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1. Einleitung 
 

Die International Association for the Study of Pain (IASP) definiert Schmerz als “an 

unpleasant sensory and emotional experience associated with actual or potential tissue 

damage, or described in terms of such damage” (Merskey und Bogduk 1994). Aus der 

Definition geht hervor, dass Schmerz durch Noxen ausgelöst wird, die direkt oder 

potentiell schädlich sind. Klinisch betrachtet, stellen sowohl akute als auch chronische 

Schmerzzustände ein substantielles Problem dar. Dabei ist Schmerz eine der häufigsten 

Gründe für eine Arztkonsultation. In Großbritannien wurde bei einer Befragung von 

über 5000 Patienten in stationärer Behandlung verschiedener klinischen Fächern 

festgestellt, dass 61% der Patienten unter akutem Schmerz aufgrund der Erkrankung 

oder als Folge der Behandlung litten (Bruster et al. 1994). Weiterhin wird geschätzt, 

dass 7- 11% der britischen Bevölkerung unter chronischen Schmerzen leidet 

(Department of Health, 2000). Die Folgen dieser hohen Prävalenz von 

Schmerzzuständen sind immense Kosten für das Gesundheitssystem, aber auch eine 

starke Beeinträchtigung der Lebensqualität für die Betroffenen. Aus dieser Sicht wird 

deutlich, dass die Erforschung des Schmerzes von grosser Bedeutung ist.  

Schon am Anfang des zwanzigsten Jahrhunderts wurde die Beziehung von akutem 

Schmerz und dem Fluchtreflex durch die Behauptung von Sherrington (1900) postuliert: 

„Pain is the adjunct to protective reflexes“. Dabei besteht der afferente Schenkel des 

Reflexbogens aus spezialisierten afferenten Neuronen, die als Detektoren für potentiell 

schädlichen Stimuli dienen. Diese spezialisierten Afferenzen, deren Existenz ebenfalls 

schon durch Sherrington (1906) postuliert wurde, werden als „Nozizeptoren“ 

bezeichnet. Nozizeptoren sind Afferenzen mit freien Nervenendigungen, die unter 

anderem durch Hitze, Kälte, mechanische Reizung oder chemische Substanzen wie z.B. 

Protonen und Bradykinin aktiviert werden können (Snider und McMahon 1998; Raja et 

al. 1999; Julius und Basbaum 2001). Psychophysische Untersuchungen an normalen 

Probanden zeigen, dass die Aktivierung einer definierten Population von dünn 

myelinisierten und unmyelinisierten sensiblen somatischen Afferenzen zu einer 

Schmerzentstehung führt. Am Mensch konnte dies durch intraneurale Mikrostimulation 

bestätigt werden, indem an wachen Probanden einzelne kutane Afferenzen selektiv 

stimuliert wurden (Torebjörk et al. 1987; Ochoa und Torebjörk 1989; Torebjörk und 



 2

Ochoa 1990). Während Reizung von dick myelinisierten Fasern nicht schmerzhafte 

Empfindungen auslöste, führte die Stimulation von dünn myelinisierten und 

unmyelinisierten Afferenzen regelhaft zu Schmerz- oder Juckempfindungen. Durch eine 

morphologische und funktionelle Charakterisierung sensibler somatischen Neuronen ist 

eine Klassifikation des peripheren, nozizeptiven Systems entstanden (Raja et al. 1999; 

Julius und Basbaum 2001). Dabei dienen Studien an Afferenzen von Nagetieren als ein 

repräsentatives Modell für die Charakterisierung der Eigenschaften von sensiblen 

afferenten Neuronen von Primaten, einschließlich des Menschen (Koltzenburg et al. 

1997; Cain et al. 2001). Diese Klassifikation der peripheren sensiblen somatischen 

Neuronen beruht im Wesentlichen auf der Leitgeschwindigkeit, der rezeptiven 

Eigenschaften und auf neurochemischen Charakteristika.  

 

Leitgeschwindigkeit und Myelinisierungsgrad 

Unter den afferenten sensiblen Nervenfasern findet man myelinisierte Aα- und Aβ-

Fasern, dünn myelinisierte Aδ-Fasern sowie unmyelinisierte C-Fasern (Tabelle 1). Die 

schnell leitenden Aα-Fasern erfüllen propriorezeptive Aufgaben, während Aβ-Fasern 

im physiologischen Zustand die Wahrnehmung von Druck und Berührung vermitteln 

(Julius und Basbaum 2001). Einigkeit herrscht darüber, dass die Mehrheit von C- and 

Aδ-Fasern nozizeptive Eigenschaften ausüben (Koltzenburg 1995, 1999; Snider und 

McMahon 1998). Die unmyelinisierten C-Fasern weisen eine langsame 

Leitungsgeschwindigkeit auf, während die dünn myeliniserten Aδ-Fasern schneller 

leiten. In der Maus beträgt die Leitungsgeschwindigkeit der C-Fasern < 1,0 ms-1, für 

Aδ-Fasern 6- 15 ms-1 (Koltzenburg et al. 1997; Cain et al. 2001). Es wird vermutet, dass 

die Aktivierung von Aδ-Fasern den sogennante „ersten Schmerz“ vermittelt (Raja et al. 

1999; Julius und Basbaum 2001). Damit wird die schnell einsetzende, scharfe und 

stechende Schmerzempfindung beschrieben, die z.B. den Fluchtreflex auslöst. Die 

darauf folgende dumpfe und brennende Schmerzempfindung wird demnach auch 

„zweiter Schmerz“ genannt und wird vermutlich von C-Fasern vermittelt (Raja et al. 

1999). Es besteht eine enge Korrelation zwischen Dicke der Myelinscheide der 

Afferenzen und dem Durchmesser des dazugehörigen Zellkörpers (Harper und Lawson 

1985; Lawson und Waddell 1991; Djouhri et al. 1998). C- und Aδ-Fasern entspringen 

klein- bis mittelgrossen Zellkörpern (15-30 µm, (bei Maus und Ratte)), während Aβ-
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Fasern Zellkörpern mit einem großen Durchmesser (30-50 µm, (bei Maus und Ratte)) 

zugerechnet werden können. Diese Kenntnisse macht man sich in vielen in vitro Studien 

zunutze, indem hauptsächlich kleine- bis mittelgrosse Spinalganglienzellen als Model 

eines Nozizeptors untersucht werden (Wood et al. 1988; Kress und Reeh 1996). 

 

Adäquate Stimuli für die Aktivierung von somatischen Afferenzen 

In verschiedenen experimentellen Präparationen an Versuchstieren und an Menschen 

finden sich Populationen von Nozizeptoren mit einem typischen Repertoir von 

Stimulus-Modalitäten, die zu einer Aktivierung führen (Koltzenburg et al. 1997; Raja et 

al. 1999; Weidner et al. 1999). Viele C-Fasern und eine kleine Population der Aδ-

Fasern sind polymodale Nozizeptoren, die durch Hitze, mechanische Reizung und 

chemische Substanzen aktivierbar sind. Diese werden ensprechend als CMH- (C-fibre 

mechano-heat) bzw. AMH- (A-fibre mechano-heat) Fasern bezeichnet. Entsprechend 

finden sich auch Neurone, die nur durch Hitze (CH- bzw. AH-) oder durch mechanische 

Reizung (CM- bzw. AM-) aktivierbar sind. Die Mehrheit der polymodalen und Hitze-

sensiblen Nozizeptoren wird durch Capsaicin, dem scharfen Inhaltsstoff des 

Chilipfeffers (Capsicum annuum), aktiviert (Szolcsányi et al. 1988; Caterina et al. 

2000). Capsaicin ist ein Mitglied der chemischen Gruppe der Vanilloide und ist seit 

langer Zeit als ein Aktivator von nozizeptiven sensorischen Neuronen bekannt. 

Capsaicin wird oft zur Identifikation dieser interessanten Population von Neuronen 

verwendet, aber auch eine Vielfalt von weiteren Vanilloid-Analoga, die Capsaicin-

sensible Neurone erregen (z.B. Resiniferatoxin), sind beschrieben worden (Szolcsanyi 

und Jancso-Gabor 1975; Heyman und Rang 1985; Wood et al 1988; Holzer 1991; 

Szallasi und Blumberg 1999). Resiniferatoxin ist ein Vanilloid, das aus der 

Kaktuspflanze Euphorbia resinifera gewonnen wird und ist bezogen auf das molekulare 

Gewicht ein weitaus potenterer Aktivator polymodaler Nozizeptoren als Capsaicin 

(Szallasi und Blumberg 1989, 1990, 1999). Weiterhin werden viele Nozizeptoren von 

Protonen aktiviert, jedoch sind relativ hohe Konzentrationen (pH <6,0), die z.B. bei 

einer Entzündung oder einer Ischämie erreicht werden können, notwending. Es wird 

vermutet, dass diese lokale Gewebsansäuerung maßgeblich zu einer Schmerzentstehung 

beiträgt (Steen und Reeh 1993, 1995; Reeh und Steen 1996; Kress und Zeilhofer 1999). 

Eine kleine Anzahl der C- und Aδ-Fasern sind auch durch Kälte aktivierbar 
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(Koltzenburg et al. 1997; Viana et al 2002). Eine weitere Gruppe von sensiblen 

Neuronen, die zu den Nozizeptoren gezählt werden, sind die sogennanten „schlafenden 

Nozizeptoren“ oder CMiHi–Fasern (C-Faser Mechano- und Hitze-unempfindlich) 

(Schaible and Schmidt 1988; Schmidt et al. 1995). Diese Neurone sind im 

physiologischen Zustand weder Druck- noch Hitze-sensibel, aber sie werden durch 

Entzündungsmediatoren und Capsaicin erregt und sensibilisiert, so dass sie Druck- oder 

Hitze-sensibel werden. Dieser Gruppe von Neuronen wird eine Bedeutung u.a. bei 

entzündungsinduzierten Schmerzen beigemessen (Koltzenburg 1999).  

Das Antwortverhalten sensorischer Neurone auf mechanische Reizung ist sehr 

vielfältig, eine Übersicht wird in Tabelle 1 dargestellt. In Abgrenzung zu den Aβ-

Mechanorezeptoren mit einer niedrigen Reizschwelle und korpuskulären 

Nervenendigungen wie Ruffini- und Meißner-Körperchen, weisen mechanosensible 

Nozizeptoren (C- und Aδ-Fasern) eine deutliche höhere Reizschwelle auf und enden als 

freie Nervenendigungen (Raja et al. 1999; Koltzenburg et al. 1997; Price et al. 2000). 

Im Hinblick auf die Hitze-Sensibilität findet man hauptsächlich zwei unterschiedlichen 

Antwortverhalten in sensorischen Neuronen (Reichling und Levine 2000; Julius und 

Basbaum 2001). Polymodale Nozizeptoren, C-Fasern und Aδ-Fasern Typ 2 (AMH II), 

werden bei Temperaturen ab 43°C aktiviert, interessanterweise entspricht dieser 

Temperaturbereich in psychophysischen Untersuchungen der Schmerzschwelle 

(Robinson et al. 1983; Treede et al. 1992; Cesare et al. 1999). Es findet sich ferner unter 

den Aδ-Fasern (Typ I, AMH I oder HTMR (high threshold mechanoreceptor)) eine 

kleine Population von Neuronen, die erst ab 53°C aktiviert werden (Treede et al 1995; 

Raja et al. 1999; Reichling und Levine 2000).  
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Faser-Typ Rezeptor Endigung Stimulus Empfindung 
Aα Propriorezeptor Muskelspindel Muskelkontraktion Gelenk-  

   Sehnenorgan  Dehnung  Position 
Aβ schnell adaptierende Guard-Follikel Haut- oder Haar- Flattern oder 

 Mechanorezeptor Meißner-Köperchen (RA I) Bewegungen Vibration 
Aβ langsam adaptierende Merkelzellen (SA I) Hautindentation Druck 

 Mechanorezeptor (SA) Ruffini-Körperchen (SA II) Hautdehnung Gelenkposition
Aδ  D-Haar-Rezeptor Velus-Haarfollikel Haarbewegung Haarbewegung

Aδ, C  Thermorezeptor freie Nervenendigung Temperatur Warm, Kalt 
Aδ, C Nozizeptor freie Nervenendigung Noxen Schmerz 

 
Tabelle 1  Einteilung peripherer sensiblen somatischen Neuronen (modifiziert nach 

Koltzenburg und Lewin 1997). 

 

 

Neurochemische Charakteristik der Spinalganglienzellen 

 

Eine weitere Einteilung von Nozizeptoren ist durch die Erforschung der Entwicklung 

und der phänotypischen Differenzierung sensibler Neurone entstanden. Es konnte 

gezeigt werden, dass verschiedene neurotrophe Faktoren den Phänotyp von sensiblen 

Neuronen maßgeblich beeinflussen (Koltzenburg und Lewin 1997; Snider und 

McMahon 1998). Im Hinblick auf die nozizeptiven Neuronen konnte gezeigt werden, 

dass NGF (nerve growth factor) in der Embryonalzeit essentiell sowohl für das 

Überleben als auch für die Entwicklung dieser Neurone ist (Silos-Santiago et al. 1995; 

Snider and McMahon 1998; Koltzenburg 1999). Dabei erscheint die Expression des 

hochaffinen NGF-Rezeptors trkA (Tyrosinkinase A) entscheidend für das Überleben 

unmyelinisierter- und dünn myelinisierter Neurone zu sein, während der niedrigaffine 

NGF-Rezeptor p75 für die funktionelle Ausdifferenzierung und das Überleben einer 

kleineren Neuronenpopulation notwendig zu sein scheint (Lewin und Mendell 1992; 

Bergmann et al. 1997; Stucky und Koltzenburg 1999). Postnatal verringert sich der 

Anteil trkA-exprimierender Neurone auf ca. 40%- 45%, eine ähnlich große Gruppe von 

Neuronen verlieren trkA und p75 und exprimieren postnatal Rezeptoren für neurotrophe 

Faktoren der GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor)-Familie (C-Ret, 

GFRα1- GFRα4 (glial cell line-derived neurotrophic factor receptor family)) (Molliver 

et al. 1997; Bennett et al. 1998). Das Ergebnis dieser phänotypischen Umwandlung von 
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sensorischen Neuronen sind zwei distinkte Populationen von Neuronen im adulten 

Nervensystem, zwischen denen anatomische und expressionsspezifische Unterschiede 

nachgewiesen werden konnten (Abb. 1) (Bennett et al. 1998; Michael und Priestley 

1999; Guo et al. 1999; Amya et al. 2000). Neurone, die ihre NGF-Empfindlichkeit 

beibehalten exprimieren neben trkA und p75 typischerweise Neuropeptide wie Substanz 

P und CGRP (Calcitonin gene-related peptide). Diesen peptidergen Neuronen wird bei 

der Entstehung der neurogenen Entzündung sowie bei der sogenannten zentralen 

Sensibilisierung eine wichtige Bedeutung zugeschrieben (Woolf und Salter 2001). 

Diese Neurone terminieren in den Laminae I und IIo (outer) im Hinterhorn des 

Rückenmarks und bilden dort Synapsen mit Hinterhornneuronen die u.a. den Rezeptor 

für Substanz P (Neurokinin 1) exprimieren (Snider und McMahon 1998). Afferente 

Neurone, die Rezeptoren für GDNF exprimieren (30- 40% der Neurone), enthalten 

typischerweise das Enzym TMP (thiamine monophosphatase) sowie die Bindungsstelle 

für das Isolectin B4 (IB4, von Griffonia simplicifolia) (Silverman und Kruger 1990; 

Plenderleith und Snow 1993; Molliver et al 1997). Diese IB4-bindenden, „nicht-

peptidergen“ Neurone terminieren hauptsächlich in Lamina IIi (inner) des Hinterhorns. 

Hinweise auf eine unterschiedliche Funktion dieser zwei Populationen von 

Nozizeptoren liegen vor, da die Expression von spannungsabhängigen Natriumkanälen, 

Hitze-aktivierbaren Kanälen und purinergen (ATP-) Rezeptoren in den beiden 

Populationen unterschiedlich ist (Stucky und Lewin 1998; Fjell et al. 1999; Bradbury et 

al. 1998).  
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Abb. 1  Zwei Populationen von Nozizeptoren. NGF- bzw. GDNF-abhängige Neurone 

mit anatomischen und expressionsspezifischen Unterschieden (modifiziert nach Snider 

und McMahon 1998).  

 

 

Anhand der Erkenntnisse, die durch neurophysiologische und morphologische Studien 

gewonnen wurden, konnten somit distinkte Populationen von Nozizeptoren mit 

spezialisierten funktionellen Eigenschaften identifiziert werden. Es wird daher vermutet, 

dass die spezialisierte Sensibilität funktionell verschiedenen Gruppen von Nozizeptoren 

eine molekulare Grundlage hat (Snider und McMahon 1998). Die Kenntnisse über die 

molekularen Transduktionsmechanismen in den peripheren Afferenzen konnten in den 

letzten Jahren um ein Vielfaches erweitert werden. Gegenwärtig wird eine Vielfalt von 

vielversprechenden Genprodukten studiert (Eglen et al. 1999; Wood 2000; Julius und 

Basbaum 2001). Die vorliegende Arbeit untersucht eines von vielen Proteinen, die 

durch die modernen molekular-biologischen Techniken identifiziert werden konnten 

und in der Entstehung von Schmerzen maßgeblich beteiligt zu sein scheinen (Caterina 

und Julius 2000a, b; Julius und Basbaum 2001). Das Protein, der Vanilloid Receptor 1, 

TRPV1 (früher VR1), konnte 1997 von der Arbeitsgruppe um Prof. David Julius durch 

Expressionsklonierung identifiziert werden (Caterina et al. 1997). TRPV1 gehört zu der 

Untergruppe TRPV der Familie der TRP- (transient receptor potential) Kanäle (Montell 
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2002). Die TRP-Untereinheiten sind nicht-spannungsabhängige Kationen-Kanäle, 

bestehend aus sechs transmembranen Segmenten die vermutlich durch eine 

Gruppierung zu Tetrameren einen funktionellen Kanal bilden. Die sogenannte „pore-

loop“ zwischen den Segmenten 5 und 6 bildet die Pore des Kanals aus (Montell et al. 

2002). Bei der Aktivierung des Kanals entsteht ein Kationen-Influx, wobei die 

Permeabilität für Calcium am größten ist (Abb. 2). Die Aktivierung von TRPV-

Untereinheiten wird durch mehrere Stimuli erzielt, z.B. durch Hitze, Kälte, Protonen, 

Endocannabinoide, Lipide, Phorbole, Osmolaritätsänderungen und Druck (Clapham et 

al. 2001; Gunthorpe et al. 2002; Montell et al. 2002). Es konnte gezeigt werden, dass 

TRPV1 bei der Maus nahezu ausschließlich in sensiblen Neuronen exprimiert wird 

(Caterina et al. 1997). In heterologen Expressionssystemen waren Capsaicin (und 

andere Vanilloide), Protonen (pH < 5,9) und Hitze (> 45°C) die ersten identifizierten 

Aktivatoren von TRPV1, dem entsprechend wird TRPV1 auch oft als „Capsaicin-

Rezeptor“ ausgesprochen (Caterina et al. 1997). Neben der Eigenschaft als Agonisten 

bewirken Protonen auch eine Sensibilisierung von TRPV1 bei der Aktivierung durch 

andere Agonisten, z.B. wird bei moderaten Protonenkonzentrationen (pH > 6,0) eine 

Aktivierung von TRPV1 bei Körpertemperatur (~ 37°C) beobachtet (Caterina et al 

1997; Tominaga et al. 1998). Die Aktivierung von TRPV1 durch die Bindung eines 

Agonisten erzeugt einen unselektiven Kation-Einwärtsstrom (Ca++ > Na+), der zu einer 

Depolarization und gegebenenfalls zum Aktionspotential des Neurons führt. Capsaicin 

bindet an eine intrazellulär lokalisierte Bindungsstelle, während die Aktivierung durch 

Protonen über eine extrazelluläre Bindungsstelle vermittelt wird (Jung et al. 1999; Jordt 

et al. 2000). Die Mechanismen die, die Hitze-induzierte Aktivierung von TRPV1 

zugrunde liegen, sind bisher weitgehend unbekannt  (Jordt et al. 2000; Jordt und Julius 

2002; Welch et al. 2000). Die Transduktionsmechanismen und Charakteristika der 

Einwärtsströme von TRPV1 exprimiert in heterologen Systemen, die bei der 

Aktivierung durch Capsaicin, Hitze und Protonen beobachtet geworden sind, ähneln 

denen, die in nativen nozizeptiven Neuronen beschrieben sind (Bevan und Yeats 1991; 

Kirchstein et al. 1997; Caterina et al. 1997; Tominaga et al 1998; Nagy und Rang 

1999a, b). Capsaicin-sensible Nozizeptoren sind fast ausschließlich polymodal und 

werden durch Hitze und mechanische Reizung aktiviert. In extrazellulären Ableitungen 

besteht eine große Überlappung von Hitze- und Capsaicin-Sensibilität, und in isolierten 
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Spinalganglienzellen weisen die Transduktionsmechanismen der Capsaicin- bzw. Hitze-

Aktivierung ähnliche kinetische und pharmakologische Merkmale auf (Szolcsanyi et. al. 

1988; Cesare und McNaughton 1996; Kirschstein et al. 1997; Nagy und Rang 1999a, b). 

Weiterhin sind viele der Capsaicin- und Hitze-sensiblen Nozizeptoren auch durch 

Protonen (pH < 6,0) aktivierbar, ferner verursacht eine moderate Erhöhung der 

Protonenkonzentration eine Sensibilisierung polymodaler Nozizeptoren bei der 

Aktivierung durch Capsaicin und Hitze (Petersen und LaMotte 1993; Kress et al. 1996; 

McLatchie und Bevan 2001). TRPV1 scheint somit ein bedeutendes 

Transduktionselement in Nozizeptoren zu sein und wurde daher seit seiner Entdeckung 

aus dem Jahr 1997 intensiv studiert.  

 

 

 

A

A
A

N

C

 Iononselektivitat Ca  >Mg  >Na  =K++ ++ + +

 
 

Abb. 2   Cartoon des Vanilloid Rezeptors 1 (TRPV1). Das Gen für TRPV1 kodiert ein 

Membranprotein (838 Aminosäuren) mit sechs transmembranen Segmenten. TRPV1-Agonisten, 

Capsaicin, Protonen und Hitze, lösen einen unselektiven Kation-Einwärtsstrom aus (Caterina et 

al. 1997). 
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Fragestellung 

 

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Eigenschaften sensibler Neurone von 

transgenen Mäusen zu beschreiben, bei denen das Gen für TRPV1 deletiert wurde 

(TRPV1-/-). Das Ergebniss wurde mit den Daten von Wildtyp Mäusen (TRPV1 +/+) 

verglichen. Mit der Patch-Clamp Methode wurde auf zellulärer Ebene untersucht, ob 

TRPV1 ein essentielles Transduktionselement in nativen Spinalganglienzellen für die 

Aktivierung durch Vanilloide, Protonen und Hitze darstellt. Durch eine IB4-Färbung 

der untersuchten Neurone konnte die Bedeutung von TRPV1 in NGF- bzw. GDNF-

abhängigen Neuronen dargestellt werden. Weiterhin wurden Wildtyp-Daten durch die 

Untersuchung von zwei Inzuchtstämmen, C57/Bl6 und Balb/C, erhoben. Dadurch sollte 

untersucht werden, ob vorbeschriebene Unterschiede von nozizeptiven Funktionen in 

Verhaltenstests durch Unterschiede zellulärer Merkmalen von TRPV1 erklärt werden 

können (Mogil et. al. 1999; Lariviere et al. 2001). 
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2.  Material und Methoden 

  

2.1 Versuchstiere 

 

Die in dieser Arbeit verwendeten Versuchstiere wurden im Tierstall der neurologischen 

Universitätsklinik Würzburg versorgt. Es wurden adulte Tiere beiderlei Geschlechte für 

die Experimente verwendet. Für einen Teil der Versuche wurden Wildtyp Mäuse des 

Inzuchtstammes Balb/C genutzt, die von Charles River (Sulzfeld, Deutschland) bezogen 

wurden. Durch Eigenzucht konnten deren Würfe für weitere Untersuchungen genutzt 

werden. Mäuse mit einer Ausschaltung des TRPV1-Gens wurden gezüchtet, indem 

heterozygote Mäuse (TRPV1+/-) auf dem Hintergrund des Inzuchtstammes C57/Bl6 

durch Eigenzucht Würfe mit erwarteten mendelschen Genotypen produzierten. Die 

TRPV1-Mutante wurde im Labor von Prof. David Julius (Department of Cellular and 

Molecular Pharmacology, University of California, San Fransisco) hergestellt und für 

die vorliegende Arbeit zur Verfügung gestellt (Für Methodik zur Herstellung und 

Genotypisierung transgenen Tieren siehe Caterina et al. 2000 und 

www.sciencemag.org/-feature/data/1048712.shl). Die Genotypisierung der Tiere 

erfolgte im Labor von Prof. Julius. Während heterozygote Tiere wieder als Brutpaare 

verwendet wurden, wurden homozygote TRPV1-defizienten- (TRPV1-/-) und Wildtyp 

(TRPV1+/+) Mäuse für die Untersuchungen verwendet. Der Genotyp der zu 

untersuchenden Maus war dem Untersucher nicht bekannt, dies wurde erst bei der 

Auswertung der Daten bekannt gegeben. Mindestens sechs Tiere von jedem Genotyp, 

Balb/C (TRPV1+/+), C57/Bl6 (TRPV1+/+ und TRPV1-/-), wurden für die vorliegende 

Arbeit verwendet.  

 

  

2.2 Genotypisierung 

  

Gewebe für die Genotypisierung der transgenen Tiere wurde mittels eines 

standardisierten Protokolls präpariert. Die Spitze (ca. 1 cm) des Schwanzes der 

jeweiligen Mäuse wurde nach dem Absetzen vom Muttertier abgetrennt. Um eine 

spätere Identifizierung zu ermöglichen, wurden die Tiere gleichzeitig mit Ohr-Clips 



 12

markiert. Das Gewebe wurde in Eppendorfgefäße transferiert und anschließend zur 

Lyse in einem Puffer (100 mM TRIS pH 8,0, 5 mM EDTA (Sigma), 0,2% SDS, 5 mM 

NaCl, 1mg/10ml Proteinase K (Boehringer Mannheim, Deutschland) über Nacht bei 

55°C in einem Schüttler inkubiert. Durch Zentrifugation wurde das Lysat von 

Gewebsresten getrennt, anschließend wurde durch Zusatz von Isopropanol die DNA 

ausgefällt. Mit einer sterilen Pipette wurde die DNA von der Lösung entfernt und nach 

Lufttrocknung (ca. 10 min.) in ein steriles Eppendorfgefäß transferiert. Die DNA-

Proben wurden anschließend in einer Lösung aus 10 mM TRIS (pH 7,5) und 1,0 mM 

EDTA aufgelöst. Das DNA-Material wurde im Labor von Prof. Julius mittels Southern-

Blots analysiert (Caterina et al. 2000).  

  

  

2.3 Zellkultur 

  

Adulte Mäuse wurden durch CO2-Gas getötet. Die Rückenpartie des Tieres wurde mit 

Ethanol (70%) gesäubert, anschließend wurde das Fell über der Wirbelsäule eröffnet. 

Mit sterilem Präparationsbesteck wurde die gesamte Wirbelsäule freipräpariert und 

herausgenommen. Anschließend wurde diese in einer sterilen Petrischale mit einer 

feinen Schere rostro-kaudal in zwei Hälften geteilt. Mit sterilen Pinzetten wurden, nach 

der Entfernung des Rückenmarkes, die Spinalganglien entlang der gesamten 

Wirbelsäule einzeln freipräpariert und entnommen. Die Spinalganglien wurden während 

der Präparation in D-MEM (Dulbecco’s modified Eagle’s Medium, Gibco, 

Deutschland) gesammelt. Anschließend wurden die Spinalganglien in eine vorgewärmte 

(5 ml, 37°C) Collagenase-Lösung (0,28 U/ml in D-MEM, Biochrom, Deutschland) 

transferiert und für ca. 80 min im Brutschrank (37°C, 5% CO2) inkubiert. Nach der 

Inkubation wurde die Collagenase-Lösung entfernt und die Spinalganglien mit 8 ml 

PBS (Phosphat-gepufferte physiologische Kochsalzlösung) (Sigma) gewaschen, um 

eine weitere enzymatische Digestion durch die Collagenase zu verhindern. Nach dem 

Absaugen von PBS wurde die Gewebssuspension in 5 ml einer vorgewärmten (37°C) 

Trypsin-Lösung (25000 U/ml in PBS ohne Ca2+ und Mg2+, beide Sigma) für 11 min 

inkubiert (37°C, 5% CO2). Nach der Inkubation wurde 5 ml Zellmedium (Hams-F12 

Medium (Gibco) mit 3,0 mM L-Glutamine (Gibco), 40 mM Glucose (Sigma), 100 U/ml 
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Penicillin (Gibco), 100 µg/ml Streptomycin (Gibco), 50 ng/ml 2,5S-NGF (Alamone 

Labs, Israel) und 10% Pferdeserum (Life Technologies)) der Trypsin-Lösung zugesetzt. 

Das Serum stoppt die Aktivität des Trypsins und verhindert somit eine weitere 

enzymatische Verdauung. Die nun vorliegende Suspension mit einzelnen Zellverbänden 

wurde durch Zentrifugation (400g, 1 min) pelletiert. Nach Entfernung des Überstandes 

wurden 1- 2 ml Zellmedium zugesetzt (Volumen abhängig von Anzahl der 

Deckgläschen, siehe unten). Mittels steriler Pasteur-Pipetten wurden die Zellverbände 

dissoziert. Die Pasteur-Pipetten wurden dazu in einer Gasflamme poliert, so dass die 

Öffnungsgröße der Pipetten beliebig variiert werden konnte. Mit 3 Pipetten mit 

abnehmender Öffnungsgröße wurde die Zellsuspension dann vorsichtig durchgemischt 

(„trituriert“) bis diese gleichmäßig trüb wurde. Anschließend wurde die Zellsuspension 

auf vorpräparierte Deckgläschen pipettiert (50 µl/Deckgläschen).  

 

Deckgläschen (Hartenstein Laborbedarf, Deutschland) wurden mit Alkohol gereinigt 

und durch eine Bunsenbrennerflamme gezogen. Anschließend wurden sie mit Poly-L-

Lysin (Sigma) beschichtet (50 µl/Deckgläschen). Nach mindestens 4h wurde das Poly-

L-Lysin sorgfältig mit PBS gewaschen und die Deckgläschen wurden anschließend in 

Kulturschalen (12x, Nunc, Hartenstein Laborbedarf) transferiert.  

Die Deckgläschen mit Zellsuspension wurden für mindestens 4h inkubiert (37°C, 5% 

CO2). In diesem Zeitraum konnten die Zellen sinken und an der Oberfläche der mit 

Poly-L-Lysin behandelten Deckgläschen haften. Anschließend wurde ca. 1 ml 

Zellmedium pro Deckgläschen in die Kulturschale gegeben. Die Zellkultur wurde dann 

bei 37°C und 5% CO2 weiter inkubiert und innerhalb von 48h für Experimente 

verwendet. 

  

  

2.4 IB4-Färbung 

 

Alle Untersuchungen wurden an einem invertierten Lichtmikroskop (Axiovert 135, 

Zeiss) mit Fluoreszenzausstattung vorgenommen. Eine Vitalfärbung der Zellen mit dem 

Isolectin B4 (IB4) wurde kurz vor den elektrophysiologischen Untersuchungen 

durchgeführt. IB4 ist das Lectin der Pflanze Bandereia Simplicifolia I und bindet mit 
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einer hohen Affinität an Glykoproteine mit einer terminalen α-D-Galactosyl Kette, und 

somit an einer distinkten Population von Spinalganglienzellen (siehe Einleitung). Eine 

Vitalfärbung wurde mit einem konjugierten FITC-Produkt, IB4-FITC (Fluorescein-

isothiocyanate; IB4-FITC, Sigma) durchgeführt. Die Zellen wurden für 5 min in IB4-

FITC (10 µg/ml in PBS mit Ca2+ und Mg2+) inkubiert, anschließend konnten die 

Spinalganglienzellen mit Fluoreszenzlichtmikroskopie als IB4-positiv bzw. IB4-negativ 

identifiziert (Abb. 12).  

 

  

2.5 Elektrophysiologie 

  

In dieser Arbeit wurde mit Hilfe der Patch-Clamp Technik einzelne 

Spinalganglienzellen elektrophysiologisch untersucht. Der Begriff „Patch-Clamp“ (im 

Deutschen auch als Membranflächen-Klemme bezeichnet) umfasst eine Vielzahl von 

Methoden, mit denen die elektrophysiologische Eigenschaften biologischer Membranen 

untersucht werden können (Hamill et al. 1981; Sakmann und Neher 1995; Hille 2001). 

In der vorliegenden Arbeit wurde die sogennante Whole-Cell Konfiguration verwendet, 

mit dieser Methode können elektrische Vorgänge in der Membran einer intakten Zelle 

untersucht werden. Die Whole-Cell Konfiguration kann in zwei unterschiedlichen Modi 

ausgeführt werden, dem Voltage-Clamp und dem Current-Clamp Modus. Im Current-

Clamp Modus werden Strompulse an der Zellmembran appliziert. Durch die 

entstandenen Spannungsänderungen können Eigenschaften von Depolarizationen, 

Aktionspotentialen und Hyperpolarizationen an einer Zelle studiert werden. Im Voltage-

Clamp Modus hingegen wird das Membranpotential der Zelle festgelegt, und es werden 

Ionenströme untersucht. Somit können Eigenschaften von verschiedenen Ionenkanälen 

in der Membran einer Zelle studiert werden. In der vorliegenden Arbeit wurden 

Spinalganglienzellen im Voltage-Clamp Modus untersucht. 

In der Whole-Cell Konfiguration wird ein direkter Zugang der Elektrode in das 

Zellinnere erschaffen, indem mittels einer Glaspipette eine Abdichtung (Seal) mit der 

Zellmembran formiert wird (Abb. 3, 4). Pipetten aus Borosilicat-Glas (Science 

Products, Deutschland) wurden dafür mit einem Pipetten-Puller (Sutter P-97, Sutter, 

U.S.A.) auf die erwünschte Größe ausgezogen. Die Öffnung der verwendeten Pipetten 
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wiesen einen Durchmesser von 0,5- 1,0 µm auf, und besaßen einen elektrischen 

Widerstand von 3- 5 MΩ. Die Pipette wurde mit einer intrazellulären Lösung gefüllt (in 

mM: KCl 140, CaCl2 1,  MgCl2 2, EGTA 10, HEPES 10 and MgATP 2, pH 7.4; 

Osmolarität ~300 mosm). Mittels eines Micromanipulators (PatchMan, Eppendorf, 

Deutschland) konnte die Pipette präzise an die Zelle herangeführt werden. Mit einem 

Verstärker (Axopatch 200B, Axon Instruments, U.S.A), der über die Pipettenhalterung 

mit der Pipette verschaltet war, wurden die Messbedingungen eingestellt und 

kontrolliert. Der Verstärker war über eine Schnittstelle (Digidata 1200B, Axon 

Instruments) mit einem PC vernetzt. Mit dem Software-Paket pClamp 6.0 und 8.0 

(Axon Instruments, U.S.A) wurden die Daten aufgezeichnet und analysiert. Die Daten 

wurden mit einer analog-digitalen Umwandlungsrate von 0,2 – 1 kHz aufgenommen 

und durch einen Breitbandfilter von 5 kHz gefiltert. In sämtlichen Experimenten wurde 

das Membranpotential auf –80 mV eingestellt; das tatsächliche Ruhemembranpotential 

wurde elektronisch abgelesen und protokolliert. Zellen mit einem 

Ruhemembranpotential positiver als -45 mV wurden ebenso verworfen wie Zellen, bei 

denen initial der Widerstand der Abdichtung zwischen Pipette und Membran unter 1 

GΩ lag oder ein Leckstrom von mehr als 1,0 nA während der Messung auftrat (Abb. 4). 

 

50 µm

 
 

Abb. 3  Foto einer Pipette und einer Spinalganglienzelle im Whole-Cell Modus  

(40x Vergrößerung). 
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Abb. 4  Schematische Darstellung der Vorgehensweise zur Erschaffung der  

Whole-Cell Konfiguration. 

 

 

Neurone, die elektrophysiologisch untersucht werden sollten, wurden zunächst mit IB4-

FITC gefärbt (siehe oben). Anschließend wurde das Deckgläschen in eine 

Perfusionskammer transferiert (Abb. 5) (RC-25, Warner Instruments, U.S.A). Die 

Kammer war auf dem Mikroskop montiert und wurde durch Gravitation kontinuierlich 

mit einer extrazellulären Standardlösung durchflutet (in mM: NaCl 145, KCl 5, CaCl2 2, 

MgCl2 1, Glucose 10 und Hepes 10, pH 7,3, Osmolarität 310 mosm). Die Konstruktion 

der Kammer ermöglicht einen laminaren Fluss der extrazellulären Lösung, hierdurch 

wurden Chemikalien nach deren Applikation schnell ausgewaschen. Das 

Applikationssystem bestand aus 12 Kanälen mit einer gemeinsamen Öffnung in Form 

einer Glaskapillare und über einen Mikroprozessor wurden die elektronischen Ventile 

bedient. Die Konstruktion des Applikationssystems ermöglichte eine kontrollierte 

Erhitzung einer Testlösung in der Applikationsspitze (Abb. 6) (Dittert et. al. 1998). 

1. Positionierung der Pipette an die Zelloberfläche, 
durch einen leichten Überdruck in der Pipette wird 
eine Eindellung der Zelle sichtbar. Als Zeichen einer 
Abdichtung (Seal) zwischen Zelle und Pipette kann 
eine Erhöhung des Widerstandes abgelesen werden. 

 
 
 
2. Durch einen Unterdruck in der Pipette wird die 

Abdichtung verbessert, dies zeichnet sich als eine 
weitere Erhöhung des Widerstandes aus. Die 
Formierung der Abdichtung wird durch Absenken 
des Membranpotentials auf –80mV verbessert, um 
einen Widerstand > 1 GΩ („Gigaseal“) zu erreichen. 

 
 
 
3. Nach dem Erreichen des Gigaseals wird durch eine 

Erhöhung des Unterdruckes in der Pipette die 
Zellmembran rupturiert. Nach Ruptur der Membran 
besteht die „Whole-Cell“ Konfiguration. Vor den 
Untersuchungen wurden der Leckstrom (leak-
current), das Ruhemembranpotential und der 
Widerstand  des „Seals“ protokolliert.  
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Hitze-induzierte Einwärtsströme wurden untersucht, indem die Applikationslösung von 

einer Adaptationstemperatur von 30°C innerhalb 11 s auf 55- 60°C erhitzt wurde. Die 

Positionierung der Applikationsspitze < 100 µm von der Zelle entfernt, erlaubt eine 

schnelle Applikation einer Testlösung (innerhalb von 300 ms) und eine genaue 

Steuerung der Hitze-Applikation (Dittert et al. 1998). Durch eine Vernetzung des 

Applikationssystems mit der Datenaufnahme des PCs konnte die Hitze-Applikation mit 

elektrophysiologischen Messungen koordiniert werden.  

Die Applikation von Capsaicin (1,0 µM), Resiniferatoxin (300 nM) und Protonen (pH 

6,0, 5,0 und 4,0) wurde mit dem gleichen System durchgeführt. Die Testlösungen 

wurden allerdings nicht erhitzt (24°C) und nur für 10 s appliziert. Capsaicin (Sigma) 

und Resiniferatoxin (Alexis, Grünberg) wurden in 100% Ethanol zu einer Stammlösung 

20 mM hergestellt und eingefroren (- 20°C). Am Tag des Experiments wurden diese 

Lösungen mit der extrazellulären Standardlösung (s.o.) zur erwünschten Konzentration 

verdünnt. Zur Erstellung der Protonen-Lösungen wurde die extrazelluläre Lösung mit 

HCl (1,0 M) titriert. Für die Lösungen mit pH 5,0 und 4,0 wurde statt HEPES, 10mM 

MES (2-Morpholinoethansulfat) (Gibco) als Puffer verwendet. Um eine eventuelle 

Desensibilisierung oder Tachyphylaxie von TRPV1 zu vermeiden, wurde in allen 

Experimenten nur eine Zelle pro Deckgläschen untersucht. Die Applikation der 

verschiedenen Stimuli erfolgte üblicherweise in der Reichenfolge; Protonen, Capsaicin, 

Hitze und Resiniferatoxin   

 
Zufluss

Deckgläschen Reservoir

Abfluss 
 

Abb. 5  Die Perfusionskammer, auf dem Mikroskop montiert, wurde kontinuierlich mit einer 

extrazellulären Lösung durchflutet. 

 



 18

Axopatch 200B

Kontroll-Einheit

Hitze-Element

Pipettenhalterung

Applikation ungsl sö

 
 

Abb. 6  Schematische Darstellung des Applikationssystems und der Patch-Clamp 

Konfiguration. Die Applikationslösung wurde durch Gravitation getrieben, die 

Applikationsspitze war mit einer Kontroll-Einheit zur Erhitzung der Applikationslösung 

gekoppelt. Die Kontroll-Einheit war mit dem elektrophysiologischen Setup vernetzt, so konnten 

Erhitzung und elektrophysiologische Messungen mit einer Software (pClamp 6.0) simultan 

kontrolliert und aufgenommen werden.   

 

  

Einzelne Spinalganglienzellen wurden lichtmikroskopisch untersucht und es wurden nur 

kleine bis mittelgroße Zellen wurden für Messungen verwendet (15- 30 µm). Die Größe 

der Zellen wurde durch eine im Okular integrierte Skala abgelesen. Als eine weitere 

Angabe der Zellgröße wurde die Kapazität (C; Einheit Farad (F)) bestimmt. Die 

Kapazität ist ein Maß für die Eigenschaft eines Körpers (Kapazitator), Ladungen (Q) bei 

Änderungen in einem elektrischen Spannungsfeld speichern zu können (Q= C*∆V). Die 

Membran eines Zellkörpers bildet einen effizienten Kapazitator (~1 pF/cm2) und in der 

Whole-Cell Konfiguration kann die Kapazität der Zelle erfasst werden. Die Kapazität ist 

proportional zu der Oberfläche (A) des Kapazitators und somit theoretisch auch zur 

dritten Potenz des Radius einer sphärischen Zelle (A= 4*π*r3/3). Abbildung 7 zeigt 

diese Beziehung für die Zellen (n= 227), die in dieser Arbeit untersucht wurden 

(Korrelationskoeffizient, r = 0,5, p < 0,001). Durch die Bestimmung der Kapazität 

konnten die einzelnen Stromamplituden auf die Oberflächengröße der jeweiligen 

Neurone bezogen werden und als Stromdichte (pA/pF) berechnet werden. In der 

vorliegenden Studie wurden Neuronenpopulationen hinsichtlich ihrer Funktionalität 
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verglichen, weshalb die Ergebnisse dieser Messungen sowohl als Amplitude (pA) wie 

auch als Stromdichte (pA/pF) dargestellt wurden. 
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Abb. 7  Beziehung zwischen Durchmesser und Kapazität der untersuchten Zellen.(n= 227; 

Korrelationskoeffizient, r= 0,5, p < 0,001). Es besteht kein Unterschied zwischen Neurone der 

TRPV1-defizienten Maus und die zwei Wildtyp-Stämme. 

 

2.6 Statistische Auswertung 

Die statistische Auswertung erfolgte mit dem Statistica Software Paket (Statsoft, Tulsa, 

U.S.A.) oder mit dem Microcal Origin Software Paket (Microcal Software, 

Northampton, U.S.A.). Der ungepaarte t-Test und der Chi-Quadrat-Test wurden 

verwendet, um Signifikanzen auszurechnen. Bei p < 0,05 wurde ein Unterschied als 

„schwach signifikant“, bei p < 0,01 als „signifikant“ und bei p < 0,001 als „hoch 

signifikant“ gewertet. Als Streumaß der Werte wurde der Standardfehler des 

arithmetrischen Mittelwertes (SEM) angegeben. 
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3.  Ergebnisse 
  

In der vorliegenden Arbeit wurden insgesamt 277 Zellen untersucht. Der mittlere 

Durchmesser aller untersuchten Zellen war 23,1 ± 0,2 µm, zwischen den 

Mäusestämmen fanden sich in dieser Hinsichtlich keine Unterschiede (TRPV1+/+ 22,0 

± 0,4 µm, n= 73; TRPV1-/- 23,2 ± 0,4 µm, n= 79; Balb/C 23,1 ± 0,2 µm, n= 133) (p > 

0,1, ungepaarte t-Tests). Die mittlere Kapazität der untersuchten Zellen in dieser Studie 

war 23,4 ± 0.7 pF (n= 227), zwischen den drei Mäusestämmen fanden sich 

entsprechend der Grössenverteilung keine Unterschiede hinsichtlich der mittleren 

Kapazität (TRPV1+/+ 25,0 ± 1,1 pF, n= 73; TRPV1-/- 22,9 ± 1,1 pF, n= 79; Balb/C 

22,1 ± 1,4 pF, n= 85) (p > 0,1 ungepaarte t-Tests).  

 

 

3.1 Vanilloid-Sensibilität in Nozizeptoren wird allein von TRPV1 vermittelt 

    

Zunächst sollte die Rolle von TRPV1 für die Vanilloid-Sensibilität von 

Spinalganglienzellen untersucht werden. Hierzu wurden Neurone von adulten Wildtyp 

Mäusen (TRPV1+/+) und TRPV1-defizienten Mäusen (TRPV1-/-) mit Hilfe der Patch-

Clamp Technik untersucht. Weiterhin sollte die Vanilloid-Sensibilität von 

Spinalganglienzellen von Wildtyp Mäusen der Inzuchtstämmen Balb/C und C57/Bl6, 

untersucht werden. Schließlich wurden IB4-positive und IB4–negative Neurone 

hinsichtlich ihrer Capsaicin-Sensibilität getrennt ausgewertet. 

 

 

3.1.1 Vanilloid-induzierte Einwärtsströme in Spinalganglienzellen der Wildtyp Maus 

  

Insgesamt wurden 73 Spinalganglienzellen von TRPV1+/+ Mäusen (C57/Bl6) 

untersucht. Capsaicin (1,0 µM) und Resiniferatoxin (300 nM) induzierten deutliche 

Einwärtsströme in 31,5% (23/73) der Zellen, während in 68,5% (50/73) der Zellen keine 

Einwärtsströme beobachtet wurden (Abb. 10). Die Mittelwerte für den Durchmesser 

und die Kapazität waren ähnlich für Capsaicin-sensible (21,8 ± 0,6 µm bzw. 27,7 ± 2,2 

pF) und Capsaicin-unempfindliche Zellen (22,7 ± 0,5 µm bzw. 23,8 ± 1,3 pF) (p > 0.1, 
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ungepaarte t-Tests). Alle 23 Capsaicin-sensible Neurone zeigten auch Resiniferatoxin-

induzierte Einwärtsströme, jedoch keine der 50 Capsaicin-unempfindlichen Neurone. 

Somit konnte bei der Untersuchung an Neuronen der Wildtyp Maus nicht gezeigt 

werden, dass Resiniferatoxin eine grössere Neuronenpopulation als Capsaicin zu 

aktivieren vermag. Abbildung 8 zeigt repräsentative Ableitungen von zwei Zellen, eine 

Vanilloid-sensible (A, B) und eine Vanilloid-unempfindliche (C, D). Capsaicin-

induzierte Einwärtsströme zeigten eine langsame Kinetik der Aktivierung und 

Inaktivierung auf. Die maximale Amplitude des Einwärtsstromes lag in den meisten 

Fällen am Ende der 10 s langen Applikation von Capsaicin vor und der Einwärtsstrom 

inaktivierte nicht innerhalb der Applikationszeit. Nach Ende der Capsaicin-Gabe 

inaktivierten die Capsaicin-induzierten Einwärttströme komplett (Abb. 8A). 

Resiniferatoxin-induzierte Einwärtsströme hingegen wiesen zwar eine ähnlich langsame 

Aktivierung auf, eine komplette Inaktivierung nach Abschluss der Stimulation erfolgte 

jedoch nie (Abb. 8B). Dieses Phänomen wurde bereits in früheren Arbeiten beschrieben 

(Caterina et al. 1997; Liu und Simon 1998), aus diesem Grund wurde Resiniferatoxin 

immer am Ende der Applikationsreihe als Stimulus appliziert. Die einzelnen 

Spitzenamplituden der Capsaicin-induzierten Einwärtsströme waren sehr variabel mit 

Werten von 100 pA bis 5000 pA. Die mittlere Spitzenamplitude betrug 1975,9 ± 305,9 

pA, dies entspricht einer mittleren Stromdichte von 72,9 ± 10,6 pA/pF (Abb. 11). 

Kinetische Profile einzelner Einwärtsströme waren insgesamt ähnlich, hinsichtlich der 

Kinetik für Aktivierung oder Inaktivierung wurden aber interindividuelle Unterschiede 

beobachtet (Fig. 9). In dieser Studie wurde auf eine systematische Charakterisierung 

kinetischen Parameter verzichtet, es wird hier auf frühere Arbeiten verwiesen (Liu und 

Simon 1994; Petersen et al. 1996). 
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Abb. 8  Repräsentative Ableitungen von Vanilloid-sensiblen (A, B), und Vanilloid- 

unempfindlich Neuronen (C, D) der Wildtyp Maus. 
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Abb. 9  Repräsentative Capsaicin-induzierte Einwärtsströme in drei Zellen mit einer ähnlichen 

Kinetik der Aktivierung aber mit deutlichen Unterschieden hinsichtlich der Kinetik der 

Inaktivierung. 

 

 

3.1.2 Verlust der Sensibilität für Vanilloide in der TRPV1-defizienten Maus 

  

Spinalganglienzellen von TRPV1-defizienten Tieren wurden ebenso mit Capsaicin (1,0 

µM) und Resiniferatoxin (300 nM) untersucht. Von 79 untersuchten Neuronen der 

TRPV1-/- Maus wurden weder Capsaicin- noch Resiniferatoxin-induzierte 

Einwärtsströme beobachtet. Somit verursachte die Abwesenheit von TRPV1 in 

Spinalganglienzellen einen kompletten Verlust der Sensibilität für beide Vanilloide. 

Weiterere Resiniferatoxin-sensiblen TRP-Kanäle wurden demnach in 

Spinalganglienzellen nicht vorgefunden. Der Unterschied zwischen TRPV1+/+ und 

TRPV1-/- Tieren hinsichtlich der Vanilloid-Sensibilität ist hoch signifikant (p << 0.001, 

Chi-quadrat Test) (Abb. 10).  
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Abb. 10  Capsaicin- (A) und Resiniferatoxin- (B) induzierte Einwärtsströme wurden in 32,5% 

der Neurone von der Wildtyp (TRPV1+/+) Maus (n= 73) gefunden, hingegen wurde keine 

Vanilloid-sensiblen Zellen in der TRPV1-/- Maus (n= 79) beobachtet (p << 0,001, Chi-Quadrat 

Test). 

  

  

3.1.3 Capsaicin-induzierte Einwärtsströme in Spinalganglienzellen von Wildtyp-

Mäusen der Inzuchtstämme Balb/C und C57/Bl6 

 

Insgesamt wurden 133 Neurone von adulten Balb/C Mäusen hinsichtlich ihrer 

Capsaicin-Sensibilität untersucht. In 27,1% (36/133) der untersuchten Zellen wurden 

Capsaicin-induzierte Einwärtsströme beobachtet, 72,9% (97/133) der Zellen waren 

Capsaicin-unempfindlich. Der Anteil Capsaicin-sensiblen Zellen unterscheidet sich 
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somit nicht signifikant zwischen C57/Bl6- (31,5%) und Balb/C Mäusen (p > 0,4, Chi-

Quadrat Test). Die mittlere Amplitude der Capsaicin-induzierten Einwärtsströme betrug 

in Balb/C 2058,5 ± 285,6 pA, die mittlere Stromdichte  97,6 ± 14,0 pA/pF. Wie in 

Abbildung 11 dargestellt, fanden sich damit auch keine signifikanten Unterschiede 

hinsichtlich der Amplitude Capsaicin-induzierter Einwärtsströme zwischen C57/Bl6- 

(1975,9 ± 305,9 pA bzw. 72,9 ± 10,6 pA/pF) und Balb/C Tieren (p > 0,8 bzw. > 0,2, 

ungepaarte t-Tests). 
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Abb. 11  Die mittlere Amplitude (A) bzw. Stromdichte (B) der Capsaicin-induzierten 

Einwärtsströme in Zellen von Balb/C- und C56/Bl6-Mäusen (ungepaarte t-Tests; n.s. nicht 

signifikant).  

  

 

3.1.4  Capsaicin-Sensibilität IB4-positiver und IB4-negativer Spinalganglienzellen 

  

Durch die Vitalfärbung mit IB4 konnten die Neurone vor den Ableitungen als IB4-

positiv bzw. IB4-negativ klassifiziert werden (Abb. 12). Nur Zellen mit einem 

eindeutigen Ergebnis der IB4-Färbung wurden für die Ableitungen benutzt. Eventuelle 

Einflüsse der elektrischen Eigenschaften der Neurone durch die IB4-Färbung konnten in 
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einem früheren Bericht ausgeschlossen werden (Stucky et al. 1998). Die Größe der 

untersuchten IB4-negativen Neurone unterschied sich nicht von der Größe der 

untersuchten IB4-positiven Neurone. In der Balb/C Maus betrug der mittlere 

Durchmesser und die mittlere Kapazität der IB4-positiven Zellen 23,1 ±  0,4 µm bzw. 

20,4 ± 0,4 pF (n= 74), der IB4-negativen Zellen 24,1 ± 0,7 µm bzw. 24,6 ± 2,7 pF (n= 

59) (p > 0,1 respektive, > 0,1, ungepaarte t-Tests). Die entsprechenden Werte für die 

Wildtyp C57/Bl6 Maus war für die IB4-positive Zellen 22,0 ± 0,4 µm bzw. 25,0 ± 1,1 

pF (n= 37), für die IB4-negativen Zellen 22,8 ± 0,7 µm bzw. 25,1 ± 2,0 pF (n= 36) (p > 

0,4 resp. > 0,8, ungepaarte t-Tests). In der C57/Bl6 (TRPV1+/+) Maus waren 32% der 

kultivierten Spinalganglienzellen IB4-positiv, in der TRPV1-/- Maus 34% (Caterina et 

al. 2000). In der Balb/C Maus konnte 33% der Zellen als IB4-postiv klassifiziert 

werden, somit war die Anzahl IB4-positiver Neurone in den drei untersuchten 

Genotypen nicht verschieden. 
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Abb. 12  Kultivierte Spinalganglienzellen einer adulten Maus (40x Vergrößerung). 

Durchlichtmikroskopie (A) und Fluoreszenzlichtmikroskopie (B) nach Vitalfärbung mit IB4-

FITC. Nur Zellen mit einem eindeutigen Ergebnis der IB4-Färbung wurden untersucht; IB4-

positiv (1) und IB4-negativ (2).  
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Von den untersuchten Zellen der Balb/C Maus waren 25,7% (19/74) der IB4-positiven 

und 28,2% (17/59) der IB4-negativen Zellen Capsaicin-sensibel. Die entsprechenden 

Daten von Untersuchungen der C57/Bl6 Maus waren ähnlich, 27,0% (10/37) der IB4-

positiven Zellen und 36,1% (13/36) der IB4-negativen Zellen waren Capsaicin-sensibel. 

Wie in Abbildung 13 dargestellt, konnten somit in keinem der beiden Mäusestämme 

signifikante Unterschiede hinsichtlich der Prävalenz Capsaicin-sensibler Neurone 

zwischen IB4-positiven und –negativen Neuronen festgestellt werden (p > 0,2, Chi-

Quadrat-Test). Die Größe der Capsaicin-induzierten Einwärtsströme in IB4-positiven 

und IB4-negativen Zellen ist in Abbildung 14 dargestellt. In Ableitungen von Zellen der 

Balb/C Maus war die mittlere Amplitude der Capsaicin-induzierten Einwärtströme IB4-

negativer Zellen signifikant größer als die mittlere Amplitude IB4-positiver Zellen 

(IB4-negativ: 2650,0 ± 442,2 pA (n= 17), IB4-positiv: 1529,2 ± 344,9 pA (n= 19)) (p < 

0,05, ungepaarter t-Test). Ein entsprechender Unterschied ließ sich aber nicht in den 

Zellen der C57/Bl6 Maus feststellen (IB4-negativ: 1870,9 ± 347,2 pA (n= 13), IB4-

positiv: 2112,5 ± 583,9 pA (n= 10) (p > 0,6, ungepaarter t-Test). Hinsichtlich der 

Stromdichte der Capsaicin-induzierten Einwärtsströme wurden in keinem der beiden 

Mäusestämme signifikante Unterschiede zwischen IB4-positiven und –negativen 

Neurone vorgefunden (Abb. 14). In der Balb/C Maus war die mittlere Stromdichte in 

der IB4-negativen Zellen tendenziell größer als in IB4-positiven Zellen, dieser 

Unterschied ist aber nicht signifikant (IB4-negativ: 118,5 ± 15,9 pA/pF, IB4-positiv: 

76,8 ± 22,9 pA/pF) (p > 0.1, ungepaarter t-Test). In Zellen der C57/Bl6 Maus fand sich 

hinsichtlich der mittleren Stromdichte der Capsaicin-induzierten Einwärtsströme ebenso 

kein Unterschied zwischen beiden Zellpopulationen (IB4-positiv: 69,8 ± 18,1 pA/pF; 

IB4-negativ: 75,1 ± 13,9  pA/pF) (p > 0,7, ungepaarter t-Test). 
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Abb. 13  A. Anteil Capsaicin-sensibler Neurone in Balb/C bzw. C57/Bl6 Tieren. B. Anteil 

Capsaicin-sensibler Neurone der IB4-positiven bzw. IB4-negativen Neuronen von Wildtyp 

Balb/C- und C57/Bl6- Tieren (Chi-Quadrat Test; n.s. nicht signifikant). 
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Abb. 14  Mittlere Amplitude (A), bzw. mittlere Stromdichte (B), Capsaicin-induzierter 

Einwärtsströme in IB4-positiven und IB4–negativen Neurone von Balb/C-  oder C57/Bl6- 

Tieren (ungepaarter t-Test; n.s. nicht signifikant). 
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3.1 Protonen-Sensibilität in Nozizeptoren wird hauptsächlich von TRPV1 

vermittelt 

 

Die Vielzahl von Protonen-sensiblen Rezeptoren, die in Spinalganglienzellen exprimiert 

werden, ruft eine ausgeprägte Heterogenität hinsichtlich Kinetik und Sensibilität von 

Protonen-induzierten Einwärtsströmen in diesen Neuronen hervor (Bevan und Yeats 

1991; Benson et al. 2002). In dieser Studie wurde daher der Frage nachgegangen, 

welche Bedeutung TRPV1 in dieser Protonen-induzierten Aktivierung sensibler 

Neurone hat. Mittels Untersuchungen von Spinalganglienzellen von TRPV1+/+ und 

TRPV1-/- Mäusen wurde diese Fragestellung mit der Patch-Clamp Technik bearbeitet. 

Eine extrazelluläre Lösung mit einem pH-Wert von 5,0 wurde als Stimulus verwendet. 

Eine Korrelation zwischen Protonen-Sensibilität und der Expression von TRPV1 wurde 

dargestellt, indem bei jeder Zelle auch die Capsaicin-Sensibilität geprüft wurde. 

Weiterhin wurde der Frage nachgegangen, ob sich IB4-positive und IB4–negative 

Neurone hinsichtlich ihrer Protonen-Sensibilität unterscheiden.  

 

  

3.2.1 Die Expression von TRPV1 vermittelt Spinalganglienzellen eine erhöhte 

Sensibilität gegenüber Protonen 

 

Zunächst wurden Zellen der Wildtyp (C57/Bl6) Maus untersucht. Insgesamt 50 

Neurone zeigten bei Exposition von pH 5,0 Einwärtsströme mit unterschiedlichen 

kinetischen Merkmalen. Repräsentative Ableitungen Protonen-induzierter 

Einwärtströme in Vanilloid-sensitiven (A) sowie Vanilloid-unempfindlichen Neuronen 

(B) werden in Abbildung 15 dargestellt. Die mittlere maximale Amplitude aller 

untersuchten Zellen betrug 731,2 ± 121,1 pA, entsprechend einer Stromdichte von 31,1 

± 5,5 pA/pF (n= 50). Protonen-induzierte Einwärtsströme der Vanilloid-sensiblen 

Zellen zeigten eine mittlere Amplitude von  1347,1 ± 224,6 pA, die mittlere 

Stromdichte betrug 53,5 ± 10,8 pA/pF (n= 21). Diese Einwärtsströme zeigten 

typischerweise eine langsame Kinetik der Aktivierung und Inaktivierung, ähnlich der 

Kinetik Capsaicin-induzierter Einwärtsströme (Abb. 15A). Signifikant kleiner waren die 

Protonen-induzierten Einwärtsströme der Vanilloid-unempfindlichen Zellen der 
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TRPV1+/+ Maus (285,2 ± 40,9 pA bzw. 14,9 ± 3,0 pA/pF; n= 31) (Abb. 17; p < 0.001, 

ungepaarter t-Test). Die Einwärtsströme der Vanilloid-unempfindlichen Zellen 

aktivierten typischerweise schnell und persistieren bis zum Ende der Applikation von 

Protonen (Abb. 15B).  

Die Sensibilität für Protonen wurde dann in den Neuronen der TRPV1-/- Maus 

untersucht, dabei wurden signifikante Unterschiede zwischen den Neuronen von 

TRPV1-/- und TRPV1+/+ Tieren festgestellt. In den untersuchten Zellen der TRPV1-/- 

Maus betrug die mittlere Amplitude der Protonen-induzierten Einwärtsströme 199,6 ± 

27,4 pA, die mittlere Stromdichte betrug 9,9 ± 1,6 pA/pF (n= 44). Wie in Abbildung 16 

dargestellt, waren somit die Einwärtsströme aller untersuchten Zellen von der 

TRPV1+/+ Maus signifikant größer als die Einwärtsströme aller untersuchten Zellen 

von der TRPV1-/- Maus (p < 0.01, ungepaarter t-Test). Die Untersuchung der Protonen-

Sensibilität der Vanilloid-unempfindlichen Zellen hingegen zeigte in beiden Genotypen 

ähnliche Ergebnisse. Die mittlere Amplitude und die mittlere Stromdichte Protonen-

induzierter Einwärtsströme der TRPV-/- Neurone unterschieden sich nicht von der 

mittleren Amplitude bzw. der mittleren Stromdichte der Vanilloid-unempfindlichen 

Zellen der TRPV1+/+ Maus (Abb. 17; p > 0,1 resp. > 0,1, ungepaarte t-Tests). Diese 

Daten zeigen die Bedeutung von TRPV1 als ein wichtiger Protonen-sensibler Rezeptor, 

aber auch, dass die Protonen-Sensibilität sensibler Neurone offensichtlich von weiteren 

Rezeptoren vermittelt wird. Abbildung 18A zeigt eine Reiz-Antwort-Funktion von 

Protonen-induzierten Einwärtsströmen in Spinalganglienzellen der Wildtyp Maus 

(C57/Bl6), induziert durch pH 6,0, 5,0 und 4,0. Die mittleren Amplituden der 

Einwärtsströme induziert durch pH 6,0 unterschieden sich nicht zwischen Capsaicin-

sensiblen und Capsaicin-unempfindlichen Zellen nicht. Bei pH 5,0 hingegen zeigt sich 

hinsichtlich der mittleren Amplitude ein deutlicher Unterschied zwischen Capsaicin-

sensiblen und Capsaicin-unempfindlichen Zellen. Die Ursache dafür könnte eine von 

TRPV1 in Vanilloid-sensiblen Zellen sein. Einwärtsströme induziert durch pH 4,0 

zeigen weiterhin deutliche Unterschiede zwischen Vanilloid-sensiblen und –

unempfindlichen Zellen; dieser Unterschied ist aber weniger deutlich als bei pH 5,0. Die 

Ursache ist wahrscheinlich eine Aktivierung weiterer Protonen-sensiblen Ionenkanäle. 

Hinweise dafür sind Protonen-induzierte Einwärtsströme mit kinetischen Merkmalen, 
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die typisch für die Gruppe der sogenannten „acid sensitive ion channels“ (ASIC) sind 

(Abb. 18B, siehe auch Diskussion).  

 

pH 5 pH 5

1 nA

10 s

A B

 
  

Abb. 15  Repräsentative Protonen-induzierte Einwärtsströme der Wildtyp Maus. A. Großer 

Einwärtsstrom mit kinetischen Merkmalen, die charakteristisch für Vanilloid-sensible Neurone 

sind. B. Kleiner Einwärtsstrom mit kinetischen Merkmalen, charakteristisch für Vanilloid-

unempfindliche Neurone. 

  

p< 0.001
p< 0.001

30

20

0

10

40

600

0

300

900

A
m

pl
itu

de
 ( 

pA
 )

n= 50 n= 44

St
ro

m
di

ch
te

  (
 p

A
/p

F 
) TRPV1 +/+ 

n= 50 n= 44

A B

TRPV1 -/- 

 
 

Abb. 16  Mittlere Amplitude (A) und mittlere Stromdichte (B) Protonen-induzierter 

Einwärtsströme der untersuchten Zellen von TRPV1+/+ und TRPV1-/- Tieren.  
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Abb. 17  Die mittlere Amplitude (A) und mittlere Stromdichte (B) der Protonen-induzierten 

(pH 5,0) Einwärtsströme in Capsaicin-sensiblen Zellen bzw. Capsaicin-unempfindlichen Zellen 

der TRPV1+/+ Maus, sowie allen untersuchten Zellen der TRPV1-/- Maus. 
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Abb. 18 A. Reiz-Antwort-Funktion von Protonen-induzierten Einwärtsströmen aktiviert durch 

pH 6,0, 5,0 und 4,0 in Spinalganglienzellen der Wildtyp Maus. B. Einwärtsstrom mit einem 

schnellen transienten Strom, gefolgt von einem langsamen persistierenden Strom, kinetische 

Merkmale typisch für ASICs (acid sensitive ion channels). 
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3.2.2 Protonen-induzierte Einwärtsströme in IB4-positiven und IB4–negativen 

Spinalganglienzellen 

  

Hinsichtlich der Capsaicin-Sensibilität zeigten sich keine Unterschiede zwischen IB4-

positiven und IB4-negativen Neuronen in der Wildtyp (C57/Bl6) Maus. Wie in 

Abbildung 19 dargestellt, konnten auch keine Unterschiede hinsichtlich der Protonen-

Sensibilität (pH 5,0) zwischen IB4-positiven und –negativen Zellen nachgewiesen 

werden. In Neuronen der TRPV1+/+ Maus betrug die mittlere Amplitude der IB4-

negativen Zellen 728,1 ± 133,1 pA und die mittlere Stromdichte 32,3 ± 4,8 pA/pF (n= 

26). Die entsprechenden Werte der IB4-positiven Zellen betrugen 734,6 ± 213,7 pA 

bzw. 29,8 ± 10,5 pA/pF (n= 24) (p > 0,9 resp. > 0,8, ungepaarter t-Test). Für Zellen der 

TRPV1-/- Maus, die alle Capsaicin-unempfindlich waren, wurden die IB4-positiven und 

IB4-negativen Zellen hinsichtlich ihrer Sensibilität für Protonen in gleicher Weise 

untersucht. Die mittlere Amplitude der IB4-negativen Zellen betrug 224,3 ± 40,6 pA 

und die mittlere Stromdichte 11,1 ± 2,3 pA/pF (n= 15). Ähnliche Werte wurden für die 

IB4-positiven Zellen erhoben, 186,8 ± 36,6 pA bzw. 9,3 ± 2,1 pA/pF (n= 29) (p > 0,5 

resp. 0,5, ungepaarte t-Tests). Die Abwesenheit von TRPV1 resultierte somit in einer 

Reduktion der Protonen-Sensibilität in IB4-positiven und IB4-negativen Neuronen.   
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Abb. 19  Mittlere Amplitude (A) bzw. mittlere Stromdichte Protonen-induzierten 

Einwärtsströmen von IB4-positiven und IB4–negativen Neuronen in TRPV1+/+ und TRPV1-/- 

Mäusen. 



 34

3.2 Hitze-Sensibilität in Nozizeptoren wird hauptsächlich von TRPV1 
vermittelt  

 

Die Rolle von TRPV1 bei der Hitze-Sensibilität sensorischer Neurone sollte mit Hilfe 

der TRPV1-/- Maus untersucht werden. Einzelne Neurone wurden in der Whole-Cell 

Konfiguration mit einem standardisierten Hitzereiz untersucht (siehe Methodik). Um 

Hitze-Rezeptoren mit unterschiedlichen Temperatur-Schwellen erfassen zu können, 

wurde der Hitzereiz in Form einer Rampe appliziert. Innerhalb von 11s wurde die 

extrazelluläre Lösung von einer Ausgangstemperatur von ca. 30°C auf ca. 60°C 

erwärmt. Um eine Korrelation zwischen Hitze-Sensibilität und Expression von TRPV1 

zu ermöglichen, wurde für jede untersuchte Zelle auch die Capsaicin-Sensibilität 

geprüft. 

  

  

3.3.1 Reduzierte Hitze-induzierte Einwärtsströme in sensorischen Neuronen der  

TRPV1-/-  Maus  

 

Zunächst wurden 47 Spinalganglienzellen von TRPV1+/+ Tieren auf deren Hitze-

Sensibilität geprüft. Wie in Abbildung 20 dargestellt, wurden drei Zellpopulationen mit 

unterschiedlichen Sensibilitäten für Hitze beobachtet. Die größte Population zeigte 

keine Hitze-induzierten Einwärtsströme bei Temperaturen bis 60°C und kann daher als 

Hitze-unempfindlich bezeichnet werden (Abb. 20A). Der Anteil dieser Hitze-

unempfindlichen Zellen in der TRPV1+/+ Maus ist 48,9% (23/47). In keiner dieser 

Zellen wurden Vanilloid-induzierte Einwärtsströme beobachtet, d.h. keine dieser Hitze-

unempfindlichen Zellen exprimierte TRPV1. In der zweiten Zellpopulation wurden 

Hitze-induzierten Einwärtsströme beobachtet, die bei Temperaturen über 43°C aktiviert 

wurden (Abb. 20C). Der Anteil dieser Neuronenpopulation in der TRPV1+/+ Maus 

betrug 44,7% (21/47). Diese Zellen zeigten Capsaicin-induzierte Einwärtsströme. Die 

dritte und kleinste Neuronenpopulation wurde durch Hitze-induzierte Einwärtsströme 

charakterisiert, die erst über 50°C aktiviert wurden (Abb. 20E). In 6,4% (3/47) der 

Zellen der TRPV1+/+ Maus wurden diese Hitze-induzierten Einwärtsströme beobachtet. 

In keiner dieser Zellen wurden Capsaicin-induzierte Einwärtsströme beobachtet. Hitze-

induzierte Einwärtsströme mit einer Aktivierung bei Temperaturen von über 50°C 
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wurden bereits in sensorischen Neuronen beschrieben, aber vorwiegend in größeren 

Zellen (> 30µm) (Nagy und Rang 1999a). Die mittlere Größe der Zellen, die in dieser 

Arbeit „hochschwellige“ Hitze-Sensibilität aufwiesen, betrug in der TRPV1+/+ Maus 

25,8 ± 2,7 µm bzw. 26,2 ± 4,1 pF und ist damit tendenziell größer als die der Hitze-

unempfindlichen Zellen (23,1 ± 0,7 µm bzw. 22,8 ± 1,3 pF) und die der Hitze- und 

Vanilloid-sensiblen Zellen (21,9 ± 0,7 µm bzw. 27,9 ± 2,6 pF). Weiterhin waren alle 

Zellen mit dieser Hitze-Sensibilität IB4-negativ.  

Bei der Analyse von Spinalganglienzellen der TRPV1-/- Maus wurden bemerkenswerte 

Defizite hinsichtlich der Hitze-Sensibilität festgestellt. Ingesamt 72 Zellen der TRPV1-

/- Maus wurden mit dem Hitze-Stimulus untersucht. 91,7% (66/72) der untersuchten 

Zellen waren Hitze-unempfindlich, d.h. diese Zellen zeigten keine Einwärtsströme bei 

Temperaturen bis 60°C. Somit war der Anteil der Hitze-unempfindlichen Zellen in der 

TRPV1-/- Maus hoch signifikant größer als in der TRPV1+/+ Maus (Abb. 20B) (p < 

0.001, Chi-Quadrat Test). Hitze-induzierte Einwärtsströme mit einer Aktivierung bei 

Temperaturen von mehr als 43°C, die typischerweise in Capsaicin-sensiblen Zellen der 

TRPV1+/+ Maus vorgefunden wurden, wurden in keiner (0/72) der untersuchten Zellen 

der TRPV1-/- Maus beobachtet. Einwärtsströme mit diesem Profil wurden somit nur in 

Vanilloid-sensiblen Zellen der TRPV1+/+ Maus beobachtet und scheinen aus dem 

Grund durch die Aktivierung von TRPV1 zu entstehen. Die Prävalenz von Neuronen 

mit diesen Hitze-induzierten Einwärtsströmen und mit einer Aktivierung bei 

Temperaturen über 43°C war somit auch hoch signifikant größer in TRPV1+/+ - als in 

TRPV1-/- Tieren (Abb. 20D) (p < 0.001, Chi-Quadrat Test). Die dritte Population mit 

Hitze-induzierten Einwärtsströmen mit Temperaturschwellen über 50°C wurde 

hingegen in 8,3% (6/72) der untersuchten Zellen der TRPV1-/- Maus beobachtet. Die 

Prävalenz dieser Zellpopulation ist somit nicht signifikant unterschiedlich zwischen 

TRPV1+/+ und TRPV1-/- Mäusen (Abb. 20F) (p > 0,1, Chi-Quadrat Test). Die mittlere 

Größe der Zellen mit hochschwelligen Hitze-induzierten Einwärttströmen betrug in der 

TRPV1-/- Maus 21,3 ± 0,9 µm bzw. 23,1 ± 3,2 pF und ist somit nicht grösser als die der 

Hitze-unempfindlichen Neurone des TRPV1-/- Genotyps (23,2 ± 0,4 µm bzw. 22,8 ± 

1,1 pF). Im Gegensatz zu der Wildtyp Maus, wo die hochschwellige Hitze-Sensibilität 

nur in IB4-negativen beobachtet wurde, waren in der TRPV1-/- Maus alle Zellen dieser 

Kategorie IB4-positiv.  
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In Abbildung 21 wird die Temperaturabhängigkeit der Hitze-induzierten 

Einwärtsströmen der jeweiligen Zellpopulationen dargestellt. Die Temperatur-Schwelle 

der Hitze-induzierten Einwärtsströme der Vanilloid-sensiblen Zellen der TRPV1+/+ 

Maus liegt bei 43- 45°C, während die Einwärtsströme der Vanilloid-unempfindlichen- 

und Hitze-sensiblen Zellen der TRPV1+/+ und TRPV1-/- Tieren  erst bei Temperaturen 

über 50°C aktiviert wurden. Die mittlere Hitze-Antwort der Zellen ohne deutliche 

Hitze-induzierte Einwärtsströme zeigt einen passiven Einwärtsstrom ohne eine 

spezifische Temperatur-Schwelle. Wie die Capsaicin-induzierten Einwärtsströme waren 

auch die einzelnen Spitzenamplituden der Hitze-induzierten Einwärtsströme sehr 

variabel. Um eine eventuelle Korrelation zwischen der Sensibilität auf  Capsaicin und 

Hitze nachweisen zu können, wurden die jeweiligen Amplituden gegeneinander 

aufgetragen (Abb. 22). Der lineare Korrelationskoeffizient für die Sensibilität auf 

Capsaicin und Hitze betrug 0,70 (n= 49; p < 0,001) über alle Zellen. Die Abbildung 

zeigt deutlich, dass Zellen mit einer kleinen Amplitude des Capsaicin-Stromes sehr 

große Hitze-Ströme aufweisen konnten. Im Gegensatz dazu zeigten einige Zellen mit 

einer großen Amplitude des Capsaicin-Stromes sehr kleine Hitze-Ströme.  
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Abb. 20 Repräsentative Beispiele für Hitze-induzierte Einwärtsströme sowie deren Prävalenz in 

Spinalganglienzellen von TRPV1-/- und TRPV1+/+ Tieren. A, B. Hitze-unempfindliche Zellen 

ohne Einwärtsstrom bei Temperaturen bis 60°C. C, D. Hitze- und Vanilloid-sensible Zellen mit 

Hitze-induzierten Einwärtsströmen ab 43°C (nur in TRPV1+/+). E, F. Hitze-sensible Zellen mit 

Hitze-induzierten Einwärtsströmen über 50°C. (Chi-Quadrat Test, *** hoch signifikant; n.s. 

nicht signifikant). 
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Abb. 21  Mittlere-Hitze Antwort der untersuchten Zellen von TRPV1+/+ (A) und TRPV1-/- (B) 

Tieren. Die Mehrzahl der Vanilloid-unempfindlichen Zellen wiesen keine Hitze-induzierten 

Einwärtsströme auf (1). Vanilloid-sensible Zellen wiesen Hitze-induzierten Einwärtströme auf, 

die ab ca. 43°C aktiviert wurden (2). Einige Vanilloid-unempfindliche Zellen wiesen Hitze-

induzierten Einwärtsströme auf, die über 50°C aktiviert wurden (3). 
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Abb. 22  Korrelation der Spitzenamplituden der Capsaicin- (Ordinate) und Hitze-induzierten 

(Serzisse) Einwärtsströmen in der Wildtyp Maus. Korrelationskoeffizient für alle Messwerte,  

r= 0.70  (p < 0.001). 
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4. Diskussion 

 

In der vorliegenden Arbeit wurden mit der Patch-Clamp Technik Untersuchungen an 

definierten Populationen von Spinalganglienzellen von TRPV1-defizienten Mäusen und 

an Wildtyp-Mäusen durchgeführt. Es konnte gezeigt werden, dass die Aktivierung von 

Spinalganglienzellen durch Vanilloide, Protonen und Hitze, maßgeblich von TRPV1 

vermittelt wird. Die Patch-Clamp Untersuchungen können mit weiteren umfassenden 

Studien der TRPV1-defizienten Maus verglichen werden (Tabelle 2; Caterina et al. 

2000; Davis et al. 2000).    

Unser Verständnis über die Mechanismen der Aktivierung von Nozizeptoren durch 

verschiedene Stimuli konnte in den letzten Jahren stark erweitert werden. Vor allem 

durch die Fortschritte im molekularbiologischen Bereich liegen gegenwärtig viel-

versprechende Genprodukte vor, die bei der Erforschung der molekularen 

Transduktionsmechanismen in sensorischen Neuronen von größtem Interesse sind 

(Snider und McMahon 1998; Eglen et al. 1999; Wood 2000; Julius und Basbaum 2001). 

Der unlängst klonierte Vanilloid Rezeptor, TRPV1, zeigt vielversprechende 

Eigenschaften für solch ein Transduktionsmechanismus auf. TRPV1 kann als ein 

polymodaler Rezeptor betrachtet werden. Die ersten beschriebenen Agonisten von 

TRPV1 in heterologen Expressionssystemen waren Vanilloide, Protonen (pH< 6.0) und 

Hitze (< 43°C) (Caterina et al. 1997; Tominaga et al. 1998). Inzwischen ist die Liste der 

TRPV1-Agonisten um ein Vielfaches erweitert worden, unter anderem konnten 

endogene Substanzen wie Endocannabinoide (Anandamid) und Eicosanoide 

(Leukotrien B4) als TRPV1-Agonisten identifiziert werden (Zygmunt et al. 1999; 

Hwang et al. 2000). Die Expression von TRPV1 ist nahezu ausschließlich auf die 

umschriebene Population von Neuronen begrenzt, die als Nozizeptoren klassifiziert 

werden (Caterina et al., 1997; Tominaga et al., 1998; Julius und Basbaum 2001). 

Berichte über eine Expression von TRPV1 in verschiedenen neuronalen Geweben im 

ZNS liegen zwar vor, bisher fehlen aber eindeutige Studien für das Vorliegen dieser 

Rezeptoren ausserhalb des Hypothalamus (Mezey et al. 2000). Eine Gruppe der 

Nozizeptoren ist polymodal und kann definitionsgemäß mechanisch und thermisch (< 

43°C) aktiviert werden, aber auch chemisch z.B. durch Capsaicin oder Protonen (Raja et 

al. 1999; Julius und Basbaum 2001). Die funktionelle Parallele zwischen polymodalen 
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Nozizeptoren und TRPV1, zusammen mit der spezifischen Expression von TRPV1 in 

diesen Neuronen, lassen vermuten, dass TRPV1 eine bedeutende Funktion in 

Nozizeptoren ausübt (Caterina und Julius 2001b).  

 

 

4.1 TRPV1 und Vanilloid-Sensibilität 

 

Die Vanilloid-Sensibilität von Nozizeptoren wird seit mehr als 30 Jahren intensiv 

erforscht (Jancso et al. 1967, Szolcsanyi und Jancso-Gabor 1975; Heyman und Rang 

1985; Wood et al 1988; Holzer 1991; Szallasi und Blumberg 1999). Aufgrund 

pharmakologischer Experimente wurde schon früh vermutet, dass ein oder mehrere 

„Capsaicin-Rezeptoren“ in sensorischen Neuronen existieren (Szallasi und Blumberg 

1990; Holzer 1991). Jedoch dauerte es bis 1997, bevor TRPV1 als der erste Capsaicin- 

bzw. Vanilloid-Rezeptor kloniert werden konnte (Caterina et al. 1997). Das Fehlen 

jeglicher Vanilloid-Sensibilität in kultivierten Spinalganglienzellen der TRPV1-

defizienten Maus zeigt, dass TRPV1 die Vanilloid-Sensibilität dieser Neurone generiert. 

In weiteren in vitro und in vitro Untersuchungen konnte ferner gezeigt werden, dass die 

Vanilloid-Sensitivität in den transgenen Tieren ohne TRPV1 entweder stark reduziert 

war, oder in den meisten Fällen völlig fehlte  (Tabelle 2, Caterina et al. 2000). Die 

fehlende Vanilloid-Sensibilität in vivo konnte sehr elegant durch einen nicht invasiven 

aversiven Verhaltenstest demonstriert werden. Bei diesem Test wurde TRPV1-

defizienten und Wildtyp-Mäusen Trinkwasser angeboten, das mit Capsaicin gesättigt 

wurde. Während Wildtyp-Mäuse nach einem ersten Versuch die Aufnahme dieser 

wässrigen Capsaicinlösung abrupt einstellten, wurde bei der TRPV1-defizienten 

Mäusen kein verändertes Trinkverhalten beobachtet (Caterina et al. 2000). 

In der Literatur herrschte Uneinigkeit darüber, ob TRPV1, wie in der vorliegenden 

Arbeit demonstriert, der einzige Rezeptor für sowohl Capsaicin als für RTX darstellt. 

Wie in der vorliegenden Arbeit dargestellt, sind Capsaicin-induzierte Einwärtsströme 

hinsichtlich deren kinetischer Merkmale uneinheitlich. Aus diesem Grund wurde 

wiederholt die Existenz von mehreren Capsaicin-Rezeptoren vorgeschlagen (Liu und 

Simon 1994; Petersen et al. 1996). Eine mögliche Erklärungen für diese Heterogenität 

der TRPV1-vermittelten Einwärtsströme, ist die Formation von Heteromultimären aus 
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TRPV1 (TRPV1) mit anderen TRP-Untereinheiten bzw. TRPV1-Splice Varianten. Die 

Vanilloid-unempfindliche TRP-Untereinheiten TRPV2 (VRL-1), TRPV3, TRPM8 und 

die TRPV1-Splicevariante VR5´SV werden alle in sensorischen Neuronen exprimiert. 

(Caterina et al. 1999; Schumacher et al. 2000; Peier et al., 2002a, b; McKemy et al. 

2002; Smith et al. 2002; Xu et al. 2002). Beispielsweise konnte gezeigt werden, dass 

funktionelle Eigenschaften von TRPV1 durch die Co-Expression mit TRPV3 verändert 

werden (Smith et al. 2002).  

Weiterhin ist anhand von Studien mit Resiniferatoxin die Existenz von mehreren 

Vanilloid-Rezeptoren vorgeschlagen worden (Ács et al. 1996; Szallasi und Blumberg 

1996; Biró et al., 1997). Unter anderem zeigten sich in Arbeiten über Rezeptor-

Bindungsaffinität und 45Calcium-Aufnahme deutliche Unterschiede zwischen 

Resiniferatoxin und Capsaicin. Dabei zeigte Resiniferatoxin eine 25fach höhere 

Bindungsaffinität in Relation zur RTX-induzierten 45Ca-Aufnahme, während die 

Affinität für die Capsaicin-induzierte 45Ca-Aufnahme in Relation zur Bindungsaffinität 

größer war (Ács et al. 1996). Die vorliegende Studie zeigt jedoch, dass die Expression 

von TRPV1 auch für die RTX-Sensibilität von Spinalganglienzellen notwendig ist. Eine 

mögliche Erklärung für diese Diskrepanz ist eine Interaktion von RTX mit weiteren 

TRP-Untereinheiten, Heteromultimären aus TRP-Untereinheiten oder anderen noch 

unbekannten Membranproteinen, die aber nicht durch Vanilloide aktiviert werden bzw. 

keine Calcium-Aufnahme verursachen (Szallasi und Blumberg 1999). Weitere 

Bindungsstudien an Neuronen der TRPV1-defizienten Maus mit RTX und anderen 

Vanilloiden könnten diesbezüglich weitere Erkenntnisse liefern.  

Bei der Expression von mehreren TRP-Untereinheiten in Spinalganglienzellen mag es 

überraschend sein, dass TRPV1 der einzige Vanilloid-sensible Rezeptor ist. Trotz der 

Sequenz-Ähnlichkeit der TRP-Rezeptoren scheint die Vanilloid-Sensibilität nur von 

wenigen Aminosäuren im TRPV1 kodiert zu werden. Die Sensibilität des TRPV1-

Rezeptors für Vanilloide, Protonen und Hitze werden durch Mutationen der intrazellulär 

lokalisierten C- und N-Termini verändert (Schumacher et al. 2000; Vlachova et al. 

2003). Für die Vanilloid-Sensibilität alleine hingegen scheint die Sequenz von etwa 8 

intrazellulär lokalisierten Aminosäureresten im dritten transmembranen Segment 

verantwortlich zu sein (Jordt und Julius 2001). Interessanterweise ist diese Sequenz im 

TRPV1 vom Mensch, Ratte und Maus konserviert, nicht aber im Vanilloid-
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unempfindlichen TRPV1 des Hünchens oder im TRPV2 von Säugetieren. Der Einbau 

dieser spezifischen Aminosäuresequenz im TRPV1 des Hünchens bzw. im TRPV2 der 

Ratte, resultiert in Vanilloid-sensiblen Rezeptoren (Jordt und Julius 2001). 

Mehrere Studien haben gezeigt, dass sowohl IB4-positive als auch IB4-negative 

Spinalganglienzellen der Ratte TRPV1 exprimieren (Tominaga et al. 1998; Michael und 

Priestley 1999; Guo et al. 1999). Weiterhin ist bekannt, dass NGF und GDNF 

regulierende Effekte sowohl auf die TRPV1-Expression als auch auf die Vanilloid-

Sensibilität an kultivierten Spinalganglienzellen haben (Winter et al. 1988; Ogun-

Muyiwa et al. 1999; Schmidt und Koltzenburg 1999). In der vorliegenden Arbeit 

konnten keine signifikanten Unterschiede hinsichtlich der Vanilloid-Sensibilität 

zwischen IB4-positiven und IB4-negativen Neuronen nachgewiesen werden. Diese 

Ergebnisse stehen im Gegensatz zu denen einer neuen Arbeit, in der von einer größeren 

Vanilloid- und Protonen-Sensibilität in IB4-negativen Neuronen berichtet wird (Dirajlal 

et al. 2003). Diese Diskrepanz ist unter Umständen durch technische Parameter zu 

erklären. Beispielweise lässt die IB4-FITC Färbung an vitalen Neuronen nicht immer 

eine zuverlässige Beurteilung zwischen IB4-positiven und IB4-negativen Neuronen zu. 

Weiterhin ist die Auswahl der zu untersuchenden Spinalganglienzellen von großer 

Bedeutung. In der vorliegenden Arbeit wurden die Untersuchungen streng auf klein- bis 

mittelgroße Neurone begrenzt, die aus zervikalen, thorakalen oder lumbalen 

Spinalganglien stammten. In anderen Arbeitsgruppen wurden z.B. nur die Ganglien L4 

– L6 entnommen oder Experimente werden sowohl an kleinen wie auch an großen 

Spinalganglienzellen durchgeführt. Diese unterschiedlichen Versuchsbedingungen 

könnten zu den verschiedenen Befunden beitragen.  

In der vorliegenden Studie wurden Neurone von zwei Wildtyp-Stämmen untersucht: 

C57/Bl6 und Balb/C. In Arbeiten, in denen das nozizeptive Verhalten verschiedener 

Mäuse-Stämme untersucht wurde, wurden deutliche Unterschiede zwischen C57/Bl6 

und Balb/C Mäusen vorgefunden (Mogil et al. 1999; Lariviere et al. 2001). Dabei 

zeigten C57/Bl6 eine stärkere thermische Sensibilität im Vergleich zu Balb/C Mäusen. 

Ebenso war die Ausprägung der Capsaicin-Sensibilität und der Capsaicin-induzierten 

thermischen Hyperalgesie geringfügig stärker in den C57/Bl6 Mäusen als in den Balb/C 

Mäusen. In der vorliegenden Arbeit konnten aber keine signifikanten Unterschiede 

hinsichtlich der Vanilloid-Sensibilität von Spinalganglienzellen zwischen C57/Bl6 und 
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Balb/C Mäuse festgestellt werden. Es ist möglich, dass die Anzahl der untersuchten 

Neurone nicht ausreichend war, um diese Unterschiede auf einer zellulären Ebene 

aufzuzeigen. Weiterhin wurden in der vorliegenden Arbeit sämtliche Spinalganglien für 

die DRG Kulturen verwendet, daher wurden neben kutanen Afferenzen auch 

wahrscheinlich Afferenzen der Viszera und tiefer somatischen Gewebe untersucht. In 

Verhaltens-Experimenten hingegen werden fast ausschließlich kutane Nozizeptoren der 

Hinterpfote stimuliert (Ganglion L4 – L6). Es ist möglich, dass das Expressionsmuster 

von TRPV1 in tiefen somatischen, viszeralen und kutanen Nozizeptoren unterschiedlich 

ist. Eine weitere Erklärung für die Diskrepanz zwischen der vorliegenden in vitro 

Untersuchung und den Verhaltensuntersuchungen in Mogils Arbeit ist eine 

unterschiedliche Expression von Proteinen, die mit der Aktivierung von TRPV1 

assoziiert sind. So wurde in einer Studie an C57/Bl6- und AKR-Mäusen (thermische 

Sensibilität C57/Bl6 > AKR), eine höhere Expression von TRPV1 und dem dem 

Neuropeptid CGRP in Neuronen der C57/Bl6 Mäuse gefunden (Miermeister et al. 

2002). Die Folge dieser Konstellation wäre eine erhöhte Freisetzung von CGRP in 

Folge einer TRPV1-Aktivierung peptidhaltiger Neurone (IB4-negativ) und 

möglicherweise eine gesteigerte synaptische Übertragung auf sekundäre Neurone im 

Hinterhorn des Rückenmarks.   

 

 

4.2 TRPV1 und Protonen-Sensibilität 

 

Entzündung oder Nekrose nach einer Gewebsschädigung, kann zu einer signifikanten 

Ansäuerung des Gewebes führen (Reeh und Steen 1996). Eine Folge davon ist die 

Aktivierung von Nozizeptoren und demzufolge die Entstehung von Schmerzen (Steen 

und Reeh 1993; Steen et al. 1995). Die durch Protonen vermittelte Aktivierung von 

Nozizeptoren scheint durch eine Vielzahl von Protonen-sensiblen Rezeptoren vermittelt 

zu werden. Dies korreliert mit der ausgeprägten Heterogenität der Protonen-induzierten 

Einwärtsströme in Spinalganglienzellen (Bevan und Yeats 1991; Kress und Zeilhofer 

1999; Julius und Basbaum 2001). In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, 

dass die Protonen-Sensibilität sensorischer Neurone der Maus von der TRPV1-

Expression abhängt. Dabei zeigten Neurone der TRPV1-defizienten Maus und 
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Vanilloid-unempfindlichen Neuronen der Wildtyp-Maus ähnlich geringe Protonen-

Sensibilitäten, die signifikant kleiner waren als die Protonen-Sensibilität der Vanilloid-

sensiblen Neurone. Im Gegensatz zu der fehlenden Vanilloid-Sensibilität in der TRPV1-

defizienten Maus zeigte sich für die Protonen-Sensibilität nur eine deutliche Reduktion. 

Es ist wahrscheinlich, dass die verbleibende Protonen-Sensibilität zum Teil durch 

Untereinheiten der ASICs generiert wird. Bisher wurden sechs ASIC-Untereinheiten in 

Spinalganglienzellen identifiziert: ASIC1a und b, ASIC2a und b, ASIC3 nd ASIC4. 

Diese können funktionelle Homomäre oder Heteromultimäre bilden (Waldmann et. al. 

1997a, b; Chen et. al. 1998; Bassilana et. al. 1997; Linguelgia et. al. 1997; Babinski et. 

al. 2000; Akopian et. al. 2000; Benson et al. 2002). Einwärtsströme vermittelt durch 

ASICs zeigen charakteristische kinetische Merkmale mit einem schnellen, transienten 

Einwärtsstrom, gefolgt von einem langsamen, persistierenden Einwärtsstrom (Abb. 18 

B; Waldmann und Lazdunski 1998; Sutherland et al. 2001). In der vorliegenden Arbeit 

wurden in kleinen und mittelgroßen Spinalganglienzellen der Maus (TRPV1-defizient 

und Wildtyp) nur geringe Einwärtsströme mit dieser Charakteristik vorgefunden 

(Leffler et al. 2000). Das Expressionsmuster der einzelnen ASIC-Untereinheiten in 

Spinalganglienzellen der Maus wurde bisher nicht ausführlich beschrieben. Patch-

Clamp Untersuchungen haben jedoch gezeigt, dass ASIC-ähnliche Einwärtsströme 

hauptsächlich in den großen Spinalganglienzellen der Maus vorkommen (Benson et al. 

2002; Xie et al. 2002). Die Expression der meisten ASIC-Untereinheiten scheint in der 

Ratte hauptsächlich auf die IB4-negative Neuronenpopulation beschränkt zu sein 

(Olsson et. al. 1998; Chen et. al. 1998; Akopian et. al. 2000; Immke et al. 2002). In der 

vorliegenden Arbeit konnten wie schon für die Vanilloid-Sensibilität keine signifikanten 

Unterschiede hinsichtlich der Protonen-Sensibilität zwischen IB4-negativen und IB4-

positiven Neurone  nachgewiesen werden. ASIC-ähnliche Einwärtsströme werden aber 

hauptsächlich in IB4-negativen Neuronen der Maus gefunden, sowohl in der TRPV1-

defizienten- als auch in der Wildtyp-Maus (Leffler et al. 2000; Dirajlal et al. 2003). Die 

vorliegende Arbeit steht im Gegensatz zu der Arbeit von Dirajlal et al. (2003), in der 

größere Protonen-induzierte Einwärtsströme in den IB4-negativen Zellen gefunden 

wurden. Wie oben diskutiert, könnte diese Diskrepanz zwischen den beiden Studien auf 

unterschiedlichen experimentellen Bedingungen beruhen. Die Tatsache, dass ASIC-

ähnliche Einwärtsströme vor allem in den großen IB4-negativen Spinalganglienzellen 
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auftreten, macht im Besonderen die Auswahl der zu untersuchenden Zellen bei diesen 

Experimenten bedeutsam. Die Funktion der ASICs für die Nozizeption ist noch unklar. 

Untersuchungen an transgenen Mäusen (ASIC2a- und ASIC3-defiziente) schlagen eine 

Bedeutung sowohl für die Protonen-Sensibilität als auch für die Mechano-Sensibilität 

sensorischer Neurone vor (Price et al. 2000, 2001). Weiterhin scheint ASIC3 eine 

besondere Funktion bei Muskelschmerzen oder Angina Pectoris zu spielen. Neurone, 

die das    Myokard innervieren, zeigen eine sehr hohe Expression von ASIC3 (Benson 

et al. 1999; Sutherland et al. 2001; Immke et al. 2002). Sowohl TRPV1 wie auch die 

ASICs scheinen somit wichtige nozizeptive Aufgaben auszuüben, unter anderem als 

Protonen-Rezeptoren. Bei der vorliegenden Arbeit, scheint aber TRPV1 eine größere 

Bedeutung für die Protonen-Sensibilität nozizeptiver Neurone der Maus zu haben. 

Protonen aktivieren ASIC-Kanäle durch eine Freisetzung von Ca2+-Ionen, die bei 

neutralen pH-Werten an der Pore des Kanals gebunden sind und somit einen 

Einwärtsstrom blockiert (Immke und McCleskey 2003). Bei TRPV1 hingegen scheint 

die Interaktion zwischen Protonen und spezifischen Aminosäureresten in der Pore-

bildenden Region des fünften transmembranen Segmentes die Protonen-induzierte 

Aktivierung des Rezeptors zu bewirken (Jordt und Julius 2000). Dabei ist die Identität 

des Aminosäurerestes an Position 648 essentiell für die Protonen-Sensibilität von 

TRPV1. Eine Mutation an dieser Stelle bewirkt eine selektive Abnahme der 

Aktivierbarkeit durch Protonen, nicht aber der Aktivierbarkeit durch Vanilloide oder 

Hitze. Neben der Fähigkeit TRPV1 direkt zu aktivieren, bewirken Protonen auch eine 

Sensibilisierung von TRPV1 gegenüber anderen Agonisten wie Capsaicin oder Hitze 

(Tominaga et al. 1998; McLatchie und Bevan 2001). Für diese Sensibilisierung scheint 

die Identität des Aminosäurerestes an Position 600 von Bedeutung zu sein (Jordt und 

Julius 2000). In Anbetracht der Aktivierbarkeit von TRPV1 durch endogene Substanzen 

wie Anandamid, Leukotrien B4 oder Hitze, scheint diese Sensibilisierung von TRPV1 

durch Protonen bei Zuständen wie Entzündung und Fieber von großer Bedeutung zu 

sein. 
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4.3 TRPV1 und Hitze-Sensibilität 

 

Viele der polymodalen Nozizeptoren sind Hitze-sensibel und besitzen eine Schwelle 

zwischen 43- 45°C (Treede et al. 1992; Julius und Basbaum 2001). In diesem 

Temperaturbereich liegt in psychophysischen Experimenten auch die Schmerzschwelle 

(Treede et al. 1992; Raja et al. 1999). Die Hitze-Sensibilität der polymodalen 

Nozizeptoren ähnelt in vielen Hinsichten der Hitze-Sensibilität von TRPV1. Dabei liegt 

die Schwelle für die Hitze-induzierte Aktivierung von TRPV1 ebenfalls bei 43- 45°C 

(Caterina et al. 1997; Tominaga et al. 1998). Weiterhin wurden in 

elektrophysiologischen Studien beschrieben, dass Hitze-sensible Neurone zum größten 

Teil auch Vanilloid-sensibel sind (Szolcsanyi et. al. 1988; Cesare und McNaughton 

1996; Kirschstein et al. 1997; Nagy und Rang 1999a, b). In der vorliegenden Arbeit 

wurden Einwärtsströme, die ab 45°C aktiviert werden, nur in Vanilloid-sensiblen 

Neuronen der Wildtyp-Maus beobachtet. Vor diesem Hintergrund war es nicht 

überraschend, dass Hitze-induzierte Einwärtsströme in Spinalgangleinzellen der 

TRPV1-defizienten Maus stark reduziert waren. Ähnliche Ergebnisse wurden in 

weiteren in vitro Experimente gefunden. (Tabelle 1; Caterina et al. 2000; Davis et al. 

2000). Reduzierte Hitze-Empfindlichkeit TRPV1-defizienter Mäuse in vivo wurde 

jedoch nur bei Temperaturen > 50°C beobachtet, nicht aber wie erwartet bei 45°C 

(Caterina et al. 2000). Obgleich sich TRPV1 als ein wichtiger Hitze-Rezeptor sowohl in 

in vitro als auch in in vivo Experimenten darstellte, ist durch diese Ergebnisse die 

Existenz von mehreren Hitze-sensiblen Rezeptoren anzunehmen. Tatsächlich wurden in 

der vorliegenden Arbeit Hitze-induzierte Einwärtsströme in Vanilloid-unempfindlichen 

Neuronen TRPV1-defizienten Mäusen und von Wildtyp-Mäusen beobachtet. Im 

Vergleich zu dem TRPV1-vermittelten Einwärtsstrom zeigten diese Einwärtsströme 

eine hohe Schwelle (> 50°C). Es ist möglich, dass TRPV2 (VRL-1) diese Art von 

Hitze-induzierten Einwärtsströmen generiert (Caterina et al. 1999; Nagy et al. 1999a; 

Ahluwalia et al. 2002). Die Expression von TRPV2 ist hauptsächlich auf große 

Spinalganglienzellen begrenzt, daher könnte die TRPV2-exprimierende Zellpopulation 

dem Typ I AΜΗ-Fasern entsprechen (Caterina et al. 1999; Julius und Basbaum 2001). 

Die Frage, ob die fast normale Hitze-Empfindlichkeit der TRPV1-defizienten Tieren 

durch TRPV2 vermittelt wird, lässt sich zum jetzigen Zeitpunkt nicht eindeutig 
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beantworten. Aufgrund der hohen Temperaturschwelle und des Expressionsmusters 

scheint dies jedoch unwahrscheinlich. Es besteht jedoch die Möglichkeit, dass die 

Expression von TRPV2 in TRPV1-defizienten Tieren kompensatorisch hochreguliert 

wird. Außerdem verringert sich die Schwelle für die Aktivierung von TRPV2, wenn der 

Rezeptor wiederholt durch einen Hitze-Stimulus aktiviert wird (Caterina et al. 1999). 

Dagegen spricht eine neuere Arbeit an TRPV1-defizienten Mäusen, in der für Hitze-

sensible Neurone keine TRPV2-Expression nachgewiesen werden konnte (Koerber et 

al. 2001). Die konservierte Hitze-Sensibilität der TRPV1-defizienten Maus bei 

niedrigeren Temperaturen, liesse sich auch durch andere Mechanismen erklären. Ein 

viel versprechender Kandidat ist dabei TRPV3 (Peier et al. 2002; Smith et al. 2002; Xu 

et al. 2002). TRPV3, eine Vanilloid-unempfindliche aber Hitze-sensible TRP-

Untereinheit, wird in sensorischen Neuronen und in nichtneuronalen Geweben 

exprimert. Im Vergleich zu TRPV1 und TRPV2, zeigt TRPV3 eine deutlich niedrigere 

Schwelle für die Hitze-induzierte Aktivierung die bei den verschiedenen Studien 

zwischen 22 und 39°C liegt. Es ist unklar, warum diese Art von Hitze-induzierten 

Einwärtsströmen nicht in Spinalganglienzellen von TRPV1-defizienten Mäusen 

beobachtet wurde (vorliegende Arbeit; Davis et al. 2000). Eine mögliche Ursache wäre 

eine schwache Expression des Proteins in kultivierten Neuronen, so dass bei Anfang der 

Experimente nach 12h in Kultur nur noch wenige TRPV3-Kanäle in der Zellmembran 

vorhanden sind. Diese Möglichkeit wird unterstützt von der Arbeit von Peier et al., in 

der nur eine sehr schwache Expression von TRPV3 in Spinalganglien, aber eine starke 

Expression in Keratinozyten gefunden wurde. Weiterhin ist es möglich, dass kleinste 

Einwärtsströme, die schon ab Zimmertemperatur aktiviert waren, nicht als solche 

erkannt worden sind.  

Während die molekularen Substrate für die Vanilloid- und Protonen-Sensibilität der 

TRP-Untereinheiten aufgeklärt zu sein scheinen, sind die Mechanismen der Hitze-

induzierten Aktivierung noch unbekannt. Der Stellenwert von TRPV1, TRPV2 und 

TRPV3 bei der Hitze-Sensibilität sensorischer Neurone könnten durch die 

Charakterisierung von entsprechenden Knockout-Mäusen aufgeklärt werden.      
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4.4 TRPV1 und Pathophysiologie 

 

Die vorliegenden Untersuchungen widmeten sich der Funktion von TRPV1 in einem 

physiologischen Zustand. Dabei wurde gezeigt, dass TRPV1 ein essentielles 

Transduktionselement für Vanilloid-, Protonen- und Hitze-Sensibilität von 

Nozizeptoren darstellt. Die Bedeutung von TRPV1 in Bezug auf pathophysiologische 

Zustände wie bei Entzündung oder Nervenverletzung wurde bisher nicht mittels der 

Patch-Clamp Methode untersucht. Es soll jedoch erwähnt werden, dass die 

entzündungsinduzierte thermische Hyperalgesie in TRPV1-defizienten Tieren 

herabgesetzt ist (Caterina et al. 2000; Davis et al. 2000). Im Gegensatz dazu ist die 

thermische Hyperalgesie, die nach einer Nervenläsion beobachtet wird, in TRPV1-

defizienten Tieren unverändert nachweisbar (Caterina et al. 2000). Weiterhin zeigten 

TRPV1-defiziente Mäuse eine unveränderte Sensibilität für mechanische Stimuli. 

Ebenso war die mechanische Hyperalgesie sowohl nach Entzündung als auch nach 

Nervenschädigung in TRPV1-defizienten Mäusen unverändert (Tabelle 2; Caterina et 

al. 2000; Davis et al. 2000). Die Expression von TRPV1 wird bei einer Entzündung 

hochreguliert, bei Läsion des Neurons aber herunterreguliert (Michael und Priestley 

1999; Itoh et al. 2001). Weiterhin wurde wiederholt beschrieben, dass TRPV1 durch 

Entzündungsmediatoren und Zytokine wie Bradykinin, NGF, PGE2, ΙL−1β und ATP, 

stark sensibilisiert werden kann (Chuang et al. 2001; Julius und Basbaum 2001; Obreja 

et al. 2002). Somit ist eine Beteiligung von TRPV1 speziell bei der 

entzündungsinduzierten thermischen Hyperalgeise wahrscheinlich, nicht aber bei 

neuropathischen Schmerzzuständen.       
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Tabelle 2. Tabellarische Darstellung des Phänotyps von TRPV1-knockout Mäusen im 

Vergleich zu Wildtyp-Mäusen in verschiedenen in vitro und in vivo Untersuchungen (Fehlt: 

völliges Fehlen einer Reaktion; ↓↓↓: sehr starke Reduktion; ↓↓: starke Reduktion; ↓: mässige 

Reduktion; ±: kein Unterschied) (für Details: Caterina et al. 2000). 

 

 

 

 

 

in vitro  Stimulus/Marker TRPV1-/- Phänotyp 
Immunhistochemie von  TRPV1 Fehlt 
Spinalganglion Neuronen TRPV2 ± 
   IB4 ± 
    SP ± 
Immunhistochemie von Fos-Expression        Laminae I-II ↓↓ 
Rückenmarksneurone nach 50°C                                  Laminae V-VI ↓ 
Calcium-Imaging von  Capsaicin Fehlt 
Spinalganglion  Neuronen Resiniferatoxin Fehlt 
   Protonen (pH 5,0) ↓↓↓ 
   ATP ± 
Haut-Nerv-Präparat Capsaicin                       C-Fasern Fehlt 
                                          Aδ-Fasern Fehlt 
   Protonen (pH 5,0)          C-Fasern ↓↓↓ 
                                          Aδ-Fasern ± 
   Hitze                              C-Fasern ↓↓↓ 
                                        Aδ-Fasern ± 
   Mechanische Reizung         C-, Aδ- ± 
Extrazelluläre Ableitungen  Mechanische Kodierung ± 
WDR-Neurone Lamina V Thermische Kodierung ↓↓↓ 
 in vivo    
"paw licking"   Vanilloide (Injektion Pfote) ↓↓↓ 
erhöhte Körpertemperatur  (∆ °C) Capsaicin (Injektion subkutan) Fehlt 
"aversive drinking" Test Capsaicin (im Trinkwasser) Fehlt 
"tail immersion" Test  Hitze  (>48°C) ↓↓ 
               (<48°C) ± 
"hot plate" Test   Hitze  (>50°C) ↓↓ 
               (<50°C) ± 
Gewebsentzündung  nach Hitze (Hargreaves Test) ↓↓↓ 
Senföl od. CFA (Pfote)  Mechanische Reizung ± 
Nervenläsion (Ligation) Hitze (Hargreaves Test) ± 
    Mechanische Reizung ± 
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5. Zusammenfassung und Ausblick 

 

Bei der Erforschung des Schmerzes sind die molekularen Transduktionsmechanismen in 

afferenten sensorischen Neuronen von großem Interesse. Funktionelle Eigenschaften 

und eine nahezu selektive Expression von TRPV1 in sensorischen Neuronen,  haben zu 

einer intensiven Erforschung dieses Proteins geführt. In der vorliegenden Arbeit wurde 

der Stellenwert von TRPV1 in sensorischen Neuronen untersucht, indem Neurone 

transgener TRPV1-knockout Mäusen elektrophysiologisch charakterisiert wurden. Der 

Phänotyp der TRPV1-defizienten Tieren zeigte dabei deutlich, dass TRPV1 bei 

verschiedener nozizeptiven Prozessen ein bedeutendes Tranduktionselement darstellt. 

Es konnte gezeigt werden, dass die Expression von TRPV1 für die Vanilloid-

Sensibilität sensorischer Neurone essentiell ist. Weiterhin zeigte sich eine stark 

reduzierte Protonen-Sensibilität und Hitze-Sensibilität in Neuronen der TRPV1-

defizienten Maus; für diese beiden Stimulus-Modalitäten existieren aber neben TRPV1 

weitere Rezeptoren. Für die Protonen-Sensibilität scheinen dabei ASIC-Unterheiten 

beteiligt zu sein. Für die thermische Sensiblität sensorischer Neurone hingegen, ist die 

Beteiligung weiterer TRP-Untereinheiten wie TRPV2 und TRPV3 wahrscheinlich. Laut 

der vorliegenden Arbeit spielt TRPV1 somit bei der Aktivierung polymodaler 

Nozizeptoren eine zentrale Rolle, und somit auch für die Entstehung von Schmerz. 

Durch die Charakterisierung der TRPV1-defizienten Maus konnte die Bedeutung von 

TRPV1 bei der Entstehung nozizeptiven Verhaltens in vivo sowohl im physiologischen 

wie auch im pathophysiologischen Kontext dargestellt werden. Aus diesen Befunden 

wurde gefolgert, dass TRPV1 speziell bei entzündungsinduzierten Schmerzen, nicht 

aber bei neuropathischen Schmerzen, eine Rolle spielt. Eine analgetische Wirkung von 

Antagonisten oder Modulatoren von TRPV1 wäre nur bei Schmerzzuständen zu 

erwarten, bei denen TRPV1 beteiligt ist. Die Frage, ob TRPV1 ein günstiger 

Angriffspunkt für die Entwicklung neuen Analgetika darstellt, lässt sich daher trotz den 

hier erarbeiteten Ergebnissen nicht eindeutig beantworten. Die weitere Erforschung von 

TRPV1, aber auch von weiteren vielversprechenden Genprodukten wie TRP- und 

ASIC-Untereinheiten, ist nach wie vor die Voraussetzung für eine erfolgreiche Lösung 

dieser Frage.      
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