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1. Einleitung:

In der klinischen Praxis spielen Erkrankungen an den Gelenken, besonders an dem Kniege-
lenk eine immer gréBere Rolle. Dies liegt an den groBen unphysiologischen Belastungen, de-
nen das Kniegelenk durch bestimmte Sportarten ausgesetzt ist, aber auch an normalen Abnut-
zungserscheinungen bei ilteren Patienten. Diese Erkrankungen fiihren zu starken Schmerzen,
die héufig einen chronischen Verlauf haben und somit die Lebensqualitiit der Patienten auf

Dauer einschriinken.

Mit Hilfe von Tiermodellen, die in ihrem klinischen Erscheinungsbild menschlichen Erkran-
kungen &hneln, kdnnen Schmerz und Nozizeption gut untersucht werden. Das Kniegelenk der
Katze und der Ratte wurde bei elektrophysiologischen Untersuchungen von Gelenkafferenzen
in normalem und entziindeten Gewebe das Modell der Wahl (z.B. Heppelmann et al. 1986,
Just et al. 2000).

Die afferenten nozizeptiven Fasern der Gruppe III und IV bestehen aus diinnen markhaltigen
oder marklosen Nervenfasern und kommen in fast allen Geweben von Siugetieren vor. Da der
iberwiegende Teil der afferenten Innervation des Kniegelenkes aus diesen Fasern (Heppel-
mann et al. 1988; Ebinger et al. 2001) besteht, kann man davon ausgehen, dass die Hauptsen-
sation des Kniegelenks Schmerz ist (Schaible und Grubb 1993). Aus diesem Grund ist das

Kniegelenk sehr interessant fiir die Untersuchung nozizeptiver Afferenzen.

Neuropeptide spielen bei nozizeptiven Vorgingen eine wichtige Rolle. Im Bereich der Reiz-
aufnahme, das heifit im entziindeten Gewebe, fiihrt die Freisetzung von Neuropeptiden, wie
Substanz P und Calcitonin Gene related Peptide (CGRP), aus den peripheren Nervenendigun-
gen am Ort der noxischen Reizung zu einem Odem, einer Hyperémie und einem Erythem. Da
diese Entziindungszeichen von der Funktion und Integritit peripherer sensorischer Neurone
abhéngen, wurde diese Reaktion neurogene Entziindung genannt (Herbert, Holzer 2002).
Beispielsweise wird bei Menschen mit chronischer Arthritis erhdhte CGRP- Spiegel in der
Synovialfliissigkeit (Larsson et al. 1989), sowie ein verminderter CGRP-Gehalt der freien
Nervenendigungen in der Synovia gefunden (Gronblad et al. 1988, Mapp et al. 1990).

Auch bei der zentralnervosen Verarbeitung nozizeptiver Information spielen Neuropeptide
eine Rolle (Yusaf et al. 2001). Das Neuropeptid Substanz P zum Beispiel wird in vielen spina-
len Neuronen des Riickenmarks und supraspinalen Kernen des Gehirns produziert und ist dort
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an der Verarbeitung von Schmerz beteiligt (Harlan et al. 1989, Zimmer et al. 1998). Es konnte
gezeigt werden, dass gentechnisch veréinderte Mause, welche das Neuropeptid Substanz P
nicht mehr produzieren konnten, keine signifikante Reaktion auf Schmerz mehr zeigten
(Zimmer et al. 1998).

Neuropeptide, wie zum Beispiel CGRP, werden in groBen elektronendichten Vesikeln gespei-
chert (Nasu et al. 1999; Harper et al. 2001). Man vermutet, dass spannungsabhingige Calci-
umkandle eine wichtige Rolle bei der Freisetzung dieser Neuropeptiden aus den afferenten

Nervenfaserendigungen spielen (Mansvelder and Kits 2000).

Bekannt ist, dass spannungsabhéngige Calciumkanile bei der Nozizeption im zentralen Ner-
vensystem eine wichtige Rolle spielen (Bertolino and Llinas, 1992). In klinischen Studien
konnte gezeigt werden, dass durch Blockade dieser Kanile auf spinaler Ebene das subjektive
Empfinden auf mechanische oder thermische Schmerzreize ein gesteigertes Schmerzempfin-
den, sowie vermehrte Beriihrungsempfindlichkeit an der entziindeten Stelle reduziert werden
konnte (Vanegas and Schaible 2000).

Eine hohe Dichte verschiedener Calciumkanile konnten auch im zentralen Nervensystem, be-
sonders im Hippocampus, gefunden werden. Sie befinden sich an den Zellkorpern, den Dend-
riten und den axonalen Nevenendigungen, wo sie auf der prasynaptischen Seite eine wichtige
Rolle in der Transmitterfreisetzung spielen. So konnte zum Beispiel gezeigt werden, dass die
inhibitorische Wirkung GABAerger Neurone viel wirkungsvoller durch hohe Konzentratio-
nen von Calciumkanalblockern gehemmt werden konnte als durch die erregende Wirkung des

natiirlichen Gegenspielers Glutamat (Potier et al. 1993).

Man kann somit davon ausgehen, dass die Freisetzung von Neuropeptiden im zentralen Ner-
vensystem Uiber spannungsabhingige Calciumkanile erfolgt. Primére Afferenzen geben Neu-
ropeptide aber auch in das periphere Gewebe ab, wo sie fiir verschiedene Entziindungssym-

ptome, wie Odembildung und Hyperimie verantwortlich sind.

Man kann vermuten, dass diese Freisetzung in einer hnlichen Weise erfolgt, das heift, dass

spannungsabhingige Calcium-Kanile eine wichtige Rolle spielen.



Ziel der Arbeit war es nun, diese spannungsabhiingigen Calciumkanile immunhistochemisch
in der Kniegelenkskapsel nachzuweisen. Da afferente Nervenfasern der Gruppe III und IV )
zum groBen Teil das Neuropeptid CGRP enthalten, sollte der immunhistochemische Nach-
weis durch Doppelmarkierungen sowohl des Neuropeptids als auch der Calciumkanile erfol-
gen. Zunichst erfolgte die Darstellung von CGRP-haltigen Nervenfasern durch Inkubation
des Gewebes mit fluoreszenzmarkierten Antikérper gegen das Neuropeptid. Gleichzeitig er-
folgte der Nachweis von spannungsabhingigen Calciumkanilen. Dies erfolgte auf zwei ver-
schiedenen Wegen, zum einen durch die Bindung spezifischer fluoreszenzmarkierter Kanal-
blocker (Verapamil) und zum anderen durch spezifische Antikérper gegen Kanaluntereinhei-

ten.

Die Calciumkanile sind heteromere Proteinkomplexe, die aus einer o;-Untereinheit, welche
die Pore bildet und eine durch Disulfidbriicken verbundene o,5-Untereinheit und eine -
Untereinheit, die regulatorische Funktion besitzt, bestehen. Im Organismus wurden verschie-
dene Untereinheiten diese Calciumkanals gefunden, die sich nur im Aufbau ihrer ol-
Untereinheit unterscheiden. Durch diesen Strukturunterschiede kénnen sie von verschiedenen

Substanzen blockiert werden (Reuter et al. 1996).

Man unterscheidet den L-, N-, und P/Q-Typ. Besonders die L- und N- Kanile spielen eine
wichtige Rolle bei der Weiterleitung und Verstirkung von Schmerz auf spinaler Ebene (Va-
negas und Schaible 1996). Um diese Kanile immunhistochemisch darzustellen, wurden in
dieser Arbeit spezifische Antikorper gegen die verschiedenen Untereinheiten gewihlt, die zu-

séitzlich mit einem immunfluoreszierenden Sekundérantikérper gekoppelt waren.



2. Material und Methoden

2.1. Préparation des Gewebes

Insgesamt wurden 18 Mause mit einem Korpergewicht von ca. 35g durch eine Uberdosis Thi-
opental (Trapanal, Byk Gulden) getotet.

Durch die Abpréparation der Haut an den Kniegelenken der Mause konnten die Knie freige-
legt werden. Um die mediale und die laterale Kniegelenkskapsel entnehmen zu konnen, wur-
de hierzu jeweils ein Schnitt mit einem Skalpell parallel zum Ligamentum patellae und zum
Ligamentum collaterale mediale bzw. Ligementum collaterale laterale gefiihrt. Durch zwei
vertikal gefiihrte Schnitte konnte die Kapsel freigelegt und dann vorsichtig abpripariert wer-
den. Die Kapseln wurden sofort in eine Pufferlosung (phosphate-buffered saline (PBS)) iiber-
fithrt.

2.2. Darstellung der Calciumkanéle

2.2.1. Immunhistochemischer Nachweis der Calciumkanal-Untereinheiten

Zur Darstellung der Calcium-Kanile wurden spezifische Antikdrper gegen die jeweilige Un-
tereinheit gewdhlt.

Das Gewebe wurde fiir ca. zwei Stunden griindlich mit PBS, welches zusitzlich 0,1% NaN;
(PBS+) enthielt, gewaschen und tiber Nacht in einer Fixationslosung, die 2% Paraformalde-
hyd in Puffer enthielt, aufbewahrt. Am néchsten Tag musste das Gewebe fiir 2

Stunden intensiv in PBS+ gewaschen werden (3x20min+2x30min) und in einer Alkoholreihe
(10%; 25%; 40%; 50%; 40%; 25%; 10%) jeweils fiir fiinf Minuten belassen werden, um eine
ausreichende Antikdrperpenetration zu gewihrleisten. AnschlieBend wurde kurz mit frischem
PBS+ (2x5min) gewaschen und danach fiir 2 Stunden vorinkubiert. Die Vorinkubation ent-

hielt neben PBS+ noch 4% normales Ziegenserum (normal goat serum; NGS).

Nach einem weiteren kurzen Waschschritt (2x5min) mit PBS+ wurde zur Darstellung der
CGRP-haltigen Fasern mit dem aus dem Meerschweinchen gewonnenen Antiserum (1:1000,

Polyclonal CGRP-Antibody; DPC Biemann) inkubiert.



Um den L-Kanal darzustellen, enthielt die Inkubationslosung gleichzeitig das aus dem Kanin-
chen gewonnene Antiserum (antia;C; 1:200; Alomone Laboratories). Das Gewebe blieb bei
Raumtemperatur auf dem Schiittler fiir ca. 20 Stunden stehen. Am nichsten Tag wurde wie-
derum fiir ca. 20 Stunden mit frischem PBS+ gewaschen und anschlieBend die Sekundiranti-
korper hinzugegeben. Diese waren mit dem Fluoreszenzfarbstoff CY, (1:150; Jackson Immu-
no Research) oder Cy; (1:500; Jackson Immuno Research) konjugiert. In dieser Losung

verblieben die Proben fiir ca. 20 Stunden bei Raumtemperatur.

Damit nichtgebundene Sekundérantikdrper aus dem Gewebe entfernt werden konnten, musste
nochmals griindlich fiir eine Stunde (3x20min) mit frischem PBS gewaschen werden. Nach-
dem das Gewebe noch fiir einen Tag bei Raumtemperatur im Puffer belassen wurde, konnte
es auf einem Objekttriger aufgezogen und in Fluor-Save-Reagent (Calbiochem) eingebettet
werden. In Kontrollversuchen erfolgte eine Inkubation des Gewebes mit dem Antikorper (z.B.
antia;C) in Gegenwart des entsprechenden Antigens.

Zur Darstellung des N-Kanals wurde das Gewebe mit dem ebenfalls aus dem Kaninchen ge-

wonnenem Antiserum (antio; B; 1:200; Alomone Laboratories) inkubiert.

2.2.2. Darstellung des kombinierten Nachweises von Verapamil- bzw Conoto-

xin-Bindungsstellen an CGRP-positiven Nervenfasern

Nach der Entnahme wurde das Gewebe fiir ca. 2 Stunden griindlich mit PBS gewaschen. Im
Anschluf3 inkubierte man die Proben mit dem fluoreszenzmarkierten Kanalblocker Bodipy-
Verapamil (10-4mol/l) fiir 3 Stunden. Die Inkubation erfolgte bei Raumtemperatur auf einem
Schiittler unter LichtausschluB, da der fluoreszenzmarkierte Kanalblocker lichtempfindlich

ist.

Nach diesem Schritt wurde fiir eine Stunde (6x10min) mit frischem PBS gewaschen. Uber
Nacht ruhte dann das Gewebe in einer Fixationslosung, die 2% Paraformaldehxd in Puffer
enthielt. Nach der Fixation wurde das Gewebe fiir 2 Stunden intensiv in PBS+ gewaschen

(3x20min+2x30min) und in einer auf- bzw. absteigenden Alkoholreihe (10%; 25%; 40%;



50%; 40%; 25%; 10%) jeweils fiir fiinf Minuten belassen, um eine ausreichende Antikérper-

penetration zu gewéhrleisten.

AnschlieBend wurde kurz mit frischem PBS (2x5min) gewaschen und danach fiir zwei Stun-
den vorinkubiert. Die Vorinkubation enthielt neben PBS+ noch 4% NGS (normal goat se-
rum).

Nach einem weiteren kurzen Waschschritt mit PBS+ (2x5min) konnte das aus dem Meer-
schweinchen gewonnene Antiserum (1:1000, Polyclonal CGRP-Antibody; DPC-Biermann)
zugegeben werden. Das verwendete Antiserum war zuvor in einer PBS-Losung, die 1% NGS
und 0,5% Triton enthielt, verdiinnt worden. Bei Raumtemperatur blieb das Gewebe auf dem

Schiittler iiber Nacht stehen.

Nachdem am darauffolgenden Tag die Kapseln intensiv fiir zwei Stunden mit PBS+ gewa-
schen (3y20min+2x30min) worden waren, konnte der fluorchromkonjugierte Sekundiranti-
kérper (1:1200; Jackson Immuno Research) zugegeben werden. Bei Raumtemperatur wurde
fur ca. 20 Stunden inkubiert. Um nichtgebundene Sekundirantikérper aus dem Gewebe zu
entfernen, wurde nochmals griindlich fiir eine Stunde (3x20min) mit frischem PBS gewaschen
und die Kapseln dann fiir einen Tag bei Raumtemperatur im Puffer belassen.

Zur Darstellung der Conotoxin- Bindungsstellen wurde der gleiche Vorgang gewshlt wie bei
der Markierung der Verapamil-Bindungsstellen. Das Gewebe wurde mit @-conotoxin GVIA
(10-6mol/l, konjugiert mit Tetramethylrhodanin, einem 27-Aminosiurepeptid-Toxin aus der

Kegelschnecke (Conus geographus)), inkubiert.

Im letzten Arbeitsschritt wurde das Gewebe auf einen Objekttriger aufgezogen und in Fluor-
Save-Reagent (Calbiochem) eingebettet. In den Kontrollversuchen ersetzte man den Sekunds-

rantik6rper bzw. den Kanalblocker durch einfaches PBS.

2.3. Auswertung

Fiir die lichtmikroskopische Darstellung des Nervenfaserverlaufs und der Calcium-Kanéle
wurden die immungefirbten Gewebe zunéchst bei 20facher VergroBerung mit einem Licht-
mikroskop untersucht.

Es wurden confocale Bilder der Kapseln mit Hilfe eines Leica TCS NT-Mikroskops angefer-
tigt und anschlieBend mit Amira (TGS inc.) bearbeitet.



Protokoll

zum immunhistochemischen Nachweis von Calcium-Kanal-Untereinheiten:

1. Tag Waschen:
PBS + 0.1% NaN3: x-mal
Fixierung:
Paraformaldehyd 2%, 16 Stunden
2. Tag Waschen:

PBS + 0.1% NaNj3: 3x20min+2x30min

Inkubation:  mit Ethanol in PB
(10%; 25%; 40%; 50%; 40%; 25%; 10% je 5 min)

Waschen:
PBS + 0.1% NaN3: 2x5min

Vorinkubation: mit PBS+ und 4% NGS
(2 Stunden)

Waschen:
PBS + 0.1% NaNj3: 2x5min

1. Antikérper: Polyclonal CGRP-Antibody, guinea pig; DPC Biermann;
1: 1000 in 0.12M PBS+
ANTI-0,;C/ ANTI-o4B Subunit of Voltage-Gated Ca2+
Channel, rabbit; Alomone Laboratories;1: 200 in 0.12M
PBS+
(ca. 20 Stunden)




3. Tag Waschen:
PBS +0.1% NaN3: 3x20min + 2x30min

2. Antikdrper: CyTM2-conjugated AP Goat Anti Guinea pig IgG (H+L),
Jackson Immuno Research Laboratories; 1:150 in
0.12M PBS+
CyTM3-conjugated AP Goat Anti Rabbit IgG (H+L),
Jackson Immuno Research Laboratories; 1:500 in
0.12M PBS+
(ca. 20 Stunden)

4. Tag Waschen:
PBS + 0.1% NaNj3: 3x20min

5. Tag Eindecken:  mit Fluor-Save-Reagent (Calbiochem)

Anm.: PBS+: PBS, 0.1%NaN3, 1% NGS (normal goat serum), Triton 0.5%,
0.25% BSA (bovine solution)



Protokoll

des kombinierten Nachweises von Verapamil- bzw. Conotoxin-Bindungsstellen

an CGRP-immunpositiven Nervenfasern:

1. Tag Waschen:
PBS + 0.1% NaN3: x-mal
Inkubation: BODIPY® FL verapamil, hydrochloride, Molecular
Probes; 10*mol/l

®-conotoxin GVIA, tetramethylrhodamine conjugate,

Molecular Probes; 10°mol/l

(3 Stunden)
Waschen:
PBS + 0.1% NaN3: 6x10min
Fixierung:
Paraformaldehyd 2%, 16 Stunden
2. Tag Waschen:

PBS + 0.1% NaN3: 3x20min+2x30min
Inkubation: mit Ethanol in PB
(10%; 25%; 40%; 50%; 40%; 25%; 10% je Smin)

Waschen:

PBS + 0.1% NaN3: 2x5min
Vorinkubation: mit PBS+ und 4% NGS

(2 Stunden)

Waschen:
PBS + 0.1% NaN3: 2x5min

1. Antikérper: Polyclonal CGRP-Antibody, guinea pig, DPC
Biermann;1:1000 in 0.1M PBS + 0.1% NaNz + 1%
BSA
(ca. 20 Stunden)




3. Tag

Waschen:

PBS + 0.1% NaNj: 2x30min+3x20min

2. Antikorper:

Verapamil-Reihe: Cy'"3-conjugated AP Goat Anti
Guinea Pig IgG (H+L), Jackson Immuno Research
Laboratories; 1:1200 in 0.12M PBS+
Conotoxin-Reihe: Cy™2-conjugated AP Goat Anti
Guinea Pig IgG (H+L), Jackson Immuno Research
Laboratosies; 1:150 in 0.12M PBS+

(ca. 20 Stunden)

4. Tag

Waschen:

PBS + 0.1%NaN3: 6x10min

5. Tag

Eindecken:

mit Fluor-Save-Reagent (Calbiochem)
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3. Ergebnisse
3.1. Verteilung des L-Typ Calciumkanals

In den zu untersuchenden Geweben waren Fluoreszenz markierte Nervenfasern eindeutig zu
erkennen. Diese Nervenfasern konnten iiber eine Strecke von bis zu mehreren 100 pm ver-
folgt werden. In Kontrollexperimenten, in denen der primire Antikorper oder der Kanalblo-

cker nicht zugegeben wurde, konnten keine markierten Nervenfasern beobachtet werden.

Nervenfasern mit einer positiven Immunreaktion fiir CGRP traten in unterschiedlichen Tiefen
der Gelenkkapsel auf. In den oberen Schichten befanden sich hauptsichlich Fettzellen und
BlutgefiBe. Hier liefen die Nervenfasern in enger Nachbarschaft zu den Fettzellen und den
BlutgefiBen. Die tieferen Schichten bestanden hauptséchlich aus Kollagenfasern. Hier waren
nur vereinzelt Nervenfasern sichtbar. Alle markierten Nervenfasern waren diinn, mit einem
Durchmesser von ungeféhr 2pm. Die Immunreaktion war entlang der Nervenfasern nicht
gleichméBig verteilt, sondern hiufte sich, in Abstinden von ca. 2 pm, periodisch an. Es konn-
ten auch Nervenfasern beobachtet werden, die zu Biindeln zusammengelagert waren. Hier

schien die CGRP- positive Inmunreaktion viel gleichmaBiger aufzutreten.

Als das Gewebe mit dem Fluoreszenz gekoppelten Bodipy-Verapamil, einem spezifischen L-
Typ Calciumkanalblocker, inkubiert wurde, zeigten sich intensiv markierte periphere Nerven-
fasern. Die Bindungsstellen waren nicht gleichmiBig iiber die Nervenfasern verteilt, sondern
zeigten periodisch auftretende Anhdufungen (Abb.1). Daneben waren auch einige kleine
Blutgefie und nicht-neuronale Zellen eindeutig mit Bodipy-Verapamil angefirbt mit einer
ungeféhren Lange von 25 um und einer Breite von 10 um. Diese Zellen zeigten eine unre-
gelmidBige Form. Kombiniert man beide Fluoreszenz markierten Abbildungen, konnte man
eine vollstindige Kolokalisation der CGRP-positiven Immunreaktion und der Bodipy-

Verapamil Bindungsstellen feststellen (Abb.1).

Vergleichbare Ergebnisse konnten nach der Markierung der L-Typ Calciumkanile mit spezi-

fischen Antikérpern gegen die o, D-Untereinheit erzielt werden (Abb.2).
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Auch hierbei konnte eine deutliche Kolokalisation zwischen der CGRP-positiven Immuno-
reaktion und dem L-Typ Calciumkanal beobachtet werden. Im Unterschied zu den Markie-
rungen der Calciumkanile war die Intensitit bei der Verwendung mit Bodipy-Verapamil lei-
der viel schwicher. Einige Nervenfasern hingegen zeigten nur eine Immunreaktion fiir den L-
Typ Calciumkanal. Die oben erwihnten Zellen gingen keine Immunreaktion mit dem Fluo-
reszenz markierten Antikorper ein, wohingegen die BlutgefiBe eindeutig Antikorperbin-
dungsstellen fiir den L-Typ Calciumkanal aufwiesen (Abb.2).
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Abb.1: Konfokale Abbildungen der Verapamil-Bindungsstellen (griin) an

CGRP-immunpositiven Nervenfasern (rot) in der Kniegelenkskapsel der Maus.
Die Verapamil-Bindungsstellen sind kolokalisiert mit der CGRP Immunreaktion

(gelb). Einige Zellen sind mit Bodipy-Verapamil markiert (*). MaB3stab: 10 um.
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L-Kanal bt

Abb.2: Abbildungen der Immunreaktion fiir den L-Typ Calcium-Kanal (rot)
an CGRP immunpositiven Nervenfasern (griin) in der Kniegelenkskapsel der Maus
(Kolokalisation: gelb). Einige der Nervenfasern sind immunreaktiv flir den L-Typ
Calciumkanal ohne CGRP-&hnliche Immunreaktion (¥). Auch Blutgefafie zeigten

eindeutig Antikdrperbindungsstellen (V). Maf3stab: 10 pm.
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3.2. Verteilung des N-Typ Calciumkanals

Die Bindungsstudien mit Tetramethylrhodamin konjugiertem o-conotoxin GVIA, einem spe-
zifischen N-Typ Calciumkanalblocker, zeigten eine schwache, aber eindeutige Anfirbung der
Nervenfasern in der Kapsel des Kniegelenks (Abb.3).

Vergleichbar mit der Markierung des L-Typ Calciumkanals konnte auch hier eine periodische
Anhéufung der Bindungsstellen entlang der gesamten peripheren Nervenfasern beobachtet
werden. Kombiniert man die Abbildungen der ®-conotoxin Bindungsstellen mit denen der
CGRP-positiven Immunreaktionen, zeigte sich eine eindeutige Kolokalisation. Diese Ergeb-
nisse wurden weiterhin unterstiitzt durch die Verwendung von Antikérpern, welche spezifisch
an die oyB-Untereinheit des N-Typ Calciumkanals banden (Abb.4). Auch hier konnte eine
vollstdndige Kolokalisation festgestellt werden. Im Gegensatz zu der Markierung des L-Typ
Calciumkanals wurden keine anderen Strukturen, wie Blutgefifie oder nicht-neuronale Zellen,

angefirbt.
Neben einzelnen Nervenfasern konnten auch kleine Nervenfaserbiindel untersucht werden.

Hierbei zeigte sich, dass die Reaktion des w-conotoxin an den Faserbiindeln viel ausgeprigter

war als an den einzelnen Nervenfasern (Abb. 5).
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Abb.3: Konfokale Abbildungen zeigen eine eindeutige Kolokalisation (gelb)
zwischen der CGRP-positiven Immunreaktion (griin) und den w-conotoxin (rot)

Bindungsstellen des N-Typ Calciumkanals an einer Nervenfaser. Maf3stab: 10um.
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N-Kanal

Abb.4: Kolokalisation (gelb) zwischen der CGRP-positiven Immunreaktion (griin)
und der Immunreaktion des N-Typ Calciumkanals (rot). Maf3stab: 10pum.



4. Diskussion

Das Vorhandensein spannungsabhéngiger Calciumkanile in den Spinalganglienzellen der
Hinterwurzel des Riickenmarks konnte schon in verschiedenen Studien nachgewiesen werden
(Yusef et al 2001). Diese Studie zeigt erstmals eindeutig das Vorhandensein spannungsab-

héngiger Calciumkanile an peripheren afferenten Nervenfasern.

Untersucht wurden diese Kanile an dem bereits gut erforschten Kniegelenk der Maus. Im
Kniegelenk der Maus besteht der iiberwiegende Anteil der afferenten Fasern aus denen der
Gruppe III und IV, welche fiir die Weiterleitung nozizeptiver Information von Bedeutung sind
(Ebinger et al. 2001). Diese afferenten Fasern enthalten Neuropeptide, wie zum Beispicl
CGRP, welche bei nozizeptiven Vorgingen eine wichtige Rolle spielen. Aus diesem Grund
wurde versucht, zunichst das Neuropeptid CGRP an afferenten Nervenfasern in den Kniege-
lenken der Maus nachzuweisen, um dann mittels Floureszenz markierte Antikorper bzw. Ka-

nalblocker gegen die Calciumkanéle eine Kolokalisation an den Fasern zu beweisen.

Zur Darstellung afferenter Nervenfasern der Gruppe III und IV wurde eine Immunreaktion in
unterschiedlichen Tiefen der Gelenkkapsel gefunden. Die Innervationsdichte war in den ober-
flachlichen Kapselschichten eindeutig héher als in den tieferen. Ahnliche Studien haben dies
schon gezeigt (Heppelmann et al 1997). Auflerdem konnte elektronenmikroskopisch nachge-
wiesen werden, dass die meisten Fasern in enger Nachbarschaft zu den kleinen Arterien ver-
liefen. (Heppelmann et al 1997). Auch in unserem untersuchten Gewebe waren die meisten

CGRP positiven Nervenfasern an Blutgeféifien, wie Abb.1 zeigt, zu beobachten.

Leider konnten die dargestellten Afferenzen nicht einer Gruppe zugeordnet werden. Es kénnte
sich um Nozizeptoren, aber auch um Mechanosensoren handeln, welche fiir den Stellungs-
und Bewegungssinn des Gelenks im Raum von Bedeutung sind. Auch konnte mit dieser Me-
thode nicht zwischen den einzelnen Gruppen von Fasern unterschieden werden. Die dickmye-
linisierten Fasern der Gruppe II, welche ausschlieBlich Mechanosensoren, enthalten haben a-
ber einen Durchmesser von 6-11 pm. Die marklosen (IV) bzw. diinn markhaltigen (III) Fa-
sern, welche die Nozizeptoren enthalten, sind mit einem Durchmesser von 0.25-1.5 um bzw.
1-6pm wesentlich kleiner. Obwohl es nicht moglich ist, den Durchmesser der Fluoreszenz
markierten Nervenfasern exakt zu bestimmen, scheinen sie so klein zu sein, dass sie von der
GroBe her zu der Gruppe III oder IV klassifiziert werden konnen. AuBerdem wurde schon ge-
zeigt, dass das Kniegelenk der Maus hauptséchlich von Nervenfasern dieser zwei Gruppen in-
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nerviert wird. Eine Differenzierung zwischen diesen beiden Gruppen war jedoch nicht mog-
lich

Die von uns beobachteten Nervenfasern waren entweder in kleinen Biindeln zZusammenge-
fasst, oder liefen einzeln in einer geraden Linie durch das Gewebe, vollstindig angereichert
mit dem Reaktionsprodukt CGRP. Die Immunreaktion war entlang der Nervenfasern aber
nicht gleichmiBig verteilt, sondern zeigte in regelmiBigen Abstinden von ca. Sum Verdich-
tungen, so genannte ,,beads”. Derartige als ,,beads bezeichnete Strukturen, wie auch der Fa-
serverlauf, konnten in gleicher Weise in friiheren Arbeiten bereits beobachtet werden (Hep-
pelmann et al. 1997). Somit handelt es sich auch hier eindeutig um afferente Nervenfasern der
Gruppe III oder IV, da sie in der Lokalisation, GroBe und Form eindeutig den Ergebnissen

anderer Arbeiten entsprechen.

Calciumkanéle unterscheiden sich im Aufbau ihrer o.1-Untereinheit. Durch diesen Strukturun-
terschied konnen sie von verschiedenen Substanzen blockiert werden (Reuter 1996). Der L-
Typ Calciumkanal besteht aus den Untereinheiten o,C und oD und kann durch Dihydropyri-
dine (z.B. Nifedipin), Phenylalkylamine (z.B. Verapamil), oder auch durch Benzodiazepine
(z.B. Diltiazem) blockiert werden. Diesen Kanaltyp findet man hauptséchlich auf der Oberfla-
chenmembran von Nervenzellkorpern und ihren proximalen Dendriten (Reuter 1996). In ei-
nem der verschiedenen Ansitze wurde das Gewebe neben CGRP zusitzlich mit Bodipy-
Verapamil, einem Fluoreszenz gekoppeltem Calciumkanalblocker, inkubiert. Es zeigten sich
markierte Nervenfasern, die sich eindeutig sowohl mit CGRP als auch mit Bodipy-Verapamil
anférben lieBen. Auch Verapamil regierte entlang der gesamten Nervenfaser und zeigte die-
selben periodisch angehduften Verdichtungen wie CGRP. Somit konnte eine eindeutige Kolo-

kalisation nachgewiesen werden.

Es handelt sich bei diesen Nervenfasern also eindeutig um sensorische Nervenafferenzen,
welche eine hohe Dichte an spannungsabhingigen Calciumkanilen vom L-Typ aufwiesen. Es
konnte eine Nervenfaser gefunden werden, die zwar Calciumkanile enthielt, aber kein CGRP
(Abb. 2). Vielleicht handelt es sich hierbei um eine afferente Faser, die kein CGRP enthielt,

oder die Konzentration an CGRP in dieser Faser war fiir die Darstellung zu gering.

Um diese Ergebnisse zu bestitigen, wurden die L-Typ Calciumkanéle mit spezifischen Anti-

kdrpern markiert. Hier zeigte sich das gleiche Ergebnis. Die Intensitit der Farbung war jedoch
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wesentlich hoher. Der Grund hierfiir kénnte in der Spezifitat der Antigen-Antikérper-Bindung
liegen. AntikSrper binden spezifisch an ein bestimmtes Antigen. Die Calciumkanalblocker
andererseits binden wahrscheinlich nicht so fest an den Calciumkanélen. Ein anderer Grund
konnte sein, dass Verapamil durch die hiufigen Waschschritte wieder ausgewaschen wurde,

da es sehr hydrophil ist.

Uberaschenderweise zeigte sich die relative Unspezifitit der Calciumkanalblocker darin, dass
Verapamil auch an Zellen im Gewebe band, bei denen eigentlich keine Immunreaktion mit
Calciumkanile vom L-Typ zu erwarten gewesen wire. Dies kann man vielleicht damit erkli-
ren, das Verapamil hier an andere Arten von Ionenkanilen bindet. Es konnte sich hierbei um
calciumabhéingige Kaliumkanile handeln, welche man an Blutgefifen und Leukozyten ge-
funden hat (Harper et al 2001, Jensen et al 1998, Rittenhouse et al 1997). In den Endothelzel-
len von Blutgefifien sind sie an der Regulation des GefiBtonus beteiligt. In wandernden Zel-
len scheint der calciumabhingige Kaliumkanal eine Rolle in der Zellbewegung zu spielen
(Schwab et al 1999). Aufgrund der GroBe und Form der Verapamil markierten Zellen kénnte

es sich um wandernde Leukozyten handeln.

Der N-Kanal besteht aus der Untereinheit ;B und kann durch o-Conopeptide (w-conotoxin
GVIA) blockiert werden. Diesen Kanaltyp findet man hauptsichlich auf der prisynaptischen
Seite von Nervenendigungen und er trégt dort zur Transmitterfreisetzung bei. Solche Trans-
mitter sind zum Beispiel Glutamat, Acetylcholin, Dopamin, Norphenephrin, GABA oder
CGRP (Reuter 1996). Besonders eingehend wurde die Funktion des N-Kanals am Riicken-
mark von Ratten untersucht. So verringerte sich das Antwortverhalten spinaler nozizeptiver
Neurone auf mechanische Reizung um 35% nach Gabe von Conotoxin (ctx) GVIA (Neuge-
bauer U et al. 1996). Entsprechend zeigten Ratten in Verhaltensversuchen, deren Knie einer
Entziindung ausgesetzt sind, kaum Schmerzverhalten, wenn ihnen vorher in das Hinterhorn
des Riickenmarks Conotoxin injeziert wurde (Nebe et al 1998). Somit spielen auch die Calci-
umkanéle vom N-Typ eine wichtige Rolle in der Weiterleitung und Verarbeitung von

Schmerz.

In dieser Arbeit konnte eindeutig der N-Typ Calciumkanal immunhistochemisch nachgewie-
sen werden. Auch hier fand sich eine eindeutige Kolokalisation mit CGRP. Leider musste
dhnlich wie bei der Markierung des L-Kanals festgestellt werden, dass auch hier die Markie-

rung durch einen Kanalblocker viel schwicher sichtbar war, als die spezifische Antikérper-
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bindung. Ansonsten zeigten auch diese immunhistochemischen Darstellungen die gleichen

periodischen Anhdufungen wie bei der Darstellung der L-Typ Calciumkanéle.

An feinen Gelenkafferenzen scheinen sich also spannungsabhingige Calciumkanéle auch an
den peripheren Nervenfasern zu befinden. Ein weiterer Beleg fiir die Existenz dieser Kanile
konnte durch elektrophysiologische Untersuchungen erbracht werden (Just und Heppelmann
2003). In dieser Studie wurde der EinfluB der Calciumkanalantagonisten fiir den L-Typ und
den N-Typ auf die Mechanosensitivitdt unmyeliniserter und diinn myelinisierter Afferenzen
im Kniegelenk der Ratte untersucht. Verapamil und Conotoxin verringerten die Mechanosen-

sitivitdt in den meisten Nervenafferenzen deutlich (Just und Heppelmann 2003).

Im Riickenmark spielen spannungsabhingige Calciumkanile in der Weiterleitung von senso-
rischer Information einschlieBlich der Nozizeption eine wichtige Rolle. Die Gabe von spezifi-
schen Calciumkanalblockern kann subjektiven Schmerz verringern oder sogar verhindern.
Auch die Wahmehmung von Reizen als schmerzhaft, die normalerweise nicht schmerzhaft
sind (Allodynie) und gesteigertes Schmerzempfinden (Hyperalgesie), wird durch die Blocka-
de positiv beeinflusst. Dies wurde in verschiedenen experimentellen und klinischen Studien

gezeigt (Vanegas and Schaible 2000).

Die Therapie bei der Behandlung chronischer und postoperativer Schmerzen setzt hauptsiich-
lich bei der Verarbeitung von Signalen im Riickenmark und im Gehirn an. Die Hemmung
zahlreicher Neurotransmitter, wie zum Beispiel Glutamat oder Acetylcholin, auf Riicken-
marksebene bewirkt eine Analgesie (Eisenach 1999). Aber auch durch die Bockade von Cal-
ciumkanilen, besonders des N-Kanaltyps durch Ziconotid, einem w-conotoxin, konnte nach
intrathecaler Gabe Schmerzen bei Patienten signifikant reduziert werden, die tiber Jahre hin-
weg an chronischen Schmerzen litten und bei denen Opiate ohne Wirkung waren. (Heppel-
mann 2002). In dieser Forschungsarbeit konnten diese Calciumkanile auch an primiren affe-
renten Nervenfasern eindeutig nachgewiesen werden. Es liegt auf der Hand, dass durch Blo-
ckade dieser Calciumkanéle an priméren afferenten Nervenfasern bereits am Ort der Entste-
hung einer Entziindung eingegriffen werden kénnte. Die reduzierte Freisetzung von Neuro-
peptiden konnte vielleicht das AusmaB einer Entziindung schon im peripheren Gewebe ver-
ringern, und somit einen neuen moglichen Angriffspunkt in der Bekimpfung akuter und chro-

nischer Schmerzen bilden.
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5. Zusammenfassung

Die afferente Funktion (Erregbarkeit) und die efferente Funktion (Freisetzung von Neuropep-
tiden aus priméren Afferenzen) basiert auf einem Calciumeinstrom. Das Ziel der vorliegenden
Studie war es, nachzuweisen, ob spannungsabhingige Calciumkanéle vom L- und N-Typ an
sensorischen Nervenendigungen in der Kniegelenkskapsel der Maus darstellbar sind. Es wur-
den spezifische Fluoreszenz gekoppelte Kanalblocker und Antisera gegen diese Calciumka-
nal-Subtypen verwendet. Um zu zeigen, dass es sich um afferente Nervenfasern handelt, wur-
de das Gewebe gleichzeitig mit einem Fluoreszenz gekoppelten Antikdrper gegen calcitonin
gene-related peptide (CGRP), einem Neuropeptid, welches in priméren Afferenzen weit ver-
breitet ist, inkubiert. Es konnte eine fast vollstindige Kolokalisation der CGRP Immunreakti-
on und der Bindungsstellen von w-conotoxin GVIA oder Bodipy-Verapamil, welche das Vor-
handensein von L- und N-Typ Calciumkanilen zeigten, festgestellt werden.

Diese Ergebnisse wurden durch identische Befunde nach einer immunhistochemischen Dar-
stellung von zwei Calciumkanaluntereinheiten an CGRP-immunpositiven Nervenfasern besti-

tigt.
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