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A. EINFUHRUNG UND FRAGESTELLUNG

1. Geschichte des Zahnschmerzes und
der Behandlung

,pDer Zahnschmerz ist - abgesehen
vom Tod - der grofRte und grausamste
aller Schmerzen® (De re medica libri octo.
item; 30 n. Chr.). Zu dieser Erkenntnis
kam der rdmische Arzt Aulus Cornelius
Celsus (3-64 n. Chr.) im 1. Jahrhundert
Die Geschichte der

Zahnschmerzen ist allerdings wesentlich

nach Christus.

alter und gewann mit dem Einzug der
Zivilisation durch die Zunahme karioser
Zahne an Bedeutung. Schadelfunde
der Jungsteinzeit von etwa 15000 bis
10000 v. Chr. wiesen noch kaum kariése
Zahne auf. Mit dem stetig wachsenden
Problem der Karies entstand um 1800 v.
Chr. die erste Karies-Entstehungstheorie,
veranschaulichtauf eineraltbabylonischen
Tontafel. Danach ist ein Zahnwurm schuld
an den Zahnschmerzen. Eine Darstellung
des Zahnwurms entstand um 1780 in
Form einer Elfenbeinschnitzerei (Abb. 1).
Unter welch starken Zahnschmerzen die
Menschen in frihen Zeiten litten und unter
welchen Qualen sie die Zahnbehandlung
Uber sich ergehen liel3en, wird aus einer
Vielzahl alter Bilder deutlich (Abb. 2).

Abbildung 1: Darstellung des
Zahnwurms. Elfenbeinschnitzerei.
Sudfrankreich, 1780 (aus ,Die
Zahnheilkunde in Kunst- und
Kulturgeschichte®, DuMont, 1983).

Abbildung  2:
Zahnbehandlung

Schmerzhafte
1622; ,pDer
Zahnarzt Gerard van Honthorst
(aus ,Die Zahnheilkunde in Kunst-
und Kulturgeschichte“, DuMont,
1983).
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Versuche, den Schmerz auszuschalten oder wenigstens zu verringern
sind sehr alt. Hierzu wurden beispielsweise pflanzliche Mittel wie Mohnsaft,
Alraune, Bilsenkrautsamen oder Alkohol verwendet. Mitte des 19. Jahrhunderts
wurden die bereits bekannten Substanzen Lachgas, Ather und Chloroform als
Narkosemittel erkannt und gewannen damit in der Zahnmedizin und auch in
der Medizin an Bedeutung. 1844 liel3 sich Horace Wells (1815-1848) in einem
Selbstversuch einen Weisheitszahn ziehen, nachdem er sich vorher mit Lachgas
betaubt hatte. Der Einsatz dieser Narkosemittel ermdglichte eine schmerzlose
Zahnbehandlung. Etwa 40 Jahre spater erfolgte durch den Wiener Augenarzt
Carl Koller (1857-1944) die Einflhrung der Lokalanasthetika in die Medizin.
Er fuhrte 1884 erste Versuche mit Cocain zur Lokalanasthesie durch. Damit
wurde eine weitere Moglichkeit zur schmerzfreien zahnarztlichen Behandlung
geschaffen, ohne am zentralen Nervensystem angreifen zu mussen. Im Jahr
1905 gelang die synthetische Herstellung des Lokalanasthetikums Prokain
durch den Mianchner Chemiker Alfred Einhorn (1857-1917), welches unter dem
Handelsnamen Novocain® geflihrt wurde. Novocain® besitzt im Gegensatz zum

Cocain wesentlich weniger Nebenwirkungen.

2. Schmerz und Nozizeption

2.1 Definition des Schmerzes und der Nozizeption

Schmerz wird nach der Empfehlung der ‘International Association for the
Study of Pain' wie folgt definiert: ,Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und
Geflhlserlebnis, das mit tatsachlicher oder potentieller Gewebsschadigung
verknUpft ist oder mit Begriffen einer solchen Schadigung beschrieben wird"
(Ubersetzte Definition; Merskey, 1979). Die Funktion des Schmerzes ist, den
Korper Uber schadigende Einflusse zu informieren, um eine weitere Schadigung
vermeiden zu konnen. Als Nozizeption bezeichnet man die Aufnahme von
noxischen Reizen, die Weiterleitung der Information in peripheren Nervenfasern

und zentrale Verarbeitung der Information.
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2.2 Aufbau und Funktion der Nozizeptoren

Nozizeptoren sind spezialisierte sensorische Neurone, die Informationen
noxischer Reize aufnehmen, in ein elektrisches Signal umwandeln und zum
zentralen Nervensystem leiten. Die aufsteigenden nozizeptiven Bahnen
sind in Abbildung 3 dargestellt. Nozizeptoren lassen sich hinsichtlich der
Leitungsgeschwindigkeit ihrer Axone in 2 Gruppen einteilen. Nozizeptoren

Kortex

medialer
Thalamus

lateraler
Thalamus

Hirnstamm
Seitenansicht

Haut
(Gesicht)

Nozi-

zeptoren
AB-Faser, L_k _/IC-Faser

Ganglion
trigeminale
N. trige- \
minus (V) -
Motoaxon
Haut
(Rumpf, Glieder) Tractus
spino-
thalamicus
Ad-Faser C-Faser \
Q / y
,_\ | :
gg%aﬁl(;n Rickenmark

Abbildung 3: Schematische Ubersicht
uber den Verlauf der aufsteigenden
nozizeptiven Bahnen (modifiziert nach
,Physiologie des Menschen®, Springer,
26. Auflage, 1995).
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mit unmyelinisierten C-Fasern besitzt eine Leitungsgeschwindigkeit von
0,5-2 m/s. lhre Somata sind klein bis mittelgro3. Erregungen von Nozizeptoren
mit C-Fasern vermitteln den zweiten Schmerz, der als dumpf, brennend und
schlecht lokalisierbar beschrieben wird. Die Gruppe der Nozizeptoren mit
dinnen myelinisierten Ad-Fasern besitzt eine Leitungsgeschwindigkeit von
15-30 m/s. lhre Somata sind mittelgro. Erregung von Nozizeptoren mit
Ad-Fasern rufen einen schnellen, ersten Schmerz hervor, der als hell, stechend
und gut lokalisierbar beschrieben wird. Die Anzahl der Neurone mit C-Fasern ist

groler als die Anzahl der mit Ad-Fasern.

2.3 Nozizeptoren der Zahnpulpa

Zahnpulpa und Dentin sind durch den Schmelz vor schadigenden
auleren Reizen gut geschiitzt. Bei freiliegendem Dentin bzw. eréffneter Pulpa
geht dieser Schutz verloren und nahezu alle Reize flihren zu Schmerz-
sensationen. Die nozizeptive Innervation eines Zahnes ist in einer Ubersicht in
Abbildung 4 dargestellt. Die afferente Innervation mit Nervenfasern beschrankt
sich auf pulpanahe Bereiche des Dentins.

Histologische Untersuchungen an Zahnen haben gezeigt, dass die Pulpa
sowohl von Nozizeptoren mit Ad-Fasern, als auch von solchen mit C-Fasern
innerviert wird. Die Somata dieser Afferenzen liegen im Ganglion trigeminale
(Abb. 3). Entsprechend der bereits erwahnten Einteilung vermitteln die
Nozizeptoren der Pulpa mit Ad-Fasern einen ,hellen®, gut lokalisierbaren
Zahnschmerz. Die Nozizeptoren der Pulpa mit C-Fasern vermitteln einen
dumpfen, schlecht lokalisierbaren Zahnschmerz.

Zahnschmerzen entstehen unter anderem bei direkter Stimulation
nozizeptiver Fasern. Dies kann uUber eine Manipulation von freiliegendem
Dentin geschehen. Zur Erklarung der mechanischen Empfindlichkeit des
Dentins hat Brannstrom das Hydrodynamische Modell entwickelt (Brannstrom
et al., 1967). Liegt Dentin frei, kommt es zur Offnung der mit Liquid gefillten
Dentinkanalchen. Es entsteht ein langsamer Auswartsfluss des Liquides durch
den hoheren Druck in der Pulpa gegenuber der Mundhohle, der allerdings
nicht als schmerzhaft empfunden wird. Schmerzempfindungen kénnen durch

Druckveranderungen erzeugt werden, die den Flussigkeitsstrom verstarken oder
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ihn umkehren. Kalte kontrahiert beispielsweise das Liquid und erzeugt somit
einen schnellen Auswartsstrom und starke Schmerzen. Weiterhin kann durch
Dehydration (Trocknung mit Luft erzeugt Kapillarkrafte), hyperosmotische (starke
Zuckerlésungen) oder dehydrierende Losungen eine FlUssigkeitsverschiebung
nach auf3en verursacht werden. Eine Flussigkeitsverschiebung nach innen kann
durch Hitze (50-70°C) oder Druck erzeugt werden.

Eine pulpale Entzindung (Pulpitis) kann aufgrund mechanischer,
thermischer oder chemischer Irritationen entstehen. Am haufigsten entsteht eine

Pulpitis jedoch aufgrund bakterieller Prozesse (Karies).

Schmelz

Dentin

%3, \
7

S

Alveolar- {§/
knochen

/\\

Zahnpulpa

N. alveolaris

Abbildung 4: Schematische
Darstellung der Struktur eines
menschlichen  Schneidezahnes  und
seines Halteapparates im Langsschnitt;
Inset: Innervation der pulpanahen
Bereiche des Dentins (modifiziert
nach ,Benninghoff Anatomie Band 1°
Urban&Schwarzenberg, 16. Auflage,
2002).

2.4 Nozizeptoren der Haut

Die Nozizeptoren der Haut sind bisher am besten untersucht. Die Somata

der Haut-Afferenzen liegen in den Spinalganglien (Abb. 3). In Hautnerven
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wurden sensorische Afferenzen nachgewiesen, die entweder nur auf noxische
mechanische Reize, auf noxische mechanische und thermische Reize
oder sowohl auf mechanische, thermische und chemische Reize reagieren.
Nozizeptoren, die alle drei dieser Reizqualitaten aufnehmen kénnen, werden als

polymodale Nozizeptoren bezeichnet.

3. Perzeption noxischer Hitzereize

3.1 Hitzerezeptoren

Noxische Reize werden durch spezifische Membran-Rezeptoren
aufgenommen. Die Perzeption noxischer thermischer Reize erfolgt spezifisch
uber Proteine, die zur Rezeptorfamilie ,transient receptor potential® (TRP)
gehoren (Harteneck et al., 2000; Clapham et al., 2001). Da der zuerst klonierte
hitzetransduzierende Rezeptor auch durch Substanzen der Klasse der
Vanilloide aktiviert wird (siehe 3.1.1), werden diese Hitzerezeptoren als TRPV
bezeichnet. Von den TRPV sind bereits mehrere Subtypen bekannt (Tab. 1)
und charakterisiert worden (Caterina et al., 1997; Hayes et al., 2000; Caterina
et al., 1999; Kanzaki et al., 1999; Peier et al., 2002). Funktionell unterscheiden
diese sich insbesondere hinsichtlich der Temperaturschwelle, bei der sie aktiviert

werden kdnnen (Tab. 1).

TRPV

Name Temperatur- DNS . | Referenzen

schwelle nachgewiesen in
TRPV1 |_ 42°C Mensch, Maus, Caterina et al., 1997; Hayes et
(VR1) Ratte, Kiken al., 2000
TRPV2 |_ 52°C Mensch, Maus, Caterina et al., 1999; Kanzaki
(VRL-1) Ratte et al., 1999
TRPV3 |~22°C Mensch, Maus Peier et al., 2002

Tabelle 1: Nomenklatur und Expression der TRPV

3.1.1 Der Hitzerezeptor TRPV1

Im Jahre 1997 gelang die Klonierung und Charakterisierung des TRPV1
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(Caterina et al., 1997). Dieser wird nicht nur durch noxische Hitzereize (>42°C),
sondern auch durch die exogene Substanz Capsaicin sowie durch Protonen
(pH< 5,0) direkt aktiviert. Der TRPV1 erhielt zunachst die Bezeichnung VR1,
da der Agonist Capsaicin (Abb. 6) chemisch zur Gruppe der Vanilloide gehort.
In der Natur kommt Capsaicin in der Peperoni (Abb. 6) vor und verleiht dieser
Frucht den charakteristisch scharfen, brennenden Geschmack (Szolcsanyi und
Jancso-Gabor, 1975). TRPV1 ist ein unspezifischer Kationenkanal mit einer
Permeabilitat fur die lonen Ca?>Mg?*>K*>Na* (Bevan und Szolcsanyi, 1990).
Dieser Hitzerezeptor besteht vermutlich aus 6 Transmembrandomanen, wobei
die Region zwischen der funften und sechsten Domane die Porenstruktur
bildet. Sowohl der N-Terminus mit drei repetitiven Ankyrindomanen als auch der
C-Terminus ragen ins Zytoplasma (Abb. 7) (Caterina et al., 1997). Der TRPV1
wird vor allem in sensorischen Nerven exprimiert, in einer geringeren Dichte auch
im Gehirn, im Rickenmark und in einer Vielzahl der viszeralen Organe wie Leber
und Milz (Cortright et al., 2001; Hayes et al., 2000). Auch in der Zahnpulpa wurde
der TRPV1 nachgewiesen (Chaudhary et al., 2001).

CH3
O\\’/\/\A\ACHS
NH
OCH3
OH

Abbildung 6: Abbildung einer Peperoni und Strukturformel von Capsaicin

extrazellular

intrazellular

eeo g

Abbildung 7: Struktur des TRPV1 (modifiziert nach Caterina et al., 1997)
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3.1.2 Sensibilisierung des TRPV1 durch Entzindungsmediatoren

Der TRPV1 kann in seiner Aktivitat durch Entzindungsmediatoren
sensibilisiert werden. Die zugrunde liegenden Mechanismen sind unter
anderem an isolierten Somata sensorischer Neuronen gezeigt worden. Eine
Sensibilisierung des Rezeptors gegenuber Hitze und Capsaicin ist bisher
nachgewiesen worden fur Mediatoren wie Adenosintriphosphat (ATP) (Kwak
et al., 2000; Tominaga et al., 2001), Bradykinin (BK) (Chuang et al., 2001),
»nerve growth factor” (NGF) (Shu und Mendell, 1999), Prostaglandin E2 (PGE2)
(Lopshire und Nicol, 1998) und Protonen (Petersen und LaMotte, 1993).

In  Abszessflussigkeiten dentogen bedingter Abszesse wurden
Protonenkonzentrationen von bis zu pH 6,2 nachgewiesen (Wiese et al.,
1999). Dieser Wert ist nicht ausreichend, um den TRPV1 direkt zu aktivieren,
wohl aber, um ihn gegenuber Hitzereizen zu sensibilisieren. Fur den Agonisten
Capsaicin konnte gezeigt werden, dass die Amplitude des durch Capsaicin
erzeugten loneneinstroms bei einem Anstieg der Protonenkonzentration von
pH 7,3 auf pH 6,3 um das 7-fache erhoht wird (Petersen und LaMotte, 1993).
Funktionell bedeutet dies, dass die thermische Schwelle zur Aktivierung von
Nozizeptoren gesenkt wird und diese Entzindungsmediatoren Uber den TRPV1
dentale Nozizeptoren permanent aktivieren. Diese Mechanismen sind am

entzindungsbedingten Zahnschmerz beteiligt.

3.1.3 Untersuchungen des TRPV1 in Neuronen vom Vogel

Untersuchung an Vogeln zeigten, dass diese im Gegensatz zur Ratte
Capsaicin-unempfindlich sind (Szolcsanyi et al., 1986; Sann et al., 1987). Die
Ursache hierfur wurde erst erkannt, nachdem man zeigen konnte, dass Capsaicin
Uber einen spezifischen Rezeptor wirkt. Dieser Rezeptor wird auch durch Hitze
und Protonen aktiviert (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Jordt et al.,
2000). Vogelneurone exprimieren eine Variante des TRPV1, die sich nicht durch
Capsaicin, aber durch Hitze aktivieren lasst (Caterina et al., 1997; Hayes et al.,
2000).
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4. Fragestellung

Bekannt ist, dass Kuken einen niederschwelligen Hitzerezeptor
exprimieren, der sich hinsichtlich seiner Capsaicin-Insensitivitat und hinsichtlich
der Regulation der Expression durch den nerve growth factor (NGF) vom
niederschwelligen Hitzerezeptor von Saugetieren unterscheidet. In der
vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob der auf noxische Hitzereize
reagierende Thermorezeptor in primar sensorischen Neuronen vom Vogel

durch Protonen sensibilisiert wird.
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B. MATERIAL UND METHODEN

1. Versuchstiere

FUr die Versuche wurden 3-21 Tage alte Kuken (Lehr- und
Versuchstierstation, Kitzingen) verwendet. lhr Gewicht betrug 70-350 g. Die
Haltung der Tiere erfolgte in einem mit Sagespanen ausgestreuten und mit einer
Warmelampe versehenen Freilaufgehege (2x2 m). Die Experimente wurden bei

der zustandigen Behorde, der Regierung von Unterfranken, angezeigt.

2. Herstellen einer Zellkultur
2.1 Narkose der Tiere und Praparation der Wirbelsaule

Die Kiken wurden mit einer letalen Dosis von etwa 40 mg/kg
Kdérpergewicht Pentobarbital-Natrium (Narkoren®, 30 mg/ml, Rhone Merieux,
Laupheim) durch eine intraperitoneale Injektion getdtet. Die Entnahme der
Wirbelsaule und Isolierung der Zellen erfolgte bei den Kiken ahnlich wie bereits
fur Ratten beschrieben (Petersen et al., 1993). Zunachst wurden die Daunen
bzw. Federn entfernt. Anschlielend wurde die Haut im Bereich der Wirbelsaule
mit Hilfe einer spitzen Schere und einer chirurgischen Pinzette abprapariert.
Kranial der Schwanzwurzel und kaudal des Kopfes wurde die Wirbelsaule
durchtrennt. Durch Schnitte seitlich der Wirbelsaule wurde diese von umgebenden
Strukturen befreit. Die isolierte Wirbelsdule wurde in eine mit ,Dulbecco’s
phosphate buffered saline* (D-PBS, GIBCO) gefiillte Glaspetrischale gelegt. In
dieser wurde die Wirbelsaule in drei bis vier etwa gleich groRe Stiicke geteilt
und in eine neue, mit D-PBS geflillte Petrischale Gberfuhrt. AnschlieRend wurde
die Wirbelsaule von kranial nach kaudal, entlang der Mittellinie geteilt, um einen
optimalen Zugang zu den Ganglien zu erreichen. Hierbei wurden mechanische
Belastungen vermieden, um die Neuronen nicht zu schadigen. Die langsgeteilten
Wirbelsaulenabschnitte wurden nun fir die Ganglionekomie in eine Petrischale
mit ,Dulbecco’s modified Eagle’'s Medium‘ (D-MEM, Sigma) gegeben. Dem
D-MEM wurde das bakterizid wirkende Antibiotikum Gentamicin (GIBCO)

zugesetzt.
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2.2 Ganglionektomie

FUr die Ganglionektomie wurde ein Binokular (Zeiss) verwendet. Samtliche
Arbeiten wurden mit einer sehr feinen, gebogenen Augenschere (Geuder®) und
einer sehr feinen, spitzen Pinzette (Nr. 5, Dumont Medical, Schweiz) durchgefuhrt.
Ein Stuck der Wirbelsaule wurde in eine mit D-MEM gefillte Petrischale
(@ 60 mm) gegeben. Die Wirbelsaule wurde so gelegt, dass der Wirbelkanal
mit den Foramina intervertebralia gut einsehbar war. Nach Entfernung des
Ruckenmarks war das Ganglion als leicht gelbliche und nicht transluzente
Verdickung im Foramen zu erkennen. Das Ganglion wurde vorsichtig angehoben
und nach der Durchtrennung des umgebenden Bindegewebes und der
Nervenstrange aus dem Foramen isoliert und in eine Petrischale (& 35 mm) mit
D-MEM gegeben. Von den insgesamt 46 Spinalganglien des Kukens wurden
20-30 Ganglien entnommen. Die Isolierung der Ganglien musste schnell
erfolgen, um eine Schadigung der Neurone durch mangelnde O,-Versorgung zu
vermeiden.

Anschlieend wurden die Ganglien unter dem Binokular (Zeiss) von der
umgebenden bindegewebigen Kapsel sowie von Nervenstrangen freiprapariert
und in eine mit D-MEM gefiillte Petrischale (& 35 mm) Uberflhrt.

2.3 Herstellung einer Einzelzell-Suspension

Fur die Kultivierung wurden die Somata in keimfreie Bedingungen
Uberfuhrt und alle folgenden Schritte zur Verhinderung einer Kontamination
unter einer Sterilbank (Lamin Air®, Heraeus) durchgefuhrt. Die enzymatische
Behandlung der Ganglien erfolgte im Inkubator (Heraeus 6000, Heraeus) bei
37°C, 5% CO,-Begasung unter Wasserdampfsattigung.

Dazu wurden die Ganglien, in eine mit 5 ml Collagenase Typ B (0,40 U/
ml, gelést in D-MEM) geflillten Petrischale (& 35 mm) umgesetzt und bei 37°C
far 90-135 Minuten (je nach Kdrpergewicht des Tieres) inkubiert. Nach jeweils
30-45 Minuten wurde die Halfte der Collagenase-Losung durch neue Losung
ersetzt. Um eine gleichmalige Aktivitat der Collagenase an den Ganglien
zu gewabhrleisten, wurde die Petrischale in etwa 10 mindtlichem Abstanden

geschwenkt. Die Ganglien wurden anschlieend mit einer beschichteten
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(Sigmacote®, Sigma) Pasteur-Pipette in ein 15 ml Zentrifugenréhrchen
umgesetzt. Uberschiissige Collagenase wurde abgesogen. Die Ganglien wurden
durch Zugabe von etwa 8 ml D-PBS gewaschen. Anschlieliend wurden die
Ganglien in Trypsin (25,000 U/ml, geldst in D-PBS) fur 11 Minuten im Inkubator
bei 37°C behandelt. Durch Zugabe von etwa 8 ml D-MEM wurden die Ganglien
gewaschen. Anschlieend wurde zu den Ganglien etwa 2 ml D-MEM gegeben.
Daraufhin wurden die Ganglien mehrmals durch die Offnung einer beschichteten
Pasteur-Pipette gesogen, um so die Somata mechanisch aus dem Zellverband
zu losen. Die Spitze der Pasteur-Pipette wurde zuvor durch eine Flamme

gezogen, um scharfe Kanten abzurunden.
2.4 Reinigen der Einzelzell-Suspension und Aussaen der Zellen

Um die Neurone nun von Geweberesten weitgehend zu trennen, wurde
die Zell-Suspension vorsichtig auf eine Percoll-Lésung (Tab. 2) geschichtet, so
dass sich beide Losungen nicht vermischten. Nach 5 minttiger Zetrifugation
(2500 U/min) (Megafuge 1.0, Heraeus) wurde der Uberstand bis zum Pellet
abgesogen. Das Pellet mit den Somata wurde in 8 ml D-MEM durch vorsichtiges
Schwenken aufgenommen, weitere 5 Minuten (1000 U/min) zentrifugiert und
anschlieRend der Uberstand abgesogen. Dieser Reinigungs-Vorgang wurde
ein weiteres Mal wiederholt. Im letzten Schritt wurde dem Pellet etwa 3 ml
F12+ Kulturmedium zugegeben (Tab. 3) und bei 1200 U/min fir 5 Minuten
zentrifugiert. Der Uberstand wurde soweit abgesogen, dass je nach Anzahl der
beschichteten Deckglaser (& 10 mm) diese mit etwa 50 pl beschichtet werden
konnten. Das Pellet wurde nochmals im Medium aufgenommen und mit Hilfe
einer Eppendorf-Pipette eine homogene Verteilung der zellularen Bestandteile

im Medium hergestellt.

Percoll-Lésung

6,717 ml | Aqua a.i.
0,932 ml | PBS 10fach-Konzentrat
2,354 ml | Percoll® (Dichte: 1,13 g/ml)

Tabelle 2: Zusammensetzung der Percoll-Losung
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Auf jedes Deckglas (Vorbereitung siehe unten) wurden 50 ul der Zell-
Suspension aufgetragen. Nach der Beschichtung des ersten Deckglases wurde
unter dem Mikroskop die Dichte der Neurone kontrolliert. Fur Zellkulturen, die fur
die Kobaltfarbung vorgesehen waren, wurde eine Dichte von etwa 200 Neuronen
pro Deckglas angestrebt. Fur Zellkulturen, die fur Patch-clamp Versuche
vorgesehen waren, genugte eine geringere Dichte.

Vorbereitung der Deckgldser: Um eine Haftung der Somata auf den
Deckglasern zu gewahrleisten, wurden diese wie folgt vorbereitet: Die Deckglaser
wurden trocken autoklaviert, mit einer Pinzette einzeln aufgenommen, mehrmals
durch die Flamme gezogen und in eine sterile Glaspetrischale gelegt. Auf
jedes Deckglas wurde 35 pl Poly-L-Lysin (MW>300.000) gegeben. Nach
einer Inkubationszeit von mindestens vier Stunden wurden die Deckglaser mit
D-PBS gewaschen, um Uberschussiges Poly-L-Lysin zu entfernen. Hierzu wurde
zunachst das Poly-L-Lysin auf den Deckglasern abgetupft, anschlieRend kurz
in D-PBS getaucht und in einzelne Petrischalen (& 35 mm) gegeben. Dann
wurde zum Waschen in drei Wiederholungen in jede Petrischale etwa 4 ml
D-PBS gegeben und anschliel3end vollstandig mit einer sterilen Pasteur-Pipette

abgesaugt.
2.5 Kulturbedingungen

Die Zellen wurden im Inkubator bei 37°C, 5% CO,-Begasung unter
Wasserdampfsattigung kultiviert. Nach etwa 6 Stunden adharierten die Neurone
auf den Deckglasern ausreichend gut. Frihestens nach dieser Zeit wurde jeweils

2 ml F12+ Kulturmedium (Tab. 3) in die Petrischalen mit den beschichteten

Kulturmedium

44 ml | Dulbecco’s modified eagle’'s medium mixture F-12
ham (F12; Sigma)
5 ml | Pferdeserum hitzeinaktiviert (GIBCO)
0,15 ml | Aminosauren (GIBCO)
0,25 ml | L-Glutamin (Seromed)
0,5 ml | Penicillin/Streptomycin (GIBCO)
50 ul | nerve growth factor 7S (NGF)

Tabelle 3: Zusammensetzung des Kulturmediums F12+
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Deckglasern gegeben. Das Kulturmedium war zuvor auf 37°C angewarmt
worden. Wahrend der Kulturzeit wurde taglich jeweils 1 ml Medium durch Neues
ersetzt. Die Zeit der Kultivierung betrug, abhangig von den geplanten Versuchen,
1-3 Tage.

3. Cobalt-Farbung
3.1 Theoretische Grundlagen

Um aus der heterogenen Population von Spinalganglienzellen hitze-
sensitive Neurone zu identifizieren, wurde die Cobalt-uptake Methode einge-
setzt. Diese Methode wurde von Hogan und von Winter entwickelt (Hogan, 1983;
Winter, 1987). Sie basiert auf folgendem Prinzip: Der hitzesensitive Rezeptor
TRPV1istein unselektiver Kationenkanal. Eine Aktivierung fuhrt zum Einstrom von
Ca?*-, Mg?*-, Na*-lonen und zum Ausstrom von K*-lonen (Bevan und Szolcsanyi,
1990). Werden Co?*-lonen in das extrazellulare Medium gegeben, so kommt es
auch zu einem Einstrom dieser lonen, die anschlielend mit Ammoniumpolysulfid
prazipitiert werden (Tab. 4). Das Fallungsprodukt Cobaltsulfid (CoS,) ist braun.
Die hitzesensitiven, braun gefarbten Somata kdnnen so unter dem Mikroskop

von den hitzeinsensitiven Somata unterschieden werden (Abb. 8).

Abbildung 8: Mikrophotographie eines Hitze-positiven
(links), eines Hitze-negativen (rechts) und eines toten
Neurons (Mitte)
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Cobaltsulfid-Fallung

CoCl, + (NH,),S, _, => CoS,| + 2 NH,Cl

Tabelle 4: Reaktionsformel der Cobaltsulfid-Fallung

3.2 Durchfuhrung der Cobalt-Farbung

Die Farbung wurde unter standardisierten Bedingungen durchgeflhrt.
Die Losungen wurden aus Grunden der Haltbarkeit im Kuahlschrank bei 4°C
aufbewahrt. Mindestens eine Stunde vor Farbebeginn wurden die Losungen in
Kunststoff-Farbeschalen (Cell Wells™, Corning) bzw. Glaspetrischalen (& 34 mm)
gegeben, um Raumtemperatur zu erreichen. Bei jeder Farbung wurden maximal
vier Deckglaser gefarbt, um konstante Farbebedingungen zu erreichen.

Die Deckglaser wurden fur die einzelnen Schritte der Farbeprozedur
mit einer feinen Pinzette umgesetzt. Dabei musste beachtet werden, dass
die Deckglaser zigig von einer in die nachsten Ldésung kamen, um eine
Beanspruchung der Zellen zu vermeiden. Die Behandlung mit Paraformaldehyd

und Ammoniumpolysulfid erfolgte unter einem Abzug.

Assay-Puffer mit HEPES Assay-Puffer mit MES
(pK 6!8'8,2) (pK 5!5'6!7)
Molaritéat Molaritat

Substanz [mM] Substanz [mM]
CaCl,-2H,0 0,75 CaCl,-2H,0 0,75
MgCl, -6 H,0 2,0 MgCl, -6 H,O 2,0
KCI 50 KCI 50
Glucose 12,0 Glucose 12,0
HEPES 10,0 MES 10,0
Sucrose 137,0 Sucrose 137,0
NaCl 57,1 NaCl 571
pH-Wert: mit KOH auf gewiinschten Wert einstellen
Osmolaritét:
296 mOsmol/kg bei pH 7,4 (HEPES)
288 mOsmol/kg bei pH 5,8 (MES)

Tabelle 5: Zusammensetzung der Assay-Puffer mit
HEPES (links) bzw. MES (rechts)
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Die Cobalt-Farbung wurde entsprechend des Farbeprotokolls
(vgl. Anhang S. 58) durchgefiihrt. Die Deckglaser mit den Somata wurden
zunachst fur 2 Minuten in Assay-Puffer (37°C) (Tab. 5) gewaschen. Anschliel3end
erfolgte fur 8 Minuten die Stimulation der Somata durch Hitze und/oder Protonen
in einem cobaltchloridhaltigen Assay-Puffer (5 mM CoCl, in Assay-Puffer mit
HEPES bzw. MES). Nach der Stimulation wurde jedes Deckglas in Assay-Puffer
fir 2 Minuten gewaschen. Fir die Prazipitation der intrazellularen Co?*-lonen
wurde das Deckglas fur 2 Minuten in Ammoniumpolysulfid-Lésung gegeben
(Tab. 6). Die Loésung wurde direkt vor Gebrauch angesetzt. Zwischen den
nun folgenden Schritten wurde das Deckglas fir jeweils 2 Minuten mit D-PBS

gewaschen.

Ammoniumpolysulfid-Lésung

Herstellung des Assay-Puffers:

Substanz M[orfqal\%at
CaCl,-2H,0 0,74
MgCl, -6 H,O 2,0
KCI 5,0
Glucose 12,0
HEPES 10,0
Sucrose 60,0
NaCl 58,0

pH-Wert: mit KOH auf 7,4 einstellen
Osmolaritat: 207 mOsmol/kg

Herstellung der Verbrauchslésung:

Ammoniumsulfid 1/100 mit Assay-Puffer speziell fur
Ammoniumsulfid verdinnen.

Tabelle 6: Herstellung der Ammoniumpolysulfid-
Ldsung

Um bei der Auswertung intakte von toten Neuronen unterscheiden zu
kénnen, wurde neben der Cobalt-Farbung eine Trypan-Blau Farbung durchgefihrt.

Tote Neurone stellen sich aufgrund der beschadigten Membran nach dieser
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Farbung blau dar (Abb. 8). Zur Farbung der Zellen mit Trypan-Blau wurden die
Deckglaser auf einen kleinen Kunststoffring gelegt und 70 pl Trypan-Blau Lésung
(0,1% gelost in D-PBS) aufpipettiert. Nach 10 Minuten wurden die Deckglaser
von Uberschissigem Trypan-Blau mit Hilfe eines feuchten Papiertuches befreit
und in D-PBS gewaschen. Die Fixierung der Zellen erfolgte fir 20 Minuten in
Paraformaldehyd-Lésung (4%). Anschlielend wurden die Neurone mit PBS
und mit bidestiliertem Wasser jeweils 2 Minuten gewaschen. Die Eindeckelung
erfolgte mit DABCO (1,4-Diazabicyclo(2.2.2.)octan, Sigma) (Tab. 7). Hierflr
wurde zunachst das Wasser mit einem Papiertuch von dem Deckglas abgezogen.
Objekttrager (76x26x1 mm, Fa. Marienfeld) wurden mit 1,4 pl DABCO versehen
und die Deckglaser auf den Objekttrager gelegt. Uberschiissiges DABCO wurde
vorsichtig mit einem Papiertuch abgesaugt.

Um ein Verdunsten des DABCO's zu verhindern, wurde der Rand der
Deckglaser mit Nagellack versiegelt. Die Objekttrager wurden im Kuhlschrank

aufbewahrt.

DABCO-L6sung

1,4-Diazabicyclo(2.2.2.)octan (Sigma)
2,5% Stammlosung: 2,5 g DABCO in 100 ml PBS
Eingedeckelt wird mit 0,25% Ldsung:

1 Teil 2,5% Stammldsung

9 Teile Glycerin

1 Teil PBS
Tabelle 7: Zusammensetzung der DABCO-
Ldsung

3.3 Stimulation der Neurone

Temperatur: Die Neurone wurden bei Raumtemperatur, 37°C, 40°C
und 44°C stimuliert. Die Stimulation mit 37°C, 40°C und 44°C erfolgte im
Warmeschrank (Heraeus). Der cobaltchloridhaltige Assay-Puffer wurde zuvor
jeweils auf die entsprechende Temperatur gebracht. Um eine Veranderung der
Osmolaritat durch eine Verdunstung von Wasser zu vermeiden, wurden die
Losungen mit einem Deckel abgedeckt.

Protonen: Zur Stimulation der Neurone mit erhohten

Protonenkonzentrationen wurde der cobaltchloridhaltige Assay-Puffer auf
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den entsprechenden pH-Wert eingestellt. Bei Stimulationen mit pH 6,6, 6,2
und 5,8 wurde der mit MES (2-Morpholinoethanesulfonic acid sodium salt)
gepufferte cobaltchloridhaltige Assay-Puffer verwendet. Bei den Kontrollen
unter physiologischen Protonenkonzentrationen von pH 7,4 wurde der mit
HEPES (4-(2-Hydroxyethyl)piperanzine-1-ethanesulfonicacid) gepufferte
cobaltchloridhaltige Assay-Puffer verwendet. Die Experimente mit unterschiedlich
hohen Protonenkonzentrationen wurden bei Raumtemperatur, 37°C, 40°C und
44°C durchgeflhrt.

Kalziumkanal-Antagonisten: In Experimenten mit Antagonisten wurden
diese in entsprechender Konzentration sowohl dem Assay-Puffer (37°C) des
ersten Waschschrittes, als auch dem Cobaltchlorid-Assay bei entsprechender
Stimulustemperatur zugegeben.

Der Kalziumkanal-Antagonist Verapamil ist schlecht in Wasser |0slich.
Deshalb wurde eine Stocklésung aus Verapamil und dem Detergens Dimethyl
sulfoxide (DMSO) hergestellt. Entsprechend der gewlinschten Konzentration
wurde die Verapamil-Stockldsung dem Assay-Puffer des ersten Waschschrittes
als auch dem Cobaltchlorid-Assay zugefligt. Alle anderen verwendeten
Antagonisten wie Nickel (Ni?*) und Amilorid konnten direkt dem Assay-Puffer

sowie dem Cobaltchlorid-Assay zugegeben werden.
3.4 Auswertung der Cobalt-uptake Experimente

Die Auswertung wurde mit Hilfe eines Mikroskops (Axiophot 135,
Zeiss) durchgefihrt, welches Uber eine CCD-Kamera (Sony) mit einem PC
verbunden war. Als Bildverarbeitungsprogramm kam die Software OPTIMAS
(Optimas Corp., USA) zur Anwendung. Alle Neurone, die weder anderen
Neuronen Uberlagert noch durch Trypan-Blau angefarbt waren wurden zur
Auswertung herangezogen. Gefarbte Zellen (braun) wurden visuell von
ungefarbten Zellen unterschieden. Neben der Farbung der Zellen wurde auch
die GroRe der Neurone bestimmt. Mit Hilfe einer Computermaus wurden die
einzelnen Neurone umfahren; das Bildverarbeitungsprogramm errechnete daraus
die eingeschlossene Flache. Die Querschnittsflachen wurden als Maf3 fur die
Grole verwendet und die erhaltenen Daten Uber die Software Excel (Microsoft)

gespeichert. Pro Datenpunkt jedes Einzelversuchs wurden mindestens 3 Tiere
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und jeweils 100-200 Somata eines Deckglaschen ausgewertet. Die einzelnen

Werte wurden als Mittelwerte £ S.E.M. angegeben.

4. Elektrophysiologie
4.1 Theoretischer Hintergrund

Die von Neher und Sakmann entwickelte Patch-clamp Technik (Neher
und Sakmann, 1976) ermdglicht die Registrierung von Stromen im Milliampere-
Bereich. Fur diese Methode erhielten Neher und Sakmann 1991 den Nobelpreis
fur Physiologie und Medizin.

Das Prinzip der Patch-clamp Technik beruht darauf, dass eine Glaspipette
mit einem &uRerst dinnen Offnungsdurchmesser (0,5-1,0 pm) auf die
Zellmembran aufgesetzt wird. AnschlieRend wird ein Unterdruck erzeugt und es
kommt zu einer dichten Verbindung der Membran mit der Pipette. Es entsteht
ein hochohmiger Widerstand (gigaseal) und Membranstrome kénnen somit von
dem vielfach starkeren Hintergrundrauschen isoliert dargestellt werden. Dieser
Zustand ist die Voraussetzung fur die verschiedenen, moglichen Konfigurationen
der Patch-clamp Technik (Hamill et al., 1981) (Abb. 9).

Es kdnnen beispielsweise direkt unter der Pipette befindliche lonenkanale
(attached-cell Konfiguration) oder Summenstrome der gesamten Zellmembran
(whole-cell Konfiguration) bestimmt werden.

Die Untersuchungen dieser Arbeit wurden in der whole-cell Konfiguration
durchgefuhrt. Bei dieser Konfiguration wird nach dem Erreichen des hochohmigen
Widerstandes durch Unterdruck die Zellmembran unter der Pipettendffnung
zerstort. Somit kdnnen lonenstrome im Picoampere-Bereich an der Zellmembran

registriert werden.

4.2 Patch-clamp Pipetten

Die Patch-clamp Pipetten wurden mit einem vertikalen Pipettenziehgerat
(Modell PB-7; Narishige) (Abb. 10) aus mittelhartem Borsilikatglas (Schmelzpunkt
700-850°C, 200 pl) in zwei Ziehschritten durch eine Gluhwendel hergestellt. Im
ersten Schritt wurden die Glaskapillaren vorgezogen, d.h. erhitzt und um etwa 0,7-

1,0 cm ausgezogen. Nach der Abkihlung wurden die Kapillaren voll ausgezogen,
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Abbildung 9: Darstellung der verschiedenen Patch-clamp
Konfigurationen (modifiziert nach Hamill et al., 1981)

wodurch 2 Patch-clamp Pipetten entstanden. Der Spitzendurchmesser betrug
etwa 2 ym. Anschlielliend wurden an einem glihenden Draht einer Mikroforge
unter optischer Kontrolle (Laborlux K) die Pipettenspitze hitzepoliert, um den
Spitzendurchmesser weiter zu verkleinern (Spitzendurchmesser 0,5-1,0 pm)
und scharfe Kanten zu glatten.

Direkt vor Versuchsbeginn wurde die Patch-clamp Pipette mit einer
‘internen’ Losung (Tab. 8) beflllt. Verbliebene Luftblasen wurden durch
vorsichtiges Schitteln entfernt und die Pipette anschlielend auf Blasen-
Freiheit unter einer Lupe kontrolliert. Die so hergestellten Pipetten hatten einen
Widerstand von 2-6 MQ.
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Abbildung 10: Abbildung des Pipetten-
Ziehgerates

4.3 Losungen

Fur die Patch-clamp Versuche wurden folgende Losungen verwendet:
Die Patch-Pipetten wurden mit einer internen Losung befullt (Tab. 8). Wahrend
der Versuche wurde diese aus Grunden der Haltbarkeit kihl gelagert und nach
Beendigung der Versuche tiefgekuhlt aufbewahrt.

Die externen Losungen (Tab. 9) dienten neben der Vitalerhaltung
der Somata auch als Trager fur die Stimuli respektive Hitze, Protonen und
Antagonisten. Vor Versuchsbeginn mussten sie Raumtemperatur angenommen

haben. Aus Grinden der Haltbarkeit wurden sie tiefgefroren aufbewahrt.
4.4 Patch-clamp Versuchsstand

Der Messplatz fur die Patch-clamp Versuche ist in Abbildung 11 dargestellt.
Er bestand aus einem Inversmikroskop (Axiovert 135; Zeiss), welches auf einem
durch Druckluft schwingungsisolierten Labortisch stand. Ein Faraday-Kafig aus
gelochten Metallblechen schirmte den Arbeitsplatz vor elektrischen Stérungen

ab. Unter Videokontrolle (Sony 3CCD Color Video Camera und dem Programm
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Interne Losung

Substanz M;)n/f,\%at
KCI 140
CaCl, -6 H,0 1,0
BAPTA 11,0
HEPES 10,0
Mg-ATP 2,0

pH-Wert: mit KOH auf 7,4 einstellen
Osmolaritét: 308 mOsmol/kg

Tabelle 8: Zusammensetzung der
internen  Lésung fur  Patch-clamp
Experimente

Externe Losung mit HEPES Externe Losung mit MES
(pK 6!8'8a2) (pK 5,5'6,7)
Molaritét Molaritét
Substanz [mM] Substanz [mM]
NaCl 140 NaCl 140
KCI 3,5 KCI 3,5
CaCl, -6 H,O 2,0 CaCl, -6 H,O 2,0
MgCl, -6 H,O 1,0 MgCl, -6 H,O 1,0
Glucose 20,0 Glucose 20,0
HEPES 10,0 MES 10,0

pH-Wert: mit KOH auf gewiinschten Wert einstellen

Osmolaritét:
310 mOsmol/kg bei pH 7,4 (HEPES)
302 mOsmol/kg bei pH 5,8 (MES)

Tabelle 9: Zusammensetzung der externen Losung fur Patch-
clamp Experimente mit HEPES (links) bzw. MES (rechts)

Grabit) konnten Uber einen Bildschirm jegliche Bewegungen der Zellen und
die der Patch-clamp Pipetten kontrolliert werden. Den Mikropipettenhalter
(CV 201 Advantage; Axon Instruments) steuerte ein ferngesteuerter
elektronischer motorgetriebener Mikromanipulator (Phytron®). Fur die

Umstrdmung der Zellen sorgte eine Tropfpipette mit computergesteuerter
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Abbildung 11: Patch-clamp Versuchsstand

Heizspirale (Abb. 12), die Uber ein Mehrwege-Ventil (Parker) Zufluss von
unterschiedlichen Lésungen erhalten konnte. Der Aufbau entsprach dem von
Dittert entwickelten ,fast multichannel superfusion system® (Dittert et al., 1998).
Die Zulaufgeschwindigkeit (=1,5 ml/min) der Losungen wurde abgeglichen.
Anschliefend wurde das der gewunschten Stimulustemperatur entsprechende
Heizintervall Gber das computergesteuerte Heizgerat ausgewahlt. Wahrend der
Versuchsdurchfuhrung musste darauf geachtet werden, dass die Losungen in
direkter Nahe der zu untersuchenden Zelle (<100 pm) appliziert wurden und
uber die Zellen flossen. Die Superfusionslosung wurde kontinuierlich mit Hilfe
einer Pumpe (Klusch Medizintechnik; Freiburg) abgesaugt.

Zur Registrierung elektrischer Signale diente eine chlorierte Silber-
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Abbildung 12: Heizgerat fir die Superfusionslidésungen

Messelektrode. Als Referenzelektrode diente eine ebensolche Bad-Elektrode.

Die weiteren elektronischen = Komponenten des Patch-clamp
Versuchsstandes bestanden aus Vorverstarker, Verstarker (Axopatch 200A;
Axon Instruments), einem Oszilloskop und einem IBM-PC, der samtliche Daten
der Versuche speicherte.

Als Software fur die Aufzeichnung der Daten und eine erste
Bearbeitung wurden die Programme DigiDat 1200 interface und pClamp 6.0
(Axon Instruments) verwendet. Mit diesen Programmen konnten die
Temperaturstimuli sowie die erzeugten lonenstrome der untersuchten Zelle im

zeitlichen Verlauf darstellt werden.
4.5 Durchfuhrung der Versuche

Eine detaillierte Ansicht des Versuchsaufbaus mit Messkammer,
Elektroden, Patch-clamp Pipette und Absaugung ist in Abbildung 13 dargestelit.
Ein Bruchstlick eines Deckglases mit den adharierenden Somata wurde in die
Messkammer mit der Badlésung gelegt. Es wurde mit Hilfe des Mikroskops
ein Soma gewahlt. Uber eine im Okular befindlichen MeReinheit wurde
der Durchmesser bestimmt. Der Zufluss der Badlésung wurde mit Hilfe
eines manuellen Manipulators (Leitz) in die direkte Nahe (~100 um) der zu
untersuchenden Zelle gebracht. Die Absaugung wurde so eingestellt, dass
stets ein dunner Film Superfusionslosung Uber die Zellen floss. Die Temperatur
des Hitzereizes und die Dauer des Stimulus konnten frei gewahlt werden. Flr
die Hitzestimulationen wurden die Losungen so erhitzt, dass sie diese etwa
5 Sekunden lang hielten. Bei der Kombination von Hitzestimulus und Protonen

wurden die Zellen zunachst mit der zu testenden Protonenkonzentrationen
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4-6 Sekunden superfundiert und anschliel3end der Hitzestimulus zugeschaltet.

Die mit der internen Losung beflillten Patch-clamp Pipette wurde in die
Aufnahme mitder Silberelektrode eingespannt und mit Hilfe des Mikromanipulators
vorsichtig auf die Zellmembran aufgesetzt. Durch leichtes Ansaugen wurde eine
stabile Glas-Membran-Verbindung erzeugt, was sich durch einen hochohmigen
Widerstand im Gigaohmbereich wiederspiegelte. Konnte dieser erreicht werden,
wurde durch starkes Ansaugen an der Pipette die Membran unter dieser zerstort.
Somit wurde die gewlinschte whole-cell Konfiguration erreicht und es konnte mit
den Untersuchungen begonnen werden.

Pro Deckglas wurde jeweils nur eine Zelle den Untersuchungen

unterzogen.

Kondensor des
Inversmikroskops

~ Absaugung der A

_Badloésung

Abbildung 13: Messkammer flr die Patch-clamp Versuche
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C. ERGEBNISSE

1. Cobalt-uptake Experimente

1.1 Protonensensitivitat in Abhangigkeit von der Dauer in Zellkultur

Um zu untersuchen, ob der Anteil hitzesensitiver Neurone in Anwesenheit
von erhohten Protonenkonzentrationen steigt, wurden die Zellen bei 44°C mit
cobalthaltigem Assay-Puffer stimuliert, der einen pH von 7,4 sowie pH 6,6 und
pH 5,8 hatte. Die Experimente wurden nach 1, 2 und 3 Tagen unter Kultur-

bedingungen durchgefuhrt. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 dargestellt.
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Abbildung 14: Prozentualer Anteil der durch Cobaltsulfid gefarbten Neurone.
Stimulation: 44°C, pH 7,4 (schwarze Balken); 44°C, pH 6,6 (hellgraue Balken);
44°C pH 5,8 (dunkelgraue Balken). Zeit in Kulturbedingungen: 1, 2 und 3 Tage.
Es wurden 4-5 unabhangige Zellkulturen verwendet und pro Datenpunkt jeweils
insgesamt 400-500 Neurone ausgewertet. Die Daten sind als Mittelwerte
+ S.E.M. dargestellt.
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Am ersten Tag unter Kulturbedingungen antworteten 10,1% =
1,7% der Somata bei pH 7,4 auf den Hitzestimulus. Eine Erhéhung der
Protonenkonzentration auf pH 6,6 ergab einen geringen Anstieg der antwortenden
Somata auf 13,0% + 2,3%. Bei einem pH-Wert von 5,8 betrug der Anteil
16,0% = 2,8% und war damit hoher als nach Stimulation mit pH 6,6 und pH 7 4.

Mit zunehmender Zeit in Zellkultur erhéhte sich der Anteil gefarbter
Somata. Bei einem pH von 7,4 stieg der Anteil antwortender Somata von
10,1% %= 1,7% am ersten Kulturtag auf 22,4% * 1,7% am zweiten Kulturtag
und auf 30,4% % 1,3% am dritten Kulturtag. Ebenfalls erhéhte sich der Anteil
gefarbter Somata bei einem pH von 6,6. Am ersten Kulturtag farbten sich
13,0% £ 2,3%, am zweiten Kulturtag 22,0% + 1,7% und am dritten Kulturtag
auf 31,5% £ 3,3%. Bei einem pH von 5,8 erhdhte sich der Anteil gefarbter Somata
ausgehend von 16,0% + 2,8% am ersten auf 26,3% * 1,6% am zweiten Kulturtag.
Am dritten Kulturtag stieg der Anteil gefarbter Somata auf 32,3% + 3,6%. Die
Ergebnisse zeigen, dass sich der Anteil hitzesensitiver Somata an den ersten 3

Kulturtagen unabhangig von der Protonenkonzentration erhoht.

1.2 Protonensensitivitat in Abhangigkeit von der Temperatur

Im folgenden war die Frage, ob sich bei unterschiedlichen Temperaturen
und Protonenkonzentrationen der Anteil cobaltgefarbter Neurone andert. Hierfur
wurde die Cobaltfarbung mit Protonenkonzentrationen von pH 7,4, pH 6,6,
pH 6,2 und pH 5,8 bei Raumtemperatur, 37°C, 40°C und 44°C durchgefuhrt. Fur
diesen Versuchsteil wurden 1 Tag alte Zellkulturen verwendet. Die Ergebnisse
bei Raumtemperatur sind in Abbildung 15 dargestellt, die bei 37°C, 40°C und
44°C in Abbildung 16.

Bei Raumtemperatur flhrte eine Erh6hung der Protonenkonzentration von
pH 7,4 auf pH 6,6 zu einem Anstieg gefarbter Somata von 3,3% + 0,5% auf 7,8%
+ 1,7%. Eine weitere Erhéhung der Protonenkonzentration auf pH 6,2 erhdhte
den Anteil gefarbter Somata auf 16,0% = 3,5% und bei einem pH von 5,8 auf
35,0% £ 4,0% (Abb. 15).

Bei einer Temperatur von 37°C und einem pH von 7,4 antworteten
4,8% % 1,3% der Somata. Eine Erhéhung der Protonenkonzentration auf pH 6,6

fuhrte zu einem Anstieg des Anteils an gefarbten Somata auf 12,8% + 1,3%. Eine
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Abbildung 15: Prozentualer Anteil der durch Cobaltsulfid gefarbten Neurone
in Abhangigkeit von der extrazellularen Protonenkonzentration. Stimulation:
Raumtemperartur. Protonenkonzentration des cobalthaltigen Assay-Puffers:
pH 7,4, pH 6,6, pH 6,2 und pH 5,8. Zeit unter Kulturbedingungen: 1 Tag. Es
wurden 3-4 unabhangige Zellkulturen verwendet und pro Datenpunkt jeweils
300-400 Neurone ausgewertet. Die Daten sind als Mittelwerte = S.E.M.
dargestellt.

Erhdhung der Protonenkonzentration von pH 6,6 auf einen pH von 6,2 ergab
einen deutlichen Anstieg des Anteils gefarbter Somata auf 34,3% + 3,3%. Bei
einem pH von 5,8 erhohte sich der Anteil antwortender Somata auf 39,3% * 3,6%
(Abb. 16).

Bei der Stimulation mit 40°C bei pH 7,4 antworteten 9,7% % 1,2% der
Somata. Bei einem pH von 6,6 farbten sich 15,7% % 1,2% und bei pH 6,2 farbten
sich 17,0% + 0,6% der Somata an. Mit diesen Protonenkonzentrationen erhdhte
sich der Anteil gefarbter Somata leicht. Die Cobaltfarbung bei einem pH von

5,8 fluhrte im Vergleich zu den Protonenkonzentrationen pH 6,6 und pH 6,2 zu
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einem deutlichen Anstieg des Anteils der gefarbten Somata auf 30,3% + 5,9%
(Abb. 16).

Bei einer Stimulation mit 44°C zeigte sich eine leichte Erhdhung des
Anteils an gefarbten Somata Uiber den gesamten getesteten Bereich im Vergleich
zu einer Protonenkonzentration von pH 7,4. Bei einem pH von 7,4 antworteten
5,0% = 1,0% der Neurone. Eine Erhdhung der Protonenkonzentration auf pH 6,6
ergab einen Anstieg an gefarbten Somata auf 11,5% £ 1,6. Bei einer Erhéhung
der Protonenkonzentration auf pH 6,2 wurden 13,2% % 1,4% und bei einem pH-
Wert von pH 5,8 wurden 14,0% £ 1,0% der Somata angefarbt (Abb. 16).
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Abbildung 16: Prozentualer Anteil der durch Cobaltsulfid gefarbten Neurone in
Abhangigkeit von der extrazellularen Protonenkonzentration und der Temperatur.
Stimulation: 37°C (runde Symbole), 40°C (dreieckige Symbole), 44°C (viereckige
Symbole). Protonenkonzentration des cobalthaltigen Assay-Puffers: pH 7,4,
pH 6,6, pH 6,2 und pH 5,8. Zeit unter Kulturbedingungen: 1 Tag. Es wurden
3-4 unabhangige Zellkulturen verwendet und pro Datenpunkt jeweils 300-400
Neurone ausgewertet. Die Daten sind als Mittelwerte £ S.E.M. dargestellt.
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1.3 Einfluss verschiedener Kalzium-Antagonisten

Um zu Uberprifen, ob bei den hitzeinduzierten Cobalt-uptake Experimenten
Cobaltionen nicht nur durch den TRPV1, sondern moglicherweise auch durch
spannungsgesteuerte Kalziumkanale stromen, wurden Kontrollexperimente
mit Kalzium-Antagonisten durchgefuhrt. Spinalganglienneurone exprimieren
spannungsgesteuerte Kalziumkanale vom L-Typ und T-Typ (Fox et al., 1987;
Mintz et al.,, 1992). Bei den Kontrollexperimenten wurden die Kalziumkanale
vom T-Typ spezifisch mit Nickel-lonen (Ni?*) und die vom L-Typ spezifisch mit
Verapamil blockiert. Die Kalziumkanal-Blocker wurde in der Konzentration
von 100 pyM eingesetzt. Es wurden einen Tag alte Zellkulturen verwendet und
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Abbildung 17: Prozentualer Anteil der durch Cobaltsulfid gefarbten Neurone
unter Zusatz der Kalziumkanal-Antagonisten Ni?* und Verapamil. Stimulation:
37°C, pH 6,2 und Ni?* in den Konzentrationen von 100 uM, sowie 37°C, pH 6,2
und Verapamil in den Konzentrationen von 100 uM. Zeit unter Kulturbedingungen:
1 Tag. Es wurden 4-5 unabhangige Zellkulturen verwendet und pro Datenpunkt
jeweils insgesamt 400-500 Neurone ausgewertet. Die Daten sind als
Mittelwerte £+ S.E.M. dargestellt.
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die Somata mit 37°C und einem pH von 6,2 stimuliert. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 17 dargestellt.

Bei der Stimulation ohne Zusatz von Antagonisten farbten sich
48,3% * 1,9% der Somata an. In Anwesenheit des Antagonisten Ni?* in einer
Konzentration von 100 yM wurden 45,8% * 1,5% der Somata gefarbt.

Bei einer Konzentration des Antagonisten Verapamil in einer Konzentration
von 100 uM farbten sich 40,2% * 2,6% der Somata an, im Vergleich zu
48,3% * 1,9% ohne den Antagonisten.
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2. Patch-clamp Untersuchungen

Mit den Cobalt-uptake Experimenten konnten Aussagen Uber den
prozentualen Anteil an gefarbten Somata gemacht werden. Um Aussagen
Uber Veranderungen des induzierten Einwartsstroms in einzelnen Zellen
treffen zu kénnen wurden Patch-clamp Untersuchungen durchgefiuhrt. Flr die
Experimente wurde die whole-cell Konfiguration gewahlt. Dazu wurden die
Somata 1 bis 3 Tage kultiviert. Die Zellen wurden mit Temperaturen bis zu 52°C
fur 5 Sekunden stimuliert. Des Weiteren wurde untersucht, ob ein saures Medium
den hitzeinduzierten Einwartsstrom verandert. Hierfur wurde extrazellulares

Medium von pH 6,6, pH 6,2 und pH 5,8 eingesetzt.

-10 mvV
-30 mV
-50 mV
-70mvV. —
10m
-20my
-30my.
-70mV_ g / -s0my T\
Haltepotential

‘ 0,5 nA

10 ms

Abbildung 18: Spannungsaktivierte Strome (unten) eines Spinalganglienneurons
in der whole-cell Konfiguration. Ausgehend von der Haltespannung von
-70 mV wurden die spannungsaktivierten Strome durch 6 depolarisierende
Spannungsspringe (oben) nacheinander fur 50 ms im Bereich von -60 mV bis
-10 mV aktiviert.
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Spannungsgesteuerte Strébme: Zu Beginn jedes Experiments wurde
zunachst Uberprift, ob das Soma intakt ist. Hierfir wurden die
spannungsgesteuerten Strome aktiviert. In Abbildung 18 unten ist eine
Originalregistrierung der spannungsgesteuerten Strome eines Somas
dargestellt. Die dazu gehorigen depolarisierenden Spannungsspringe sind
in Abbildung 18 oben dargestellt. Die Membran wurde jeweils ausgehend
vom Haltepotential (-70 mV) fir jeweils 50 ms in 10 mV Schritten bis zu -10
mV depolarisiert. Eine Depolarisation auf -60 mV flhrte zu keiner Aktivierung
spannungsgesteuerter Strome. Bei einer Depolarisation auf -40 mV kommt es
zu einem Netto-Einwartsstrom, getragen von Na*- und Ca?*-lonen, welcher
sich in der graphischen Darstellung ausgehend vom Haltepotential nach unten
darstellt; es folgt zeitlich der Netto-Auswartsstrom, getragen von K*-lonen, der
sich in der graphischen Darstellung nach oben darstellt. Bei einer Depolarisation
auf -10 mV Uberwiegen die Auswartsstrome. Fur die Untersuchung von hitze-
und protonenaktivierten Strdomen wurden nur solche Somata verwendet, die

ausgepragte spannungsgesteuerte Strome zeigten.

Hitzeaktivierte Einwértsstrome: In Abbildung 19 ist die Antwort eines
Neurons auf einen Hitzereiz dargestellt. Das Neuron wurde ausgehend von der
Raumtemperatur (25,4°C) bei physiologischer Protonenkonzentration (pH 7,4)
des extrazellularen Mediums stimuliert. Der obere Graph der Abbildung zeigt den
Verlauf des Stimulus, der untere zeigt die dazu gehérige Antwort des Neurons. Der
Hitzestimulus erfolgte ausgehend von 25,4°C rampenféormig auf 52,3°C. Diese
Temperatur wurde flr etwa 2 Sekunden gehalten und fiel anschlielend wieder
auf Raumtemperatur ab. Mit kurzer Verzégerung folgte die Antwort des Somas.
Das Maximum der Zellantwort wurde ebenfalls kurz nach der Maximaltemperatur

erreicht und fiel im gleichen Male wieder ab.

Um zu untersuchen, ob der hitzeinduzierte Einwartsstrom
temperaturabhangig ist, wurden nacheinander zwei Hitzereize mit
unterschiedlicher Temperatur gegeben. Abbildung 20 zeigt die Antwort eines
Somas auf einen Hitzereiz von 52,3°C (links) und 51,3°C (rechts). Die Zeit

zwischen den Reizen betrug etwa 3 Minuten. Bei einem Stimulus auf 52,3°C
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| 52,3°C
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Abbildung 19: Zeitverlauf des hitzeinduzierten
Einwartsstroms eines Somas. Der zeitliche Verlauf des
Hitzereizes ist in der Abbildung oben, der dazu gehorige
Einwartsstrom in der Abbildung unten dargestellt. Zeit in
Kulturbedingungen: 1 Tag. Stimulation: 52,3°C bei pH 7,4.
Haltepotential: -70 mV.

betrug die maximale Amplitude des Einstroms 3,62 nA, bei 51,3°C 2,75 nA.
Dieses Experiment weist darauf hin, dass die Amplitude des hitzeinduzierten

Einwartsstroms temperaturabhangig ist.

52,3°C 51,3°C

25,4°C 254°C

o 2 4 6 8 10 12 14 16 o 2 4 6 8 10 12 14 16
Zeit [s] Zeit [s]
Abbildung 20: Zeitverlauf zweier hitzeinduzierter Einwartsstrome. Das Soma wurde
ausgehend von 25,4°C mit einem Hitzereiz von 52,3°C (links) bzw. 51,3°C (rechts)
stimuliert. Der Hitzereiz wurde jeweils oben, der dazugehorige Einwartsstrom unten

dargestellt. Zeit in Kulturbedingungen: 1 Tag. Stimulation: 52,3°C bzw. 51,3°C bei
pH 7,4. Haltepotential - 70 mV.
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Protoneninduzierte Einwaértsstrome: Weiterhin wurde untersucht, ob die
Neurone auf ein saures Medium mit einem Einwartsstrom reagieren. Das Soma
wurde bei Raumtemperatur mit einer Protonenkonzentration von pH 5,8 stimuliert.
Die Antwort eines Somas auf ein saures extrazellulares Medium ist in Abbildung
21 dargestellt. Die erste Antwort der Zelle erfolgte mit einer Verzégerung von
etwa einer Sekunde. Die Zelle antwortet mit einem Einwartsstrom, der trotz
anhaltender Stimulation mit dem sauren Medium schnell inaktiviert. Dieser
Strom wurde zuerst von Krishtal und Pidoplichko beschrieben (Krishtal und
Pidoplichko, 1980). Dieser Antwort folgt ein anhaltender Einwartsstrom, der erst
nach Stimulationsende inaktiviert. Der anhaltende Einwartsstrom beruht auf der
Aktivierung eines unspezifischen Kationenkanals und ist in seiner Amplitude
sehr viel kleiner als die erste Komponente. Der zuerst von Bevan und Yeats
beschriebene anhaltende Einwartsstrom beruht vermutlich auf der Aktivierung des
hitzesensitiven Kanals (Bevan und Yeats, 1991). Dieses Experiment bestatigte,
dass Somata auf Protonen mit einem anhaltenden und einem vortbergehenden

Einwartsstromen antworten.

pH 5,8

anhaltende
1nA Komponente

vorlbergehende
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Abbildung 21: Zeitverlauf von protoneninduzierten
Einwartsstromen. Das Soma wurde ausgehend
von pH 7,4 mit einem sauren Medium pH 5,8
bei Raumtemperatur stimuliert. Die Dauer der
Protonenstimulation ist graphisch oben als
horizontale Linie und der protoneninduzierte
Einwartsstrom unten im zeitlichen Verlauf
dargestellt. Zeit unter Kulturbedingungen: 1 Tag.
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Hitze- und protoneninduzierte Einwértsstrome: Um zu untersuchen, ob
der hitzeinduzierte Einwartsstrom durch Protonen sensibilisiert werden kann,
wurden die Somata mit Lésungen verschiedener Protonenkonzentrationen
und unterschiedlichen Temperaturen stimuliert. Abbildung 22 zeigt die Antwort
eines Somas ausgehend von Raumtemperatur (25,4°C) bis auf einen Hitzereiz
von 51,3°C unter physiologischen Protonenkonzentrationen (links) und einen
Hitzereiz von 51,1°C bei einer Protonenkonzentration des extrazellularen
Mediums von pH 6,6. Im oberen Teil der Abbildung ist der Verlauf des Hitze-
Stimulus, darunter ist die Applikationsdauer des sauren extrazellularen Mediums,
und im unteren Teil des Bildes die Zellantwort gezeigt. Bei einem Stimulus von
51,3°C betrug die maximale Amplitude des Einwartsstroms 2,75 nA. Nach
Stimulation mit einer Protonenkonzentration des Mediums von pH 6,6 und einem
Stimulus von 51,1°C erhdhte sich die maximale Amplitude des Einstroms auf
3,93 nA. Dieses Experiment legt nahe, dass Protonen zu einer Sensibilisierung
des hitzeinduzierten Einwartsstrom flhren.

Umdie Vermutungder Sensibilisierung des hitzeinduzierten Einwartsstroms

durch Protonen zu bestatigen wurden weitere Versuche durchgeflhrt. Diese

51,3°C 51,1°C

254°C 25,4°C
pH 7.4 pH 6,6

0 2 4 6 8 10 12 14 16 0 2 4 6 8 10 12 14 16
Zeit [s] Zeit [s]

Abbildung 22: Zeitverlauf eines hitzeinduzierten Einwartsstrom (links) und
eines hitze- und protoneninduzierten Einwartsstroms (rechts) eines Somas. Das
Soma wurde ausgehend von 25,4°C mit einem rampenférmigen Hitzereiz von
51,3°C bei einer Protonenkonzentration von pH 7,4 (links) bzw. 51,1°C bei einer
Protonenkonzentration von pH 6,6 (rechts) stimuliert. Der Hitzereiz wurde jeweils
oben graphisch dargestellt. Der jeweilige hitze- und/oder protoneninduzierte
Einwartsstrom wurde dazu im zeitlichen Verlauf (unten) dargestellt. Zeit in
Kulturbedingungen: 1 Tag. Stimulation: 51,3°C bei pH 7,4 bzw. 51,1°C bei pH 6,6.



Ergebnisse 37

sind graphisch nicht dargestellt. Eine Erhdhung der Protonenkonzentration auf
pH 5,8 fiihrte zu keiner weiteren Sensibilisierung des Somas gegentber Hitze,
da die Zellantwort bei vergleichbarer Hitze-Stimulation nicht anstieg. Dies legt
nahe, dass bei einer Protonenkonzentration zwischen pH 6,6 und pH 5,8 eine

maximale Sensibilisierung des Somatas gegenuber Hitze vorliegt.
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D. DISKUSSION

1. Methodik

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob der hitzesensitive Rezeptor
TRPV1 der Nozizeptoren von Kuken durch Protonen sensibilisiert wird. Die
Untersuchungen wurden an isolierten Somata primarer Afferenzen, die 1-3
Tage kultiviert waren, durchgefuhrt. Die Experimente wurden an Neuronen von
Tieren eines ahnlichen Alters beziehungsweise einer ahnlichen Gewichtsklasse
durchgeflhrt.

1.1 In vitro Bedingungen

Als Modell fur die peripheren Endigungen von Nozizeptoren wurden
die Untersuchungen an den isolierten Somata dieser Neurone unter in vitro
Bedingungen durchgefuhrt. Dieses war moglich, da Hitzerezeptoren nicht
ausschlieRlich auf den peripheren Endigungen exprimiert sind, sondern auch
auf den Somata der Neurone (Marin-Burgin et al., 2000). Ihre physiologische
Funktion an den Somata ist bisher noch nicht bekannt. Auf zellularer Ebene sind
aus technischen Grinden Untersuchungen an den Endigungen nicht moglich,
sehr wohl aber an den isolierten Somata, die leicht zu isolieren und unter
Kulturbedingungen zu halten sind (Vyklicky und Knotkova-Urbancova, 1996).

Ein Vorteil gegentber Untersuchungen unter in vivo Bedingungen ist,
dass definierte extrazellulare Bedingungen gewahlt werden kénnen. So kann
z.B. vermieden werden, dass unkontrolliert irritierende und inflammatorische
Substanzen aus dem umgebenden Gewebe wahrend des Experiments
freigesetzt werden und das Ergebnis modglicherweise beeinflussen. Das in der
vorliegenden Arbeit eingesetzte Modell der isolierten Somata fur die peripheren
Endigungen wurde bereits erfolgreich fur Untersuchungen der Sensibilisierung
der Hitzerezeptoren an Ratten und Mausen eingesetzt. So z.B. fur Protonen
(Petersen und LaMotte, 1993), Prostaglandin E2 (Lopshire und Nicol, 1998),
Bradykinin (Chuang et al., 2001), Adenosintriphosphat (ATP) (Kwak et al.,
2000; Tominaga et al., 2001) und fur den Wachstumsfaktor NGF (Shu und
Mendell, 1999). Ein weiterer Vorteil der in vitro Versuchsbedingungen ist, dass
eindeutig eine zellulare Antwort des Nozizeptors auf spezifische Reize wie z.B.
Protonen und Hitze isoliert nachgewiesen werden kann. Weiterhin lasst sich
die in der vorliegenden Arbeit eingesetzte Patch-clamp Technik unter in vitro
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Bedingungen einsetzen, nicht jedoch unter in vivo Bedingungen.

Es muss jedoch auch beachtet werden, dass bei der Isolierung der
Somata notgedrungen die Axone abgerissen werden, was einer Axotomie in vivo
entspricht. Diese Tatsache muss bei der Bewertung der Ergebnisse in Betracht
gezogen werden.

1.2 Thermische Reize, Protonen und Kalzium-Antagonisten

Die Somata wurden beim Einsatz der Cobalt-uptake Methode mit Reizen
bis zu 44°C stimuliert. Es kdnnen auch Reize bis zu 46°C verwendet werden
(Marin-Burgin et al., 2000); bei Verwendung noch hdherer Temperaturen
konnen die Neuronen jedoch thermisch geschadigt werden und es kommt
zu unspezifischen Anfarbungen. Die Cobalt-uptake Methode erforderte eine
Stimulationszeit von etwa 8 min; diese lange Dauer beschrankte die Anwendung
hoher Temperaturen. Die in der vorliegenden Arbeit verwendeten 44°C sind
ein deutlich Uberschwelliger thermischer Stimulus fir den Hitzerezeptor
TRPV1 (Catarina et al., 1997), verursachen jedoch keine Schadigung der
Zelle. Im Gegensatz zur Cobalt-uptake Methode wurden bei den Patch-clamp
Untersuchungen Hitzereize von bis zu 52°C verwendet. Dies war mdglich, da
hier die Hitzestimulation nur sehr kurz, fir maximal 2 Sekunden, erfolgte.

Des Weiteren wurden die Hitzereize in Medien mit unterschiedlichen
Protonenkonzentrationen von pH 7,4 bis pH 5,8 durchgeflihrt. Eine Protonen-
konzentration von etwa pH 7,4 liegt im physiologischen Bereich. Werte zwischen
pH 7,4 und etwa pH 5,8 kénnen unter Entziindungsbedingungen im Gewebe
vorliegen (Waldmann et al., 1997); Konzentrationen hoéher als pH 5,8 werden
unter pathophysiologischen Bedingungen selten erreicht. Da die hitzesensitiven
Somata Uber Aktivierung eines kalziumpermeablen Kationenkanals
detektiert wurden (Bevan und Szolcsanyi, 1990), musste die Beteiligung von
spannungsgesteuerten Kalziumkanalen geprift werden. Eine Beteiligung
dieser Kanadle und damit ein falsch positives Ergebnis wurde durch eine
Kontrolle mit den Kalziumkanal-Antagonisten Verapamil und Nickelchlorid
ausgeschlossen.

1.3 Cobalt-uptake Experimente

Die Population der Spinalganglien ist hinsichtlich vieler Parameter
sehr heterogen. Funktionell betrachtet enthalt sie neben den Nozizeptoren
auch Neurone fur Thermoperzeption sowie verschiedene nicht nozizeptive,
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mechanosensitive Neurone. Die Sensitivitat flir Hitze (> 42°C) ist eine Eigenschaft
der Nozizeptoren. Diese hitzesensitiven Somata wurden histochemisch mit der
Cobalt-uptake Methode detektiert und untersucht (Hogan, 1983; Winter, 1987). Mit
Hilfe dieser Methode lassen sich Neurone identifizieren, die funktionelle TRPV1
Rezeptoren exprimieren. Der Rezeptor muss hierzu aktiviert werden, damit
Cobaltionen in die Zelle einstromen kdénnen, um eine Anfarbung zu ermdglichen.
Im Gegensatz dazu steht die Methode der indirekten Immunfluoreszenz. Mit
dieser Methode werden Rezeptoren detektiert, die in der Membran eingebaut
sind, jedoch nicht funktionell sein missen. Das bedeutet, dass die Ergebnisse, die
man mit Hilfe der Cobalt-uptake Methode bekommt, eine grofRere Aussagekraft
haben, da nur funktionelle Rezeptoren detektiert werden.

Die Cobalt-uptake Methode wurde zur Untersuchung des hitzesensitiven
TRPV1 bereits vielfach eingesetzt (Winter, 1987; Marin-Burgin et al., 2000;
Wach et al., 2003; Wendland et al., 2003). Grundsatzlich kann diese Methode
zur Untersuchung unspezifischer kalziumpermeabler Kationkanale eingesetzt
werden. Im Vergleich zur Patch-clamp Methode hat die Cobalt-uptake Methode
den Vorteil, dass eine Vielzahl von Neuronen gleichzeitig untersucht werden
kann und somit eine quantitative Aussage uber die Proportion der antwortenden
Neurone gemacht werden kann.

Um bei der Auswertung der cobaltgefarbten Neurone nur die vitalen
Somata zu berlcksichtigen, wurde die Cobalt-uptake Methode mit der
Trypanblau-Farbung kombiniert. Diese ermoglichte eine optische Identifizierung
toter Somata aus der Auswertung und verhinderte somit eine falsch positive
Bewertung. Das Kriterium flr ein hitzepositives Neuron war eine eindeutige
Braunfarbung. Die Auswertung erfolgte visuell. Um einen subjektiven Einfluss
auszuschlief3en, wurden die Objekttrager vor der Auswertung geblindet.

1.4 Patch-clamp Technik

Zusatzlich zur Cobalt-uptake Methode wurde die Patch-clamp Technik
in der whole-cell Konfiguration eingesetzt (Neher und Sakmann, 1976). Mit
dieser Methode konnten lonenstréme einzelner Somata auf Hitzereize und/oder
auf Stimulierung mit sauren Lésungen registriert werden. Mit Hilfe der Patch-
clamp Technik kann im Gegensatz zur Cobalt-uptake Methode jeweils nur eine
einzelne Zelle pro Experiment untersucht werden. Die Patch-clamp Technik
wurde eingesetzt, um die Antwortstarke auf Hitze und die Sensibilisierung durch
Protonen an einer einzelnen Zelle quantifiziert zu bestimmen. Diese Methode
ist technisch sehr viel aufwendiger als die Cobalt-uptake Methode. Sie wurde
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bereits bei einer Vielzahl von Untersuchungen der Hitzerezeptoren an der Ratte
wie auch am Kiken eingesetzt (Petersen et al., 1996; Petersen et al., 1998;
Wach et al., 2003). Da der Experimentator die zu untersuchenden Neurone
auswahlt, kann Uber den Anteil der sensitiven Zellen in der Gesamtpopulation
keine Aussage getroffen werden, im Gegensatz zur Cobalt-uptake Methode.
Da die Somata der Nozizeptoren beim Kiken tUberwiegend klein bis mittelgrof3
sind (Marin-Burgin et al., 2000) wurden bevorzugt Somata dieser GroRe fur die
Versuche ausgewahlt. Sowohl die Experimente mit der Cobalt-uptake Methode
als auch die Experimente mit der Patch-clamp Technik erfassen den Hitzerezeptor
funktionell, wobei die Patch-clamp Untersuchungen den Vorteil haben, dass im
Gegensatz zur Cobalt-uptake Methode, unter anderem eine Aussage Uber die
einzelnen Membranstréme im zeitlichen Verlauf zum Stimulus gemacht werden
kann.

In der vorliegenden Arbeit war eine Hitzestimulation bei den Patch-clamp
Experimenten mit identischen Temperaturen aus technischen Grinden nicht
moglich. Hierdurch wurde ein Vergleich zwischen unterschiedlichen Neuronen
erschwert. Weiterhin muss die Moglichkeit einer Sensibilisierung des Rezeptors
auf sich wiederholende Hitzereize wahrend einer Untersuchungsreihe in Betracht
gezogen werden. Dies kann durch eine mehrmalige Stimulation mit identischen
Reizen untersucht werden. Verandert sich die Antwort des Somas innerhalb
dieser Versuchsreihe nicht, kann davon ausgegangen werden, dass eine
Sensibilisierung auf diesen Stimulus nicht vorliegt.

2. Ergebnisse

2.1 Anteil der hitzesensitiven Neurone in Abhangigkeit von der Dauer in
Zellkultur und von der Protonenkonzentration des Mediums

In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass sich der Anteil
hitzesensitiver Kikenneurone innerhalb derersten 3 Tage unter Kulturbedingungen
erhoht. Dieses wurde fur eine Temperatur von 44°C gezeigt und bestatigt
vorliegende Ergebnisse aus unserer Arbeitsgruppe fur den physiologischen
pH Wert von 7,4 (Wach et al., 2003). Der Anstieg des prozentualen Anteils
hitzesensitiver Kikenneurone mit der Zeit unter Kulturbedingungen steht im
Gegensatz zum Verlauf bei Neuronen von Ratten. Bei Spinalganglienneuronen
von Ratten bleibt der Anteil positiver Neurone Uber 6 Tage annahernd gleich
(Wach et al., 2003). Ein weiterer Unterschied zwischen Ratte und Kuken ist, dass
bei der Ratte der Ausgangswert unter gleichen Kulturbedingungen und gleichen
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Stimulusbedingungen hdher ist.

In der vorliegenden Arbeit wurde dartUber hinaus gezeigt, dass diese
Hochregulation des Hitzerezeptors unabhangig von der Protonenkonzentration
ist. In den vorliegenden Versuchen wurden Protonenkonzentrationen von
pH 7,4 bis pH 5,8 verwendet. Protonenkonzentrationen von pH 7,4 entsprechen
physiologischen  Bedingungen. HoOhere Konzentrationen entsprechen
pathologischen Bedingungen und spielen neben anderen Entzindungs-
mediatoren eine Schlusselrolle bei Schmerzzustanden. Eine
Erhohung der Protonenkonzentration wurden zum Beispiel
unter Bedingungen eines Krampfes, einer Hypoxie oder einer
Entzindung gemessen. Untersuchungen dentogener Abszesse
ergaben Protonenkonzentrationen von bis zu pH 6,2 (Wiese et al., 1999).

Neben der Erhbhung der  Protonenkonzentration ist bei
Entziindungszustanden auch der NGF Gehalt erhéht (Donnerer et al., 1992;
Oddiah et al., 1998; Woolf et al., 1994). Bei der Ratte wird die Expression
des hitzesensitiven TRPV1 durch NGF reguliert. Unter Bedingungen, bei
denen der NGF Gehalt reduziert ist, verringert sich der Anteil der Neurone,
die TRPV1 exprimieren. Damit einhergehend ist eine Abnahme der Hitze- und
Capsaicinsensitivitat (Winter, 1988; Wach et al., 2003). Unter in vivo Bedingungen
ist dies der Fall z.B. bei Kompression oder Durchtrennung eines peripheren
Nerven (Wach et al., 2003; Wendland et al., 2003). Aufgrund dieser Befunde
wurde als mogliche Ursache fir den Anstieg des Anteils hitzesensitiver Neurone
beim Kiken bereits der Einfluss von NGF untersucht und kein Zusammenhang
festgestellt (Wach et al. 2003).

2.2 Anteil hitzesensitiver Neurone in Abhangigkeit von der Stimulustemperatur
und von der Protonenkonzentration des Mediums

IndervorliegendenArbeit konnte gezeigt werden, dass bei Raumtemperatur
mit steigender Protonenkonzentration der Anteil der gefarbten Neurone zunimmt.
Bei pH 7,4 waren es 3,3%, bei pH 5,8 betrug der Anteil 35,0%. Vergleicht man den
Effekt von Protonen bei Raumtemperatur mit dem bei 37°C (Kdrpertemperatur,
Kulturtemperatur) (Abb. 15 und 16) so zeigt sich, dass die Kurve nach links
verschoben ist, d.h. niedrigere Protonenkonzentrationen bewirken bereits einen
Anstieg des Anteils positiver Neurone. Der grolite Effekt war zwischen pH 6,6
und pH 6,2 zu beachten. Bei 40°C war der grof3te Anstieg zwischen pH 6,2 und
pH 5,8. Bei 44°C war zu beobachten, dass der Anstieg des Anteils hitzesensitiver
Neurons, also die Sensibilisierung der Hitzesensitivitat durch Protonen, nicht
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mehr ausgepragt war.

Die Rekrutierung von positiven Neuronen mit zunehmender Steigerung
von Temperatur und Protonen stehen im Einklang mit Daten von Rattenneuronen
in der Literatur (Tominaga et al., 1998). In der vorliegenden Arbeit an
Kikenneuronen konnte dieses aber nur flir Temperaturen bis 40°C beobachtet
werden. Die Interpretation dieses Ergebnisses ist auf der Basis vorliegender
Experimente nicht eindeutig mdglich, da Subpopulationen von Nozizeptoren
verschiedene hitze- und protonensensitive Membranrezeptoren exprimiren und
diese zum Teil durch beide Reize aktiviert und moduliert werden. So verfligen
Spinalganglienneurone (i) Uber den temperatursensitiven niederschwelligen
TRPV1 und hochschwelligen TRPV2 Kanal (Clapham et al., 2001) und (ii) Gber
protonensensitive Kanale, als ASIC's bezeichnet (Waldmann et al., 1997).
Weiterhin wurde (iii) eine Sensibilisierung des hitzesensitiven Kanals TRPV1
durch Protonen bei der Ratte beschrieben (Petersen und LaMotte, 1993). Bei
einem pH-Wert von 7,4 liegt die Schwelle fir den TRPV1 bei 43°C; diese Schwelle
sinkt aber im sauren Umgebungsmilieu (s. Rev. Caterina und Julius, 2001). Das
bedeutet, dass der Anstieg, den man bei 37°C und 40°C sieht, mdglicherweise
ein Resultat der Sensibilisierung des Hitzerezeptors ist. Die Tatsache, dass
man bei 44°C, also bei einem Uberschwelligen Wert fir den TRPV1, diese
Sensibilisierung nicht mehr beobachtet, konnte ihren Grund darin haben, dass
die TRPV1 Kanale unter diesen Bedingungen durch Protonen blockiert sind. Die
protonensensitiven ASIC's Kanale sind aktivierbar bei Schwellenkonzentrationen
die hoher liegen als fur die Sensibilisierung TRPV1. Eine Beteiligung der ASIC's
an der Hitzeantwort bei erhdhten Protonenkonzentrationen ist also madglich
und musste fur eine Interpretation der Ergebnisse weiter spezifisch untersucht
werden.

2.3 Beteiligung spannungsgesteuerter Kalziumkanale

Spinalganglienneurone von Kiken exprimieren spannungsgesteuerte
Kalziumkanale vom T- und L-Typ (Carbone und Lux, 1987; Petersen und
LaMotte, 1991). Da in der vorliegenden Arbeit hitzesensitive Neurone Uber
einen Cobalteinstrom nachgewiesen werden, musste ausgeschlossen werden,
dass Cobaltionen nicht auch durch Kalziumkanale in die Zelle gelangen
und damit ein falsch positives Ergebnis ergeben wirden. Die Ergebnisse
zeigen, dass Nickelchlorid, ein Antagonist spannungsgesteuerter Kalzium-
Kanale vom T-Typ, und die organische Verbindung Verapamil, ein Antagonist
der spannungsgesteuerten Kalziumkanale vom L-Typ (Fox et al.,, 1987;
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Mintz et al., 1992), keine Reduzierung des Anteils hitzesensitiver Somata
hervorrufen, also nicht am Cobalteinstrom beteiligt sind. Die eingesetzte
Konzentration von jeweils 100 uM ist pharmakologisch betrachtet ausreichend
hoch. Fur Verapamil wurde gezeigt, dass es bereits in Konzentrationen von
10 M die Kalziumkanale von embryonalen sensorischen Neuronen blockiert
(Ai et al., 1998). Fur Nickelionen wurde gezeigt, dass diese Kalziumkanale
in sensorischen Neuronen bei einer Konzentration von 100 uM blockieren
(Gotoh und Takahashi, 1999).

2.4 Patch-clamp Untersuchungen

Mit Hilfe der Patch-clamp Technik konnte in der vorliegenden Arbeit
gezeigt werden, dass die Amplitude des hitzeinduzierten Einwartsstromes
abhangig von der Reiztemperatur ist. Dieses ist ahnlich wie bei Rattenneuronen
(Tominaga et al., 1998). AuRerdem konnte gezeigt werden, dass es bei einer
wiederholten Applikation von noxischen thermischen Reizen nicht zu einer
Desensibilisierung der Antwort kommt. Eine Tachyphylaxie wie bei Stimulation
mit Capsaicin an Spinalganglienneuronen der Ratte (Petersen und
LaMotte, 1993) liegt also bei Stimulation mit Protonen nicht vor. Vergleichbar
zu Rattenneuronen verhalt sich der TRPV1 der Kuken bezuglich der
Sensibilisierung der Hitzeantwort durch Protonen. So flhrt im Vergleich zu einem
Hitzereiz mit physiologischer Protonenkonzentration Applikation einer sauren
Losung mit einem vergleichbar hohen Hitzereiz zu einer deutlichen Erhdhung
der Amplitude.

Die Versuche bei denen die Somata mit Protonen bei Raumtemperatur
stimuliert wurden zeigten, dass auch in Kukenneuronen unterschiedliche
protonensensitive Kanale exprimiert werden. So kénnen bei einer langsamen
Superfusion der Somata mit saurem Medium der schnell desensibilisierende

protonensensitive Na*-selektive lonenkanal aktiviert werden wie auch
der nicht desensibilisierende protonensensitive Kanal (s. Abb. 21). Beide
wurden in Rattenneuronen beschrieben (Kristhal und Pidoplichko, 1980;
Konnerth et al., 1987; Bevan und Geppetti, 1994; Bevan und Yeats 1991).
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E. ZUSAMMENFASSUNG

Aus vorherigen Veroffentlichungen der Arbeitsgruppe war bekannt,
dass der TRPV1 Hitzerezeptor im Vogel sich vom TRPV1 der Saugetiere
hinsichtlich der Capsaicinsensitivitat und der Regulation der Expression durch
NGF unterscheidet. Unterschiede in den Eigenschaften zwischen beiden
Hitzerezeptorsubtypen konnten Ruckschliusse auf funktionelle Strukturen des
Saugetier TRPV1 erlauben. In der vorliegenden Arbeit war die Ubergreifende
Fragestellung, ob sich beide Hitzerezeptorsubtypen auch hinsichtlich ihrer
Protonensensitivitat unterscheiden.

FUr die Untersuchungen wurden Spinalganglienneurone von Kiken
isoliert und kultiviert. Mit Hilfe der Cobalt-uptake Methode wurde der Anteil der
Neurone bestimmt, die funktionell den Hitzerezeptor TRPV1 exprimieren. Diese
Experimente wurden nach 1, 2 und 3 Tagen unter Kulturbedingungen durchgefuhrt,
um eine mogliche Veranderung mit der Zeit zu erfassen. Weiterhin wurde
untersucht, ob durch Protonen der Anteil hitzesensitiver Neurone beeinflusst
wird. Hierfir wurden die Somata nach einem Tag unter Kulturbedingungen in
Kombination von Hitze und Protonen stimuliert. Um eine Sensibilisierung der
Hitzeantwort durch Protonen in einzelnen Neuronen zu untersuchen, wurde mit
Hilfe der Patch-clamp Technik in der whole-cell Konfiguration die Amplitude von
Hitze-und protoneninduzierten Gesamteinwartsstromen untersucht.

Zunachst wurde mit der Cobalt-uptake Methode untersucht, ob der Anteil
hitzesensitiver Neurone durch Protonen von der Zeit unter Kulturbedingungen
beeinflusst wird. Bei einer Temperatur von 44°C stieg der Prozentsatz
hitzesensitiver Neurone innerhalb der ersten 3 Tage unter Kulturbedingungen
an, unabhangig von der Protonenkonzentration (pH 7,4, pH 6,6 und pH 5,8).
Die nachste Frage war, wie hoch der Anteil protonensensitiver Neurone bei
Raumtemperatur ist. Hierfur wurden die Zellen nach einem Tag in Zellkultur mit
einem Medium von pH 7,4, pH 6,6, pH 6,2 oder pH 5,8 stimuliert. Es zeigte sich ein
Anstieg von 3,3% + 0,5% bei pH 7,4 auf 35,0% £ 4,0% bei pH 5,8. Im Folgenden
wurde der Frage nachgegangen, ob dieser Anstieg temperaturabhangig ist.
Hierflr wurden entsprechende Experimente bei 37°C, 40°C und 44°C nach
einem Tag unter Kulturbedingeungen durchgefuhrt. Im Vergleich war bei 37°C
der Anteil positiver Neurone bereits bei 6,2 so hoch wie bei Raumtemperatur bei
pH 5,8. Mit weiter zunehmender Temperatur verringerte sich jedoch der Anteil
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positiver Neurone mit steigendem pH. So war bei 44°C und pH 5,8 nur noch ein
geringer Anstieg zu verzeichnen.

Im letzten Teil der Arbeit wurde mit Hilfe der Patch-clamp Technik hitze-
und protoneninduzierte Einwartsstrome gemessen. Es konnte exemplarisch
gezeigt werden, dass die Amplitude des hitzeinduziereten Einwartsstroms
temperaturabhangig ist. Weiterhin konnte gezeigt werden, dass die Amplitude
des hitzeinduzierten Einwartsstroms bei einem Medium von pH 6,6 im Vergleich
zu pH 7,4 deutlich ansteigt.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass der Kiken TRPV1 ahnlich wie
der der Saugetiere durch Protonen in Konzentrationen, die im entzindlichen
Gewebe vorkommen, sensibilisiert werden kann. Es kommt sowohl zu einer
Rekrutierung von weiteren hitzesensitiven Neuronen also auch zu einer
verstarkten Antwort bereits hitzesensitiver Neurone.
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G. ANHANG

Auf den folgenden Seiten sind Unterlagen zur Erstellung der Ergebnisse sowie
Ergebnisse einzelner Teiluntersuchungen dargestellt.



Anhang

Ergebnisse zum Teilversuch:

Protonensensitivitat in Abhangigkeit zur Kulturdauer
Kiiken; 44°C; pH 5,8-7,4; F12+NGF

Dateiname pH-Wert Zeit gefarbte Neurone
a2302-2 7,4 1d 8%
a2702-a 7.4 1d 9%
a0103-h 7,4 1d 16%
a1203-i 7,4 1d 10%
a2603-f 7.4 1d 7%
a0103-f 7,4 2d 18%
a1203-h 7.4 2d 22%
a1503-g 7,4 2d 26%
a2603-d 7,4 2d 23%
a0103-c 7.4 3d 30%
a1303-d 7,4 3d 30%
a1503-b 7,4 3d 27%
a1903-b 7,4 3d 30%
a2603-g 7,4 3d 35%
a2302-1 6,6 1d 13%
a2702-e 6,6 1d 12%
a0103-e 6,6 1d 18%
a1203-a 6,6 1d 17%
a2603-b 6,6 1d 5%
a2702-c 6,6 2d 21%
a0103-b 6,6 2d 23%
a1203-f 6,6 2d 16%
a1503-i 6,6 2d 26%
a2603-a 6,6 2d 24%
a0103-d 6,6 3d 23%
a1203-c 6,6 3d 31%
a1503-d 6,6 3d 33%
a2603-c 6,6 3d 39%
a2302-3 5,8 1d 8%
a2702-b 5,8 1d 14%
a0103-i 5,8 1d 20%
a1203-e 5,8 1d 24%
a2603-h 5,8 1d 14%
a0103-g 5,8 2d 23%
a1203-b 5,8 2d 24%
a1503-a 5,8 2d 29%
a2603-i 5,8 2d 29%
a0103-a 5,8 3d 24%
a1203-g 5,8 3d 34%
a1903-a 5,8 3d 30%
a2603-e 5,8 3d 41%
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Ergebnisse zum Teilversuch:

Protonensensitivitat in Abhangigkeit zur Temperatur
Kiiken; Raumtemperatur (RT); pH 5,8-7,4; F12+NGF

Dateiname pH-Wert Temperatur | gefarbte Neurone
a0505-f 7,4 RT 2%
a0905-a 7.4 RT 3%
a2805-b 7.4 RT 4%
a0206-i 7.4 RT 4%
a0505-e 6,6 RT 10%
a0905-c 6,6 RT 6%
a2805-i 6,6 RT 1%
a0206-e 6,6 RT 4%
a0706-b 6,2 RT 1%
a1806-e 6,2 RT 9%

1906-b 6,2 RT 22%
a2006-a 6,2 RT 22%
a0505-b 5,8 RT 41%
a0905-b 5,8 RT 22%
a2805-e 5,8 RT 32%
a0206-b 5,8 RT 45%
a0706-f 5,8 RT 35%




Anhang

Ergebnisse zum Teilversuch:

Protonensensitivitat in Abhangigkeit zur Temperatur
Kiiken; 37°C-44°C; pH 5,8-7,4; F12+NGF

Dateiname pH-Wert Temperatur | gefdarbte Neurone
a0505-d 7,4 37°C 2%
a1505-a 7,4 37°C 5%
a0206-a 7,4 37°C 8%
a0706-c 7,4 37°C 4%
a0505-c 6,6 37°C 15%
a1505-b 6,6 37°C 9%
a2805-d 6,6 37°C 14%
a0206-d 6,6 37°C 13%
a0706-a 6,2 37°C 38%

1906-a 6,2 37°C 34%
a2006-d 6,2 37°C 25%
x2706-b 6,2 37°C 40%
a0505-a 5,8 37°C 48%
a1505-e 5,8 37°C 37%
a2805-h 5,8 37°C 31%
a0206-h 5,8 37°C 41%
a2406-b 7,4 40°C 12%
a3006-a 7.4 40°C 9%
a0507-c 7,4 40°C 8%
x2706-a 6,6 40°C 14%
a3006-d 6,6 40°C 15%
a0507-a 6,6 40°C 18%
x2706-c 6,2 40°C 18%
a3006-c 6,2 40°C 17%
a0507-d 6,2 40°C 16%
a2406-a 5,8 40°C 26%
a3006-b 5,8 40°C 42%
a0507-b 5,8 40°C 23%
a1505-c 7.4 44°C 4%
a2805-f 7.4 44°C 4%
a0206-g 7.4 44°C 7%
a1505-d 6,6 44°C 7%
a2805-g 6,6 44°C 14%
a0206-c 6,6 44°C 12%
a0706-d 6,6 44°C 13%
a1806-f 6,2 44°C 1%
a1906-f 6,2 44°C 15%
a2006-b 6,2 44°C 14%
a1505-f 5,8 44°C 12%
a2805-c 5,8 44°C 15%
a0206-f 5,8 44°C 15%
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Hitzestimulation kultivierter Neurone

Ligatur Datum: Art: Stelle:
Zeitraum: Gewicht: Nakoren:

Entnahme Datum: Gewicht: Nakoren:
Eingangsnr.: Ausgangsnr.:

Zellkultur  Zeit in Collagenase: Zeit in Trypsin: Zeit in Zellkultur:
Ganglien/Ansatz: Medium:

Besonderheiten

Datum der Hitzestimulation:

1. Waschen mit Assay-Puffer (37°C)

. Hitzestimulation in CoCl,

N

Temperatur (Lufttemp. vorne im Brutschrank)
. Waschen mit Assay-Puffer
. Ammoniumsulfid
. Waschen mit PBS
. Trypan-Blau 0,1%
. Waschen mit PBS
. Fixieren mit 4% Paraformaldehyd
9. Waschen mit PBS

0 N o o b~ W

2 x dippen, danach 2 Min.

Zeit

2 x dippen, danach 2 Min.
2 Min.

2 x dippen, danach 2 Min.
10 Min.

3 x dippen
15 Min.

2 x dippen, danach 2 Min.

10. Waschen mit ddH,O 2 x dippen, danach 2 Min.

11. Eindeckeln mit DABCO
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