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1. Zusammenfassung

Die Offnung des spannungsabhéngigen Calciumkanals Cay,1.2 nach Depolarisation mit
Kaliumchlorid (KCl) aktiviert Typ-ll Protein Kinase A (PKA-II) in nozizeptiven Neuronen in vitro
und bewirkt langanhaltende mechanische Hyperalgesie in vivo.! Im Gegensatz zur Aktivierung
von PKA-II durch G Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs), ist die Aktivierung von PKA-II
nach Depolarisation unabhangig von cAMP und kann daher nicht durch Opioide inhibiert
werden. Im Rahmen der vorliegenden Arbeit sollte untersucht werden, ob dieser
pronozizeptive Mechanismus auch durch Aktivierung ligandengesteuerter Kationenkanale der
Transient Receptor Potential (TRP)-Familie wie TRPA1 und TRPV1 aktiviert wird.
Ubernachtkulturen dissoziierter sensorischer Neurone der Ratte
(Tierversuchsgenehmigungsnummer 84-02.05.20.13.045) wurden in einer 2 Stunden-Kinetik
mit dem TRPV1-Agonisten Capsaicin (1 uM), dem TRPA1-Agonisten AITC (10 uM) oder dem
5HT4-Agonisten Serotonin (1 uM) stimuliert, fixiert und immunzytochemisch gefarbt. Als
Korrelat fur die Aktivitait der PKA-Il wurde die Fluoreszenzintensitat eines phospho-
spezifischen Antikorpers gegen die regulatorischen Untereinheiten von PKA-II mittels
High-Content-lmaging  (HCI)  quantifiziert. Zur  mechanistischen  Analyse der
cAMP-Abhangigkeit wurden die Zellen mit dem  Phosphodiesterase-Inhibitor
3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX, 100 uM), dem inaktiven cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB
(10 yM) oder dem Adenylylcylasehemmenden Opioid Fentanyl (10 uM) vorbehandelt. Die
gewonnenen Daten wurden mit Hilfe von R-Skripten statistisch ausgewertet und visualisiert.
In vorausgegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe konnte eine Aktivierung der PKA-II
durch Stimulation der ligandengesteuerten Kationenkandle TRPV1 mittels Capsaicin und
TRPA1 mittels AITC bereits nachgewiesen werden.

Um die cAMP-Abhangigkeit der PKA-Il zu testen, wurden verschiedene mechanistische
Ansatze getestet. Serotonin fungierte dabei als Positivkontrolle, da der durch Serotonin-
induzierte Aktivierungsprozess er PKA-II cAMP abhéngig ist."

Die Prastimulation mit dem Phosphodiesterase-Inhibitor IBMX, welcher eine
langanhaltendende Erhéhung des zellularen cAMPs bewirkt, fihrte ubiquitar zu einem Anstieg
der basalen PKA-II Aktivitat. In dem durch Serotonin aktivierten, GPCR-alpha-s gekoppelten,
cAMP-abhangigen Signalweg verlangerte die Prastimulation mit IBMX zusatzlich die
PKA-II Aktivitdt. Im Gegensatz dazu war eine Verlangerung der PKA-II Aktivierung bei
Stimulation des TRPA1-Kanals mit AITC und des TRPV1-Kanals mit Capsaicin nicht zu
beobachten. Die Prastimulationen mit dem inaktiven cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB
inhibierte die PKA-II nach Stimulation mit Serotonin, nicht aber nach Stimulation mit Capsaicin
oder AITC. Durch Bindung an den p-Opioidrezeptor konnen Opioide die Adenylylcyclase

hemmen, wodurch weniger cAMP gebildet wird. Prastimulation mit dem Opioid Fentanyl
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reduzierte die Serotonin-induzierten PKA-Il Aktivitdt. Im Gegensatz dazu hatte die
Prastimulation mit Fentanyl keinen inhibitorische Effekt auf die PKA-Il Aktivitat nach
Stimulation mit Capsaicin oder AITC.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen, dass sowohl AITC als auch Capsaicin zu einer
cAMP-unabhangigen PKA-II Aktivierung flhren. In zuklnftigen Studien muss nun untersucht

werden, ob dieser Mechanismus bei Opioid-resistenten Schmerzen relevant ist.
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2. Einleitung

2.1. Definition und Relevanz von Schmerzen im Gesundheitssystem
Chronische Schmerzen sind ein weltweites Gesundheitsproblem, insbesondere im Hinblick
auf Behinderung, Krankheitslast, Lebensqualitat und Verlust der Gesundheit.?® In der ,Global
Burden of Disease Study” von 2016 wurden Schmerzen und mit Schmerzen assoziierte
Krankheiten als eine der Hauptursachen fur Behinderungen und Krankheitslast weltweit
identifiziert.* Dabei wird zwischen akuten und chronischen Schmerzen unterschieden. Akute
Schmerzen sind voriibergehend und gehen meist mit unmittelbarer Gewebeschadigung oder
Entziindung einher.® Bestehen Schmerzen Uber einen Zeitraum langer als 3 Monate, so
werden sie als chronische Schmerzen bezeichnet und als eigenstandige Pathologie
angesehen.>® Schmerzen im unteren Riicken (,Jower back pain“) und Migrane sind die
haufigsten Ursachen fiir Jahre, die mit Behinderung gelebt wurden (Years lived with disability,
YLD). Der untere Riickenschmerz machte dabei 57,6 Millionen YLD und Migrane 45,1 YLD
aus.* Durch Arbeitsunfalle und Inanspruchnahme von medizinischen Leistungen werden
direkte und indirekte Kosten im Gesundheitssystem verursacht.®>” Die Angaben zu den Kosten,
die durch chronische Schmerzen verursacht werden, variieren.®> Wenig et al. schatzten die
indirekten Kosten in Deutschland 2009 auf etwa 49 Milliarden Euro.® Die hochsten
Gesamtkosten unter den chronischen Schmerzen werden dabei durch Rickenschmerzen
verursacht.’

Schmerz wurde bereits 1979 von der International Association for the Study of Pain (IASP) als
»eine unangenehme sensorische und emotionale Erfahrung, die mit einer tatsachlichen oder
potenziellen Gewebeschadigung verbunden ist oder in Bezug auf eine solche Schadigung
beschrieben wird“® definiert. Diese Definition wurde international von Schmerz-Forschenden,
der Weltgesundheitsorganisation und vielen im Gesundheitswesen Arbeitenden
tbernommen.°

2020 wurde diese erstmals Uberarbeitet und um sechs Unterpunkte flr zusatzlichen Kontext
erweitert. Die neue Definition benennt Schmerz als ,ein unangenehmes Sinnes- und
Geflhlserlebnis, das mit einer tatsachlichen oder potentiellen Gewebeschadigung einhergeht
oder einer solchen ahnelt.“ Das Empfinden von Schmerzen wird dabei als persénliche
Erfahrung definiert, die durch biologische, psychologische und soziale Faktoren beeinflusst
wird. In den Unterpunkten wird weiter postuliert, dass das Konzept von Schmerzen durch
Erfahrungen erlernt wird und individuelle Schmerzerfahrungen immer respektiert werden
sollten, da sie interindividuell sehr unterschiedlich sind. Schmerz diene gewdhnlich einer
Adaptation, kdnne jedoch auch unerwinschte Effekte auf (kdérperliche) Funktionen sowie

soziales und psychologisches Wohlbefinden haben.
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Die physischen, emotionalen und sozialen Auswirkungen von Schmerzen auf Individuen sind
zum Teil so stark, dass es zu deutlichen Einschrankungen des Alltags fiihrt.®

Um die Relevanz von chronischen Schmerzen in der Gesellschaft zu verdeutlichen, klar
definierte Behandlungswege und Forschungsprogramme zu verbessern und den Zugang zu
multimodaler Schmerztherapie zu vereinfachen, wurden chronische Schmerzen 2018 unter
Federfihrung der IASP in die ICD-11 (International Classification of Diseases 11th Version)

unter Beriicksichtigung von psychologischen und sozialen Faktoren aufgenommen.®

2.2. Mechanistische Deskriptoren fir Schmerzen: neuropathischer,
nozizeptiver und noziplastischer Schmerz
Die Kategorisierung von Schmerzpatienten und Schmerzpatientinnen ist wichtig um die
Wirksamkeit von Behandlungskonzepten beurteilen zu kdnnen. Daher werden drei
mechanistische Ursachen des Schmerzes unterschieden: nozizeptive, neuropathische und
noziplastische Schmerzen."!
Nozizeptiver Schmerz wird von der IASP als ,Schmerz, der durch eine tatsachliche oder
drohende Schadigung von nichtneuronalem Gewebe entsteht und auf die Aktivierung von
Nozizeptoren zurtickzufiihren ist definiert.’"'2 Bei nozizeptiven Schmerzen ist im Gegensatz
zu neuropathischen Schmerzen das somatosensorische Nervensystem intakt.'?'3
Die Definition des neuropathischen Schmerzes wurde 2011 erneuert und als ,Schmerzen, die
durch eine Lasion oder Erkrankung des somatosensorischen Nervensystems hervorgerufen
werden“ beschrieben.'>'* Befindet sich die Lasion nicht in einem dem somatosensorischem
Nervensystem zugehdrigen Abschnitt, wie beispielsweise dem Cerebellum, oder prasentieren
sich Symptome ohne Korrelat einer Lasion oder Erkrankung, so wird aktuell der daraus
resultierende Schmerz nicht dem neuropathischen Schmerzen zugeordnet.'2
Diese zwei mechanistischen Definitionen beziehen viele Schmerzpatienten ohne Aktivierung
von Nozizeptoren oder ohne Erkrankung, beziehungsweise Lasion des somatosensorischen
Nervensystems, nicht mit ein.''® Dazu zahlen der unspezifische Rickenschmerz,
unspezifische periphere Gelenkschmerzen, Fibromyalgie und das Komplexe Regionale
Schmerz Syndrom (CRPS) Typ 1.'"'® 2016 wurde mit den noziplastischen Schmerzen eine
dritte mechanistische Schmerzdefinition etabliert. Noziplastische Schmerzen unterscheiden
sich von den neuropathischen und nozizeptiven Schmerzen, da sie nicht durch eine periphere
Pathologie erklart werden kénnen. Es kommt nicht wie bei den nozizeptiven Schmerzen
beispielsweise zu einer Gewebeschadigung oder Inflammation, oder =zu einer
Nervenschadigung, wie bei den neuropathischen Schmerzen. Noziplastische Schmerzen sind

in ihrer Entitat noch nicht ganzlich verstanden, jedoch liegen ihnen die zentrale Sensitivierung
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mit Veranderung der zentralen Schmerzverarbeitung, wie beispielsweise verstarkter zentrale
Schmerzwahrnehmung und veranderter sensorische Verarbeitung zu Grunde. 1517

Nach der durch die IASP veréffentlichte Terminologie bedeutet Sensibilisierung eine erhéhte
Empfindlichkeit der nozizeptiven Neurone auf ihre normalen Reize (Input) beziehungsweise
eine Reizantwort auf Reize, die normalerweise unterhalb der Reizschwelle liegen. Dabei kann
es auch zu einer VergroBerung des rezeptiven Feldes kommen.'? Bei der zentralen
Sensitivierung zeigt sich die erhdhte Reizantwort in den nozizeptiven Neuronen des zentralen
Nervensystems. Eine normale Funktion der peripheren Neurone bleibt dabei bestehen.'
Periphere Sensibilisierung bedeutet eine erhdhte Reizantwort und reduzierte Reizschwelle der
peripheren nozizeptiven Neurone auf einen Stimulus in ihrem Leitungsfeld.'?

Noziplastische Schmerzen sind mit starken psychischen Belastungen und einer
Sensibilisierung auf Reizmodalitaten, wie Kalte, chemische Substanzen und Licht verbunden.
Eine Schmerzausbreitung und Uberempfindlichkeit auRerhalb des urspriinglich gereiztem
Dermatoms zeigen sich im muskuloskelettalem System. '8 Die erhdhte Schmerzausweitung,
die psychische Komponente und Sensibilisierung auf andere Reizmodalitaten, weisen beim
noziplastischen Schmerz neben der zentralen Sensibilisierung auch auf eine supraspinale
Sensibilisierung mit Prozessen im Mittelhirn und Hirnstamm hin. """

Die zentrale Sensibilisierung auf spinaler Ebene steht bei neuropathischen und nozizeptiven

Schmerzen starker im Fokus.'17

2.3. Schmerzweiterleitung

Reizentstehung, Weiterleitung und Verarbeitung erfolgt Uber periphere und zentrale
nozizeptive Neurone des somatosensorische Nervensystems.?'? Das erste nozizeptive
Neuron, auch Nozizeptor genannt, umfasst eine Untergruppe peripherer Nerven, die
thermische, mechanische und chemische Stimuli detektieren und weiterleiten.'® Sie weisen
eine erhohte Reizschwelle auf und werden erst erregt, wenn der Stimulus einen noxischen
Schwellenwert Gberschreitet.’??° |hre Zellkorper befinden sich in den dorsalen Spinalganglien,
bzw. Trigeminalganglien und weisen sowohl einen peripheren axonalen Ast, mit dem viszerale
und somatische Regionen innerviert werden, als auch einen zentralen axonalen Ast auf.2?
Die rezeptiven Felder der peripheren Nervenenden sind verzweigt und kdnnen abhangig von
Lokalisation und Nervenfasertyp Quadratmillimeter bis mehrere Quadratzentimeter
umfassen.?' Uber den zentralen Ast werden die nachgeschalteten nozizeptiven Neurone im
Ruckenmark innerviert, deren Zellkérper im Dorsalhorn des Rickenmarks und Hirnstamm
liegen und deren afferente Fasern auf die Gegenseite kreuzen.??° Dieser aszendierende Weg
Uber den Tractus spinothalamicus lateralis fuhrt zur Reizweiterleitung in supraspinale
Hirnregionen.?? Vom Thalamus werden die Signale zur Weiterverarbeitung zur Amygdala und

zu corticalen Regionen weitergeleitet.?! Dazu zahlen unter anderem parietale und frontale
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Cortexregionen, der Lobus insularis und der Gyrus cinguli.?'?? Die Schmerzlbertragung kann
Uber absteigende Signalwege beeinflusst werden, indem die Ubertragung zwischen dem
ersten und zweiten Neuron in dem Dorsalhorn im Rickenmark beeinflusst wird. Nozizeptive

Signale kénnen dadurch potenziert oder inhibiert zwerden.?3
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Abbildung 1: Vereinfachte Darstellung des generellen Signalweges der Nozizeption

Freie Nervenenden nehmen Schmerz und Temperaturreize auf. Im Spinalganglion befinden sich die Zellkérper der
Nozizeptoren. Die Umschaltung auf das nachgeschaltete Neuron erfolgt im Hinterhorn des Riickenmarks, es kommt
zur Kreuzung auf Segmentebene auf die Gegenseite. Aufsteigen der Bahnen im Vorderseitenstrang zum Thalamus.
Dort erfolgt die Umschaltung auf das dritte Neuron und Weiterleitung an weitere Hirnregionen. Die Abbildung wurde
in Anlehnung an Abbildung C ,Tractus spinothalamicus und seine zentrale Verbindung” des Kapitels 9.5
Aufsteigende Bahnen: Tracus spinothalamici und Abbildung B ,Periphere somatische Schmerzleitung (nach Lorke)*”
des Kapitels 12.4 Sensorisches System: Schmerz aus Prometheus LernAtlas der Anatomie erstellt?*

2.4. Verschiedene Untergruppen nozizeptiver Neurone

Die fur die Schmerzweiterleitung notwendigen Nozizeptoren konnen anhand ihrer
unterschiedlichen Physiologie, Anatomie und Biochemie unterschieden werden. Es kann
zwischen thermalen, mechanischen und chemischen Nozizeptoren unterschieden werden.
Eine weitere Unterscheidung der Nozizeptoren erfolgt anhand der Geschwindigkeit der
Schmerzweiterleitung, welche durch den Myelinisierungsgrad und den Faserdurchmesser
bestimmt wird. Ad-Fasern Ubertragen Schmerzen schnell mit einer Geschwindigkeit von
5-25 m/s. Sie sind myelinisiert und weisen einen mittleren Durchmesser (1-5 um)?® auf.
Schmerzen, die durch Ad-Fasern Ubertragen werden sind gut lokalisierbar und bewirken haufig

ein Zurlckziehen der betroffenen Korperregion. Sie sind somit Bestandteil der Reaktion auf
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akute, ,erste* Schmerzen.?%2'% Die Ad-Fasern kénnen weiterhin in schnell und langsam
Ubertragende Ad-Fasern unterschieden werden. Schnell Gbertragende Ad-Fasern von Typ |
leiten scharfe, gut lokalisierbare Schmerzsignale an das zentrale Nervensystem weiter.
Langsam Ubertragende Ad-Fasern von Typ Il Gbertragen moderate Schmerzempfindungen,
welche nicht so scharf oder direkt sind, wie die der schnell Gbertragenden Ad-Fasern.
Ad-Fasern haben eine hohe Reizschwelle fiir mechanosensitive Reize.?' Typ | und Typ I
Ad-Fasern reagieren auf Hitze unterschiedlich. Typ | reagiert auf Temperaturen ab 53 °C und
Typ Il auf Temperaturen ab 43 °C.2"28

Zweiter* beziehungsweise langsamer Schmerz wird durch unmyelinisierte C-Fasern mit einer
Geschwindigkeit von > 2 m/s Ubertragen. |hre Zellkérper und Fasern sind kleiner im
Durchmesser. Bei dem ubertragenen Schmerz handelt es sich um schwer zu lokalisierende,
diffusen Schmerz. C-Fasern sind in die Entstehung von Hyperalgesie und Allodynie involviert
und spielen eine Rolle bei persistierenden und chronischen Schmerzzustanden.?%2'26
C-Fasern sind meist polymodal und reagieren sowohl auf noxische thermale, mechanische
sowie chemische Stimuli. Einige C-Fasern sind mechanisch insensitiv, reagieren aber auf
noxische Hitze.?® |Leise* Nozizeptoren stellen eine Untergruppe der C-Fasern dar. Sie liegen
in der Haut, weisen einen kleinen Durchmesser auf und missen zur Signalweiterleitung erst
sensitiviert werden, beispielsweise wenn es zu einer Entzindung oder Verletzung des
Gewebes kommt. Die Identifikation des Stimulus ist erschwert festzustellen.

Ein Marker fUr nozizeptive Neurone, der in vielen nozizeptiven Subgruppen vorkommt und der
sowohl in C-, als auch in Ad-Fasern exprimiert wird, ist die R-Isoform der Proteinkinase A-11.2°
GrolRere Neurone mit Markern fr Propriozeption wie Neurofilament 200 (NF200) exprimierten
RIIB nicht.?®Biochemisch unterscheiden sich Nozizeptoren durch ihre Neurotransmitter,
Rezeptoren, lonenkanale und Genexpression anhand derer Schmerzsignale an das zentrale
Nervensystem weitergeleitet werden. Zu den Neurotransmittern zahlen beispielsweise
Substanz P, Glutamat und das Calcitonin Gene-related Peptide (CGRP). Zu den
lonen-Kanalen zahlen unter anderem die Transienten-Rezeptor Potential Kanale (TRP) und
spannungsabhangige Natrium- und Kaliumkanale. Verschiedene Subtypen der Nozizeptoren
unterscheiden sich in der Auspragung und Aktivitat ihrer lonenkanale und der Auspragung und
dem Freisetzungsmuster ihrer Neurotransmitter, wodurch die unterschiedliche
Schmerzwahrnehmung und Sensitivitat beeinflusst werden.?® Eine eindeutige Einteilung in
verschiedene Klassen von Nozizeptoren ist schwierig, da es haufig zu einer Uberlappung und
Co-Expression von lonenkandlen kommt und die jeweilige Reaktion auf inflammatorische
Mediatoren, mit entweder direkter Aktivierung oder Sensitivierung variiert.?!

Nozizeptoren werden in peptiderge und non-peptiderge Nozizeptoren unterteilt. Peptiderge

Nozizeptoren setzten zusatzlich zu dem exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat, der in
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allen Nozizeptoren vorkommt, Neuropeptide wie Substanz P und Calcitonin Gene-related
Peptide (CGRP) als Antwort auf noxische Stimuli frei. Die Freisetzung der Neuropeptide spielt
eine Rolle in neurogener Entziindung und der Sensitivierung von Nozizeptoren. Eine
dauerhafte Freisetzung der Neuropeptide tragt Uber persistierende Sensitivierung und
neuroplastische Veranderungen zum Erhalt chronischer Schmerzzustande bei.?33° Peptiderge
Fasern exprimieren Tropomyosinrezeptorkinase A (TrkA), einen Rezeptor fir den
Nervenwachstumsfaktor (NGF).2" Non-peptiderge Nozizeptoren verwenden zur Transmission
von Signalen die ,klassischen® Neurotransmitter Glutamat, Achetylcholin, Gamma Amino
Butter Saure und Monoamine. Sie sind sowohl in der schnellen Signalantwort auf
Gewebeschadigung, als auch in der Modulation der Schmerzwahrnehmung involviert.223' Sie
weisen die Rezeptor Tyrosinkinase RET auf, die von Gliazellen stammende Neurotrophischen
Faktor-Liganden (Glial Cell Line-Derived Neurotrophic Factor Family Ligands) binden und
exprimieren das a-D-galactosyl-bindende Lectin 1B4. Non-peptiderge Nozizeptoren
co-exprimieren den purinergen ligandengesteuerten lonenkanal P2X3-Rezeptor.2'2732
Verschiedene Nozizeptoren enden an unterschiedlichen Laminae des Hinterhorns des
Ruckenmarks. Ad-Nozizeptoren verschalten primar an Lamina | und geben einige
Verschaltungen an Lamina V und X ab. Die peptidergen primaren Afferenzen, die sowohl aus
C- als auch aus Ad-Fasern bestehen, verschalten auf ein zweites Neuron in Lamina | und II.
Nonpeptiderge C-Nozizeptoren enden in Lamina 11.2"3 Studien an menschlichen
Spinalganglien zeigten die Umschaltung von Nozizeptoren in Laminae | und Il. Dabei zeigten
sich in 33 % der Neurone eine Co-Expression des peptidergen Markers CGRP und des non-
peptidergen Markers P2XR.2"34

2.5. Sensitivierung und Schmerzen

Hyperalgesie ist der Ausdruck einer erhdhten Sensitivitat auf Schmerzen. Dies kommt
typischerweise in verletztem und entziindetem Gewebe vor. Es kann zwischen primarer
Hyperalgesie bzw. peripherer Sensitivierung und sekundarer Hyperalgesie bzw. zentraler
Sensitivierung unterschieden werden. Primare Hyperalgesie tritt dabei an der Stelle der
Verletzung auf und ist durch direkte Sensitivierung der Nozizeptoren bedingt. Sekundare
Hyperalgesie ist hingegen ein Prozess innerhalb des ZNS, bei dem Schmerzsignale durch
Langzeitpotenzierung an der zentralen Synapse der Nozizeptoren und nachgeschalteten
Neuronen im Dorsalhorn amplifiziert werden.?' Sowohl periphere als auch zentrale

Sensitivierung spielen eine Rolle in der Schmerzwahrnehmung.
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2.5.1. Periphere Sensitivierung

Periphere Sensitivierung und somit primare Hyperalgesie resultieren aus Vorgangen im
verletzten oder entzindeten Gewebe, die zu einer erhéhten Reizempfindlichkeit und
verminderten Reizschwelle der Nozizeptoren fiihren.?"% Uber die Freisetzung von Substanz P
und CGRP als Reaktion auf Gewebsschadigung kénnen Entziindung und Schmerz in der
Peripherie verstarkt werden. Die Freisetzung von Substanz P, CGRP und Glutamat fihrt zu
verstarkter Schmerzweiterleitung. Substanz P und CGRP flihren weiterhin zu Vasodilatation
und Plasmaextravasation im Bereich von Kapillaren und Arteriolen, sowie zu Freisetzung von
inflammatorischen und nozizeptiven Mediatoren, wie Prostaglandinen, Bradykinin und
Histamin durch benachbarte Zellen, welche die peripheren Nerven durch Aktivierung von
Schmerz-modulierenden Rezeptoren sensitivieren. Die Freisetzung von Substanz P und
CGRP wird durch spannungsabhéangige Calcium-Kanale vom N- und L-Typ vermittelt. Durch
erhohte Sensitivitat von lonenkanalen, vor allem Natrium-Kanalen, kommt es zu erhohter
Erregbarkeit der peripheren Nervenzelle.?3® Periphere Sensitivierung beeinflusst sowohl die

Schmerzwahrnehmung von akuten, als auch von chronischen Schmerzen.?'%

2.5.2. Zentrale Sensitivierung
Bei der zentralen Sensitivierung kommt es im Gegensatz zur peripheren Sensitivierung zu
Veranderungen auf Rickenmarks- und Gehirnebene. Schmerzsignale aus der Peripherie
werden aufgrund von erhdhter neuronaler Aktivitat verstarkt und es kénnen Hyperalgesie und
Allodynie auftreten.?’ Die verstarkte neuronale Funktion im ZNS entsteht dabei durch
Anderungen in der Membranerregbarkeit, reduzierter Inhibition und veranderter Wirksamkeit
bzw. veranderter Transmission an der Synapse.®” Synaptischer Input, der vormals unterhalb
der Reizschwelle lag, verursacht einen erhdhten Aktionspotential-Output. Schmerz kann
dadurch unabhangig von noxischen Stimuli wahrgenommen werden und eigentlich harmlose
Reize kénnen Schmerzen hervorrufen.®” Mechanistisch kommt es bei der zentralen
Sensitivierung unter anderem zu vermehrter Ausschittung von exzitatorischen
Neurotransmittern an der Synapse, wie Glutamat.3®
Glutamat, ein an ionotropen Rezeptoren schnell wirkender Neurotransmitter der primaren
afferenten Neurone, bindet an Rezeptoren im Hinterhorn des Rickenmarks. Dabei bilden die
primaren afferenten Neurone Synapsen mit Interneuronen und Projektionsneuronen. Die
Bindung von Glutamat an diese Rezeptoren flhrt zu Aktivitat dieser Rezeptoren. Zu den
Glutamat-bindenden Rezeptoren gehdren NMDA- (N-Methyl-D-Aspartat), AMPA-
(a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure), Kainate-Rezeptorkanale und
metabotrope Glutamat-Rezeptor Subtypen.®” Die Bindung an metabotropen Glutamat-
Rezeptoren fihrt zur langsamen synaptischen Transmission, da noch weitere Schritte, wie
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Second Messenger und Proteinkinasen und Proteinphosphatasen involviert sind.
Neuropeptide, wie Substanz P, oder biogene Amine fihren ebenfalls zur langsamen
synaptischen Transmission®® Die Phosphorylierung der NMDA- und AMPA-Rezeptoren fiihrt
zur erhohter Aktivitdtsdichte der Rezeptoren, postsynaptischer Ubererregbarkeit und
Verstarkung der nozizeptiven Ubertragung. Periphere Entziindungsreaktionen und noxische
Stimuli kdnnen die NMDA-Rezeptorfunktionalitat durch Phosphorylierung verandern.®” Andere
Neurotransmitter, die zur zentralen Sensitivierung beitragen, sind Stickstoffmonoxid (NO),
Bradykinin und BDNF (Brain-Derived Neurotrophic Factor). Substanz P und CGRP tragen
Uber temporare Summation von langsamen synaptischen Potentialen zur kumulativen
Membrandepolarisation bei.®” Erhohte synaptische Transmission und neuronale Erregbarkeit
entstehen weiterhin durch erhdhte intrazelluldre Konzentrationen von Calciumionen.
Aktivierung metabotroper Glutamatrezeptoren und Aktivierung der NMDA-Rezeptoren durch
Glutamat bewirkt einen Calciumeinstrom.®"3® Vermehrter Calcium-Influx veranlasst die
Aktivierung verschiedener Signalwege, unter anderem die Phosphorylierung der
Glutamatrezeptoren, was zur Potenzierung der synaptischen Ubertragung fiihrt.3%" Der
Calciumeinfluss durch NMDA-Rezeptoren tragt auch zur neuronalen Plastizitat bei. Diese
Vorgange ahneln den neuronalen Vorgangen des Lernens und Gedachtnisses und kénnen so
zur Entstehung von chronischen Schmerzen beitragen.3?

Dysregulation von lonenkanalen, wie beispielsweise Kaliumionenkanalen, fihrt zur Imbalance
im lonenfluss entlang der Nervenzellmembran. Es kommt zum vermehrten neuronalen ,Firing“
und zentraler Sensitivierung. Auch die Hochfrequenz-Stimulation von C-Fasern in gesunden
Menschen fiihrte zu neuronalem ,Firing“ und somit zur zentralen Sensitivierung 333738

Diese nimmt eine wichtige Rolle in der Entstehung von Hyperalgesie, Allodynie und in der
Chronifizierung von Schmerzen ein, sie kann nach Abheilung der urspriinglichen Verletzung

oder Entziindung bestehen bleiben.?!37:38

2.6. Intrazellulare Signaltransduktion in Nozizeptoren

Nozizeptoren reagieren auf eine Vielzahl verschiedener Stimuli, welche Gber Rezeptorsysteme
zur Auslésung von Aktionspotentialen flihren oder intrazellulare Signalkaskaden aktivieren und
somit die Erregbarkeit der Nozizeptoren modulieren. Diese Stimuli kdnnen entweder endogen
vorkommen, wie beispielsweise die inflammatorischen Mediatoren Bradykinin und
Prostaglandin E2, oder exogener Natur sein, wie mechanische Reize oder chemische
Stimuli.214%41 Auch die somit ausgelGste neuronale Aktivitat selbst aktiviert intrazellulare

Signalkaskaden, die nozizeptiven Neurone weiter sensitivieren."
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2.6.1. Der Second Messengers cAMP induziert Hyperalgesie

Verschiedene Transmembranmolekiile sind an der Sensitivierung von Nozizeptoren und an
der  Aktivierung ihrer intrazellularen  Signalkaskaden  beteiligt. Zu  diesen
Transmembranmolekiilen zahlen lonen-Kanale, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren (GCPR)
und Rezeptoren fir Zytokine und Neurotrophine.*? Die Entstehung von Hyperalgesie kann
durch inflammatorische Mediatoren ausgeldst werden. Viele dieser endogenen Liganden, wie
zum Beispiel Prostaglandin E> (PGE-:) und Prostaglandin I (PGI;) binden an stimulatorische
GPCRs und fuhren Gber Aktivierung der intrazelluldren Signalkaskade zu einer Erhéhung des
cAMP-Spiegels.*® 4244 GPCRs weisen sieben Transmembrandomanen auf, welche auf ihrer
intrazellularen Seite ein G-Protein binden.*® Die G-Proteine sind Heterotrimere aus einer a-,3-
und y-Untereinheit. Bei stimulatorischen Gas-gekoppelten GPCRs flhrt die
Rezeptoraktivierung zu einer Konformationséanderung des Rezeptors. Der aktivierte GPCR
interagiert mit dem G-Protein. Es kommt zu einer Offnung einer Bindungsstelle der Gas-
Untereinheit, welche im inaktiven Zustand GDP (Guanosindiphosphat) gebunden hat. Diese
Interaktion fuhrt zum Austausch von GDP zu GTP (Guanosintriphosphat). Die GTP-
gebundene, aktivierte Gas-Untereinheit dissoziiert von der GBy-Untereinheit. Beide
Untereinheiten kénnen mit weiteren Downstream-Effektoren interagieren.*6%8 Die aktivierte
Gas-Untereinheit stimuliert die transmembranstandige Adenylylcyclase, die cAMP aus
Adenosintriphosphat (ATP) bildet.*>4%% Der Second Messenger cAMP ist in der Entstehung
von Hyperalgesie und Schmerzen involviert. Taiwo et al. zeigten, dass erhohte intrazellulare
Level von cAMP die nozizeptive Reizschwelle fir mechanische Hyperalgesie herabsetzt und
dass inflammatorische Liganden, wie die Prostaglandine E> und |,, Uber Aktivierung des
cAMP-Messenger Systems Hyperalgesie verursachen.’' Taiwo und Levine konnten in
weiteren Experimenten zeigen, dass erhohte cAMP-Level durch Hemmung der
cAMP-abbauenden Phosphodiesterase “%5" zu mechanischer Hyperalgesie fuhrt.#44%52 Der
Phosphodiesterase Inhibitor IBMX (3-Isobutyl-1-methylxanthine), der zur Akkumulation von
cAMP fiihrt wurde unter anderem dafiir verwendet.>'-*3Taiwo und Levine konnten ebenfalls
zeigen, dass das Rp-Isomer der cyclischen Adenosin-3'5"-Monophosphothioate (Rp-cAMPS),

ein cAMP-Analogon, die durch cAMP hervorgerufene Hyperalgesie inhibieren konnte.5?

2.6.2. PKA Isoformen

Der wichtigste intrazellulare Effektor von cAMP ist die cAMP-abhangige Proteinkinase A
(PKA). PKA ist an der Prozessierung von nozizeptiven Reizen, persistierenden Schmerzen
und der Schmerzsensitivierung beteiligt.>**® Die Inhibierung der PKA fiihrte in
Tierexperimenten zu einem reduzierten Schmerzverhalten.>* Bei der Proteinkinase handelt es

sich um ein tetrameres Molekil, das aus zwei regulatorischen (R) und 2 katalytischen (C)
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Untereinheiten besteht. Es gibt vier verschiedene regulatorische Untereinheiten (Rla, Rlla,
RIB, RIIB) und vier verschiedene katalytische Untereinheiten (Ca, C3, Cy, PrKX). Anhand der
regulatorischen Untereinheiten werden die Isoformen der PKA in PKA-I und PKA-II unterteilt.>®
Die Bindung der katalytischen Untereinheit an die inhibitorischen Bindungsstellen der
regulatorischen Untereinheit inaktiviert die PKA. Durch allosterische Bindung von cAMP an
zwei ,cyclic-nucleotide binding domains® (CNBD) pro regulatorischer Untereinheit kommt es
zur Aktivierung der PKA durch Freisetzung der katalytischen Untereinheiten.5-%°

Ein entscheidender Unterschied zwischen PKA-I und PKA-Il Isoformen besteht in der
inhibitorischen Domane der regulatorischen Untereinheiten. Wahrend die RI-Untereinheiten
die C-Untereinheiten durch ein nicht-phosphorylierbares Pseudosubstrat blockieren, haben
die RIlI-Untereinheiten ein phosphorylierbares Serin in dieser Domane, was sie zu Substraten
der C-Untereinheiten macht. Obwohl die inhibitorische Domane der RIl-Untereinheiten schon
in der inaktiven PKA-II phosphoryliert vorliegt, erhoht sich die Zuganglichkeit des Epitops nach
cAMP-abhéangiger Dissoziation des PKA-Il Holoenzyms.®® Daher kann mittels Phospho-
spezifischer Antikrper gegen die inhibitorischen Doméanen der Rll-Untereinheiten die Aktivitat

(Dissoziation) der PKA-II analysiert werden.-6%6

2.6.3. Einfluss der PKA auf Ilonenkanale, Transmitterfreisetzung und
Genexpression
PKA kommt sowohl im Zytoplasma als auch im Zellnukleus vor und ist an der Regulation vieler
biologischer Vorgange beteiligt. Dazu zahlen unter anderem Gedéachtnis, Zelldifferenzierung,
Proliferation und Metabolismus.®® PKA ist auch auf vielfaltige Weise in die Nozizeption
involviert. Insbesondere die PKA-II kann durch inflammatorische Mediatoren cAMP-abhéangig
aktiviert werden.5"%2% Sje ist sowohl an der Regulation der Sensitivitat der Nozizeptoren als
auch an der Freisetzung von Neurotransmittern, an intrazelluldaren Signalkaskaden und der
Entstehung von Schmerzen beteiligt.’%452 Die aktivierte PKA-Il phosphoryliert lonenkanéle in
nozizeptiven Neuronen, wodurch sich deren Offnungswahrscheinlichkeit verandert. Zu diesen
zahlen unter anderem TRPV1, Nay1.8, P2X3, spannungsabhangige Calciumkanale und
Kaliumkanale. Die PKA-Il ist auch essentiell an der verstarkten synaptischen Ubertragung, der
Lang-Zeit Potenzierung (LTP) und somit der zentralen Sensitivierung beteiligt. Die Aktivierung
der PKA fuhrt auch zu einer Aktivierung von nachgeschalteten Effektoren, wie die Aktivierung
des Transkriptionsfaktors cAMP response-element-binding protein (CREB). CREB wird
phosphoryliert, was zu Expression von Genen fuhrt, welche fur die Langzeit-Sensitivierung

bendtigt werden. %6364
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2.6.4. MAP Kinasen und PKC

Neben der PKA und dem Second Messenger cAMP gibt es noch weitere Mediatoren, die an
der Sensitivierung von Neuronen und an der Entstehung von Hyperalgesie beteiligt sind, dazu
zahlt unter anderem die Proteinkinase C (PKC). Diese ist in die periphere Sensitivierung von
nozizeptiven Neuronen involviert.5? Die Aktivierung von PKC scheint vor allem thermische
Hyperalgesie und mechanische Allodynie hervorzurufen. Dabei ist vor allem die Isoform € der
PKC an verschiedenen Schllisselmechanismen beteiligt, die zur Sensitivierung von Neuronen
fihren.*® Unter anderem beeinflusst die Aktivierung der PKCe TRPV1-exprimierende
peptiderge Nozizeptoren. Die PKCe kann dabei durch Phorbolester aktiviert werden.®® Eine
Behandlung dieser Neurone mit Phorbolester senkt die Warme-Schwelle der TRPV1 Kanale
und kann diese flr die Stimulation mit Capsaicin sensitivieren.*%¢6-%¢ Die aktivierte PKC¢ ist
auch am Einbau von TRPV1 Kanalen in die Zellmembran von nozizeptiven Neuronen
beteiligt.®

Sowohl PKA, als auch PKCe koénnen einen weiteren Mediator, die
Extracellular signal-regulated Proteinkinase 1/2 (ERK1/2) aktivieren, der an der Entstehung
von Hypersensitivitat beteiligt ist. Die Aktivierung von ERK1/2 kann auch ganzlich ohne
Einfluss von PKA und PKC¢ erfolgen.5470.71

Die ERK1/2 zahlt zu den Mitogen-aktivierte Proteinkinasen (MAPK), die an der Sensitivierung
nozizeptiver Neurone beteiligt sind. MAPKSs sind Serin/Threonin Proteinkinasen. Sie aktivieren
regulatorische Proteine und sind an der Transduktion von extrazellularen Signalen in das
Zellinnere beteiligt. Die Aktivierung von ERK ist an der Entstehung von Hypersensitivitat auf
vor allem thermische und mechanische Stimuli beteiligt. Die ERK1/2 Kaskade kann durch
noxische Stimuli, wie Bindung von inflammatorischen Mediatoren, oder NGF an Rezeptor
Tyrosin Kinasen oder an GPCRs ausgeltst werden.”"”® Dadurch kommt es zu einer
Aktivierung des G-Proteins Ras. Ras-GTP aktiviert wiederum die MAPK Kinase Kinase Raf.
Diese phosphoryliert die MAPK/ERK Kinase (MEK) und aktiviert diese. MEK ist eine
Upstream-Kinase von ERK1/2 und kann auch uber Calciumeinstrom und Depolarisation
aktiviert werden. MEK phosphoryliert ERK1/2, was die ERK1/2-Kaskade auslést. Die aktivierte
pERK1/2 wandert in den Zellkern und aktiviert Gber Phosphorylierung den Transkriptionsfaktor
CREB.”? Uber das Auslésen und die Modulation von Genexpression tragt ERK zu
langanhaltenden physiologischen Veranderungen, wie peripherer Sensibilisierung bei, was zu

persistierender Hypersensitivitat fihrt.”":7
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2.6.5. TRPV1 und TRPA1 aktivieren sensorische Neurone und verursachen
Schmerzen

An der Entstehung von Schmerzen sind unterschiedliche Rezeptoren beteiligt. Die Transient
Rezeptor Potential (TRP) lonenkanale sind zellulare Detektoren fir noxische Stimuli. TRP
lonenkanale bilden eine Rezeptorenfamilie, die aus den sechs Unterfamilien
canonical/classical Transient Receptor Potential (TRPC), Transient Receptor Potential
Vanilloid (TRPV) , Transient Receptor Potential Melastin (TRPM), Transient Receptor Potential
Ankyrin (TRPA), Transient Receptor Potential Polycystin (TRPP) und Transient Receptor
Potential Mucolipin (TRPML) besteht.”7® TRP-Kanale sind nicht selektive Kationenkanale, die
fur Natrium- und Calcium-lonen durchlassig sind.

Sie bestehen aus 6 Transmembrandomanen, die sich zu einem Tetramer anordnen. Zwischen
den Transmembrandomanen befindet sich die Pore flr Kationen.”®’” Sie sind polymodal und
konnen uber verschiedene Mechanismen aktiviert oder moduliert werden. Die direkte
Aktivierung erfolgt tGber exogene und endogene Liganden sowie physikalische Stimuli wie
Temperaturveranderungen oder mechanische Reize.”® Zudem kann die
Offnungswahrscheinlichkeit beispielsweise durch posttranslationale Modifikation und Bindung
verschiedener Lipide moduliert werden. Dabei spielt auch die Regulation durch GPCR-
aktivierte Signaltransduktion eine wichtige Rolle. TRP-Kanale sind unter anderem zellulare
Sensoren und sind an neuronalem Wachstum und Chemotaxis beteiligt.”® Die TRP-Kanale
TRPV1 und TRPA1 werden in uberlappenden Subgruppen von nozizeptiven Neuronen

exprimiert und sind an der Transmission von Schmerzen in sensorischen Neuronen beteiligt.”®

2.6.6. TRPV1 wird durch Hitze und Capsaicin aktiviert

TRPV1 kommt insbesondere in einer Subgruppe von nozizeptiven Neuronen vor, die als
peptiderge Neurone bezeichnet werden, da sie die Neuropeptide Substanz P und Calcitonin
gene-related peptide (CGRP) exprimieren. Wie die meisten unmyelinierten Nozizeptoren,
haben sie eher kleinere Zellkorper im Spinalganglion.” TRPV1 wird durch Warme lber 43 °C
aktiviert, wenn er nicht zuvor sensitiviert wurde. TRPV1 ist auch ein spezifischer Rezeptor flir
den exogenen Liganden Capsaicin, der vor allem in verschiedenen Arten der Gattung
Capsicum (Paprika) vorkommt. Die Aktivierung von TRPV1 kann auch durch endogene
Signalmolekule, wie beispielsweise Anandamide und Eicosanoide erfolgen. TRPV1 tragt zu
thermaler Hyperalgesie bei. Die Hitze-Reizschwelle wird durch inflammatorische Mediatoren,
wie Bradykinin oder durch Phosphorylierung durch NGF herabgesetzt. In TRPV1 Knock-out
Mausen konnte die Warme-Hyperalgesie herabgesetzt werden, was auf eine Beteiligung von
TRPV1 bei thermaler Hyperalgesie nach Gewebsverletzung hinweist. Es kommt bei

Entzindungsprozessen zu einer Hochregulation und vermehrten Aktivitat des Rezeptors.
26



TRPV1 kann auch durch Protonen aktiviert werden. TRPV1 ist der einzige Hitze-Nozizeptor,
nach dessen Aktivierung es zu Freisetzung von CGRP und Substanz P kommen kann. TRPV1
ist an der Entstehung von neuropathischen und Knochenkrebsschmerzen beteiligt.®

PKA und PKC koénnen den Rezeptor-Kanal sensitivieren. Phosphorylierung an Serin116 des
TRPV1 durch die PKA zeigte in Experimenten von Bhave et al. eine Verhinderung der
Desensitivierung des TRPV1-Kanals. TRPV1 fungiert somit auch als Substrat der PKA. Das
Zusammenspiel von PKA und TRPV1 kann somit einen Weg der Sensitivierung der Neurone
und einen Entstehungsmechanismus flir chronische Schmerzzustande erklaren.®
Experimente an Dorsalganglien von Ratten zeigten eine Phosphorylierung von Serin502 und
Serin800 des TRPV1 durch die PKC. Als Folge dieser Phosphorylierung zeigte sich eine
erhohte Sensitivitat auf Capsaicin, Anandamide und Hitze. Calcineurin fihrt zu
Dephosphorylierung am TRPV1-Kanal und fiihrt somit zur Desensitivierung des Kanals.®!

Zur Inhibition von TRPV1 kommt es durch direkte Bindung von
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) an das C-Terminal des Kanals. Durch Aktivierung
der Phospholipase C kommt es zur Hydrolyse von PIP, und zur Aufhebung der
TRPV1-Inhibition. Dies kann ein Grund daflr sein, dass Rezeptor-aktivierte
Phospholipase C-Aktivitat den TRPV1-Kanal zu sensitivieren scheint.”®

Die Bindung von Capsaicin an TRPV1 fihrt nicht nur zu dessen Aktivierung, sondern kann den
Kanal auch desensitivieren, wahrscheinlich durch eine Dephosphorylisierung.882

TRPV1 ist nicht der einzige Transiente Receptor Potential Kanal, der Warmestimuli detektiert.
TRPV2, TRPV3 und TRPV4 sind ebenfalls daran beteiligt.®

Weiterhin kommt TRPV1 nicht nur in peripheren nozizeptiven Neuronen vor. Der non-selektive
lonenkanal ist auch Sensor fir die Kérpertemperatur und ist an hippocampaler Plastizitat
beteiligt.”®8

2.6.7. TRPA1 wird durch AITC aktiviert
Ein weiterer fir Schmerz relevanter TRP-Kanal ist TRPA1. Dieser unterscheidet sich von
anderen TRP-Kanalen durch 14 Ankyrin-Wiederholungen am N-Terminus.”® TRPA1 ist an der
Detektion von Kalte und Hitze beteilig.8>®® TRPA1 ist moderat spezifisch reagibel auf
Allylisothiocyanat (AITC), welches im Senfdl enthalten ist. Obwohl TRPMS8 ist der
hauptsachliche Sensor fir Kaltedetektion ist, scheint TRPA1 in Mausen zur Kalte-
Hypersensitivitat bei 10 °C beizutragen.83®%& |n Mausexperimenten war TRPA1 an der
Aceton-induzierten Hyperalgesie und dem Zurtckziehen der Pfote von einer 0°C kalten Platte
beteiligt.8># Beim Menschen ist TRPA1 jedoch nicht an der Kaltesensibilisierung beteiligt.8”
TRPA1 ist auch an der Detektion von noxischer, akuter Hitze beteiligt. So zeigten dreifach
Knock-out Mause fur TRPA1, TRPV1 und TRM3 eine deutlich herabgesetzte Sensitivitat auf
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Hitzereize im Vergleich zu Wildtyp-Mausen, oder Knock-out Mausen bei denen nur zwei der
TRP-Kanale ausgeschaltet wurden.®® TRPA1-Knock-out Mause zeigten eine erhOhte
Reizschwelle fir punktuelle mechanische Stimuli und reduzierte inflammatorische
Hyperalgesie. TRPA1 ist ein Sensor fir elektrophile noxische irritierende Stimuli. TRPA1 wird
durch inflammatorische Mediatoren sensitiviert. AITC kann eine Untergruppe von TRPV1
Neuronen aktivieren. Eine Co-Expression TRPV1 mit TRPA1 in diesen Neuronen konnte
gezeigt werden. TRPA1 kann durch intrazellulare Calciumfreisetzung aktiviert werden.83 Die
intrazellulare Calciumfreisetzung ist Folge der Aktivierung von muscarinergen Rezeptoren, die
Uber Phopholipase C-Aktivierung die intrazellularen Calciumspeicher freisetzt. Muscarinerge
Rezeptoren koénnen somit TRPA1 ebenfalls aktivieren.®¢ Dabei bindet das intrazellulare
Calcium an den TRPA1-Kanal und sensitiviert ihn fur Aktivierung. Nach initialer Sensitivierung
des Rezeptors fiihrt Calcium auch zu einer Desensitivierung des TRPA1.82

TRPA1 wird durch reversible kovalente Veranderung der reaktiven Cysteine in der N-Terminal
Region des Kanals aktiviert.?>*° Die kovalente Bindung der Elektrophilen an Cystein C621 ist
dabei essentiell fur die Konformationsanderung von TRPA1 und dessen Aktivierung. Eine
darauffolgende Modifikation von C665 durch elektrophile Bindung scheint ebenfalls an der
TRPA1 Aktivierung beteiligt zu sein. Die zuvor entstandene Konformationsanderung wird
stabilisiert und die Calciumpermeabilitat wird ernoht.® Die kovalenten Modifikationen an den
Cysteinen konnten in Experimenten durch Zugabe von Menthol revertiert werden.® TRPA1 ist
ahnlich wie TRPV1 an der inflammatorischen und wahrscheinlich auch neuropathischen

Schmerzentstehung beteiligt.”

2.6.8. Spannungsabhangige Calciumkanile
Spannungsabhangige Calciumkanale spielen eine wichtige Rolle in der Transduktion von
Aktionspotentialen in intrazellulare Calciumsignale, die weitere physiologische Prozesse, wie
beispielsweise Genexpression oder Neurotransmitterfreisetzung, initiieren kénnen. Sie
bestehen aus ai-, az, B-, y- und &-Untereinheiten. Sie werden anhand der as-Untereinheiten,
die aus 4 Transmembrandomanen besteht zwischen denen sich die Pore fir den
Calciumeintritt befindet, unterschieden.
Calmodulin (CaM) kann an das intrazellulare C-Ende der as-Untereinheit binden und Calcium-
abhangig den Kanal inaktivieren. Der L-Typ-Kanal Ca,1.2 kommt in neuronalen Zellkdrpern
und Dendriten vor und kann Proteinkinasen im Downstream aktivieren. Uber Gentranskription
kann somit die synaptische Plastizitat im Hippocampus und Cortex verandert werden.®! Vor
allem der Ca,1.2 Kanal kann Uber Phosphorylierung an Serin 1928 am C-Terminus der
a-Untereinheit oder auch an der B-Hilfsuntereinheit reguliert werden. Diese Phosphorylierung
erfolgt durch die PKA. Zuerst wurde dies in Cardiomyozyten nachgewiesen.®*4 Dort fiihrte die
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Phosphorylierung durch die PKA zur Offnung der Kandle auch bei kleineren
Depolarisationsstromen.®® Der Ca,1.2-Kanal ist wesentlicher Bestandteil an der durch
Depolarisation hervorgerufenen Sensibilisierung von nozizeptiven Neuronen." Calcium Influx
durch Cay1.2 fuhrt zur Aktivierung der PKA-Il. Die PKA-II phosphoryliert den Cay1.2 an
Serin1928 und fiihrt zur vermehrten Offnung des spannungsabhangigen Calciumkanals. In in
vivo Experimenten zeigten die Ca,1.2 involvierenden Signalwege eine Beteiligung an
mechanischer Hyperalgesie."

N- und L-Typ Calciumkanale beeinflussen die Freisetzung von Neuropeptiden. Durch Inhibition

dieser Kanale kann es zu verminderter Schmerzwahrnehmung kommen.?'

2.6.9. Depolarisation aktiviert die PKA-Il unabhangig von cAMP und induziert
mechanische Hyperalgesie
Nicht nur Liganden-abhangige Vorgange haben einen Einfluss auf Neurone und die
Entstehung von Hyperalgesie. Der Arbeitsgruppe Hucho konnten zeigen, dass auch
elektrische Aktivitat in nozizeptiven Neuronen die PKA-II aktivieren kann.! Depolarisation mit
KCI fihrt in Neuronen mit kleinerem Durchmesser zu einer Aktivierung der PKA-Il. Durch
Blockade verschiedener lonen-Kanale in nozizeptiven Neuronen, bzw. durch Experimente mit
Nozizeptoren von Knock-Out Mausen, konnte die Beteiligung von Ca,1.2 nachgewiesen
werden. Dabei wird fir die Depolarisation-induzierte PKA-Il Aktivierung Calciumeinstrom
durch Ca,1 Nanodomanen bendtigt. Intrazelluldres Calcium und Calciumeinstrom durch
lonomycin-induzierte Poren an entfernten Stellen fihren jedoch nicht zur Aktivierung von
PKA-II. Die Aktivierung der PKA-II ist dabei unabhangig von cAMP. Blockade von Calcium-
abhangigen Adenylylcyclasen mit Inhibitoren oder die Blockade der Adenylylcyclase Uber
Aktivierung der Opiatrezeptoren fiihrte zu keiner Anderung der PKA-II Aktivitat. Auch zeigten
erhohte intrazellulare = cAMP-Level durch Hemmung der cAMP-abbauenden
Phosphodiesterasen mit 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX) oder das kompetitive, inaktive
cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB keine signifikante Anderung der Depolarisation-induzierten
PKA-II Aktivitat. In In-vivo-Experimenten konnte nachgewiesen werden, dass Depolarisation
zu mechanischer Hyperalgesie fiihrt.! Die Depolarisation-induzierte PKA-Il Aktivierung ist ein
moglicher Mechanismus um opiatresistente Schmerzzustédnde zu erklaren. Es erdffnet die
Frage, ob auch andere Wege der PKA-II Aktivierung unabhangig von cAMP und somit

unresponsiv auf Opioide und Opiate sind.
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2.7. Fragestellung und Ziel der Arbeit

In vorangegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass die Depolarisation
peripherer Nozizeptoren mittels KCI oder Toxinen, die spannungsabhangige Natriumkanale in
offenem Zustand arretieren, zu langanhaltender mechanischer Hyperalgesie flihrt. In
Abhangigkeit vom spannungsabhangigen Calciumkanal Ca,1.2, fihrt diese Art der
Depolarisation zu Calciumeinstrom und zur Aktivierung der PKA-II, die durch Phosphorylierung
von Cay1.2 den Calciumeinstrom weiter steigert. Im Gegensatz zum klassischen
cAMP-abhangigen Aktivierungsmechanismus, ist die Aktivierung von PKA-II nach
Depolarisation jedoch cAMP-unabhangig und kann somit nicht durch Opioide inhibiert
werden." Dies kdnnte einen moglichen Mechanismus fiir das Auftreten von Opioid-resistenten
Schmerzen darstellen.

Auch durch Aktivierung von TRP-Kandlen wie TRPA1 und TRPV1 stromt Calcium in
nozizeptive Neurone ein, was das Empfinden von Schmerzen in vivo ausldst.?-1%19" |n bisher
nicht veréffentlichten Experimenten der Arbeitsgruppe konnte eine partielle Aktivierung der
PKA-II durch Agonisten von TRPA1 und TRPV1 gezeigt werden. Im Rahmen dieser Arbeit soll
daher untersuchen werden, ob die durch TRPA1 und TRPV1 verursachte Aktivierung der
PKA-II ebenfalls cAMP-unabhangig ist und daher nicht durch Opioide inhibiert werden kann.
Zur Untersuchung des zellularen Mechanismus der cAMP-Abhangigkeit wurden
Ubernachtkulturen der dissoziierten primar sensorischen Neurone der Ratte mit dem
Phosphodiesterasehemmer 3-Isobutyl-1-methylxanthine (IBMX), dem inaktiven
cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB, oder dem Opioid Fentanyl fur 30 Minuten inkubiert und
anschlief’end in einer 2-Stunden-Kinetik mit den TRPA1-Angonisten Allylisothiocyanat (AITC),
dem TRPV1-Agonisten Capsaicin, der Positivkontrolle KCI und dem Lésungsmittel DMSO als
Negativkontrolle stimuliert. Bei cAMP-Abhangigkeit der PKA-IlI Aktivierung wurde bei
Vorinkubation mit IBMX, welches Uber die Hemmung der Phosphodiesterase die
cAMP-Konzentration in den Zellen erhdht, eine vermehrte und verlangerte PKA-II Aktivitat
erwartet werden. Bei Vorinkubation mit dem inaktiven cAMP-Analogon wurde eine verminderte
PKA-II Aktivitat erwartet werden, da Rp-Isomere von cAMP den inaktiven Zustand von PKA
stabilisieren.'921% Eine verminderte PKA-II Aktivitat wiirde ebenfalls bei der Vorinkubation mit
Fentanyl erwartet werden, da Fentanyl inhibitorische Opioidrezeptoren aktiviert, welche die

Adenylylcyclase hemmen und somit zu verminderter Synthese von cAMP flhren.
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Abbildung 2: Arbeitshypothese

Es soll getestet werde, ob die TRPV1- bzw. TRPA1-induzierte PKA-Il Aktivierung abhéngig von cAMP und
responsiv auf Opioide ist. In rot dargestellt sind die geplanten Beeinflussungen der cAMP-Abhéngigkeit, bzw. der
Opioidresponsivitdt. AC: Adenylylcyclase, POR: u Opioid-Rezeptor, PDE: Phosphodiesterase, ATP:
Adenosintriphosphat, cAMP: cyclisches Adenosin Monophosphat, IBMX: 3-Isobutyl-1-methylxanthine, ERK1/2:
Extracellular-signal regulated kinases 1/2, Ca?*: Calciumionen, PKA-II: Proteinkinase Il, RIl: Regulatorische
Untereinheit Il der PKA, C: Katalytische Untereinheit der PKA, PKC: Proteinkinase C, AITC: Allylisothiocyanat,

MEK1: MAP/ERK-Kinase, TRPA1: Transient Receptor Potentail Ankyrin 1, TRPV1: Transient Receptor Potential
Vanilloid 1
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3. Material und Methoden

3.1. Material

3.1.1. Verwendete Gerate, Instrumente und Verbrauchsmaterialien

Tabelle 1: verwendete chirurgische Instrumente

Bezeichnung Hersteller Katalognummer

Friedman Rongeur Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 16000-14
B.C., Kanada

Dumont #7 Inox Pinzette, | Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 11272-40

gebogen B.C., Kanada

Dumont #5 Pinzette, gerade Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 11251-10
B.C., Kanada

Gewebepinzette-2x3 Zahne Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 11022-14
B.C., Kanada

Littauer Knochen Schere Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 16152-11
B.C., Kanada

Vannas Federschere Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 91500-09
B.C., Kanada

Fine Schere groRe Offnung Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 14040-10
B.C., Kanada

Skalpelhalter #3G S/S Swann-Morton Ltd., Sheffield, United Kingdom 0933

Skalpellklingen #10 Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 10010-00
B.C., Kanada

Studenten chirurgische Schere Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, | 91401-14
B.C., Kanada

Kleintierguillotine Ugo Basile srl, Gemonio, Italien 7950

Tabelle 2: verwendete (elektronische) Gerite

Bezeichnung Modell Hersteller Katalognummer
Zentrifuge,  Tischmodelle | Mega Star 1.6 R Avantor™ delivered by VWR™ | #521-2660P
beliftet/gekuhlt Radnor, Pennsylvania, USA
4-Fach Ausschwingrotor TX-500 Thermo Scientific Inc. Waltham, | -
Massachusetts, USA
Sicherheitswerkbank Safe 2020 1.8 | Thermo Scientific Inc. Waltham, | 51026934
Klasse Il Microbiological Safety | Massachusetts, USA
Cabinet Class Il
CO2 Brutschrank Thermo Scientific | Thermo Scientific Inc. Waltham, | 35776
Heracell 150i Massachusetts, USA
Wirbelmischer Vortex Genie™ 2 Scientific Industries SI ™ S1-0256
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Mikrozentrifuge MiniStar silverline Avantor™ deliveres by VWR™ | 05533
Radnor, Pennsylvania, USA
Einkanalpipette, Ergonomic High | Avantor™ delivered by VWR™ | 613-5258
mechanisch, variables | Performance 0.2 -2 pl Radnor, Pennsylvania, USA
Volumen
Einkanalpipette, Einkanalpipette, Avantor™ delivered by VWR™ | #613-5265
mechanisch, variables | mechanisch, Radnor, Pennsylvania, USA
Volumen Ergonomic High-
Performance, 100-
1000 pl
Einkanalpipette, Einkanalpipette, Avantor™ delivered by VWR™ | #613-5263
mechanisch, variables | mechanisch, Radnor, Pennsylvania, USA
Volumen Ergonomic High-
Performance, 20-200
pl
Einkanalpipette, Einkanalpipette, Avantor™ delivered by VWR™ | #613-5260
mechanisch, variables | mechanisch, Radnor, Pennsylvania, USA
Volumen Ergonomic High-
Performance, 2-20 pl
pH-Meter pHenomenal™ pH | VWR International bvba | 662-1422
1000 L Researchpark Haasrode 2020
Geldenaaksebaan 464 B-3001
Leuven
pH-Elektrode mit | Phenomenal ® 221, | avantor™ deliveres by vwr™ | 662-1161
Temperatursensor mit Temperatursensor | Radnor, Pennsylvania, USA
LED llluminator for Fura-2 | CoolLED pE-340 fura | CoolLED Headquarters pE-340-FR-D-
ratiometric calcium imaging | 340 nm and 380 nm CoolLED Ltd. 26 Focus Way | YYY-ZZ
Andover SP10 5NY Hampshire | s/n AZ1293
United Kingdom
Mikroskopstander LEICA CTR6000 Leica Mikrosysteme Vertrieb | 11888821
GmbH Mikroskopie und
Histologie
Ernst-Leitz-Strasse 17-37
Wetzlar, 35578 Deutschland
Bunsenbrenner Sicherheitsbunsen- Integra Biosciences AG, Zizers, | 144 000
brenner, Fireboy Schweiz
Euthanasie-Kammer CO2 Euthanasie | BioMedical Instruments, ZolInitz, | CO2B-2
System fiir Ratten und | Deutschland
Mause, CO2-

Euthanasie-Deckel flr
Kafigtypen 1I, 1l long
und 1l
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Voll

inverses

automatisiertes,

Forschungsmikroskop  fur

die Biomedizin

Leica DMI6000 B

Leica Mikrosysteme Vertrieb
GmbH Mikroskopie und
Histologie

Ernst-Leitz-Strasse 17-37
Wetzlar, 35578 Deutschland

11888941

Objektiv Plan NeoFluar™ | Olympus Corporation, Tokio, | 420340-9901-000
System Standard | Japan
Olympus™  Objektiv
(10x, 0,30 NA)
Objektiv HC PL FLUOTAR L | Leica Mikrosysteme Vertrieb | 11506243
20x/0,40 CORR PH1 GmbH Mikroskopie und
Histologie
Ernst-Leitz-Strasse 17-37
Wetzlar, 35578 Deutschland
Kamera Photometrics X1 CCD, | Teledyne Photometrics, Tucson,
14-Bit Kamera Arizona, USA
Hoch-Durchlauf-Mikroskop | Cellinsight CX7 LZR | Thermo Fisher Scientific, | #CX7A1110LZR
(High Content Screening- | Plattform (High | Waltham, Massachusetts, USA
Mikroskop) Content Screening-
Mikroskop)
Mikroskop Stereomikroskop SMZ- | Motic, Kowloon Bay, Hongkong | 46455
171
Pipettierhelfer Pipettierhelfer, accu- | Brand GmbH & Co. KG, | #26300
jet® pro Wertheim, Deutschland
Wasserbad Wasserbad 121 230V | VWR Grant Instruments Itd. | 462-0557
EU+UK plug Cambridge UK
8-Kanal Pipette, 5-100 pl Eppendorf Eppendorf | Eppendorf, Hamburg, | #4861000120
Xplorer® Deutschland
Mikrotiterplattenumsetzer Orbitor RS2 Thermo Fisher Scientific, | #ORB2002
Waltham, Massachusetts, USA
Pipettierhelfer Pipettierhelfer, accu- | Brand GmbH & Co. KG, | #26300
jet® pro Wertheim, Deutschland
Tabelle 3: Verbrauchsmaterialien
Material Hersteller Kat.-Nr.
70 %-iges Ethanol Fischar, Saarbriicken, Deutschland #225183
96-Kammer Platte Greiner, Kremsmiinster, Osterreich #655896
Aluminiumfolie Corning, Corning, USA #6569
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Falcon® Corning, Corning, USA #352096
Zentrifugenréhrchen, 15 ml
Falcon® Corning, Corning, USA #352070
Zentrifugenréhrchen, 50 ml
Kleinlumige feuer-polierte, | Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland #747720
silikonbeschichtete
Pasteurpipette
Normallumige feuer- | Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland #747720
polierte, silikonbeschichtete
Pasteurpipette
Petrischale, 4 cm | vwr™, Radnor, Pennsylvania, USA #TPPA93040
Durchmesser
V-férmige Mikrotestplatten Nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland #10-111-000
3.1.2. Nahrmedien, Reagenzien, Zusatze
Tabelle 4: Verwendete Nahrmedien
Ndhrmedium Hersteller Kat.-Nr.

Neurobasal-A Medium

USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, | #12349-015

Minimal Essential Medium (MEM)

USA

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, | #42360-024

Tabelle 5: in den Nahrmedien verwendete Zusatze

Zusatz

Verdiinnung Hersteller

Kat.-Nr.

B-27 Supplement

1:50 (400 pL/20 mi NB) Thermo Fisher Scientific,
Waltham,
Massachusetts, USA
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L-Glutamin 1:400 (50 pl/20 ml NB) Sigma-Aldrich, St. Louis, | #G6392
Missouri, Vereinigte
Staaten
L-Glutamat 1:270.3 (74 pl/20 mI NB) | Sigma-Aldrich, St. Louis, | #G8415
Missouri, Vereinigte
Staaten
Penicillin/Streptomycin 1:100 (200 pl/ 20mI NB) Thermo Fisher Scientific, | # 15140122
Waltham,
Massachusetts, USA
Tabelle 6: Reagenzien zur Zellkultur und Inmunozytochemie
Bezeichnung Herstellung/Endkonzentration | Hersteller Kat.-Nr.
Bovines 12 g BSA in 40 ml Dulbecco’s | Sigma-Aldrich, St. Louis, | #A9418
Serumalbumin (BSA) | phosphatgepufferte Salzlésung | Missouri, USA
, 30 % (DPBS)
Bovines 10 g BSAin 1000 ml DPBS Sigma-Aldrich, St.  Louis, | #A9418
Serumalbumin (BSA), Missouri, USA
1%
Dulbecco’s - Sigma-Aldrich, St. Louis, | #D8537-500 ml
phosphatgepufferte Missouri, USA
Salzlésung (DPBS)
Dimethylsulfoxid Carl Roth GmbH. & Co KG, | 4720.4
(DMSO) Karlsruhe, Deutschland
Kollagenase P, 250 | 10 U/ml Roche Diagnostics, Risch, | #11213873001
u/ml Schweiz
Laminin - Thermo Fisher Scientific, | #23017-015
Waltham, Massachusetts,
USA
Normales - Dianova, Hamburg, | #005-000-121

Ziegenserum (NGS)

Deutschland
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Normales
Ziegenserum

Blockierungslésung

2 %

(NGS), 1 % BSA, 0,1 % Triton X-
100 und 0,05 % Tween 20 in

normales Ziegenserum

(NGBS) DPBS)

Paraformaldehyd 80 g PFA wurden in 1 L DPBS | Merck Millipore, Darmstadt, | #104005

(PFA), 8 %-ig aufgeldst und bis 80 °C erhitzt Deutschland

Poly-L-Ornithin - Sigma-Aldrich, St. Louis, | #P2533
Missouri, USA

Triton X-100 - Sigma-Aldrich, St. Louis, | #T9284-100ml
Missouri, USA

Tween 20 - Sigma-Aldrich, St. Louis, | #P9416
Missouri, USA

Zellkulturwasser - Lonza, Basel, Schweiz #BE17-724F

Tabelle 7: Fiir Calcium Imaging verwendete Salzlésung

Bezeichnung Menge Finale Hersteller Cat.-Nummer
Konzentration
HEPES 2.38g 10 mM Sigma-Aldrich, St. | H0887-100ML
Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten
Natriumchlorid 8.18¢ 140 mM Carl Roth GmbH + | 39571
(NaCl) Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Kaliumchlorid (KCI) 372.75 mg 5mM Merck Millipore, | 1.04936.1000
Darmstadt,
Deutschland
Calciumchlorid 221.98 mg 2 mM Carl Roth GmbH + | CN93.1
(CaCl2) Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
Magnesiumchlorid 95.22 mg 1mM Carl Roth GmbH + | kk36.2
(MgCl2) Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland
D-Glucose 1849 10 mM Sigma-Aldrich, St. | G6152
Louis, Missouri,
Vereinigte Staaten
Zellkulturwasser Bis zu 1000 ml Lonza, Basel, | #BE17-724F
(ddH20) Schweiz
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Tabelle 8: verwendete Zuséatze/Reagenzien fiir das Calcium Imaging

Zusatz Stamml6ésung Konzentration Hersteller Kat.-Nr.
Fetales Bovines | 2 % Biochrom  GmbH, | S0615
Serum Berlin, Deutschland
Cytosin R-D- |20 mM (95 mg in | 2 pM (1:10000 in | Sigma-Aldrich, St. | C6645-100MG
Arabinofuranoside | 1780 pl dH20) Medium) Louis, Missouri,
hydrochloride Vereinigte Staaten
(AraC)
Nerven- 1.92 uyM (50 pg/mlin | 1 nM Alomone Labs, #N-240
Wachstums-Faktor | 0.1%BSA/H20) Jerusalem BioPark,
(NGF), Maus Israel
Tabelle 9: verwendeter Farbstoff fiir das Calcium Imaging
Name Stammlésung Verdiinnung Hersteller Kat.-Nr.
Calbryte 630 AM 25 mM (in DMSO | 5 uM (1:500 | Biomol GmbH - Life | #20720
gelost) Endkonzentration in | Science Shop,
Medium oder | Hamburg,
Puffer) Deutschland
3.1.3. Prastimulantien
Tabelle 10: Zur mechanistischen Analyse verwendete Prastimulatien
Substanz Stammlésung Verwendete Hersteller Kat.-Nr.
Konzentration
3-Isobutyl-1- 100 mM (10 mg in | 100 uM Sigma-Aldrich, St. Louis, | 17018
methylxanthine 449.9 yl DMSO) Missouri, Vereinigte
(IBMX) Staaten
Fentanyl Citrat 10 mM (1.4 mg in | 10 uM Sigma-Ardrich, St. Louis, | F3886
265 pl dH20) Missouri, Vereinigte
Staaten
Rp-cAMPS-pAB 10 mM (1 pmol in | 10 yM Biolog Life Science | A218-01
(adenosine- 100 yl DMSO) Institute GmbH & Co. KG,
cAMPS, Rp-isomer, Bremen, Deutschland
4-acetoxybenzyl
ester)
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3.1.4. Rezeptoragonisten

Tabelle 11: Verwendete Rezeptorstimulantien

Stimulanz

Stimulierter

Rezeptor/Kanal

Stammlésung

Verwendete

Konzentration

Hersteller

Kat.Nr.

Capsaicin

TRPV-1

10 mM (1 mg in
327.5 yl DMSO)

1 uM

Sigma-Aldrich,
St. Louis,
Missouri,
Vereinigte

Staaten

#M2028

Serotonin

5HT4-GPCR

100 mM (10 mg in
254 .1 yl DMSO)

1 UM

Calbiochem,
San Diego,
Carlifonrnien
Vereinigte

Staaten

#508120

(AITC)

Allylisothiocyanat

TRPA-1

10 M stock

5mM,
125 mM

10 mM,

Sigma-Aldrich,
St. Louis,
Missouri,
Vereinigte

Staaten

377430-
5G

PF4840154

TRPA-1

10 mM

0,008 pM,

0,04 uM, 0,2 pM,
1 UM, 5 uM,
25 uM, 125 uyM

Cayman
Chemicals, Ann
Arbor,
Michigan,
Vereinigte

Staaten

28915

(KCl)

Kaliumchlorid

3M

40 mM

Sigma-Aldrich,
St. Louis,
Missouri, USA

#104936

3.1.5. Primare Antikorper

Tabelle 12: Verwendete Primére Antikorper

Antikorper

Spezies

Epitop

Klonalitat

Verdiinnung

Hersteller

Kat.-Nr.

ch-PGP

Huhn

UCHL1/
PGP 9.5

anti- | Polyklonal

1:2000

Novus,
Cambridge, UK

#NB110-
58872

mo-PERK

Maus

Phospho-

p44/42 MAPK

(Erk1/2),

Thr202/Tyr204

(E10)

Monoklonal

1:250

Signaling
Technology,

New England

Biolabs, Cell

Danvers,
Massachusetts,
USA

#9106L
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ra-pRII Kaninchen | Pospho Rlla | Monoklonal | 1:1000 Abcam, #ab32390
(S99), clone Cambrigde, UK
151
3.1.6. Sekundare Antikorper
Tabelle 13: Verwendete Sekundare Antikorper
Antikorper Spezies | Epitop Verdiinnung | Hersteller Kat.-Nr.
gt-A467-ms Alexa | Ziege Maus 1gG | 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #A32728
Fluor Plus 647 (H+L) Waltham, Massachusetts, USA
gt-A488-ch Alexa | Ziege Huhn IgY 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #A32931
Plus 488 Waltham, Massachusetts, USA
gt-A555-rb  Alexa | Ziege Kaninchen | 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #A32732
plus 555 IgG Waltham, Massachusetts, USA
Hoechst 34580 - - 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #63493
Waltham, Massachusetts, USA
3.1.7. Software
Tabelle 14: Verwendete Software
Programm Version Hersteller
R 42.0/411 The R Foundation (Team, 2018) ©

Cellomics, HCS Studio Cell Analysis

Software

6.6.1 (Build 8468)

Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA

Graphpad Prism 6 6 GraphPad Software, San Diego,
California, USA

Inkscape 1.0.2 Inkscape-Projekt

Image J 1.530 Wayne Rasband, National Institute of

Health, Maryland, USA

Leica Application Suite X.Ink Life

Science

MC-0000071_2019.01.30
Installiert 01.09.2021

Leica Microsystems CMS GmbH,

Wetzlar, Deutschland

Leica LAS X Hardware Configurator.
Ink

Installiert 01.09.2021

Leica Microsystems CMS GmbH,

Wetzlar, Deutschland
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3.1.8. Websites
Zur Erstellung der Abbildung 1, 2, 3 wurden kostenlos Bilder von Les Laboratoires Servier auf

www.smart.servier.com zur Verfigung gestellt. Der Zugriff erfolgte am 21. September 2021,
28.08.2024 und 10.09.2024.

3.2. Methoden

3.2.1. Versuchstiere

Mannliche und weibliche Sprague-Dawley Ratten (Envigo, USA) im Alter zwischen 8 und 12
Wochen wurden fir die Versuche verwendet. Die Tiere wurden in einer temperatur- und
luftfeuchtigkeitskontrollierten Tierhaltungseinrichtung der Uniklinik KéIn bei einem 12-Stunden
Tag-Nacht-Zyklus gehalten. Nahrung und Wasser standen ad libitum zur Verfligung. Die
Haltung, Verwendung und Totung der Tiere erfolgte nach dem deutschen Tierschutzgesetz
(TierSchG) insb §4 TierSchG und der Tierschutz-Versuchstierverordnung (TierSchVersV). Die
,Organentnahme nach Toétung® wurden beim Landesamt fir Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) angezeigt und dort unter der
Genehmigungsnummer 84-02.05.20.13.045 gefuhrt. Die Tiere wurden zwischen 9 und 12 Uhr
morgens getotet. Die Experimente wurden unter Beachtung der 3R Richtlinie (,Refine,
.Reduce®, ,Replace®) durchgefiihrt. Es bestand zu jeder Zeit das Bestreben, die Anzahl der

Tiere zu minimieren.

3.2.2. Isolation der dorsalen Spinalganglien

Zur Isolation der Spinalganglien wurden sowohl mannliche als auch weibliche Sprague-Dawley
Ratten in einer CO>-Kammer durch langsame Kohlenstoffdioxid-Inhalation narkotisiert und
getotet. Nach Uberprifung des Todes wurde die Ratte enthauptet und anschlieend mit 70%
Ethanol desinfiziert. Damit bei der anschlieRenden Praparation eine bessere Ubersicht
gewahrleistet werden konnte, wurde die Ratte kopfiuber gehalten und durch wiederholte
Druckausubung auf den Thorax zum Ausbluten gebracht. Die Haut wurde durch einen
Langsschnitt am Rucken erdffnet und von dem darunterliegenden Gewebe abprapariert. Es
erfolgte die Entfernung der Faszien tUber der Wirbelsaule. Dazu wurde ein Friedman-Rongeur
verwendet. Danach erfolgte beidseits je ein paravertebraler Einschnitt in die Muskulatur.
AnschlieRend wurde der Spinalkanal mit Hilfe einer Knochenschere durch V-férmiges
Durchtrennen der Arcus Vertebrae ertffnet und das Rickenmark mit einer gebogenen Pinzette
und einer Federschere entfernt. Unter dem Mikroskop wurden die Spinalganglien identifiziert

und bilateral mittels einer gebogener Pinzette und einer Federschere herausprapariert.
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Die dorsalen Spinalganglien aus den cervicalen, thorakalen und Iumbalen
Wirbelsaulenabschnitten jeweils einer Seite wurden in einer 2,5 ml Petrischale mit Minimal
Essential Medium (MEM) gesammelt und unter dem Mikroskop wurde das umhillende
Bindegewebe soweit moglich abprapariert (desheathing). Die praparierten dorsalen
Spinalganglien (DRGs) wurden dann in zwei Petrischalen mit je 2,5 ml Neurobasal-Medium
(NB-Medium) tberfihrt. Neurobasalmedium wird aus Neurobasal-A-Medium (30 ml, pur), B-27
Supplement (600 pl, 1:50), L-Glutamin (75 pul, 1:400 gelost in Zellkulturwasser,
Endkonzentration: 200 mM), L-Glutamat (111 pul, 1:270,3 geldost in Zellkulturwasser,
Endkonzentration: 1 mg/ml) und Penicillin/Streptomycin (300 pl, 1:100) hergestellt.

3.2.3. Zellkultur nozizeptiver Neurone aus dorsalen Spinalganglien
Pro Petrischale wurden 100 pl Kollagenase P (f.c. = 10 U/ml) hinzugefugt und die Petrischalen
wurden fir eine Stunde bei 37 °C in einer humidifizierten Atmosphare bei 5 % CO, inkubiert.
Um die Dissoziation der Spinalganglien zu erreichen, wurden sie mit feuerpolierten und
silikonbeschichteten Pasteur-Pipetten trituiert. Dazu wurden die Spinalganglien aus je einer
der Petrischalen zusammen mit den 2,5 ml Neurobasal-Medium mit einer feuerpolierten,
silikonbeschichteten Pasteurpipette mit weiter Offnung in ein 15 ml Falcon Réhrchen gegeben,
welches bereits 2,5 ml Neurobasal-Medium beinhaltete. Wenn die Spinalganglien zu Boden
gesunken waren, wurden sie mit der Halfte des NB-Mediums (2,5 ml) in ein zweites 15 ml
Falcon Réhrchen gegeben und zehnmal auf- und abpipettiert.
Der Uberstand wurde nach Absinken der nicht dissoziierten Spinalganglien in ein drittes 15 ml
Falcon Roéhrchen uberflhrt. Aus dem ersten Falcon Réhrchen wurde das tbrige Medium mit
einer kleinlumigen, silikonbeschichteten, feuerpolierten Pipette zu den nicht-dissoziierten
Spinalganglien in das zweite Falcon Réhrchen Uberflihrt und mit der gleichen Pipette 10-mal
auf- und abpipettiert. Nach erneutem Absetzen wurde der Inhalt des zweiten Réhrchens mit
der kleinlumigen Pipette in das dritte Falcon Réhrchen tberflihrt und zum zweiten Mal mit der
kleinlumigen Pasteur-Pipette 10-mal auf- und abpipettiert, um eine vollstdndige Dissoziation
der Spinalganglien zu erreichen. Die Uberstdnde (Supernatants), welche die dissoziierten
Spinalganglien enthielten, wurden alle im dritten Falcon Réhrchen zusammengefihrt.
Eine 14 % Bovine Serumalbumin (BSA) Gradient Zentrifugation fur 8 Minuten bei 120 g und
23 °C wurde durchgefiihrt, um Axonstumpfe und sonstige Zelltrimmer zu entfernen. Daflr
wurde ein 4-Fach Ausschwingrotor des Modells TX-500 (Thermo Scientific Inc. Waltham,
Massachusetts, USA) verwendet. Zum Erreichen des 14 %igen BSA-Gradienten wurden
750 ul eines 30% Bovinen Serum Albumins (Sigma) mit 850 pl des zuvor angesetzten
Neurobasal-Mediums vorsichtig in einem 15 ml Falcon Réhrchens vermischt. Auf diesen
Gradienten wurden je die Zellsuspension vorsichtig aufgetragen. Dadurch befanden sich in
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jedem Falcon Roéhrchen zwei Schichten mit unterschiedlichen Dichten. Pro Petrischale
entstanden je zwei 14 %ige BSA-Gradienten.

Nach Zentrifugation wurden die Zelltrimmer, die sich zwischen den Schichten befanden, und
das Uberschissiges BSA der oberen Schicht mit der grof3slumigen Pasteurpipette entfernt. Die
Neurone, welche sich in 50-100 ul des Mediums als Pellet am Grund des Rohrchens abgesetzt
hatten, wurden mit zunachst in 1 ml angereichertem Neurobasal-Medium resuspendiert und
schlieBlich mit 6 ml angereichertem Medium aufgeflll, um 64 Wells von einer
96 Mikrotiter-Platte zu befullen.

100 ul der Zellsuspension wurden pro Well in eine zuvor mit Poly-L-Ornithin (4 ml a 0,1 mg/ml)
und Laminin (11,8 pl a 1,6 mg/ml) beschichteten und fir eine Stunde in humifizierter
Atmosphare inkubierten 96 Mikrotiter-Platte gegeben. Diese wurde Uber Nacht bei 37°C in

einer humifizierten Atmosphare bei 5% CO- inkubiert.

Zellsuspension —
_ 4 Neurobasalmedium

8 Minuten, 120 g S—ar]

Iﬂ:> -: Zelltrimmer

6_.--
5_.--

BSA 14 % 2— BSA14 %

MNeuronen-Pellet

Abbildung 3: Schematische Darstellung eines 14 % BSA-Gradienten zur Gewinnung von Neuronen aus
einer Zellsuspension
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3.2.4. Stimulation der Zellkulturen

Die Prastimulation und Stimulation der Spinalganglien fand am Tag nach der Isolation statt.
Sowohl Prastimulation als auch Stimulation der Zellen erfolgte auf vorgewarmten
Warmeblocken. Fur Prastimulation-, als auch Stimulationssubstanzen wurden, bis auf die
Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB (2,1 pl) 12,5 ul der jeweiligen Substanz in 10-fach erhdhter
Konzentration in konischen V-férmigen-Boden-Mikrotiterplatten vorgelegt und mit 50 ul des
Zellkultur-Mediums aus der 96-Kammer Mikrotiterplatte gemischt. Das Mischen erfolgte durch
3-maliges Auf und Abpipettieren. Das gemischte Medium wurde danach aus der V-férmigen-
Boden-Mikrotiterplatte erneut in die 96-Kammer Mikrotiterplatte zuriickgegeben. Zwischen den
einzelnen Prastimulations- und Stimulationsschritten wurden die 96-Kammer Mikrotiterplatten
in humifizierter Atmosphare bei 37 °C und 5 % CO inkubiert.

3.2.5. Prastimulation der primar sensorischen Neurone mit cAMP-Modulatoren
und Fentanyl

Zur mechanistischen Analyse einer moglichen cAMP-abhangigen PKA-II Aktivierung nach
TRPA1- und TRPV1-Stimulation wurden die primar sensorischen Neurone mit chemischen
Verbindungen fur 30 Minuten prastimuliert, welche die Konzentration von cAMP in der Zelle
verandern (Fentanyl, 3-isobutyl-1-methyl-xanthine (IBMX)) bzw. die als kompetitive
Antagonisten von cAMP fungieren (Rp-cAMPS-pAB). Dazu wurden je 12,5 pl von Fentanyl
und IBMX in V-férmigen Mikrotiterplatten vorgelegt und mit 50 ul des Mediums aus den Wells
durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren gemischt. Das gemischte Medium wurde danach in
das jeweilige Well zurlck Uberflhrt. Fentanyl wurde mit einer Konzentration von 100 pM
vorgelegt, sodass die Endkonzentration 10 uM betrug, IBMX wurde in einer Konzentration von
1000 uM vorgelegt, mit einer Endkonzentration von 100 pM. Fir die Prastimulation mit
Rp-cAMPS-pAB wurden 2,1 ul in einer Konzentration von 500 uM in die V-férmigen
Mikrotiterplatten vorgelegt, die finale Konzentration betrug 10 pM. Die verwendeten
Konzentrationen beruhen auf vorangegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe Hucho.'

Zur Negativ-Kontrolle wurden die jeweiligen Lésungsmittel und Puffer in gleicher Konzentration
und mit gleichem pH-Wert verwendet, ohne Zusatz der Prastimulantien. Bei der IBMX-
Prastimulation diente 1 %iges Dimethylsulfoxid (DMSO) in Phosphatgepufferter Salzldsung
(PBS) als Kontrolle (Endkonzentration 0,1 %), bei der Prastimulation von Fentanyl diente dH20
in PBS (Endkonzentration 0,01 %) als Negativkontrolle. Zum Vergleich der mechanistischen
Analyse der Rp-cAMPS-pAB wurde 30 %iges DMSO in dH20 mit einem pH-Wert von 5.5
(Endkonzentration 3%) als Negativkontrolle verwendet. Die Prastimulationen erfolgten jeweils

Uber einen Zeitraum von 30 Minuten.
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3.2.6. Stimulation der primar Sensorischen Neurone mit TRPA1- und

TRPV1.Agonisten
Zur Aktivierung der Transient Rezeptor Potential Kanale Ankyrin 1 (TRPA1) und Transient
Rezeptor Potential Kanale Vanilloid 1 (TRPV1) und des 5HT4-GPC-Rezeptors wurden die
nozizeptiven Neurone nach der 30-minGtigen Prastimulation in einer 2-Stunden-Kinetik mit den
Agonisten von TRPA1 (Allylisothiocyanat: AITC), TRPV1 (Capsaicin), sowie mit dem
5HT4-GPCR-Agonist 5-HT (Serotonin) stimuliert. Die Stimulationen erfolgten dabei Gber 0 bis
120 Minuten.
Die verwendeten Endkonzentrationen von Capsaicin und Serotonin beruhen auf Ergebnissen
aus Vorexperimenten der Arbeitsgruppe Hucho' und die verwendete Konzentration des AITCs
beruht auf bisher noch nicht veroffentlichten Ergebnissen. Die Endkonzentrationen fur
Capsaicin und Serotonin betragen dabei jeweils 1 uM, die fur AITC 10 mM.
Serotonin diente in den Experimenten als Positivkontrolle fir eine cAMP-abhangigen
PKA-II Aktivierungsprozess.
Aufgrund der hohen Volatilitat des Allylisothiocyanats (AITC) wurden Kammern, in denen die
Zellkulturen mit AITC stimuliert wurden, direkt nach Zugabe von AITC mit selbstklebender,
undurchlassiger Aluminiumfolie abgedichtet, damit AITC keine unbehandelten Zellkulturen
oder bereits durch anderweitig stimulierte Zellkulturen beeinflussen konnte.
Als Positivkontrolle diente Kaliumchlorid (KCI), welches in einer Endkonzentration von 40 mM
in einer 30-mindtigen Stimulation verwendet wurde.
Als Negativkontrolle wurde 1 %iges Dimethylsulfoxid (DMSQO) in PBS geldst, sodass DMSO in
einer Endkonzentration von 0,1 % verwendet wurde.
Zur Testung, ob anstelle des volatilen AITC auch ein anderer TRPA1-Agonist verwendet
werden kann, wurden PF4840154, AITC und KCI in einem Dosis-Antwort-Experiment in
Verschiedenen Dosierungen gegeneinander getestet. KCl 40 mM diente als Basiskontrolle.
Als Negativkontrolle fungierte erneut das Lésungsmittel (12,5 %iges DMSO in PBS geldst,
Endkonzentration 1,25 %).

3.2.7. Fixierung der nozizeptiven Neuronen

Durch Zugabe von 100 pl 8 %igem Paraformaldehyd (PFA) pro Kammer wurde die Stimulation
beendet und die Fixierung der Zellen wurde begonnen. In den Zellkammern befanden sich nun
insgesamt 200 pl und die Endkonzentration des Paraformaldehyds betrug 4 %. Damit es durch
Zugabe des PFA zur Vernetzung der Proteine kommen konnte, wurde das 4 %ige
PFA-Medium-Gemisch 5 Minuten ruhen gelassen. Danach erfolgte die Durchmischung durch

3-maliges Auf- und Abpipettieren von ca. 50 pl. Nachdem der Mischvorgang beendet war,
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wurden 100 pl aus jeder Kammer verworfen. Durch das Ersetzen des PFA/Medium-Gemischs
durch 100 pl Dulbecco’s phosphate buffered saline (DPBS) wurde die Fixierung der Zellen
nach weiteren 5 Minuten beendet. Eine erneute Waschung mit DPBS fand nach weiteren 10

Minuten statt. Die Fixierung der Zellen erfolgte bei Raumtemperatur.

3.2.8. Immunzytochemie

Die fixierten Zellen wurden mit 50 pl normaler Ziegenserum-Blockierungslésung (NGSB)
(2 % normales Ziegenserum (NGS), 1 % BSA (10 g BSA in 1000 ml DPBS), 0,1 % Triton X-100
und 0,05 % Tween 20 in DPBS) fir eine Stunde bei Raumtemperatur behandelt. Dadurch kam
es zur Blockierung unspezifischer Bindungsstellen und die Zellen wurden fur die
Immunzytochemie permeable gemacht. Danach wurden die Ziegenserum-Blockierungslésung
durch 30 pl von primaren Antikdrpern (in 1% BSA geldst) ersetzt und die Zellen wurden bei
4°C Uber Nacht inkubiert. Ziele der primaren Antikérper waren das Ubiquitin carboxy-terminale
Hydrolase Isozym L1 (UCHL1), die phosphorylierten regulatorischen Untereinheiten Rlla und
RIB (pRIl) der Protein Kinase A |l (PKA-Il) und die phosphorylierte Extracellular-signal
regulated kinases 1/2 (pbERK1/2). UCHLA1 ist ein spezifischer Neuronen Marker'", pRIl dient
dabei als PKA-II Aktivierungs-Korrelat'® und pERK1/2 dient als Aktivierungs-Korrelat der
ERK1/2, welche Bestandteil eines nachgeschalteten Signalwegs der aktivierten PKA-II ist.'%°

Nach der Inkubation tber Nacht wurden die Zellen dreimal fur jeweils 10 Minuten mit DPBS
bei Raumtemperatur gewaschen. Anschliefend wurden sie mit 50 pl von sekundaren
Antikdrpern (geldst 1:1000 in DPBS) fir 1 Stunde im Dunkeln bei Raumtemperatur behandelt.
Zusatzlich zu den sekundaren Antikdrpern wurde der Nucleus-Farbstoff''® HOECHST 34580
(Sigma Aldrich) in einer Verdinnung von 1:1000 zur Stammlésung hinzugegeben. Es erfolgen
erneut drei Waschungen (Raumtemperatur, im Dunkeln) mit 100 yl DPBS fir jeweils 10
Minuten. Zum Schluss wurden zusatzliche 100 yl DPBS hinzugefligt, sodass insgesamt 200
Ml in den Wells vorhanden waren. Die 96-Well Platte wurde vor dem Scannen mit
selbstklebender Aluminiumfolie lichtdicht abgeklebt und bei 4°C bis zum Scannen aufbewahrt.

Das Scannen erfolgte innerhalb der 2 darauffolgenden Tage.

3.2.8.1 Verwendete Primare Antikorper

Die verwendeten primaren Antikérper waren: Huhn polyklonal anti-UCHL1 anti-PGP (1:2000
Novus, Cambridge, UK, #NB110-58872), Maus monoklonal anti-phospho-p44/42 MAPK
(Erk1/2), (Thr202/Tyr204) (1:250, New England Biolabs, Cell Signaling Technology, Danvers,
Massachusetts, USA, #9106L) und Kaninchen monoklonal anti-Phospho-Rlla (S99), (1:1000
Abcam, Cambrigde, UK #ab32390).
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3.2.8.2. Verwendete Sekundare Antikorper

Als sekundare Antikorper wurden die folgenden verwendet: Alexa Fluor Plus 647 Ziege anti-
Maus IgG (H+L) (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #A32728),
Alexa Plus 488 Ziege anti-Huhn IgY (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA, #A32931), Alexa plus 555 Ziege anti-Kaninchen IgG (1:1000, Thermo
Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, #A32732) und Hoechst 34580 (1:1000,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #63493).

3.2.9. High Content Screening Mikroskopie und Datenanalyse
Fur die Hoch-Durchsatz Mikroskopie (High Content Screening Mikroskopie/ HCS-Mikroskopie)
wurde ein  Cellinsight CX7 LZR Plattform  Mikroskop mit laserbasierter
Hochleistungsbeleuchtung und mit multiplexfahiger Fluoreszenz-Zellmarkierung verwendet.
Fir das automatische Scannen  multipler 96-Kammer-Platten  wurde der
Mikrotiterplatten Umsetzer Orbitor RS2 verwendet. Die dem Mikroskop zugehdrige HCS-
Software HCS Studio 6.6.2 Cell Analysis Software von Thermo Fisher (Waltham,
Massachusetts, USA) wurde zur Quantifizierung der Antikdrpersignale verwendet. Fir die
Aufnahmen wurde die Photometrics X1 CCD 14-Bit Kamera (Teledyne Photometrics, Tucson,
Arizona, USA) und als Lichtquelle der integrierte Laser (Wellenlangen 405 nm, 488 nm,
561 nm, 647 nm) verwendet. Das fir den Scanvorgang verwendete Objektiv war das Plan
NeoFluar™ System Standard Olympus™ (10x, 0,30 NA, Olympus Corporation, Tokio, Japan).
Die Aufnahmen erfolgten in 10-facher VergroRerung. Dabei wurde jede mit Zellkultur
ausgesate Kammer der 96-Mikrotiterplatte in 49 Blickfelder unterteilt, die einzeln gescannt
wurden. Die Auflésung der Aufnahmen betrug 1104 x 1104 Pixel (2x2 Binning). Wie in
vorangegangenen Experimenten durch die Arbeitsgruppe beschrieben,! wurden mit einem
Protokoll des Cellomics Software Paketes Objekt-Selektions-Parameter festgelegt, welche
geeignete primar sensorische Neuronen identifizieren. Es erfolgte daflir die
Hintergrundkorrektur der UCHL1-Farbungen (low pass filtration), welche dann in eine binare
Bildmaske konvertiert und segmentiert wurden. Die Neurone wurden aufgrund der Objekt-
Selektions-Parameter ausgewahit: die GroRe betrug dabei 164-7500 um?, die Zirkularitat 1-3
(Perimeter?/41r Flache), das Langen-Breiten-Verhaltnis von 1-2, die durchschnittliche Intensitét
von 800-1200 und die Gesamtintensitat von 2 x 10°- 5 x 10”. Die so entstandenen Bildmasken
wurden dann zur Quantifizierung des Fluoreszenz-Signals in den anderen Kandlen genutzt.
Es wurden drei respektive Kontrollen fur jede Dreifachfarbung durchgeflhrt, um einen
Ubertragungseffekt zwischen den verschiedenen Fluoreszenzkanalen eliminieren zu kdnnen:
1. UCHLA1 alleinig, 2. UCHL1 und der Antikérper 1 und als 3. UCHL1 und Antikorper 2." Die
Rohdaten der Kontrollen wurden dazu benutzt, um die Steigung der bestpassendsten
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Regressionsgerade zu berechnen. Diese wurde dann dazu benutzt, um den
Ubertragungseffekt zwischen den Fluoreszenzkanalen zu kompensieren.'""

Die kompensierten Daten wurden auf einen Mittelwert von 1 (oder 1000) fir die nicht
stimulierten Zellen normalisiert, um so die Variabilitdt zwischen verschiedenen Experimenten

zu berticksichtigen.

3.210. Qualitatssicherung und Quantifizierung der PKA-II Aktivitat bei High
Content Imaging-Experimenten mit primar sensorischen Neuronen
Die Testung der oben genannten Arbeitshypothese wurde an primaren Nozizeptoren der Ratte
durchgefihrt. Nach Préaparation der Spinalganglien und Anfertigung von Ubernachtzellkulturen
erfolgte die Stimulation der dissoziierten sensorischen Neurone. Nach Fixierung wurden die
Zellen immunzytochemisch gefarbt, um eine Analyse der intrazellularen Signalwege zu
ermoglichen. Zur Quantifizierung der Zellen und der markierten Proteine wurde die High
Content Screening Mikroskopie verwendet. Durch automatisierte Digitalisierung der
vollstandigen Zellkulturen, sowie durch die automatisierte Signalquantifizierung auf
Einzelzellebene wurde eine grélere Objektivitat der Versuchsergebnisse gewahrleistet, als
durch die mikroskopische Untersuchung der Zellen und markierten Proteine durch Forschende
maoglich ware. Durch die HCS-Mikroskopie konnte zudem eine adaquate Zellzahl in kurzer
erreicht werden.""? Die Arbeitsgruppe von Professor Hucho ist das erste Labor, welches die
HCS-Mikroskopie im Gebiet der Schmerzforschung etablierte.!295%6061.113 Dje Arbeitsgruppe
hat zur Qualitatssicherung und Sicherstellung der Vergleichbarkeit der Experimente einen
Goldstandard entwickelt.
Fir jedes Experiment wurden mindestens 4 Replikate angefertigt und die Gesamtzahl pro
Zellkammer betrug mindestens 500 Zellen. Lag die Zellzahl in der Zellkammer unter 500, so
wurde diese Zellkammer exkludiert.
Jedes Replikat eines Experimentes wies eine unterschiedliche Anordnung der Konditionen auf
der Mikrotiterplatte auf, um anordnungsabhéangige Effekte zu eliminieren.
Durch die High Content Screening Mikroskopie wurden in den folgenden Experimenten vier
Fluoreszenzkandle gemessen. Der erste Fluoreszenzkanal diente der Identifizierung der
primar sensorischen Neurone und malf die Fluoreszenz der Antikdrper fur den neuronalen
Marker UCHL1."411% Nur Zellen, die positiv fir UCHL1 waren wurden fiir die Auswertung der
Experimente verwendet. Zudem wurde die Gesamtzahl der Zellen mittels Markierung der
Zellkerne durch Hoechst-Farbung fir die Qualitatssicherung hinzugezogen. Nur wenn ein
vorher festgesetztes Verhaltnis der nozizeptiven Neuronen, also UCLH1-positiven Zellen, zur
Gesamtzellzahl erreicht wurde, wurde das Replikat inkludiert. Ebenso musste die Verteilung

der ZellgroRen mit positiven UCLH1-Signal innerhalb eines festgesetzten Standards liegen.
48



Die Bilder mit UCHL1-Farbung wurden hintergrundkorrigiert und in eine binare Bildmaske
konvertiert. Anhand von festgelegten Objekt-Selektions-Parametern wurden geeignete Zellen
identifiziert. Zu den Objekt-Selektions-Parametern zahlten die ZellgroRe (164-7500 ym?), die
Rundheit (1-3 Perimeter?/41 x Flache), das Langen-Breiten-Verhaltnis (1-2) und die Intensitét
der Farbung UCHL1 (durchschnittliche Intensitat:800-12000, gesamte Intensitat 2 x 10° -
5 x 107).

Diese Selektionsparameter bildeten die Grundlage fir die Quantifizierung der weiteren
Fluoreszenzkanale. Um falsch positive Werte, die durch Uberlappung der Emissionsspektra
der jeweiligen Fluoreszenzfarbstoffe entstehen konnen,''® korrigieren zu konnen, wurden
Kontrollzellkammern mit Einzelzellfarbungen auf jeder Mikrotiterplatte angefertigt. Dabei
zeigten jeweils zwei Zellkammern die alleinige UCHL1-Farbung, zwei die UCHL1- und
pRII-Farbung, zwei weitere die UCHL1- und pERK1/2-Farbung und zwei Zellkammern zeigten
die UCHL1-, pRII- und pERK1/2-Farbung.

Die Quantifizierung der PKA-II Aktivitat mit Hilfe der High Content Screening Mikroskopie ist
moglich da die Aktivierung der PKA-II zu einer Konformationsénderung fuhrt. Dadurch wird an
der Regulatorischen Untereinheit RIl eine Bindungsstelle fur einen spezifischen Antikérper
zuganglich. Dieser primare Antikdrper wird spezifisch von einem sekundaren, fluoreszierenden
Antikérper gebunden. Die Intensitat dieses sekundaren Antikérper kann als Mal} der PKA-I

Aktivitat verwendet und Uber High Content Screening Mikroskopie quantifiziert werden.%%¢°

UCHLA1 pRII pPERK1/2 Hoechst

Kontrolle
Ctrl/Ctrl

Stimuiert
Fen/AITC

Abbildung 4: Darstellung der automatisierten Bildanalyse mittels HCS- Mikroskopie

Aufnahme der Bilder der Neuronen mittels HCS-Mikroskop. Identifikation der nozizeptiven Neurone anhand der
UCHL1- Expression und der eingestellten Objektselektionsparameter. Identifizierte Neurone werden griin umrandet
dargestellt. Die Aktivitat der PKA-Il und der ERK1/2 kann in den respektiven Fluoreszenzkandlen automatisch
quantifiziert werden.
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3.211.  Statistische Auswertung

Die mit dem HCS-Mikroskop verknulpfte Software ,Cellomics, HCS Studio Cell Analysis
Software” wurde verwendet, um die Einzelbilder zu analysieren und die daraus entstandenen
Daten zu exportieren. Die Software R (Version 4.2.0 und 4.1.1) wurde zur weiteren
Datenauswertung der Experimenten verwendet.""”

Pro Experiment wurden 4 Replikate angefertigt, dabei stammten die primar sensorischen
Neurone bei je zwei Replikaten von mannlichen und bei zwei von weiblichen Tieren. Kammern
der Mikrotiterplatte, in denen die Zellzahl unter 500 lag, wurden von der Analyse
ausgeschlossen, ein in der Arbeitsgruppe Hucho bereits etabliertes Verfahren.

Zur statistischen Analyse wurden einfaktorielle ANOVA und zweifaktorielle ANOVA verwendet.
Das Signifikanzniveau a wurde mit p < 0.05 wurden als statistisch signifikant definiert. Die
kinetischen Experimente wurden mit Hilfe von R analysiert. Die zweifaktorielle ANOVA wurde
verwendet, um die Signifikanz unterschiedlicher Werte zu berechnen. Als Post-hoc Analyse
wurde der Bonferroni-Test gewahlt, um den P-Wert verschiedener Paare (beispielsweise
Kontrolle gegen Behandlung zu jedem Zeitpunkt) zu bestimmen. Dazu wurden die Paare in
einer Matrix mit Hilfe von R (Bibliothek multicomp) gegenubergestellt. Die Grafiken zeigen den
Mittelwert + den Standardfehler (SEM). GraphPad Prism 6, Inkscape 1.0.2 und Fiji- Image J
wurden zur Erstellung der Graphen verwendet. Die Dosis-Antwort-Kurven wurden durch
nichtlineare Regression mit Kurvenanpassung (drei Parameter, Standard Hill Slope) in der
Prism-Software (Version 6, GraphPad) erstellt. In den Grafiken wurden statistisch signifikante
Unterschiede mit * fur p < 0,05, ** fur p < 0,01 und *** fur p< 0,00 angegeben. Verglichen
wurden die Signalantworten der jeweiligen stimulierten Neurone abhangig davon, ob die
Prastimulation mit einer aktiven Verbindung oder der Negativkontrolle stattfand. Statistisch
signifikante Unterschiede zwischen stimulierten Neuronen und der Negativkontrolle wurden
mit $ fir p < 0,05, $$ fir p <0,01 und $$$ fir p < 0,001 angegeben.

3.212. Calcium-Bildgebung

Herstellung der Zellkulturen

Die Calcium-Bildgebung wurde durchgefiihrt, um die Calciumdynamik in primar sensorischen
Neuronen nach Behandlung von PF4840154 und AITC zu vergleichen. Die Isolation der primar
sensorischen Neurone fir die Calcium-Bildgebung erfolgte dabei auf die gleiche Art und
Weise, wie fur die Hoch-Durchsatz-Mikroskopie. Auch die Herstellung der Zellkulturen erfolgte
wie in Kapitel 3.2.3. beschrieben. Das Neurobasal-Medium, das fur die Calcium-Bildgebung
verwendet wurde, enthielt neben den Zusatzen (B-27, L-Glutamin, L-Glutamat und
Penicillin/Streptomycin) zusatzlich 10-20 ng/ml NB-Medium Nerven-Wachstums-Faktor von

der Maus (mNGF), Cytosin-R-D-Arabinofuranoside-hydrochloride (AraC) in einer
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Endkonzentration von 2 uM (Verdinnung 1:10000) und 2% Fétales Bovines Serum (FBS). Die
Dissoziation der Spinalganglien (Trituation) erfolgte nach der oben beschriebenen etablierten
Methode der Arbeitsgruppe Hucho (Kapitel 3.2.3.).

Fir die Calcium-Bildgebung wurde eine hoéhere Zelldichte als fir die HCS-Mikroskopie
bendtigt. Daher wurde nach der Zentrifugation der Zellsuspension und des 14 %igen
BSA-Gradienten und nach Resuspension des Pellets in NB-Medium, die neuentstandene
Zellsuspension mit nur einem weiteren Milliliter angereichertem Medium aufgefullt. 100 ul der
Zellsuspension wurden in je eine Kammer der beschichteten 96-Kammer-Mikrotiterplatte
gegeben. Die Halfte der Spinalganglien eines Tieres wurden somit auf 16 Kammern einer
Mikrotiterplatte ausgesat. Diese Zellkulturen wurden tber Nacht in humifizierter Atmosphare

bei 37° C und einer Atmospharenkonzentration von 5 % CO; inkubiert

3.212.1. Farbung der Zellen mit Calbryte 630 AM

Der rotfluoreszierende, in DMSO geldste Indikator fir intrazelluldres Calcium Calbryte 630 AM
(Stammkonzentration 2.5 mM, Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland) wurde mit dem
vollstéandig angereicherten Medium auf eine Endkonzentration von 5 yM verdunnt. Das DMSO
wies eine Endkonzentration von 0,2% auf.

Das Zellkulturmedium wurde abpipettiert und durch 100 pl des verdiinnten, 5 uM Calbryte 360
AM ersetzt, damit die Zellen den Farbstoff aufnehmen konnten. Die Mikrotiterplatte wurde
anschlielRend fir 60 Minuten bei 37 °C, humifizierter Atmosphare und 5 % CO: unter
Lichtausschluss inkubiert. Dazu wurde ein mit Aluminiumfolie lichtundurchlassiger
Mikrotiterplatten-Deckel zur Abdeckung benutzt, um eine vorzeitige Anregung des Farbstoffes
zu vermeiden.

Nach Inkubation wurden die 100 uyl des Mediums komplett abpipettiert, um im Medium
treibende Zellen zu entfernen. Die Zellen wurden danach vorsichtig zwei Mal mitim Wasserbad
auf 37° C erwarmter Salzlésung (HEPES 10 mM,  Sigma-Aldrich; Natriumchlorid 140 mM
Carl Roth GmbH + Co. KG; Kaliumchlorid 5 mM Merck Millipore; Calciumchlorid 2 mM
Carl Roth GmbH + Co. KG; Magnesiumchlorid 1 mM, Carl Roth GmbH + Co. KG; D-Glucose
10 mM Sigma-Aldrich; Zellkulturwasser (ddH.O) Lonza) gewaschen. Es wurden je 100 pl pro
Zellkammer pro Waschung verwendet. Nach der zweiten Waschung verblieben 100 ul der
Salzlésung in den Kammern der Mikrotiterplatten. Zwischen den Waschungen wurden die

Zellkammern mit Hilfe des Aluminiumbeschichteten Deckels abgedunkelt.
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3.2.12.2. Stimulation der Zellen und Bildgenerierung
Fur die Bildgenerierung wurde die Mikrotiterplatte auf den Objekttisch aufgelegt. Fir das
entsprechende Well wurde ein geeigneter Bildausschnitt, der nicht am Rand der Kammer lag,
gesucht in dem moglichst viele einzelne Zellen zu sehen waren. Die richtige Fokusebene
wurde manuell eingestellt. Zur Bildaufnahme wurde die Leica Application Suite X.Ink Life
Science Software verwendet. Fir die Aufnahmen wurden das HC PL FLUOTAR L 20x/0,40
CORR PH1-Objektiv (LEICA, Wetzlar, Deutschland) verwendet. Als Lichtquelle diente der
LED-llluminator fir Fura-2 ratiometrische Calciumbildgebung CoolLED.(CoolLED
Headquarters). Wellenldangen von 340 nm und 380 nm wurden zur Beleuchtung der Zellen und
zum Anregen des Calciumindikators Calbryte verwendet.
Als Stimulantien wurden PF4840154 in Endkonzentrationen von 125 uyM, 25 yM und 5 M
sowie AITC in Endkonzentrationen von 50 uM, 250 uM und 125 uM verwendet. KClI in einer
Endkonzentration von 40 mM diente als Positivkontrolle fir einen Calciumeinstrom. Als
Negativkontrolle diente DMSO in einer Endkonzentration von 1,28 %. Es wurden je 20 ul der
jeweiligen Stimulation in die entsprechende Kammer gegeben. Die Stimulantien wurden mit
der oben genannten Salzl6sung auf die entsprechenden Konzentrationen verdinnt.
Um einen Ausgangswert fir die Fluoreszenz zu erhalten, wurde ein Baseline Scan flir 20
Sekunden mit einer Aufnahme-Geschwindigkeit von einem Bild pro Sekunde (1 Hz)
durchgefiihrt. Danach wurden 20 ul der jeweiligen Simulations-Substanz hinzu-pipettiert mit
Hilfe einer langen Pipettenspitze, sodass die primar sensorischen Neurone durch die
Hinzugabe der Substanzen nicht aus dem Bildbereich gespult wurden. Die Pipettenspitze
durfte dabei weder den Rand der Zellkammer noch das Objektiv berlhren, um
Verwackelungen bei der Bildaufnahme oder ein Verschieben der Mikrotiterplatte auf dem
Objekttisch des Mikroskops zu vermeiden.
Nach Hinzugabe der Substanzen wurden fir 40 Sekunden Bilder mit einer Geschwindigkeit
von 1 Hz angefertigt. Der Scan erfolgte insgesamt fur 60 Sekunden. Um alle potenziell
calciumaufnahmeféahigen Zellen zu identifizieren, wurde nach dem 60 Sekunden dauernden
Scan in jedes Well 20 ul KCI in einer Endkonzentration von 40 mM hinzugegeben und flr
weitere 20 Sekunden wurden Bilder mit einer Geschwindigkeit von 1 Hz aufgenommen. Nach

80 Sekunden war ein Scan pro Kammer abgeschlossen.

3.2.12.3. Analyse der Bilder
Die generierten Bilder mit Hilfe der Leica Application Suite X.Ink Life Science Software wurden
im Leica Image File (LIF)-Format gespeichert. Mit der Software ImageJ (Version 1.530, Wayne
Rasband, National Institute of Health, Maryland, USA) wurden die Bilddateien autoskaliert und

in die fur die jeweilige Stimulation erstellten Ordner als Tagged Image File Format (TIFF)-Datei
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exportiert. Danach wurden die Bilddateien mit Hilfe eines zuvor erstellten
Software-Zusatzmodul fir Imaged analysiert, welches an Hand einer Bildmaske und
voreingestellter Parameter die primar sensorischen Neurone aus den Bildinformationen
erkennt. Dabei wurden alle calciumaufnahmefahigen Neurone von den Bildern 63-80 zur
Erstellung der Bildmaske verwendet in der die Neurone als Regions of Interest (ROl) markiert
wurden. Zu den zur Identifikation genutzten Parametern zahlten unter anderem die Grolie
(untere Grenze 250 ym?, obere Grenze 2000 ym?), die Weichzeichnung, die Zirkularitat (0,5-
1) und die Intensitat der Fluoreszenz (40-400).

Verschiedene R-Skripte (Version 4.2.0) wurden verwendet, um die Zellinformationen aus in
ImagedJ generierten Dateien zu extrahieren, zu analysieren und um Kurven zu erstellen, die
die Intensitat der Fluoreszenz der Zellen abbilden. Dabei entstanden Grafiken mit der
Fluoreszenzintensitat jeder einzelnen Zelle fur die jeweilige Kondition sowie Graphiken, die
den Mittelwert und den Standardfehler der jeweiligen Fluoreszenzintensitat der Kondition

anzeigten.
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4. Ergebnisse

Vorangegangene Experimente der Arbeitsgruppe haben gezeigt, dass nach KCI
Depolarisierung Calciumeinstrom durch den spannungsabhangigen Kanal Cay1.2 in
nozizeptiven Neuronen zu cAMP- unabhangiger, Opioid-unresponsiver Aktivierung von PKA-
Il und langanhaltender mechanischer Hyperalgesie fiihrt.! In den folgenden Experimenten soll
untersucht werden, ob auch die Aktivierung der calciumpermeablen Liganden-gesteuerten
lonenkanale TRPA1 und TRPV1 zu cAMP-unabhangiger Aktivierung von PKA-II fihren.

4.1. Fentanyl inhibiert PKA-Il nach Stimulation mit Serotonin

In nozizeptiven Neuronen fihrt Calciumeinstrom durch den spannungsabhangigen Cay1.2
Kanal zu einer cAMP-unabhangigen und Opioid-unresponsiven Aktivierung der PKA-II." Im
Gegensatz dazu fuhrt die Stimulation mit Serotonin zu einer cAMP-abhangigen und Opioid-
responsiven Aktivierung der PKA-II.'"® Um diese Unterscheidbarkeit auch fiir diese
experimentelle Serie zu belegen, wurden Ubernachtkulturen dissoziierter sensorischer
Neurone der Ratte fur 30 Minuten mit Fentanyl (10 uM) oder einer Negativkontrolle 1 (DMSO
in PBS, Endkonzentration 0,1%) prastimuliert. Danach erfolgten unterschiedlich lange
Stimulationen von 0-120 Minuten (2-Stunden-Kinetik) mit Serotonin Als Negativkontrolle fir
dieses Experiment diente DMSO in PBS geldst (Negativkontrolle 2, Endkonzentration 0,1 %)
Immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 wurden verwendet und
die Intensitaten der fluoreszierenden sekundaren Antikorper mittels HCS-Mikroskopie
quantifiziert und anschlieRend statistisch mittels R ausgewertet. Zur statistischen Auswertung
wurde eine einfaktorielle und zweifaktorielle ANOVA und als Post-hoc Analyse der Bonferroni-
Test verwendet. Die Intensitat der pRIl Untereinheit korreliert dabei mit der PKA-II Aktivitat und
die Intensitat der pERK1/2 mit der ERK1/2 Aktivitat.

Wie erwartet zeigte die Prastimulation mit Fentanyl keinen Einfluss auf die pRII Intensitat in
der Stimulation mit DMSO in PBS gel6st (Negativkontrolle 2).

Die Prastimulation mit Fentanyl inhibierte hingegen die durch Serotonin-induzierte PKA-II
Aktivitat Uber die gesamte Zeitspanne.

Die Inhibition der PKA-II Aktivitat in den 1- bis 30-minutigen Stimulationszeitrdumen erwies
sich nach statistischer Auswertung als signifikant.

Fentanyl verringerte die pRIl Intensitdt in der 5-mindtigen Stimulation mit Serotonin am
starksten, sodass sie auf 37,9 % (p < 0,001, SEM +/- 0,035) der Erhéhung der alleinigen
Serotonin-Stimulation sank.

Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass die Exposition mit Fentanyl keinen Einfluss auf die

basale PKA-II Aktivitdt hat. Die Serotonin-induzierte, cAMP-abhangige PKA-II Aktivitat
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hingegen wird, wie bereits zuvor beschrieben, durch Fentanyl inhibiert.'"® Die Serotonin-
Stimulation eignet sich daher als Positivkontrolle um cAMP-abhangige PKA-II Aktivierung zu

untersuchen.
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Abbildung 5: Prdstimulation mit Fentanyl fiihrt zu einer Minderung des Signals der pRIl Untereinheit in der
Stimulation mit Serotonin in primér sensorischen Neuronen von Ratten.

Zeitlicher Verlauf der pRIl Intensitdt nach 30-miniitiger Pr&stimulation mit Fentanyl (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.,
Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das
Signifikanzniveau in der Serotoninstimulation in Abhéngigkeit von einer Prdstimulation mit Fentanyl im Vergleich
zur Negativkontrolle. 5-HT: Serotonin, Fen: Fentanyl, Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS,
Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), n = 4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

4.2. Fentanyl hat den gleichen Einfluss auf die TRPV1-und TRPA1-vermittelten
PKA-II Aktivierung, wie auf die KCl-induzierte PKA-Il Aktivierung

Die durch KCI-Depolarisations-induzierte Aktivierung der PKA-II ist in nozizeptiven Neuronen
Opioid-unresponsiv und unabhangig von cAMP." In diesem Experiment sollte getestet werden,
ob Fentanyl einen inhibitorischen Effekt auf die TRPA1- und TRPV1-induzierte Aktivitat der
PKA-II hat.

Fur dieses Experiment wurden die Ubernachtkulturen der dissoziierten sensorischen
Neuronen der Ratte fir 30 Minuten mit Fentanyl (10 uM) oder einer Negativkontrolle 1 (DMSO
in PBS, Endkonzentration 0,1 %) prastimuliert. Danach erfolgte in einer 2-Stunden-Kintektik
(0-120 Minuten) die Stimulation der TRPA1- und der TRPV1-Rezeptoren mit AITC (10 mM,
TRPA1) und Capsaicin (1 uM, TRPV1). Die gewahlten Konzentrationen wurden aufgrund
vorangegangener Experimente der Arbeitsgruppe Hucho verwendet. Immunzytochemische
Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 wurden verwendet und die Intensitdten der
fluoreszierenden sekundaren Antikdrper wurden mittels HCS-Mikroskopie quantifiziert und
anschlielend ausgewertet. Zur statistischen Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA

und der Bonferroni-Test verwendet. Die statistische Analyse erfolgte mittels R.
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Die Prastimulation mit Fentanyl zeigte zu keinem Zeitpunkt einen statistisch signifikanten
inhibitorischen Effekt auf die AITC-induzierte Aktivitat der PKA-II (Abb. 6A). In der 15-minttigen
Stimulation mit AITC wurde die pRII Intensitat durch Fentanyl am starksten verringert, sodass
sie auf 82 % der Erhéhung der alleinigen Stimulation mit AITC sank. Dies war jedoch nach
statistischer Auswertung nicht signifikant (p> 0,05).

Auch in den Stimulationen mit Capsaicin inhibierte Fentanyl die PKA-II Aktivitat nicht (Abb.
6B). In der 60-minltigen Stimulation mit Capsaicin wurde die pRIl Intensitat durch Fentanyl
am starksten verringert, sodass sie auf 82 % der alleinigen Stimulation mit Capsaicin sank.
Nach statistischer Auswertung zeigte sich die Reduktion als nicht signifikant (p>0,05).

Dieses Ergebnis zeigt, dass die Aktivierung der PKA-II durch TRP Kanal Agonisten nicht auf
Opioide anspricht.
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Abbildung 6: Préastimulation mit Fentanyl beeinflusst die durch TRP Kanal Agonisten AITC und Capsaicin-
induzierte PKA-II Aktivitét in primér sensorischen Neuronen der Ratte nicht.

A: Zeitlicher Verlauf der pRII Intensitdt nach 30-minlitiger Prastimulation mit Fentanyl (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit AITC (10 mM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
B: Zeitlicher Verlauf der pRIl Intensitat nach 30-miniitiger Préastimulation mit Fentanyl (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-B
sind dieselben Kontrollstimulationen dargestellt wie in Abb. 5. A-B: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni
Test, *p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen
der Préstimulation mit Negativkontrolle und der Préstimulation mit Fentanyl der jeweiligen Stimulation (5-HT, AITC,
Capsaicin). 5-HT: Serotonin, AITC: Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin , Fen: Fentanyl, Ctrl: Negativkontrolle
(Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), n = 4. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler.

4.3. Fentanyl hat keinen inhibitorischen Effekt auf die Aktivierung von ERK1/2
Um zu testen, ob die Prastimulation mit Fentanyl einen Einfluss auf der PKA-Il nachgeschaltete
Strukturen beziehungsweise auf weitere Ebenen der Signaltransduktion hat, wurden primar
sensorische Neurone der Ratte fir 30 Minuten mit Fentanyl (10 pg) oder mit einer

Negativkontrolle (DMSO 0,1 %) prastimuliert, gefolgt von einer 0-120-mindtigen Stimulation.
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Die Stimulationen erfolgten mit AITC (10 mM, TRPA1-vermittelte Aktivierung), Capsaicin
(1 uM, TRPV1-vermittelte Aktivierung), Negativkontrolle (DMSO 0,1 %) und Serotonin (1 pM,
5HT4-Rezeptor vermittelte Aktivierung). Immunzytochemische Farbungen gegen UCHLA1, pRII
und pERK1/2 wurden verwendet. Die Intensitaten der fluoreszierenden sekundaren Antikérper
wurden mittels HCS-Mikroskopie quantifiziert und anschlieliend ausgewertet. Die statistischen
Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA und als Post-hoc Analyse wurde der
Bonferroni-Test verwendet.

Die Intensitat der pERK1/2 als der PKA-Il nachgelagerte Zielstruktur wurde weder durch die
alleinige Prastimulation mit Fentanyl noch durch die alleinige Stimulation mit Serotonin, oder
durch die kombinierte Stimulation mit Fentanyl und Serotonin signifikant beeinflusst (Abb. 7A).
Die Stimulationen mit den TRP Agonisten AITC und Capsaicin erhéhten die ERK1/2 Aktivitat
in Langzeitstimulationen. AITC erhdhte die Signalantwort der ERK1/2 ab der 15-minttigen
Stimulation kontinuierlich, sodass die 30- bis 120-minGtigen Stimulationen die ERK1/2 Aktivitat
signifikant steigerten. Die maximale Steigerung der ERK1/2 Aktivitat auf das 3,1-Fache wurde
bei der 120-minutigen Stimulation erreicht (p < 0,001 SEM+/- 0,412, Abb. 7B). Die der AITC-
Stimulation vorausgegangene Prastimulation mit Fentanyl inhibierte die AITC-induzierte
ERK1/2 Aktivitat jedoch nicht.

Die Stimulationen mit Capsaicin fuhrten im Vergleich zu den Stimulationen mit AITC erst ab
der 60-minutigen Stimulation zu einer signifikanten Steigerung der ERK1/2 Aktivitat (p <0,01
SEM +/- 0,110). Diese Capsaicin-induzierte Aktivitat der ERK1/2 war geringer als die AITC-
induzierte ERK1/2 Aktivitat. Die durch Capsaicin hervorgerufene maximale Steigerung des
ERK1/2 Aktivitat betrug das 1,6-Fache und wurde bei der 120-minutigen erreicht (, (p < 0,001
SEM +/- 0,115) (Abb. 7A).

Eine der Capsaicin vorausgegangene Behandlung mit Fentanyl zeigte keinen inhibitorischen
Einfluss auf die ERK1/2 Aktivitat.

Dieses Ergebnis deutet daraufhin, dass Behandlung mit Serotonin nicht zur Aktivierung von
ERK1/2 fahrt und dass die Aktivierung der ERK1/2 durch TRP Kanal Agonisten nicht auf
Opioide anspricht.
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Abbildung 7: Prdstimulation mit Fentanyl hat keinen inhibitorischen Einfluss auf die ERK1/2 Aktivierung in
primdr sensorischen Neuronen von Ratten nicht.A: Zeitlicher Verlauf pERK1/2-Intensitdt nach 30-minditiger
Préastimulation mit Fentanyl (10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM)
oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. B: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitdt nach 30-minlitiger
Préstimulation mit Fentanyl (10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit AITC (10 mM) oder
der Negativkontrolle fiir 0-120 min. C: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitét nach 30-mintitiger Préstimulation
mit Fentanyl (10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der
Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C ist stets dieselbe Stimulation mit der Negativkontrolle und dieselbe
Préstimulation mit Fentanyl oder der Negativkontrolle dargestellt A-C: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni
Test, *p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen
der Préstimulation mit Negativkontrolle und der Préstimulation mit Fentanyl der jeweiligen Stimulation (5-HT, AITC,
Capsaicin). $ p < 0,05, $$ p < 0,01 und $$$ p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Stimulation mit der Negativkontrolle und der jeweiligen Stimulation (5-HT, AITC, Capsaicin) Fen:
Fentanyl, 5-HT: Serotonin, AITC: Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin , Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 %
DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), n = 4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

44. Langzeitbehandlung mit dem PKA-Inhibitor Rp-cAMPS-pAB aktiviert
PKA-II

Rp-cAMPS-pAB st ein inaktives Analogon von cAMP, was die inaktive Form der PKA-II

stabilisiert. Hierdurch kann dieses als kompetitiver cAMP-Antagonist und somit als

PKA-Inhibitor fungieren.'91% Mit diesem Experiment sollte getestet werden, ob der

kompetitive cAMP Antagonist die basale PKA-II Aktivitat inhibiert.

Fir dieses Experiment wurden Ubernachtkulturen der dissoziierten sensorischen Neurone der

Ratte mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder einer Negativkontrolle (DMSO 3 % in dH20, pH 5,5)

30 Minuten lang prastimuliert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit der DMSO in einer

Endkonzentration von 0,1 % in PBS geldst (Negativkontrolle 2) in einer 2-Stunden Kinetik

(0-120 Minuten).. Ein Referenzwert fur eine Erregung der primar sensorischen Neuronen

wurde durch 30-minltige Stimulation mit 40 mM KCI generiert.

Immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 wurden angefertigt. Die

Intensitaten der fluoreszierenden sekundaren Antikérper wurden mittels HCS-Mikroskopie

quantifiziert und anschlieBend ausgewertet. Die statistische Auswertung erfolgte mittels

zweifaktorieller ANOVA und als Post-hoc Analyse wurde der Bonferroni-Test verwendet.

In den 0- bis 30-mindtigen Stimulationen zeigte die Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB keinen

signifikanten Einfluss auf die pRII Intensitdt im Vergleich zur Kontrollstimulation. Ab der
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60-minutigen Stimulation steigerte die die Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB die PKA-II
Aktivitat, bis auf das maximal 1,157-Fache in 120-minltigen Stimulation, was statistisch
signifikant war (p < 0,01, SEM +/-0,061).

Entgegen der Erwartung deuten die Daten darauf hin, dass die Prastimulation mit
Rp-cAMPS-pAB nicht zu einer Minderung der basalen PKA-II Aktivitat fihrt, sondern dass
Rp-CAMPS-pAB die PKA-II in Langzeitbehandlungen aktiviert.
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Abbildung 8: Préstimulation mit Rp-cAMPS-pAB fiihrt in Langzeitstimulationen zu einem Anstieg der
PRIl Intensitét in primér sensorischen Neuronen von Ratten.

zeitlicher Verlauf der pRIl Intensitdt nach 30-minlitiger Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von Stimulation von 0-120 Minuten mit der Negativkontrolle. Multifaktorielle Varianzanalyse
mit Bonferroni Test, *p < 0,05, **p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Préstimulation mit Negativkontrolle und der Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB. Rp-cAMPS:
adenosine-cAMPS, Rp-isomer, 4-acetoxybenzylester , Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: DMSO in dH20, pH
5,5, Endkonzentration 3 %, Stimulation: DMSO in PBS gelést mit einer Endkonzentration von 0,1 % ) Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler, n = 4.

4.5. Rp-cAMPS-pAB inhibiert PKA-Il nach Stimulation mit Serotonin
In diesem Experiment sollte durch Prastimulation mit dem kompetitiven cAMP-Antagonisten
und PKA-Inhibitor Rp-cAMPS-pAB'%21%  gezeigt werden, dass Serotonin als Positivkontrolle
fur eine cAMP-abhéangige Aktivierung der PKA-Il verwendet werden kann.
Fir dieses Experiment wurden Ubernachtkulturen der dissoziierten sensorischen Neurone der
Ratte mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder einer Negativkontrolle (DMSO 3 % in dH20, pH 5,5)
30 Minuten lang prastimuliert. AnschlieRend erfolgte eine 2-Stunden-Kintetik (0-120 Minuten)
mit Serotonin (1 yM). Als Negativkontrolle 2 wurde DMSO in einer Endkonzentration von 0,1
% in PBS geldst verwendet. Ein Referenzwert fir eine Erregung der primar sensorischen
Neuronen wurde durch 30-mindtige Stimulation mit 40 mM KCI generiert.
Immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 wurden angefertigt. Die
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HCS-Mikroskopie wurde verwendet um die Intensitdt der fluoreszierenden sekundaren
Antikérper zu quantifizieren und anschlieRend auszuwerten. Zur statistischen Auswertung
wurde eine zweifaktorielle ANOVA verwendet und der Bonferroni-Test wurde als Post-hoc
Analyse verwendet.

Die Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB minderte in diesem Experiment den durch Serotonin-
induzierten Anstieg der pRII Intensitat in den 5- bis 60-mindtigen Stimulationen. Dabei war die
Inhibition der PKA-Il Aktivitat in der 15-minltigen Stimulation statistisch signifikant.
Rp-cAMPS-pAB verringerte die pRIl Intensitat in der 15-mindtigen Stimulation mit Serotonin
auf 48,23 % der Erhdhung, die durch alleinige Stimulation mit Serotonin hervorgerufenen
wurde (p < 0,05, SEM+/- 0,034).

Diese Ergebnisse zeigen, dass Rp-cAMPS-pAB die Serotonin-induzierte, cAMP-abhangige
PKA-II Aktivitat inhibiert.
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Abbildung 9 Préstimulation mit Rp-cAMPS-pAB inhibiert die PKA-Il in Stimulationen mit Serotonin in priméar
sensorischen Neuronen von Ratten.

Zeitlicher Verlauf der pRIl-Intensitdt nach 30-miniitiger Préstimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. Die
Kontrollstimulationen (Ctrl_Ctrl und Rp-cAMPS_Ctrl) sind identisch zu Abb. 8. Multifaktorielle Varianzanalyse mit
Bonferroni Test, * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Préstimulation mit Negativkontrolle und der Préastimulation mit Rp-cAMPS-pAB der Stimulation mit
5-HT. 5-HT: Serotonin, Rp-cAMPS: adenosine-cAMPS, Rp-isomer, 4-acetoxybenzylester, Ctrl: Negativkontrolle
(Préstimulation: DMSO in dH20, pH 5,5, Endkonzentration 3 %, Stimulation: DMSO in PBS gelést mit einer

Endkonzentration von 0,1%) Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n = 4.
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4.6. Rp-cAMPS-pAB hat keinen Effekt auf PKA-Il nach Stimulation mit
Capsaicin oder AITC

In nozizeptiven Neuronen flhrt Depolarisation durch KCI zu cAMP-unabhangiger,
Opioid-unresponsiver  PKA-II  Aktivierung. Rp-cAMPS-pAB  zeigten auf diese
PKA-II Aktivierung keinen inhibitorischen Einfluss.’

Mit diesem Experiment sollte getestet werden, ob das kompetitive cAMP-Analogon
Rp-cAMPS-pAB einen inhibitorischen Effekt auf die TRPA1- und TRPV1-induzierte
PKA-II Aktivitat hat.

Dazu wurden Ubernachtkulturen der dissoziierten sensorischen Neurone der Ratte mit
Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder einer Negativkontrolle (DMSO 3 % in dH20O, pH 5,5) 30 Minuten
lang prastimuliert. AnschlieBend erfolgte in einer 2-Stunden-Kintetik (0-120 Minuten) die
Aktivierung der TRPA1- und TRPV1-Kanale mittels AITC (TRPA1, 10 mM) und Capsaicin
(TRPV1,1 uM). Als Negativkontrolle 2 wurde DMSO in einer Endkonzentration von 0,1 % in
PBS gelost verwendet. 30-mindtige Stimulation mit 40 mM KCI diente dazu einen
Referenzwert fur die Erregung der primar sensorischen Neurone zu generieren. Die
Intensitaten der sekundaren Antikérper der immunzytochemischen Farbungen gegen UCHLA1,
pRIl und pERK1/2 wurden mittels HCS-Mikroskopie quantifiziert und ausgewertet. Die
statistischen Auswertung erfolgte mittels zweifaktorieller ANOVA. Die Post-hoc Analyse
erfolgte mittels Bonferroni-Test.

Die Prastimulation mit dem kompetitiven cAMP-Antagonisten Rp-cAMPS-pAB hatte in den
Stimulationen mit AITC Uber den gesamten Stimulationszeitraum keinen Effekt auf die
TRPA1-induzierte pRIl Intensitatssteigerung (Abb. 10 A). Rp-cAMPS-pAB verringerte in der
15-minttigen Stimulation die pRIl Intensitat am starksten, sodass sie auf 85 % der Erhdhung
der alleinigen AITC Stimulation sank. Dies erwies sich statistisch als nicht signifikant (p >0,05).
Die Behandlung der nozizeptiven Neurone mit Rp-cAMPS-pAB hatte keinen signifikanten
Effekt auf die durch TRPV1-vermittelte, Capsaicin-induzierte pRII Intensitatssteigerung
(Abb.10 A). Rp-cAMPS-pAB erhohte in der 5-minltigen Stimulation die pRII Intensitat am
starksten, sodass sie auf das 1,1-fache der alleinigen Stimulation mit Capsaicin anstieg. Dies
erwies sich als nicht signifikant (p > 0,05).

Die TRP-Kanal-induzierte PKA-II Aktivitat wird durch den kompetitiven cAMP Antagonisten
Rp-cAMPS-pAB nicht beeinflusst.
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Abbildung 10: Rp-cAMPS-pAB hat keinen Einfluss auf die PKA-Il nach Stimulationen mit AITC und
Capsaicin in primér sensorischen Neuronen der Ratte:

A: Zeitlicher Verlauf der pRIl Intensitdt nach 30-minlitiger Préstimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit AITC (10mM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. B:Zeitlicher
Verlauf der pRII Intensitat nach 30-minlitiger Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der Negativkontrolle
gefolgt von einer Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A und B sind dieselben
Kontrollstimulationen dargestellt, wie in Abb. 8.A-B: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05,
**p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Préstimulation
mit Negativkontrolle und der Préstimulation mit Ro-cAMPS-pAB und der Stimulation mit AITC bzw. Capsaicin, AITC:
Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin, Rp-cAMPS: adenosine-cAMPS, Rp-isomer, 4-acetoxybenzyl ester, Ctrl:
Negativkontrolle (Prastimulation: DMSO in dH20, pH 5,5, Endkonzentration 3 %; Stimulation: DMSO in PBS gel6st
mit einer Endkonzentration von 0,1%) Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n = 4.

4.7. Langzeitbehandlung mit Rp-cAMPS-pAB aktiviert ERK1/2

Die Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB flihrte in Langzeitstimulationen zu einer erhéhten
PKA-II Aktivitat. Um zu testen, ob die Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB einen Einfluss auf
der PKA-Il nachgeschaltete Strukturen beziehungsweise auf weitere Ebenen der
Signaltransduktion hat, wurden primar sensorische Neurone der Ratte fur 30 Minuten mit
Rp-cAMPS-pAB (10 ug) oder einer Negativkontrolle (DMSO 3 % in dH20, pH 5,5) behandelt.
Eine 2-Stunden Kinetik (0-120 Minuten) erfolgte im Anschluss mit der Negativkontrolle 2
(DMSO 0,1 % in PBS geldst). Eine 30-minitige Stimulation mit 40 mM KCI diente als
Referenzwert fur eine Erregung der primar sensorischen Neuronen.

Die HCS-Mikroskopie wurde verwendet, um die Intensitaten der fluoreszierenden sekundaren
Antikorper gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 zu quantifizieren und auszuwerten. Eine
zweifaktorielle ANOVA mit Bonferroni-Test wurde zur statistischen Auswertung verwendet.
Behandlung mit Rp-cAMPS-pAB steigerte in der 120-mindtigen Stimulation die
ERK1/2 Aktivitat signifikant auf das 1,26-Fache des Referenzwertes und auf das 1,19-Fache
der Kontrolle zum Zeitpunkt der 120-mindtigen Stimulation (p < 0,05, SEM +/- 0,011).

Die Stimulation mit Rp-cAMPS-pAB erhoht in Langzeitstimulationen die ERK1/2 Aktivitat.
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Abbildung 11: Langzeitbehandlung mit Rp-cAMPS-pAB steigert in primdrsensorischen Neuronen die
ERK1/2 Aktivitat:

zeitlicher Verlauf der pERK1/2 Intensitét nach 30 minlitiger Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von Stimulation von 0-120 Minuten mit der Negativkontrolle. Multifaktorielle Varianzanalyse
mit Bonferroni Test, *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Préstimulation mit Negativkontrolle und der Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB. Rp-cAMPS:
adenosine-cAMPS, Rp-isomer, 4-acetoxybenzylester, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: DMSO in dH20, pH
5,5, Endkonzentration 3 %, Stimulation: DMSO in PBS gel6st mit einer Endkonzentration von 0,1%) Fehlerbalken
zeigen den Standardfehler, n = 4.

4.8. Rp-cAMPS-pAB erhoht Aktivitdit von ERK1/2 nach Stimulation mit AICT,
nicht aber nach Stimulation mit Capsaicin oder Serotonin
Das kompetitive inaktive cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB inhibierte in Stimulationen mit
Serotonin die PKA-II Aktivitat. In Stimulationen mit AITC oder Capsaicin zeigte es keinen
Einfluss auf die PKA-II Aktivitat. Behandlung von nozizeptiven primarsensorischen Neuronen
mit Rp-cAMPS-pAB aktivierte die PKA-II in Langzeitbehandlungen.
Dieses Experiment diente zur Testung, ob Rp-cAMPS-pAB einen Einfluss auf der PKA-II
nachgeschaltete Strukturen, oder weitere Ebenen der Signaltransduktion hat, wenn
Stimulationen mit Serotonin oder den TRP-Kanal-Agonisten AITC oder Capsaicin folgen.
In diesem Experiment wurden Ubernachtkulturen der dissoziierten sensorischen Neurone der
Ratte mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder einer Negativkontrolle (DMSO 3 % in dH20, pH 5,5)
30 Minuten lang prastimuliert. AnschlieRend erfolgte in einer 2-Stunden-Kintetik
(0-120 Minuten) die Aktivierung der TRPA1- und TRPV1-Kanale mittels AITC (TRPA1, 10 mM)
und Capsaicin (TRPV1, 1 pM) und der 5HT4.Rezeptoren mittels Serotonin (1 uM). Als
Negativkontrolle 2 wurde DMSO in einer Endkonzentration von 0,1 % in PBS geldst verwendet.
Der Referenzwert fur eine Erregung der primar sensorischen Neuronen wurde durch
30-mindtige Stimulation mit 40 mM KCI generiert.
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Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 wurden angefertigt und die Intensitat der
fluoreszierenden Antikérper wurde mittels HCS-Mikroskopie quantifiziert und ausgewertet.
Zur statistischen Auswertung wurde eine multifaktorielle ANOVA verwendet, der
Bonferroni-Test diente als Post-hoc Analyse.

Weder in Stimulationen mit Serotonin, noch mit Capsaicin zeigte Rp-cAMPS-pAB einen
statistisch signifikanten Effekt auf die ERK1/2 Aktivitat in nozizeptiven Neuronen (Abb. 12 A
und C).

In der 2-Stundenkinetik mit AITC steigerte Rp-cAMPS-pAB die ERK1/2 Aktivitat kontinuierlich
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit AITC, sodass in den 30- bis 120-minUtigen
Stimulationen eine signifikante Erhdhung der ERK1/2 Aktivitat erreicht wurde. Die grofte
Steigerung der ERK1/2 Aktivitat wurde in der 120-minltigen Stimulation erreicht und betrug
das 1,572-Fache der durch die alleinige Stimulation mit AITC-induzierten ERK1/2 Aktivitat
(p < 0,001, SEM+/- 0,372).

Dieses Ergebnis zeigt, dass das kompetitive cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB die
ERK1/2 Aktivitdt in Stimulationen mit Serotonin und Capsaicin nicht beeinflusst, es aber

widererwarten zu einer Steigerung der ERK1/2 Aktivitat in Stimulationen mit AITC flhrt.
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Abbildung 12 Rp-cAMPS-pAB erhoht die Aktivitit der ERK1/2 in Stimulationen mit AITC, nicht aber in
Stimulationen mit Capsaicin oder Serotonin.

A: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitét nach 30-minlitiger Préastimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
B: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitét nach 30-mindiitiger Préstimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit AITC (10mM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
C: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitét nach 30-minlitiger Préastimulation mit Rp-cAMPS-pAB (10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
A-C zeigen dieselben Kontrollstimulationen, wie Abb. 11. A-C: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test,
*p < 0,05 *p <0,01und ***p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der
Préstimulation mit Negativkontrolle und der Prastimulation mit Rp-cAMPS-pAB der jeweiligen Stimulation (5-HT,
AITC, Capsaicin). 5-HT: Serotonin, AITC: Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin, Rp-cAMPS: adenosine-cAMPS, Rp-
isomer, 4-acetoxybenzylester, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: DMSO in dH20, pH 5,5, Endkonzentration
3 %, Stimulation: DMSO in PBS gelést mit einer Endkonzentration von 0,1%) Fehlerbalken zeigen den

Standardfehler, n = 4.
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4.9. Der Phosphodiesterase-Iinhibitor IBMX erhoht die basale PKA-Il Aktivitat
Da Calciumeinstrom durch den spannungsabhangigen Cav1.2 Kanal in primar nozizeptiven
Neuronen zur cAMP-unabhéangigen und Opioid-unresponsiven PKA-II Aktivierung fihrt," sollte
durch dieses Experiment der Einfluss des Phosphodiesterasehemmers
3-isobutyl-1-methyl-xanthine (IBMX) und somit der Einfluss erhohter
cAMP-Konzentrationen'%'22 quf die PKA-II Aktivitat getestet werden.

Fir dieses Experiment wurden Ubernachtkulturen dissoziierter sensorischer Neurone der
Ratte fur 30 Minuten mit IBMX (100 pM) oder einer Negativkontrolle 1 (DMSO in PBS,
Endkonzentration 0,1 %) prastimuliert. Danach erfolgte in einer 2-Stunden-Kinetik
(0-120 Minuten) die Stimulation mit der Negativkontrolle 2 (DMSO in PBS, Endkonzentration
0,1 %). Eine 30minltige Stimulation mit 40 mM KCI diente als Referenzwert fur eine Erregung
der primar sensorischen Neuronen.

Immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIlI und pERK1/2 wurden angefertigt und
mit Hilfe von HCS-Mikroskopie wurden die Intensitdten der fluoreszierenden sekundaren
Antikérper quantifiziert und anschlieend ausgewertet.

Zur statistischen Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA verwendet. Als Post-hoc
Analyse diente der Bonferroni-Test.

Die Behandlung mit IBMX steigerte (ber den gesamten Stimulationszeitraum die
pRIl Intensitat signifikant. IBMX steigerte die PKA-II Aktivitat dabei um mindestens das
1,24-Fache im Vergleich zur Kontrolle (Abb. 13, 60 Minuten: p <0,05 SEM +/-0,044). IBMX
steigerte die PKA-II Aktivitat auf maximal das 1,356-Fache der Kontrolle in der 15-minutigen
Stimulation (Abb. 13, p < 0,001, SEM +/ 0,055).
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Abbildung 13: Préastimulation mit IBMX erhéht die basale Aktivitdt der PKA-Il in primédr sensorischen
Neuronen der Ratte
zeitlicher Verlauf der pRII Intensitét nach 30 minditiger Prastimulation mit IBMX (100 uM) oder der Negativkontrolle
gefolgt von Stimulation von 0-120 Minuten mit der Negativkontrolle. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni
Test, *p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen
der Préastimulation mit Negativkontrolle und der Prastimulation mit IBMX. IBMX: 3-isobutyl-1-methyl-xanthine, Ctrl:

Negativkontrolle (Préstimulation: DMSO in PBS, Endkonzentration 0,1%, Stimulation: DMSO in PBS gelést mit
einer Endkonzentration von 0,1%) Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n = 4.

Dieses Experiment zeigt, dass Prastimulation mit IBMX die basale Aktivitat der PKA-II steigert.

4.10. Prastimulation mit IBMX verlangert die Aktivierung von PKA-Il nach
Stimulation mit Serotonin, nicht aber nach Stimulation mit AITC oder
Capsaicin

Die durch Depolarisation hervorgerufene und durch Ca,1.2 mediierte Aktivierung der PKA-II

ist unabhangig von cAMP und unresponsiv auf Opioide. Prastimulation mit IBMX zeigte aulRer

Erhdéhung der basalen PKA-II Aktivitat keinen Einfluss auf die durch KCl-induzierte Aktivierung

der PKA-II.' Durch  dieses Experiment sollte getestet werden, ob der

Phosphodiesterase-Inhibitor IBMX einen Einfluss auf die TRP-vermittelte Aktivierung der

PKA-II hat. Stimulation mit Serotonin diente als Positivkontrolle.

Ubernachtkulturen dissoziierter primar sensorischer Neurone der Ratte wurden fir dieses

Experiment fir 30 Minuten mit IBMX (100 uM) oder einer Negativkontrolle 1 (DMSO in PBS,

Endkonzentration 0,1 %) prastimuliert. Danach erfolgte in einer 2-Stunden-Kinetik

(0-120 Minuten) die Stimulation der TRPA1-Kanale mittels AITC (10 mM) und der

TRPV1-Kanale mittels Capsaicin (1 uM). Die Stimulation der 5SHT4-GPC-Rezeptoren erfolgte

mittels Serotonin (1 uM).
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Mittels HCS-Mikroskopie wurden die Intensitaten der fluoreszierenden sekundaren Antikorper
der immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 quantifiziert und
ausgewertet. Zur statischen Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA verwendet, der
Bonferroni-Test diente zur Post-hoc Analyse.

In den Stimulationen mit Serotonin steigerte die Vorbehandlung mit IBMX die
Serotonin-induzierte pRII Intensitat Gber den gesamten Stimulationsverlauf. Bis auf die
einmindtige Stimulation war die durch IBMX gesteigerte pRII Intensitat statistisch signifikant.
IBMX erhohte in der 60-mindtigen Stimulation die PKA-II Aktivitat am starksten, sodass sie auf
das 4,09-Fache der Erhéhung der alleinigen Serotonin-Stimulation stieg und auf das
1,48-Fache in absoluten Werten (p <0,001, SEM+/- 0,09). Die alleinige Stimulation mit
Serotonin erreichte in der 5-mindtigen Stimulation ein Maximum der PKA-II Aktivitat. Danach
kam es zu einem Abfall der PKA-II Aktivitét, je l&dnger die Stimulationen andauerten. Die
Prastimulation mit IBMX fuhrte in den Stimulationen mit Serotonin zu einer verlangerten
Aktivierung der PKA-II (Abb. 14 A). Auch nach Normalisierung der Daten auf den Zeitpunkt O
der Negativkontrolle verlangerte IBMX die Aktivierung der PKA-II, diese Verlangerung zeigte
sich jedoch statistisch nicht signifikant (Abb. 15 A)

In den Stimulationen mit AITC steigerte die Prastimulation mit IBMX Uber den gesamten
Zeitverlauf die AITC-induzierte pRII Intensitat. In den 15- bis 60-minUtigen Stimulationen war
die pRII Intensitatssteigerung signifikant. Die groRte Intensitatssteigerung fand in der
60-minutigen Stimulation statt und stieg auf das 2,25-Fache der Erhdéhung der alleinigen
AITC-Stimulation an (p<0,01, SEM+/- 0,084). IBMX verlangerte die AITC-induzierte
PKA-II Aktivierung nicht (Abb. 14 B). Nach Normalisierung der Daten, zeigte IBMX keinen
Einfluss auf die AITC-induzierte PKA-II Aktivierung (Abb. 15 B).

Prastimulation mit IBMX steigerte die Capsaicin-induzierte PKA-II Aktivitat Gber den gesamten
Stimulationszeitraum. Die Aktivitatssteigerung war in den 0- bis 60-minttigen Stimulationen
statistisch signifikant. Die grofRte PKA-II Aktivierung fand in der 30-minutigen Stimulation statt
und betrug eine Steigerung auf das 1,25-Fache in absoluten Werten, bzw. eine Steigerung um
das 2,52-Fache der Erhéhung der alleinigen Capsaicin-Stimulation (p<0,01, SEM +/-0,091,
vgl. Abb. 15 C). Nach Normalisierung der Daten steigerte die Prastimulation mit IBMX die
Capsaicin-induzierte PKA-II Aktivitat nicht (Abb. 15 C).
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Abbildung 14: Prédstimulation mit IBMX verlédngert die Serotonin-induzierte PKA-Il Aktivitét, nicht aber die
AITC- oder Capsaicin-induzierte PKA-II Aktivitét

A: Zeitlicher Verlauf der pRIl-Intensitdt nach 30-minlitiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. B:
Zeitlicher Verlauf der pRII Intensitédt nach 30-minditiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der Negativkontrolle
gefolgt von einer Stimulation mit AITC (10mM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. C: Zeitlicher Verlauf der
PRIl Intensitat nach 30-minditiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer
Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. A-C zeigen dieselben
Kontrollstimulationen wie Abbildung 13. A-C: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, **p <
0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Prastimulation mit
Negativkontrolle und der Préstimulation mit IBMX der jeweiligen Stimulation (5-HT, AITC, Capsaicin). 5-HT:
Serotonin, AITC: Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin , IBMX: 3-isobutyl-1-methyl-xanthine, Ctrl: Negativkontrolle
(Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), n = 4. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler.
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Abbildung 15: Darstellung der Normalisierten Daten der pRIl Intensitét der Prastimulation mit IBMX.

A: Zeitlicher Verlauf pRIl-Intensitdt nach 30-minlitiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der Negativkontrolle
gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. B: Zeitlicher Verlauf der
pRIl-Intensitdt nach 30-minditiger Prastimulation mit IBMX (100 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer
Stimulation mit AITC (10mM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. C: Zeitlicher Verlauf der pRIl-Intensitét nach
30-mintitiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit
Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C sind die gleichen Kontrollstimulationen wie in
Abb. 14 als auf den Zeitpunkt O normalisierte Daten dargestellt. A-C: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni
Test,*p < 0,05, **p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der
Préstimulation mit Negativkontrolle und der Préastimulation mit IBMX der jeweiligen Stimulation (5-HT, AITC,
Capsaicin). 5-HT: Serotonin, AITC: Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin , Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1
% DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSQO in DPBS), n = 4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

Die Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, dass die Prastimulation mit IBMX, wie bereits in

der Literatur gezeigt werden konnte, die Aktivierung der PKA-Il nach Stimulation mit Serotonin
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verlangert.'®" Stimulation mit Serotonin eignet sich daher als Positivkontrolle um eine
cAMP-abhangige PKA-II Aktivierung zu untersuchen.
Weiterhin zeigen die Ergebnisse, dass der Phosphodiesterase-Inhibitor IBMX die TRP-Kanal

vermittelte PKA-II Aktivierung nicht verlangert, sondern nur die basale PKA-II Aktivitat erhoht.

4.11. Prastimulation mit IBMX hat keinen Einfluss auf die ERK1/2 Aktivitat

Das folgende Experiment diente zur Testung, ob die Prastimulation mit IBMX die Aktivitat von
ERK1/2 beeinflusst. Dazu wurden Ubernachtkulturen von primar sensorischen Neuronen der
Ratte fur 30 Minuten mit IBMX (100 pM) oder einer Negativkontrolle 1 (DMSO in PBS,
Endkonzentration 0,1 %) prastimuliert. Anschliefend erfolgte in einer 2-Stunden Kinetik
(0-120 Minuten) die Stimulation entweder mit einer Negativkontrolle 2 (DMSO in PBS,
Endkonzentration 0,1 %), dem TRPA1-Agonisten AITC (10 mM), dem TRPV1 Agonisten
Capsaicin (1 yM) oder dem 5HT4-GPC-Rezeptor-Agonist Serotonin (1 uM).

Mit Hilfe der HCS-Mikroskopie wurden die Intensitaten der fluoreszierenden sekundaren
Antikorper der immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2
quantifiziert und ausgewertet. Zur statistischen Auswertung wurde eine zweifaktorielle ANOVA
verwendet und als Post-hoc Analyse der Bonferroni-Test.

IBMX flihrte zu einem Anstieg der pERK1/2 Intensitat. Nach statistischer Auswertung zeigte
sich, dass der Anstieg der basalen pERK1/2 Intensitat zu keinem Zeitpunkt statistisch
signifikant war.

Die alleinige Prastimulation mit IBMX veranderte die basale pERK1/2 Intensitat nicht.
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Abbildung 16: Prdstimulation mit IBMX hat keinen Einfluss auf die ERK1/2 Aktivitét in primar
sensorischen Neuronen von Ratten nicht.

zeitlicher Verlauf der pERK1/2 Intensitdt nach 30-minitiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von Stimulation von 0-120 Minuten mit der Negativkontrolle. Multifaktorielle Varianzanalyse
mit Bonferroni Test, *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Stimulation. IBMX: 3-isobutyl-1-methyl-xanthine, Ctrl: Negativkontrolle
(Préstimulation: DMSO in PBS, Endkonzentration 0,1%; Stimulation: DMSO in PBS gelést mit einer
Endkonzentration von 0,1%). Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler. n = 4.
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Die Prastimulation mit IBMX fihrt in den Stimulationen mit Serotonin zu einer Erhéhung der
pERK1/2 Intensitat. Nach statistischer Auswertung, zeigte sich diese Erhéhung zu keinem
Zeitpunkt als statistisch signifikant. IBMX fihrte in der 15-mindtigen Stimulation mit Serotonin
zum grolten Anstieg der pERK1/2 Intensitat, auf das 1,2-fache. Dies war statistisch nicht
signifikant (p > 0,05).

IBMX erhoéhte in den 0- bis 1-minttigen Stimulationen mit AITC die pERK1/2 Intensitat. In den
5- bis 120-mindltigen Stimulationen verringerte IBMX jedoch die pERK1/2 Intensitat. Die durch
IBMX hervorgerufenen Anderungen der pERK1/2 Intensitdt waren nach statistischer
Auswertung nicht signifikant.

IBMX flihrte in den Stimulationen mit Capsaicin zu einer Erhéhung der pERK1/2 Intensitat. In
der 30-minUtigen Stimulation erhdhte IBMX die pERK1/2 Intensitat am starksten, sodass sie
auf das 1,04-fache der alleinigen Stimulation mit Capsaicin anstieg. Diese Intensitatserh6hung
war statistisch nicht signifikant (p >0,05)

Die Prastimulation mit IBMX hatte keinen Einfluss auf die ERK1/2 nach Stimulation mit
Serotonin. Des Weiteren beeinflusste die Prastimulation mit IBMX weder die durch
AITC-induzierte noch die Capsaicin-induzierte ERK1/2 Aktivierung.
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Abbildung 17: IBMX hat keinen Einfluss auf die pERK1/2 Intensitit nach Stimulationen mit Serotonin,
AITC oder Capsaicin in primér sensorischen Neuronen der Ratte:

A: Zeitlicher Verlauf pERK1/2-Intensitdt nach 30-miniitiger Prastimulation mit IBMX (100 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Serotonin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
B: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitdt nach 30-miniitiger Préstimulation mit IBMX (100 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit AITC (10mM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
C: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2-Intensitdt nach 30-minditiger Prastimulation mit IBMX (100 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C
sind dieselben Kontrollstimulationen wie in Abbildung 16 dargestellt. A-C: Multifaktorielle Varianzanalyse mit
Bonferroni Test, * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Préstimulation mit Negativkontrolle und der Prédstimulation mit IBMX der jeweiligen Stimulation (5-HT,
AITC, Capsaicin) IBMX: 3-isobutyl-1-methyl-xanthine, 5-HT: Serotonin, AITC: Allylisothiocyanat, Cap: Capsaicin,
Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), n = 4. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler.

Die Ergebnisse dieses Experimentes zeigen, dass IBMX keinen Einfluss auf die
ERK1/2 Aktivitat hat.
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4.12. Der TRPA1-Agonist PF4840154 hat in hohen Dosen einen Effekt auf
PKA-II, jedoch nicht auf ERK1/2

Der nicht-selektive, flr Calcium permeable Kationenkanal TRPA1 kann durch verschiedene

elektrophile sowie nicht-elektrophile Verbindungen aktiviert werden.'?'25 Eine haufig

verwendete Substanz ist das aus Senfoél gewonnene, fliichtige AITC.%7124-126 AITC kann zudem

mit anderen Kationenkanalen interagieren.'?”.128

Daher wurden in den zuvor beschriebenen Experimenten die Zellkammern, in denen die

Stimulation der primar sensorischen Neurone mit AITC stattfand, versiegelt.

Die Substanz PF-4840154 (Caiman Chemicals) wurde spezifisch als Agonist fir TRPA1

entwickelt und ist nicht volatil. 23125129

Ziel der folgenden Experimente war es zu prifen, ob PF-4840154 in unterschiedlichen

Konzentrationen eine Aktivierung der PKA-Il und ERK1/2 in primarsensorischen Neuronen der

Ratte bewirkt.

Dazu wurden Ubernachtkulturen primar sensorischer Neurone der Ratte in einem

Dosis-Wirkungs-Experiment mit verschiedenen Konzentrationen von PF-4840154 (0 uM,

0,04 uM, 0,2 uM, 1 uM, 5 uM, 25 pM, 125 uM) fir 2 Minuten und 40 Sekunden stimuliert. Die

Stimulation mit KCI in verschiedenen Konzentrationen (0-80 mM) diente als Positivkontrolle.

Als Negativkontrolle wurde DMSO in PBS gel6st verwendet (Endkonzentration 0,25 %). AITC

in verschiedenen Konzentrationen (0-125 mM) diente als Vergleich als weiterer TRPA1

Agonist.

Zur Detektion der Aktivitat von PKA-Il und ERK1/2 in primar sensorischen Neuronen, wurden

immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 durchgefuhrt.

Die Fluoreszenzintensitat der sekundaren Antikérper wurde mit Hilfe der

High Content Screening Mikroskopie quantifiziert und ausgewertet.

Die statistische Analyse erfolgte mittels zweifaktorielle ANOVA, der Bonferroni-Test diente als

Post-hoc Analyse. Die Grafen wurden mit GraphPad Prism 6 erstellt. Es wurde eine

nichtlineare Regression mit Kurvenanpassung (drei Parameter, Standard Hill Slope)

verwendet.

Die Negativkontrolle fiihrte zu keiner Anderung der pRIl Intensitat.

Stimulationen mit PF-4840154 flihrten bis zu einer Konzentration von 5 uM zu keiner Anderung

der PKA-Il Aktivitdt. PF-4840154 flhrte ab einer Konzentration von 25 uM zu einer

signifikanten Aktivierung der PKA-Il. Dieser Aktivitdtsanstieg setzte sich in den

Konzentrationen von 125 uM fort und erreichte einen maximalen Anstieg auf das 1,2-Fache

des Kontrollwerts (p < 0,001, SEM +/- 0,025).

Stimulationen mit AITC flhrten ab einer Konzentration von 1 mM zu einem signifikanten

PKA-II Aktivierung. Je hdher die verwendete AITC Konzentration, desto grofRer war die
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Steigerung der PKA-II Aktivitat. Das Maximum der durch AITC-induzierten PKA-II Aktivitat
wurde bei einer 125 mM Stimulation erreicht und es kam zu einem Anstieg auf das
1,587-Fache des Ausgangswerts (p < 0,001, SEM+/- 0,054).

Stimulationen mit KCI bewirkten ab einer Konzentration von 20 mM einen signifikanten Anstieg
der PKA-II Aktivitat.

Die mittleren effektiven Dosen in diesem Experiment waren wie folgt: die ECso von PF-4840154
betrug 20,22 uM, die ECsovon AITC betrug 7,652 mM, die ECsovon KCI betrug 13,36 mM. Die
logarithmischen  ECsp  stellten sich  wie folgt dar: PF-4840154: -4,696
(95 % KI: -5,211 bis -4,178), AITC:-2,116 (95 % KI: -2,414 bis -1,818) und KCI -1,874
(95 % KI -2.150 bis -1.598). Im Vergleich der Dosis-Wirkungs-Kurven von PF-4840154, AITC
und KCI miteinander, zeigte sich dass sich die Kurven unterscheiden (p < 0,0001, F, 1s8)
7,152).
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Abbildung 18: Die Stimulation mit PF-4840154 in héheren Konzentrationen von fiihrte zur signifikanten
Erhéhung der pRII- Intensitét in primér sensorischen Neuronen von Ratten.

Dosis-Antwort Kurven der pRIl-Intensitdt in primér sensorischen Neuronen der Ratte ohne vorausgegangene
Préstimulation. Stimulation mit PF-4840154, Negativkontrolle, AITC oder KCI fiir 2 Minuten 40 Sekunden.
Muiltifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, *™ p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das
Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Stimulation mit Negativkontrolle und der jeweiligen
Stimulation, Fs, 158) 7.152 Sum of squares, PF4840154: PF-4840154, Ctrl: Negativkontrolle (DMSO in PBS gelést)
KCI: Kaliumchlorid, AITC: Allylisothiocyanat, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n = 8.
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Abbildung 19: Héhere Konzentrationen von PF-4840154 fiihrten zur Erh6hung der pRIi-Intensitét.
Balkendiagramm der mittleren pRIl-Intensitét in primdr sensorischen Neuronen der Ratte bei verschiedener
Dosierungen von Negativkontrolle, KCI, PF-4840154 und AITC , ohne vorausgegangene Préastimulation.
Stimulation mit PF-4840154 (0 uM -125 uM), Negativkontrolle (0 uM -125 uM), KCI (0 mM — 80mM), AITC (0 mM-
125 mM) fir 2 Minuten 40 Sekunden, Stimulation mit KCI (40 mM) dient als Referenzwert , PF4840154: PF-
4840154, Ctrl: Negativkontrolle (DMSO in PBS gelést) KCI: Kaliumchlorid, verschiedene Punkte zeigen die
Intensitéten der einzelnen Replikate an. n = 8.

In der Auswertung der pERK1/2 Intensitat flihrte die Stimulation mit der Negativkontrolle
(DMSO in PBS geldst) zu keiner Anderung der pERK1/2 Intensitét.

Die Stimulation mit PF-4840154 beeinflusste die ERK1/2 Aktivitat in primar sensorischen
Neuronen selbst in hohen Dosen nicht. Eine ECso-Wert fir PF-4840154 konnte mit dem Modell
(3 Parameter-fit Modell) nicht bestimmt werden. .

Stimulationen mit AITC steigerten in den Konzentrationen von 5 mM, 25 mM und 125 mM die
ERK1/2 Aktivitat signifikant im Vergleich zur Negativkontrolle. Die gréte Steigerung der
ERK1/2 Aktivitat war in der 25 mM Stimulation zu beobachteten. Es kam zu einem Anstieg auf
das 1,402-Fache (p < 0,001, SEM +/- 0,032) des Ausgangwerts. Die ECso der
pERK1/2-Intensitat von AICT betrug 5,475 (95 % Kl 1,691 bis 17,72).

Die Stimulationen mit KCI in den Dosierungen von 0 mM bis 80 mM flhrten zu keiner
signifikanten Anderung der pERK1/2-Intensitét. Die ECso der KCI-Stimulation lie sich trotzdem
berechnen und betrug 4,180 mM (95 % Kl 0,8177 bis 21,36).
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Abbildung 20: Die Stimulation mit PF-4840154 in héheren Konzentrationen von fiihrte zu keiner
signifikanten Erhéhung der pRII- Intensitét in primér sensorischen Neuronen von Ratten.

Dosis-Antwort Kurven der pERK1/2-Intensitét in primar sensorischen Neuronen der Ratte ohne vorausgegangene
Préastimulation. Stimulation mit PF-4840154, Negativkontrolle, AITC oder KCI fiir 2 Minuten 40 Sekunden.
Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das
Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Stimulation mit Negativkontrolle und der jeweiligen
Stimulation, PF4840154: PF-4840154, Ctrl: Negativkontrolle (DMSO in PBS gelést) KCI: Kaliumchlorid, AITC:
Allylisothiocyanat, Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, n = 8

4.13. Hohe Dosen von PF4840154 induzieren Calciuminflux

Das vorherige Experiment zeigte, dass eine Stimulation mit dem TRPA1-Agonisten
PF-4840154 erst ab einer Konzentration von 25 pM zu einer signifikanten Erhéhung der pRIl-
Intensitat und somit einer PKA-II Aktivierung fuhrt. Im Vergleich zu AITC war der Effekt von
PF-4840154 Auf die PKA-II geringer ausgepragt.

In der Literatur wird die ECso flr die Aktivierung der TRPA1-Kanale der Ratte wurde mit
97 £ 4.7 nM angegeben. In In-vivo-Experimenten zeigte bereits eine Konzentration von 30 nM
eine Wirkung.'?® Hoebart et al. konnten mit PF-4840154 in einer Konzentration von 2 uM eine
Aktivierung der TRPA1-Kanale nachweisen.'?® Diese Konzentrationen liegen unter den im
Vorexperiment benétigten Konzentrationen von PF-4840154.

Frihere Studien verwendeten den Calciumeinstrom in die Zellen als funktionellen
Ausleseparameter zur Beurteilung der Wirksamkeit von PF-4840154,125.129

Im vorliegenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Stimulation von primar
sensorischen Neuronen der Ratte mit PF-4840154 in den Konzentrationen von 5 pM bis

125 uM einen Calciumeinstrom auslésen kann.
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Hierzu wurden Ubernachtkulturen der primdr sensorischen Neuronen der Ratte mit
Calbryte 360 AM (Biomol GmbH, Hamburg, Deutschland) gefarbt. AnschlieRend wurden
Zellbilder mit der Leica Application Suite X.Ink Life Science Software in einer Geschwindigkeit
von 1 Hz aufgenommen.

Zunachst wurde eine Grundintensitat iber 20 Sekunden aufgenommen. Anschlielend wurden
die Stimulantien hinzugegeben. PF-4840154 wurde in den Konzentrationen 5 uM, 25 uM oder
125 uM und AITC wurde in den Konzentrationen 5 mM, 25 mM oder 125 mM verwendet. Als
Positivkontrolle diente Kaliumchlorid in einer Endkonzentration von 40 mM. Als
Negativkontrolle wurde das Losungsmittel DMSO in Salz-Lésung verwendet
(Endkonzentration 1,28 %). Nach Applikation der jeweiligen Stimulantien wurden fur 40
Sekunden Aufnahmen in einer Geschwindigkeit von 1 Hz gemacht, um einen Calciumeinstrom
zu dokumentieren.

Es folgte die Zugabe von 40 mM Kaliumchlorid und die Bildaufnahme fur weitere 20 Sekunden
in einer Geschwindigkeit von 1 Hz. Dies diente zur Identifizierung der grundséatzlich
reaktionsfahigen Zellen.

Nur Zellen, die auf Kaliumchlorid reagierten, wurden fiir die folgende Auswertung
bericksichtigt.

Im Mittel zeigten 3,09 % der mit der Negativkontrolle behandelten Zelleneinen
Calciumeinstrom (SD +/- 2,03).

Im Mittel zeigten 18,11 % (SD +/-4,33), der mit 5 mM AITC stimulierten Zellen einen
Calciumeinstrom. Die Stimulationen mit AITC in héheren Konzentrationen flhrte zu einem
hdheren Anteil an mit Calciumeinstrom-reagierender Zellen. Bei 25 mM betrug dieser im Mittel
47,03 % (SD +/- 6,05) und bei 125 mM 51,44 % (SD +/- 11,19).

Der Anteil der Zellen, die einen Calciumeinstrom nach Stimulation mit PF-4840154 in einer
Konzentration von 5 uM zeigten, betrug im Mittel 3,27 % (SD +/- 2,43). Die Konzentrationen
von 25 yM und 125 uM fuhrte im Mittel zu einem Anteil von 8,60 % (SD +/- 4,14), bzw. 15,05 %
(SD +/-3,47) an reagierender Zellen(Abb. 28). Der Anteil der Zellen, die einen
Calciumeinstrom zeigten war sowohl bei den Stimulationen mit AITC, als auch mit PF-4840154
konzentrationsabhangig.

Eine einfaktorielle Varianzanalyse (ANOVA) ergab den Calciumeinstrom betreffend einen
signifikanten Unterschied zwischen den verschiedenen Konditionen (F(2,4)=46,9,
p=1,75x107"2).

Als Posthoc Test wurde der Tuckey-Test mit einem gewahltem Alpha-Niveau von 0,05
verwendet. Es zeigte sich, dass die Positivkontrolle (40 mM KCI) zu einen signifikant héheren
Anteil an Calciumeinstrom-zeigenden Neurone im Vergleich zur Negativkontrolle (DMSO in

Saliner-Lésung) fuhrte.
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Die Stimulationen mit AITC in den Konzentrationen von 25 mM und 125 mM flhrten im
Vergleich zur Negativkontrolle jeweils zu einem signifikant hdheren Anteil an Neuronen, die
einen Calciumeinstrom aufwiesen. Weder die Stimulation mit AITC in der Konzentration 5 mM
noch die Stimulationen mit PF-4840154 in den Konzentrationen von 5 uM bis 125 uyM zeigten
einen signifikant hoheren Anteil an Calciumeinstrom-zeigenden Neuronen im Vergleich zur
Negativkontrolle.

In diesen Stimulationen zeigte sich ein signifikanter Unterschied im Vergleich zur
Positivkontrolle mit KCI.

Ein separater t-Test zwischen der Negativkontrolle und der Stimulation mit 125 uM

PF-4840154 ergab allerdings eine signifikante Zunahme des Calciumeinstroms (p <0,05).
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Abbildung 21: Anteil der Zellen, die nach Stimulation einen Calciumeinstrom zeigten

Balkendiagramm des Prozentsatzes der primdr sensorischen Neurone, die einen Calciumeinstrom zeigten vor
Hinzugabe der 40 mM KCI zum Abschluss. Zellen wurden entweder mit AITC in den Dosierungen 5 Mm, 25 mM,
125 mM, oder mit PF-4840154 in den Dosierungen 5 uM, 25 uM oder 125 uM behandelt. KCI (40 mM) diente als
Positivkontrolle. Als Negativkontrolle wurde das Lésungsmittel (DMSO in Saliner-L6sung Endkonzentration 1,28 %)
verwendet., Einfaktorielle Varianzanalyse mit Tukey-Test, *p < 0,05, PF5: PF-4840154 5 uM, PF25: PF-4840154
25 uM, PF125: PF-4840154 125 uM, AITCS5: Allylisothiocyanat 5 mM, AITC25: Allylisothiocyanat 25 mM, AITC125:
Allylisothiocyanat 125 mM, Ctrl: Negativkontrolle (DMSO in Saliner-Lésung) KCI: Kaliumchlorid, verschiedene
Punkte zeigen den Prozentsatz der einzelnen Replikate an. n = 4, Weitere statistisch signifikante Unterschiede
wurden der Ubersicht halber weggelassen p < 0,05: AITC5 und AITC25, AITC5 und AITC125, AITC25 und PF5,
AITC25 und PF25, AITC25 und PF125, AITC125 und PF5, AITC125 und PF25, AITC125 und PF125.
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Abbildung 22: Zeitlicher Verlauf des prozentualen Anteils der KCl-responsiven reagierenden, primér
sensorischen Neurone der Ratte.

Férbung mir Calbryte 260 AM Darstellung des Mittelwertes (schwarz) und der einzelnen Replikate. A-H: Zugabe
KCI 40 mM nach 60 Sekunden A: zeitlicher Verlauf der reagierenden Neurone, Stimulation mit Negativkontrolle
(DMSO in Saliner-Lésung Endkonzentration 1,28 %, 20-40 Sekunden ), B: zeitlicher Verlauf der reagierenden
Neurone, Stimulation mit der Positivkontrolle (KCI 40 mM, 20-40 Sekunden), C: zeitlicher Verlauf der reagierenden
Neurone, Stimulation mit AITC 5 mM (20-40 Sekunden), D: zeitlicher Verlauf der reagierenden Neurone, Stimulation
mit AITC 25 mM (20-40 Sekunden), E: zeitlicher Verlauf der reagierenden Neurone, Stimulation mit AITC 1256 mM
(20-40 Sekunden), F: zeitlicher Verlauf der reagierenden Neurone, Stimulation mit PF-4840154 5 uM (20-40
Sekunden), G: zeitlicher Verlauf der reagierenden Neurone, Stimulation mit PF-4840154 25 uM (20-40 Sekunden),
H: zeitlicher Verlauf der reagierenden Neurone, Stimulation mit PF-4840154 125 uM (20-40 Sekunden), A-H:
schraffierte Fldchen zeigen die Standardabweichung von dem Mittelwert an. Ctrl: Negativkontrolle (DMSO in
Saliner-L6sung Endkonzentration 1,28%, KCI: Kaliumchlorid 40 mM, AITC5: Allylisothiocyanat 5 mM, AITC25:
Allylisothiocyanat 25 mM, AITC125 Allylisothiocyanat 125 mM, PF5: PF-4840154 5 uM, PF25: PF-4840154 25 uM,
PF125: PF-4840154 125 uM, n = 4.

Im Vergleich der mittleren Intensitaten der Replikate zeigte sich, dass die Stimulationen mit
PF-4840154 zu einem Anstieg der Calbryte 630 AM Intensitat fihrten, welcher dosisabhangig
war. In den Stimulationen mit PF-4840154 wurde der maximale Calbryte 630 AM
Intensitatsanstieg nach etwa 40 Sekunden erreicht. Danach kam es jeweils zu einem
Rickgang der Intensitat, jedoch nicht zurick bis auf das Ausgangsniveau. Nach Zugabe von
40 mM KCI kam es jeweils zu einem erneuten Anstieg der Calbryte 630 AM Intensitat. Die
Stimulationen mit der Negativkontrolle und mit PF-4840154 in einer Konzentration von 5 yM
zeigten keine signifikant voneinander abweichenden Signalverldufe. Stimulation mit 5 mM
AITC und 125 uM PF-4840154 flhrten zu einem vergleichbar hohen Anstieg der
Calbryte 630 AM Intensitat um den Wert von 0,19.

Die Stimulationen mit AITC in den verschiedenen Dosierungen fihrten zu einem Anstieg der
Calbryte 630 AM Intensitat. Auch hier zeigte sich ein Rlickgang der Intensitat nach Erreichen
des Intensitdtsmaximums. Dieser war deutlich geringer im Vergleich zu den Stimulationen mit
PF-4840154.

AITC in den Konzentrationen von 25 mM und 125 mM induzierte einen starkeren Anstieg der
Calbryte 360 AM-Intensitat als die Stimulation mit PF-4840154 in allen getesteten
Konzentration, mit 5mM AITC sowie mit der Negativkontrolle. Die maximale erreichte
Intensitat in den Stimulationen mit AITC in den Konzentrationen 25 mM und 125 mM war

ahnlich dem durch die Positivkontrolle induzierten Intensitatsanstieg
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Abbildung 23: zeitlicher Verlauf der Calbryte 630 AM Intensitét in auf KCIl-responsiven, primér sensorischen
Zellen der Ratte.

Darstellung des Mittelwertes aller Replikate (schwarz) und der einzelnen Replikate, A-H: Zugabe von KCI nach 60
Sekunden, A: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM-Intensitét, Stimulation mit Negativkontrolle (DMSO
in Saliner-L6sung Endkonzentration 1,28 %, 20-40 Sekunden), B: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM-
Intensitét, Stimulation mit der Positivkontrolle (KCl 40 mM, 20-40 Sekunden), C: zeitlicher Verlauf der mittleren
Calbryte 630 AM Intensitat, Stimulation mit AITC 5 mM (20-40 Sekunden),

D: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM Intensitét, Stimulation mit AITC 256 mM (20-40 Sekunden),

E: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM Intensitét, Stimulation mit AITC 1256 mM (20-40 Sekunden),

F: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM Intensitét, Stimulation mit PF-4840154 5 uM (20-40 Sekunden),
G: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM Intensitét, Stimulation mit PF-4840154 25 uM (20-40 Sekunden),
H: zeitlicher Verlauf der mittleren Calbryte 630 AM Intensitdt, Stimulation mit PF-4840154 1256 uM (20-40
Sekunden), A-H: schraffierte Fldchen zeigen die Standardabweichung von dem Mittelwert an. Ctrl: Negativkontrolle
(DMSO in Saliner-Lésung Endkonzentration 1,28%, KCI: Kaliumchlorid 40 mM, AITC5: Allylisothiocyanat 5 mM,
AITC25: Allylisothiocyanat 25 mM, AITC125 Allylisothiocyanat 125 mM, PF5: PF-4840154 5 uM, PF25: PF-4840154
25 uM, PF125: PF-4840154 125 uM, n =4

Die Stimulation mit PF-4840154 induzierte einen Calciumeinstrom in die nozizeptiven Neurone
der Spinalganglien der Ratte. Gemal einfaktorieller ANOVA mit anschlieRendem Tukey-Test
war dieser nicht statistisch signifikant. AITC fihrte in Konzentrationen von 25 mM und 125 mM
zu einem statistisch signifikanten Calciumeintritt in die Neurone. Die Anwendung des t-Tests
zeigte jedoch einen statistisch signifikanten Unterschied im Calciumeinstrom in die Zellen
zwischen der Negativkontrolle und der Stimulation mit PF-4840154 in der Konzentration von
125 uM.
A B

Abbildung 24 Mit Calbryte 360 AM behandelte primédr sensorischen Neurone fiir das Calcium-Imaging.

A: primér sensorische Neurone, die mit Calbryte 630 AM behandelt fiir Calcium Imaging das Quadrat zeigt einen
beispielhaften Ausschnitt. (vgl. Abb. 29) B: primér sensorische Neurone, die mit Calbryte 630 AM behandelt fiir
Calcium Imaging, geeignete Nozizeptive Neurone wurden als ROl (region of Interest) weil3 umrandet
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Abbildung 25: Bildausschnitte von Kulturen primér sensorischer Neurone der Ratte nach Farbung mit
Calbryte 630 AM.
Bildaufnahme vor Stimulation (Bildaufnahme nach 10 Sekunden) nach jeweiliger Stimulation (Bildaufnahme nach
40 Sekunden) und nach Stimulation mit KCI 40 mM (Bildaufnahme nach 75 Sekunden). A-C: Stimulation primér
sensorischer Neurone mit Negativkontrolle Ctrl (DMSO in Saliner-Lésung (Endkonzentration 1,28 %),
A: Grundaufnahme vor Stimulation mit Negativkontrolle (10 Sekunden), B: Aufnahme nach Stimulation mit der
Negativkontrolle (40 Sekunden), C: Aufnahme nach Stimulation mit KCI 40 mM (75 Sekunden) D-F: Stimulation
primdr sensorischer Neurone mit AITC 125 mM, D: Grundaufnahme vor Stimulation mit AITC 125 mM (10
Sekunden), E: Aufnahme nach der Stimulation mit AITC 125 mM (40 Sekunden), F: Aufnahme nach Stimulation
mit KCl 40 mM (75 Sekunden), G-I: Stimulation primér sensorischer Neurone mit PF-4840154

G: Grundaufnahme vor Stimulation mit PF-4840154 (10 Sekunden), H: Aufnahme nach Stimulation mit PF-4840154
(40 Sekunden) I: Aufnahme nach Stimulation mit KCl 40 mM (75 Sekunden)
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5. Diskussion

5.1. Die Aktivierung der PKA-Il durch TRP Agonisten scheint unabhangig von
cAMP und Opioid-unresponsiv zu sein.
Ziel dieser Arbeit war die Untersuchung der Fragestellung, ob die Aktivierung der fur Calcium
permeablen, nicht-selektiven Kationenkanale TRPV1 und TRPA1 mittels Capsaicin und AITC
zu einer cAMP-abhangigen und Opioid-responsiven Aktivierung der PKA-II fihrt, vergleichbar
mit der Serotonin-induzierten Aktivierung der PKA-II, oder ob es zu einer cAMP-unabhangigen
und Opioid-unresponsiven PKA-Il Aktivierung, vergleichbar mit der KCl-induzierten
Depolarisation von sensorischen Neuronen, kommt. Dazu wurden nozizeptive Neurone von
Ratten isoliert, Giber Nacht kultiviert und mit auf cAMP einflussnehmenden Substanzen
prastimuliert. AnschlieRend erfolgte die Stimulation mit dem TRPV1-Agonisten Capsaicin und
dem TRPA1-Agonisten AITC. Die Ergebnisse zeigten, dass die Prastimulation mit dem
Morphinrezeptor-aktivierenden Fentanyl die PKA-II Aktivitat in der Stimulation mit Serotonin
vermindert. Die Aktivierung der Morphinrezeptoren flihrte zur Hemmung der Adenylylcyclase,
welche flr die Produktion von cAMP verantwortlich ist.|'18.130.131
In Stimulationen mit Capsaicin und AITC blieb nach Prastimulation mit Fentanyl eine
signifikante Anderung der PKA-II Aktivitat aus. Opioide zeigten in diesen Experimenten keinen
Einfluss auf die TRPA1- und TRPV1-induzierten Aktivierung der PKA-II. Sie minderten jedoch
in den Stimulationen mit Serotonin, welches die PKA-Il cAMP-abhangig aktiviert, die
PKA-II Aktivitat.
Die Prastimulation mit dem inaktiven cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB 132133 gjleine fiihrte
in langer andauernden Stimulationen zu einer Steigerung der PKA-II Aktivitat. In der
Serotonininduzierten PKA-II Aktivierung''** kam es zu einer Reduzierung der PKA-II Aktivitat.
In der TRPA1- und TRPV1-induzierten Aktivierung der PKA-II fihrte die Prastimulation mit
Rp-cAMPS-pAB zu keiner verminderten Signalantwort. Die unerwartete Aktivierung der PKA-II
durch Rp-cAMPS-pAB bei langerer Stimulation kénnte auf eine Umwandlung des inaktiven
Analogons in eine aktive Form zuriickzuflhren sein. Eine weitere mogliche Erklarung ware die
unspezifische, mechanische Aktivierung durch die Stimulation selbst.
Prastimulation mit dem Phosphodiesterasehemmer IBMX fuhrte zu einer Erhéhung des
basalen PKA-II Aktivitdat. Nach Normalisierung der Daten auf den Zeitpunkt O der Kontrolle
zeigte sich jedoch kein Unterschied mehr, ob die primar sensorische Neurone der Ratte mit
IBMX oder der Negativkontrolle prastimuliert wurden. Dieser beobachtete Effekt stimmt mit
den Ergebnissen friiherer Studien (iberein, was fiir eine gute Reproduzierbarkeit spricht."
Bei der cAMP-abhangigen Serotonin-induzierten Aktivierung der PKA-II verlangerte IBMX wie
erwartet den pRII-Anstieg’ (s. Abb.14 A). Die Prastimulation mit IBMX fiihrte Giber den Anstieg
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der basalen PKA-II Aktivitat auch in Stimulationen mit Capsaicin und AITC zu einer erhdhten
pRII Intensitat. Nach Normalisierung der Daten flihrte die Prastimulation mit IBMX zu keiner
erhdhten PKA-II Aktivitdt in den Stimulationen mit Serotonin, Capsaicin, AITC oder der
Negativkontrolle. Auch nach Normalisierung der Daten konnte in der Stimulation mit Serotonin
die verlangerte Aktivierung der PKA-II gezeigt, jedoch ohne statistische Signifikanz, werden.
In vorherigen Experimenten der Arbeitsgruppe zeigte sich diese Verlangerung als statistisch
signifikant.” Ursache der Abweichung in den vorliegenden Untersuchungen ist wahrscheinlich
auf Ungenauigkeiten beim Pipettieren, beispielsweise, dass ein Rest der Stimulanzien in den
Pipetten versehentlich zurtickgeblieben ist, zurtickzufiihren. In den Stimulationen mit AITC und
Capsaicin war nach Stimulation kein signifikanter Unterschied zwischen der Prastimulation mit
IBMX oder der Negativkontrolle feststellbar, was fur eine cAMP-unabhangige Aktivierung der
PKA-II spricht.

Auf die TRPA1- und TRPV1-mediierte Aktivierung von ERK1/2 hatte weder die Prastimulation
mit Fentanyl, noch IBMX einen signifikanten Einfluss.

Rp-cAMPS-pAB beeinflusste nicht die TRPV1- mediierte, jedoch die TRPA1-mediierte
Aktivierung von ERK1/2. Hier bewirkte das das inaktive cAMP-Analogon, entgegen der
Erwartungen einen Anstieg der ERK1/2 Aktivitat in Ianger andauernden Stimulationen. Dies
koénnte darauf hindeuten, dass die Aktivierung von TRPA1 auch intrazellulare Kaskaden initiiert
werden, die eine Umwandlung in ein aktives cAMP-Analogon bewirken, welches die ERK1/2
aktiviert.

Der spezifische TRPA1-Agonist PF-484015 flhrte in einer Dosierung von 125 uyM zu einem
signifikanten Anstieg der PKA-II Aktivierung.'? Dies ist Uber das 1200-Fache der in der
Literatur beschriebenen ECs.'?® Dies konnte darauf zuriickzufiihren sein, dass die in der
Literatur beschriebenen Experimente nicht an nozizeptiven Neuronen durchgefihrt wurden
und dass der Calciumeinstrom in die Zelle als Messgrofie verwendet wurden. '

PF-4840154 erwies sich in den Experimenten, in denen die pRIl und pERK1/2 Intensitaten als
MessgroRe verwendet wurden, als TRPA1-Agonist als ungeeignet, da es in diesen hohen
Konzentrationen zum Ausfall von PF-4840154 im Lésungsmittel kam. In der Auswertung der
pERK1/2 Intensitat nach Stimulation mit PF-4840154, konnte im 3 Parameter-fit Modell die
ECso nicht sinnvoll errechnet werden, was darauf schlief3en lasst, dass die Stimulation keinem
klassischen Dosis-Wirkungs-Modell entspricht.

Die Stimulation mit PF-4840154 zeigte im Calcium-Imaging einen Calciumeinstrom in die
nozizeptiven Neurone. In der Calcium-Bildgebung kdnnte der Anteil der Zellen, welche einen
Calciumeinstrom aufwiesen falsch niedrig ausfallen, da bei Hinzugabe der Stimulantien die
Zellen hatten weggespult werden kénnen. Bei der Stimulation mit PF-4840154 in einer

Konzentration von 125 yM konnte ein ahnlicher Intensitatsanstieg der Farbung wie bei der
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Stimulation mit 5 mM AITC beobachtet werden. Dies deutet darauf hin, dass PF-4840154 und
AITC in diesen Dosierungen eine Calciumeinstrom tUber TRPA1 bewirken. Dass die héheren
Dosen AITC zu einer héheren Intensitatsanstieg der Farbung fiihren kénnte auf Interaktion mit

anderen Kationenkanalen und somit einen unspezifischen Calciumeinstrom hindeuten.

5.2. Aktivierung der PKA kann unabhangig von cAMP erfolgen

Die Proteinkinase A wird in der Literatur haufig als cAMP-abhangige Kinase beschrieben.'3%1%6
Es gibt Hinweise, dass eine Aktivierung der PKA auch unabhangig von cyclischem
Adenosinmonophosphat stattfinden kann. Die cAMP-unabhangige Aktivierung der PKA
scheint nach bisherigen Erkenntnissen jedoch seltener vorzukommen als cAMP-abhangige
Aktivierung. In der Krebsforschung konnte gezeigt werden, dass Transforming growth factor
beta (TGFB) die PKA in Mink Lung epithelia cells (Mv1Lu) unabhangig von cAMP aktivieren
kann.'™’ In einer pra-B-Zelllinie konnte ein Komplex aus der katalytischen Untereinheit der PKA
und dem Transkriptionsfaktorinhibitor IkB durch Degradation des Transkriptionsfaktorinhibitors
die katalytische Untereinheit der PKA unabhangig von cAMP aktivieren.'8

Es gibt Hinweise, dass in Kardiomyozyten die PKA direkt durch Peroxidnitrit und unabhangig
von cAMP aktiviert werden kann.°

Durch Interaktion von dem G-Protein Ga13 mit dem A-kinase-anchoring protein 110
(AKAP110) kommt es zu einer Freisetzung und Aktivierung der PKA unabhangig von cAMP. 140
Bei AKAPS handelt es sich um GerUst-Proteine, an welche die regulatorische Untereinheit der
PKA gebunden ist. AKAPS dirigieren die PKA an spezifische intrazellulare Kompartimente und
stellen die Nahe von Substraten und Effektoren zur PKA her. 40,141

In der Literatur gibt es sowohl Hinweise dafirr, dass die Rll-Untereinheit, die vor allem in
neuronalem Gewebe vorkommt, unabhangig von cAMP durch die katalytische Untereinheit
phosphoryliert wird, als auch, dass die R-ll-Untereinheit bereits im inaktivierten Zustand
phosphoryliert ist und dass die Phosphorylierung cAMP-abhangig erfolgt.®%142143 Dies kdnnte
ein Hinweis  fir sowohl  cAMP-abhangige als auch  cAMP-unabhangige
PKA-II Aktivierungswege sein, die parallel ablaufen konnten.

Die Schmerzforschung betreffend konnten Isensee et al. zeigen, dass die Depolarisation von
nozizeptiven Neuronen zu mechanischer Hyperalgesie fuhrt. Diese Depolarisation-induzierte
Aktivierung der PKA-II wird durch den Calcium-Kanal Ca,1.2 vermittelt und ist dabei

unabhangig von cAMP."
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5.3. TRPV1 und TRPA1 aktivieren PKA unabhangig von cAMP

Die Proteinkinase A ist an der Entstehung von Hyperalgesie und an der Sensitivierung von
nozizeptiven Neuronen beteiligt.>#% Das Verstandnis, wie es zur Aktivierung der PKA kommt,
kann zum besseren Verstehen von Schmerzzustanden fihren und Ansatzpunkte flr mégliche
neue Therapien bieten.

In der Literatur konnte bereits gezeigt werden, dass Depolarisation zu mechanischer
Hyperalgesie und PKA-II Aktivierung fiihrt. Diese depolarisationsinduzierte Aktivierung der
PKA ist unabhangig von cAMP'. Die Transient Rezeptor Potential Kanédle TRPV1 und TRPA1
sind ebenfalls an der Entstehung von Hyperalgesie und Sensitivierung von nozizeptiven
Neuronen beteiligt.”88%8385 Die Ergebnisse der vorliegenden Studie weisen darauf hin, dass
die TRPA1- und TRPV1-vermittelte Aktivierung der PKA-II unabhangig von cAMP verlauft.
Durch Inhibition der cAMP-Produktion mittels Fentanyl wurde die G-Protein gekoppelte
Aktivierung der PKA-Il, welche cAMP abhangig verlauft, vermindert.”® Die
Serotonin-Rezeptor vermittelte Aktivierung der cAMP-produzierenden Adenylylcyclase wurde
durch Fentanyl gehemmt und die darauffolgende cAMP-abhangige Aktivierung der PKA
vermindert. Die TRPA1- und TRPV1-vermittelte PKA Aktivierung wurde durch Inhibition der
cAMP-Produktion nicht vermindert. Adenylylcyclase-abhangige cAMP-Produktion ist keine
Voraussetzung fir dieTRPA1- und TRPV1-vermittelte Aktivierung der PKA. Das inaktive
kompetitive cAMP-Analogon Rp-cAMPS-pAB zeigte einen Einfluss auf die G-Protein
gekoppelte Aktivierung der PKA-II. In der Stimulation mit Serotonin kam es kompetitiv zur
Stabilisierung der inaktiven Form der PKA-Il und zur verminderten PKA-II Aktivitat."° In den
Stimulationen mit Capsaicin und AITC verminderte das inaktive cAMP-Analogon die
PKA Aktivitat nicht und es kam zu keiner kompetitiven Hemmung der PKA-II Aktivierung. Dies
scheint ein weiterer Hinweis daflir zu sein, dass cAMP in der TRPV1- und TRPA1-vermittelten
Aktivierung der PKA nicht beteiligt ist.

Prastimulation mit dem Phosphodiesterasehemmer IBMX fuhrte als alleinige Prastimulation
und in den Stimulationen mit Serotonin, Capsaicin und IBMX zu einer vermehrten
PKA-II Aktivitat. Durch Hemmung der Phosphodiesterase und somit vermehrt verfugbaren
CAMP in den Neuronen kommt es zu einer Erhéhung der basalen PKA-II Aktivitat. In der
Stimulation mit Serotonin kam es zudem zu einer prolongierten PKA-II Aktivierung, was die
Abhangigkeit von cAMP verdeutlicht. In dieser Studie zeigte sich die verlangerte
PKA-II Aktivierung als statistisch nicht signifikant. In anderen Studien konnte die Verlangerung
der PKA-II Aktivierung wiederholt als statistisch signifikant nachgewiesen werden.'®° Fehler
wahrend des Pipettierens der Stimulantien kénnten ein Grund fir diesen Unterschied sein.
Prastimulation mit IBMX flhrte in den TRPV1- und TRPA1-PKA-II Aktivierung auch zu einer

erhdhten basalen PKA-II Aktivitat. Es scheint sich um einen synergistischen Effekt zu handeln.
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Es kam jedoch zu keiner prolongierten PKA-II Antwort und nach Normalisierung der Daten auf
den Zeitpunkt 0 der Kontrolle flihrt IBMX auch zu keiner Veranderung der PKA-II Aktivitat
mehr. Dies ist ebenfalls ein Hinweis fir die cAMP-unabhangige PKA-II Aktivierung durch
TRPA1 und TRPV1. Ahnlich zu diesen Ergebnissen konnten Vetter et al. zeigen, dass
Prastimulation mit dem Phosphodiesterasehemmer IBMX und dem Adenylylcylcase-Aktivator
Forskolin zu einer erhéhten TRPV1 Aktivitdt und vermehrtem Capsaicin-induzierten
Calciumeinstrom fiihrt.'4 In den hier vorliegenden Ergebnissen kam zu keiner Potenzierung
der PKA Aktivitat durch einen vermehrten Calciumeinstrom.

Die Aktivierung der PKA-lI-nachgeschalteten ERK1/2 wurde weder durch Prastimulation mit
Fentanyl, Rp-cAMPS-pAB noch IBMX in den Stimulationen mit Capsaicin und AITC
beeinflusst. Die Stimulation mit Serotonin fuhrte zu keiner relevanten ERK1/2 Aktivitat. ERK1/2
scheint somit keine nachgeschaltete Struktur der Signalkaskade in der Serotoninvermittelten
PKA Aktivitat zu sein. Die Aktivierung der ERK1/2 erfolgte in den Stimulationen mit Capsaicin
und AITC unabhangig von cAMP. Ob die Aktivierung der ERK1/2 in den Stimulationen mit
AITC und Capsaicin der PKA-II Aktivierung nachgeschaltet ist oder parallel zur
PKA-II Aktivierung verlauft, Iasst sich allein durch die vorliegende Studie nicht beantworten.
Vorausgegangene Studien konnten in dieser Art Assay eine biologische Signalliberkreuzung
(crosstalk) nachweisen.5%¢'

AITC ist hoch volatil und ein Agonist fir den TRPA1-Rezeptor.'#*1%6 In Studien konnte auch
nachgewiesen werden, dass AITC einen Einfluss auf den TRPV1-Kanal hat.'-'4 Um den
Einfluss anderer Rezeptoren auf die PKA-Il Aktivierung auszuschlielen, wurden die
sensorischen Neurone der Dorsalganglien der Ratten mit dem spezifischen TRPA1 Agonisten
PF-4840154 stimuliert. In der Testung verschiedener Dosen fuhrten Konzentrationen von
0,08 uM bis 25 uM nicht zur PKA-II Aktivierung. Erst die Konzentrationen von 125 uM fihrte
zu einem signifikanten Anstieg der PKA-II Aktivitat. Dies ist Uber das 1200-Fache der in der
Literatur beschriebenen ECs0.'?® In der Literatur wurde die PF-4840154 vermittelte
TRPA1 Aktivierung mittels Calciumeinstrom gemessen."?® Zur Verifizierung, dass PF-4840154
auch in dem hier benutzen Assay einen Calciumeinstrom durch TRPA1 Aktivierung bewirkt,
wurde ein Calcium-Imaging durchgefuhrt. In der Dosierung von 125 uM zeigte PF-4840154
eine vergleichbare Intensitat des Calciumfarbstoffs, wie AITC in einer Dosierung von 5 mM.
Die hdéhere Dosierung, die im Calcium-Imaging und in der HCS-Mikroskopie fiir eine
PKA-II Aktivierung benétigt wurde, kdnnte darauf zurlckzufiihren sein, dass die in der Literatur
mit PF-4840154 beschriebenen in vitro Experimente an mit TRPA1 transfizierten HEK129
Zellen und HEK293t Zellen, sowie an Dorsalganglien von Mausen durchgefihrt
wurden.'?5'2Zudem wurde im Calcium-Imaging PF-4840154 in DMSO gelost verwendet. In

den verwendeten Konzentrationen, kam es zum Ausfall von PF-4840154. Trotz Verwendung
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eines Vortex-Schittelmixers ist nicht auszuschlieBen, dass PF-4840154 tatsachlich in
geringerer Konzentration geldst vorlag.

Im Calcium-Imaging zeigten Konzentrationen von 25 mM und 125 mM von AITC im Vergleich
zu einer Konzentration von 5 mM AITC, einen deutlich erhohten Calcium-Influx. Hier konnte
auch eine unspezifische Aktivierung von anderen Rezeptoren, beispielsweise TRPV1

stattgefunden haben und einen vermehrten Calciumeinstrom bewirkt haben.

5.4. Beeinflussung von TRPV1 und TRPA1 als Alternative zu Opioiden in der
Schmerzbehandlung
Opioide sind fiir die Therapie von moderaten bis starken Schmerzen essentiell.'%% Jedoch
zeigen Opioide nicht in allen Féllen einen zufriedenstellenden analgetischen Effekt. Bei
neuropathischen Schmerzen sind Opioide haufig nicht ausreichend wirksam und auch
ca.2-5% der Patienten mit Krebs-assoziierten Schmerzen leiden an refraktaren
Schmerzen.'®"153 Die Behandlung mit Opioiden kann zu verschiedenen Nebenwirkungen
fihren. Dazu zahlen unter anderem Toleranzentwicklung und paradoxe Hyperalgesie. 49154157
Die Transienten Rezeptor Potential Vanilloid Typ 1 und Ankyrin-1 Kanale stellen eine mdgliche
alternative Zielstruktur fur die Behandlung von Schmerzen dar.
TRPV1-exprimierende Nervenfasern sind zusammen mit Neurokinin-1
Rezeptor-exprimierenden Zellen unter anderem an der Entstehung von spontanen Schmerzen
und thermaler Hyperalgesie nach Spinal-Nerv-Ligation (Spinal Nerve Ligation, SNL) beteiligt.
SNL stellt ein Modell fir neuropathische Schmerzen dar. Durch Inhibition von TRPV1 konnten
thermale Hyperalgesie und spontane Nervenschmerzen inhibiert werden.'®® Kang et al.
konnten im Tiermodell anti-nozizeptives Verhalten in Mausen mit inflammatorisch
verursachten Schmerzen durch spinale Inhibition von TRPV-1 hervorrufen.'®®
Durch Neuropathie induzierte mechanische und thermische Sensitivitat konnten im Tiermodell
durch lokale und perineurale Blockade von TRPV1 gemindert werden. In Kombination mit
Opioiden fiihrten jeweils nicht analgetische Dosierungen zur Reduktion der Sensitivitat.'6°
Es besteht eine Co-Lokalisation zwischen dem p-Opioid-Rezeptor und TRPV1-Kanal in Zellen
der dorsalen Spinalganglien. In mit p-Opioid-Rezeptor und TRPV1 transfizierten HEK293
Zellen konnte gezeigt werden, dass die Prastimulation mit Morphin keinen Einfluss auf den
Capsaicin-induzierten Calciumeinstrom hat. Prastimulation mit dem Phosphodiesterase-
Hemmer IBMX und den Adenylylcyclase-Aktivator Forskolin fiihrte zu vermehrtem Capsaicin-
induzierten Calciuminflux. Diese cAMP-PKA abhangige Potenzierung der TPRV1 Aktivitat

konnte durch Morphin vermindert werden.'#
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TRPA1 stellt neben TRPV1 eine weitere mogliche therapeutische Zielstruktur zur Behandlung
von Schmerzen dar. Neben TRPV1 ist TRPA1 bei der Entstehung von spontanen Schmerzen
bei Entziindung des Masseter-Muskels im Tiermodel beteiligt. In TRPV1-Knock-Out-Mausen
konnte lokale Inhibition von TRPA1 die Entstehung von spontanen Schmerzen zusatzlich
reduzieren, was auf eine madgliche Interaktion der beiden Kanéle hinweist. 6"

Im Tiermodell ist die Injektion von Formalin eine gangige Methode, um Schmerzzustande
hervorzurufen und den analgetischen Effekt chemischer Verbindungen zu testen. Die
Applikation von Formalin verursacht auf zellularer Ebene TRPA1-induzierten
Calciumeinstrom. Durch Blockade der TRPA1 Kanale, entweder auf genetischer Ebene oder
pharmakologischer, konnten im Mausmodel Formalin-induzierte Schmerzen abgeschwacht
werden. 62

Die Inhibition von TRPA1 konnte in einer Subpopulation von Patienten mit diabetischer
Neuropathie die Schmerzen verbessern.'®3

Die genetische Analyse der TRPA1-Kanale von Schmerzpatienten zeigte TRPA1-Varianten,
die in Patienten mit chronischen neuropathischen und noziplastischen Schmerzen vorkamen,
die bei den Kontrollgruppen nicht feststellbar waren. Dies zeigt das Potential von TRPA1 als

Zielstruktur von neuen Schmerztherapien auf molekularer Ebene.®*

5.5. Starken und Limitationen

Zu den Starken der vorliegenden Experimente zahlt, dass das Verfahren der High Content
Screening-Mikrokopie in der Arbeitsgruppe gut etabliert ist."®® Das Verfahren ist
reproduzierbar. Es ermdglicht eine Qualitatssicherung durch entsprechende Positiv- und
Negativkontrollen, wodurch die Vergleichbarkeit der Experimente gegeben ist. Jedes
Experiment besteht aus mindestens 4 Replica-Experimenten, sodass die Robustheit und
Zuverlassigkeit eines einzelnen Experimentes erhoht wird. Mdgliche Fehler kdnnen dadurch
besser erkannt werden. Zudem gibt es noch weitere heterogene Qualitdtsmerkmale, welche
auf die vorliegenden Experimente zutreffen. Die Gesamtzellzahl pro Well hatte stets eine
Mindestanzahl von 500 Zellen. Somit konnten mehr Zellen untersucht werden, als es in
anderen Verfahren mdglich ist. In allen zur Auswertung herangezogenen Zellen war stets
UCHL1 (Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L1) vorhanden. UCHL1 ist ein flir Neuronen
spezifischer Marker, sodass andere Zelltypen nicht in die Auswertung mit einflossen."'4.16%
Bei den in die Auswertung eingeflossenen Zellen handeltet es sich ausschlief3lich um lebende
Zellen. Abgestorbene Zellen, die mdglicherweise zur Verzerrung der Ergebnisse hatten fuhren
kénnen, wurden ausgeschlossen. Die Zellen, welche zur Quantifizierung der Antikdrper-
Signale herangezogen wurden, mussten zudem vorher festgelegte Merkmale (u.a. Rundheit,

Grolde) erfillen.
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Die Experimente wurden mit einem Goldstandard verglichen. Dazu zahlte ein population
destination estimate. Dort wurde die Verteilung der Gréfe der Zellen und die UCHL 1-Intensitat
mit einer Standardpopulation verglichen. Der destination error wurde auf < 5% festgelegt. Die
Plots der aus einzelnen Experimenten gewonnenen Daten mussten im Goldstandardbereich
liegen, um als Replica-Experiment gewertet werden zu kénnen.

Die vorliegenden Untersuchungen bieten somit aussagekraftige Einsicht in maogliche
mechanistische Ablaufe der Schmerzweiterleitung und liefern Ansatze fir hierauf aufbauende
Studien zur Entwicklung von therapeutischen Behandlungsmaoglichkeiten von Schmerzen.
Limitationen der Experimente sind, dass es sich um in vitro Modelle handelte und dass
maoglicherweise komplexe Interaktionen und Zellumgebungen, die in lebenden Organismen
vorhanden sind, in diesen Experimenten nicht vollstandig abgebildet werden konnten. Die
experimentellen Gegebenheiten sind replizierbar, unterschieden sich jedoch von den
physiologischen Gegebenheiten. Weiterfuhrende Studien mit In-vivo-Experimenten kdnnten
zur Verifizierung der hier gezeigten Ergebnisse beitragen.

Obwohl AITC ein gebrauchlicher Agonist fur TRPA1 darstellt, konnte in Studien eine
Beeinflussung von TRPV1 durch AITC festgestellt werden.47:148.166.167 Eine Kreuzaktivierung
von anderen Rezeptoren kann nicht ausgeschlossen werden. Um eine Kreuzreaktion
auszuschliel’en und die Reproduzierbarkeit der Experimente weiter zu Uberprifen, kdnnte ein
Versuchsaufbau mit einem spezifischen TRPA1-Agonisten, beispielsweise PF-4840154, in
héheren Konzentrationen durchgefuhrt werden.

Die vorliegenden Experimente wurden an Kulturen von nozizeptiven Neuronen der dorsalen
Spinalganglien der Ratte durchgeflhrt. Obwohl Schmerzmodelle in Tieren und tierische
Zellkulturen sich als wertvoll fir das Erforschen von Signaltransduktion, die Freisetzung von
Neurotransmittern in Schmerzzustanden und Identifikation von Schmerzrezeptoren gezeigt
haben, bleibt zu bedenken, dass die Expressionsmuster und endgultige Funktion der
untersuchten Kanadle TRPV1 und TRPA1 sich in Ratten und Menschen unterscheiden
konnen.'18 Studien zeigten, dass Capsaicin-betreffend eine gewisse Vergleichbarkeit von
Ratten und menschlichen DRGs besteht. Andere Identifikationsmerkmale, die in Nagetieren
zur Subpopulationsanalyse von Neuronen benutzt werden, wie 1B4, treffen auf menschliche
Neurone nicht zu.'7®

Die Implikation der hier herausgefundenen Ergebnisse fur den Menschen gilt es weiter zu

testen.
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5.6. Ausblick auf die Zukunft

Die vorliegenden Untersuchungen zeigen, dass die durch TRPV1- und TRPA1-induzierte
PKA-II Aktivierung unabhangig von cAMP erfolgt. Sowohl TRPA1 als auch TRPV1 stellen
potenzielle Zielstrukturen fir neue medikamentése Therapien zur Schmerzbehandlung
dar.’®*'1" In der Behandlung von chronischen Schmerzen kann es durch die
Langzeitbehandlung mit Opioiden zu diversen Nebenwirkungen kommen. Abhangig von der
mechanistischen Ursache kann die Behandlung mit Opioiden zu einer nicht ausreichenden
Schmerzlinderung filhren. Die alleinige Opioidtherapie flhrt vor allem in chronischen
Schmerzen nicht zu einer ausreichenden Analgesie.'®3172

Eine erhdhte Aktivitat der Proteinkinase A ist in persistierenden Schmerzen und Zustanden
der Schmerzsensitivierung vorhanden.%+%

Die cAMP-unabhangige Aktivierung der PKA kann ein Beispiel der mechanistischen Ursache
fur auf Opioid-nichtresponsive Schmerzen darstellen und erdffnet neue Mdoglichkeiten zur
Entwicklung von Therapien fur Opioid-unresponsive, chronische Schmerzen.

Bei den vorliegenden Untersuchungen handelt es sich um in vitro Experimente. In zuklnftigen
Experimenten sollten die hier dargestellten Ergebnisse in In-vivo-Modellen Uberprift werden.
Um bei der Aktivierung von TRPA1 mit AITC die Aktvierung andere Rezeptoren ausschliel3en
zu koénnen, sollte die Testungen mit anderen spezifischen TRPA1-Agnoisten erfolgen. Im
letzten Schritt zur Testung einer klinischen Relevanz gilt es, die cAMP-unabhangige, TRPA1-
und TRPV1-mediierte Aktivierung der PKA-Il am Menschen zu Uberprifen.

Die Signalkaskaden in der Schmerzweiterleitung und Schmerzmodulation sind vielfaltig und
kénnen auf verschiedenste Weise beeinflusst werden. Sie kénnen parallel und unabhangig
voneinander ablaufen und es kann zu Signaliberkreuzungen kommen. Es gilt zu testen, ob
die cAMP-unabhangige Aktivierung auch weitere Signalwege beeinflussen kann.

Das Verstehen der molekularen Ablaufe der Signaltransduktion bietet das Potential fur weitere

Forschung und neue Therapieansatze.
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