgefarbte Neurone der links dargestellten Population. Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach
Hitzestimulation (A, B, oben). Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach Capsaicinstimulation (A, B, unten).
Daten stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung 15.
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Vergleich der Kolokalisation Hitze/GAL-IR und CAP/GAL-IR unter
Kulturbedingungen ohne vs. mit LIF

Vergleicht man die Anzahl der doppeltgefarbten Neurone unter
Kulturbedingungen ohne bzw. mit LIF, so kann man deutliche Unterschiede
zwischen den beiden Experimentserien mit Zeit in Zellkultur feststellen (Abb.
18). Wahrend die Ausgangswerte (mit LIF vs. ohne LIF) sowohl nach
Hitzestimulation (mit LIF: 20 £ 1,7%, ohne LIF: 17 £ 2,5%; Abb. 18, links), als
auch nach Capsaicinstimulation (mit LIF: 11 + 1,1%, ohne LIF: 10 + 0,9%; Abb.
18, rechts) nicht signifikant verschieden waren, konnte ein deutlicher
Unterschied der Anzahl Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR doppeltgefarbter
Neurone mit der Zeit in Zellkultur festgestellt werden. Nach Hitzestimulation
wurde deutlich, dass es in Anwesenheit von LIF im Kulturmedium, im
Gegensatz zu den Experimenten ohne LIF, zu keinem deutlichen Anstieg der
Zahl der Neurone mit Kolokalisation Hitze/GAL-IR kommt (Abb. 18, links). Nach
Capsaicinstimulation zeigte sich, dass es mit LIF im Medium zu keinem Abfall
der Zahl der Neurone mit Kolokalisation CAP/GAL-IR ab dem 4.Tag kommt
(Abb. 18, rechts). Dies bedeutet, dass LIF den Rickgang der Anzahl der
CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone verhindert.

emm mitLIF Hitze/GAL-IR EEEE mit LIF CAP/GAL-IR

mmm ohne LIF NN ohne LIF
40 40

30 A 20 4

20

Anteil Co?* positiver Neurone mit GAL-IR [%)]

6h 1 2 4 6 6h 1 2 4 6

Zeitin Zellkultur [d] Zeitin Zellkultur [d]

Abbildung 18. Vergleich des Anteils Cobalt-positiver Neurone mit GAL-IR in Medium mit LIF (grau) und
ohne LIF (schwarz). Links: nach Hitzestimulation; rechts: nach Capsaicinstimulation. Daten
zusammengestellt aus Abbildung 12 und 15.
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3.3 PCR Analyse

Um zu prifen, ob auch auf molekularer Ebene die Unterschiede der TRPV1
Expression abhéngig von den Wachstumsfaktoren NGF und LIF zu beobachten
sind, wurde eine PCR Analyse erstellt.

Fur die PCR-Analyse der TRPV1 mRNA wurden Spinalganglienneurone
von 2 Ratten 1 bis 4 Tage ohne NGF/LIF, mit LIF und mit NGF kultiviert.
Insgesamt wurden 52 Ganglien verwendet. Nach Isolation der totalen mRNA
wurde mittels Reverser Transkriptase die mRNA in cDNA umgeschrieben. Es
folgte die Amplifikation der cDNA durch PCR mit anschlieRender
elektrophoretischer Auftrennung der DNA-Fragmente. Die Banden wurden mit
Ethidiumbromid fluoreszenzmarkiert. Als Bezugspunkt zum Vergleich der
Bandendichte wurden in das gleiche PCR-Gel identische Mengen an TRPV2
cDNA gegeben. Abbildung 19 zeigt die Ergebnisse unter den jeweiligen
Versuchsbedingungen.

TRPV2

TRPV1

ohne mit mit ohne mit mit
NGFILIF LIF NGF NGFI/LIF LIF NGF

Abbildung 19. Elekrophoretische Auftrennung und Ethidiumbromidfarbung des amplifizierten cDNA
Fragments von TRPV1 (unten) und TRPV2 (oben) nach 1 d (links) und 4 d (rechts) in Zellkultur unter
Kulturbedingungen ohne NGF/LIF, mit LIF und mit NGF.

Am ersten Tag der Zellkultur (Abb. 19, links) wurde fur TRPV1 bei einer
Belichtungszeit von 600 ms unter Kulturbedingungen ohne NGF/LIF eine
Bandendichte von 139 densitometrischen Einheiten, mit LIF im Medium von 150
und mit NGF von 218 gemessen (Tab. 11, oben). Die Analyse der
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Bandendichte des TRPV2 ergab unter Bedingungen ohne NGF/LIF 190, mit LIF
214 und mit NGF 226 Einheiten (Tab. 11, oben). Um die amplifizierte TRPV1
DNA semiquantitativ vergleichen zu kdénnen, wurde der Quotient aus der
Bandendichte des TRPV1 und der des TRPV2 gebildet. Dabei wurde
festgestellt, dass der Quotient der Versuchsbedingungen ohne NGF/LIF und
der Quotient der Experimente mit LIF etwa gleich ist (Tab. 11). Mit NGF im
Medium wurde ein gréRerer Quotient ermittelt.

1 d in Zellkultur

TRPV1 TRPV2 TRPV1/TRPV2
Ohne NGFI/LIF 139 190 0,73
mit LIF 150 214 0,70
mit NGF 218 226 0,96

4 d in Zellkultur

TRPV1 TRPV2 TRPV1/TRPV2
Ohne NGF/LIF 20 167 0,12
mit LIF 58 249 0,23
mit NGF 244 212 1,15

Tabelle 11. Vergleich der Bandendichte des TRPV1 mit der des TRPV2 1d in Zellkultur (oben) und 4 d in
Zellkultur (unten) unter Versuchsbedingungen ohne NGF/LIF, mit LIF und ohne NGF.

Dagegen konnte nach 4 Tagen Zellkultur (Abb. 19, rechts) ein deutlicher
Unterschied bei Analyse der Banden der amplifizierten TRPV1 cDNA
Fragmente festgestellt werden. Unter Kulturbedingungen ohne NGF/LIF konnte
fur TRPV1 eine Bandendichte von 20, mit LIF von 58 und mit NGF von 244
densitometrischen Einheiten gemessen werden (Tab. 11, unten). Verglichen mit
den nach 1 d in Zellkultur ermittelten Werten nahm die Bandendichte unter
Kulturbedingungen ohne NGF/LIF und mit LIF deutlich ab (Tab. 11); mit NGF
wurde ein hoherer Wert ermittelt. Die Analyse der Bandendichte des TRPV2
ergab ohne NGF/LIF 167, mit LIF 249 und mit NGF 212 (Tab. 11, unten).
Verglichen mit den Werten nach 1 d in Zellkultur blieb die Bandendichte etwa
konstant. Bei Errechnung Quotienten aus TRPV1 und TRPV2 unter den
jeweiligen Versuchsbedingungen wurden deutliche Unterschiede unter den
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jeweiligen Versuchsgruppen ermittelt (Tab. 11, unten). Dabei wurde ein deutlich
groRerer Quotient von TRPV1 und TRPV2 unter Versuchsbedingungen mit
NGF im Medium errechnet als der unter Versuchsbedingungen ohne NGF/LIF
und mit LIF.

3.4 Sensibilisierung der Hitze- und Capsaicinantwort durch PMA

Um die Sensitivitat des TRPV1 zu steigern und damit méglicherweise eine
groRere Anzahl Cobalt-positiver Neurone zur Beurteilung der Kolokalisation zu
erhalten, wurde dem Medium PMA (Phorbol 12-Mydristat 13-Acetat) zugesetzt.

Diese Experimente wurden an Neuronen durchgefiihrt, die 6 Tage in
Medium ohne NGF kultiviert wurden, da nach dieser Zeit die Hitze- bzw.
Capsaicinsensitivitat auf ein Minimum herabgesetzt ist (siehe Abb. 12). Weiter
zeigten sich nach dieser Zeit und unter diesen Kulturbedingungen deutliche
Unterschiede hinsichtlich des Anteils der Neurone mit Kolokalisation von
Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR (sieche Abb. 13). Die Aktivierung der PKC
erfolgte durch jeweils 2 min lange Préinkubation der Neurone mit PMA (1 pM).
Um die Wirkung von PMA zu uberpriifen, wurden Kontrollexperimente in
Gegenwart des spezifischen PKC Inhibitors Bisindolylmaleimide (BIM)
durchgefiihrt (Toullec et al., 1991). Die Neurone wurden hierfir 20 min lang mit
BIM (1 yM) prainkubiert.

Kulturbedingungen: ohne NGF

Unter Kulturbedingungen ohne NGF ist bei einer Hitzestimulation (44°C) in
Gegenwart von PMA ein Anstieg der Anzahl Cobalt-positiver Neurone zu
erkennen; bei Capsaicinstimulation (1 pM) dagegen nicht. Die Ergebnisse sind
in Tabelle 13 zusammengefasst und in Abbildung 20 dargestellt. Bei Stimulation
der Neurone mit Hitze ohne PMA waren 4 + 0,9%, bei zuséatzlicher
Sensibilisierung mit PMA dagegen 12 + 1,5% (p<0,001) der Neurone Cobalt-
positiv. Eine Prainkubation der Neurone mit BIM zur Blockierung der PKC
unterdriickte diesen Anstieg. BIM allein zeigt keine Veranderungen in der
Anzahl Cobalt-gefarbter Neurone. Bei einer Capsaicinstimulation kam es zu
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keinem signifikanten Anstieg der Anzahl Cobalt-positiver Neurone durch PMA.

In Abwesenheit von PMA waren 4 + 0,1% der Neurone Cobalt-positiv, wahrend

7 + 0,6% der Neurone nach PMA Zugabe eine Braunfarbung aufwiesen. Die

Prainkubation von BIM fihrte zu keiner Verdanderung der Anzahl der Cobalt-

gefarbten Neurone.

Cobalt-positive Neurone

Cobalt-positive Neurone

nach nach
Hitzestimulation [%] Capsaicinstimulation [%]
Stimulus allein 4+09 4+0,1
Stimulus + PMA 1215 7+06
Stimulus + PMA + BIM 4103 4+20
Stimulus + BIM 30,7 4+0,9

Tabelle 13. Prozentualer Anteil Cobalt-positiver Neurone nach Hitzestimulation (links) und nach
Capsaicinstimulation (rechts) nach 6 d in Zellkultur ohne NGF. Werte sind als Mittelwert + SEM

angegeben; n: 3-4 Tiere, insgesamt 300-400 Neurone pro Datenpunkt.

10 -

Anzahl der gefarbten Neurone [%)]

44°C +PMA

44°C

+PMA  +BIM CAP
+BIM

CAP

+PMA +PMA  +BIM
+BIM

Abbildung 20. Prozentualer Anteil Cobalt-gefarbter Neurone 6 d in Medium ohne NGF. Links: Hitze-
induzierte (44°C) Cobalt-Aufnahme. Rechts: Capsaicin-induzierte (1 pM) Cobalt-Aufnahme. Balken von
links nach rechts: Cobalt-Aufnahme nur Hitze- bzw. Capsaicin-Stimulus, zusétzliche Inkubation mit PMA,
mit PMA und BIM, nur BIM. Daten zeigt Tabelle 13.

38




Die Analyse der Neurone hinsichtlich ihrer GAL-IR ergab, dass PMA
keine Anderung der Anzahl GAL-IR positiver Neurone bewirkte. Diese
Ergebnisse sind in Tabelle 14 zusammengefasst. Sowohl bei Experimenten mit
Hitze-, als auch nach Capsaicinstimulation blieb die Anzahl GAL-IR Neurone
nach PMA-Prainkubation gleich. Eine vorherige Inkubation der Neurone mit BIM
zur Blockierung der PKC sowie BIM allein bewirkt keine Anderung in der Anzahl

GAL-IR positiver Neurone in beiden Versuchsreihen.

GAL-IR positive Neurone GAL-IR positive Neurone
nach nach
Hitzestimulation [%] Capsaicinstimulation [%]
Stimulus allein 38+15 37+1,5
Stimulus + PMA 38+13 37+£1,9
Stimulus + PMA + BIM 39+15 37+0,9
Stimulus + BIM 38+15 37106

Tabelle 14. Prozentualer Anteil GAL-IR positiver Neurone nach Hitzestimulation (links) und nach
Capsaicinstimulation (rechts) bei 6 d in Zellkultur ohne NGF. Daten stammen aus der selben
Experimentserie wie Abbildung 20.

Da eine Doppelfarbung vorgenommen wurde, konnte dieselbe
Neuronenpopulation gleichzeitig beziglich ihrer Hitze- bzw.
Capsaicinsensitivitat und ihrer GAL-IR untersucht werden. Die Anzahl der
Neurone mit Kolokalisation Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR &anderte sich nicht
signifikant. Dies zeigen Tabelle 15 und in Abbildung 21. Die Anzahl Hitze/GAL-
IR doppeltgefarbter Neurone stieg nach PMA Préainkubation von 31 + 3,9% nicht
signifikant auf 44 + 6,6% mit PMA an. Bei den CAP/GAL-IR kolokalisierten
Neuronen lieB sich ebenfalls keine Anderung beobachten. Die Zahl der
CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone betrug ohne PMA Zugabe 13 + 2,4%,
mit PMA 10 + 2,4%. Eine Inkubation der Neurone mit BIM und PMA sowie eine
alleinige Applikation von BIM bewirkte keine Anderung der Anzahl Hitze/GAL-IR
bzw. CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone.
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Hitze/GAL-IR CAP/GAL-IR
doppeltgefarbte Neurone doppeltgefarbte Neurone

[%] [%]
Stimulus allein 31+39 1324
Stimulus + PMA 44 +6,6 10+24
Stimulus + PMA + BIM 31+£36 13+£3,2
Stimulus + BIM 40+ 4,1 12+57

Tabelle 15. Prozentualer Anteil Cobalt-positiver Neurone mit GAL-IR nach Hitzestimulation (links) und
nach Capsaicinstimulation (rechts) bei 6 d in Zellkultur ohne NGF. Werte sind als Mittelwert + SEM
angegeben; n: 3-4 Tiere, insgesamt 68-120 Neurone pro Datenpunkt. Daten stammen aus der selben
Experimentserie wie Abbildung 20.

60
Hitze/GAL-IR CAP/GAL-IR

Anteil Co?* positiver Neurone mit GAL-IR[%]

44°C  +PMA +PMA +BIM CAP +PMA +PMA +8IM

+BIM +BIM

Abbildung 21. Prozentualer Anteil der Neurone mit Doppelfarbung 6 d in Medium ohne NGF. Links:
Hitze/GAL-IR doppeltgefarbte Neurone. Rechts: CAP/GAL-IR doppeltgeférbte Neurone. Balken von links
nach rechts: nur Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR, mit zusatzlicher PMA Inkubation, mit PMA und BIM, nur
BIM. Daten stammen aus der selben Experimentsserie wie Abbildung 20.

Die Auswertung der Neurone hinsichtlich ihrer ZellgroRe ergab, dass die
Sensibilisierung der Hitzeantwort durch PMA in der Neuronenpopulation mit
kleinem Durchmesser erfolgt. Der mittlere Durchmesser der Neurone mit PMA
Zugabe nach Hitzestimulation betrug 250 + 11 ym? nach Capsaicinstimulation
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mit PMA Zugabe: 341 + 24 ym?2. Dies zeigt sich auch im GréRenverteilungsprofil
(Abb. 22).
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Abbildung 22. GréRenverteilungsprofil nach 6 d in Zellkultur ohne NGF, nach PMA-Zugabe. Links: Cobalt-
positive Neurone nach Hitzestimulation (oben) und nach Capsaicinstimulation (unten). Rechts:
Doppeltgefarbte Neurone der links dargestellten Population. Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach
Hitzestimulation (oben). Cobalt-positive Neurone mit GAL-IR nach Capsaicinstimulation (unten). Daten

stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung 20.
Kulturbedingungen: mit NGF

Parallel zu den  Experimenten unter Kulturbedingungen  ohne
Wachstumsfaktoren wurden Untersuchungen mit NGF im Kulturmedium (100
ng/ml NGF 78) durchgefiihrt, zum einen, da eine inhibitorische Wirkung von
NGF auf die Galanin-Expression bekannt ist (Verge et al., 1995; Kerekes et al.,
1997); zum anderen, weil NGF selbst ein Aktivator der Proteinkinase C ist
(Ohmichi et al., 1993). Fur diese Experimente wurden 6 Tage alte Zellkulturen
verwendet. Die Wirkung von PMA (1 uM) wurde durch eine Blockierung der
PKC mit BIM (1 uM) tUberpruft.
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Bei Hitzestimulation kam es zu einem geringfugigen, aber nicht
signifikanten Anstieg der Anzahl Cobalt-positiver Neurone nach PMA Zugabe.
Annliches gilt auch fur die Capsaicinantwort. Die Ergebnisse zeigen Tabelle 16
und Abbildung 23. Der Anteil der Neurone mit Hitze-induzierter Cobalt-Antwort
stieg nicht signifikant von 15 + 1,5% auf 19 + 3,3%. Die Anzahl Capsaicin-
positiver Neurone stieg ebenfalls nicht signifikant von 20 +2,9% auf 27 + 2,0%
nach PMA Prainkubation an. Die vorherige Inkubation der Neurone mit BIM und
PMA sowie alleinige Zugabe von BIM zeigt keine signifikante Anderung der
Anzahl Cobalt-positiver Neurone in beiden Versuchsreihen.

Verglichen mit den Experimenten ohne NGF (siehe Tab. 13) wurden
unter Kulturbedingungen mit NGF (Tab. 16) deutlich héhere Ausgangswerte der
Anzahl Cobalt-positiver Neurone festgestellt, sowohl bei den Hitze-, als auch
den Capsaicinexperimenten. Wahrend 4 + 0,9% der Neurone unter
Kulturbedingungen ohne NGF Hitze-positiv waren, wiesen mit NGF im Medium
15 + 1,5% (p<0,001) der Neurone eine Hitze-induzierte Cobaltfarbung auf. Nach
Capsaicinstimulation waren 4 + 0,1% der Neurone unter Kulturbedingungen
ohne NGF Cobalt-positiv; mit NGF 20 + 2,9% (p<0,05).

Cobalt-positive Neurone Cobalt-positive Neurone
nach nach
Hitzestimulation [%] Capsaicinstimulation [%]
Stimulus allein 15+1,5 20+2,9
Stimulus + PMA 19+33 27+2,0
Stimulus + PMA + BIM 12+1,2 23+1,8
Stimulus + BIM 19+1,2 23 11,5

Tabelle 16. Prozentualer Anteil Cobalt-positiver Neurone nach Hitzestimulation (links) und nach
Capsaicinstimulation (rechts) bei 6 d in Zellkultur mit NGF. Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben; n:
3-4 Tiere, insgesamt 300-400 Neurone pro Datenpunkt.
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44°C CAP

Anzahl der geférbten Neurone [%]

44°C  +PMA +PMA +BIM CAP +PMA +PMA +BIM
+BIM +BIM

Abbildung 23. Prozentualer Anteil Cobalt-gefarbter Neurone 6 d in Medium mit NGF. Links: Hitze-
induzierte (44°C) Cobalt-Aufnahme. Rechts: Capsaicin-induzierte (1 uM) Cobalt-Aufnahme. Balken von
links nach rechts: Cobalt-Aufnahme nur Hitze- bzw. Capsaicin-Stimulus, zusatzliche Inkubation mit PMA,
mit PMA und BIM, nur BIM. Daten zeigt Tabelle 16.

Die Charakterisierung der Neurone hinsichtlich ihrer GAL-IR ergab, dass
16 + 1,0% der Neurone der Hitze- und 12 + 0,7% der Neurone der
Capsaicinexperimente GAL-IR positiv waren. Dies zeigen die Ergebnisse in
Tabelle 17.

GAL-IR positive Neurone GAL-IR positive Neurone
nach nach
Hitzestimulation [%] Capsaicinstimulation [%]
Stimulus allein 16+1,0 12+0,7
Stimulus + PMA 13+0,8 15+0,9
Stimulus + PMA + BIM 15+0,9 14+1.2
Stimulus + BIM 16+0,7 15+2,0

Tabelle 17. Prozentualer Anteil GAL-IR positiver Neurone nach Hitzestimulation (links) und nach
Capsaicinstimulation (rechts) 6 d in Medium mit NGF. Daten stammen aus der selben Experimentserie wie
Abbildung 23.
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Eine Prainkubation mit PMA ergab hier keine signifikante Veranderung der
Anzahl GAL-IR Neurone. Der prozentuale Anteil GAL-IR positiver Neurone der
Hitzeexperimente betrug nach PMA Zugabe 13 + 0,8 % im Vergleich zu 16 +
1,0% ohne PMA. In der Versuchsreihe mit Capsaicin waren 15 + 0,9% der
Neurone nach PMA Préinkubation GAL-IR positiv gegentiber 12 + 0,7 ohne
PMA. Weder die Inkubation der Neurone mit BIM und PMA, noch die alleinige
Applikation von BIM fihrten zu einer Anderung der Anzahl GAL-IR positiver
Neurone.

Vergleicht man die Experimente ohne NGF (siehe Tab. 14) mit denen
unter Kulturbedingungen mit NGF (Tab. 17), so wurde die Zahl Galanin-
immunoreaktiver Neurone sowohl bei Versuchen mit vorheriger Hitze-, als auch
bei denen mit vorheriger Capsaicinstimulation signifikant gesenkt. Wé&hrend
ohne NGF im Kulturmedium 38 + 1,5% der Neurone nach Hitzestimulation GAL-
IR positiv waren, zeigten nur 16 + 1,0% bei Kulturbedingungen mit NGF eine
GAL-IR (p<0,001). Nach Capsaicinstimulation waren ohne NGF im Medium 37
+ 1,5% der Neurone GAL-IR positiv, wohingegen mit NGF 12 + 0,7% eine GAL-
IR aufwiesen (p<0,001).

Die Analyse hinsichtlich einer Kolokalisation von Hitze/GAL-IR und
CAP/GAL-IR ergab, dass eine Prainkubation mit PMA zu keiner Anderung der
Anzahl der Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone fihrt,
wie in Tabelle 18 und Abbildung 24 dargestellt ist. Der Anteil Hitze/GAL-IR
kolokalisierter Neurone ohne PMA betrug 13 + 0,7%; mit PMA 12 + 1,1%. Die
Auswertung der Anzahl CAP/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone ohne PMA
ergab 4 + 2,1%, mit PMA 3 + 2,3%. Die vorherige Inkubation der Neurone mit
BIM und PMA sowie alleinige Zugabe von BIM fithrte zu keiner Anderung der
Anzahl Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR doppeltgeféarbter Neurone.

Verglichen mit den Versuchen ohne NGF (siehe Tab. 15) im Medium
zeigte sich unter Bedingungen mit NGF (Tab. 18) eine signifikant geringere
Anzahl der Neurone mit Kolokalisation Hitze/GAL-IR. Ohne NGF waren 31 +
3,9% der Neurone Hitze/GAL-IR positiv; unter Kulturbedingungen mit NGF
zeigten dagegen 13 + 0,7 % der Neurone eine Hitze/GAL-IR (p<0,05). Die
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Anzahl CAP/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone fiel nicht signifikant von 13 +
2,4% ohne NGF auf 4 + 2,1% unter Kulturbedingungen mit NGF.

Hitze/GAL-IR CAP/GAL-IR
doppeltgefarbte Neurone doppeltgefarbte Neurone
[%] [%]
Stimulus allein 13+0,7 4+21
Stimulus + PMA 12+1,1 3+£23
Stimulus + PMA + BIM 18+0,5 8+0,9
Stimulus + BIM 12+ 3,4 6+22

Tabelle 18. Prozentualer Anteil Cobalt-positiver Neurone mit GAL-IR nach Hitzestimulation (links) und
nach Capsaicinstimulation (rechts) 6 d in Medium mit NGF. Daten stammen aus der selben
Experimentserie wie Abbildung 23.

30

Hitze/GAL-IR CAP/GAL-IR

Anzahl Co?* positiver Neurone mit GAL-IR [%]

44°C  +PMA +PMA +BIM CAP +PMA +PMA +BIM
+BIM +BIM

Abbildung 24. Prozentualer Anteil der Neurone mit Doppelfarbung 6 d in Medium mit NGF. Links:
Hitze/GAL-IR doppeltgefarbte Neurone. Rechts: CAP/GAL-IR doppeltgefarbte Neurone. Balken von links
nach rechts: nur Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR, mit zusétzlicher PMA Inkubation, mit PMA und BIM, nur
BIM. Werte sind als Mittelwert + SEM angegeben; n: 3-4 Tiere, insgesamt 96-154 Neurone pro
Datenpunkt. Daten stammen aus der selben Experimentserie wie Abbildung 23.
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4. Diskussion

4.1 Auswahl der Methoden

Die Expressionsmuster von Membrankanalen in Nozizeptoren werden zum
groRten Teil an isolierten Somata der Nozizeptoren untersucht, da die Isolation
peripherer Endigungen von Nozizeptoren aufgrund deren Einbettung in die
zelluldare Matrix mit erheblichen technischen Schwierigkeiten verbunden ist
(Cesare et al., 1999). Dabei ist die Verwendung der Somata von Nozizeptoren
deshalb moglich, da diese &hnliche lonenkanale exprimieren wie ihre
peripheren Endigungen (Vyklicky et al., 1996).

Mit Hilfe der Cobalt-Methode wurde eine funktionelle Detektion des
Hitze- bzw. Capsaicin-sensitiven TRPV1 in isolierten Spinalganglienzellen von
Ratten vorgenommen. Wie bereits in vorausgegangenen Arbeiten beschrieben,
erméglicht die Cobalt-Methode eine quantitative Aussage tber die Zahl der
Hitze- und Capsaicin-positiven Neurone (Hogan, 1983, Winter, 1987; Reichling
und Levine, 1997; Marin-Burgin et al., 2000; Wach et al., 2003). Als Alternative
zur Cobalt-Methode kann z.B. auch die patch-clamp Technik fur die funktionelle
Darstellung Hitze- oder Capsaicin-sensitiver Neurone angewandt werden
(Petersen et al., 1996). Die patch-clamp Technik besitzt durch Messung von
Transmembranstrdmen eine héhere Sensitivitét als die Cobalt-Methode. Da die
Fragestellung jedoch auf eine Koppelung des Nachweises der Hitze- bzw.
Capsaicinsensitivitat und des immunocytochemischen Nachweises von Galanin
in sensorischen Neuronen abzielte, stellte sich die Cobalt-Methode als besser
geeignetes Verfahren heraus.

Die Galanin-Immunocytochemie mit indirekter Antikdrperfarbung erlaubte
einen spezifischen Nachweis des Neuropeptids Galanin in sensorischen
Neuronen (Coons, 1958; Kashiba et al., 1992; Wendland et al., 2003). Da es
bei einer indirekten Immunfluoreszenz durch Verwendung zweier Antikérper zu
einer Signalverstarkung kommt, konnte zudem noch eine héhere Sensitivitét als
bei einer direkten immunocytochemischen Farbung erreicht werden.
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Durch die Doppelfarbung bestehend aus Hitze- bzw. Capsaicin-
induzierter Cobalt-Antwort und GAL-IR konnte eine Kombination aus
funktionellem Nachweis der Hitze- bzw. Capsaicinsensitivitat sensorischer
Neurone und immunocytochemischer lIdentifizierung — Galanin-positiver
Neuronenpopulationen geschaffen werden.

Neben dieser funktionellen Analyse konnte mit der PCR und der
Gelelektrophorese auch auf molekularer Ebene eine Aussage uber die
Expression des TRPV1 in sensorischen Neuronen unter verschiedenen
Kulturbedingungen erreicht werden (Wach et al., 2003). Diese Methode erlaubt
einen direkten, semiquantitativen Nachweis der RNA des TRPV1 in kultivierten
Neuronen. In diesem Verfahren kénnen auch kleinste RNA-Mengen
exponentiell vervielfaltigt werden, was eine hohe Sensitivitat zur Folge hat.

4.2 Hinweise auf einen Capsaicin-insensitiven Hitze-Rezeptor in

galaninergen Neuronen

In Experimenten ohne NGF im Kulturmedium konnte in Ubereinstimmung mit
vorangegangenen Arbeiten gezeigt werden, dass die Zahl der anhand der
Cobalt-Methode nachgewiesenen, Hitze- und Capsaicin-positiven Neurone mit
Zeit in Zellkultur abnimmt (Winter, 1987; Bevan und Winter, 1995; Wach et al.,
2003). Auch anhand der PCR- Experimente konnte dies bestatigt werden. Die
Abnahme der Anzahl Hitze- und Capsaicin-sensitiver Neurone ist auf die
geringere Expression des Hitze- und Capsaicin-sensitiven, NGF-abhéngigen
Rezeptors TRPV1 zuriickzufihren (Winter, 1987; Micheal und Priestley, 1999;
Wach et al., 2003). Die geringere Anzahl Hitze-positiver Neurone im Gegensatz
zu den Capsaicin-positiven Neuronen ist dadurch zu erklaren, dass der
Stimulus fir Capsaicin maximal, der fur Hitze jedoch nur submaximal war.
Dieser initiale Unterschied gleicht sich jedoch bis zum Tag 6 in Zellkultur an.
Obwohl! die Zahl der Cobalt-positiven Neurone sowohl nach Hitze- als auch
nach Capsaicinstimulation nach 6 Tagen in Zellkultur sehr gering ist, so liegt sie
doch deutlich tber der Anzahl Cobalt-positiver Neurone einer einfachen
Hintergrundfarbung.
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Die anschlieRende immunocytochemische Farbung zeigte, dass die
Expression des Neuropeptids Galanin in sensorischen Neuronen durch NGF
moduliert wird. Im Einklang mit vorangegangenen Arbeiten konnte gezeigt
werden, dass ein reduzierter NGF-Spiegel zu einem Anstieg der Zahl der
Neurone mit GAL-IR fiihrt (Ch’ng et al., 1985; Hokfelt et al.,1987; Villar et al.,
1989). Diese Zunahme der Anzahl GAL-IR positiver Neurone ist sowohl bei den
Experimenten nach Hitze-, als auch bei denen nach Capsaicinstimulation zu
beobachten. Der inhibitorische Effekt von NGF auf die Galanin-Expression
(Verge et al., 1995; Kerekes et al., 1997) wurde dadurch bestétigt, dass es in
Abwesenheit von NGF zu einem Anstieg Galanin-immunoreaktiver Neurone
kommt. Eine intrathekale Injektion von NGF nach Axotomie fiihrt zu einer
abgeschwéchten Hochregulation der Expression des Neuropeptids Galanin
(Verge et al., 1995).

Die Analyse der Kolokalisation Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR unter
Kulturbedingungen ohne NGF ergab einen deutlichen Unterschied in der
Anzahl Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone: Besonders
ab Tag 4 wird diese Diskrepanz zwischen den Hitze/GAL-IR und CAP/GAL-IR
doppeltgefarbten Neuronen deutlich. Dies ist umso erstaunlicher, als zu diesem
Zeitpunkt die Zahl der Hitze- als auch die der Capsaicin-positiven Neurone etwa
gleich stark reduziert ist und gleichzeitig die Zahl der Neurone mit GAL-IR fur
beide Versuchsreihen etwa gleich gesteigert ist. Es muss daher vermutet
werden, dass es sich hier um einen anderen Hitze-sensitiven Rezeptor als den
Capsaicin- und Hitze-sensitiven TRPV1 handelt, der zu diesem Zeitpunkt in
GAL-IR positiven Neuronen exprimiert wird. Dabei handelt es sich nur um eine
kleine Subpopulation von Neuronen, in der dieser vermutliche Capsaicin-
insensitive Hitzerezeptor exprimiert wird: die Zahl der Cobalt-positiven Neurone,
die als Bezugspunkt fur die Kolokalisation diente, ist nach 4 bzw. 6 Tagen in
Zellkultur schon &uBerst gering. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
Kolokalisation von Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR in der Population der
Neurone mit kleinem Durchmesser zu beobachten ist.

Im Einklang mit der vorliegenden Arbeit berichten Wendland et al., dass
bei Kultivierung der Neurone ohne Wachstumsfaktoren eine Kolokalisation von
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Capsaicinsensitivitat und GAL-IR zu beobachten ist. Jedoch konnten CAP/GAL-
IR doppeltgefarbte Neurone nur an den ersten drei Tagen der Zellkultur
festgestellt werden (Wendland et al., 2003). Im Gegensatz dazu konnte in der
vorliegenden Arbeit auch noch nach 6 d Zelkultur eine geringe Anzahl
CAP/GAL-IR positiver Neurone nachgewiesen werden, was maoglicherweise auf
die Verwendung von unterschiedlichen Kulturmedien zurtickzufihren ist.
Anhand von in vivo Experimenten mit Nervenligation konnte gezeigt werden,
dass nach Nervenlasion keine Kolokalisation von Caspaicin-Sensitivitat und
GAL-IR zu beobachten ist (Wendland et al., 2003).

4.3 Mogliche Steigerung der Expression von TRPV1 in galaninergen
Neuronen durch LIF

Wie auch in Versuchen ohne NGF beobachtet worden war, fiel die Anzahl der
Hitze- wie auch die der Capsaicin-positiven Neurone unter Kulturbedingungen
mit LIF abhaingig von der Zeit in Zellkultur stark ab. Auch hier zeigte sich ein
anfanglicher Unterschied der Zahl der Hitze- bzw. Capsaicin-positiven Neurone,
der sich bis zum 6. Tag der Zellkultur ausglich.

Bei Analyse der GAL-IR konnte in beiden Versuchsreihen ein Anstieg der
Galanin-positiven Neurone im Vergleich zu den Experimenten ohne NGF
bereits in den ersten beiden Tagen der Zellkultur beobachtet werden. Nach
Erreichen des Maximalwertes blieb die Zahl der Neurone mit GAL-IR bei beiden
Versuchsreihen ab Tag 2 der Zellkultur konstant auf diesem Niveau. LIF im
Kulturmedium induziert somit eine Anhebung der Galanin-Expression in
kultivierten sensorischen Neuronen, wie es auch nach Axotomie zu beobachten
ist (Corness et al., 1996; 1998; Sun und Zigmond, 1996; Kerekes et al., 1999;
Oztiurk und Tonge, 2001).

Die Analyse der Kolokalisation von Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR
ergab ein deutlich anderes Bild als unter Bedingungen ohne NGF beobachtet
worden war: LIF im Kulturmedium verhindert den unter Kulturbedingungen ohne
NGF und LIF beobachteten Anstieg der Neurone mit Kolokalisation Hitze/GAL-
IR (siehe Abb. 17). Weiterhin verhindert LIF den Abfall der Anzahl der Neurone

49



mit Kolokalisation CAP/GAL-IR (siehe Abb. 17). Ab Tag 2 in Zellkultur war die
Anzahl Hitze/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone nicht signifikant von der Anzahl
CAP/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone verschieden. Diese Veranderungen in
der Kolokalisation sind umso Uberraschender, als die Hitze- bzw. Capsaicin-
induzierte Cobalt-Farbung und die GAL-IR, mit Ausnahme des 1. Tages der
Zellkultur, ein den unter Kulturbedingungen ohne NGF ahnliches Bild boten. Die
ghnlich groRe Anzahl Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR doppeltgefarbter
Neurone an Tag 4 und 6 der Zellkultur in Medium mit LIF zeigt, dass LIF zu
einer Kompensation des Abfalls der Neurone mit CAP/GAL-IR bzw. des
Anstiegs der Zahl der Hitze/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone fiihrt. Dagegen
konnte unter Kulturbedingungen ohne NGF gerade an diesen Tagen der
Zellkultur eine deutliche Diskrepanz der Anzahl der Neurone mit Kolokalisation
Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR festgestellt werden.

Die in den PCR-Experimenten gezeigte gesteigerte Expression des
TRPV1 unter Kulturbedingungen mit LIF kénnte eine Erklarung fur die
annahernd gleiche Anzahl Hitze/GAL-IR und CAP/GAL-IR doppeltgeféarbter
Neurone sein. Diese Ergebnisse der PCR-Analyse sind jedoch aufgrund der
noch geringen Anzahl an Versuchstieren zu verifizieren.

Auch unter Kulturbedingungen mit LIF sind es die Neurone mit kleinem
Durchmesser, in denen die Kolokalisation Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-IR
festgestellt werden kann.

4.4 Sensibilisierung der Hitzeantwort durch PMA unter Kulturbedingungen
ohne NGF

Um eine gréRere Anzahl Cobalt-positiver Neurone zur Beurteilung der
Kolokalisation zu erhalten, wurden Experimente mit dem PKC Aktivator PMA
durchgefiihrt. In Ubereinstimmung mit vorangegangenen Arbeiten (Cesare und
McNaughton, 1996; Cesare et al., 1999; Prekumar und Ahern, 2000) konnte
beobachtet werden, dass PMA eine Sensibilisierung der Hitze-positiven
sensorischen Neurone nach 6 Tagen in Zellkultur bewirkt. Die Aufhebung der
Sensibilisierung der Hitze-Antwort nach PMA Zugabe durch gleichzeitige
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Applikation des spezifischen PKC Inhibitors BIM (Toullec et al., 1991; Prekumar
und Ahern, 2000) zeigt, dass es tatsachlich zu einer Aktivierung der PKC
gekommen ist und die Erhéhung der Anzahl Hitze-positiver Neurone nicht auf
einen unspezifischen Calciumeinstrom zurtickzufuihren ist. Die nach 6 Tagen in
Zellkultur aufgrund des niedrigen NGF-Spiegels deutlich gesenkte Hitze-
Sensitivitat (Wach et al., 2003) kann durch eine Aktivierung der Proteinkinase C
gesteigert werden (Cesare und McNaughton, 1996; Cesare et al., 1999,
Prekumar und Ahern, 2000). Im Gegensatz dazu zeigte sich keine Zunahme
der Anzahl Capsaicin-positiver Neurone nach PMA Préainkubation. In der
Literatur ist dagegen bei Anwendung der patch-clamp Technik eine Zunahme
der Amplitude der durch Capsaicin-evozierten Membranstréme nach
Aktivierung der PKC beschrieben (Prekumar und Ahern, 2000; Vellani et al.,
2001; Zhou et al., 2001). Ursache fir die unterschiedlichen Ergebnisse kénnte
die Tatsache sein, dass bei der Cobalt-Methode die Zellen am Tag 6 der
Zellkultur mit 1 yM Capsaicin schon maximal stimuliert wurden, im Gegensatz
zum submaximalen Hitzestimulus (44°C). Dies erklart, warum auch eine
Aktivierung der PKC durch PMA zu keiner Steigerung der Anzahl Capsaicin-
positiver Neurone mehr fithren kann.

Die Analyse der GAL-IR zeigte keine Veranderung der Anzahl GAL-IR
positiver Neurone nach PMA Prainkubation, weder nach Hitze- noch nach
Capsaicinstimulation. PMA hat demnach keinen Einfluss auf die Galanin-
Expression. Auch der spezifische PKC Inhibitor BIM bewirkt folglich keine
Veranderung der Anzahl Galanin-immunoreaktiver Neurone.

Die Analyse der Kolokalisation ergab, dass die Zahl der Neurone mit
Hitze/GAL-IR zwar hoher ist als die der CAP/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone,
eine PMA Prainkubation jedoch zu keiner signifikanten Anderung der Anzahl
der Neurone mit Kolokalisation Hitze/GAL-IR und CAP/GAL-IR fiihrt. Damit wird
deutlich, dass die durch PMA gesteigerte Anzahl Hitze-positiver Neurone nicht
gleichzeitig zu einer Zunahme der Hitze/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone
fuhrt.
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4.5 Keine Sensibilisierung der Hitzeantwort durch PMA unter
Kulturbedingungen mit NGF

Die Experimente unter Kulturbedingungen mit NGF zeigten, dass eine PMA
Prainkubation zu keiner Veranderung der Anzahl Hitze- und Capsaicin-positiver
Neurone nach 6 Tagen in Zellkultur fuhrt. Zwar fithrte die Kultivierung der
Neurone mit NGF insgesamt zu einem deutlichen Anstieg der Anzahl der
Neurone mit Hitze- und Capsaicinsensitivitat, was auf die Wirkung von NGF
zuriickzufiihren ist (Winter, 1987; Bevan und Winter, 1995; Wach et al., 2003),
eine zusatzliche PMA Zugabe konnte diesen Anstieg der Anzahl Hitze- und
Capsaicin-positiver Neurone jedoch nicht weiter steigern. Dies ist dadurch zu
erklaren, dass der Wachstumsfaktor NGF, der ein Aktivator der Proteinkinase C
ist (Ohmichi et al., 1993), die PKC bereits vollstandig aktiviert hat und somit
keine weitere Steigerung der Enzymaktivitat mehr moglich ist. BIM vermag
dabei nicht die durch NGF bewirkte Aktivierung der PKC aufzuheben.

Die Charakterisierung der Neurone hinsichtlich ihrer GAL-IR ergab
ebenfalls, dass eine vorherige PMA Zugabe zu keiner Anderung der Anzahl der
Neurone mit GAL-IR nach Hitze- und Capsaicinstimulation fiihrt. Lediglich die
absolute Zahl der Neurone mit GAL-IR war deutlich geringer als in den
Experimenten ohne NGF im Kulturmedium beobachtet worden war. Die
Senkung der Anzahl Galanin-immunoreaktiver Neurone in Kulturmedium mit
NGF ist auf die inhibitorische Wirkung von NGF auf die Galanin-Expression
zuriickzufiihren (Verge et al., 1995; Kerekes et al., 1997).

Hinsichtlich der Analyse der Neurone mit Kolokalisation Hitze/GAL-IR
bzw. CAP/GAL-IR konnte gezeigt werden, dass auch hier eine PMA-
Prainkubation zu keiner Veranderung der Anzahl Hitze/GAL-IR bzw. CAP/GAL-
IR doppeltgefarbter Neurone fithrt. Die absolute Anzahl der Neurone mit
Hitze/GAL-IR ist dabei deutlich geringer, was zum einen auf die Reduzierung
der Anzahl GAL-IR positiver Neurone durch NGF zuriickzufithren ist; zum
anderen bewirkt NGF nur eine Steigerung der TRPV1-abhangigen Hitze-
Sensitivitat, die - wie in Experimenten ohne NGF beobachtet wurde - nicht
gleichzeitig eine Erhohung der Kolokalisation Hitze/GAL-IR zur Folge hat. Die
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Anzahl der Neurone mit CAP/GAL-IR ist nicht signifikant geéndert. Dies ist auf
die Erhéhung der Zahl Cobalt-positiver Neurone nach Capsaicinstimulation

durch NGF und die gleichzeitige Senkung GAL-IR positiver Neurone
zuriickzuftihren.
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5. Zusammenfassung

Aus der Literatur ist bekannt, dass das Neuropeptid Galanin in
Verhaltensexperimenten an Galanin-KO Méausen eine wichtige Rolle bei der
Entwicklung einer thermischen Hyperalgesie spielt. Welche Membrankanéle
noxische thermische Reize in galaninergen Nozizeptoren transduzieren, wurde
nicht nachgewiesen.

In der vorliegenden Arbeit wurde gezeigt, dass es Galanin-
immunoreaktive sensorische Neurone in der Ratte gibt, die gleichzeitig Hitze-
sensitiv sind. Hierfur wurden Spinalganglienneurone der Ratte bis zu 6 d in
Medium ohne NGF kultiviert. Mit Hilfe einer Doppelfarbung, bestehend aus
Hitze- bzw. Capsaicin-induzierter Cobalt-Aufnahme mit anschlieRendem
immunocytochemischen Nachweis von Galanin konnte durch Analyse der
Kolokalisation iiberraschenderweise ein deutlicher Unterschied zwischen der
Anzahl Hitze/GAL-IR und der Anzahl CAP/GAL-IR doppeltgeféarbter Neurone
festgestellt werden, vor allem ab Tag 4 der Zellkultur. Dies lasst vermuten, dass
es sich hier um einen anderen Hitze-sensitiven Rezeptor als den Capsaicin-
und Hitze-sensitiven TRPV1 handelt, der in Galanin-positiven Neuronen
exprimiert wird.

Es konnte bestatigt werden, dass der Wachstumsfaktor LIF eine positive
Regulation der Expression von Galanin bewirkt. Die Analyse der Kolokalisation
ergab hier, dass LIF den Anstieg der Hitze/GAL-IR doppeltgefarbten Neurone
verhindert. LIF inhibiert gleichzeitig den Abfall der Anzahl der Neurone mit
Kolokalisation CAP/GAL-IR. Da in den PCR-Experimenten eine gesteigerte
Expression des TRPV1 mit LIF im Medium zu beobachten war, kénnte diese
Anderung der Kolokalisation auf eine gesteigerte Expression des TRPV1
zuriickzuftihren sein.

Um eine groBere Anzahl Cobalt-positiver Neurone zur Beurteilung der
Kolokalisation zu erhalten, wurden Experimente mit dem PKC Aktivator PMA
durchgefihrt. Wahrend sich mit PMA die Zahl Capsaicin-positiver Neurone

wegen der schon maximalen Stimulierung nicht weiter steigern lie, fuhrte die
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Zugabe von PMA zu einem Anstieg der Hitze-positiven Neurone nach 6 d unter
Kulturbedingungen ohne NGF. Allerdings blieb der gleichzeitige Anstieg der
Anzahl Hitze/GAL-IR doppeltgefarbter Neurone aus.

Unter Versuchsbedingungen mit NGF liel sich durch PMA, aufgrund der
durch NGF bereits maximal aktivierten PKC, bei keinem der untersuchten
Parameter eine signifikante Veranderung feststellen.
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