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1 Zusammenfassung

Diese Arbeit untersuchte die Rolle von GDNF im cAMP-Crosstalk zu ERK. Hierzu wurden
die Spinalganglien mannlicher Sprague Dawley Ratten entnommen, das Gewebe der
Spinalganglien gel6st und die Zellen vereinzelt sowie auf eine Mikrotiterplatte verteilt.
Hiernach erfolgte die Prastimulation mit GDNF iiber Nacht bzw. 24 Stunden. Zur
Forschung nutzten wir die High Content Screening Mikroskopie. Sie ermdglichte
objektive, qualitative und quantitative Analysen an einer Vielzahl von Neuronen eines
Tieres. Die intrazelluldren Verdnderungen wurden mit Hilfe schmerzsensibilisierender
Mediatoren anhand der Zielproteine PKA-II und ERK1/2 bzw. ihrer phosphorylierten
Zustande untersucht.

In der ersten experimentellen Serie konnte gezeigt werden, dass die Prastimulation mit
GDNF die Phosphorylierung von ERK1/2 durch Forskolin verstarkt. Darauthin lief$ sich
nachweisen, dass GDNF in Abhdngigkeit von seiner Konzentration die pERK-Intensitat
steigert. Hohere GDNF-Konzentrationen fiihrten zu verstarkter ERK1/2-
Phosphorylierung. Es konnten zwei Phasen der ERK-Aktivierung beobachtet werden:
eine frithe Phase mit dem Klimax und mit anschliefiendem Abfall auf eine anhaltende
Phase der ERK-Aktivierung. Dabei ist die ERK-Aktivierung unabhangig von PKA.

Als Nachstes untersuchten wir die Wirkung von GDNF in Zusammenhang mit den
Mediatoren der G-Protein-gekoppelten Rezeptoren. Hierbei verstarkt GDNF die ERK1/2-
Aktivierung ebenso mit 2 Phasen. Eine frithe Phase, in der sich der Klimax zeigt, mit
anschliefiendem Abfall auf eine anhaltende Phase der ERK-Aktivierung. Dabei ist die
spate Phase der ERK-Aktivierung abhingig von PKA. Des Weiteren konnten wir zeigen,
dass die pERK/pRII-Aktivierung durch GPCRs unabhdngig von GRK2/3 und Protein
Kinase C/Calcium ist. Die friithe Phase zeigte eine Abhangigkeit von MEK1/2.
Anschlieflend untersuchten wir den Einfluss von GDNF auf den EPAC-Aktivator 007.
Auch hier konnte eine frithe Phase der ERK Aktivierung gezeigt werden, welche auf ein
Plateau absank. Dabei ist die ERK1/2 Phosphorylierung durch 007 abhdngig von Epac2
und unabhéngig von GRK2/3.

Zuletzt untersuchten wir in einem Wash-out Experiment, ob die Wirkung von GDNF
erhalten blieb. Auch unter Abwesenheit des neurotropischen Faktors blieben die Effekte
erhalten, nachdem eine Prastimulation mit GDNF erfolgte. Dabei ist die frithe Phase der
ERK-Aktivierung das Ergebnis von Priming und die anhaltende Phase das Ergebnis von

anhaltender Signaltransduktion.



2. Einleitung

2.1 Schmerz

Definition:

Nach der International Association for the Study of Pain von 1979 bis 1994 ist Schmerz
"ein unangenehmes sensorisches und emotionales Ereignis, welches mit aktueller oder
potenzieller Gewebsschadigung einhergeht oder im Begriff einer solchen Schadigung
steht." (Loeser et al,, 1979 to 1994).

Akuter Schmerz dient als Frithwarnsystem fiir den Korper, um ihn vor potentiellen
Gewebsschdden zu schiitzen (Hardacker & Tolley, 2004). Er tritt bei einer Schadigung
auf z. B. wahrend bzw. nach einem Trauma oder einer Verbrennung. Im Gegensatz dazu
ist chronischer Schmerz ein zeitlich langer andauernder Schmerz. Er kann sich zu einem
Syndrom mit eigenem Krankheitswert entwickeln. Hierbei haben die Schmerzen die
Warn- bzw. Schutzfunktion verloren. Chronischer Schmerz hat haufig nicht nur eine
einzige schmerzauslosende Ursache, sondern ist oftmals multifaktoriell bedingt (Schulte
am Esch et al,, 2011).

Chronische Schmerzen stellen ein globales 6konomisches Problem dar. Schatzungsweise
20 % der Erwachsenen leiden weltweit an chronischen Schmerzen. Des Weiteren
werden jedes Jahr weitere 10 % mit chronischen Schmerzen diagnostiziert (Breivik,
Collett, Ventafridda, Cohen, & Gallacher, 2006; Goldberg & McGee, 2011). 20 % dieser
chronischen Schmerzpatienten leiden an Begleiterkrankungen wie z. B. Depressionen
(Breivik et al., 2006).

Akute Schmerzen sind in der Regel leichter zu behandeln. Der auslésende Faktor hat
oftmals einen konkreten Beginn, z. B. nach einer Operation und ist somit leichter
objektivierbar. Eine Therapie kann dementsprechend friihzeitig eingeleitet werden. Bei
der Behandlung chronischer Schmerzen stehen die Mediziner oft vor dem Problem,
keine kausale korperliche oder psychosoziale Ursache zu finden (Schulte am Esch et al,,

2011).



2.1.2 Nozizeption

Nozizeption ist der sensorische Mechanismus, der es Tieren ermdoglicht potenzielle
gewebsschadigende Reize wahrzunehmen und zu vermeiden. In diesem Prozess werden
thermische, mechanische oder chemische Reize von einer Subpopulation peripherer
Nervenfasern, den Nozizeptoren erkannt (Basbaum, Bautista, Scherrer, & Julius, 2009;
Tracey, 2017). Dabei ist es moglich, dass Schmerzrezeptoren auf nur eine Art von
Stimulus oder mehrere Stimulusarten gleichzeitig reagieren. Wird der Schmerzrezeptor
stimuliert, wird ein nozizeptiver Impuls bis in das zentrale Nervensystem (ZNS)
weitergeleitet (Kelly, Ahmad, & Brull, 2001). Die nozizeptive Transduktion bezieht sich
auf den Prozess, in dem externe Reize in elektrische Signale umgewandelt werden
(McEntire et al,, 2016). Der Impuls kann mittels zwei verschiedener Arten von Neuronen
weitergeleitet, den A-delta- und den C-Nervenfasern. A-delta-Nervenfasern haben im
Gegensatz zu den C-Nervenfasern einen gréfderen Durchmesser, da sie myelinisiert sind.
Sie leiten den Schmerz, der als scharf bzw. verletzender Schmerz wahrgenommen wird
schnell weiter. C-Fasern sind unmyelinisiert und kleiner im Durchmesser. Die
Schmerzweiterleitung durch C-Nervenfasern erfolgt langsamer und wird als dumpfer
Schmerz wahrgenommen (Kelly et al.,, 2001). Die Zellkorper der Nervenfasern liegen in
den Spinalganglien als pseudounipolare Nervenzellen vor (Tandrup, 1995). Von dort
leiten primar afferenten Neurone das Signal in das Hinterhorn des Riickenmarks
(Basbaum et al., 2009). Hier wird das Signal auf Neurone zweiter Ordnung iibertragen.
Diese kreuzen durch die Commissura alba nach kontralateral und gelangen im Tractus
spinothalamicus zum Thalamus und zum somatosensorischen Kortex (Kelly et al., 2001).
Der Thalamus dient als Verschaltungsstelle fiir die Signale, welche vom bzw. zum Kortex
gelangen. Dabei findet neben der Verschaltung auch eine Modulation und Koordination
der einzelnen Signale statt. Der Thalamus ilibernimmt die Rolle als ,Tor zum
Bewusstsein". Hierbei kann man weiterhin den lateralen Thalamus in die sensorisch-
diskriminative Komponente und den medialen Thalamus in die affektiv-emotionale
Komponente unterteilen (R. Schmidt, F. Lang, & G. Thews, 2005).

Im Kortex erfolgt letztendlich die bewusste Schmerzwahrnehmung. Die beteiligten
Komponenten der Schmerzwahrnehmung sind neben dem primaren und sekundiren
somatosensorischen Kortex (S1 und S2) auch der insuldre Kortex, der anteriore
cinguldre Kortex und der prafrontale Kortex (Apkarian, Bushnell, Treede, & Zubieta,

2005).
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2.1.3 Schmerzmodulation und Sensibilisierung

Der Schmerz, der im Alltag wahrgenommen wird, unterscheidet sich mechanistisch von
dem Schmerz, der z. B. nach Gewebsschiaden oder Nervenschiden auftritt (Woolf, 1989).
Gewebsverletzungen fithren zur Modifizierung der peripheren und zentralen
Schmerzsensibilitat. Durch periphere Sensibilisierung kommt es zur Reduktion der
Reizschwelle, die zur Aktivierung der peripheren afferenten Nozizeptoren noétig ist
(Woolf & Chong, 1993). Im Gegensatz dazu kann z. B. eine periphere Entziindung mit
dem daraus resultierenden persistierenden nozizeptiven Input zu einer erhdhten
Freisetzung von Neurotransmittern (Glutamat, Substanz P, Calcitonin gene-related
peptide, Brain-derived neurotrophic factor) fiithren. Durch Signaltransduktion erzeugen
diese Neurotransmitter im Riickenmark und Gehirn einen Zustand neuronaler
Ubererregbarkeit und Hyperaktivitit. Dieser Zustand wird als zentrale Sensibilisierung
bezeichnet (Ji, Nackley, Huh, Terrando, & Maixner, 2018; Woolf, 1983; Woolf & Salter,
2000).

Man spricht von Allodynie, wenn ein harmloser Stimulus, wie z. B. eine leichte
Beriihrung oder Warme, als schmerzhaft wahrgenommen wird. Bei der Hyperalgesie
werden leicht schmerzhafte Stimuli als stark schmerzhaft empfunden (Basbaum et al,,
2009).

Primdre Hyperalgesie bezieht sich dabei auf Sensibilisierung innerhalb und sekundare
Hyperalgesie auf Sensibilisierung aufderhalb des verletzten Gebietes (Woolf & Chong,
1993).

Die Hypersensitivitit manifestiert sich in der Steigerung der Reizantwort auf
schadigende Stimuli und in der Senkung der Schmerzschwelle. Das rezeptive Feld der
Nervenzellen des Hinterhorns ist nicht unveranderlich, sondern kann eine Reihe von
Veranderungen durchlaufen. Diese Veranderungen konnen in der Grofdenzunahme des
peripheren Rezeptorfeldes (rdumliche Komponente), Veranderungen der Selektivitat
des Rezeptors beziiglich mechanischen, thermischen oder chemischen Stimuli
(Modalitat) oder Veranderung in der Aktivitit des Rezeptors bezliglich der zeitlichen
Abstimmung mit dem Stimulus (zeitliche Komponente) resultieren (Kelly et al.,, 2001;

Willis & Coggeshall, 1991).
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2.1.4 CAMP, Proteinkinase A und Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2 in
der Schmerztransduktion

In unseren Experimenten messen wir die Korrelation der Stimulantien zum Schmerz
anhand der Proteinkinase A- und der Extracellular-signal Regulated Kinase 1/2-
Phosphorylierung. Da das zyklische Adenosinmonophosphat (cAMP) hierbei auch eine
wichtige Rolle spielt, werde ich im Folgenden naher auf diese Thematik eingehen.

Der erste zellulire second messenger, der entdeckt wurde, war das zyklische
Adenosinmonophosphat. Es wurde als erstes Molekiil mit Schmerzsensitivierung in
Verbindung gebracht (Hucho & Levine, 2007). Dabei zeigte die intradermale Injektion
von membrangangigen cAMP-Analoga bzw. die Aktivierung der Adenylatzyklase mittels
Forskolin eine Sensitivierung von Schmerzfasern bzw. eine Hyperalgesie gegeniiber
physikalischen Stimuli (Ferreira, Lorenzetti, & De Campos, 1990; Kress, Rodl, & Reeh,
1996; Taiwo, Bjerknes, Goetzl, & Levine, 1989). Signale, die iiber cAMP induziert werden
erfolgen liber die Aktivitiat seines Bindungspartners Protein Kinase A (PKA) (Hucho &
Levine, 2007). Die cAMP-abhingige Protein Kinase A ist eine Serin/Threonin-
Phosphotransferase. Es ist in ihrer inaktiven Form ein tetrameres Holoenzym. Hierbei
besteht es aus zwei regulatorischen und zwei katalytischen Untereinheiten (Taylor,
Buechler, & Yonemoto, 1990).

Bei niedrigen cAMP-Konzentrationen liegt PKA als inaktives R2Cz; Holoenzym vor. Nach
Bindung des second-messengers cAMP an die regulatorischen Untereinheiten, trennt
sich das Holoenzym in seine regulatorischen und katalytischen Untereinheiten (Taylor
et al, 1990). Die katalytischen Untereinheiten konnen ihr Ziel phosphorylieren und
somit viele zellulare Vorgange steuern (Pidoux & Tasken, 2010). Hierbei gibt es jedoch
eine grofde Variabilitdt in der quarterndren Struktur von PKA-Holoenzymen, die von
verschiedenen Autoren beschrieben wird (Boettcher et al., 2011; Kim, Cheng, Saldanha,
& Taylor, 2007; Vigil, Blumenthal, Taylor, & Trewhella, 2006; Wu, Brown, von Daake, &
Taylor, 2007; P. Zhang et al., 2012).

Alpha-Untereinheiten werden sowohl in nicht-neuronalen als auch in neuronalen
Geweben exprimiert, wohingegen beta-Untereinheiten vorwiegend in neuronalen Zellen
exprimiert werden (Cadd & McKnight, 1989). Hierbei wird die RII-B-Untereinheit
vorwiegend in nozizeptiven Neuronen exprimiert (Isensee, Diskar, Waldherr, Buschow,
Hasenauer, Prinz, Allgower, et al,, 2014).

Viele extrazellulire Mediatoren wie z. B. Prostaglandin, Serotonin, Epinephrin und

Endothelin modulieren die Nozizeption iliber den G-protein-gekoppelten Rezeptor
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(GPCR). Nach der Bindung des Liganden kommt es zur Aktivierung der Adenylatzyklase,
was zur Steigerung der cAMP-Konzentration fiihrt (Alasbahi & Melzig, 2012). Die
Adenylatzyklase existiert in mindestens neun verschiedenen Isoformen. Die
verschiedenen Isoformen zeigen unterschiedliche Gewebeverteilungen und
unterschiedliche biochemische sowie pharmakologische Eigenschaften auf. Forskolin ist
dabei ein allgemeiner Aktivator aller Isoformen mit Ausnahme der Isoform
Adenylatzyklase 9 (Alasbahi & Melzig, 2012; Dahle, Myhre, Aasen, & Wang, 2005; Defer,
Best-Belpomme, & Hanoune, 2000; Hacker et al, 1998). Die Injektion von
membrangidngigen cAMP-Analoga bzw. Adenylatzyklaseaktivatoren senken den
Schwellenwert, der zur Aktivierung der Nozizeptoren nétig ist, was letztendlich zur
Hyperalgesie fiihrt (Ferreira et al., 1990; Taiwo et al., 1989; Taiwo & Levine, 1991).

Die cAMP-Zielproteine, welche zu Hypersensitivitat fiihren, sind vielzahlig und nicht klar
definiert. Die cAMP-abhangige Proteinkinase A und die sogenannten "hyperpolarization
activated cation channels (HCN-Kanadle)" werden beide direkt von cAMP aktiviert und
sind mit in der Sensitivierung von Nozizeptoren involviert (Emery, Young, Berrocoso,
Chen, & McNaughton, 2011; Hucho & Levine, 2007; Malmberg, Chen, Tonegawa, &
Basbaum, 1997; Schnorr et al,, 2014). Gangige Schmerzmedikamente wie z. B. Opioide
bzw. andere Nichtsteroidale Antirheumatika (NSARs) zielen indirekt auf PKA (Pierre,
Eschenhagen, Geisslinger, & Scholich, 2009). Aley et al. zeigte z. B., dass die Injektion von
PKA-Inhibitoren zur Reduktion der Hyperalgesie fiihrte, welche durch
Entziindungsmediatoren ausgeldst wurde (Aley & Levine, 1999).

PKA phosphoryliert und sensitiviert Ionenkanidle wie z. B. spannungsgesteuerte
Natriumkanidle NaV1.8 und den transient receptor potential channel TRPV1. Sie spielen
eine wichtige Rolle in der Funktionalitit der Nozizeptoren (Bhave et al., 2002; England,
Bevan, & Docherty, 1996; Fitzgerald, Okuse, Wood, Dolphin, & Moss, 1999; Jeske et al,,
2008; Rathee et al.,, 2002; C. Wang, Li, & Huang, 2007; X. Zhang, Li, & McNaughton,
2008). Die Aktivierung von cAMP response-element-binding protein (CREB), welches
womoglich ein Zielprotein von PKA ist, induziert Genexpression, welche fiir die
langfristige Sensitivierung notig ist (Ji, Kohno, Moore, & Woolf, 2003).

CAMP kann auflerdem die Extracellular-signal Regulated Kinase (ERK) aktivieren
(Frodin, Peraldi, & Van Obberghen, 1994; Vossler et al., 1997).

Die Familie der Extracellular-signal Regulated Kinases gehort zur Gruppe der Mitogen-
activated protein kinases (MAPKs). MAPKs sind Serin/Threonin-Kinasen, welche

extrazellulare Stimuli in eine grof3e Reihe von zelluliren Antworten umwandeln kénnen.
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Sie werden durch diverse Stimuli wie z. B. Zytokine, Wachstumsfaktoren,
Neurotransmitter, Hormone, zellularer Stress und Zellhaftung aktiviert (Widmann,
Gibson, Jarpe, & Johnson, 1999). In Saugetieren werden 14 MAPKs beschrieben. Diese
werden in sieben Gruppen unterteilt. Zu den konventionellen MAPKs gehdren die
extracellular signal-regulated kinases 1/2 (ERK1/2), c-Jun amino (N)-terminal kinases
1/2/3 (JNK1/2/3), p38 isoforms (o, 8, v, und §) und ERKS5. Atypische MAPKs beinhalten
ERK3/4, ERK7 und Nemo-like kinase (NLK). Die bisher am meisten untersuchten
Gruppen der MAPKs sind ERK1/2, JNKs und die p38 Isoformen (Cargnello & Roux, 2011;
Coulombe & Meloche, 2007; Widmann et al., 1999).

ERK1 und ERK2 zeigen eine Ahnlichkeit von 83 % beziiglich ihrer Aminosiuresequenz.
Sie werden in vielen Geweben exprimiert und zeigen ein besonders hohes Vorkommen
im Gehirn, Skelettmuskel, Thymus und Herz (Boulton et al., 1990; Cargnello & Roux,
2011; Widmann et al,, 1999). Dabei spielt ERK eine Rolle in der Regulation von vielen
verschiedenen Prozessen wie z. B. Proliferation, Differenzierung, Entwicklung, Lernen,
Uberleben und Apoptose (Shaul & Seger, 2007).

ERK1 und ERK2 werden durch Wachstumsfaktoren wie z. B. platelet-derived growth
factor (PDGF), epidermaler Wachstumsfaktor (EGF) und Nervenwachstumsfaktor (NGF)
aktiviert (Boulton et al., 1990). Weiterhin werden sie auch durch Liganden fiir GPCRs,
Zytokine und durch osmotischen Stress aktiviert (Raman, Chen, & Cobb, 2007). Das
ERK1/2 Modul der Saugetiere besteht aus den MAPKKKs (MAPKK Kinase) A-Raf, B-Raf
und Raf-1, den MAPKKs (MAPK Kinase) MEK1 und MEK2 sowie den MAPKs ERK1 und
ERK2 (Raman et al.,, 2007; Shaul & Seger, 2007). Dieses Modul wird vornehmlich von
Rezeptor-Tyrosinkinasen (RTK) aktiviert, welche sich an der Zelloberflache befinden.
Bindet ein Ligand an den Rezeptor kommt es zur Rezeptor-Dimerisierung, welches zur
Autophosphorylierung von Tyrosin Resten des intrazelluliren Anteils fiihrt. Die
phosphorylierten Reste dienen als Bindungsstellen fiir Proteine, welche Src homology 2
(SH2) oder phosphotyrosine-binding (PTB) Domanen enthalten wie z. B. Grb2 (growth
factor receptor-bound protein 2). Die am besten charakterisierte Signalkaskade zur Ras
Aktivierung wird durch SOS (son of sevenless), einem Guanin-Nucleotide-
Austauschfaktor (GEF), vermittelt. SOS fiihrt, in Interaktion mit Grb2, zum Austausch
von GDP mit GTP im Ras. Jetzt kann Ras mit seinem Zieleffektor Raf interagieren, der
Kinase zur Initiierung des ERK1/2-Moduls (Karnoub & Weinberg, 2008). Die
Signalwege, die zur ERK1/2-Phosphorylierung fiihren sind sehr vielfaltig und

kompliziert. Dabei wird die ERK-Aktivierung z. B. auch durch die Protein Kinase A und
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Protein Kinase C (PKC) beschrieben (Hundle, McMahon, Dadgar, & Messing, 1995; Jj,
Gereau, Malcangio, & Strichartz, 2009).

Ein Zusammenhang zwischen ERK und Hyperalgesie wird von vielen Autoren eindeutig
beschrieben (Aley et al,, 2001; Galan, Lopez-Garcia, Cervero, & Laird, 2002; Hucho &
Levine, 2007; Ji, Baba, Brenner, & Woolf, 1999). So zeigte z. B. Galan et al., dass ERK-
Aktivierung durch seine Phosphorylierung eine spezifische Rolle in der
Aufrechterhaltung von Hyperalgesie bzgl. viszeralen Schmerzes spielt (Galan, Cervero, &
Laird, 2003). Forschungsergebnisse zeigen auch, dass ERK in dem Prozess der
Nozizeption beziiglich somatischen Schmerzes eine Rolle spielt. Dabei wird im
Rattenmodell ERK1 und ERK2 durch akute schadliche Stimuli wie Formalin bzw.
Capsaicin vermehrt exprimiert und in Hinterhornneuronen rasch aktiviert (Ji et al,,
1999; Karim, Wang, & Gereau, 2001; Thomas & Hunt, 1993).

Weiterhin lasst sich zeigen, dass sowohl periphere als auch zentrale Entziindungen zu
vermehrter  ERK1/2-Phoshporylierung und zu  Allodynie bzw. erhohter
Schmerzsensibilitat fiihren (Karim et al.,, 2001; Obata et al., 2004). Obata und Noguchi
zeigten, dass ERK-Phosphorylierung in Spinalganglien und Hinterhornneuronen als
Antwort auf noxische Stimuli von peripheren Nerven auftritt. Diese ERK-Aktivierung
tragt zur Aufrechterhaltung von entziindlichen und neuropathischen Schmerzen bei

(Obata & Noguchi, 2004).
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2.2 Der Glial cell line-derived neurotrophic factor - GDNF

Der Glial cell line-derived neurotrophic factor gehoért mit Artemin (ART), Persephin
(PSP) und Neurturin (NTN) zur GDNF family of neurotrophic factors (Airaksinen,
Titievsky, & Saarma, 1999). Diese neurotrophischen Faktoren werden oftmals auch als
GDNF-family of ligand bezeichnet (Airaksinen & Saarma, 2002).

Anfangs wurde GDNF aus einer Ratten Glia Zelllinie B49 isoliert (L. F. Lin, Doherty, Lile,
Bektesh, & Collins, 1993). GDNF gehort mit den anderen neurotrophischen Faktoren
(GFLs) zur transforming growth factor-3 (TGF-) superfamily. Diese enthalten sieben
Cystein-Reste mit dem selben Abstandsverhdltnis wie andere Mitglieder der TGF-f3
Familie (L. F. Lin et al., 1993).

Verity et al. demonstrierte den Anstieg der GDNF-Synthese bzw. Freisetzung in Ratten
C6 Glioblastom-Zellen durch den fibroblast growth factor (FGF) -1, -2, -9 und den
proinflammatorischen Zytokinen Interleukin (IL) 13, IL-6 und Tumornekrosefaktor-a
(TNF-a). Des Weiteren kann die GDNF-Synthese und -Freisetzung durch viele
Signalwege aktiviert werden. Die dafiir verantwortlichen Proteine bzw. Stimuli sind
hierbei z. B. die Protein Kinase C, cyclisches Adenosinmonophosphat, Typ 2A Protein-
Phosphatasen, Ca?*-Einstrom, Stickstoffmonoxid (NO) und oxidativer Stress (Verity et
al.,, 1998).

Alle GFLs, einschliefdlich GDNF, wirken iiber die Rezeptor-Tyrosinkinase (RTK). Diese
wurde erstmals im Jahre 1985 als Protoonkogen beschrieben (Takahashi, 2001). Die
RTK ist ein Transmembranprotein, welches die Zellmembran nur einmal durchquert
(Singlepass-Transmembranprotein). Dabei liegen 4 cadherin-like repeats extrazellular
und eine Tyrosinkinase-Domane intrazellular (Airaksinen & Saarma, 2002).

Es kommt zur Aktivierung von RET bei Bindung der GFLs an den GDNF-family receptor-
a (GFRa). Dabei sind die GFRa iiber einen Glycosylphosphatidylinositol-Anker (GPI-
Anker) mit der Zellmembran verbunden. Es gibt vier verschiedene GFRa-Rezeptoren
(GFRa1-4). Sie binden unterschiedlich spezifisch an die vier GFLs. So bindet z. B. GDNF
vorwiegend an den GFRa-1 Rezeptor (Airaksinen et al.,, 1999; Baloh, Enomoto, Johnson,
& Milbrandt, 2000; Lindahl et al.,, 2001; Takahashi, 2001). Nach dem urspriinglichen
Modell von Jing et al. bindet ein GDNF-Dimer an monomere oder dimere GFRal-
Rezeptoren. Dieser Komplex interagiert mit zwei RTKs. Es kommt zur
Homodimerisation und zur Autophosphorylierung der intrazellularen Tyrosinreste (Jing

et al,, 1996).



GDNF hat dabei viele verschiedene Effekte. Es fordert z. B. das Uberleben von vielen
verschiedenen Neuronen. Dazu gehoren sowohl autonome Subpopulationen peripherer
sensorischer Neurone als auch zentrale dopaminerge, noradrenerge und motorische
Neurone (Arenas, Trupp, Akerud, & Ibanez, 1995; Buj-Bello, Buchman, Horton,
Rosenthal, & Davies, 1995; Hearn, Murphy, & Newgreen, 1998; Henderson et al., 1994;
Heuckeroth, Lampe, Johnson, & Milbrandt, 1998; L. F. Lin et al.,, 1993; Trupp et al,, 1995).
Experimente mit GDNF knock-out Mdausen zeigten, dass der Glial cell line-derived
neurotrophic factor eine wichtige Rolle in der enterischen Innervation und Nieren- bzw.
Harnleiterentwicklung spielt (Granholm et al., 1997; Moore et al., 1996; Pichel et al,,
1996; Sanchez et al.,, 1996).

In vielen in vitro Experimenten lief} sich zeigen, dass GDNF neuroprotektive und
reparative Effekte aufweist (Beck et al.,, 1995; Kearns & Gash, 1995; L. Li et al., 1995;
Oppenheim et al., 1995; Tomac et al., 1995; Yan, Matheson, & Lopez, 1995; Zurn, Baetge,
Hammang, Tan, & Aebischer, 1994). Im Rattenmodell und bei Rhesusaffen zeigte
pharmakologisch induzierter Morbus Parkinson Symptombesserung durch den Einsatz
von GDNF (Gash et al, 1996; Hoffer et al, 1994). Diese Eigenschaft gegeniiber
neurodegenerativen Erkrankungen moéchte man sich zunutze machen, um z. B. der
Behandlung von Parkinson oder der amyotrophen Lateralsklerose naher zu kommen
(Sanchez et al., 1996; Verity et al., 1998).

Nutt et al. beschrieb jedoch in einer Doppelblindstudie dass die Gabe von GDNF durch
einen implantierten intrazerebroventrikularen Katheter die Symptome des Parkinson
nicht verbessert. Ein Grund hierfiir ist moglicherweise, dass GDNF die Zielgewebe,
hierrunter das Putamen und die Substantia nigra nicht erreicht (Nutt et al,, 2003). In
einer weiteren placebokontrollierten doppelblind Studie von Lang et al. konnte keine
signifikante Differenz in der Unified Parkinson’s Disease Rating Scale (UPDRS) motor
score erreicht werden. Als signifikant wurde eine Differenz von 25 % betrachtet (Lang et
al, 2006). Die UPDRS ist die weit verbeiteste verwendete Skala fiir die klinische
Untersuchung des Patienten mit Morbus Parkinson (Goetz et al., 2007).

Aufierdem spielt GDNF im Schmerzmodell eine wichtige Rolle. Dabei zeigen sich
gegenteilige Effekte in der Nozizeption. Die molekularen und zellularen Mechanismen
dahinter sind bis heute noch schlecht verstanden (Devesa & Ferrer-Montiel, 2014). So
zeigte Albers et al., dass erhohte GDNF Level in der Haut den Schwellenwert fiir
mechanische Reize in mechanosensitiven C-Fasern senkt. Dies geschieht wahrscheinlich

durch die Expression mechanosensitiver Kanale (Albers, Woodbury, Ritter, Davis, &
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Koerber, 2006). Malin et al. verdeutlichte in seiner Arbeit, dass die lokale Applikation
von GFLs in die Hinterpfote von Mausen thermale Hyperalgesie hervorruft (Malin et al.,
2006). GDNF wirkt jedoch auch antinozizeptiv. Sakai et al. kam zu dem Ergebnis, dass
GDNF mit neural cell adhesion molecule (NCAM) im Rattenmodell bzgl. neuropathischen

Schmerzen analgetisch wirkt (Sakai, Asada, Seno, & Suzuki, 2008).
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2.3 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Das Wirkungsspektrum von GDNF ist sehr vielfdltig. Nach dem heutigen Wissensstand
ist erwiesen, dass GDNF zu Hyperalgesie flihren kann. Die genauen Mechanismen bzw.
Prozesse, die zu GDNF induzierter Hyperalgesie fiihren, sind nur partiell beschrieben.

In dieser wissenschaftlichen Arbeit soll die Rolle von GDNF im cAMP-Crosstalk zu ERK
ndher verstanden werden. Hierbei liegt der Fokus dieser Arbeit auf den Signalwegen
bzw. der Phosphorylierung der Extracellular-signal regulated Kinase 1/2 und der
Protein Kinase A-II.

Folgende Fragen wurden genauer untersucht: Verstarkt die Prastimulation mit GDNF
die Phosphorylierung der Kinasen? Ist diese Phosphorylierung abhingig von der
benutzten GDNF-Dosis? Ist der cAMP-Crosstalk zu ERK unter Einfluss von GDNF
abhangig von PKA? Wie beeinflusst GDNF die ERK-Phosphorylierung durch GPCRs? Wie
verhalten sich die Kinasen bzw. die GDNF-préastimulierten Zellen bei einem Uberangebot
von cAMP durch die Hemmung der Phosphodiesterase bei Stimulation durch GPCRs?
Welche Rolle spielt GRK2/3 in der Kinetik der GPCRs? Welche Rolle hat PKC und
Calcium in der Kinetik der GPCRs? Wie beeinflusst MEK1/2 die Kinetik der GPCRs?
Welche Rolle spielt GDNF in diesen Signalwegen?

Welche Rolle spielt Epac im cAMP-Crosstalk zu ERK? Wie verhalten sich hier die Kinasen
bei Inhibition von PKA, Proteinkinase C/Calcium oder Epac? Was bewirkt GDNF in
diesem Zusammenhang?

Sind die Effekte von GDNF abhdngig von seiner Anwesenheit? Findet durch die

Prastimulation von GDNF ein Priming in den Zellen statt?
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3. Material und Methoden

3.1 Tiere

Maénnliche Sprague Dawley Ratten (230-330 g) wurden von der Firma Harlan erhalten.
Alle Experimente wurden nach dem Deutschen Tierschutzgesetz durchgefiihrt. Dies
erfolgte mit der Zulassung des Ministeriums fiir Umwelt und Naturschutz NRW (LANUV
NRW, Lizenz 84-02.05.20.13.045).

3.2 Ansetzen des Neurobasal A-Mediums

Material:

B-27 Supplement 1:50, Invitrogen, #17504

L-Glutamate 1:270,3 (74 pl/20 ml NB, fc. 25 uM, 1 mg/ml stock, 25uM=3,7

ug/ml), Sigma-Aldrich #27647

e L-Glutamine 1:400 (50 pl/20 ml NB, f.c. 0,5 mM, 200 mM stock), Sigma-Aldrich,
#G6392

e Neurobasal-A Medium 1:1, Invitrogen, #12349-015

e Penicillin/Streptomycin 1:100, Life Technologies, #DE17-802E

Methode:

Zur Lagerung und Anfertigung einer Zellkultur wurden die oben genannten
Biochemikalien in dem aufgefiihrten Verhaltnis zusammengefiigt. Das angefertigte
Neurobasal A-Medium ist nétig, um die entnommenen Spinalganglien am Leben zu
erhalten. Dabei sollte das Medium keine Veranderungen auf die Stoffwechselprozesse
ausiiben, um unsere Experimente nicht zu verfilschen. Das B-27 besteht vor allem aus
Insulin und ist in der Kombination mit den Aminoséuren fiir das Uberleben der Neurone
unerlasslich. Das Hinzufiligen von Antibiotika, in diesem Fall Penicillin und Streptomycin,

soll das Wachstum von Bakterien unterbinden.
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3.3 Beschichtung der Mikrotiterplatte
Material:
e Poly-L-Ornithine Hydrochloride, Sigma, #P2533
e Laminin, Invitrogen, #23017-015
e Mikrotiterplatte: 96 well TC surface plate: Greiner !BioOne, Black,#655090

e 8-Kanal-Sauger

Methode:

Die Mikrotiterplatte wird mit Poly-L-Ornithine und Laminin beschichtet. Dabei wurden
50 ul der Ornithin-Laminin-Lésung pro Well hinzugefiigt. Anschliefend musste die
Mikrotiterplatte mit Ornithin-Laminin-Losung fiir mindestens eine Stunde bei 37 °C und
5 % COzinkubieren. Ohne die Beschichtung ware es den Neuronen nicht méglich, sich
sicher am Boden der Mikrotiterplatte anzuheften.

Kurz vor Aussaat der Neurone auf die Mikrotiterplatte, wurde der Ornithin-Laminin-

Rest, mithilfe eines 8-Kanal-Saugers entfernt.

3.4 Dissektion der Spinalganglien
Material:
e 1xkleine Petrischale mit 2,5 ml Neurobasal A-Medium, Invitrogen, #12349-015
e 1xkleine Petrischale mit 2,5 ml MEM, Invitrogen, #42360-024
e 70% Ethanol
e Chirurgische Pinzette
e Gebogene Pinzette
e Gerade Pinzette (klein)
e Guillotine
e Kollagenase P (5 U/ml), Roche #1213857
e Medizinischer Seitenschneider
e Mikrofederschere
e Mikroskop
e Rongeur

e Skalpell mit Wechselklinge
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Methode:

Die Dissektion der Spinalganglien wurde an mannlichen Ratten durchgefiihrt. Diese
wurden mithilfe von Kohlenstoffdioxid langsam narkotisiert und getotet. Die Ratte
wurde entnommen, sobald keine Atmung und Bewegung mehr festzustellen war. Um
den Tod der Ratte sicherzustellen, entnahm man die Ratte aus dem Kafig und
komprimierte eine Pfote um einen Schmerzreiz auszulésen. Ein Ausbleiben einer
Reaktion galt als Todeszeichen.

Fir die Dokumentation war das anschliefende Wiegen der toten Ratte ndtig. Darauf
folgte die Desinfektion der Ratte mit 70 % Ethanol und anschlief3ender Dekapitation
mithilfe einer Guillotine. Unter rhythmischer und schneller Kompression der
Brustkorbes ermdéglichten wir das Ausbluten der Ratte, da dies die spatere Isolation der
Spinalganglien erleichtert.

Die Praparation begann mit einer medialen langlichen Inzision der Haut vom Hals bis
zum Schwanz mit dem Skalpell. Um mdglichst freie Sicht auf die Riickenmuskulatur zu
haben, wurde die Haut zusatzlich seitlich abprapariert. Es folgten zwei paravertebrale
Schnitte entlang der Wirbelsdule. Daraufthin wurde die der Wirbelsdaule aufliegenden
Muskulatur mithilfe einer chirurgischen Pinzette von kranial nach kaudal abgezogen.
Des Weiteren wurde seitlich abstehende Muskulatur sauber von der Wirbelsaule
abprapariert.

Mithilfe eines Rongeurs wurde auf zervikaler Ebene ein Zugang zum Riickenmarkskanal
geschaffen. Mithilfe des medizinischen Seitenschneiders erfolgte die Freilegung des
gesamten Riickenmarkskanals samt Riickenmark bis hin zum Becken.

Die Spinalganglien befinden sich in den Foramina intervertebralia. Unter dem
Mikroskop wurde das Riickenmark vorsichtig zur Seite geschoben, sodass die
Spinalganglien sichtbar wurden. Um die Ganglien mdéglichst wenig zu verletzen, wurde
mithilfe einer gebogenen Pinzette hinter dem sichtbaren Ganglion gegriffen und mit der
Mikrofederschere die Verbindung zunachst zur Peripherie und anschliefiend zum
Riickenmark zertrennt.

Die zwolf Spinalganglien von L1 bis L6 wurden in einer Petrischale mit 2,5 ml MEM
gesammelt. Anschlieflend wurden diese von {iberschiissigem Blut, anhdngendem
Gewebe und Riickenmarkshauten so gut wie moglich gesdaubert. Dies erfolgte mithilfe
der geraden und gebogenen Pinzette. Zuletzt wurden die gesduberten Spinalganglien in
der Petrischale mit 2,5 ml Neurobasal A-Medium gegeben und mit 100 pl Kollagenase

fiir eine Stunde bei 37 °C und 5% CO2-Luftkonzentration inkubiert.
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3.5 Trituration - Vereinzelung der Zellen
Material:
e 3x 15 ml Falcon tube
e 8-Kanal-Pipette
e Bovine Serum Albumine: Sigma-Aldrich,# A2153-100G
e GDNF, PeproTech, # 450-10-10
e Mikrotiterplatte: 96 well TC surface plate: Greiner !BioOne, Black,#655090
e Neurobasal-A Medium, Invitrogen, #12349-015
e Pasteurpipette mit schmaler Offnung
e Pasteurpipette mit weiter Offnung
e Sigmacote, Sigma-Aldrich, # SL2-100ML

e Zentrifuge

Methode:

Nach der einstiindigen Inkubation mit 100 pl Kollagenase wurden die Spinalganglien mit
einer Pasteurpipette mit der weiten Offnung in ein Falcontube mit 2,5 ml Neurobasal-A
Medium tberfiihrt. Nach einer Wartezeit von 30 Sekunden sammelten sich die Ganglien
auf dem Boden des Falcontubes. Das angesammelte Zellpellet wurde in ein zweites
Rohrchen mit 2,5 ml Neurobasalmedium tberfihrt. AnschliefRend wurde mit einer
Pasteurpipette mit weiter Offnung auf- und abpipettiert. Durch das Auf- und
Abpipettieren entstehen in der Pasteurpipette Turbulenzen, welche das Gewebe der
Spinalganglien 16sen und die Zellen vereinzeln. Nach einer Wartezeit von 30 Sekunden
wurde der Vorgang in einem dritten Falcontube wiederholt, diesmal jedoch mit einer
Pasteurpipette mit schmaler Offnung. Dies stellte sicher, dass sich auch kleine
Gewebsreste 16sen.

Die Zellsuspension wurde daraufhin auf 1,5 ml 15%iges Bovine Serum Albumin (BSA)
vorsichtig und langsam tiberfiihrt, sodass zwei Phasen zu erkennen sind. Das BSA hat
aufgrund des hohen Proteinanteils eine hohere Dichte, sodass sich die Zellsuspension
dariiber sammelte. Es diente als Filter, welche bei der Zentrifugation (8 min, 180 G, 20
°C, Beschleunigung = 8, Bremsung = 4) nur die kleinen vereinzelten Nervenzellen durch
lasst.

Das nach Zentrifugation in der oberen Phase verbliebene Gewebe und Medium wurden
entfernt und in 1 ml Neurobasal A-Medium resuspendiert. Im Anschluss wurden weitere

6 ml Neurobasal A- Medium hinzugefiigt. Je nach Experiment, wurden 32 bis 96 Wells
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der Mikrotiterplatte mit jeweils 100 pl der Zellsuspension mithilfe einer 8-Kanal-Pipette
befiillt. AnschliefRend wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO: fiir zwei Stunden
inkubiert, damit sich die Zellen von dem physikalischen Stress erholen konnten. Nach
Ablauf dieser Zeit wurde in jedes Well 30 ng GDNF/ml hinzugefiigt und tiber Nacht bzw.
24 Stunden bei 37 °C und 5 % CO2 inkubiert.

3.6 Stimulation und Fixation

Die Stimulation und Fixation der Zellen erfolgte mithilfe eines Inkubators auf einem
Warmeblock bei 37 °C. Hierzu wurden entsprechend des Plattenplans 12,5 pl der
Stimulantien auf eine V-bottom plate gegeben. 50 pl Medium der Mikrotiterplatte
werden mithilfe einer 8-Kanalpipette auf die V-bottom plate tiberfiihrt. Das Medium und
die Stimulantien werden insgesamt 3 Mal durch Auf- und Abpipettieren gemischt. Dies
erfolgte im Pip-Modus der 8-Kanalpipette bei der Geschwindigkeit 3 hoch und 2 runter.
Im Anschluss wurden 50 pl der V-bottom plate entsprechend des Zeitplans auf die
Mikrotiterplatte zurtick tiberfiihrt.

Hierbei ist zu beachten, dass die Konzentration der Stimulantien in der V-bottom plate
10-fach der gewiinschten Konzentration entsprechen muss, da durch das Hinzufligen
von 50 pl Medium die Konzentration um den Faktor 5 abnimmt. Durch das
Riickiiberfithren von wieder 50 pl Medium und Stimulus in die vorhandenen 50 pl
Medium der Mikrotiterplatte wird die Konzentration nochmals halbiert. Die
Kontrollgruppen wurden mithilfe von Puffern und Stammlésungen behandelt.

Die Fixation bzw. der Stopp der Stimulation wird durch die Hinzugabe von 100 pl 8 %
PFA pro Well eingeleitet (Pip-Modus: 7 hoch, 3 runter). Nach 10 Minuten wird das
Medium entfernt und durch 100 ul DPBS ersetzt. Diesen Vorgang bezeichnen wir als
Waschen. Um sicherzustellen, dass keine PFA-Reste in den Wells vorhanden sind, wird
anschlieflend in 10-miniitigen Abstdnden die Mikrotiterplatte noch weitere 2 Mal

gewaschen (Pip-Modus: 4 hoch, 3 runter).

3.7 Immunhistochemie

Bevor die Zellen mit den Antikorpern behandelt wurden, war es nétig die Neurone zu
blocken und zu permeabilisieren. Die Zellen wurden deshalb mit Normal Goat Serum

Blocking (NGSB) behandelt. Dies stellte sicher, dass die Antikorper in die Zelle gelangen
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und spezifischer binden kdnnen. Hierfliir wurde das DPBS mit 50 ul NGSB pro Well
ersetzt und eine Stunde lang bei Raumtemperatur inkubiert. Darauthin erfolgten drei
Waschgange fiir 10 Minuten mit 100 pl DPBS pro Well (Pip-Modus: 4 hoch, 3 runter).
Anschlief3end erfolgte die Behandlung mit dem Primarantikérper, welcher in 1 % BSA
gelost wurde. Bei den verwendeten Primadrantikorpern handelte es sich um ch-PGP
(1:2000), ra-pRII (1:1000) und mo-pERK (1:250). Hierzu wurde mithilfe einer 8-
Kanalpipette das DPBS entfernt und 30 pl Primarantikérper pro Well hinzugegeben.
Daraufhin wurde die Mikrotiterplatte bei 4 °C iiber Nacht gelagert.

Es erfolgten drei weitere Waschvorgdnge mit 100 pl DPBS fiir je 10 Minuten. Die
Sekundarantikérper wurden in PBS im Verhaltnis 1:1000 gelost. Dabei handelte es sich
um die Sekundarantikérper go-A488-ch, go-A568-ra und do-A647-mo. Dabei wurden 50
ul pro Well des Sekundarantikérpers sowie DAPI (1:100) benutzt. Es erfolgte eine
Inkubation von einer Stunde unter Lichtschutz.

Nach drei Waschvorgangen mit 100 ul DPBS fiir 10 Minuten wurde jedes Well mit
200 pl DPBS befiillt und mit Aluminium-Klebefolie versiegelt.

3.8 High-Content-Screening Mikroskopie

Die Analyse der sensorischen Neurone erfordert quantitative Methoden, welche die
Analyse einer grofden Anzahl von Neuronen ermoglicht, um die Population in ihrer
Gesamtheit beschreiben zu konnen. Um dies zu erreichen, haben wir das Verfahren der
High-Content-Screening Mikroskopie (HCS) angewandt. Die HCS-Mikroskopie nimmt
automatisiert Bilder von markierten DRG-Kulturen in Multiwell-Platten in bis zu vier
Fluoreszenzwellenlangenkanalen auf. Die Neurone werden anhand ihrer Expression des
neuronalen Markers Ubiquitin C-terminales Hydrolaseisozym L1 (UCHL1, auch bekannt
als PGP9.5) in Kombination mit Objektauswahlparametern identifiziert. Diese sind fiir
die kugelférmige Geometrie von Neuronen nach Kurzzeitkultur optimiert (Andres,
Meyer, Dina, Levine, & Hucho, 2010; Isensee, Diskar, Waldherr, Buschow, Hasenauer,
Prinz, Allgower, et al., 2014; Isensee, Schild, Schwede, & Hucho, 2017; Isensee, Wenzel,
et al,, 2014).

Die gefarbten Kulturen wurden anschliefdend im Thermo Scientific - Cellomics Array
Scan VTI gescannt. Dazu wurde ein Standard Neuronen Protokoll benutzt. Die Bilder

entstanden mithilfe eines 10x Objektivs und wurden mithilfe des Cellomics Software
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Paketes analysiert. Dabei wurden die Bilder in der Auflésung 512 x 512 Pixel
aufgenommen.

Die Hintergrundkorrektur der Bilder in der UCHL1-Farbung erfolgte mithilfe eines
Tiefpassfilters. Diese wurden in Bindrbilder konvertiert (bei festgelegtem
Schwellenwert) und geometrisch segmentiert. Die Neuronen wurden iiber Objekt-
Selektionsparameter identifiziert - Grofde: 165-5500um?; Kreisform (Umfang?/4m Feld):
1-3; Lange-zu-Breite-Verhaltnis 1-2; Durchschnittliche Intensitat: 1000-12000; Totale
Intensitat: 24x104-4x107. Bildmasken wurden benutzt, um die Signale in den anderen
Kandlen zu quantifizieren.

Um den Spill-over zwischen den drei Fluoreszenz-Kandlen herauszunehmen, wurden
drei Wells zur Kontrolle gescannt - Well 1: UCHL1; Well 2: UCHL1 + Antikorper 2; Well
3: UCHL1 + Antikorper 3. Die Spillover-Werte wurden dann in eine symmetrische Matrix
gesetzt. Anschlieffend wurden diese mittels Matrix Algebra invertiert, um
Kompensationswerte zu erhalten. Dies erfolgte unter Verwendung der Software R
(Version 3.2.3). Diese Werte konnten dann zur Kompensation des Spill-overs benutzt

werden (Roederer, 2002).

3.9 Graphische Darstellung und Analyse

Die Daten der Kontroll- bzw. nicht-stimulierten Zellen wurden auf den Mittelwert 1 oder
1000 normalisiert, um die Variabilititen der totalen Intensitat innerhalb einer
experimentellen Serie auszugleichen.

Abbildungen wurden anschlieféend mit den normalisierten Daten iliber die GraphPad
Software Prism 7 und spater Prism 8 erstellt. Die statistische Analyse erfolgte auch
mittels Prism 7 und Prism 8. Als statistischer Test wurde der Two-way Anova multiple
comparisons gewahlt. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde unter einem p-Wert von

0,05 als signifikant bezeichnet.
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4. Ergebnisse

4.1 Die Prastimulation mit GDNF verstirkt die Phosphorylierung
von ERK1/2 durch Forskolin

In dieser experimentellen Serie wollten wir herausfinden, wie sich die Prastimulation
mit GDNF tiber 24 Stunden bzw. iiber Nacht auf eine Stimulation mit Forskolin auswirkt.
Forskolin aktiviert die Adenylatzyklase und regt somit die Produktion von cAMP an
(Taiwo & Levine, 1991). Hier wurden die Zellen mit GDNF iiber 24 Stunden
prastimuliert und anschliefdend mit Forskolin in verschiedenen Dosen (0.1, 0.3, 1, 3, 10,
30 uM) fiir 5 bzw. 30 Minuten stimuliert.

Insgesamt liefd sich zum 5-Minuten-Zeitpunkt (Abb. 1A) eine stirkere pERK-Intensitat
nach Stimulation mit Forskolin aufweisen als zum 30-Minuten-Zeitpunkt (Abb. 1B).
Steigende Forskolin Konzentrationen zeigten hier steigende pERK-Aktivitit. Dabei
zeigte sich die maximale ERK1/2-Phosphorylierung bei einer Konzentration von 10 uM
Forskolin mit ungefahr 2,25-facher Steigerung gegeniiber dem Basalwert von ERK.
Sowohl nach 5 Minuten als auch nach 30 Minuten zeigte die Prastimulation mit GDNF
eine deutlich verstiarkte Phosphorylierung von ERK1/2 durch die Stimulation mit
Forskolin. Zum 5-Minuten-Zeitpunkt lief3en sich fiir die Dosen 1 pM (F1,28= 75,19; p =
0,0159), 3 uM (p = 0,0003), 10 uM (p < 0,0001) und 30 puM (p < 0,0001) Forskolin
statistisch signifikante Steigerungen der ERK1/2-Phosphorylierung beobachten (Abb.
1A). Zum 30-Minuten-Zeitpunkt liefen sich fiir die Dosen 3 pM (Fi28 = 31,35; p =
0,0194) und 10 uM (p = 0,0317) Forskolin statistisch signifikante Steigerungen der
ERK1/2-Phosphorylierung beobachten (Abb. 1B). Bei einer Prastimulation mit GDNF
und einer Konzentration von 10 uM Forskolin stieg die pERK-Intensitat bis auf das 1,6-
fache an.

Die Prastimulation mit GDNF zeigte keine verstirkte Phospho-Intensitat von PKA-RII
durch Forskolin. Dies galt sowohl fiir die 5-miniitige (Abb. 1C, F1,28= 0,2368; p > 0,9999)
als auch die 30-miniitige Stimulation (Abb. 1D, Fi28 = 0,01323; p > 0,9999). Hier
verliefen die Kurven trotz GDNF-Behandlung sowohl zum 5-Minuten-Zeitpunkt als auch
zum 30-Minuten-Zeitpunkt sehr nah beieinander. Wie in pERK zeigten steigende
Forskolin Konzentrationen steigende pRII-Intensitaten auf. Nach 30 Minuten war auch
hier ein Abfall der pRII-Intensitdt bei einer Konzentration von 30 uM Forskolin und

GDNF Prastimulation zu beobachten.
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Abbildung 1: Dosis-Wirkungs-Kurve der pERK- (A) und pRII-Intensitdt (B) nach 5- und 30- miniitiger
Stimulation mit Forskolin

(A) Prastimulation mit GDNF fiihrte zu verstarkter Antwort auf Forskolin (Fsk) in pERK.

Forskolin steigerte konzentrationsabhidngig (Dosis 0,1 pM - 30 uM) die pERK-Intensitit. (B)
Prastimulation mit GDNF fiihrte zu keiner verstarkten Antwort auf Forskolin in pRII. Forskolin fiihrte mit
steigender Konzentration zu verstarkter pRII-Intensitiat. Normalisierte pERK- und pRII-Intensitdaten unter
Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl). Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, ** p <
0,01, ***p < 0,001, ****p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen Forskolin und GDNF+Forskolin.
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4.2 Die pERK-Intensitit ist von der GDNF-Konzentration abhangig

Im weiteren Verlauf wollten wir uns anschauen wie sich verschiedene GDNF
Konzentrationen auf die ERK1/2-Phosphorylierung auswirkt. Hierzu wurden zur 24-
stiindigen Prastimulation die Zellen mit 0.1, 0.3, 1, 3, 10 und 30 ng GDNF/ml inkubiert.
AnschliefSend wurden die Zellen fiir 5 oder 30 Minuten mit 10 uM Forskolin stimuliert.
Wie bereits zuvor aufgezeigt, verstirkte GDNF auch hier die Forskolin vermittelte
ERK1/2-Phosphorylierung zum 5- und 30-Minuten-Zeitpunkt. Auch zeigte die ERK1/2-
Phosphorylierung nach 5 Minuten (Abb. 2A) hohere Werte im Vergleich zur 30-
miniitigen Stimulation (Abb. 2B). Des Weiteren war die pERK-Intensitdt abhingig von
der benutzten GDNF Dosis. Bei hoheren GDNF-Konzentrationen war eine erhéhte pERK-
Intensitit zu beobachten. In dieser experimentellen Serie lag der Hochstpunkt der
pERK-Intensitdt bei 30 ng GDNF/ml. Dies galt sowohl fiir die 5-miniitige (pERK=2,3,
F132 =198,5; p < 0,0001) als auch die 30-miniitige Stimulation (pERK=1,9, F132 = 142,6;
p = 0,0001). Bei der Stimulation mit 10 pM Forskolin lief3en sich ab einer Konzentration
von 3 ng GDNF/ml statistisch signifikante Steigerungen (bzgl. der Kontrollgruppe) der
pERK-Intensitdt beobachten (5 min: F132 = 198,5; p = 0,0002; 30 min: F132 = 142,6; p =
0,0001). Innerhalb der Kontrollgruppe zeigte sich zum 30-Minuten-Zeitpunkt eine
signifikante Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung ab einer Konzentration von 10 ng
GDNF/ml (F132 = 142,6; p = 0,0022).

Durch die Stimulation mit Forskolin stieg die pRII-Intensitat zum 5-Minuten-Zeitpunkt
bis auf das 1,8-fache an (Abb. 2C). Hier flihrte die Prastimulation mit steigender GDNF-
Konzentration tiber 24 Stunden keinen verstarkenden Effekt auf die pRII-Intensitit bei
der Stimulation mit 10 uM Forskolin herbei. Auch zum 30-Minuten-Zeitpunkt war das
gleiche Verhalten zu beobachten (Abb. 2D). Dies suggeriert uns, dass GDNF mit

Forskolin die pERK-Aktivitdt verstarkt ohne die PKA-Antwort zu beeinflussen.
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Abbildung 2: Dosis-Wirkungs-Kurve der pERK (A) und pRII-Intensitdt (B) bei unterschiedlichen GDNF
Konzentrationen und einheitlicher Forskolin Konzentration

(A) Prastimulation mit GDNF in steigender Konzentration (0 - 30 ng/ml) und 5- bzw. 30-miniitiger
Stimulation mit 10 puM Forskolin. Steigende GDNF-Konzentrationen zeigten ansteigende ERK1/2-
Phosphorylierung. (B) Steigende GDNF Konzentrationen zeigten keinen verstarkenden Effekt in der pRII-
Intensitdt auf die Stimulation mit 10 uM Forskolin iiber 5 und 30 Minuten. Normalisierte pERK- und pRII-
Intensitdten unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl). Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe;
*p<0,05**p<0,01,***p<0,001, ****p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen den verschiedenen
GDNF-Konzentrationen und der Kontrollgruppe (Ctrl/GDNF-Ctrl).
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4.3 GDNF beeinflusst bei einer Forskolin-Stimulation den cAMP-
Crosstalk zu ERK unabhangig von PKA

In dieser experimentellen Serie wurden die Zellen mit 30 ng GDNF/ml iiber Nacht
prastimuliert und mit 10 uM Forskolin stimuliert. Die Zellen wurden hierzu iiber 0, 2.5,
5,15, 30 bzw. 60 Minuten mit Forskolin stimuliert. Die Experimente sollten dazu dienen,
um uns die PKA-Abhédngigkeit von GDNF im cAMP-Crosstalk zu Erk zu veranschaulichen.
Hierzu benutzten wir H89. H89 ist ein PKA-Inhibitor (Hidaka, Hagiwara, & Chijiwa,
1990). Bevor die Stimulation mit Forskolin begann, wurde ein Teil der Zellen mit 20 uM
H89 tiber 60 Minuten inhibiert.

Die alleinige Stimulation durch Forskolin zeigte in pERK einen zweiphasigen Verlauf.
Nach 5 Minuten war der Hohepunkt bei 1,4-facher pERK-Aktivitat (Abb. 3A, F1,24 = 58,49
; p <0,0001) erreicht, woraufhin die pERK-Intensitat zum 10-Minuten-Zeitpunkt absank
und sich daraufhin ein Plateau wieder bei ungefahr 1,4 ausbildete. Unter der
Mitbehandlung von H89 kam es zur Abschwachung der ERK1/2-Phosphorylierung zu
allen Zeitpunkten, welcher nur zum 60-Minuten-Zeitpunkt eine signifikante Inhibition
zeigte (F1,24 = 16,63 ; p = 0,0233). Unter Einfluss von GDNF lief sich unter Stimulation
von Forskolin ein zweiphasiger Verlauf beobachten. Nach 5 Minuten war der Hohepunkt
bei ungefahr 2,3 pERK-Intensitdt erreicht und sank daraufhin ab (Abb. 3A). Ab der 30.
Minute stellte sich ein Plateau bei ca. 1,8-facher pERK-Intensitat ein. Hierbei zeigte sich
eine signifikante Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung zu allen Zeitpunkten (F1,24 =
334,4; p < 0,0001). Wird diese Gruppe mit Hilfe von H89 inhibiert, zeigte sich eine
Teilabschwachung der ERK1/2-Phosphorylierung in der Plateauphase um 30 %, jedoch
zeigte sich hier keine statistische Signifikanz (F1,24 = 11,63; p > 0,05). Der Hohepunkt der
pERK-Intensitdat zum 5-Minuten-Zeitpunkt zeigte nur ein geringes Ansprechen auf H89.
GDNF beeinflusst hier den cAMP-Crosstalk zu ERK unabhangig von PKA.

Durch eine 5-miniitige Forskolin-Stimulation zeigte sich ein Anstieg auf das 2,0-fache
der pRII-Aktivitat (Abb. 3B, F124 = 126,0; p = 0,001). Dieser blieb tiber die Zeitspanne bis
zur 60. Minute konstant. Eine Inhibition durch H89 zeigte ein geringes Absinken der
PKA-RII-Phosphorylierung um ungefdhr 0,2 (F124 = 1,683; p > 0,05). Die Prastimulation
mit GDNF zeigte keine wesentlichen Unterschiede bei der Stimulation mit Forskolin
(Abb. 3B, F124 = 195,6; p < 0,0001) bzw. Forskolin und H89 (F124 = 2,327; p > 0,05) in

den pRII-Intensititen.
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Abbildung 3: GDNF beeinflusst den cAMP-Crosstalk zu ERK unabhdngig von PKA

Normalisierte pERK- (A) und pRII-Kinetik (B) unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl) tiber 60
Minuten. Zur besseren Ubersicht wurden die Kontrollkonditionen separat links aufgefiihrt. Die
Stimulation durch Forskolin (10 uM) zeigte einen zweiphasigen Verlauf. Der Héhepunkt der ERK1/2-
Phoshporylierung wurde zum 5-Minuten-Zeitpunkt erreicht und zeigte daraufhin ein Absinken auf eine
Plateauphase. Inhibition mit H89 (20 uM) fiihrte zu keiner signifikanten Senkung der prastimulierten
Zellreihen. (B) Die Prastimulation mit GDNF zeigte keine wesentlichen Unterschiede in den pRII-
Intensitdten durch die Stimulation mit Forskolin (10 pM). H89 (20 uM) verursachte ein nicht signifikantes
Absinken der pRII-Intensitat. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, *p < 0,01, **p <
0,001, **** p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus; ° p < 0,05, °° p < 0,01,
°°°p < 0,001, °°°° p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus und GDNF+Stimulus; § p < 0,05,
§§ p < 0,01, §§§ p < 0,001, §§8§ p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen stimulierter und inhibierter
Kondition.
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4.4 GDNF verstarkt die ERK1/2-Phosphorylierung durch GPCRs mit
anhaltender Phase der pERK-Aktivierung

Um die Wirkung GDNF im cAMP-Crosstalk zu ERK weiter zu verstehen, benutzten wir in
unserem Experiment den Neurotransmitter Serotonin (5-HT), das Prostaglandin E2
(PGE-2) und ein Prostaglandinanalogon Cicaprost. Es sind Stimulantien, die tber G
Protein-gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) wirken (Berger, 2009; McCorvy & Roth, 2015;
Skieterska, Rondou, & Van Craenenbroeck, 2017). Nach einer 24-stiindigen
Prastimulation mit 30 ng GDNF/ml wurden die Zellen mit 1 uM 5-HT, 10 uM PGE-2 und
10 puM Cicaprost fiir 2.5, 5, 15, 30, 60 und 120 Minuten stimuliert.

Zellen, die nicht mit GDNF prastimuliert wurden, zeigten in der frithen Phase (Minute 1
bis 5) den Hohepunkt der ERK1/2-Phosphorylierung durch Cicaprost (Abb. 4A1, F124 =
0,8668; p > 0,05) und 5-HT (Abb. 4B1, F124 = 1,337; p > 0,05) bei ungefahr 1,2-facher
pERK-Aktivierung. Daraufhin zeigte sich ab dem 15-Minuten-Zeitpunkt das Erreichen
der Grundlinie. PGE-2 zeigte zu keinem Zeitpunkt Intensitdtserh6hungen von pERK
(Abb. 4Cy, F124 = 1,848; p > 0,05).

Zuvor prastimulierte Zellen mittels GDNF zeigten sowohl durch 5-HT und Cicaprost als
auch durch PGE-2 eine signifikante Erhéhung der pERK-Intensitat. Der Verlauf
gestaltete sich wie zuvor. Der Hohepunkt wurde durch alle drei Stimulantien in der
frithen Phase der ERK-Aktivierung (Serotonin = 2.0, F1,24 = 26,99, p < 0,0001; Cicaprost =
1.9, F124 = 66,58, p < 0,0001; Prostaglandin E2 = 1,6, F124 = 38,62, p < 0,0001) erreicht
und zeigte daraufhin ein Absinken. Hier wurde die Grundlinie jedoch nicht erreicht. Es
bildete sich eine anhaltende Phase der pERK-Aktivierung aus.

Cicaprost (Abb. 4A;), Serotonin (Abb. 4B2) und Prostaglandin E2 (Abb. 4C;) zeigten
zudem eine Verstarkung der PKA-RII-Phosphorylierung. Diese zeigte in der frithen
Phase ihren Hohepunkt (Serotonin=1.6, F128 = 715,9, p < 0,0001; Cicaprost=1.6, Fi 28 =
981, p < 0,0001; Prostaglandin E2= 1,4, F128 = 453,6; p < 0,0001) und sank daraufhin ab.
Diese erreichte bei allen drei Stimulantien nach 30 bis 60 Minuten ein Plateau. Cicaprost
zeigte dabei den hochsten Ausschlag zum 5-Minuten-Zeitpunkt mit ungefahr 1,7-facher
pRII-Aktivitat. Die Prastimulation mit GDNF zeigte dabei keine wesentlichen

Unterschiede zur nicht-prastimulierten Gruppe in der Phosphorylierung von PKA-RII.
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Abbildung 4: GDNF verstdrkt die ERK1/2-Phosphorylierung durch GPCRs mit anhaltender Phase der pERK-
Aktivierung

Normalisierte pERK- (links) und pRII-Kinetik (rechts) unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl) iiber
120 Minuten nach Stimulation mit (A) 1 uM Serotonin (5-HT), (B) 10 uM Cicaprost (Cicap) und (C) 10 pM
Prostaglandin E2 (PGE-2). GDNF-prastimulierte Zellen zeigten eine deutliche Verstirkung der pERK-
Intensitdt durch alle 3 Stimulantien. Es zeigte sich der Hohepunkt in der frithen Phase der ERK-
Aktivierung mit Absinken auf eine anhaltende Phase der pERK-Aktivierung. Die Prastimulation mit GDNF
zeigte keine wesentlichen Unterschiede in pRII im Vergleich zur nicht-prastimulierten Gruppe. Werte
gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, **** p < 0,0001 zeigt die
Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus; ° p < 0,05, °° p < 0,01, °°° p < 0,001, °°°° p < 0,0001
zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus und GDNF+Stimulus.
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4.5 Die spite Phase der pERK-Aktivierung durch GDNF und

Serotonin ist abhangig von PKA

Um weiter den Einfluss von GDNF beziiglich der GPCRs zu untersuchen, benutzten wir
den unspezifischen Phosphodiesteraseinhibitor 3-Isobutyl-1-methylxanthin (IBMX)
(Hube, Lee, Rohrig, & Hauner, 1999). Wenn der cAMP-Spiegel fiir die Vermittlung der
Aktivierung verantwortlich wire, wiirde eine Verldngerung der rezeptorinduzierten
cAMP-Spiegel durch IBMX zu einer Verldngerung der Serotonin induzierten ERK1/2-
Phosphorylierung flihren. Hierzu wurden die Zellen mit 30 ng GDNF/ml tber 24
Stunden prastimuliert und anschlief3end unter Zugabe von 1 uM Serotonin (5-HT) tiber
5, 15, 30 und 60 Minuten stimuliert. Als Inhibitor der Phosphodiesterase benutzten wir
30 Minuten vor Stimulationsbeginn 100 pM IBMX und zusatzlich den PKA-Inhibitor H89
(20 uM).

Wie zuvor zeigte sich ohne GDNF zum 5-Minuten-Zeitpunkt der Hohepunkt der pERK-
Intensitat durch 5-HT bei 1,3-facher pERK-Aktivitat (Abb. 54, Fi28= 12,29; p < 0,0001).
Daraufhin folgte ein Absinken der pERK-Intensitat bis zur Grundlinie zum 30-Minuten-
Zeitpunkt. H89 zeigte beziiglich der ERK1/2-Phosphorylierung keinen besonderen
Effekt (F130= 0,1469; p > 0,05). Durch die Inhibition der Phosphodiesterase mittels
IBMX zeigte sich eine erhohte pERK-Intensitit durch 5-HT, welche zum 30- (Fi29 =
20,59; p = 0,0198) und 60-Minuten-Zeitpunkt (Fi29 = 20,59; p = 0,0322) signifikant
waren. Der Klimax wurde zum 5-Minuten-Zeitpunkt erreicht, gefolgt von einem
Absinken bis zur 30. Minute zu einer anhaltenden Phase der pERK-Aktivierung. Die
Induktion der ERK1/2-Phosphorylierung wurde durch IBMX verlangert. Dies weist
darauf hin, dass der Crosstalk in der spaten Phase auf die Anwesenheit von cAMP
angewiesen ist. Durch die zusatzliche Inhibierung von PKA durch H89 zeigte sich eine
Abschwachung der Wirkung durch IBMX. Hier wurde die Grundlinie wieder fast
erreicht. Unter zusatzlicher Prastimulation durch GDNF zeigte sich durch 5-HT eine
signifikante Wirkungsverstarkung der ERK1/2-Phosphorylierung (ABB. 5A, 5B). Der
Hohepunkt war bei ungefdhr 2,3-facher pERK-Aktivitat zum 5-Minuten-Zeitpunkt (F1,29
=201,2; p <0,0001) zu beobachten, woraufhin ein Absinken zu einem Plateau bei 1,4 zu
beobachten war. Durch die Inhibierung mittels H89 zeigte sich in der frithen Phase eine
nicht signifikante Abschwachung von ungefahr 10 % (Abb. 5B, F130 = 13,54; p > 0,05). In
der spaten Phase war eine signifikante Reduktion um ungefahr 20 % (F130 = 13,54; p =

0,0473) zum 30-Minuten-Zeitpunkt zu beobachten. Zellen, die mit 5-HT und IBMX

35



behandelt wurden zeigten durch die Prastimulation mit GDNF eine verstirke pERK-
Intensitat der spaten Phase. Hier war der Unterschied jedoch nicht signifikant (F1,30 =
4,542; p > 0,05). Die friihe Phase zeigte keine Veranderung. Der Zusatz von H89 fiihrte
zum Verlust des Effektes durch IBMX in pERK. Die frithe Phase der pERK-Aktivierung ist
unabhangig von der Phosphodiesterase.

Die Stimulation durch 5-HT zeigte in pRII den Hohepunkt zum 5-Minuten-Zeitpunkt bei
ungefahr 1,7 (Abb. 5C, F128 = 215,7; p < 0,0001). Darauthin folgte das Absinken der PKA-
RII-Phospho-Intensitiat bis auf ein Plateau bei 1,4. Hierbei war der Unterschied zur
Baseline durchgehend signifikant. Die zusatzliche Stimulation mittels IBMX fiihrte zur
signifikanten Steigerung der pRIl-Intensitidt zu allen Zeitpunkten (Fi30 = 100,3; p =
0,0234 bis p < 0,0001). Wurden die 5-HT stimulierten Zellen mittels H89 inhibiert,
erfolgte nur eine leichte Reduktion der PKA-RII-Phosphorylierung (Fi30 = 0,5232; p >
0,05). Dies betraf sowohl die IBMX unbehandelten als auch die IBMX behandelten (F1,30
= 5,316; p > 0,05) Zellen. Die Prastimulation mittels GDNF zeigte keine wesentlichen
Unterschiede (Abb. 5C, 5D). Der Vergleich zwischen 5-HT und 5-HT+GDNF ergab keine
signifikanten Unterschiede in pRII (Abb. 5C, F1,30 = 5,904; p > 0,05).
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Abbildung 5: Die spdte Phase der pERK-Aktivierung durch Serotonin ist abhdngig von PKA
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Normalisierte pERK- (A, B) und pRII-Kinetik (C, D) zu den Kontrollbedingungen (Ctrl, IBMX, H89) iiber 60
Minuten. Links ohne (A, C), rechts (B, D) mit Prastimulation durch 30 ng GDNF/ml iiber 24 Stunden.
Weitere benutzte Wirkstoffe: 1 uM Serotonin (5-HT), 100 uM IBMX, 20 uM H89. (A) Die Stimulation mit 5-
HT zeigte einen frithen Hohepunkt der ERK1/2-Phosphorylierung, gefolgt von einem Absinken auf die
Grundlinie. H89 inhibierte nur die spate Phase der ERK1/2-Phosphorylierung. IBMX verstarkte die pERK-
Intensitdt durch 5-HT in der spaten Phase. Zusatzlich fiihrte dies zu einer anhaltenden Phase der ERK1/2-
Phosphorylierung. Durch H89 kam es zum Wirkungsverlust von IBMX. (B) Durch die Prastimulation mit
GDNF und Stimulation mit 5-HT zeigte sich eine deutliche Wirkungsverstarkung und eine anhaltende
Phase der pERK-Intensitat. H89 schwachte dabei signifikant die spate Phase der pERK-Intensitét ab. 5-HT
und IBMX zeigten eine nicht signifikante Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung der spaten Phase. H89
fiihrte zum Verlust des Effektes durch IBMX. (C) 5-HT zeigte zum 5-Minuten-Zeitpunkt seinen Hohepunkt
in pRI, woraufthin ein Absinken der pRIl-Intensitit erfolgte. IBMX fiihrte zu deutlicher
Wirkungssteigerung von 5-HT. H89 zeigte sowohl durch die alleinige Stimulation durch 5-HT als auch
durch die Kombination von 5-HT und IBMX nur leichte Reduktion der PKA-RII-Phospho-Intensitat. (D)
Die Prastimulation mittels GDNF zeigte keine wesentlichen Unterschiede. Werte gemittelt + SEM. n = 4
Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, * p < 0,01, ** p < 0,001, **** p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen
der Baseline und Stimulus; ° p < 0,05, °° p < 0,01, °°° p < 0,001, °°°° p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel
zwischen Stimulus und GDNF+Stimulus; § p < 0,05, §§ p < 0,01, §§§ p < 0,001, §§§§ p < 0,0001 zeigt die
Signifikanzlevel zwischen stimulierter und inhibierter Kondition.

4.6 Die pERK-/pRII-Aktivierung durch GDNF und Serotonin ist
unabhingig von GRK2/3

G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen fithren zur Phosphorylierung und zur Bindung
von Arrestin an den G-Protein-gekoppelten Rezeptor. Er fiihrt somit zu seiner
Desensibilisierung (Gurevich & Gurevich, 2019). In dieser experimentellen Serie
mochten wir untersuchen ob diese Desensibilisierung Auswirkung auf eine Stimulation
mit GDNF und der GPCRs auf ERK hat.

Hierzu wurden die Zellen mit 30 ng GDNF/ml {iber 24 Stunden prastimuliert und
anschliefdend mit 1uM Serotonin (5-HT) tiber 5, 15, 30 und 60 Minuten stimuliert. Um
den Einfluss von GRK2/3 zu veranschaulichen, wurde der Inhibitor Takeda (cmpd101)
benutzt (Thal, Yeow, Schoenau, Huber, & Tesmer, 2011). Hierzu wurden die Zellen mit
10 pM Takeda liber 60 Minuten inkubiert, bevor die Serotonin-Stimulation begann.
Zellen, die mit 5-HT stimuliert wurden, zeigten in der frithen Phase zum 5-Minuten-
Zeitpunkt eine signifikante Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung bei ungefahr 1,4-
facher pERK-Aktivitat (Abb. 6A, F120=2,564; p = 0,0002). Darauthin folgte das Absinken
der pERK-Aktivitat zuriick auf die Grundlinie. Die 30-miniitige Inhibition mit Takeda
zeigte keine wesentlichen Unterschiede beziiglich der Serotonin-Stimulation (Fi20 =
1,106; p > 0,05). Die Prastimulation mit GDNF zeigte eine deutlich signifikante
Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung durch die Stimulation mit 5-HT. Hier lag der
Hohepunkt auch zum 5-Minuten-Zeitpunkt bei 2,6 (Abb. 6A, Fi20= 162,6; p < 0,0001)
und zeigte ein Absinken auf ein Plateau bei ungefahr 1,5-facher pERK-Aktivitat. Bei der

Prainkubation mit Takeda und anschliefdender Stimulation mit 5-HT zeigten sich keine
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Unterschiede zum 5-Minuten-Zeitpunkt. In der 15. und 30. Minute war eine leichte, nicht
signifikante Erhohung der pERK-Intensitdt um 10 % zu beobachten (Fi20= 1,891; p >
0,05).

Die PKA-RII-Phospho-Intensitidt zeigte durch die Stimulation mit Serotonin den
Hohepunkt bei 1,6 zum 5-Minuten-Zeitpunkt (Abb. 6B, F120= 388,6; p < 0,0001). Darauf
folgte das stetige Absinken der PKA-RII-Phospho-Intensitit auf ein Plateau bei ungefahr
1,25. Dabei blieb zu jedem Zeitpunkt die Steigerung der PKA-RII-Phospho-Intensitit im
Vergleich zur Baseline signifikant (Fi20 = 388,6; p < 0,0001). Die zusatzliche
Prainkubation mit Takeda zeigte keine signifikanten Unterschiede (Fi20= 7,190; p >
0,05). Die Prastimulation mit GDNF zeigte bei der Stimulation mit Serotonin (Fi20=
10,39; p > 0,05) bzw. Serotonin+Takeda (F1,20 = 2,484; p > 0,05) auch keine signifikanten
Unterschiede in der pRII-Kinetik (Abb. 6B). Die Verdanderungen in der Kinetik von pERK
und pRII durch GDNF sind unabhdngig von GRK2/3.
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Abbildung 6: Die pERK- und pRII-Aktivierung durch Serotonin ist unabhdngig von GRK2/3

Normalisierte pERK- (A) und pRII-Kinetik (B) unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl) iiber 60
Minuten. Zur besseren Ubersicht wurden die Kontrollkonditionen separat links aufgefiihrt. Weitere
benutzte Wirkstoffe: 1 pM Serotonin (5-HT), 10 uM Takeda. (A) Die Stimulation mit 5-HT zeigte einen
frithen Hohepunkt der ERK1/2-Phosphorylierung, gefolgt von einem Absinken bis zur Grundlinie. Die
zusatzliche Inhibierung mit Hilfe von Takeda zeigte keine wesentlichen Unterschiede. Die Stimulation mit
GDNF zeigte eine Verstarkung der pERK-Intensitdt durch 5-HT. Hier liefd sich der Hohepunkt zum 5-
Minuten-Zeitpunkt, gefolgt von einem Absinken auf ein Plateau, beobachten. Takeda zeigte keine
signifikante Auswirkung auf die pERK-Intensitit. (B) 5-HT zeigte zum 5-Minuten-Zeitpunkt seinen
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Hohepunkt in pRII, woraufhin ein Absinken der pRII-Intensitdt auf ein Plateau folgte. Die zusatzliche
Prainkubation mit Takeda bewirkte eine nicht signifikante Steigerung um ungefdhr 15 % der RII-
Phosphorylierung in der spaten Phase. Die Prastimulation mit GDNF zeigte keine wesentlichen
Unterschiede in der PKA-RII-Phospho-Intensitit. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p <
0,05, * p < 0,01, *** p < 0,001, **** p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und
Stimulus; ° p < 0,05, °° p < 0,01, °°° p < 0,001, °°°° p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus
und GDNF+Stimulus.

4.7 Die frithe Phase der pERK-Aktivierung durch GDNF und

Serotonin ist von PKC/Calcium abhangig

In der Literatur wird die Aktivierung von ERK durch Serotonin in Abhdngigkeit der
calciumabhangigen Proteinkinase C beschrieben (Crow, Xue-Bian, Siddiqi, & Neary,
2001; Greene et al., 2000). Wir wollten uns die Wirkung der Protein Kinase C in der
Kinetik der GPCRs mit GDNF in ERK veranschaulichen. Hierzu benutzten wir 5 uM des
Proteinkinase C-Inhibitors Bisindolylmaleimide (BIM) und 3 mM des Calcium-
Antagonisten Ethylenglycol-bis(aminoethylether)-N, N, N', N' tetraessigsaure (EGTA)
(Miller & Smith, 1984; Okazaki, Yoshida, Teshima, & Shimada, 2011; Toullec et al., 1991).
Hierzu wurden die Zellen 24 Stunden mit 30 ng GDNF prastimuliert und anschlief3end
fiir 30 Minuten mit BIM und EGTA behandelt, bevor die Stimulation mit 1 uM Serotonin
begann. Dabei wurden die Zellen tiber 5, 15, 30 und 60 Minuten stimuliert.

Zellen, die nur mit 5-HT stimuliert wurden, zeigten nach 5 Minuten den Hohepunkt der
ERK1/2-Phosphorylierung bei circa 1,4-facher pERK-Aktivitdt (Abb. 74, Fi20 = 4,235; p
< 0,0001). Daraufhin folgte ein rasches Absinken der ERK1/2-Phosphorylierung auf die
Grundlinie. Der Zusatz von BIM und EGTA zeigte eine signifikant starke Inhibition der
pERK-Aktivitdt in der 5. Minute (Fi20 = 5,251e-009; p = 0,0072) . Die 24-stiindige
Prastimulation mit GDNF zeigte eine deutliche Wirkungsverstiarkung der ERK1/2-
Phosphorylierung auf ungefahr 2,4 zum 5 Minuten-Zeitpunkt (Abb. 7A, F120 = 128,6; p <
0,0001). Daraufhin folgte ein Absinken der pERK-Intensitit auf ein Plateau bei 1,4 zur
30. (F1,20 = 128,6; p = 0,0014) bzw. 60. Minute (F1,20 = 128,6; p = 0,0022). BIM und EGTA
bewirkten ein signifikantes Herabsinken der ERK1/2-Phosphorylierung um circa 50 %
in der frithen Phase (F1,20 = 18,15; p = 0,0003). In der spaten Phase zeigte sich die nicht
signifikante Abschwachung der pERK-Intensitdt um 10 % (F1,20 = 18,15; p > 0,05).

Die pRII-Intensitdt stieg durch Serotonin auf ungefdahr 1,7 zum 5-Minuten-Zeitpunkt an
(Abb. 7B, F120 = 221,0; p < 0,0001). Daraufhin folgte ein stetiges Absinken der pRII-
Intensitat auf ungefahr 1,3 bis zur 60. Minute (F1,20 = 221,0; p = 0,0004). Der Zusatz von
BIM+EGTA bewirkte zu allen Zeitpunkten eine leichte Abschwachung der PKA-RII-
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Phospho-Intensitat um circa 10-15 % (Fi20 = 2,614; p > 0,05). Die zusatzliche 24-
stiindige Prastimulation mit GDNF zeigte keine wesentlichen Veranderungen der pRII-
Kinetik (Abb. 7B). Nur zum 5 Minuten Zeitpunkt war eine signifikante Abschwachung
durch BIM und EGTA sichtbar (F1,20 = 20,93; p = 0,0096).
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Abbildung 7: Die friihe Phase der pERK-Aktivierung durch GPCRs ist von PKC/Calcium abhdngig
Normalisierte pERK- (A) und pRII-Kinetik (B) unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl, BIM+EGTA)
iber 60 Minuten. Zur besseren Ubersicht wurden die Kontrollkonditionen separat links aufgefiihrt.
Weitere benutzte Wirkstoffe: 1 uM Serotonin (5-HT), 5 uM BIM, 3 mM EGTA. (A) Die Stimulation mit 5-HT
zeigte den Hohepunkt der pERK-Intensitdt in der frithen Phase, gefolgt von einem Absinken bis zur
Grundlinie. Der Zusatz von BIM und EGTA bewirkte eine deutliche Abschwachung der pERK-Intensitat in
der frithen Phase. Die 24-stiindige Prastimulation mit GDNF zeigte eine deutliche Wirkungsverstarkung
der pERK-Intensitat zu allen Zeitpunkten. Die Inhibition mit BIM und EGTA zeigte auch eine deutliche
Abschwachung in der frithen Phase der ERK1/2-Phosphorylierung. (B) Die Stimulation mit 5-HT zeigte in
der frithen Phase den Hohepunkt der PKA-RII-Phospho-Intensitit. Darauthin folgte ein stetiges Absinken
der pRII-Intensitdt. Die 24-stiindige Prastimulation mit GDNF zeigte keine wesentlichen Unterschiede
beziiglich der PKA-RII-Phospho-Intensitét. Die Inhibition mit BIM+EGTA zeigte zum 5-Minuten-Zeitpunkt
einen Abfall der pRII-Intensitat unter GDNF und 5-HT. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p
< 0,05, * p < 0,01, ** p < 0,001, *** p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und
Stimulus; ° p < 0,05, °° p < 0,01, °°° p < 0,001, °°°° p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus
und GDNF+Stimulus; § p < 0,05, §§ p < 0,01, §§§ p < 0,001, §§8§§ p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel
zwischen stimulierter und inhibierter Kondition.
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4.8 Die frithe Phase der ERK1/2-Phosphorylierung durch GDNF und
Serotonin ist abhdngig von MEK1 /2

Ziel dieser experimentellen Serie war es, den Einfluss von MEK1/2 auf den cAMP-
Crosstalk zu ERK zu veranschaulichen. Hierzu wurden nach einer 24-stiindigen
Prastimulation mit 30 ng GDNF/ml die Zellreihen mit 1 uM Serotonin tiber 5, 15, 30 und
60 Minuten stimuliert. Bevor die Stimulation mit Serotonin begann, wurden einige
Zellreihen mit dem MEK1/2-Inhibitor Selumetinib (Dymond et al, 2017) in
verschiedenen Dosen (10 nM, 100 nM ,1000 nM) fiir 30 Minuten inkubiert.

Die Stimulation mit Serotonin zeigte ihren Hohepunkt der ERK1/2-Phosphorylierung
bereits zum 5-Minuten-Zeitpunkt bei circa 1,45-facher pERK-Aktivitiat (Abb. 8A, Fi20 =
5178; p < 0,0027). Darauthin folgte ein stetiges Absinken der ERK1/2-
Phosphorylierung. Ab der 30. Minute wurde dabei die Grundlinie wieder erreicht. Die
Inhibition mit 10 nM (F1,20 = 0,03216; p > 0,05) und 100 nM (F120 = 0,01647; p > 0,05)
Selumetinib fiihrte zu keinem signifikanten Absinken der ERK1/2-Phoshorylierung
durch Serotonin zum 5-Minuten-Zeitpunkt. Lediglich die Inhibition mit Selumetinib in
der Hochstdosis von 1000 nM zeigte keine pERK-Aktivitit zum 5-Minuten-Zeitpunkt
(F120 = 3,443; p = 0,0045). Die Prastimulation mit GDNF bewirkte einen signifikanten
Anstieg der pERK-Intensitdt (Abb. 84, 8B). Die Stimulation mit Serotonin hatte ihren
Klimax zum 5-Minuten-Zeitpunkt bei ungefahr 2,1 (F1,20 = 122,3; p < 0,0001). Daraufhin
folgte ein Absinken der pERK-Intensitat. Ab der 30. Minute bildete sich ein Plateau bei
einer ERK1/2-Phosphorylierung von 1,4 aus (F1,20 = 122,3; p < 0,0066). Die zusatzliche
Inhibition mit Selumetinib fiihrte in der Dosis 10 nM zu einem geringen Absinken der
pERK-Intensitdat in der spaten Phase (Abb. 8B, Fi20 = 0,1243; p > 0,05). 100 nM
Selumetinib zeigte keine Veranderung in der frithen Phase der ERK-Aktivierung (F1,20 =
0,1043; p > 0,05). In der 60. Minute lief3 sich ein nicht signifikantes Absinken der pERK-
Intensitat von ungefahr 1,5 auf circa 1,2 beobachten (F120 = 0,1043; p > 0,05). Als die
Dosis von Selumetinib nochmal um das 10-fache erhoht wurde, fiihrte der Gebrauch von
1000 nM Selumetinib und 1 uM Serotonin zu einem signifikanten Absinken der ERK1/2-
Phosphorylierung in der frithen Phase. Zum 5-Minuten-Zeitpunkt wurde der Hohepunkt
der pERK-Intensitit von ungefdhr 2,1 auf ungefihr 1,5 gesenkt (Fi20 = 33,64; p =
0,0012). Die ERK1/2-Phosphorylierung ist also abhédngig von MEK1/2.

Die Stimulation mit Serotonin zeigte auch in pRII ihren Hohepunkt nach 5 Minuten bei

ungefahr 1,55-facher pRII-Aktivitat (Abb. 8C, F120 = 217,7; p < 0,0001). Daraufhin zeigte
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die Stimulation mit Serotonin ein stetiges Absinken der PKA-RII-Phospho-Intensitat auf
ungefahr 1,15 zum 60-Minuten-Zeitpunkt (F120 = 217,7; p = 0,0001). Die Inkubation mit
Selumetinib in verschiedenen Dosen fiihrte dabei zu keinen relevanten Veranderungen.
Auch die Prastimulation mit GDNF iiber 24 Stunden zeigte keine signifikante
Veranderung der PKA-RII-Phospho-Intensitaten bei der Stimulation mit Serotonin bzw.

Inhibition mittels Selumetinib (Abb. 8C, 8D).
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Abbildung 8: Die friihe Phase der ERK1/2-Phosphorylierung durch GPCRs ist abhdngig von MEK1/2
Normalisierte pERK- (A, B) und pRII-Kinetik (C, D) unter Kontrollbedingungen (Ctrl; 10 nM, 100 nM und
1000 nM Selumetinib). B und D zeigen Konditionen, in der alle Zellreihen mit 30 ng GDNF/ml
prastimuliert wurden. Weitere benutzte Wirkstoffe: 1 uM Serotonin (5-HT); 10, 100 und 1000 nM
Selumetinib. (A) Die Stimulation mit Serotonin zeigte eine friithe Phase der ERK-Aktivierung und einen
raschen Abfall bis auf die Grundlinie. Ab einer Dosis von 1000 nM Selumetinib kam es zu einem Abfall der
pERK-Intensitat bis auf die Grundlinie. (B) Die Prastimulation mit GDNF zeigte einen deutlichen Anstieg
der ERK1/2-Phosphorylierung zu allen Zeitpunkten. Auch hier zeigte Selumetinib seine Wirkung durch
den Abfall der pERK-Intensitat erst ab der Dosis 1000 nM. Hier kam es in der frithen Phase der ERK1/2-
Phosphorylierung zu einem Abfall. (C, D) Durch Serotonin kam es zum Hoéhepunkt der PKA-RII-
Phosphorylierung zum 5-Minuten-Zeitpunkt. Daraufhin folgte ein Absinken auf ein bestehendes Plateau
der pRII-Intensitdt. Selumetinib fiihrte zu keiner Reduktion der pRII-Intensitdt. Auch die Prastimulation
mit 30 ng GDNF/ml zeigte keine Unterschiede. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05,
**p<0,01,**p<0,001, ****p<0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus; ° p
< 0,05, ®° p < 0,01, °°° p < 0,001, °°°° p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus und
GDNF+Stimulus; § p < 0,05, 8§ p < 0,01, §§§ p < 0,001, §§§§ p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen
stimulierter und inhibierter Kondition.
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4.9 GDNF beeinflusst unter 007 den cAMP-Crosstalk zu ERK
abhidngig von Epac2

In der Literatur wird die Aktivierung von ERK durch 007 beschrieben (Chen et al., 2004;
Fang & Olah, 2007). Um den Einfluss von GDNF auf den Epac-Aktivator 007 ndher zu
verstehen, benutzten wir den Epac2-Inhibitor ESI-05, den PKA-Inhibitor H89 und den
Proteinkinase C- bzw. Calcium-Antagonisten BIM und EGTA. Hierzu wurden die Zellen
tiber 24 Stunden mit 30 ng GDNF/ml prastimuliert und anschliefend mit 30 uM 007 fiir
5 bzw. 30 Minuten stimuliert. 30 Minuten bevor die Stimulation mit 007 begann, wurden
einige Zellreihen mit 10 pM ESI-05, 20 pM H89 oder 5 pM BIM plus 3 mM EGTA
prainkubiert.

Die Stimulation mit 007 bewirkte zum 5-Minuten-Zeitpunkt eine Steigerung der pERK-
Intensitat auf ungefahr 1,5 (Abb. 94, F22 = 10,34; p = 0,0098). Die Prainkubation mit ESI-
05 bewirkte dabei eine signifikante Inhibition der pERK-Intensitat durch 007 bis auf die
Grundlinie (F22 = 7,382; p = 0,0071). Die Inhibition von PKA mit Hilfe von H89 zeigte ein
nicht signifikantes Absinken der pERK-Intensitit durch 007 auf 1,4 (Fz2 = 4,202 ; p >
0,2217). Die Prainkubation mit BIM plus EGTA bewirkte eine nicht signifikant
unterschiedliche ERK1/2-Phosphorylierung bzgl. 007 auf 1,3 (F2,2 = 2044; p > 0,05). Die
zusatzliche Prastimulation mit GDNF iiber 24 Stunden bewirkte zum 5-Minuten-
Zeitpunkt eine deutliche Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung durch 007 um das
2,3-fache (Abb. 9B, GDNF+007 vs. GDNF-Ctrl: Fz> = 91,26; p = 0,0006)). Auch hier
bewirkte ESI-05 trotz GDNF-Prastimulation die signifikante Inhibition der pERK-
Intensitat bis auf 1,2 (F22 = 6,215; p = 0,0016). Im Gegensatz dazu fiihrte die Inhibition
mittels H89 ein geringfiigiges Absinken der ERK1/2-Phosphorylierung auf ungefahr 2,0
herbei (F22 = 2,053; p > 0,05). BIM plus EGTA fiihrte zu einer signifikanten Reduktion
der pERK-Intensitat auf ungefdhr 1,6 (Fz2 = 1,008; p = 0,0249). Die 30-miniitige
Stimulation mit 007 bewirkte eine Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung auf
ungefahr 1,4 (Abb. 9C, F22 = 7,751; p = 0,0194). Die Prainkubation mit ESI-05 inhibierte
die ERK1/2-Phosphorylierung signifikant bis fast auf die Grundlinie (F2> = 13,42; p =
0,0373). H89 inhibierte diese ERK1/2-Phosphorylierung auf eine Intensitat von 1,3. BIM
plus EGTA fiihrte zu keiner signifikant unterschiedlichen ERK1/2-Phosphorylierung
bzgl. 007 (F22=10,61; p > 0,05).

Die zusatzliche Prastimulation mit GDNF bewirkte zum 30-Minuten-Zeitpunkt eine

deutliche Steigerung der pERK-Intensitit durch 007 auf ungefihr 2,0 (Abb. 9D,
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GDNF+007 vs. GDNF-Ctrl: Fz> = 36,89; p = 0,0004). Auch hier zeigte sich durch die
Prainkubation mit ESI-05 ein signifikantes Absinken der pERK-Intensitat auf 1,4 (F22 =
1,337; p = 0,0090). H89 fiihrte zu einem signifikanten Absinken der pERK-Intensitat auf
circa 1,6 (F22 = 1,192; p = 0,0247). BIM plus EGTA zeigte trotz GDNF keine signifikant
unterschiedliche Inhibition (Fz2 = 1,185; p = 0,0652). ESI-05 blockierte also sowohl bei
5- als auch 30-minttiger 007-Stimulation die ERK1/2-Phosphorylierung vollstandig. Die
GDNF prastimulierten Zellreihen zeigten dabei auch eine signifikante Reduktion der
pERK-Intensitat durch ESI-05. Die Verstarkung der pERK-Intensitdt durch GDNF und
007 ist dabei nur zu einem geringfligigen Teil PKA-abhdngig. Die Verdnderung des
cAMP-Crosstalk zu ERK durch GDNF erfolgt unabhangig von PKC.

Nach 5-miniitiger 007-Stimulation zeigte sich ein signifikanter Anstieg der pRII-
Intensitat auf ungefahr 2,0 (Abb. 104, F22 = 83,82; p < 0,0001). Die Prainkubation mit
ESI-05 bewirkte hierbei ein signifikantes Absinken der pRII-Intensitat auf circa 1,7 (Fz2
= 1,460; p = 0,0019). Die Inhibition mittels H89 (F2. = 2,218; p > 0,05) oder BIM plus
EGTA (F22 =1,208; p > 0,05) zeigte nur ein unwesentliches Absinken der pRII-Intensitat.
Die 24-stiindige Prastimulation mit GDNF zeigte dabei keine Verstarkung pRII-Intensitat
zum 5-Minuten-Zeitpunkt durch 007 (Abb. 10B, GDNF+007 vs. 007: Fz2 = 1,262; p >
0,05). Sowohl ESI-05 (Fz2 = 2,261; p = 0,0069) als auch BIM plus EGTA (Fz2 =1,630; p =
0,1992) zeigten hier trotz GDNF-Prastimulation das gleiche Verhalten im Vergleich zur
Nicht-GDNF-prastimulierten Gruppe. H89 zeigte ein signifikantes Absinken der pRII-
Intensitat auf 1,9 (F22=76,72; p = 0,0231).

Die Stimulation mit 007 iiber 30 Minuten zeigte dhnliche Ergebnisse. Nach 30-miniitiger
Stimulation mit 007 zeigte sich ein Anstieg der PKA-RII-Phospho-Intensitat auf circa 2,2
(Abb. 10C, F22 = 105,2; p < 0,0001). ESI-05 bewirkte hier eine signifikante Reduktion der
PKA-RII-Phospho-Intensitit auf ungefahr 2,0 (F22 = 60,11; p = 0,0096). H89 fiihrte zu
einer signifikanten Reduktion der pRII-Intensitat durch 007 auf circa 1,9 (F22 = 1,062; p
= 0,0116). BIM plus EGTA fiihrten zu einer nicht signifikant unterschiedlichen pRII-
Intensitat von 2,1 (Fz2 = 1,655; p > 0,05). Die 24-stiindige Prastimulation mit GDNF
zeigte keine wesentlichen Unterschiede zur nicht-prastimulierten Gruppe (Abb. 10D).
Sowohl ESI-05 (F22 = 1,547; p > 0,05) als auch BIM plus EGTA (F22 = 2,331; p > 0,05)
blockierten nur einen geringen Teil der pRII-Intensitit. H89 zeigte eine signifikante
pRII-Intensititsveranderung (Fz2 = 3,498; p = 0,0035) durch die Prastimulation mit
GDNF.
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Abbildung 9: GDNF beeinflusst unter 007 den cAMP-Crosstalk zu ERK abhdngig von Epac2

Normalisierte pERK-Kinetik unter Kontrollbedingungen (Ctrl, BIM+EGTA, ESI-05, H89). (A) ohne, (B) mit
24-stlindiger Prastimulation 30 ng GDNF/ml. Weitere benutzte Wirkstoffe: 30 uM 007, 10 uM ESI-05, 20
uM H89 und 5 uM BIM plus 3 mM EGTA. (A) Die 5-miniitige Stimulation mit 007 bewirkte einen
signifikanten Anstieg der pERK-Intensitat. BIM+EGTA fiihrte zu einer nicht signifikanten Reduktion der
Phosphorylierung. ESI-05 fiihrte zu einer signifikanten Inhibition der ERK1/2-Phosphorylierung bis auf
die Grundlinie. Die Inhibition mit H89 fiihrte zu einer geringen pERK-Intensitdtsabnahme. (B) Die
Prastimulation mit GDNF fiihrte zu einer deutlichen Verstarkung der ERK1/2-Phosphorylierung. Die
Inhibition mit BIM+EGTA oder ESI-05 fiihrte zu einem signifikanten Abfall der pERK-Intensitat. (C) Die
30-miniitige Stimulation mit 007 fiihrte zu einem signifikanten Anstieg der pERK-Intensitat. Die Inhibition
mit BIM+EGTA fiihrte keinen Abfall der pERK-Intensitit herbei. ESI-05 inhibierte die ERK1/2-
Phosphorylierung signifikant bis fast auf die Grundlinie. Durch H89 kam es zu einem geringen Absinken
der pERK-Intensitiat. (D) Die Prastimulation mit GDNF zeigte eine deutliche Steigerung der pERK-
Intensitdt durch 007. BIM+EGTA filihrte zu einer nicht signifikanten Reduktion der pERK-Intensitat. Die
Inhibition mit ESI-05 liefd die ERK1/2-Phosphorylierung signifikant herabsinken. Durch H89 sank die
pERK-Intensitat signifikant. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01, * p <
0,001, **** p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus; § p < 0,05, §§ p <
0,01, §§§ p < 0,001, §§8§§ p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen stimulierter und inhibierter
Kondition.
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Abbildung 10: GDNF beeinflusst den cAMP-Crosstalk zu ERK abhdngig von Epac2

Normalisierte pRII-Kinetik unter Kontrollbedingungen (Ctrl, BIM+EGTA, ESI-05, H89). (A) ohne, (B) mit
24-stlindiger Prastimulation 30 ng GDNF/ml. Weitere benutzte Wirkstoffe: 30 uM 007, 10 uM ESI-05, 20
UM H89 und 5 pM BIM plus 3mM EGTA. (A) Die 5-miniitige Stimulation mit 007 fiihrte zu einem Anstieg
der pRII-Intensitat. Durch BIM+EGTA sank diese geringfiigig ab. Die Inhibition mit ESI-05 fiihrte zu einem
signifikantem Herabsinken der PKA-RII-Phosphorylierung. H89 bewirkte eine nicht signifikante Inhibition
der pRII-Intensitat. (B) Die Prastimulation mit GDNF bewirkte keine Steigerung der pRII-Intensitat durch
007. Hier zeigte sich jedoch ein signifikanter Unterschied durch die Inhibition mit H89. (C) Die 30-
miniitige Stimulation mit 007 zeigte einen Anstieg der pRII-Intensitdt. Die Inhibition mit BIM+EGTA
bewirkte einen geringen Abfall der pRII-Intensitat. ESI-05 bzw. H89 bewirkte einen Abfall der pRII-
Intensitdt auf 2,0 bzw. 1,9. (D) Die Prastimulation mit GDNF zeigte keinen Anstieg der PKA-RII-
Phosphorylierung durch 007. Nur die Inhibition mit H89 zeigte einen signifikanten Abfall der pRII-
Intensitdt auf 1,9. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****
p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus; § p < 0,05, §§ p < 0,01, §§§ p <
0,001, §§§§ p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen stimulierter und inhibierter Kondition.
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4.10 GDNF verstiarkt die ERK1/2-Phosphorylierung durch den Epac
Aktivator 007 unabhingig von GRK2 /3

Um weiterhin den Einfluss von GDNF in der pERK- und pRII-Kinetik zu verstehen,
benutzen wir 30 pM des Epac-Aktivators 8-CPT-2Me-cAMP (007) (Parnell, Palmer, &
Yarwood, 2015). Dabei wurden die Zellen tber 24 Stunden mit 30 ng GDNF/ml
prastimuliert und anschliefdend mit 007 fiir 5, 15, 30 und 60 Minuten stimuliert. Um den
Einfluss von GRK2/3 zu sehen, wurde der Inhibitor Takeda (cmpd101) benutzt. Hierzu
wurden die Zellen mit 10 pM Takeda tiber 60 Minuten inkubiert, bevor die 007-
Stimulation begann.

Zellen, die mit 007 stimuliert wurden, zeigten den Hohepunkt der ERK1/2-
Phosphorylierung zum 5-Minuten-Zeitpunkt bei ungefahr 1,6-facher pERK-Aktivitat
(Abb. 11A, F120 =136,2; p < 0,0001). Daraufhin folgte ein Absinken der ERK-Aktivitit auf
ungefahr 1,4 zum 30 Minuten Zeitpunkt zu einem Plateau (Fi20 = 136,2; p = 0,0002).
Hier blieben die pERK-Intensititen stets signifikant im Vergleich zur Baseline. Der
Einsatz des GRK2/3-Inhibitors zeigte mit 007 in der frithen Phase eine leichte, nicht
signifikante Erhohung der ERK-Aktivitdt (Fi20 = 0,9291; p > 0,05). Unter dem Einfluss
von GDNF stieg die durch 007 induzierte ERK1/2-Phosphorylierung stark und
signifikant an. Hier zeigte sich der Hohepunkt in der 5. Minute bei circa 2,5-facher pERK-
Aktivitat (Abb. 11A, F1,20 = 60,38; p < 0,0001). Auch hier folgte ein Absinken der ERK-
Aktivitat bis zur 30. Minute auf ungefdhr 1,8 (F120 = 60,38; p = 0,0206) und erreichte
hier sein Plateau. Takeda zeigte in der frithen Phase in den prastimulierten Zellreihen
eine leichte Erhohung der ERK1/2-Phosphorylierung um 10 %. In der spaten Phase war
ein leichtes Absinken der ERK1/2-Phosphorylierung um 10 % zu beobachten. Takeda
zeigte dabei jedoch keine signifikante Veranderung (F120 = 0,01706; p > 0,05).

Die PKA-RII-Phospho-Intensitait stieg signifikant durch die Stimulation mit 007 auf das
2,4-fache an (Abb. 11B, Fi120 = 1281; p < 0,0001) und bildete ein Plateau zwischen 2,4
und 2,6. Die Inhibition von GRK2/3 mittels Takeda zeigte keinen Einfluss auf die PKA-
RII-Phospho-Intensitat (Fi20 = 0,1803; p > 0,05). Die Prastimulation mit GDNF iiber 24
Stunden zeigte keine Veranderung der pRII-Kinetik in der Stimulation mit 007 (Abb.
11B, F120=0,7288; p > 0,05). bzw. der Inhibition mit Takeda (F1,20 = 0,4520; p > 0,05).
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Abbildung 11: GDNF verstdrkt die ERK1/2-Phosphorylierung durch den Epac-Aktivator 007 unabhdngig von
GRK2/3

Normalisierte pERK- (A) und pRII-Kinetik (B) unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl) iiber 60
Minuten. Zur besseren Ubersicht wurden die Kontrollkonditionen separat links aufgefiihrt. Weitere
benutzte Wirkstoffe: 007 (30 uM), Takeda (10 pM). 007 zeigte seinen Hohepunkt der ERK1/2-
Phosphorylierung zum 5-Minuten-Zeitpunkt. Daraufhin folgte ein Absinken zu einem Plateau. In
Kombination mit Takeda zeigte 007 keine signifikante Veranderung. Die Prastimulation mit GDNF zeigte
eine deutliche Steigerung der pERK-Intensitdt durch 007. Die Inhibition mit Takeda fiihrte zu keiner
signifikanten Veranderung der pERK-Intensitat. (B) Die Stimulation mit 007 zeigte eine Erhohung der
pRII-Intensitat mit Ausbildung eines Plateaus. Takeda zeigte keine wesentliche Verdnderung der pRII-
Kinetik durch 007. Auch die Prastimulation mit GDNF zeigte keine Veranderung der pRII-Kinetik durch
007 und Takeda. Werte gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001, ****
p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus;® p < 0,05, °° p < 0,01, °*° p <
0,001, °°°° p < 0,0001 zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus und GDNF+Stimulus.

4.11 Nach dem Auswaschen von GDNF bleiben die Effekte des

neurotrophischen Faktors erhalten

In dieser experimentellen Serie wollten wir untersuchen, was ein Auswaschen des
neurotrophischen Faktors GDNF nach einer 24-stiindigen Inkubation bewirkt. Zur
Visualisierung wurden zusatzlich Daten aus den vorherigen Experimenten erhoben, um
diese mit der neuen experimentellen Serie zu vergleichen. Die Daten aus den vorherigen
Experimenten wurden in der Abbildung 12 graulich gestuft. Zellreihen, in denen GDNF

bzw. die Zellen ausgewaschen wurden, gehdren der neuen experimentellen Serie an
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(schwarz gestuft). Diese wurden in der Abbildung schwarz gestuft. Die Zellen wurden
zundchst iber 24 Stunden mit 30 ng GDNF/ml prastimuliert. Anschlieféend wurde 2/3
des Mediums einiger Zellreihen 7 Mal ausgewaschen. Es resultierte eine
Endkonzentration von 0,0137 ng GDNF/ml. Anschliefdend erfolgte eine 5- bzw. 30-

miniitige Stimulation mit 10 uM Forskolin.
Washout cycle GDNF (ng/ml)

30

10

3.33

1.11

0.37

0.12
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N O 1o W NN »r O

0.01

Zellen, die nach dem Auswaschen 5 Minuten mit Forskolin stimuliert wurden, zeigten
einen Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung auf ungefahr 1,5 (Abb. 124, F22 = 11,46; p
< 0,0001). Die 24-stiindige Prastimulation mit GDNF bewirkte eine Verstarkung der
ERK1/2-Phosphorylierung auf das circa 2,4-fache (Abb. 12A, F2, = 7,365; p < 0,0001).
Im Vergleich (GDNF+Fsk vs. Fsk) kam es zu einer deutlich signifikanten Verstarkung der
pERK-Intensitdt (Fz2= 11,06; p < 0,0004). Zellen, welche nach dem Auswaschen 30
Minuten mit Forskolin stimuliert wurden, zeigten eine pERK-Intensitit von ungefahr 1,4
(Abb. 12B, Fz2 = 5,602; p = 0,0002). GDNF verstarkte dabei die ERK1/2-
Phosphorylierung auf ungefahr 1,6 (Abb. 12B, F22 = 6,899; p < 0,0001). Im Vergleich
(GDNF+Fsk vs. Fsk) kam es auch hier zu einem signifikanten Anstieg der pERK-
Intensitat (Fz2 = 1,232; p = 0,0081). In Kontrast zum herangezogenen Datensatz zeigten
die Zellreihen das gleiche Verhalten. Trotz der Auswaschung von GDNF, blieben die
Effekte beziiglich der ERK1/2-Phosphorylierung erhalten.

Durch das Auswaschen und einer 5-miniitigen Stimulation mit Forskolin kam es zu
einem Anstieg der PKA-RII-Phospho-Intensitit auf das circa 2,25-fache (Abb. 12C, F2> =
9,342; p < 0,0001). Die GDNF-vorbehandelten Zellen zeigten nach der Forskolin-
Stimulation hierbei sehr dhnliche Ergebnisse in der pRII-Intensitit (Abb. 12C, F;2 =
4,331; p < 0,0001). Im Vergleich (GDNF+Fsk vs. Fsk) war kein signifikanter Anstieg der
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pRII-Intensitdt zu beobachten (Fz2 = 1,074; p > 0,05). Zellreihen zeigten unter 30-
miniitiger Stimulation mit Forskolin eine pRII-Intensitdt von ungefahr 2,1 (Abb. 12D, F;2
= 13,62; p = 0,0066). Auch die GDNF-prastimulierten Zellreihen zeigten hier sehr
ahnliche pRII-Intensitaten (Abb. 12D, Fz; = 9,373; p = 0,0018). Das Auswaschen des
neurotrophischen Faktors zeigte sowohl nach 5-miniitiger als auch nach 30-miniitiger
Stimulation keine Unterschiede im Verhalten der PKA-RII-Phospho-Intensitaten im
Vergleich zum herangezogenen Datensatz. Insgesamt lief3 sich zeigen, dass nach der 24-
stiindigen Prastimulation mit GDNF auch unter Abwesenheit des neurotropischen

Faktors die Effekte erhalten bleiben.
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Abbildung 12: Nach dem Auswaschen von GDNF bleiben die Effekte des neurotrophischen Faktors erhalten
Normalisierte pERK- (A) und pRII-Intensititen (B) unter Kontrollbedingungen (Ctrl, GDNF-Ctrl). 24-
stiindige Prastimulation mit 30 ng GDNF/ml und 5- (links) bzw. 30-miniitige (rechts) Stimulation mit 10
UM Forskolin. Daten aus vorherigen Experimenten wurden zur Visualisierung links zusatzlich eingefiigt
(graulich gestuft). Zellreihen, die ausgewaschen wurden, entsprechen dem neuen Datensatz (schwarz
gestuft).

(A) Nach der Auswaschung von GDNF bleiben die Effekte in pERK erhalten. (B) Die Auswaschung von
GDNF zeigte keine Unterschiede in pRII im Vergleich zu den nicht ausgewaschenen Zellreihen. Werte
gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001, **** p < 0,0001 zeigt die
Signifikanzlevel zwischen der Baseline und Stimulus; ° p < 0,05, °° p < 0,01, °*° p < 0,001, °°°° p < 0,0001
zeigt die Signifikanzlevel zwischen Stimulus und GDNF+Stimulus.

4.12 Die frithe Phase der ERK-Aktivierung ist das Ergebnis von

Priming; die anhaltende Phase der ERK-Aktivierung ist das Ergebnis

von anhaltender Signaltransduktion
In dieser experimentellen Serie wollten wir die akute und spate Phase der ERK-
Aktivierung naher verstehen. Dabei wurden die Zellen nach einer 24-stiindigen

Prastimulation mit 30 ng GDNF/ml mit verschiedenen Wirkstoffen fiir 5 bzw. 30
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Minuten stimuliert. Dabei handelte es sich um 30 uM 007, 10 uM Forskolin und 1 uM
Serotonin. Vor der Stimulation wurden einige Zellreihen fiir 30 Minuten mit dem RET-
Inhibitor XL-184 (4 uM) inkubiert (Y. Zhang, Guessous, Kofman, Schiff, & Abounader,
2010). RET wird aktiviert, wenn die GDNF-family of ligand (GFLs) an den GDNF-family
receptor-a (GFRa) Rezeptoren bindet, um so weitere Prozesse in der Zelle in Gang zu
setzen (Airaksinen et al., 1999; Takahashi, 2001).

Zellen, die mit XL-184 vorbehandelt wurden, zeigten nach 5-miniitiger Stimulation (Abb.
13A) mit dem Wirkstoff 007 eine Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung auf 1,5 (F2:
= 163,7; p > 0,05). Forskolin (Fz2 = 8,353; p = 0,0036) und Serotonin (Fz; = 70,47; p >
0,05) bewirkten eine Steigerung der pERK-Intensitat auf das 1,3-fache. Die 24-stiindige
Prastimulation mit GDNF verstarkte die ERK1/2-Phosphorylierung durch 007, Forskolin
und Serotonin signifikant (Abb. 13A). Bei der Stimulation mit 007 kam es zu einem
signifikanten Anstieg der pERK-Intensitat von circa 1,5 auf ungefahr 2,2 (F22 = 3,970; p
= 0,0179). Bei der 5-miniitigen Stimulation mit Forskolin bewirkte GDNF die
signifikante Verstarkung der ERK1/2-Phosphorylierung von 1,3 auf fast 2,0 (Fz2 =
14,46; p = 0,0118). Die Stimulation mit Serotonin zeigte einen signifikanten Anstieg der
pERK-Intensitat durch GDNF von 1,3 auf 2,0 (Fz22 = 2,510; p = 0,0247). Im Vergleich zu
den Zellreihen, welche nicht mit dem RET Inhibitor behandelt wurden, zeigten die
Zellreihen zum 5-Minuten-Zeitpunkt das gleiche Verhalten unter GDNF (Abb. 13A). Auch
hier verstirkte GDNF die ERK1/2-Phosphorylierung durch 007 (Fz2 = 2,044; p =
0,0089), Forskolin (F22 = 3,501; p = 0,0004) und Serotonin (F22 = 2,026; p = 0,0032)
signifikant.

Nach 30-miniitiger Inkubation mit XL-184 und anschliefdender Stimulation (Abb. 13B)
mit 007 (Fz2 = 9,549; p = 0,0012) und Forskolin (F22 = 2,635; p = 0,0001) tiber 30
Minuten beobachteten wir eine Steigerung der pERK-Intensitat auf 1,4. Serotonin zeigte
eine geringe ERK1/2-Phosphorylierung von 1,1 (Fz2 = 1,214; p > 0,05). In den XL-184-
inkubierten Zellreihen zeigte die Prastimulation mit GDNF (Abb. 13B) keine signifikante
Verstarkung der ERK1/2-Phoshorylierung durch die Stimulantien (007: F22 = 4,034, p >
0,05; Forskolin: Fz2 = 12,92, p > 0,05; Serotonin: Fz2 = 21,99, p > 0,05) mehr. Verglichen
mit den XL-184 unbehandelten Zellen fiihrte die Inhibition zum Wirkungsverlust von
GDNF zum 30-Minuten-Zeitpunkt in pERK (Abb. 13B). Die akute Phase der ERK-
Aktivierung ist ein Ergebnis von Priming, wobei die anhaltende Phase der ERK-

Aktivierung das Ergebnis von anhaltender Signaltransduktion ist.
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Zum 5-Minuten-Zeitpunkt (Abb. 13C) zeigte sich durch die Inhibition mit XL-184 und
anschliefdender Stimulation mit 007 eine pRII-Intensitit von ungefahr 2,0 (F22 = 20,63;
p < 0,0001). Forskolin zeigte bei einer Stimulation von 5 Minuten eine PKA-RII-
Phospho-Intensitit von circa 1,8 (Fz2 = 72,20; p = 0,0001). Serotonin als dritter
Wirkstoff zeigte hier eine pRII-Intensitat von ungefahr 1,4 (F22 = 37,44; p = 0,0004). Die
Prastimulation mit GDNF (Abb. 13C) und anschlief3ender Stimulation mit 007 (Fz. =
4,253; p > 0,05), Forskolin (Fz2 = 1,852; p > 0,05) oder Serotonin (Fz2 = 1,143; p > 0,05)
zeigte dabei keine signifikanten Unterschiede in den pRII-Intensititen zur nicht-
prastimulierten Gruppe. Die Inhibition mit XL-184 und anschliefender 30-miniitiger
Stimulation durch 007 bzw. Forskolin (Abb. 13D) zeigte im Vergleich zur Stimulation
iber 5 Minuten einen leichten, nicht signifikanten, Anstieg der PKA-RII-Phospho-
Intensitat. Serotonin zeigte hier einen Abfall der pRII-Intensitat. Beziiglich GDNF zeigte
sich jedoch das gleiche Verhalten. Es kam zu keiner signifikanten Veranderung durch
den neurotrophischen Faktor (Abb. 13D). Die XL-184 unbehandelten Zellreihen zeigten
nach 30-minttiger Stimulation mit Serotonin einen signifikanten Anstieg (F22 = 1,09,8; p
= 0,0496). Dieser war in der XL-184-inhibierten Zellreihe nicht mehr zu beobachten (F;2
=1,518; p > 0,05). Im Vergleich zeigten sich insgesamt keine wesentlichen Unterschiede

in pRI], trotz der Inhibition mit XL-184 (Abb. 13D).
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Abbildung 13: Die friihe Phase der ERK-Aktivierung ist das Ergebnis von Priming; die anhaltende Phase der
ERK-Aktivierung ist ein Ergebnis von anhaltender Signaltransduktion
Normalisierte pERK- (A) und pRII-Kinetik (B) unter Kontrollbedingungen (Ctrl). Schwarz ohne, graue
Balken mit 24-stiindiger Prastimulation 30 ng GDNF/ml. Weitere benutzte Wirkstoffe: 30 uM 007, 10 uM
Forskolin (Fsk), 1 uM Serotonin (5-HT), 4 uM XL-184. (A) Zellreihen, die mit XL-184 inhibiert wurden,
zeigten durch GDNF weiterhin den deutlichen Anstieg in pERK nach 5-miniitiger Stimulation. Nach 30-
miniitiger Stimulation konnte kein signifikanter Anstieg durch die GDNF-Prastimulation in pERK
nachgewiesen werden. (B) Die Prastimulation mit GDNF zeigte keine Verdnderung in pRIL. Werte
gemittelt + SEM. n = 3 Tiere pro Gruppe; * p < 0,05, * p < 0,01, *** p < 0,001, *** p < 0,0001 zeigt
Signifikanzlevel zwischen den gekennzeichneten Konditionen. Die Signifikanzlevel zur Grundlinie sind in
der Grafik nicht aufgezeigt.
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5. Diskussion

In dieser wissenschaftlichen Arbeit hatten wir das Ziel, die Rolle von GDNF im cAMP-
Crosstalk zu ERK naher zu verstehen. Die Forschung wurde mit Hilfe der Methode der
HCS-Mikroskopie am Rattenmodell durchgefiihrt. Hierzu wurde die Wirkung von GDNF
und diversen Stimulantien/Inhibitoren an nozizeptiven Neuronen untersucht.

Dabei veranschaulichten wir uns die intrazellularen und schmerzsensibilisierenden
Signalwege anhand der zwei Kinasen ERK1/2 und PKA-RII.

Unsere Ergebnisse zeigten:

a) GDNF verstarkte die Phosphorylierung von ERK1/2 durch Forskolin. Dabei war die
Phosphorylierung von der GDNF-Konzentration abhangig. Der cAMP-Crosstalk zu ERK
wurde durch GDNF unabhangig von PKA beeinflusst.

b) GDNF verstarkte die Phosphorylierung von ERK1/2 durch GPCRS mit anhaltender
Phase der ERK Aktivierung. Dabei war die frithe Phase der ERK-Aktivierung von
PKC/Calcium abhangig. Die spate Phase der ERK-Aktivierung war abhangig von PKA. Die
GPCR vermittelte pERK- bzw. pRII-Aktivierung war unabhangig von GRK2/3.

c) GDNF beeinflusst den cAMP-Crosstalk zu ERK abhdngig von Epac2. Die Epac
vermittelte pERK- bzw. pRII-Aktivierung war unabhangig von GRK2/3.

d) GDNF fiihrt ein Priming der Zellen herbei. Dabei ist die frithe Phase der ERK-
Aktivierung das Ergebnis von Priming und die anhaltende Phase der ERK-Aktivierung

das Ergebnis von anhaltender Signaltransduktion.
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5.1 GDNF und Forskolin

In den Experimenten 3.1, 3.2, 3.3 wurde Forskolin verwendet. In unseren Experimenten
lief$ sich zeigen (siehe 3.1), dass hohere Forskolin-Dosen mit einer h6heren Aktivierung
von pERK und pRII in Zusammenhang stehen. Dies suggeriert, dass erhéhte cAMP-Level
zu einer erhohten ERK- und PKA-Phosphorylierung fiihren. Dies lasst sich auch mit der
gegebenen Literatur vereinbaren.

Forskolin aktiviert die Adenylatzyklase und regt infolgedessen die Produktion von cAMP
an (Taiwo & Levine, 1991). Durch das cAMP wird die cAMP-abhangige Protein Kinase A
aktiviert. Es bindet an die zwei regulatorischen Untereinheiten der Protein Kinase A,
sodass die aktive katalytische Untereinheit frei wird (De Cesare & Sassone-Corsi, 2000;
Delghandi, Johannessen, & Moens, 2005; Shaywitz & Greenberg, 1999). Racowsky zeigte
den dosisabhdngigen-Anstieg zwischen Forskolin und cAMP in Oozyten von Schweinen.
Hohe Forskolin-Dosen fiihrten hier zu héherem cAMP-Anstieg. Ein Zusammenhang
zwischen cAMP und ERK/PKA wurde hierbei nicht untersucht (Racowsky, 1985).
Rudolph et al. beschrieb den zeit- und dosisabhidngigen Zusammenhang zwischen cAMP
und ERK1/2 in T84-Zellen, einer intestinalen kryptenartigen Zelllinie. Hierbei fiihrten
erh6hte cAMP-Dosen auch zu erhdéhter ERK1/2-Aktivitat (Rudolph, Poccia, & Cohen,
2004).

Isensee et al. zeigte die Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen cAMP und der PKA-RII-
Phosphorylierung. Auch hier fiihrten erhéhte cAMP-Dosen zu erhohter PKA-RII-
Intensitat in Ratten (Isensee, Diskar, Waldherr, Buschow, Hasenauer, Prinz, Allgower, et
al, 2014). Levenson et al. zeigte z. B., dass Forskolin die PKA und pERK2 Aktivitat in
Hippocampusnervenzellen in Ratten signifikant erh6ht (Levenson et al., 2004).

Impey et al. beschrieb den Anstieg der ERK-Phospho-Intensitit mittels Forskolin in
PC12 und Hippocampusneuronen von Maiusen (Impey et al, 1998). Hierbei zeigten
Patterson sowie Sharma et al., dass ERK-Aktivitit fiir eine Forskolin-induzierte
Langzeitpotentierung in Hippocampusneuronen benétigt wird (Patterson et al,, 2001;
Sharma, Singh, & Sharma, 2014). Tassin et al. zeigte die Erhohung der pERK-Aktivitat
mittels Forskolin in Nervenzellen des Striatum von Mausen (Tassin, Benavides, Plattner,
Nishi, & Bibb, 2015).

In der Kinetik von 3.3 konnten wir zwei Phasen der ERK-Aktivierung durch Forksolin
veranschaulichen. Hier war der Hohepunkt der Stimulation nach 5 Minuten zu

beobachten. Anschliefiend zeigte sich ein Abfall der ERK-Aktivitit mit der Ausbildung
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einer Plateauphase. Im Gegensatz dazu zeigte die PKA-RII-Phosphointensitiat einen
raschen Anstieg mit sofortiger Ausbildung eines Plateaus.

Isensee et al. zeigte in einer Kinetik von 120 Minuten mittels high content screening
Mikroskopie keine Plateauausbildung der ERK1/2-Aktivitat im Rattenmodell. Durch die
Forskolinstimulation war ab dem Stimulationsbeginn sogar ein stetiger Anstieg der
ERK1/2-Phosphorylierung zu beobachten. Die PKA-RII-Phosphointensitat zeigte den
nahezu identischen Verlauf. Das Zeitverlaufsexperiment weist auch auf eine lang
anhaltende RII-Phosphorylierung hin (Isensee et al., 2018). In einer Kinetik von 3
Stunden zeigte Rudolph et al. einen mit unseren Ergebnissen vergleichbaren Verlauf. Im
Western Blot wurden hier Stimulationszeiten von 15 Minuten, 1 Stunde und 3 Stunden
ausgewahlt. Hier war durch den Einsatz von 8-bromo-cAMP der Hohepunkt zum 15
Minuten-Zeitpunkt, mit anschlieffendem Abfall der pERK-Intensitéit, zu beobachten. In
dieser experimentellen Reihe wurden nur die drei gegebenen Zeitpunkte untersucht. Ein
engmaschigerer Beobachtungsverlauf wiirde uns hier noch mehr Aufschluss iiber die
frithe Phase der ERK-Aktivierung geben (Rudolph et al., 2004).

Des Weiteren war in 3.3 durch die Inhibition mit H89 die signifikante Abschwachung
der ERK-Aktivitit zum 60-Minuten-Zeitpunkt zu beobachten. Die frithe Phase der ERK-
Aktivierung zeigte dabei keine signifikante Abschwachung. Dies suggeriert, dass die
friihe Phase der ERK-Aktivierung unabhingig von PKA ist. In pRII zeigte sich keine
signifikante Abschwachung durch H89.

In den Experimenten von Yanping Li et al. zeigten sich vergleichbare Ergebnisse. In
einem Western Blot wurden Hek293 Zellen (Human embryonic kdiney cells) mittels
Forskolin und IBMX, einem nicht selektiven Phosphodiesterase-Inhibitor, stimuliert.
H89 blockierte die ERK-Aktivierung durch cAMP wahrend der anhaltenden Phase
vollstandig (10. - 20. Minute), wahrend die frithe Phase der ERK-Aktivierung (2. - 5.
Minute) nur teilweise blockiert wurde (Y. Li, Dillon, Takahashi, Earley, & Stork, 2016).
Zanassie et al. beschrieb dhnliche Ergebnisse. In Striatum Zellen von Ratten wurde der
10-Minuten-Zeitpunkt untersucht. Hier fiihrte die Stimulation mit Forskolin iiber 10
Minuten sowie die Inhibition mit H89 zu einer Abschwidchung der ERK2-
Phosphorylierung. In diesen Experimenten wurde nur ein Zeitpunkt untersucht. Ein
Zeitverlaufsexperiment wiirde uns mehr Aufschluss iiber das Verhalten von ERK in der
frithen und anhaltenden Phase der ERK-Aktivierung geben. Wei-Peng Li et al. zeigte in

einer 15-miniitigen Stimulation von PC12-Zellen mit Forskolin eine Inhibition der
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ERK1/2-Phosphorylierung durch H89. Auch hier wurde nur ein alleiniger Zeitpunkt
untersucht (W. P. Li et al,, 2018).

Yao et al. untersuchte die PKA-abhangige ERK1-Aktivierung bei einer Stimulation mit
Forskolin in PC12-Zellen. Im Gegensatz zu unseren bisher beschriebenen Ergebnissen
zeigt Yao et al. in einem Zeitverlaufsexperiment von iiber 120 Minuten die PKA-
abhangige ERK1-Aktivierung auch in der frithen Phase der ERK-Aktivierung (Yao, York,
Misra-Press, Carr, & Stork, 1998).

In unseren Experimenten 3.1 bis 3.3 konnten wir deutlich veranschaulichen, wie GDNF
die Wirkung von Forskolin in pERK verstirkt. Dabei ldsst sich in dem
Zeitverlaufsexperiment von 3.3 weiterhin der zweiphasige Verlauf der pERK-Intensitat
mit dem frithen raschen Anstieg und dem anschliefenden Abfall in eine Plateauphase
aufweisen. GDNF erhohte dabei die Amplitude der ERK-Phosphorylierung sowohl bei
niedrigen als auch bei hohen Forskolin-Konzentrationen (1 bis 10 pM). Die GDNF-
Prastimulation scheint demnach die Wirkung in Richtung ERK um einen cAMP-
Konzentrations-unabhdngigen Faktor zu verstarken. Des Weiteren zeigte das Dosis-
Wirkungsexperiment von 3.2, dass ansteigende GDNF-Konzentrationen zu erhoéhten
pERK-Intensitdten fiihren. Hierbei war die maximale pERK-Intensitit zum 5-Minuten-
Zeitpunkt mit der hochsten GDNF-Dosis (30 ng/ml) zu beobachten. Aus unseren
Experimenten geht jedoch nicht hervor, ab welcher GDNF-Dosis ein Plateau der pERK-
Intensitat erreicht wird. Weitere Experimente mit héheren GDNF-Konzentrationen
wirden hier mehr Aufschluss bringen.

Die Phospho-Intensitiat von PKA-RII war in unseren Experimenten (siehe 3.3.) durch die
Prdinkubation mit GDNF unbeeinflusst. GDNF und Forskolin verstirken die pERK-
Aktivitat ohne dabei die PKA-Antwort zu beeinflussen. Sowohl die Datenlage zur Rolle
von GDNF im cAMP-Crosstalk zu ERK als auch die Literatur beziiglich unserem
durchgefiihrten experimentellen Modell sind sehr gering ausgepragt.

Neben GDNF gehort auch Artemin, Persephin und Neurturin zur GDNF family of
neurotrophic factors. Diese neurotrophischen Faktoren werden auch als GDNF-family of
ligand (GFL) bezeichnet. In der Literatur gibt es viele Studien die neben GDNF auch eine
Aktivierung der ERK-Phosphorylierung durch die anderen GFLs beschreiben
(Airaksinen & Saarma, 2002; Airaksinen et al., 1999; Hauck et al,, 2006; Jeong, Park, &
Park, 2008; Soler et al.,, 1999; Wolf, Rothermel, & Robitzki, 2008; Yoong & Too, 2007;
Zhu et al,, 2020).
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In einer Studie von Bogen et al. wurden Ratten einmalig eine intradermale Injektion von
10 ng GDNF appliziert, um Hyperalgesie auszuldsen. Inhibitoren von PLCy, PI3K,
MEK1/2 und CDKS5 milderten die GDNF-Hyperalgesie signifikant, wahrend Inhibitoren
von PKA und PKC keinen Effekt auf die GDNF-Hyperalgesie hatten (Bogen, Joseph, Chen,
& Levine, 2008).

In der Literatur gibt es viele Quellen, die eine Steigerung der ERK-Phosphorylierung
durch GDNF in verschiedenen Zellen beschreiben. So beschreibt Su et al., dass die
Stimulation von Chondorsarkom-Zellen mit GDNF zu einer erhohten Phosphorylierung
von MEK und ERK fiihrt. Dieser Prozess spielt iliber weitere Signalwege eine
entscheidende Rolle bei der Migration und Metastasierung von menschlichen
Krebszellen (Su et al., 2009). Manfredsson et al. beschrieb, wie die nigrostriatale GDNF-
Uberexpression im Hypothalamus von Ratten zu einer Aktivierung der ERK-
Phosphorylierung fiihrt. Hierbei war jedoch nur eine kleine Population von Neuronen
der Corticotropin-Releasing-Hormon (CRH) Neurone betroffen, welche sich spezifisch in
der medialen parvozelluliren Division (MDP) des paraventrikuldren Nukleus des
Hypothalamus befinden (Manfredsson et al., 2009).

Hasegawa et al. beschrieb, dass GDNF-Signalisierung fiir die Aufrechterhaltung
und/oder Aktivierung von ERK1/2 in GFRal-positiven Spermatogonien von Mdusen
erforderlich ist (Hasegawa, Namekawa, & Saga, 2013). Salvatore et el. beschrieb in
GDNF-behandelten Ratten eine Steigerung der Tyrosinhydroxylase-Phosphorylierung an
Serin 31 im Striatum um 40 % und in der Substantia nigra um 250 %. In der Substantia
nigra war ein signifikanter Anstieg der ERK1-Phosphorylierung und im Striatum war ein
signifikanter Anstieg der ERK2-Phosphorylierung zu beobachten (Salvatore et al., 2004).
Wie auch in unseren Experimenten wies Boscia et al. im Hippocampus von Ratten eine
dosis- und zeitabhangige ERK-Phosphorylierung durch GDNF nach. GDNF-
Konzentrationen von 100 ng/ml bzw. 200 ng/ml bewirkten eine starke Aktivierung von
ERK nach 30 Minuten. Diese blieb bis zu 60 Minuten bestehen. Eine Riickkehr zum
Basallevel wurde nach 24 Stunden GDNF-Stimulation beobachtet (Boscia et al., 2009).
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5.2 GDNF und die GPCRs

In unseren Experimenten von 3.4 untersuchten wir die Wirkung der G-Protein-
gekoppelte Rezeptoren (GPCRs) Cicaprost, Prostaglandin E2 und Serotonin. Die G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren sind die grofite Gruppe von Zelloberflichenrezeptoren.
Ungefahr 800 Rezeptoren wurden im menschlichen Genom identifiziert (Bjarnadottir et
al.,, 2006).

In der Literatur gibt es viele beschriebene mogliche Signalwege, iiber die ein G-Protein-
gekoppelter Rezeptor ERKs aktivieren kann. Hierbei ist eine Einteilung in zwei Haupt-
Signalwege moglich. Der erste Weg fiihrt iiber die klassische G-Protein-Aktivierung,
welche von second messengern abhiangen, wie PKA, PKC und Phosphatidylinositol-3-
Kinase, Ras- oder Rap-Austauschfaktoren und schliefdlich die Aktivierung von Rezeptor-
(epidermaler Wachstumsfaktor-Rezeptor [EGF-R]) oder Nichtrezeptor-Tyrosinkinasen
(Src) (Luttrell, 2005). Der zweite Signalweg benétigt keine G-Proteine. Dieser Signalweg
erfolgt nach der Entkopplung der G-Proteine und involviert (-Arrestine, welche an
dieser Entkopplung beteiligt sind (Lefkowitz & Shenoy, 2005; Q. Wang, Lu, Zhao, &
Limbird, 2006).

Sowohl durch Cicaprost als auch durch Serotonin lief} sich der Klimax der pERK-
Aktivitat in der frithen Phase der ERK-Aktivierung beobachten. Durch Prostaglandin E2

war kein Anstieg der pERK-Aktivitat in Abwesenheit von GDNF zu beobachten.

5.2.1 Prostaglandin E2

Die Prostanoide sind die Cyclooxygenase-Metabolite der Arachidonsaure. Sie umfassen
Prostaglandin (PG) D2, PGE2, PGF2, PGIZ und Thromboxin AZ2. Sie iiben eine Vielzahl
von Wirkungen in verschiedenen Geweben bzw. Zellen aus. Hierunter gehoren z. B. die
Entspannung und Kontraktion von glatten Muskeln, die Regulation der Sekretion und
Motilitdit im Gastrointestinaltrakt und vieles mehr. Fir uns interessant ist die
Modulation der neuronalen Aktivitit, indem sie entweder die Ausschiittung von
Neurotransmittern hemmen bzw. stimulieren und so sensorische Fasern fiir schadliche
Reize sensibilisieren (Narumiya, Sugimoto, & Ushikubi, 1999). So werden pathogene
Mechanismen vermittelt, wie z. B. Entziindungsreaktionen, gesteigerte Hypersensitivitat
oder Thermosensitivitit (Domenichiello, Wilhite, Keyes, & Ramsden, 2017; Ricciotti &
FitzGerald, 2011; Tabarean, Behrens, Bartfai, & Korn, 2004).
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Durch die Stimulation mit PGEZ kommt es durch die GPCRs zur Stimulation der
Adenylatzyklase, welches cAMP generiert. Dieses fiihrt zur Aktivierung der PKA-II.
Hierdurch kommt es zur Hyperalgesie in primar afferenten Nozizeptoren (Hucho &
Levine, 2007; Pierre et al.,, 2009; Taiwo et al., 1989; Taiwo & Levine, 1991).

In 3.4 konnte in unseren Experimenten kein Anstieg der pERK-Aktivierung durch PGE2
in Abwesenheit von GDNF nachgewiesen werden. Die pRII-Intensitat stieg jedoch. Dies
konnte z. B. an unserer genutzten PGE2-Konzentration liegen. So zeigte z. B. Jin et al. die
Dosis-Wirkungsbeziehung zwischen PGE2Z und ERK. Erhohte PGE2-Konzentrationen
fiihrten dabei zu erhohter ERK-Aktivitit (Jin, Wang, Zhang, Yang, & Wang, 2007).

In der Literatur ist die Aktivierung von ERK und PKA durch PGE2 mehrfach beschrieben
(Garza Carbajal et al., 2020; Kang, Li, Xu, Reinach, & Lu, 2000; Krysan et al., 2005; St-
Jacques & Ma, 2011; L. Zhang et al,, 2007). Im Gegensatz hierzu zeigte Cho et al. anhand
von human follicular dendritic cell-like cells (human FDC-like cells), dass PGE2 nicht die
phosphorylierten Formen von ERK erhoht. PGE2 reduzierte die ERK-Phosphorylierung
60 und 120 Minuten nach der Stimulation um etwa 50 % im Vergleich zur
Kontrollgruppe (Cho & Choe, 2020).

Erst durch die Prastimulation mit GDNF konnte in unseren Experimenten eine
Steigerung der ERK-Phosphorylierung durch PGE2 induziert werden. Die Steigerung
der ERK-Intensitdt war hierbei in der frithen Phase der ERK-Aktivierung zu beobachten
(siehe 3.4 Abb. 4 C.). Cox-2 synthetisiert Prostaglandine aus Arachidonsaure (Inoue et
al,, 2006). Murase et al. beschrieb in mannlichen Sprague Dawley Ratten, dass kurz nach
dem Training Cox-2 hochreguliert wurde, welche zu einer Hochregulierung von GDNF
im Muskel fiihrte (Murase et al., 2013). Die durch Cox-2 ausgeloste mechanische
Hyperalgesie ist mit fiir die Entwicklung von "delayed onset muscle soreness" (DOMS)
verantwortlich. DOMS kann dabei durch eine verlangernde/exzentrische Kontraktion
(lengthening contraction, LC) ausgelost werden. Die intramuskuldre Injektion von anti-
GDNF-Antikorpern 2 Tage nach exzentrischer Kontraktion hob DOMS teilweise, aber
signifikant, auf. Die Hochregulation von GDNF war also an der Aufrechterhaltung von
DOMS beteiligt (Mizumura & Taguchi, 2016; Murase et al., 2013).

Alvarez et al. beschrieb eine GDNF-dosisabhdngige anhaltende mechanische
Hyperalgesie in Ratten. Bei der Applikation von héheren Dosen von GDNF war eine
langer anhaltende mechanische Hyperalgesie zu beobachten. Die niedrigste untersuchte
Dosis (0,1 ng/20 pl) induzierte eine signifikante mechanische Hyperalgesie, welche 1

Woche anhielt. Die hochste Dosis (10 ng/ 20ul) induzierte eine Hyperalgesie, welche 3
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Wochen anhielt. 10 Tage nachdem die Hyperalgesie nachlief3, induzierte die Injektion
von Prostaglandin E2 eine verldngerte mechanische Hyperalgesie (72 Stunden
gegeniiber 4 Stunden). Um zu bestimmen, ob 1B4(+) Nozizeptoren, das Ziel von GDNF,
einen Zusammenhang mit der GDNF-induzierten Muskelhyperalgesie haben, wurden
Ratten intrathekal mit IB4-Saporin vorbehandelt. Hierdurch wurde die Population von
IB4(+) Neuronen reduziert. Die selektive neurotoxische Destruktion von IB4(+)
Nozizeptoren schwachte hierbei sowohl die GDNF-Hyperalgesie als auch das GDNF
induzierte hyperalgesische Priming ab (Alvarez, Chen, Bogen, Green, & Levine, 2012).

Die Datenlage zur Rolle und den Mechanismen von Prostaglandin E2 und GDNF im cAMP
crosstalk zu ERK ist nur sehr gering. Jedoch wird hier der Zusammenhang der

Komponenten im Schmerzmodell deutlich.

5.2.2 Cicaprost

Der menschliche Prostacylcin-Rezeptor (hIP - human prostacylcin receptor) ist ein G-
Protein-gekoppelter Rezeptor (GPCR), der zur Familie der Prostanoid-Rezeptoren
gehort (Narumiya et al.,, 1999). Cicaprost ist ein oral aktives und metabolisch stabiles
Analogon von Prostacyclin (Belch et al.,, 1993). In den Experimenten von Lo et al. konnte
anhand von human erythroleukemie (HEL) Zellen eine konzentrations- und
zeitabhangige ERK-Phosphorylierung durch Cicaprost nachgewiesen werden. Die
ausgewahlten Cicaprostkonzentrationen lagen bei 0, 10, 30, 100, 300 und 1000 nM. Ein
signifikanter Anstieg war ab 30 nM und das Maximum der pERK-Aktivitat bei 100 nM zu
beobachten. In der 45-miniitigen Kinetik mit 100 nm Cicaprost zeigte sich, anders als in
unseren Experimenten, bis zur Minute 45 eine anhaltende und stets ansteigende ERK-
Phosphorylierung. Eine Verlangerung der Kinetik ware interessant, um zu sehen, ob die
anhaltende Phase auch iiber einen ldngeren Zeitraum bestehen bleibt oder ob ein Abfall
der pERK-Aktivitat zu beobachten ware (Lo, Wise, & Wong, 2006).

Auch Chu et al. konnte in chinesischen Hamster Eierstockzellen, welche menschliche
(hIP-Cho) oder Maus-Prostazyklin-Rezeptoren (mIP-CHO) exprimieren, eine
zeitabhangige Aktivierung von ERK1 und ERK2 nachweisen. Wie auch in unseren
Experimenten zu sehen, war der Klimax der ERK-Aktivierung in der frithen Phase zum
5-Minuten Zeitpunkt zu beobachten und blieb bis zu 30 Minuten lang erhoht. Dieser

Effekt war jedoch nicht in menschlichen Neuroblastom-Zellen (SK-M-SH) oder
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Ratten/Maus Neuroblastom-Gliom-Zellen (NG108-15) zu beobachten, welche endogene
[P-Rezeptoren exprimieren (Chu, Chow, Wong, & Wise, 2004).

In 3.4 zeigten wir durch die Stimulation mit Cicaprost eine anhaltende Phase der pRII-
Aktivitat. Dabei zeigte sich das Maximum der pRII-Aktivitit in der frithen Phase.
Fetalvero et al. untersuchte das Priming von menschlichen Myometrium Zellen durch
Prostacycline. Hierbei handelt es sich zwar nicht um Nervenzellen, jedoch zeigte
Fetalvero et al. ebenfalls eine transient erhéhte PKA-Aktivitat mit einem Spitzenwert bei
20 Minuten und einer Abnahme ab der 60. Minute. Die untersuchten Zeitpunkte lagen
bei 0, 20, 60 und 90. Zusatzlich konnte eine konzentrationsabhdngige Aktivierung von
PKA durch Cicaprost nachgewiesen werden (Fetalvero et al., 2008).

Lawler et al. demonstrierte anhand von HEK293-Zellen, dass der mIP einer Cicaprost-
induzierten PKA-Phosphorylierung unterliegt. Hierbei wurde gezeigt, dass mIPS3574, eine
zielgerichtete Mutante des mlIP, keiner Cicaprost-induzierten Phosphorylierung
unterzieht, welche zeigte, dass Serin 357 der Zielriickstand fiir die PKA-abhangige
Phosphorylierung ist (Lawler, Miggin, & Kinsella, 2018).

Durch die 24-stiindige Prastimulation mit GDNF konnte eine deutliche Steigerung der
friithen Phase ERK-Aktivierung mittels Cicaprost nachgewiesen werden (siehe 3.4. Abb.
4). Es konnte auch eine Steigerung der spaten Phase nachgewiesen werden, welche
jedoch nicht signifikant war. Die Auswirkung von Cicaprost im cAMP Crosstalk zu ERK

ist in Verbindung mit GDNF in der Literatur jedoch bisher unerforscht.

5.2.3 Serotonin

Serotonin und Serotoninrezeptoren sind wichtig fliir die Regulierung vieler
Gehirnfunktionen. Die Dysregulation des serotonergen Systems ist in die Pathogenese
vieler psychiatrischer und neurologischer Stérungen verwickelt.

Zusammen mit anderen proinflammatorischen Mediatoren (Prostaglandine, Histamin,
Bradykinin, Milchsaure) ist Serotonin einer der aktiven Bestandteile, der zu verletzungs-
oder entziindungs-induzierten Schmerzen beitragt. Subkutane oder intravendse
Injektionen von 5-HT lésen Exzitation und Sensibilisierung der primaren nozizeptiven
afferenten Fasern (A6 und C-Fasern) aus und tragen so zur peripheren Sensibilisierung
und Hyperalgesie bei (Sommer, 2004; Viguier, Michot, Hamon, & Bourgoin, 2013). Die
periphere, pronozizeptive Rolle von Serotonin ist in der Literatur gut erforscht. Die

Wirkung auf der Ebene des Riickenmarks und der supraspinalen Strukturen sind dabei
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sehr variabel und weiterhin Gegenstand der Forschung (Bardin, 2011; Bardin, Bardin,
Lavarenne, & Eschalier, 1997; Kayser, Latrémoliere, Hamon, & Bourgoin, 2011; Millan,
2002).

Die Aktivierung von ERK und PKA durch Serotonin ist in der Literatur weit vertreten
(Barnes & Sharp, 1999; Crow et al, 2001; Eglen, Wong, Dumuis, & Bockaert, 1995;
Grueb, Rohrbach, Schlote, & Mielke, 2012; Heine, Ponimaskin, Bickmeyer, & Richter,
2002; Huang & Kandel, 2007; S. L. Lin, Setya, Johnson-Farley, & Cowen, 2002; Miiller &
Carew, 1998; Svenningsson et al., 2002; Torres, Arfken, & Andrade, 1996; Watts, Yang,
Banes, & Baez, 2001).

Norum et al. zeigte die Aktivierung von ERK-1 und 2 durch die Serotonin Rezeptoren 5-
HT4p) und 5-HT4@)in HEK293-Zellen (Human embryonic kidney 293) (Norum, Hart, &
Levy, 2003). Barthet et al. untersuchte, ob diese Aktivierung auch in Neuronen
stattfindet. Eine 5-HT4r induzierte Aktivierung von ERKs konnte in kultivierten Colliculi
Neuronen von swiss mouse Embryos beobachtet werden, mit dem unerwarteten
Befund, dass die Aktivierung ein iiberwiegend PKA-unabhangiges Ereignis war (Barthet
et al., 2007). Dies spiegelt sich auch in unseren Ergebnissen wider (siehe 3.5 Abbildung
5). Der direkte Vergleich ist jedoch aufgrund eines deutlich unterschiedlichen Modells
erschwert zu stellen. In Abwesenheit von GDNF ist in unseren Experimenten die 5-HT
induzierte ERK Aktivierung auch ein PKA-unabhangiges Ereignis. Z. B. zeigte Lin et al. an
Hippocampus Neuronen und PC12-Zellen, dass die ERK-Aktivierung von 5-HT7-
Rezeptoren durch einen Proteinkinase A unabhéngigen Signalweg erfolgt, welcher Epac
nutzen kann.

Im Gegensatz dazu zeigten Untersuchungen von Yun et al. eine PKA-abhdngige ERK-
Phosphorylierung durch 5-HT an Gehirnen von Sprague-Dawley Ratten (Yun et al,
2007). Auch in den Experimenten von Norum et al. sowie Liu et al. konnte eine PKA-
abhangige ERK-Phosphorylierung nachgewiesen werden (Liu et al., 2019; Norum et al,,
2003).

In unseren Experimenten (siehe 3.5) konnte gezeigt werden, dass die spate Phase der
pERK-Aktivierung durch die Inhibition der Phosphodiesterase verlangert wird. Auch
war eine Verlangerung der pRII-Aktivitit zu beobachten. Die Datenlage hierzu ist sehr
gering. Isensee et al. konnte in mannlichen Wistar Ratten auch durch Inhibition der
Phosphodiesterase eine verlingerte Phase der pERK-Aktivierung und pRII-Aktivitat

nachweisen (Isensee et al., 2017).
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In 3.7 konnten wir unter Abwesenheit von GDNF keine signifikante Verstarkung oder
Abschwiachung durch die Inhibition von PKC/Calcium nachweisen. In der Literatur
zeigten die Experimente von Adayev et al. ebenso keine PKC-abhangige Aktivierung von
ERK1/2 in Hippocampusneuronen von Maus HN2-5-Zellen beobachtet werden (Adayev,
Ray, Sondhi, Sobocki, & Banerjee, 2003).

Im Gegensatz dazu zeigte Crow et al. eine PKC-abhangige ERK-Phosphorylierung durch
5-HT in der Nacktschneckenmuschel Hermissenda (Crow et al.,, 2001). Ebenso konnte
Greene et al. in renalen Mesangium Zellen der Sprague Dawley Ratte eine PKC-
abhingige ERK-Phosphorylierung nachweisen (Greene et al.,, 2000). Hutchinson et al.
zeigte in der Spitzmaus Cryptosis parva, dass die durch 5-HT3-Rezeptorstimulation
evozierte ERK1/2-Aktivierung ein Calciumabhidngiger Prozess ist. Hierbei ist ein
extrazellularer Ca?* Einstrom durch L-Typ Calcium Kanidle notwendig (Hutchinson,
Zhong, Chebolu, Wilson, & Darmani, 2015).

In 3.8 wurde die Rolle von MEK1/2 in der ERK1/2 Phosphorylierung durch die
Aktivierung mit 5-HT untersucht. Hierzu wurden verschiedene Konzentrationen (10,
100, 1000 nM) von Selumetinib benutzt. In der frithen Phase der ERK-Aktivierung
konnte bei der Hoéchstkonzentration von Selumetinib (1000 nM) eine MEK1/2-
Abhangigkeit nachgewiesen werden. Geringere Konzentrationen hatten keine
signifikante Auswirkung. In der Literatur lassen sich dhnliche Ergebnisse finden. Crow et
al. nutzte den MEK1-Inhibitor PD098059 oder U0126. Die Vorbehandlung mit dem
MEK1-Inhibitor blockierte die durch Serotonin induzierte Phosphorylierung von ERK
(Crow et al,, 2001). Della Rocca et al. kam zu dem Ergebnis, dass die CAM-abhéngige
Aktivierung von ERK1/2 durch den 5-HT1A-Rezeptor eine Rolle in der Endozytose des
Rezeptors spielt, welcher ein notwendiger Schritt fiir die Aktivierung von MEK und
anschlief3end von ERK1/2 ist (Della Rocca et al.,, 1999).

In den Experimenten von 3.4 bis 3.8 konnte mehrfach gezeigt werden, dass die
Prastimulation mit GDNF und anschlieféender Serotonin Stimulation sowohl zu einer
deutlichen Verstarkung der ERK-Aktivierung fiihrt als auch eine anhaltende Phase der
ERK-Aktivierung induziert. Unsere Experimente basierten auf einer Kinetik von 60
Minuten. Eine Verlangerung des Zeitintervalls ware interessant, um zu sehen, wie lange
die anhaltende Phase der ERK-Aktivierung bestehen bleibt. Nach der Prastimulation mit
GDNF konnten wir zeigen, dass die spate Phase der ERK-Aktivierung abhangig von PKA
ist (siehe 3.5 Abb. 5). Die Hemmung der Phosphodiesterase (durch IBMX) und somit die
Erh6hung der cAMP-Spiegel wirkten sich nicht signifikant auf die Steigerung der
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anhaltenden Phase der ERK-Phosphorylierung aus. Bei einer zusatzlichen Hemmung
von PKA (mit H89) erlosch der Effekt von IBMX nahezu vollstandig (siehe 3.5 Abb. 5).
Dies suggeriert, dass entweder das Aktionsfeld von cAMP durch die hoéhere
Konzentration grofder wird oder, dass durch GDNF PKA starker in das Aktionsfeld
wandert. Die G-Protein-gekoppelte Rezeptordesensibilisierung durch die Inhibition von
GRK2/3 mit dem Wirkstoff Takeda konnte keine signifikante Veranderung der pERK-
Intensitat vermitteln (siehe 3.6 Abb. 6). Die Idee dieser Experimente war, dass eine
mogliche Inhibition der GRK2/3-Riickkopplungschleife zu einer Veranderung der GPCR
Aktivierung zur Folge hat. Dies war jedoch nicht zu beobachten. Wir nutzten in unseren
Experimenten jedoch nur eine Konzentration von 10 pM Takeda mit einer
Inkubationszeit von 60 Minuten. Um unsere Aussage zu bekraftigen, dass die pERK-
Aktivierung durch GPCRs unabhiangig von GRK2/3 sind, waren weitere Experimente mit
hoheren Konzentrationen und moéglicher langerer Inkubationszeit nétig. Die Hemmung
von PKC/Calcium mittels BIM und EGTA konnte eine signifikante Reduktion der pERK-
Aktivitat in der frithen Phase induzieren. Die anhaltende Phase der ERK-Aktivierung war
hiervon jedoch nicht signifikant betroffen (siehe 3.7 Abb. 7). Zuletzt untersuchten wir
den Einfluss von MEK1/2 auf die GDNF-prastimulierten Zellen. Nur in der
Hochstkonzentration von 1000 nM Selumetinib (MEK1/2-Inhibitor) konnte eine
Abschwachung der ERK-Aktivierung beobachtet werden. Dabei war nur die frithe Phase
der ERK-Aktivierung signifikant betroffen (siehe 3.8 Abb. 8). Zusammen mit den
Ergebnissen aus 3.5 lasst sich schliefden, dass PKA sich upstream von ERK befindet. Dies
lasst sich auch mit der gegebenen Literatur vereinbaren (Briaud, Lingohr, Dickson,
Wrede, & Rhodes, 2003; Hu & Gereau, 2003; Hu, Glauner, & Gereau, 2003; Pouysségur,
Volmat, & Lenormand, 2002; Tronson et al, 2008). Wird MEK inhibiert, zeigen sich
kaum Anderungen in der pRII-Aktivitit (siehe 3.8 Abb. 8). Wird jedoch PKA inhibiert
(siehe 3.5 Abb. 5), zeigt sich eine deutliche Abschwachung von ERK. Der Signalweg
suggeriert, nur unidirektional zu fungieren.

Die Daten iiber GDNF und Serotonin im cAMP Crosstalk zu ERK sind in der Literatur nur
sparlich erforscht. Eine enge Interaktion der Systeme lasst sich jedoch darstellen.
Verschiedene Quellen zeigen, dass 5-HT zu einer GDNF-Freisetzung in C6-Gliomzellen
der Ratte flihrt. Dabei korreliert die schnelle ERK-Phosphorylierung positiv mit der
darauffolgenden GDNF-Freisetzung (Hisaoka et al, 2004; Hisaoka et al, 2007;
Tsuchioka, Takebayashi, Hisaoka, Maeda, & Nakata, 2008).
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Auch im Bereich der Forschung fiir Antidepressiva, wie z. B. die der selektiven
Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (SSRIs), lasst sich die Verbindung zwischen GDNF
und dem 5-HT-System darstellen. So haben mehrere Studien gezeigt, dass die GDNF-
Expression und -Sekretion nach einmaliger oder chronischer Gabe von SSRIs sowohl in
Zellkulturen als auch im Serum von Patienten mit Depressionen nach einer
antidepressiven Therapie ansteigt (Golan, Schreiber, & Avissar, 2011; Hisaoka et al,,
2001; Mercier et al., 2004; X. Zhang, Zhang, et al, 2008). Dass Depressionen und
chronische Schmerzen zusammen hangen, ist gut erforscht (de Heer et al., 2014; IsHak
et al., 2018; Robinson et al,, 2009; Sheng, Liu, Wang, Cui, & Zhang, 2017; Von Korff &
Simon, 1996). Die Schmerzsensibilisierungssignalwege auf zellularer Ebene zu

analysieren, ist jedoch weiterhin Forschungsgegenstand.

5.3 GDNF und der Epac-Aktivator 007

In den Experimenten von 3.9 und 3.10 untersuchten wir die Wirkung des Epac-
Aktivators 8-CPT-2Me-cAMP (007).

Unsere Experimente zeigte eine zwei-phasige ERK1/2-Phosphorylierung durch die
Stimulation mit 007. Der Klimax war in der frithen Phase der ERK-Aktivierung zu
beobachten mit anschliefendem Absinken auf ein anhaltendes Plateau (siehe 3.10 Abb.
11). Durch die Inhibition von PKA mit H89 konnte keine signifikante Reduktion der
pERK-Aktivitit beobachtet werden. Es kam also zu einer PKA-unabhidngigen ERK-
Aktivierung durch 007.

Fang et al. beschrieb die PKA-unabhdngige ERK1/2-Phosphorylierung in Human
umbilical vein endothelial cell (HUVEC) durch 007. Hier stieg die ERK1/2-
Phosphorylierung nach 15 Minuten um das zweifache mit einer Riickkehr zum
Basalniveau nach 30 Minuten (Fang & Olah, 2007). Keiper et al. beschrieb die ERK1/2-
Aktivierung in HEK293-Zellen und N1E115-Neuroblastomzelln durch 007 (Keiper et al,,
2004). In einer Studie von Chen et al. konnte die ERK1/2-Phosphorylierung durch 007
in MC4-Osteoblastenzelllinie beobachtet werden (Chen et al., 2004).

Im Gegensatz dazu beschrieb Wang et al,, dass in der Tumorzelllinie AtT20 die Epac-
vermittelte Aktivierung von Rap1 nicht an der ERK-Signalisierung beteiligt ist (Z. Wang
et al., 2006). Enserink et al. kam zu vergleichbaren Ergebnissen wie Wang et al. Hierbei
wurden CHO-Zellen, OVCAR3-Zellen, PC12-Zellen sowie HEK293T-Zellen untersucht
(Enserink et al., 2002).
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Daten von Obara et al zeigen, dass Rap1 und ERKs, bei einer Stimulation mit 007, durch
einen PKA-abhdngigen Mechanismus in PC12-Zellen aktiviert werden koénnen (Obara,
Labudda, Dillon, & Stork, 2004).

ESI-05 ist ein selektiver EPAC2 Inhibitor (Rehmann, 2013; Tsalkova et al, 2012).
Hintergrund der Experimente in 3.9 war, dass wenn 007 den Crosstalk zu ERK durch
etwas anderes als EPAC2 aktiviert, z. B. EPAC1 oder ein Off-Target, sollte keine Wirkung
durch ESI-05 zu erwarten sein. Durch den Einsatz des Epac Inhibitors ESI-05 kam es
jedoch zu einer deutlichen Reduktion der pERK-Aktivitit (siehe 3.9). Es ist also
anzunehmen, dass 007 den Crosstalk zu ERK tiber EPAC2 induziert. Schwede et al.
beschreibt in seiner Studie, dass 007 ein effizienter Aktivator von Epacl, jedoch ein
schwacher Aktivator fiir Epac2 ist (Schwede et al., 2015). Viele Studien nutzen jedoch
007, um EPAC2-vermittelte biologische Effekte zu untersuchen (Chepurny et al., 2009;
Eliasson et al., 2003; Shibasaki et al,, 2007; Woolfrey et al., 2009). In diesen Studien
wurden jedoch deutlich hohere Konzentrationen von 007 genutzt. 007 kénnte daher in
der Lage sein, eine ausreichende EPAC2-Aktivierung zu induzieren, wenn es in hohen
Konzentrationen angewendet wird.

Nach der Prastimulation mit GDNF kam es zu einer signifikanten Steigerung der pERK-
Intensitit durch 007 bis zur 30. Minute (siehe 3.9 Abb. 9 und 3.10 Abb. 11). Eine
Steigerung in der pRII-Intensitdat konnte dabei nicht beobachtet werden (siehe 3.10 Abb.
11). ESI-05 konnte dabei sowohl in der frithen Phase, als auch in der spaten Phase der
ERK1/2-Phosphorylierung eine signifikante Reduktion bewirken. Durch H89 kam es
nur in der spaten Phase zu einer Reduktion der ERK1/2-Phosphorylierung (siehe 3.9
Abb. 9). Die Inhibition von GRK2/3 durch Takeda zeigte keine Verdnderung der Kinetik.
Dies betraf sowohl die GDNF prastimulierten, als auch die nicht GDNF prastimulierten
Zellreihen (siehe 3.10 Abb. 11). Griinde fiir die veranderte Kinetik konnte z. B. eine
verdanderte Rezeptor-Liganden-Affinitat sein. Moglich ware aber auch eine veranderte
Proteinexpression, welche zu einer verstarkten ERK1/2-Phosphorylierung fiihrt.

In der Literatur gibt es aufgrund des gering ausgepragten Forschungsstandes kaum
vergleichbare Ergebnisse. In den Experimenten von Wan et al. konnte bei der
Stimulation mit Neurturin, einem neurotrophischen Faktor der GDNF-family of ligands
(Airaksinen & Saarma, 2002), und 8-CPT-2ZMe-cAMP keine anhaltende ERK1/2-
Aktivierung nachweisen.

Wang et al. untersuchte das GDNF Priming an Mausen. In mannlichen, als auch in

weiblichen Mdusen konnte, nach dem GDNF-Priming, eine deutliche Verlangerung der
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Hyperalgesie Antwort auf eine intraplantare Injektion von PGE2 beobachtet werden. Die
orale Gabe eines Epac Inhibitors ESI-09 (Singhmar et al., 2016) reduzierte die Dauer der
PGE2-Hyperalgesie. Die Ergebnisse deuten auf eine Verlangerung der PGE2-Allodynie
hin, welche mit der Aktivierung eines Epac-vermittelten Signalweges in Verbindung
steht (H. J]. Wang, Gu, Eijkelkamp, Heijnen, & Kavelaars, 2018). Ein Zusammenhang mit
Epac und GDNF lasst sich im Schmerzmodell erahnen, jedoch sind weitere Experimente

notig um die Signalwege weiter zu erortern.

5.4 GDNEF fiihrt ein Priming der Zellen herbei

In unseren Experimenten konnten wir nachweisen, dass GDNF ein Priming der Zellen
herbeifiihrt. Die erste Form des hyperalgesischen Primings, welche als Priming vom Typ
[ bezeichnet wird, wird durch Gewebeschaden, Zytokine (Dina, Green, & Levine, 2008;
Ferrari, Araldi, & Levine, 2015; Joseph & Levine, 2010) und Wachstumsfaktoren wie z. B.
GDNF ausgelost. Das Typ-I Priming hangt des Weiteren von Proteintranslation ab und ist
auf Isolektin B4-positive Nozizeptoren beschrankt (Bogen, Alessandri-Haber, Chu, Gear,
& Levine, 2012; Burton et al., 2017; Ferrari, Bogen, & Levine, 2014; Ferrari, Bogen,
Reichling, & Levine, 2015; Melemedjian et al.,, 2010; Parada, Yeh, Reichling, & Levine,
2003; Vasko et al, 2014). Das Typ-II Priming kommt durch die wiederholte Opioid
Exposition zu Stande (Araldi, Ferrari, & Levine, 2015; Dina et al,, 2008; Melemedjian et
al, 2014). Aufderdem hdngt das Typ-II Priming nicht von Proteintranslation ab. Im
Gegensatz zum Typ-I Priming findet sich ersteres in IB4-negativen Nozizeptoren (Araldi
et al, 2015; Araldi, Ferrari, & Levine, 2016).

In der experimentellen Reihe von 3.11 konnten wir veranschaulichen, dass nach einer
24-stiindigen Prainkubation und anschliefendem Auswaschen von GDNF die Wirkung
des neurotrophischen Faktors erhalten blieb. Hier liegt es nahe, dass Vorgange wie z. B.
Proteinexpression fiir die anhaltende Wirkung von GDNF verantwortlich sind. Sowohl in
der frithen als auch in der anhalten Phase der ERK-Aktivierung war eine deutliche
Steigerung der pERK-Intensitit zu beobachten. In pRII zeigte sich sowohl vor als auch
nach dem Auswaschen von GDNF keine Veranderung durch die Stimulation mit
Forskolin. Intrazelluldre Vorgange wie z. B. Proteinexpression kénnten in Gange gesetzt
werden, welche zu bleibender Wirkung des neurotrophischen Faktors fiihren.

In 3.12 arbeiteten wir mit dem RET-Inhibitor XL-184. Eine Aktivierung von RET erfolgt,
wenn die GDNF-family of ligand (GFLs) an den GDNF-family receptor-a (GFRa) bindet.
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Zwar stehen die intrazelluliren Ereignisse, wie z. B. Proliferation, Uberleben,
Neuritenwachstum und Differenzierung, nach einer GDNF-abhangigen RET-Aktivierung
in starkem Zusammenhang, jedoch sind die spezifischen Signalwege noch wenig
erforscht (Airaksinen et al., 1999; Kaplan & Miller, 1997; Takahashi, 2001). Es ist jedoch
dabei zu beachten, dass auch eine RET-unabhédngige Signalisierung von GDNF tiber GFR«a
Molekiile moglich ist (Airaksinen et al, 1999; Ibafez, Paratcha, & Ledda, 2020;
Poteryaev et al., 1999). Durch die auf Rezeptorebene erfolgte Inhibition von RET wurde
nur die spate Phase der ERK-Aktivierung beeinflusst (siehe 3.12 Abb. 13). Die Effekte
von GDNF blieben in der frithen Phase der ERK-Aktivierung erhalten. Dies suggeriert
uns, dass die frithe Phase der ERK-Aktivierung das Ergebnis von Priming und die
anhaltende Phase der ERK-Aktivierung das Ergebnis von anhaltender
Signaltransduktion ist.

Der derzeitige Wissensstand zu Experimenten, die unserem Untersuchungsmodell
entsprechen ist sehr gering. Eine Publikation von Yang et al. untersuchte, wie GDNF den
lasionsbedingten Tod von dopaminergen Neuronen im Mittelhirn von embryonalen
Sprague-Dawley Ratten verhindert (Embryonaler Tag 14). Hier wurde gezeigt, dass
GDNF die Erregbarkeit von kultivierten Mittelhirnneuronen akut potenziert hat, indem
es transiente A-Typ-K*-Kandle gehemmt hat. Hierbei war der Effekt nach dem
Auswaschen von GDNF jedoch komplett reversibel. Des Weiteren zeigte Yang et al.,, dass
dieser Mechanismus durch die Aktivierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2 vermittelt
wird (Yang et al,, 2001).

Nicole et al. zeigte an fetalen OF1 (Oncins France 1) Mausen des 14. bis 16.
Gestationstages, dass GDNF den apoptotischen neuronalen Tod von kortikalen Kulturen,
hierunter Neurone und Astrozyten, nicht verhindert, sondern selektiv den langsam
ausgelosten NMDA-Rezeptor-induzierten exzitotoxischen neuronalen Tod iiber eine
direkte Wirkung auf kortikale Neurone abschwacht. Auch nach dem Auswaschen von
GDNF blieb die NMDA-Rezeptorfunktion reduziert, was darauf hindeutet, dass die
GDNF-Anwendung eine intrazelluldre Signalisierungsantwort auf die Modulation der
NMDA-Rezeptorfunktion ausgeldst hat. Des Weiteren konnte Nicole et al. zeigen, dass
eine Vorbehandlung mit GDNF den NMDA-induzierten Calciumeinstrom reduziert,
welcher wahrscheinlich aus einer Verringerung der NMDA-Rezeptoraktivitat und nicht
aus einer verbesserten Puffer- oder Extrusionskapazitat fiir Calcium resultiert. Auch
konnte gezeigt werden, dass ein ERK-Aktivierungspfad fiir die GDNF-vermittelte

Reduktion der NMDA-induzierten Kalziumantwort notwendig ist (Nicole et al.,, 2001).
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Sajadi et al. untersuchte die voriibergehende und anhaltende Wirkung von GDNF in
Ratten mit Morbus Parkinson. Hier kam es zum Einsatz von gentechnisch verdanderten
Zellen, welche eine direkte Zufuhr von GDNF ins Gehirn bewirkte.

Die Zellen befinden sich in einer Hohlfaser aus einer selektiv permeablen
Polymermembran, die die Diffusion von Nahrstoffen und Sauerstoff nach innen und die
Sekretion des trophischen Faktors nach aufsen ermdéglicht (Kishima et al., 2004; Sautter
et al, 1998). Es zeigte sich eine signifikante Erhohung der Schwimmgeschwindigkeit
durch die anhaltende und transiente GDNF-Abgabe. Die Experimente suggerieren, dass
GDNF nur voriibergehend abgegeben werden muss, um eine verlangerte funktionelle
Regenerationswirkung zu ermaoglichen. Es ist jedoch nicht klar, ob eine transiente oder
langfristige GDNF-Gabe erforderlich ist, um eine nachhaltige Symptomverbesserung
beim Morbus Parkinson zu erreichen (Sajadi, Bensadoun, Schneider, Lo Bianco, &
Aebischer, 2006).

In der Literatur wurde bereits von vielen Autoren beschrieben, dass GDNF IB4(+)-
afferente Nozizeptor-Populationen sensibilisiert (Alvarez et al, 2012; Amaya et al,
2004; Bogen et al, 2008; Malin et al, 2006). Auch wird beschrieben, dass eine
Stimulation mit PGE2 von GDNF-sensibilisierten Zellen zu einer transienten
mechanischen Hyperalgesie sowie zu einer verlangerten Schmerzreaktion in
Skelettmuskeln von Ratten fiihrt (Alvarez et al., 2012; Hendrich, Alvarez, Chen, & Levine,
2012). Dabei beschrieben Joseph und Levine, dass das GDNF-induzierte Hyperalgesie-
Priming auf die IB4(+)-Nozizeptoren beschrankt ist und vom PKCe Signalweg abhdngig
ist (Joseph & Levine, 2010).

Wang et al. konnte das Hyperalgesie-Priming durch GDNF sowohl an mannlichen als
auch an weiblichen Mdusen aufzeigen. Eine intraplantare Injektion von GDNF hatte eine
12-tagige Hyperalgesie zur Folge. Am 14. Tag waren die Schmerzschwellen bei beiden
Geschlechtern wieder auf der Grundlinie. Eine anschlief3ende Injektion von PGE2
induzierte mechanische Hyperalgesie bei beiden Geschlechtern, die mehr als 72 Stunden
anhielt. Dies war signifikant langer als bei der Kontrollgruppe, dessen Hyperalgesie nach
8 Stunden abzunehmen begann und innerhalb von 24 Stunden vollstindig abklang (H. J.
Wang et al.,, 2018). Das Phdanomen des Primings durch GDNF wurde, wie man sehen
kann, in der Literatur sowohl in vivo als auch in vitro gezeigt. Welche genauen zellularen

Mechanismen dazu beitragen, ist jedoch noch unvollstandig gelost.
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5.5 Ausblick

Diese Arbeit verwendete die Untersuchungsmethode der HCS-Mikroskopie. Als einer
der ersten Laboratorien wurde sie von der AG Hucho genutzt und standig
weiterentwickelt sowie optimiert. Sie ermoglicht sowohl quantitative als auch
qualitative Ergebnisse. Es ist eine sehr sensitive Untersuchungsmethode, welche die
Forschung an vielen Zellen ermdglicht. So konnten iiber 15.000 Neurone eines Tieres
untersucht werden. Durch die grofde Anzahl an Neuronen pro Tier ist dementsprechend
eine deutliche Reduktion der Tierzahl mdglich. Im Gegensatz zur manuellen
Fluoreszenzmikroskopie wird jede einzelne Zelle durch den Untersucher analysiert. Es
ist eine sehr zeitaufwandige Arbeit, welche zusatzlich den subjektiven Aspekt mit in die
Forschung bringt. Die Forschung von GDNF im cAMP-Crosstalk zu ERK ist eine sehr
spezifische Forschungsfrage. Die Datenlage ist daher bisher kaum ausgepragt.
Vergleiche mit anderen Autoren waren infolgedessen sehr schwierig. Diese Arbeit bietet
jedoch dementsprechend einen Ansatzpunkt fiir weitere Forschung auf diesem Gebiet.

Unsere Forschung beinhaltete keine in vivo Experimente an Ratten. Es ware interessant
zu sehen, inwiefern sich unsere Ergebnisse des hyperalgesischen Primings mit in vivo
Experimenten iliberschneiden oder unterscheiden. Des Weiteren ist GDNF ein sehr
interessanter Wachstumsfaktor fiir die Schmerz-, die neurologische und die
Tumorforschung. Bis heute konnte jedoch noch kein Einsatz in der Behandlung von
Krankheiten wie z. B. Morbus Parkinson etabliert werden. Ob GDNF jemals ein
Ansatzpunkt in der Klinik zur Behandlung von chronischen Schmerzen,

Krebserkrankungen oder neurologischen Erkrankungen wird, verbleibt vorerst unklar.
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