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1 EINLEITUNG

1.1 Neuropathischer Schmerz

Bei der Erforschung periphernervioser neurobiologischer Grundlagen des Pha-
nomens Schmerz grenzt man die physiologische Nozizeption von pathophysio-
logischen Zustanden der Nozizeption ab. Die physiologische Nozizeption
vermittelt dem Organismus im Zusammenhang mit dem unangenehmen Sin-
neserlebnis Schmerz Informationen Uber eingetretene oder drohende Gewebe-
schadigung (Merskey und Bogduk, 1994). Unter den pathophysiologischen
Zustanden verstent man neben dem Entzindungsschmerz vor allem den
sogenannten neuropathischen Schmerz  (Abb. 1.1). Wahrend der
Entzindungsschmerz als ein durch Mediatoren wie z. B. Prostaglandine be-
wirkter Uberempfindlicher Zustand der physiologischen Nozizeption verstanden
werden kann, ist der neuropathische Schmerz insofern prinzipiell andersartig,
als dabei das Neuron selbst primar krankhaft verandert ist (Merskey und
Bogduk, 1994). Diese Andersartigkeit spiegelt sich in den klinischen
Charakteristika neuropathischer Schmerzsyndrome ebenso wider wie in den
therapeutischen Strategien zur Behandlung solcher Schmerzen.

Typische Beispiele fur neuropathische Schmerzen sind die postherpeti-
sche Neuralgie, die Trigeminusneuralgie, die diabetische Polyneuropathie und
das komplexe regionale Schmerzsyndrom (CRPS), unter welchem die obsole-
ten Begriffe Kausalgie und sympathische Reflexdystrophie bzw. Sudeck-Syn-
drom subsumiert werden. Die Mechanismen, die zu einer Schadigung von Neu-
ronen und konsekutiv zu neuropathischen Schmerzen fuhren, sind vielfaltig und
im einzelnen nicht alle geklart. Der gemeinsame Pathomechanismus besteht in
einer Generierung von Aktionspotentialen an abnormen Stellen des Neurons in
Form von ektopen Entladungen oder durch inadaquate Reize (Wall und
Gutnick, 1974). Tierexperimente haben gezeigt, da® diese ektopen Entla-
dungen spontan auftreten und durch Nervenkompression oder durch Neurome,
die sich als Regenerationsknotchen nach Nervendurchtrennung bilden, verur-
sacht werden konnen (Xie et al., 1993; Amir und Devor, 1993; Koltzenburg et
al., 1994; Tal und Eliav, 1996; Chen und Devor, 1998).
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Abbildung 1.1. Einteilung der verschiedenen Formen der Nozizeption anhand
unterschiedlicher neurobiologischer Mechanismen. Nach Devor und Seltzer

(Devor und Seltzer, 1999).

Neuropathische Schmerzen sind mit fur Patienten sehr unangenehmen
Sensibilitatsstorungen assoziiert, etwa Hyper- oder Hypasthesie, Dysasthesie,
mechanische oder thermische Hyperalgesie und Allodynie. Der Charakter neu-
ropathischer Schmerzen ist sehr uneinheitlich und wird von Patienten meist als
brennend, schneidend oder elektrisierend beschrieben (Bader und Gallacchi,
2001). Es gibt sowohl chronische als auch paroxysmale Formen neuro-
pathischer Schmerzen, ferner ist eine Unterteilung in fokale und generalisierte
neuropathische Schmerzen Ublich.

Die klassischen Medikamente zur Behandlung von Schmerzen, Cyclo-
oxygenasehemmer und Opioide, sind bei der neuropathischen Form nur selten
ausreichend wirksam. So mu® meistens auf sogenannte Koanalgetika, deren
schmerzlindernde Wirkweise unklar ist, zuruckgegriffen werden. Die wichtigsten
Substanzen hierbei sind das trizyklische Antidepressivum Amitriptylin in
subthymoleptischer Dosierung bei chronischen neuropathischen Schmerzen
und die Antikonvulsiva Carbamazepin, Gabapentin und Phenytoin bei paroxys-
malen neuropathischen Schmerzen. Allerdings kann selbst bei kombiniertem
Einsatz dieser nebenwirkungsreichen Koanalgetika langst nicht jeder Patient
ausreichend analgetisch behandelt werden, und die Behandlung von neuro-



pathischen Schmerzen ist noch immer grofdtenteils empirisch und oft unbefrie-
digend (Fields und Basbaum, 1999). Eine bessere Kenntnis der Funktion von
Nozizeptoren unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen
konnte diese Situation verbessern; die vorliegende Arbeit mdge einen Beitrag
dazu leisten.

1.2 Capsaicin und sein Rezeptor

Eine wichtige Rolle in der Erforschung der Nozizeption spielen Capsaicin und
sein Rezeptor. Capsaicin (N-Vanillyl-8-methyl-6-nonenamid) ist der scharf
schmeckende Inhaltsstoff aus Paprikapflanzen der Gattung Capsicum annum L.
Diese stark lipophile Substanz hat einen spezifischen Effekt auf Nozizeptoren,
so dald mit ihrer Hilfe aus der heterogenen Menge von primar afferenten Neuro-
nen im Spinalganglion selektiv diejenigen markiert werden konnen, die an der
Nozizeption beteiligt sind (Szolcsanyi, 1977). An solchen Neuronen bewirkt
Capsaicin die direkte Aktivierung eines nicht-selektiven Kationenkanals. Unter
physiologischen Bedingungen strémen dann Ca®*, Mg?* und Na* in das Neuron
hinein und K aus ihm hinaus (Marsh et al., 1987; Winter, 1987; Wood et al.,
1988; Bevan und Szolcsanyi, 1990). In hoheren Dosierungen und bei langfristi-
ger Verabreichung werden Neurone durch Capsaicin funktionell desensibilisiert
(Winter et al., 1995; Szallasi und Blumberg, 1996). Dies macht man sich in der
Behandlung chronischer Schmerzsyndrome zunutze (Watson 1994; Ubersicht
in Rains und Bryson, 1995). In extrem hoher Dosierung ist Capsaicin neuro-
toxisch: So fuhrt die intravendse Verabreichung von Capsaicin an neugebore-
nen Ratten zu einem spezifischen nekrotischen Untergang der Nozizeptoren,
und in Zellkulturen bewirkt Capsaicin ab einer Konzentration im mikromolaren
Bereich einen Untergang capsaicinempfindlicher Neurone durch osmotische
Dysregulation und Aktivierung kalziumabhangiger Proteasen (Jancso et et.,
1977; Jancso et et., 1978; Holzer et al., 1979; Wood et al., 1988; Chard et al.,
1995; Winter et al., 1995).

Die selektive Wirkung von Capsaicin auf Nozizeptoren ist bedingt durch
eine Bindung an einen spezifischen Rezeptor. Der Capsaicinrezeptor wurde
durch Expressionsklonierung mit Hilfe einer cONA-Datenbank von sensorischen
Rattenneuronen entdeckt (Caterina et al., 1997). Es stellte sich heraus, dal®
dieser Rezeptor nicht nur die Wirkung von Capsaicin vermittelt, sondern auch



durch noxische Hitzereize ab einem Schwellenwert von etwa 42°C und durch
Protonen unterhalb eines pH-Werts von 5,9 aktiviert wird (Caterina et al., 1997,
Tominaga et al., 1998). Dieser Capsaicinrezeptor wurde ,vanilloid receptor
subtype 1“ (VR1) genannt, da auch andere Vanilloide nebst Capsaicin an die-
sen Rezeptor binden (Helliwell et al., 1998). Da der VR1 zu der Familie der
,ransient receptor potential (TRP) ion channels® gehort, wird er auch TRPV1
genannt. Der Rezeptor ist ein 838 Aminosauren langes Polypeptid mit sechs
vorhergesagten Transmembrandomanen, welcher als Homotetramer in die Zy-
toplasmamembran eingebaut wird (Caterina et al., 1997; Kedei et al., 2001). Die
Bindungsstelle fur Capsaicin liegt intrazellular an einem aromatischen Rest zwi-
schen der zweiten und dritten Transmembrandomane (Jung et al., 1999; Jordt
und Julius, 2002). Inzwischen sind weitere Rezeptoren postuliert oder kloniert
worden, die durch noxische Hitzereize aktiviert werden; diese Rezeptoren sind
jedoch allesamt capsaicinunempfindlich (Marin-Burgin et al., 2000; Ubersicht in
Gunthorpe et al., 2002).

Bei tierexperimentell induzierten neuropathischen und inflammatori-
schen Zustanden kommt es in den primaren afferenten Neuronen zu einer Ver-
anderung der Capsaicinempfindlichkeit. Nach einer Axotomie peripherer Nerven
wird eine Abnahme der Capsaicinempfindlichkeit und der VR1 mRNA in den
entsprechenden Neuronen beobachtet (Hu-Tsai et al., 1996; Michael und
Priestley, 1999). Bei einer Entzindung hingegen erhoht sich der Anteil VR1-po-
sitiver Neurone in den entsprechenden Spinalganglien (Amaya et al., 2003).
Dies untermauert die Erkenntnis, die aus Mausen ohne das VR1-Gen gewon-
nen wurde, dal} dieser Rezeptor eine Schlusselrolle bei der entzindlichen
thermischen Hyperalgesie spielt (Caterina et al., 2000; Davis et al., 2000). Die
Regulierung der Expression von VR1 auf Transkriptionsebene und somit auch
der Capsaicinempfindlichkeit geschieht durch bestimmte neurotrophe Wachs-
tumsfaktoren wie z. B. ,nerve growth factor (NGF) und ,glial cell line-derived
neurotrophic factor” (GDNF), auf diese wird im Abschnitt 1.4 naher eingegan-
gen. Zusatzlich bewirkt NGF kurzfristig eine Erhdhung der Capsaicinempfind-
lichkeit, wie dies auch fur Protonen, Prostaglandin E2, Bradykinin, Adeno-
sintriphosphat und den Tumornekrosefaktor a gezeigt wurde (Petersen und
LaMotte, 1993; Nicol et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Shu und Mendell,
1999; Premkumar und Ahern, 2000; Tominaga et al., 2001; Kwong und Lee,
2002). Diese kurzfristige Modulation der Capsaicinempfindlichkeit wird intrazel-



lular durch die a- und e-Isoform der Proteinkinase C vermittelt (Premkumar und
Ahern, 2000; Numazaki et al., 2002; Olah et al., 2002).

Wahrend inzwischen eine Vielzahl von Faktoren bekannt ist, welche die
Capsaicinempfindlichkeit regulieren, so gibt es Uber die funktionellen Charak-
teristika der Neurone, die ihre Capsaicinempfindlichkeit verlieren, nur wenige
Erkenntnisse. Beispielsweise ist nicht klar, ob diese Neurone uberhaupt noch
eine Funktion als Nozizeptoren ausuben. Zudem mangelt es an einem
Indikatormolekul oder Marker, mit dem ehemals capsaicinempfindliche Neurone
nach Nervenverletzung identifiziert werden konnen. Als ein solcher Marker
konnte sich das Neuropeptid Galanin herausstellen.

1.3 Galanin und seine Rezeptoren

Galanin ist ein Neuropeptid, dem vor allem unter pathophysiologischen Zustan-
den der Nozizeption eine wichtige Rolle beigemessen wird (Liu und Hokfelt,
2002). Es wurde 1983 im Schweinedarm entdeckt, und der Name dieses 29
Aminosauren langen Oligopeptids — nur beim Menschen sind es 30 — leitet sich
ab von der ersten Aminosaure, Glycin, ublicherweise mit G abgekurzt, und der
letzten, Alanin (Tatemoto et al., 1983). Galanin ist im autonomen, zentralen und
peripheren Nervensystem von Ratten weit verbreitet und wird neben seiner
Rolle in der Nozizeption in Zusammenhang gebracht mit FrefRverhalten,
Kognition, Sexualverhalten, dem Endokrinium und der embryonalen
Entwicklung des Nervensystems (Marti et a., 1987; Wiesenfeld-Hallin et al.,
1992; Bartfai ef al., 1993; Merchenthaler et el., 1993; Crawley, 1996; Xu et al.,
1996 a; Bloch et al., 1998; Ogren et al., 1998). Wegen seiner potenten antikon-
vulsiven Eigenschaften werden zudem Galaninagonisten als mogliche Antiepi-
leptika erforscht (Mazarati et al., 1998; Kokaia et al., 2001; Saar et al., 2002).

Galanin vermittelt seine Wirkung durch die Bindung an spezifische Re-
zeptoren. Bislang sind drei Rezeptoren fur Galanin kloniert, welche allesamt G-
Protein-gekoppelt sind (Habert-Ortoli et al., 1994; Wang et al., 1997 a, b; lismaa
und Shine, 1999; Branchek et al., 2000). Eine Ubersicht Uber die Galaninre-
zeptoren und ihre Transduktionsmechanismen zeigt Abbildung 1.2. Die Rezep-
torsubtypen 1 und 3 bewirken eine Membranhyperpolarisation durch Offnung
eines K'-Kanals und eine Inhibition der Adenylat-Cyclase. Der Galaninrezeptor



vom Subtyp 2 inhibiert ebenfalls die Adenylat-Cyclase und stimuliert aul3erdem
die Phospholipase C, wodurch nach intrazellularer Ca2+-Freisetzung und er-
hohtem Diacylglycerin wiederum die Proteinkinase C aktiviert wird (Abb. 1.2).

Im peripheren Nervensystem adulter Ratten wurde Galanin mit immun-
histochemischen Methoden in weniger als 5% aller Neurone eines Spinal-
ganglions und zusammen mit Glutamat, Substanz P und calcitonin gene-related
peptide nachgewiesen. (Ch'ng et al., 1985; Ju et al., 1987). Dabei handelt es
sich meist um kleine, peptiderge C-Faser Neurone (Hokfelt et al., 1987; Villar et
al., 1989; Zhang et al., 1993). In Ultrastrukturanalysen durch elektronenmikro-
skopische Immunzytochemie wurde gezeigt, dal} Galanin in etwa der Halfte
aller primar afferenten Nervenfasern vorkommt (Klein et al., 1990; Zhang et al.,
1993). Galanin bindet postsynaptisch im zentralen Nervensystem an Hinter-
hornzwischenneurone in den Laminae | und Il (Kar und Quirion, 1994; Zhang et
al., 1995 a, b), was dem Projektionsgebiet nozizeptiver Afferenzen entspricht
(Swett und Woolf, 1985; Maslany et al., 1992). In diesen Gebieten finden sich
uberwiegend Galaninrezeptoren vom Subtyp 1 und nur zu einem geringen An-
teil die Rezeptorsubtypen 2 und 3 (Parker et al., 1995; Gustafson et al., 1996;
Smith et al., 1998; O’Donnell et al., 1999; Waters und Krause 2000). An den
Spinalganglionneuronen selbst wurden ebenfalls alle drei Rezeptorsubtypen
nachgewiesen (O’Donnell et al., 1999; Waters und Krause, 2000).

Nach einer Durchtrennung des N. ischiadicus von Ratten kommt es in
den entsprechenden Spinalganglien zu einer starken Hochregulation von Gala-
nin in etwa der Halfte aller Neurone; dies geschieht in Neuronen aller Grolzen
und ist bereits 24 h nach einer Axotomie nachweisbar (Hokfelt et al., 1987;
Villar et al., 1989). Diese Hochregulation ist abhangig von der Unterbrechung
des retrograden axonalen Transports und der Synthetisierung neurotropher
Faktoren am Ort der Lasion; auf die einzelnen an dieser Regulation beteiligten
Faktoren wird im Abschnitt 1.4 naher eingegangen. In den Hinterhornzwischen-
neuronen wird die Expression von Galanin durch Axotomie nicht beeinfluf3t
(Zhang et al., 1998; Hokfelt et al., 1999). Auch die Expression von Galaninre-
zeptoren nach Axotomie in den Hinterhornzwischenneuronen bleibt unbe-
einfludt, und in den Neuronen der Spinalganglien erfolgt lediglich eine geringe
Herunterregulation der Rezeptorsubtypen 1 und 2 (Xu et al., 1996 b; Shi et al.,
1999; Zhang et al., 1998; Hokfelt et al., 1999). Eine Hochregulation von Galanin
wurde nicht nur nach einer Axotomie nachgewiesen, sondern auch fur die Tier-



modelle zur Erforschung des neuropathischen Schmerzes nach Bennett,
Seltzer, Chung und Gazelius (Nahin et al., 1994; Ma und Bisby, 1997; Shi et al.,
1999; Fukuoka et al., 1998).
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Abbildung 1.2. Galaninrezeptoren und ihre Transduktionsmechanismen. Alle
drei Rezeptorsubtypen (GAL1 bis GAL3) sind gekoppelt an G-Proteine. Néhere
Erlduterungen im Text. Abkiirzungen: AC, Adenylat-Cyclase; cAMP, zyklisches
Adenosinmonophosphat; ATP, Adenosintriphosphat; DAG, Diacylglycerol;
Ins(1,4,5)Ps, Inositol-1,4,5-trisphosphat; MAPK, mitogenaktivierte Proteinki-
nase; PKC, Proteinkinase C; PLC, Phospholipase C; PtdIns(4,5)P,, Phospha-
tidylinositol-4,5-bisphosphat. Modifiziert nach Liu und Hbkfelt (Liu und Hbkfelt,
2002).

In Ratten, die neonatal mit Capsaicin behandelt wurden, kommt es zu
einem selektiven Untergang von C-Faser-Neuronen in den sensiblen Ganglien
(Jancso et al., 1977; Holzer et al., 1979). Unter solchen Bedingungen wurde
beobachtet, dal} die normalerweise vorhandene starke Hochregulation von
Galanin im trigeminalen Ganglion nach intraventrikularer Verabreichung von
Colchicin stark vermindert ist (Skofitsch und Jacobowitz, 1985). Diese Erkennt-
nis hat zu der Hypothese gefuhrt, dal® Galanin in Nozizeptoren nach einer Ner-
venverletzung hochreguliert wird (Skofitsch und Jacobowitz, 1985; Holmes et
al., 2000), und dabei wird impliziert, dal® es sich um capsaicinempfindliche Neu-



rone handelt. Jedoch wurde bis heute keine gleichzeitige Untersuchung von
Galaninexpression und Capsaicinempfindlichkeit oder VR1-Expression durch-
geflhrt.

Durch die Generierung von Mausen mit gezielter Ausschaltung des
Galaningens bzw. des Gens fur die Rezeptorsubtypen 1 und 2 konnte die
Funktion von Galanin unter physiologischen und pathophysiologischen Um-
standen eingehender untersucht werden (Holmes et al., 2000; Kerr et al., 2000;
Blakeman et al., 2003; Mahoney et al., 2003). Zum gegenwartigen Zeitpunkt
geht man davon aus, dal} Galanin zwar unter physiologischen Umstanden fur
die Nozizeption nur eine untergeordnete Rolle spielt; jedoch nach Nervenver-
letzung durch Hochregulation und vermehrte postsynaptische Bindung an den
inhibitorischen Galaninrezeptor vom Subtyp 1 in exzitatorischen, glutamatergen
Hinterhornzwischenneuronen stark antinozizeptiv wirkt (Liu und Hokfelt, 2002).
Auch eine Mitwirkung Galanins in Verbindung mit dem Rezeptorsubtyp 2 an der
Regeneration von Neuronen nach Nervenverletzungen wird diskutiert (Holmes
et al., 2000; Mahoney et al., 2003).

Bis heute ist nicht klar, durch welche Stimuli Galanin ausgeschuttet
wird. Die Daten von Mausen ohne das Galaningen deuten zwar darauf hin, dafl}
es sich bei galaninergen Neuronen um Nozizeptoren handeln kdnnte, jedoch
herrscht Ungewil3heit Uber die genaue Funktion derjenigen Neurone, die Gala-
nin synthetisieren, und Uber die Art und Weise seiner Freisetzung (Holmes et
al., 2000; Kerr et al., 2000).

1.4 Die neurotrophen Wachstumsfaktoren ,nerve growth
factor®, ,glial cell line-derived neurotrophic factor® und
,leukemia inhibitory factor”

Unter neurotrophen Wachstumsfaktoren versteht man solche endogenen Sub-
stanzen, die die Entwicklung, das langfristige Uberleben oder die differenzierte
Funktion einer bestimmten Population von Neuronen beeinflussen (McMahon
und Bennett, 1999). So ist beispielsweise die Expression von Galanin oder VR1
an das Vorhandensein oder Fehlen bestimmter neurotropher Wachstumsfakto-
ren gebunden. Diese Faktoren werden vom innervierten Zielgewebe oder auch
von Schwann-Zellen sezerniert und binden an spezifische Rezeptoren der Fort-



satze von Neuronen. AnschlieRend werden sie als internalisierter Rezeptor-Li-
ganden-Komplex uUber den retrograden axoplasmalen Transport zum Peri-
karyon gefuhrt, wo sie den Zellphanotyp beeinflussen (Landreth, 1999). Mit die-
ser als ,neurotrophen Hypothese® bekannten Theorie 183t sich die funktionelle
und morphologische Vielfalt der Neuronenpopulationen erklaren (Davies, 1996).
Da es unter pathophysiologischen Zustanden der Nozizeption haufig zu einer
Veranderung lokaler Konzentrationen von Wachstumsfaktoren kommt, spielen
sie in der Erforschung neuropathischer und entzindungsbedingter Schmerzen
eine wichtige Rolle. Zu denjenigen Wachstumsfaktoren, die die Expression von
VR1 und Galanin beeinflussen, gehoren ,nerve growth factor® (NGF), ,glial cell
line-derived neurotophic factor® (GDNF) und ,leukemia inhibitory factor® (LIF).

Als erster neurotropher Wachstumsfaktor Uberhaupt wurde NGF ent-
deckt (Levi-Montalcini, 1966). NGF gehort zur Familie der Neurotrophine und
bindet an einen niedrigaffinen Rezeptor, ,p75“ genannt, und einen hochaffinen
» 1yrosinkinaserezeptor A", Ublicherweise mit trkA abgekurzt. (Chao et al., 1986;
Kaplan et al., 1991). Es wird in innerviertem Zielgewebe primarer Afferenzen
wie z. B. der Haut produziert und spielt sowohl fur die Capsaicinempfindlichkeit
als auch fur die Expression von Galanin eine Schlusselrolle. In Zellkulturen von
Spinalganglionneuronen ist NGF notwendig zur Aufrechterhaltung der Capsai-
cinempfindlichkeit (Winter et al., 1988; Winter et al., 1993; Bevan und Winter,
1995). Dies erklart die nach einer Axotomie in vivo ebenfalls beobachtete
nachlassende Capsaicinempfindlichkeit sowie die herunterregulierte Expression
von VR1 in Spinalganglionneuronen, da nach einer Durchtrennung der Ner-
venfortsatze auch kein NGF mehr aus der Peripherie retrograd axonal trans-
portiert werden kann (Heumann et al., 1987; Johnson et al., 1987; Raivich et al.,
1991; Hu-Tsai et al., 1996; Michael und Priestley, 1999). Mit dem Einflufy von
NGF auf die Galaninexpression verhalt es sich hingegen anders: NGF verhin-
dert die Hochregulation von Galanin, die Ublicherweise mit zunehmender Dauer
in Zellkultur ohne Faktoren und nach einer Axotomie beobachtet wird. Demnach
kann NGF als ein Zytokin gelten, das unter physiologischen Bedingungen durch
seinen stetigen Transport aus der Peripherie zu dem niedrigen Anteil galaniner-
ger Neurone in den Spinalganglien beitragt (Verge et al., 1995; Kerekes et al.,
1997).

Ein Faktor mit ahnlichen Wirkungen auf die Capsaicinempfindlichkeit
und Expression von VR1 ist GDNF, welcher zur ,transforming growth factor *
Superfamilie gehort. Wie NGF wird er im innervierten Zielgewebe synthetisiert
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und retrograd transportiert (Lin et al., 1993; Leitner et al., 1999). GDNF bindet
an einen Rezeptorkomplex aus einer mit RET abgekirzten Rezeptortyrosinki-
nase und der ligandenspezifischen Untereinheit a1 oder a2, Ublicherweise mit
GFRa1 bzw. GFRa2 abgekurzt (Durbec et al., 1996; Jing et al., 1996; Treanor
et al., 1996; Baloh et al., 1997). Neurone mit GFRa1- und / oder GFRao2-Re-
zeptoren exprimieren gleichzeitig ein Glykopeptid auf ihrer Glykokalix, welches
an das Isolektin B4 aus Griffonia simplicifolia bindet, was den Nachweis GDNF-
abhangiger Neurone in vitro methodisch erleichtert (Silverman und Kruger,
1988; Bennett et al., 1998). In kultivierten Neuronen aus Spinalganglien wurde
fur GDNF gezeigt, da® es die Capsaicinempfindlichkeit und VR1-Expression
aufrecht erhalten kann (Ogun-Muyiwa et al., 1999). Da sich die Populationen
von GFRa1/GFRa2- und trkA-exprimierenden Neuronen in Spinalganglien nur
minimal Uberschneiden, kann man somit die capsaicinempfindlichen Nozizepto-
ren in zwei Gruppen einteilen: Fur die eine Gruppe ist NGF, fur die andere ist
GDNF notwendig zur Aufrechterhaltung der Expression von VR1 (Averill et al.,
1995; Molliver et al., 1997). Beide Faktoren vermitteln ihren Effekt Gber eine
Aktivierung der Ras-GTPase (Bron et al., 2003). Auf die Expression von Gala-
nin wurde bislang kein Effekt von GDNF nachgewiesen.

Im Gegensatz zu NGF und GDNF wird LIF im peripheren Nervensys-
tem nicht vom innervierten Zielgewebe produziert, sondern von Schwann-Zellen
nach einer Nervenschadigung oder von Satellitenzellen unter Kulturbedingun-
gen (Banner und Patterson, 1994). Es bindet an einen Komplex aus dem Gly-
koprotein gp130 und der LIF-Rezeptor B-Untereinheit und wird wie NGF und
GDNF als internalisierter Rezeptor-Liganden-Komplex retrograd axonal trans-
portiert (Gearing et al., 1991; Gearing et al., 1992; Thompson et al., 1997).
Wahrend bislang kein Effekt auf die Expression von VR1 fur LIF gezeigt werden
konnte, gilt dieser Faktor als potenter Induktor einer Galaninexpression in sen-
sorischen Neuronen nach Axotomie in vivo und unter Kulturbedingungen (Rao
et al., 1993; Corness et al., 1996; Sun und Zigmond, 1996).

Zusammenfassend lalt sich zur Regulation der Expression von VR1
und Galanin unter physiologischen und bestimmten pathophysiologischen Zu-
standen folgendes feststellen: Im unverletzten Zustand werden konstitutiv ge-
ringe Mengen an NGF und GDNF im innervierten Zielgewebe wie z. B. der Haut
produziert. Sie binden an ihre spezifischen Rezeptoren und halten im Spinal-
ganlionneuron die Expression von VR1 aufrecht, wahrend durch NGF eine Ga-
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laninsynthese fast vollstandig unterdrackt wird. Nach Nervenverletzungen, die
den retrograden axonalen Transport verhindern, fuhrt das Fehlen von NGF und
GDNF zu einer Herunterregulation der Synthese von VR1 und damit auch der
Capsaicinempfindlichkeit. Gleichzeitig wird LIF am Ort der L&sion von
Schwann-Zellen produziert, welches im Zusammenspiel mit der fehlenden Inhi-
bition durch NGF zu einer starken Hochregulation von Galanin fuhrt (Abb. 1.3).

VR1
(Galanin)

VR1 !
Galanin 1

Abbildung 1.3. Der EinfluR der neurotrophen Wachstumsfaktoren NGF, GDNF
und LIF auf die Expression von VR1 und Galanin unter physiologischen Be-
dingungen (oben) und nach einer Axotomie (unten). Ndhere Erlduterungen im
Text. Die Microphotographien der Haut und des Riickenmarks sind einem Ana-
tomie-Atlanten entnommen (Putz und Pabst, 1993).
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1.5 Fragestellung

In der vorliegenden Arbeit wurde untersucht, ob es einen Zusammenhang zwi-
schen Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpression gibt. Der die Capsaicin-
empfindlichkeit vermittelnde VR1 ist ein unter physiologischen Umstanden
konstitutiv exprimiertes Rezeptorprotein, welches an den peripheren Nerven-
endigungen von Nozizeptoren noxische Hitzereize in Generatorpotentiale um-
wandelt und an inflammatorischen, nicht jedoch neuropathischen
pathophysiologischen Zustanden der Nozizeption beteiligt ist. Galanin hingegen
wird unter physiologischen Bedingungen nur von sehr wenigen Neuronen eines
Spinalganglions synthetisiert und nach einer Nervenverletzung stark hochre-
guliert. Uber verschiedene Rezeptorsubtypen (ibt es dann sowohl einen anti-
nozizeptiven als auch regenerativen Effekt aus. Sowohl Galanin als auch VR1
werden — wenn auch in gegensatzlicher Weise — in ihrer Expression durch NGF
reguliert, und beide sind an der Nozizeption beteiligt. Es gibt zudem die Ver-
mutung, dal} die Hochregulation von Galanin nach Nervenverletzung in capsai-
cinempfindlichen Neuronen stattfindet (Skofitsch und Jacobowitz, 1985), jedoch
wurde bislang kein Nachweis einer gleichzeitigen Exprimierung von Galanin
und VR1 in einzelnen Neuronen erbracht. Es wurde daher in dieser Arbeit ge-
pruft, ob unter physiologischen und neuropathischen Bedingungen einzelne
Neurone gleichzeitig capsaicinempfindlich und galaninerg sind. Dabei erfolgte
der Nachweis durch eine Doppelfarbung, bei der capsaicinempfindliche Neu-
rone funktionell und galaninerge Neurone immunzytochemisch dedektiert wur-
den. Es wurden Neurone unverletzter Ratten unter verschiedenen Kulturbe-
dingungen mit Neuronen von Ratten mit Nervenlasionen unterschiedlicher Art
und Dauer verglichen. Die Ergebnisse mogen zum besseren Verstandnis der
komplexen Pathophysiologie neuropathischer Schmerzen beitragen.
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2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Versuchstiere

Die Ratten der Rasse Sprague-Dawley (Charles River, Sulzfeld) waren allesamt
mannlich, ausgewachsen und wogen zwischen 180 und 320 g. Sie wurden ein-
zeln oder in Gruppen von bis zu vier Tieren in 20 x 40 x 20 cm?® grof3en Kafigen
gehalten. Es wurden insgesamt 53 Tiere verwendet. Die Experimente waren
zuvor von der Regierung von Unterfranken in Bayern genehmigt worden.

2.2 Nervenligatur

Zur Ligatur des N. ischiadicus wurden die Ratten mit einer intraperitonealen In-
jektion von Na’-Pentobarbital (Narcoren®; Rhone Mérieux, Laupheim) in einer
Dosierung von 40 mg/kg Korpergewicht in Narkose versetzt, die nach ca. 5 min
einsetzte. Die Narkosetiefe wurde mittels kraftigen Druckens in eine Interdigi-
talfalte der Hinterpfote bestimmt und dann fur tief genug gefunden, wenn das
Tier auf diesen Stimulus hin keine Reaktion wie Zuckungen o. &. mehr zeigte.

Die Operation erfolgte in drei Schritten: Freilegung des N. ischiadicus,
Ligatur des Nerven (fest oder locker) und SchlieRen des Operationssitus. Die
Ligatur wurde stets unilateral rechts vorgenommen. Die Freilegung des N. is-
chiadicus begann mit einer dorsalen Hautinzision in Hohe des tastbaren pro-
ximalen Oberschenkelknochens. Nach Praparation der Muskelfaszien lielden
sich zwei durch einen Bindegewebestrang getrennte Muskelpakete durch
stumpfes Praparieren auseinanderdrucken. In der Tiefe dieses Muskelspalts
liegt der N. ischiadicus, der anschliefend von der Trifurkation in N. tibialis und
Nn. fibulares profundus et superficialis aus etwa 5 — 8 mm nach proximal dar-
gestellt wurde. Unmittelbar proximal dieser Trifurkation wurde der Nerv dann
vorsichtig mit Pinzetten stumpf von einbettendem Bindegewebe befreit, und an-
schlieBend wurden drei Seidenfaden (Braun, Melsungen) von 1,3 mm Durch-
messer um den Nerven gelegt. Eine Photographie eines solchen Operations-
situs zeigt Abbildung 2.1.
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Abbildung 2.1. Photographie eines Operationssitus bei der Ligatur des rechten
N. ischiadicus. In der Tiefe zwischen zwei Muskelpaketen liegt der hell erschei-
nende Nerv, unter den drei Seidenfdden gelegt wurden.

Es kamen zwei Verletzungsarten zum Einsatz: (1) die lockere Ligatur,
die der ,chronic constriction injury® (CCIl) nach Bennett und Xie entspricht
(Bennett und Xie, 1988), und (2) die feste Ligatur, die im wesentlichen einer
Axotomie entspricht. Bei der lockeren Ligatur wurden die drei Seidenfaden nur
soweit festgezogen, bis der Blutstrom der oberflachlichen Gefalle reduziert,
nicht jedoch komplett unterbunden wurde. Als Indikator diente ein leichtes, kur-
zes Zucken der vom N. ischiadicus innervierten Muskulatur. Bei der festen Li-
gatur hingegen wurden alle drei Faden so fest wie moglich in dieser Reihen-
folge zugezogen: zuerst der proximal gelegene, dann der mittlere und zuletzt
der distale Faden. Schliel3lich wurde der Nerv wieder in die Tiefe des Muskel-
spalts gelegt und die Haut mit drei bis funf Stichen zugenaht. Nach dem Zu-
nahen der Wunde wurden die Ratten bis zum Aufwachen auf ein Warmekissen
gelegt und beobachtet. Anschlielend wurden sie in den Tierstall zuriickge-
bracht und jeden Tag inspiziert hinsichtlich eines moglichen Autotomieverhal-
tens (Wall et al., 1979; Coderre et al., 1986; Bennett und Xie, 1988; Blumenkopf
und Lipman, 1991) und AufbeiRens der Wunde. Bei keinem der Versuchstiere
kam es zu solchen oder anderen Komplikationen.
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2.3 Entnahme der Spinalganglien

Es wurden Spinalganglien (SG) von unverletzten Ratten und von solchen mit
einer Nervenligatur isoliert. Die SG von Ratten mit einer CCl wurden 6, 10 oder
14 d nach der Ligatur, solche von Ratten mit einer Axotomie nach 30 h oder 2,
4, 6, 10 oder 14 d untersucht.

Fir die Entnahme der SG wurden die Ratten zunachst in eine tiefe Nar-
kose versetzt (s. 2.1 Nervenligatur) und nach der Entnahme mit einer Uberdosis
Narcoren® getotet. Zur Isolierung der lumbalen SG wurde der N. ischiadicus
am Ort der Ligatur dargestellt und nach proximal freiprapariert, indem mit einer
Knochenzange das oberflachliche Bindegewebe und das Os ilii entfernt wurden.
Die Darstellung erfolgte bis zum Plexus lumbosacralis, anschlieRend wurde in
Hoéhe des Ubergangs von der Lendenwirbelsdule zum Os sacrum mit der Kno-
chenzange der Spinalkanal eroffnet, ohne das Ruckenmark zu beschadigen.
Nun wurde von kaudal nach rostral der Spinalkanal weiter eroffnet und die zu
den lumbalen Segmenten 4 und 5 (L4/5) gehorigen SG identifiziert: Der N. is-
chiadicus entstammt aus einem feinen Ast aus L6, einem dicken aus L5 und
einem etwas dunneren aus L4 (Janjua und Leong, 1984). Die Entnahme der L4
und L5 SG erfolgte mit Hilfe eines Binokulars unter funf- bis zehnfacher Ver-
groRerung mit einer feinen Pinzette und einer feinen Augenschere. Auf gleiche
Weise wurden die L6 SG fur eine Methodenkontrolle entnommen. Es wurde auf
einen schonenden Umgang mit den SG und besonders auf eine Vermeidung
von Quetschungen geachtet. Fur Kontrollversuche wurden zusatzlich die ent-
sprechenden SG der kontralateralen Seite entnommen.

Bei Ratten ohne Nervenverletzung wurden SG aus allen segmentalen
Ebenen entnommen. Dabei erfolgte nach Darstellung der Wirbelsaule eine Ent-
nahme derselben in toto. Nach der sich anschlieBenden Teilung der Wirbel-
saule in der Medianebene wurden die SG aus den Foramina intervertebralia
unter funf- bis zehnfacher VergroRerung mit einer feinen Augenschere ent-
nommen.



-16 -

2.4 Zellkultur

Die Herstellung der Zellkultur erfolgte ahnlich wie von Petersen und Mitarbeitern
beschrieben (Petersen et al., 1998). Die SG wurden sofort nach Entnahme in
das gekuhlte Nahrmedium ,Dulbecco’s modified Eagle’s medium® (D-MEM;
Sigma, Steinheim) gegeben, welches zusatzlich 250 pg/l Gentamicin (Life
Technologies, Egggenstein) enthielt. Anschliefend wurden die SG unter zwan-
zigfacher VergroRerung mit einer feinen Augenschere und Pinzette von umge-
bendem Bindegewebe entfernt. Ab diesem Schritt erfolgte die weitere Behand-
lung der SG unter sterilen Bedingungen, um eine Kontamination mit Bakterien
oder Pilzen zu vermeiden. Die SG wurden dann fur 90 — 130 min, abhangig von
dem Gewicht der Ratten, in 2 ml vorgewarmter Kollagenaselosung (Typ CLS IV,
260 U/mg; Biochrom, Berlin; gelost in D-MEM) inkubiert. Die standardisierten
Inkubationsbedingungen waren 37°C, 3,5% CO2 und 100% Wasserdampf-
sattigung. Nach der Halfte der Inkubationszeit in Kollagenasel6sung wurde 1 ml
Lésung durch frische ersetzt.

Nach der Inkubation in Kollagenasel6sung wurde das Medium mit den
SG in ein steriles 15 ml-Zentrifugenréhrchen gegeben, der Uberstand abgezo-
gen, und die SG wurden mit ,phosphate-buffered saline“ (PBS; 140 mM NaCl,
2.7 mM KCI, 10 mM NazHPO4 und 1.8 mM KHyPOy4, pH 7,4) gewaschen. Es
erfolgte nun eine Inkubation fur 11 min mit Trypsinlosung (9.820 U/ml; Sigma;
gel6st in D-MEM), wodurch das Bindegewebe zwischen den Neuronen verdaut
wurde. Erneut wurde der Uberstand abgezogen und die SG mit D-MEM ge-
waschen. Nach diesem Schritt wurden 3 ml D-MEM auf die SG gegeben. Mit
einer Pasteurpipette, deren Offnung zuvor durch Hitze geglattet und verjiingt
war, wurde das Medium mit den SG langsam mehrfach aufgesaugt und wieder
ins Rohrchen gegeben, um einen vollstandigen Zerfall der SG in einzelne, nicht
mehr durch Bindegewebe verbundene Neurone zu bewirken. Um die isolierten
Neurone vom Bindegewebe zu trennen, wurde diese Zellsuspension vorsichtig
auf eine Loésung mit hoherer Viskositit (23,5% Percoll®; Amersham
Biosciences, Freiburg; geldst in PBS) gegeben und anschliel3end bei 1180 g fur
5 min zentrifugiert. Der Uberstand wurde anschlieBend verworfen, so dafd im
Sediment grofitenteils Neurone ubrigblieben.

Das Sediment wurde danach mit dem serumfreien Kulturmedium TNB
100 (Biochrom) aufgenommen. Dieses war angereichert mit einem Lipid-Pro-
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teinkomplex (2,5%; Biochrom) sowie mit Streptomycin (10 pg/ml; Life
Technologies) und Penicillin  (10.000 U/ml; Life Technologies). Ein Medium
ohne Serum wurde benutzt, um den moglichen Einflull von im Serum befind-
lichen Zytokinen auszuschalten. Erneut wurde zentrifugiert fur 10 min bei 570 g.
Danach wurde der Uberstand verworfen, und die Neurone wurden auf Deck-
glaschen, die mit Poly-L-Lysin (Molekulargewicht > 300 kD; Sigma) beschichtet
waren, ausgesat. Die Kulturen von Ratten ohne Nervenverletzung wurden 6 h,
30 h, 2 oder 4 d bebriutet und stammten entweder aus den lumbalen Segmen-
ten L4/5 oder aus allen segmentalen Ebenen. Kulturen von nervenverletzten
Ratten wurden 6 h in Kultur gehalten. Bei Zellkulturen, die langer als 6 h inku-
biert wurden, wurden am nachsten Morgen 2 ml des Kulturmediums in die
Petrischalchen mit den Deckglaschen geben, und von nun an wurde das Me-
dium jeden Tag zur Halfte ausgewechselt.

In einigen Experimenten wurden die Neurone aus allen segmentalen
Ebenen von unverletzten Ratten 4 d in Kultur gehalten unter Zugabe von den
Wachstumsfaktoren NGF 7S (50 ng/ml; Calbiochem, Darmstadt) und / oder
GDNF (50 ng/ml; Calbiochem). In diesen Experimenten wurde das Medium nur
einmal nach 2 d durch frisches ersetzt.

2.5 Zytochemische Farbungen

Es wurden bis zu vier Eigenschaften der Neurone untersucht, was durch Kom-
bination von Zwei- oder Dreifachfarbung und Grofdenmessung der Neurone er-
folgte: (1) die Empfindlichkeit gegenliber dem Vanilloid Capsaicin; (2) die Ex-
pression des Neuropeptids Galanin; (3) die Bindung des Lektins IB4 aus
Griffonia simplicifolia und (4) die Querschnittsflache der Perikarya als Mal fur
die GrolRe der Neurone.

Zum Nachweis der Capsaicinempfindlichkeit wurde die von P. G.
Hogan und J. Winter (Hogan, 1983; Winter, 1987) entwickelte Kobaltaufnah-
memethode angewandt. Deren Prinzip ist folgendermal3en: Die Generierung
von Aktionspotentialen in Neuronen durch Capsaicin oder durch Hitze (> 42°C)
wird initiiert durch eine direkte Aktivierung eines ligandengesteuerten, nicht-
selektiven Kationenkanals. Die Offnung dieses Kanals fiihrt zu einem Kationen-
einstrom mit konsekutiver Membrandepolarisation und Generierung eines



-18 -

Aktionspotentials. Ladungstrager sind mono- und divalente Kationen wie Ca?*,
Mg®*, K" und Na* (Bevan et al., 1990). Unter physiologischen Bedingungen
strdomen Ca®* und Na* in die Zelle und K* aus ihr heraus. Zytochemische Ex-
perimente haben gezeigt, daR dieser Kanal auch fiir Co?*-lonen permeabel ist
(Winter, 1987). Diese Permeabilitat wird methodisch genutzt, um die capsaicin-
empfindlichen Neurone innerhalb der heterogenen Population der Spinal-
ganglionneurone zu identifizieren. Stimulation mit Capsaicin oder Hitze fuhrt in
diesen Neuronen zur Aufnahme von Co®* in diese Zellen. AnschlieBende Inku-
bation mit Ammoniumsulfid fiihrt zur Prazipitation des intrazelluldren Co** zu
Kobaltsulfid. Dieses ist schwer wasserloslich, braun gefarbt und lichtmikrosko-
pisch erkennbar (Abb. 2.2 A).

Der Nachweis von Galanin erfolgte immunzytochemisch. Der Erstanti-
korper stammte aus Kaninchen (Peninsula Laboratories, Belmont, Kalifornien,
USA) und war spezifisch gegen Galanin aus Ratten. Der mit dem fluoreszieren-
den Farbstoff Cy3 (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Pennsylvania,
USA) markierte Zweitantikorper stammte aus Eseln und war spezifisch gegen
Immunglobuline aus Kaninchen. Zum Nachweis von IB4-Affinitat wurden die
Neurone mit fluoreszierendem Farbstoff FITC (Fluoreszeinisothiocyanat) mar-
kiertem I1B4 (Sigma) inkubiert.

Der Ablauf der Farbung verlief wie folgt: Die Deckglaschen mit den
Neuronen wurden 3 min in Assay-Puffer (0,75 mM CaCl,, 2 mM MgCl,, 5 mM
KCl, 12 mM Glukose, 10 mM HEPES, 137 mM Saccharose und 58 mM NacCl,
pH 7,4) in ,cell wells” gelegt, um das Kulturmedium auszuwaschen. Zunachst
erfolgte die IB4-Farbung. Hierzu wurden die Neurone auf eine Parafilm®-
Plastikfolie gelegt und mit 50 yl FITC-markiertem 1B4 (10 ug/ml; Sigma; gelost
in ,Hank’s balanced salt solution) fur 8 min inkubiert. Dieser und alle weiteren
Schritte erfolgten unter Lichtschutz, damit die Fluoreszenzmolekule nicht aus-
blichen. Anschlie3end wurde wieder mit Assay-Puffer gewaschen.

Als nachster Schritt erfolgte die Stimulation mit Capsaicin (Sigma).
Dazu wurden die Deckglaschen 8 min in kobaltchloridhaltigen (5 mM) Assay-
Puffer gelegt, der je nach Experiment Capsaicin in einer Konzentration von 10
nM bis 10 pyM enthielt. Diese Capsaicinlosungen wurden aus einer 5,4 mM
ethanolischen Stocklosung hergestellt. Danach wurden die Deckglaschen wie-
der mit Assay-Puffer gewaschen und 2 min in Assay-Puffer mit 1 Vol-%
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Ammoniumsulfid inkubiert. Erneut wurde mit Assay-Puffer gewaschen, und da-
nach wurden die Neurone in 4% Paraformaldehyd 20 min fixiert. Hierdurch
behielten die Neurone ihre Form und Stabilitat.

Als letzter Farbeschritt folgte nun die Immunzytochemie gegen Galanin.
Nach der Behandlung im Fixans wurden die Neurone dreimal 5 min in PBS ge-
waschen und anschlielend dreimal 5 min in PBS mit 1 Vol-%o. Triton X-100
(Sigma) und 1 Vol-%0 Na*-Azid (von nun an Waschlésung genannt). Durch den
Zusatz von Triton wurde die Lipidmembran der Neurone pords, so dal’ in den
folgenden Schritten die Antikorper gegen Galanin per diffusionem in die Zelle
gelangen konnten. Die Deckglaschen wurden zur Absattigung unspezifischer
Protein-Protein-Bindungsstellen mit 10 Vol-%  Eselserum  (Jackson
ImmunoResearch) in Waschlosung 15 min inkubiert. Hierdurch erhdhte sich die
Spezifitdat der Antikorperfarbung gegen Galanin. Schliel3lich wurden die Deck-
glaschen auf Parafilim®-Plastikfolie in einer Plastikkiste, deren Ecken mit tropf-
nassen Papiertichern ausgekleidet waren (,feuchte Kammer®), Gber Nacht bei
4°C mit 50 pl Primarantikorper in einer Verdunnung von 1:4000 in Waschlosung
mit 1 Vol-% Eselserum inkubiert. Die feuchte Kammer stellte dabei sicher, dal}
die Deckglaschen nicht austrockneten. Nach ca. 16-20 h wurden die Deck-
glaschen dreimal 5 min in Waschlosung gewaschen und anschlie3end 2 h bei
Raumtemperatur mit dem Zweitantikorper in einer Verdunnung von 1:600 mit 1
Vol-% Eselserum inkubiert. SchlieRlich wurde nochmals dreimal gewaschen,
die Deckglaschen wurden dann 3 min in destilliertes Wasser gelegt, an-
schlieRend mit Vecta Shield® (Vector Laboratories, Burlingame, Kalifornien,
USA) eingedeckelt und auf Objekttragern mit handelsublichem Nagellack fixiert.
Die Objekttrager wurden bis zur Auswertung kihl gelagert.

Um unspezifischen Kobalteinstrom und unspezifische Antikorper- oder
Lektinbindung auszuschlieflen, durchlief als Methodenkontrolle in jedem Ex-
periment ein Kontroll-Deckglaschen mit Neuronen aus allen segmentalen Ebe-
nen oder aus L6 dieselbe Farbeprozedur mit folgenden drei Ausnahmen: (1)
Anstelle der Inkubation mit FITC-IB4 wurden die Kontroll-Deckglaschen nur mit
,=Hank’s balanced salt solution inkubiert; (2) statt kobaltchloridhaltigem Assay-
Puffer mit Capsaicin wurde kobaltchloridhaltiger Assay-Puffer ohne Capsaicin
benutzt; und (3) statt des Primarantikorpers in Waschlésung mit 1 Vol-% Esel-
serum wurde dieselbe Waschlosung mit Eselserum ohne Antikorper verwendet.
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Die Neurone auf diesen Kontroll-Deckglaschen waren in allen Experimenten
ungefarbt.

2.6 Mikroskopie, quantitative Auswertung und Statistik

Die Auswertung erfolgte mit einem Fluoreszenzmikroskop (Axiovert 135; Carl
Zeiss, Jena). Bei zweihundertfacher VergroRerung wurden zwei bzw. drei digi-
tale Mikrophotographien gefertigt, die spater am Computer mit Bildbearbei-
tungssoftware qualitativ und quantitativ ausgewertet wurden. Diese Photo-
graphien waren: (1) ein Hellfeldbild zur Messung der Perikaryongrofde und zum
Nachweis kobaltsulfidgefarbter capsaicinempfindlicher Neurone; (2) ein kon-
gruentes Fluoreszenzbild zur Bestimmung der Cy3-Immunfluoreszenz gegen
Galanin und gegebenenfalls (3) ein weiteres, ebenfalls kongruentes
Fluoreszenzbild zum Nachweis von FITC-Immunfluoreszenz zur Identifizierung
IB4-positiver Neurone. Das Cy3-Molekul hat eine Absorptionswellenlange von
514 nm und Emissionswellenlange von 566 nm und bendtigt einen Filtersatz Nr.
20 (Carl Zeiss), FITC hat eine Absorptionswellenlange von 490 nm und
Emissionswellenlange von 520 nm und bendtigt einen Filtersatz Nr. 10 (Carl
Zeiss). Ein Beispiel einer Mehrfachfarbung zeigt Abbildung 2.2: Im linken Teil
(A) sind im Hellfeldbild insgesamt 9 Neurone zu sehen, von denen zwei durch
Kobaltsulfid dunkel erscheinen. Das mittlere Bild (B) zeigt die dazugehorige
Fluoreszenzaufnahme mit Immunzytochemie gegen Galanin. Drei mit Pfeilen
markierte Neurone waren positiv. Diese drei Neurone waren nicht capsaicin-
empfindlich. Im rechten Bild (C) sind zwei fluoreszenzmarkierte, 1B4-bindende
Neurone zu sehen, die gleichzeitig capsaicinempfindlich waren. Da I1B4 an ein
Glykopeptid der Glykokalix bindet, erscheint bei den IB4-positiven Neuronen
nur der Rand hell fluoreszierend.

Mit der Software Adobe Photoshop® wurden diese drei einzelnen Bilder
so Ubereinandergelegt, dal} alle Farbeeigenschaften eines Neurons auf einen
Blick sichtbar waren. Mit der Software Scion Image® wurde durch Umfahren der
einzelnen Neurone mit Hilfe einer Computermaus die Querschnittsflache der
Perikarya im Hellfeldbild als Mal} fur die Neuronengrof3e bestimmit.
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Abbildung 2.2. Hellfeld- (A) und Fluoreszenz- (B, C) Mikrophotographien einer 6
h alten Zellkultur von L4/5 Neuronen aus einer Ratte nach Axotomie von 10 d.
(A) Kobaltsulfidfarbung nach Stimulation mit 300 nM Capsaicin: Zwei capsaicin-
empfindliche Neurone sind dunkel geféarbt. (B) Immunzytochemie gegen Gala-
nin: Drei mit Pfeilen markierte galaninerge Neurone erscheinen hell. (C) Lektin-
zytochemie zum Nachweis der IB4-Bindung: Zwei Neurone binden I1B4 an ihre
Oberflache.

Die quantitative Auswertung geschah wie folgt: Mindestens 3 Ratten
wurden fur jeden einzelnen Datenpunkt verwendet; pro Deckglaschen wurden
80 — 200 Neurone ausgewertet und in einer mit Microsoft Excel® erstellten Ta-
belle jedem einzelnen die Eigenschaften capsaicinempfindlich, galaninerg, IB4-
bindend sowie die Grofe als Querschnittsflache in ym? zugewiesen. Nach
langerer Zeit in Kultur waren teilweise Fibroblasten Uber die Neurone gewach-
sen und erschwerten die Auswertung, aus diesem Grund wurden grundsatzlich
nur freiliegende Neurone ausgewertet.

Statistische Tests wurden mit dem Softwareprogramm Statistica®
durchgefuhrt, wobei eine Irrtumswahrscheinlichkeit kleiner als 5% (p < 0,05)
gleichgesetzt wurde mit Signifikanz und zur Feststellung ,nicht signifikant” p >
0,1 sein mul3te. Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler angegeben.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Dosis-Wirkungs-Beziehung fur Capsaicin

In einer ersten Versuchsreihe wurde die optimale Capsaicinkonzentration fur
die spateren Mehrfachfarbungen ermittelt. Ziel war es, alle VR1-exprimierenden
Neurone durch Kobaltaufnahme zu erfassen und gleichzeitig die Capsaicinkon-
zentration so gering zu halten, dal3 die neurotoxische Wirkung nicht zum Tra-
gen kommt (Chard et al.,, 1995). Hierzu wurde das Antwortverhalten auf
Capsaicin von Neuronen aus allen segmentalen Ebenen unverletzter Tiere
nach 6 h in Kultur analysiert. Insgesamt wurden 20 Zellkulturen von 5 Ratten
untersucht. Es wurden Konzentrationen von 10 nM bis 10 yM Capsaicin ver-
wendet. Abbildung 3.1 zeigt die ermittelten Daten als Anteil gefarbter Neurone
an der gesamten untersuchten Population in Abhangigkeit von der Capsaicin-
konzentration. Mit steigender Dosis erhohte sich der Anteil gefarbter Neurone
und naherte sich einem Sattigungswert. Die Einzelwerte sind in Tabelle 3.1
wiedergegeben.

70 -
60 -
50
40 -
30

20 4

Anteil gefarbter Neurone [%]

10

0,01 0,1 1 10

Capsaicinkonzentration [umol/I]

Abbildung 3.1. Dosis-Wirkungs-Beziehung flir Capsaicin in halblogarithmischer
Darstellung. Neurone aus SG aller Ebenen von unverletzten Ratten nach 6 h in
Kultur.
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Bei der Stimulation mit 10 yM Capsaicin waren 10% aller Neurone
nekrotisch zerfallen, in niedrigeren Konzentrationen hingegen fanden sich nur
vereinzelt solche Neurone. Fur die weiteren Experimente wurde eine Capsai-
cinkonzentration von 300 nM als Stimulus verwendet, da diese Konzentration
einerseits im Sattigungsbereich lag, andererseits nicht neurotoxisch war.

Capsaicin- Anzahl der Kulturen und Anteil geférbter
konzentration Anzahl der Neurone in Neurone
[umol/l] Klammern [%]

0,01 3 (300) 82
0,1 3 (300) 50+3

0,3 5 (500) 59+ 2

0,5 3 (300) 61+2

1 3 (300) 63 £ 2

10 3 (300) 67 +4

Tabelle 3.1. Abhéngigkeit des Anteils kobaltsulfidgeféarbter Neurone an der Ge-
samtpopulation von der Capsaicinkonzentration. Neurone aus SG aller Ebenen
von unverletzten Ratten nach 6 h in Kultur. Diese Daten liegen der Abbildung
3.1 zugrunde.

3.2 Neurone unverletzter Ratten in Kurzzeitkultur

In diesen Versuchen wurden die Eigenschaften Capsaicinempfindlichkeit, Gala-
ninexpression, Zellgrofle und zum Teil das IB4-Bindungsverhalten von Neuro-
nen unverletzter Ratten ermittelt. Diese Ergebnisse dienten als Kontrollwerte fur
die spateren Versuche mit Nervenverletzung. Es wurden Neurone unverletzter
Ratten der Segmente L4/5 nach 6 h Kultur untersucht. Insgesamt wurden 7 un-
abhangige Zellkulturen von 7 Ratten fur die Doppelbestimmung Capsaicin-
empfindlichkeit und Galaninexpression analysiert; bei dreien dieser Kulturen
erfolgte zusatzlich der Nachweis des IB4-Bindungsverhaltens durch Dreifach-
farbung.
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Betrachtet man nur eine Eigenschaft, so waren knapp zwei Drittel der
Neurone capsaicinempfindlich, ein Drittel band 1B4, und nur ein Bruchteil ex-
primierte Galanin (Abb. 3.2 und Tab. 3.2). Capsaicinempfindliche Neurone wa-
ren von kleinem bis mittlerem Durchmesser, galaninerge Neurone waren mittel-
grol3 bis grof3, und IB4-bindende Neurone gehorten zu den mittelgrol3en Zellen.
Dies spiegelt sich in der mittleren Querschnittsflache der Neurone (Tab. 3.2)
und in den GroRenverteilungshistogrammen wider (Abb. 3.3).

Die Population von capsaicinempfindlichen Neuronen konnte anhand
der Mehrfachfarbung in zwei annahernd gleich grof3e Untergruppen eingeteilt
werden: Von allen capsaicinempfindlichen Neuronen waren 40 + 3% IB4-positiv
und 60 + 3% IB4-negativ (Abb. 3.2). Die doppeltgefarbten Neurone hatten ein
mittlere Grof3e von 820 + 18 ym?, wahrend die 1B4-negativen capsaicinempfind-
lichen Neurone im Durchschnitt 662 £ 22 ym? mafien.

ungefarbt

Galanin Capsaicin

v

Abbildung 3.2. Charakterisierung von Neuronen unverletzter Ratten. Die Eigen-
schaften Capsaicinempfindlichkeit (grau unterlegt) und Galaninexpression
(schwarz unterlegt) schlieBen sich gegenseitig aus. Ein Grol3teil der 1B4-bin-
denden Neurone (schraffiert) ist capsaicinempfindlich. Neurone aus SG der
Ebenen L4/5 von unverletzten Ratten nach 6 h in Kultur.
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Anzahl der Kulturen

Anteil geférbter Querschnitts-
. und Anzahl der .
Eigenschaft . Neurone fliche
Neurone in 1%] [um?]
Klammern > K
Capsaicin-
empfindlichkeit 7(759) 633 702£12
Galanin- 7 (755) 3+ 1 1517 £ 123
expression B -
IB4-Bindung 3 (300) 301 779 £ 33

Tabelle 3.2. Anteil capsaicinempfindlicher, galaninexprimierender und 1B4-bin-
dender Neurone an der Gesamtpopulation und deren mittlere Querschnittsfla-
chen. Neurone aus SG der Ebenen L4/5 von unverletzten Ratten nach 6 h in

Kultur. Diese Daten liegen den Abbildungen 3.2 und 3.3 zugrunde.

Bei der Untersuchung der Doppelfarbung bezuglich Capsaicinempfind-
lichkeit und Galaninexpression fiel auf, dal® kein einziges Neuron gleichzeitig
capsaicinempfindlich und galaninerg war. Die Gesamtpopulation der Neurone
konnte somit in folgende drei sich nicht Uberlappende Gruppen unterteilt wer-
den: capsaicinempfindlich, galaninexprimierend und weder capsaicinempfind-
lich noch galaninexprimierend (Abb. 3.2). Auch gab es keine Uberschneidung
der I1B4-bindenden und der galaninexprimierenden Populationen. Ein Beispiel

hierfur zeigt Abbildung 2.1.
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Abbildung 3.3. GréRenverteilungshistogramme fir capsaicinempfindliche
(oben), galaninexprimierende (mitte) und weder capsaicinempfindliche noch
galaninexprimierende (unten) Neurone aus SG der Ebenen L4/5 von unver-
letzten Ratten nach 6 h in Kultur.
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3.3 Neurone von Ratten mit experimenteller Axotomie

Die Eigenschaften Capsaicinempfindlichkeit, Galaninexpression und ZellgrofRe
wurden in diesen Versuchen nach unterschiedlicher Axotomiedauer untersucht.
Hierzu wurden Neurone der verletzten ipsi- und der unverletzten kontralateralen
L4/5 SG aus 21 unabhangigen Kulturen von insgesamt 21 Ratten mit einer
Axotomie analysiert. Die Dauer der Axotomie betrug 30 h, 2, 4, 6, 10 und 14 d.
Alle Neurone dieser Versuchsreihe waren 6 h in Kultur.

Den Verlauf von Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpression in
Abhangigkeit von der Zeit mit Axotomie gibt Abbildung 3.4 wieder, die zugeho-
rigen Daten sind in Tabelle 3.3 zusammengefalt. Die Werte fur ,0 d Axotomie®
entstammen Neuronen von unverletzten Ratten aus den Experimenten in 3.2
und gelten als Kontrolle. Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpression in
Neuronen der kontralateralen Seite unterschieden sich nicht signifikant von den
Kontrollwerten (post hoc LSD-Test) und werden daher nur als Teil von Abbil-
dung 3.4 prasentiert.

Der Anteil capsaicinempfindlicher Neurone der ipsilateralen Seite ver-
ringerte sich in linearer Form von 63% in unverletzten Ratten auf ein stabiles
Niveau von 24%, welches bereits 6 d nach Axotomie erreicht wurde (Abb. 3.4).
Dieser Abfall war ab dem vierten Tag hochsignifikant sowohl gegenuber dem
Ausgangswert als auch gegenuber dem Wert der kontralateralen Seite zur je-
weils entsprechenden Zeit (p < 0,001, post hoc LSD-Test). Der Anteil capsai-
cinempfindlicher Neurone der kontralateralen Seite veranderte sich Uber den
untersuchten Zeitraum nicht signifikant gegenuber den Kontrollwerten (post hoc
LSD-Test).

Der Anteil galaninerger Neurone der ipsilateralen Seite erhdhte sich ab
dem zweiten Tag in linearer Form von 3% auf ein Maximum von 36% nach 10 d
und sank anschliefiend auf 25% (Abb. 3.4). Dieser Anstieg war ab dem vierten
Tag hochsignifikant gegenuber dem Kontrollwert (p << 0,001, post hoc LSD-
Test) und auch gegenuber der kontralateralen Seite zur jeweils entsprechenden
Zeit. Der Anteil der galaninergen Neurone der kontralateralen Seite veranderte
sich Uber den untersuchten Zeitraum nicht signifikant gegenuber den Kontroll-
werten (post hoc LSD-Test).
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Abbildung 3.4. Zeitverlauf von Capsaicinempfindlichkeit (Quadrate) und Gala-
ninexpression (Kreise) nach 30 h bis 14 d Axotomiedauer. Die ausgefiillten
Symbole beziehen sich auf die verletzte ipsilaterale Seite, die offenen Symbole
auf die unverletzte kontralaterale Seite. ,0 d“ Axotomie bezieht sich auf Neu-
rone unverletzter Ratten und dient als Kontrolle, die entsprechenden Symbole
sind grau unterlegt. Neurone aus SG der Ebenen L4/5 nach 6 h in Kultur.
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Anzahl der Kulturen | Anteil capsaicin- . .
Dauer der - Anteil galaninerger

) und Anzahl der empfindlicher .
Axotomie . . Neurone ipsilateral

d] Neurone in Neurone ipsilateral 1%]
Klammern [%]

0 (Kontrolle) 7 (755) 63 £ 3% 3+1%

1,25 3 (300) 58 + 3% 4+ 2%

2 3 (300) 51+ 3% 8+2%

4 3 (300) 36 £ 4% 15+ 2%

6 3 (300) 24 + 2% 22 +1%

10 6 (600) 27 + 3% 36 + 3%

14 3 (300) 26 + 2% 25+ 2%

Tabelle 3.3. Anteil capsaicinempfindlicher und galaninexprimierender Neurone
an der Gesamtpopulation nach 30 h bis 14 d Axotomiedauer. ,0 d“ bezieht sich
auf unverletzte Ratten und dient als Kontrolle. Neurone aus SG der Ebenen
L4/5 nach 6 h in Kultur. Diese Daten liegen den Abbildungen 3.4 und 3.6
zugrunde.

Die mittlere Querschnittsflache der ipsilateralen capsaicinempfindlichen
Neurone veranderte sich nach Axotomie nicht gegenuber den Kontrollwerten
(Tab. 3.4). Hingegen nahm die mittlere Querschnittsflache der ipsilateralen ga-
laninergen Neurone deutlich ab von 1508 ym? am Tag ,0“ auf 473 ym? nach
bereits 2 d (Tab. 3.4). Die Querschnittsflachen der kontralateralen capsaicin-
empfindlichen und galaninergen Neurone veranderten sich nicht gegenuber den
Kontrollwerten (Daten nicht gezeigt). In Abbildung 3.5 sind die Grolenvertei-
lungshistogramme fur capsaicinempfindliche, galaninerge und ungefarbte Neu-
rone aus Kontrollratten denen nach 10 d Axotomiedauer gegenulbergestellt.
Nach der Axotomie sinkt der relative Anteil der capsaicinempfindlichen Neurone
uber den gesamten GroRenbereich. Das Verteilungsprofil der galaninergen
Neurone verandert sich nach Axotomie deutlich: Unter Kontrollbedingungen
sind die galaninergen Neurone in ihrer Uberwiegenden Mehrheit groRer als
1000 ym?, wahrend nach 10 d Axotomiedauer die deutliche Mehrheit kleiner als
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1000 pm? ist (Abb. 3.5). Das GroRenverteilungshistogramm der ungefarbten
Population nach Axotomie ist dem unter Kontrollbedingungen sehr ahnlich.

Anzahl der Kulturen Quersc.:h.n/ttsflalc he Querschnittsflache
Dauer der capsaicinempfind- .
. und Anzahl der ) galaninerger Neu-
Axotomie . licher Neurone .
Neurone in .. rone ipsilateral
[d] Klammern ipsilateral [um?]
[um?]
0 (Kontrolle) 7 (755) 665 + 54 1508 + 123
1,25 3 (300) 605+ 13 842 + 144
2 3 (300) 606 + 15 473 + 24
4 3 (300) 645 + 23 623 + 44
6 3 (300) 593 + 32 565 + 26
10 6 (600) 644 + 40 628 + 18
14 3 (300) 600 = 27 647 + 46

Tabelle 3.4. Mittlere Querschnittsflachen von capsaicinempfindlichen und gala-
ninergen Neuronen nach Axotomiedauer von 30 h bis 14 d. ,,0 d“ bezieht sich
auf unverletzte Ratten und dient als Kontrolle. Neurone aus SG der Ebenen
L4/5 nach 6 h in Kultur. Diese Daten liegen der Abbildung 3.5 zugrunde.

Eine Doppelfarbung fur Capsaicinempfindlichkeit und Galaninex-
pression gab es weder in den Neuronen der ipsi- noch der kontralateralen Seite
zu irgendeinem der untersuchten Zeitpunkte. Die Neurone dieser Versuchsreihe
konnen hinsichtlich der untersuchten Eigenschaften in drei Gruppen eingeteilt
werden: capsaicinempfindlich, galaninerg oder ungefarbt. Die Unterteilung der
Gesamtpopulation in diese drei sich nicht Uberschneidenden Gruppen ist somit
nicht nur fur Neurone aus unverletzten Ratten, sondern auch fur Neurone aus
Ratten mit experimenteller Axotomie moglich, gleichwohl sinkt der Anteil
capsaicinempfindlicher Neurone nach Axotomie zugunsten des Anteils gala-



-39 -

ninerger Neurone. Ein Beispiel fur diese Unterteilung ist fur Neurone nach 10 d
Axotomie in Abbildung 3.6 rechts gezeigt. Zum Vergleich ist die Verteilung unter
Kontrollbedingungen in derselben Abbildung auf der linken Seite zu sehen. Man
erkennt, dal® der Anteil capsaicinempfindlicher Neurone nach Axotomie gegen-
uber dem Kontrollwert deutlich abgenommen hat, wahrend umgekehrt der An-
teil galaninerger Neurone gestiegen ist. Dabei ist der Anteil ungefarbter
Neurone — oder umgekehrt die Summe der Anteile gefarbter Neurone — unter
beiden Bedingungen etwa gleich grof3.
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Abbildung 3.5. GréBenverteilungshistogramme von Neuronen aus unverletzten
Ratten (links) und aus Ratten mit einer Axotomiedauer von 10 d (rechts). Neu-
rone aus SG der Ebenen L4/5 nach 6 h in Kultur.
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Kontrolle 10 d Axotomie

ungefiarbt ungefarbt Capsaicin

Galanin Capsaicin
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Abbildung 3.6. Charakterisierung der Population von unverletzten Neuronen
(links) und von Neuronen nach Axotomiedauer von 10 d (rechts). Die Eigen-
schaften Capsaicinempfindlichkeit (grau unterlegt) und Galaninexpression
(schwarz unterlegt) schlieBen sich gegenseitig aus. Neurone aus SG der Ebe-
nen L4/5 nach 6 h in Kultur.

3.4 Neurone von Ratten mit experimenteller ,chronic
constriction injury”

Das Ziel dieser Experimente war, den Einfluf einer CCl auf die Eigenschaften
Capsaicinempfindlichkeit, Galaninexpression und Zellgro3e zu untersuchen.
Dazu wurden Neurone aus SG der Ebenen L4/5 der verletzten ipsilateralen
Seite aus insgesamt 8 unabhangigen Kulturen von 8 Ratten mit einer CCI un-
tersucht. Die Dauer der CCI betrug 6, 10 und 14 d. Alle Neurone waren 6 h in
Kultur. Die Zusammenfassung der Ergebnisse ist in Abbildung 3.7 sowie in den
Tabellen 3.5 und 3.6 dargestellt.

Sowohl der Anteil der capsaicinempfindlichen als auch der der galanin-
exprimierenden Neurone veranderte sich Uber den untersuchten Zeitraum nicht
signifikant gegenuber den Kontrollwerten unverletzter Ratten (post hoc LSD-
Test). Auch die mittleren ZellgroRen der capsaicinempfindlichen Neurone nach
CCI unterschieden sich nicht von den Kontrollwerten, diejenigen der galaniner-
gen Neurone waren nach 6 und 10 d Dauer der CCI, nicht jedoch nach 14 d
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verschieden vom Kontrollwert (Tab. 3.6). Es gab keine Uberschneidung der
capsaicinempfindlichen und der galaninergen Populationen.
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Abbildung 3.7. Zeitverlauf von Capsaicinempfindlichkeit (Quadrate) und Gala-
ninexpression (Kreise) nach 6 bis 14 d Dauer einer CCl. ,,0 d“ Axotomie bezieht
sich auf Neurone unverletzter Ratten und dient als Kontrolle. Neurone aus SG
der Ebenen L4/5 nach 6 h in Kultur.
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Anzahl der Kulturen | Anteil capsaicin- . .
Dauer der - Anteil galaninerger
und Anzahl der empfindlicher .
CClI . . Neurone ipsilateral
d] Neurone in Neurone ipsilateral 1%]
Klammern [%] >
0 (Kontrolle) 7 (755) 633 311
6 3 (300) 57+3 714
10 2 (200) 57 + 11 8+1
14 3 (300) 40+ 13 7 %1

Tabelle 3.5. Anteil capsaicinempfindlicher und galaninexprimierender Neurone
an der Gesamtpopulation nach 6 bis 14 d Dauer einer CCI. ,0 d* bezieht sich
auf unverletzte Ratten und dient als Kontrolle. Neurone aus SG der Ebenen

L4/5 nach 6 h in Kultur. Die Daten liegen der Abbildung 3.7 zugrunde.

Anzahl der Kulturen Quersc.;h.n/ttsflalc he Querschnittsflache
Dauer der capsaicinempfind- .
und Anzahl der ) galaninerger Neu-
CClI . licher Neurone .
Neurone in .. rone ipsilateral
[d] Klammern ipsilateral [um?]
[um?]
0 (Kontrolle) 7 (755) 665 + 54 1508 + 123
6 3 (300) 660 £ 15 828 + 138
10 2 (200) 708 £ 24 863 + 139
14 3 (300) 655 + 20 1276 £ 155

Tabelle 3.6. Mittlere Querschnittsflichen von capsaicinempfindlichen und gala-
ninexprimierenden Neuronen nach 6 bis 14 d Dauer einer CCI. ,0 d“ bezieht
sich auf Neurone unverletzter Ratten und dient als Kontrolle. Neurone aus SG
der Ebenen L4/5 nach 6 h in Kultur.
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3.5 Neurone wunverletzter Ratten in Langzeitkultur ohne
Wachstumsfaktoren

Da die Isolierung der Neurone zur Herstellung einer Zellkultur stets einen Ver-
lust der Axone mit sich bringt und insofern einer Axotomie in vivo ahnelt, wurde
als nachstes untersucht, ob der gegenseitige Ausschlul} von Capsaicinempfind-
lichkeit und Galaninexpression in Kurzzeitkultur und nach Axotomie auch in
Neuronen unverletzter Ratten, die langere Zeit in Kultur gehalten wurden,
beobachtet werden kann. Es wurden Neurone aus allen segmentalen Ebenen
auf Capsaicinempfindlichkeit, Galaninexpression und Zellgrof3e hin untersucht.
Neurone aus insgesamt 15 unabhangigen Kulturen aller segmentalen Ebenen
von 15 Ratten wurden analysiert. Die Kulturdauer betrug 6, 30, 48 und 96 h. Die
Ergebnisse sind in Abbildung 3.7 sowie in den Tabellen 3.7 und 3.8 wiederge-
geben.

Mit zunehmender Dauer in Kultur veranderten sich die Anteile capsai-
cinempfindlicher und galaninerger Neurone ahnlich wie unter Axotomiebe-
dingungen: Der Anteil capsaicinempfindlicher Neurone ging in linearer Weise
zurtck, und zwar von 61 % nach 6 h auf 14% nach 96 h. Hingegen verzehn-
fachte sich der Anteil galaninerger Neurone von 2 % auf 20 % in diesem Zeit-
raum. Ab dem zweiten Tag waren sowohl die Abnahme der capsaicinempfind-
lichen als auch der Anstieg der galaninergen Population signifikant gegenuber
den entsprechenden Ausgangswerten nach 6 h Kultur (post hoc LSD-Test). Die
mittlere Querschnittsflache der capsaicinempfindlichen Neurone sank mit zu-
nehmender Dauer in Kultur von 613 ym? auf 402 pm?, die der galaninergen
Neurone von 895 ym? auf 383 um?.
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Abbildung 3.7. Anteil der capsaicinempfindlichen (Quadrate) und galaninergen
(Kreise) Neurone an der Gesamtpopulation mit zunehmender Dauer in Kultur.
Nach 30 und 48 h war ein Teil der Neurone doppeltgeféarbt (grau unterlegt).
Neurone aus SG aller segmentalen Ebenen von unverletzten Ratten ohne Zu-
satz von Wachstumsfaktoren.

Anzahl der Kulturen Anteil capsaicin- Anteil aalanineraer
Kulturdauer und Anzahl der empfindlicher g g
. Neurone
[h] Neurone in Neurone 1%]
Klammern [%] >
6 3 (300) 61+3 2+1
30 6 (600) 56 + 2 4 +1
48 3 (300) 38+3 131
96 3 (300) 14 + 1 203

Tabelle 3.7. Anteil capsaicinempfindlicher und galaninexprimierender Neurone
an der Gesamtpopulation mit zunehmender Dauer in Kultur. Neurone aus SG
aller segmentalen Ebenen von unverletzten Ratten ohne Zusatz von Wachs-
tumsfaktoren. Diese Daten beziehen sich auf Abbildung 3.7.
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Anzahl der Kulturen | Querschnittsflache | Querschnittsfladche
Kulturdauer und Anzahl der capsaicinempfind- galaninerger
[h] Neurone in licher Neurone Neurone
Klammern [um?] [um?]
6 3 (300) 613 £ 19 895 £ 140
30 6 (600) 653 £ 14 576 £ 33
48 3 (300) 525 + 20 503 + 34
96 3 (300) 402 + 34 383+ 15

Tabelle 3.8. Mittlere Querschnittsflichen von capsaicinempfindlichen und gala-
ninergen Neuronen mit zunehmender Dauer in Kultur. Neurone aus SG aller
segmentalen Ebenen von unverletzten Ratten ohne Zusatz von Wachstums-
faktoren.

Hinsichtlich der Uberschneidung der capsaicinempfindlichen und gala-
ninergen Populationen gab es einen Unterschied zu den Neuronen aus unver-
letzten Ratten in Kurzzeitkultur und denen aus Ratten mit experimenteller Axo-
tomie in vivo: Nach 30 und 48 h in Kultur - nicht jedoch nach 6 h oder 96 h -
gab es einzelne Neurone, die sowohl capsaicinempfindlich als auch galaninerg
waren. Nach 30 h waren 6 + 1% der Gesamtpopulation doppeltgefarbt. Dies
entsprach 11 £ 2% aller capsaicinempfindlichen und 49 + 9% aller galaninergen
Neurone. Diese doppeltgefarbten Neurone hatten eine mittlere Querschnitts-
flache von 503 £ 30 um?. Nach 2 d in Kultur sank der Anteil doppeltgefarbter
Neurone an der Gesamtpopulation auf 2 £ 0%, die mittlere Querschnittsflache
betrug 417 £ 72 pm?.

Da die beobachtete Kolokalisation von Capsaicinempfindlichkeit und
Galaninexpression mit Neuronen aller segmentalen Ebenen gemacht wurde,
wurde in einer zusatzlichen Versuchsreihe gepruft, ob dieses Phanomen auch
in Neuronen aus SG der Ebenen L4/5 auftritt. Hierzu wurden Neurone aus 3
unabhangigen Kulturen von 3 Ratten nach 30 h in Kultur untersucht. Auch hier
fand sich eine Doppelfarbung, und zwar in 3 £ 1% aller Neurone, deren Quer-
schnittsflache 523 + 82 ym? betrug (Daten nicht gezeigt).
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3.6 Neurone unverletzter Ratten in Langzeitkultur mit
Wachstumsfaktoren

In diesen Experimenten wurde analysiert, ob die Regulation von Capsaicin-
empfindlichkeit und Galaninexpression in Langzeitzellkulturen durch die Gabe
neurotropher Wachstumsfaktoren ins Kulturmedium beeinflul3t werden kann.
Dazu wurden Neurone aller segmentalen Ebenen aus 15 Kulturen von 3 Ratten
auf Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpression untersucht. Das Kulturme-
dium war wahlweise ohne Wachstumsfaktoren oder mit NGF (50 ng/ml), GDNF
(50 ng/ml) oder beiden Faktoren angereichert; die Kulturdauer betrug 6 und 96
h. Die Ergebnisse sind in Abbildung 3.8 und Tabelle 3.9 dargestelit.

Die Abnahme des Anteils capsaicinempfindlicher Neurone nach 96 h
Kultur wurde durch NGF oder GDNF allein etwa gleich stark abgeschwéacht, bei
gleichzeitiger Prasenz beider Faktoren im Medium war dieser Effekt am starks-
ten, und in allen drei Fallen war diese Abnahme gegenuber dem Wert nach 96
h ohne Trophine signifikant verschieden (post hoc LSD-Test). Der Anteil gala-
ninerger Neurone nach 96 h Kultur war unter dem Einflud von NGF, GDNF oder
beiden Faktoren nicht signifikant verschieden vom Ausgangswert nach 6 h,
wohl aber gegenuber dem Wert nach 96 h ohne Trophine (post hoc LSD-Test).
Eine Kolokalisation von Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpression nach
96 h Kultur war unter NGF in 3, unter GDNF in 2 und unter dem Einflul} beider
Trophine in 5 von jeweils 450 ausgewerteten Neuronen zu sehen. Insgesamt
war in allen Ansatzen mit Trophinen etwa 1% aller Neurone doppeltgefarbt.
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Abbildung 3.8. Anteil capsaicinempfindlicher (oben) und galaninerger (unten)
Neurone an der Gesamtpopulation unter verschiedenen Kulturbedingungen. Mit
einem Stern gekennzeichnete Werte sind gegeniiber denen unter der Kulturbe-
dingung ,96 h ohne Trophine* signifikant verschieden; mit zwei Sternen gekenn-
zeichnete Werte sind gegeniiber denen der Kulturbedingung ,6 h ohne
Trophine® hochsignifikant verschieden (p < 0,001). Neurone aus SG aller Ebe-
nen von unverletzten Ratten.



-4 -

Anzahl der

Anteil

. Anteil Anzahl
Kulturbe- | Kulturen und | capsaicin- alaninerger doppelt-
. Anzahl der | empfindlicher g J '?.p
dingungen . Neurone gefarbter
Neurone in Neurone 1%] Neurone
Klammern [%] >
6 h
_ 3 (450) 61+3 2+1 0
ohne Trophine
96 h
3 (400) 1312 17+ 4 0
ohne Trophine
96 h
3 (450) 23 £1 32 3
NGF
96 h
3 (450) 303 7 %1 2
GDNF
96 h
GDNF und 3 (450) 39+3 2+1 5
NGF

Tabelle 3.9. Anteil capsaicinempfindlicher und galaninexprimierender Neurone
an der Gesamtpopulation und Anzahl doppeltgeféarbter Neurone unter verschie-
denen Kulturbedingungen. Neurone aus SG aller Ebenen von unverletzten

Ratten. Diese Daten liegen der Abbildung 3.8 zugrunde.
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4 DISKUSSION

Durch die bei dieser Arbeit eingesetzte Doppelfarbung konnten an isolierten
Neuronen gleichzeitig die Capsaicinempfindlichkeit und die Expression von
Galanin untersucht werden. Der Anteil capsaicinempfindlicher Neurone sank
nach einer Axotomie, der galaninerge Anteil hingegen stieg. Dabei waren keine
Neurone gleichzeitig capsaicinempfindlich und galaninerg. Hingegen wurden in
vitro Bedingungen gefunden, unter denen ein geringer Anteil der Neurone dop-
pelgefarbt war. Im Zusammenhang mit Untersuchungen zur GroRenver-
teilungen und mit Daten aus der Literatur deutet dies darauf hin, dal® die de
novo galaninerge Population nach Axotomie aus derjenigen Population hervor-
geht, die ihre Capsaicinempfindlichkeit verliert. Galanin konnte demnach ein
geeigneter Marker sein fur ehemals capsaicinempfindliche Nozizeptoren, die
infolge einer Axotomie VR1 herunterreguliert haben.

4.1 Die Kobaltaufnahmemethode dient dem funktionellen
Nachweis von Capsaicinempfindlichkeit

Zum Nachweis von capsaicinempfindlichen Nozizeptoren wird die Kobaltauf-
nahmemethode eingesetzt (Hogan, 1983; Winter, 1987). Dabei wird durch Akti-
vierung des membrangebundenen Capsaicinrezeptors VR1 die Capsaicin-
empfindlichkeit an lebenden Neuronen funktionell dedektiert (Caterina et
al.,1997; Helliwell et al., 1998). Mit dieser Methode wurde eine Dosis-Wirkungs-
Beziehung fur Capsaicin erstellt. Der Anteil capsaicinempfindlicher Neurone
stieg mit zunehmender Dosis und naherte sich einem Sattigungsbereich. Bei
einer Konzentration von 10 yM waren maximal zwei Drittel aller Neurone
capsaicinempfindlich, die ECsy lag bei 100 nM. Dies stimmt mit der Literatur
uberein: In friheren Untersuchungen nach mehreren Tagen in Kultur war die
Halfte aller Neurone capsaicinempfindlich, die ECsy betrug mit dieser und mit
der sensitiven ,calcium-imaging“-Methode 200 nM (Winter 1987; Wood et al.,
1988). Mit der hochspezifischen in situ-Hybridisierungsmethode wurde eine Ex-
pression der VR1T mRNA in der Halfte aller Neurone nachgewiesen (Michael
und Priestley, 1999). Mit der hier verwendeten Kobaltaufnahmemethode liegt
demnach ein sensitives und spezifisches Verfahren vor, welches als
funktioneller Nachweis von Capsaicinempfindlichkeit einen Ruckschlul® auf die
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Expression von VR1 in diesen Neuronen sowie auf deren Funktion als Nozi-
zeptoren erlaubt.

4.2 Die Capsaicinempfindlichkeit sinkt nach Axotomie und in
Kultur aufgrund eines Mangels an neurotrophen Faktoren

Sowohl nach einer Axotomie als auch in Zellkultur nahm der Anteil capsaicin-
empfindlicher Neurone stark ab. Stets gehorten diese Neurone zu den kleinen
oder mittelgrof3en Zellen. Die Herunterregulation in vitro war reversibel, wenn
dem Kulturmedium NGF und / oder GDNF hinzugegeben wurden. Diese Ergeb-
nisse stimmen mit der Literatur tberein (Winter, 1987; Winter et al., 1988; Wood
et al., 1988; Hu-Tsai et al., 1996; Michael und Priestley, 1999; Ogun-Muyiwa et
al., 1999). Die Neurone mit GDNF-Rezeptoren konnten durch 1B4-Markierung
nachgewiesen werden: Etwa ein Drittel der Gesamtpopulation band diesen
Marker. Durch Doppelfarbung konnten die capsaicinempfindlichen Neurone in
eine etwa gleich grol3e IB4-positive, also GDNF-abhangige, und eine 1B4-nega-
tive und somit NGF-abhangige Subpopulation aufgeteilt werden. Damit werden
ebenfalls frihere Arbeiten bestatigt (Silverman und Kruger, 1988; Bennett et al.,
1998). Die in etwa gleiche GroRe der NGF- und GDNF-abhangigen Subpopula-
tion erklart, dald die in vitro beobachtete Erhaltung der Capsaicinempfindlichkeit
durch NGF annahernd gleich stark war wie durch GDNF und daf beide Fakto-
ren gemeinsam einen additiven Effekt hatten.

Die Capsaicinempfindlichkeit wird in vitro schneller und auf ein niedrige-
res Niveau als in vivo herunterreguliert. Ein Vergleich des Zeitverlaufs zur Ab-
nahme der Capsaicinempfindlichkeit nach Axotomie in vivo (Abb. 3.4) und in
Kultur (Abb. 3.7) zeigt, dal} die Herunterregulation in vivo nach einer Woche
sistierte und etwa ein Viertel aller Neurone capsaicinempfindlich blieb. In vitro
war dieses Niveau schon nach einigen Tagen erreicht, und auch nach Errei-
chen dieses Niveaus sank der Anteil weiter ab. Somit war die Abnahme des
Anteils capsaicinempfindlicher Neurone in vitro schneller und starker als in vivo.
Zudem gab es nur in vivo einen Anteil capsaicinempfindlicher Neurone, der von
der Axotomie unbeeinfluBt war. Dies hat anatomische und methodische
Grunde: (i) Nicht alle Neurone der untersuchten SG aus L4/5 projizieren in den
axotomierten N. ischiadicus, sondern lediglich die Halfte bis zwei Drittel (Devor
et al., 1985; Aldskogius et al., 1988). Hingegen werden bei der Herstellung ei-
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ner Zellkultur die Fortsatze samtlicher Neurone abgetrennt. Es wird also eine
komplett axotomierte Population in vitro mit einer in vivo nur teilweise axo-
tomierten Population verglichen. Diejenigen capsaicinempfindlichen Neurone,
die von der Axotomie in vivo nicht beeinfluRt werden, entstammen wahrschein-
lich der unverletzten Population. (ii) Die Axotomie in vivo geschieht einige Zen-
timeter vom Perikaryon entfernt, wahrend die Nervenfortsatze bei der Kultur
unmittelbar proximal abgetrennt werden. Die verletzten Neurone in vivo unter-
liegen demnach zu Beginn der Axotomie noch dem Einfluf} von dem NGF und
GDNF, welches sich proximal der Lasion in den Axonen befindet. Dies kdnnte
die beobachtete Latenz zwischen Axotomie und Einsetzen der Herunter-
regulation in vivo erklaren. Die Neurone in vitro hingegen sind von Beginn an
vollstandig NGF- und GDNF-depriviert, so dal® die beobachtete schnellere Ab-
nahme der Capsaicinempfindlichkeit zu erwarten war.

4.3 Galanin unterliegt ebenfalls dem EinfluR neurotropher
Faktoren, wird jedoch nach Axotomie und in Kultur
hochreguliert

Der Anteil galaninerger Neurone verzehnfachte sich sowohl nach einer Axoto-
mie als auch in Kultur. Die konstitutiv galaninergen Neurone waren mittelgroR
bis grol}, die de novo galaninergen Neurone klein oder mittelgrof3. Berichte an-
derer Gruppen bestatigen diese Ergebnisse im wesentlichen, wenngleich mit
anderen Methoden eine etwas geringere ZellgroRe konstitutiv galaninerger
Neurone beschrieben wurde (Kerekes et al., 1997; Corness et al., 1998). Auch
der beobachtete hemmende Effekt von NGF auf die Hochregulation in vitro ist
bekannt (Kerekes et al., 1997), nicht jedoch die in dieser Arbeit gefundene,
ebenfalls hemmende Wirkung von GDNF. Bemerkenswerterweise waren beide
Faktoren allein in der Lage, die Galaninhochregulation praktisch vollstandig zu
unterdrucken. Die schnellere Hochregulation in vitro als in vivo 1af3t sich mit den
im oberen Abschnitt bereits naher ausgefuhrten unterschiedlichen anatomi-
schen und methodischen Bedingungen erklaren.
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4.4 Eine ,chronic constriction injury® verandert weder
Capsaicinempfindlichkeit noch Galaninexpression

In dem untersuchten Zeitraum war kein Einfluf3 einer CCIl auf den Anteil und auf
die ZellgrolRe capsaicinempfindlicher oder galaninerger Neurone zu beobach-
ten. Dieses Ergebnis weicht von Daten aus der Literatur ab, in der von einer
leichten, jedoch nicht signifikanten Abnahme der VR1-Expression (Schafers et
al., 2003) und einer starken Zunahme des Anteils galaninerger Neurone be-
richtet wird (Nahin et al., 1994; Ma und Bisby, 1999). Fur diese Diskrepanz sind
methodische Unterschiede ursachlich denkbar. In den zitierten Publikationen
wurden die CCI-Experimente mit chromiertem und mit Pyrogallol behandeltem
Nahtmaterial aus Rinderdarm durchgefuhrt. Dieses Material ist in Deutschland
wegen der bovinen spongiformen Enzephalopathie nicht mehr zugelassen, so
dald in der vorliegenden Arbeit stattdessen Seidenfaden benutzt wurden. Unter-
suchungen belegen jedoch, dald Chromionen und Pyrogallol einen entschei-
denden Anteil an der neuropathischen Komponente der CCI haben (Maves et
al., 1993). Daher ist es moglich, dal} die hier eingesetzte Variante der CCI nicht
ausgereicht hat, den retrograden Transport von NGF und GDNF zu unterbinden
und die Induktion von LIF zu bewirken. Diese als entscheidend erachteten Ver-
anderungen der Verfugbarkeit neurotropher Faktoren fur eine Hochregulation
von Galanin und Herunterregulation der Capsaicinempfindlichkeit waren damit
nicht gegeben (Winter et al., 1988; Corness et al., 1998; Ogun-Muyiwa et al.,
1999).

4.5 Die Kolokalisationsuntersuchungen lassen auf einen Zu-
sammenhang zwischen Capsaicinempfindlichkeit und
Galaninexpression schliel3en

Weder nach einer Axotomie noch nach einer CCIl fanden sich Neurone, die
gleichzeitig capsaicinempfindlich und galaninexprimierend waren. Wahrend die
CCI keinen Einfluly auf Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpression hatte,
fuhrte eine Axotomie zu starken Veranderungen: Der Anteil capsaicinempfind-
licher Neurone sank stark ab, Galanin hingegen wurde vermehrt exprimiert. Von
besonderem Interesse war in dieser Arbeit die Frage, aus welcher Population
die nach einer Axotomie de novo galaninergen Neurone hervorgehen. Formal
sind drei Moglichkeiten denkbar, die im einzelnen erortert werden sollen:
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(i) Vollzieht sich die Hochregulation von Galanin in physiologischer-
weise nicht-capsaicinempfindlichen Neuronen? Der maximale Anteil galanin-
exprimierender Neurone von einem Dirittel ist gleichgro® wie der Anteil nicht-
capsaicinempfindlicher Neurone unter physiologischen Bedingungen. Da keine
Kolokalisation beobachtet wurde, liegt es nahe, zu vermuten, dal3 die de novo
galaninerge Population aus dieser physiologischerweise nicht-capsaicin-
empfindlichen Population hervorgeht. Dies wirde zweierlei bedeuten: zum ei-
nen, dal} die nicht-capsaicinempfindlichen Neurone dem Einflul® von LIF unter-
liegen und kein NGF mehr retrograd transportieren; zum anderen, dal} aus
arithmetischen Grinden Galanin auch in unverletzten nicht-capsaicinempfindli-
chen Neuronen hochreguliert wird (Devor et al., 1985; Aldskogius et al., 1988).
Aus der Literatur ist jedoch bekannt, dald die Rezeptoren fur LIF zu einem
uberwiegenden Anteil auf capsaicinempfindlichen Neuronen vorhanden sind
(Thompson et al., 1997). Zudem ist eine Hochregulation von Galanin in unver-
letzten Neuronen nicht beschrieben worden.

Somit sind die Voraussetzungen fur die Hochregulation von Galanin in
nicht-capsaicinempfindlichen Neuronen Uber die einzigen bislang bekannten
Mechanismen, namlich LIF-Induktion und NGF-Deprivation, nicht gegeben:
Zum einen mufte Galanin in unverletzen Neuronen hochreguliert werden; diese
unterliegen jedoch weiterhin dem Einflul3 von NGF. Zum anderen mufdte LIF an
nicht-capsaicinempfindliche Neurone binden; von diesen bindet jedoch nur eine
Minderheit an diesen Faktor.

(i) Sterben nicht-galaninerge Neurone selektiv ab? Der beobachtete
Anstieg der galaninergen Population kdnnte durch einen Untergang nicht-
galaninerger Neurone zustandekommen. Dies wurde eine relative Erhohung
des Anteils galaninerger Neurone bedingen und impliziert ein selektives
Uberleben galaninerger Neurone. Daflr spricht die regenerative Wirkung in vitro
von Galanin in Verbindung mit dem Rezeptorsubtyp 2 und der Nachweis dieses
Rezeptors an Neuronen in SG (O’Donnell et al., 1999; Mahoney et al., 2003).
Die Voraussetzungen fur eine autokrine Regulation sind somit erflllt. Dagegen
sprechen jedoch Untersuchungen zum Absterben von Neuronen nach Axoto-
mie: Eine Abnahme der Neuronenzahl ist in der Literatur frihestens nach 30 d
beschrieben worden, und diese Abnahme betrug lediglich zwischen 5 und 26%
der gesamten Population (Arvidsson et al., 1986). In der vorliegenden Arbeit
wurde jedoch ein Zeitraum von bis zu 14 d untersucht, zudem war die
Hochregulation von Galanin bereits nach 4 d signifikant vom Kontrollwert ver-
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schieden. Ein Absterben von Neuronen nach einer Axotomie in dem unter-
suchten Zeitraum erscheint somit unwahrscheinlich.

(iii): Geschieht die de novo Galaninexpression in ehemals capsaicin-
empfindlichen Neuronen? Die Hochregulation von Galanin nach Axotomie
konnte sich in denjenigen Neuronen vollziehen, die unter physiologischen Um-
standen capsaicinempfindlich sind. Wegen der fehlenden Kolokalisation ware
dann zu fordern, dal® die Herunterregulation der Capsaicinempfindlichkeit im
einzelnen Neuron der Hochregulation vorausgeht. Folgende Ergebnisse aus der
vorliegenden Arbeit und folgende Daten aus der Literatur sprechen fur diese
Hypothese:

Das GroRenverteilungsprofil galaninerger Neurone nach Axotomie ist
demjenigen von capsaicinempfindlichen Neuronen unter physiologischen Be-
dingungen sehr ahnlich. Als Beispiel dienen die Grolienverteilungshistogramme
in Kontrollexperimenten und nach 10 d Axotomie (Abb. 3.5). Sowohl die gala-
ninergen Neurone nach Axotomie als auch die capsaicinempfindlichen Neurone
in Kontrolluntersuchungen gehorten Uberwiegend zu den kleinen bis mittel-
groRRen Zellen. Diese morphologische Ahnlichkeit stiitzt die Hypothese.

Wenn de novo galaninerge Neurone zuvor capsaicinempfindlich waren
und mit zunehmender Dauer einer Axotomie der Anteil capsaicinempfindlicher
Neurone sinkt, muld die Summe aus dem Anteil capsaicinempfindlicher und
dem Anteil galaninerger Neurone folgende Bedingung erflllen: Sie darf zu kei-
nem Zeitpunkt grolRer sein als unter Kontrollbedingungen. Ansonsten mufte
Galanin auch in solchen Neuronen hochreguliert werden, die physiologischer-
weise nicht-capsaicinempfindlich sind. In der vorliegenden Arbeit war die
Summe der Anteile capsaicinempfindlicher und galaninerger Neurone zu kei-
nem der untersuchten Zeitpunkte groRer als unter Kontrollbedinungen (Tab.
3.3, Abb. 3.6).

In Ratten, die neonatal systemisch mit Capsaicin behandelt werden,
kommt es zu einer Degeneration von capsaicinempfindlichen Nozizeptoren
(Jancso et al., 1977; Jancsd und Kiraly, 1980; Scadding, 1980). Bei solchen
Ratten wurde beobachtet, dal® die Hochregulation von Galanin nach
chemischer Reizung mit dem Spindelgift Colchicin ausbleibt (Skofitsch und
Jacobowitz, 1985). Eine Hochregulation von Galanin erfordert also das
Vorhandensein von capsaicinempfindlichen Neuronen. Dies untermauert die
vorgeschlagene Hypothese der Hochregulation in ehemals capsaicinempfindli-
chen Neuronen.
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Zusammenfassend gibt es somit mehrere Hinweise daflr, dal3 ein de
novo galaninerges Neuron nach einer Axotomie zuvor capsaicinempfindlich
gewesen sein muf3.

Kolokalisation in isolierten Neuronen unter speziellen Kulturbe-
dingungen. In einem bestimmten Zeitrahmen und unter Zugabe bestimmter
neurotropher Wachstumsfaktoren in das Kulturmedium waren einige Neurone in
vitro sowohl capsaicinempfindlich als auch galaninerg. In serumfreiem Medium
ohne Wachstumsfaktoren waren nach 30 und 48 h, nicht aber nach 6 oder 96 h
zwischen 6 und 11% aller Neurone doppeltgefarbt. Wurden dem Medium NGF
oder GDNF hinzugefugt, fanden sich auch nach 96 h vereinzelt doppeltgefarbte
Neurone. Diese Kolokalisation in vitro kann als weiterer Hinweis auf den vorge-
schlagenen Mechanismus gelten, dal® die Hochregulation von Galanin in
physiologischerweise capsaicinempfindlichen Neuronen stattfindet.

4.6 Schluldfolgerungen und Ausblick

In der vorgelegten Arbeit wurde die Hypothese aufgestellt, da® die galaninerge
Population nach einer Axotomie aus der physiologischerweise capsaicin-
empfindlichen Population hervorgeht. Hinweise darauf ergeben sich aus der
Verschiebung der Groenverteilung nach Axotomie und aus den in vitro Ex-
perimenten unter Einsatz von NGF und GDNF. Diese Hypothese wird durch
Daten aus der Literatur unterstutzt.

Bemerkenswerterweise impliziert die aufgestellte Hypothese im Zu-
sammenhang mit der fehlenden Kolokalisation, dald im einzelnen Neuron die
Herunterregulation der Capsaicinempfindlichkeit der Hochregulation von Gala-
nin zeitlich vorausgeht. Dies mag mit der Sensitivitat und Spezifitat der hier
verwendeten Methoden zusammenhangen. Es ist jedoch ebenfalls denkbar,
dald der zeitlichen Trennung von Capsaicinempfindlichkeit und Galaninexpres-
sion Mechanismen — etwa auf Transkriptionsebene — zugrundeliegen, die Hin-
weise auf die Funktion der Neurone geben konnen. Gerade bei neuro-
pathischen Schmerzzustanden ist nur teilweise klar, welche Neurone und wel-
che Mechanismen an ihrer Entstehung beteiligt sind. In letzter Zeit wurde eine
Reihe von Rezeptoren und Kanalen entdeckt bzw. postuliert, die unter neuro-
pathischen Bedingungen eine Rolle spielen kdnnten und somit potentielle An-
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griffspunkte fur neue Medikamente zur Behandlung neuropathischer
Schmerzen darstellen (Okuse et al., 1997; Coward et al., 2000; Marin-Burgin et
al., 2000). Dabei ist die Rolle der ehemals capsaicinempfindlichen Neurone
nach Axotomie ungeklart, jedoch liegt die Vermutung nahe, dal} sie nach einer
Axotomie ihre Funktion als Nozizeptoren beibehalten und andere, mit neuro-
pathischen Zustanden assoziierte Rezeptoren und Kanale von gerade diesen
Neuronen exprimiert werden. Die vorgestellte Arbeit legt nahe, dal3 Galanin als
einfach nachzuweisendes Neuropeptid ein geeigneter Marker fur diese ehemals
capsaicinempfindlichen Nozizeptoren ist.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Plastizitdt von Nozizeptoren kann eine der Ursachen fur neuropathische
Schmerzen sein. In der vorliegenden Arbeit wurden Veranderungen der
Capsaicinempfindlichkeit und der Galaninexpression in einzelnen Spinal-
ganglionneuronen unter verschiedenen Bedingungen untersucht. Diese Eigen-
schaften wurden gewahlt, weil beide nach experimentellen Nervenverletzungen
starken Veranderungen unterliegen und weil beide Uber ,nerve growth factor®
reguliert werden. Neurone von Ratten mit experimenteller Axotomie oder
,chronic constriction injury” des N. ischiadicus wurden mit entsprechenden Neu-
ronen von unverletzten Ratten unter Kulturbedingungen verglichen. Der gleich-
zeitige Nachweis beider Eigenschaften erfolgte in isolierten Neuronen durch
eine Doppelfarbung, bei der die Capsaicinempfindlichkeit mittels Kobaltauf-
nahme und die Galaninexpression immunzytochemisch nachgewiesen wurden.

Mit zunehmender Dauer einer Axotomie und mit zunehmender Dauer in
Kultur sank der Anteil capsaicinempfindlicher Neurone. Gleichzeitig kam es zu
einer starken Hochregulation von Galanin. Diese Effekte waren in vitro durch
die Zugabe von ,nerve growth factor” oder ,glial cell line-derived neurotrophic
factor® reversibel. Mit zunehmender Dauer einer ,chronic constriction injury”
hingegen veranderten sich diese Populationen nicht.

Die Analyse doppeltgefarbter Neurone ergab, dal3 nach einer Axotomie
kein einziges Neuron gleichzeitig capsaicinempfindlich und galaninerg war.
Unter bestimmten Kulturbedingungen sah man jedoch vereinzelt eine Doppel-
farbung. Die nach einer Axotomie de novo galaninergen Neurone hatten ein
Grolenverteilungsprofil, das demjenigen von unverletzten capsaicinempfind-
lichen Neuronen stark ahnelte. Aus der Literatur ist bekannt, dal® die Hoch-
regulation von Galanin das Vorhandensein capsaicinempfindlicher Neurone
voraussetzt. In dieser Arbeit wird daher die Hypothese aufgestellt, dal} die nach
einer Axotomie galaninergen Neurone zuvor capsaicinempfindlich gewesen
sein mussen. Dies impliziert, dal} im einzelnen Neuron die Hochregulation von
Galanin erst nach einer Herabregulation der Capsaicinempfindlichkeit ge-
schieht. Ob diese Sequenz eine funktionelle Bedeutung hat, bedarf weiterer
Untersuchungen. Es liegt nahe, dal® Galanin als Markerpeptid gelten kann, mit
dem in kunftigen Untersuchungen neuropathischer Zustande der Nozizeption
diejenigen Neurone identifiziert werden konnen, die zuvor im unverletzten Zu-
stand capsaicinempfindliche Nozizeptoren waren.
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