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1.  Zusammenfassung

Chronischer Schmerz erzeugt einen hohen Leidensdruck fir alle Betroffenen. Die momentan
zur Verflgung stehenden Therapieansatze sind jedoch in ihrer Effektivitat begrenzt. Die
Bedeutung von Mechanismen auf peripherer Ebene bei der Entstehung von chronischem
Schmerz ist noch nicht vollstandig untersucht. Im Hinblick auf die Entwicklung von neuen
Therapien ist daher das Verstandnis der molekularen Grundlagen, auch auf peripherer
Ebende, von essentieller Bedeutung.

Es konnte gezeigt werden, dass die Depolarisation nozizeptiver Neurone vermittelt durch den
spannungsabhangigen L-Typ Kanal Cav1.2 zur Aktivierung der Typ Il Proteinkinase A (PKA-
II) fihrt, dass diese depolarisationsinduzierte Aktivierung der PKA-II mit der Sensitivierung des
Cav1.2-Kanals einhergeht und in vivo zur Entstehung von mechanischer Hyperalgesie fuhrt.
Ein Calciumeinstrom tber lonomycin hingegen fuhrte nicht zur Aktivierung der PKA-II. Ferner
ist nicht bekannt, ob ein Calciumeinstrom induziert durch alternative Wege wie beispielsweise
durch die Aktivierung des Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1)- oder des
Transient Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1)-Kanals zur Aktivierung von PKA-II fihrt.

In anderen Zellmodellen vermittelt Calcineurin die Dephosphorylierung von Cay1.2 an Serin
1928 und stellt somit den Gegenspieler der Cayv1.2-PKA-Phosphorylierung dar. In bis zu 17 %
der Patienten, welche Transplantation begleitende Therapie mit Calcineurininhibitoren
erhalten, tritt das , Calcineurin-inhibitor Induced Pain Syndrome (CIPS)* auf.

Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob Calcineurin den Unterschied zwischen der durch
Kaliumclorid (KCI) und lonomycin induzierten PKA-II Aktivierung begriinden kann, ob die TRP-
Agonisten Capsaicin und Allylisothiocyanat (AITC) zu Aktivierung von PKA-II fihren und ob
Calcineurininhibitoren diese Antwort modulieren.

Dissoziierte und kultivierte primare sensorische Neurone von Ratten und Mausen wurden
daher mit Capsaicin (1 pM), AITC (10, 100 mM) und lonomycin (1, 3 uM) alleine oder in
Kombination mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus (FK, 10 uM) oder Cyclosporin A (CsA,
10 pM) behandelt. AnschlieRend wurden die fixierten Zellen immunzytochemisch mit
Antikérpern gegen die phosphorylierte regulatorische Untereinheit der PKA-II (pRII),
phosphorylierte Extracellular-signal regulated kinases 1/2 (pERK1/2) und pCav1.2 gefarbt. Die
Zellen wurden mittels High Content Screening (HCS)-Mikroskopie gescannt und analysiert.
Die Ergebnisse zeigten, dass die Agonisten der TRPV1- und TRPA1-Kanale zur Aktivierung
von PKA-Il und Phosphorylierung von Cay1.2 fihren. Die TRPV1-mediierte Aktivierung der
PKA-Il sowie die Phosphorylierung von Cay1.2 konnte durch Calcineurininhibitoren verstarkt
werden, wobei diese Aktivitatssteigerung durch Calcineurininhibitoren nicht bei TRPA1-
mediierter PKA-II Aktivierung beobachtet wurde. Ferner konnte der Unterschied zwischen der

durch KCI und lonomycin induzierten PKA-II Aktivierung in primaren sensorischen Neuronen
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nicht durch Calcineurin begriindet werden. So flihrte weder die alleinige Behandlung mit
lonomycin noch die Kombination mit Calcineurininhibitoren und lonomycin zur Aktivierung der
PKA-II oder Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals.

Calcineurin erscheint als Gegenspieler von TRPV1-Agonisten-induzierter Phosphorylierung,
nicht aber von TRPA1-Agonisten induzierter Phosphorylierung oder der Depolarisation durch
lonomycin. Als mdgliche Erklarung koénnte die Anordnung von Proteinkomplexen in
Nozizeptoren dienen, welche eine Regulation der PKA-II durch Calcineurin erméglichen. Die
Ergebnisse dieser Arbeit weisen daher auf einen sehr spezifischen Mechanismus
depolarisationsinduzierter Hyperalgesie hin, welcher Schmerz bei CIPS auf molekularem

Niveau begrinden kénnte.
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2. Einleitung

Schmerz wird als ,ein unangenehmes Sinnes- oder Gefihlserlebnis, das mit tatsachlicher oder
potenzieller Gewebsschadigung einhergeht oder einer solchen Gewebsschadigung dhnelt*
definiert. Da Schmerz ein hochkomplexer Prozess ist, der zudem von den Betroffenen sehr
subjektiv und daher individuell wahrgenommen wird, wurde die seit 1979 geltende Definition
von Schmerz der International Association for the Study of Pain (IASP) erst kiirzlich um sechs
weitere Kernaussagen erganzt . Ziel dieser Aktualisierung und Ergénzung der Definition ist
es, Schmerz allumfassender zu beschreiben und die Schmerztherapie zu verbessern. Eine
dieser Kernaussagen lautet beispielsweise, dass Individuen das Schmerzkonzept durch ihre
Lebenserfahrungen erlernen . So gewinnen auch soziale Komponenten der
Schmerzerfahrung zunehmend in Therapieansatzen an Bedeutung, was ebenso die
Komplexitat von Schmerzen unterstreicht.

Wichtig fur die Schmerztherapie ist die Unterscheidung von akuten und chronischen
Schmerzen. Schmerzen, die langer als drei Monate andauern, werden als chronisch
bezeichnet, wobei Schmerzen, die kirzer als drei Monate andauern, als akut bezeichnet
werden 2,

Wahrend nahezu jeder Mensch in seinem Leben mit physischen, akuten Schmerzen
konfrontiert wird, leiden 20 % der europaischen Bevolkerung unter chronischen Schmerzen 2.
Chronischer Schmerz kann weiter durch die Einteilung in chronischen primaren und
chronischen sekundaren Schmerz differenziert werden. Chronischer primarer Schmerz kann
hierbei als eigenstandige Krankheit verstanden werden, wohingegen chronischer sekundarer
Schmerz als Symptom einer anderen Erkrankung wie beispielsweise Krebs oder die
diabetische Neuropathie aufgefasst werden kann 2. Im Mai 2019 wurde chronischer Schmerz
daher als eigene Rubrik in die elfte Fassung der International Classification of Diseases (ICD)
der Weltgesundheitsorganisation (WHQO) aufgenommen 2.

Chronische Schmerzen stellen eine groRe Herausforderung fir das Gesundheitssystem dar.
Einerseits erfahren Patienten einen gro3en Leidensdruck mit Einschrankungen im taglichen
Leben, gefolgt von einer Reduzierung der Lebensqualitdt, was in Lebensjahren mit
Einschrankungen (Years lived with disability, YLDs) ausgedriickt wird 4. Nicht selten fiihren
chronische Schmerzsyndrome auch zum Ausfall von Arbeitskraft, was wiederum ékonomisch
von Bedeutung ist. Andererseits erfordert die Behandlung chronischer Schmerzen eine
individuell angepasste Therapie, wobei viele momentan verfligbare Schmerzmittel nicht die
gewlinschte Wirkung erzielen 5. Aufgrund der unzureichenden Therapieerfolge ist es
erforderlich, die zellularen und molekularen Mechanismen, die der Schmerzwahrnehmung

zugrunde liegen, besser zu verstehen, um wirksamere Therapeutika zu entwickeln.
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21 Die Reizaufnahme und Reizweiterleitung von Schmerzen erfolgt durch
nozizeptive Neurone

Grundlage der Reizaufnahme und Reizweiterleitung bilden sogenannte Nozizeptoren.
Nozizeptoren sind primare Sinneszellen, die Schmerzerleben initiieren kédnnen. Die Zellkérper
der Nozizeptoren liegen in den Spinalganglien, von wo aus Zellauslaufer sowohl in die
Peripherie als auch weiter in Richtung des Riickenmarks reichen ” (Abb. 1).

Mit ihren freien Nervenendigungen nehmen die primaren Sinneszellen periphere, noxische
thermische, mechanische oder chemische Reize auf und leiten die Informationen an das
zentrale Nervensystem weiter 7. Die Aktivierung nozizeptiver Neurone durch potenziell
schadliche Reize und ihre zentralnervose Weiterleitung wird als Nozizeption bezeichnet 8. Im
Hinterhorn des Rickenmarks findet die Informationsibertragung von den primaren
sensorischen Neuronen an die sekundaren Neurone als Teil des zentralen Nervensystems
(ZNS) statt. Die Auslaufer der Zellkérper, die sogenannten Axone, der sekundaren Neurone
kreuzen auf Segmentebene der Wirbelsdule auf die Gegenseite und verlaufen in der
Vorderseitenstrangbahn in kranialer Richtung bis zum Thalamus 7. Vom Thalamus ausgehend,

erfolgt die Informationsibertragung schlief3lich bis zur GroRhirnrinde, der Cortex cerebri °.

T— Aufsteigende Bahn
! zum Thalamus

Hinterwurzel < _—~Spinalganglion mit

Zellkérpern

Hinterhorn Freie
Nervenendigungen

(Nozizeptoren)

Ad-Faser

C-Faser

Vorderhorn

Abb. 1: Reizweiterleitung vom peripheren zum zentralen Nervensystem. Noxische Reize werden von
Nozizeptoren mit ihren freien Nervenendigungen aufgenommen und im Hinterhorn des Rickenmarks zu
sekundéren Neuronen des ZNS weitergeleitet. Die sekunddren Neurone kreuzen auf Segmentebene der
Wirbelsdule im Riickenmark auf die Gegenseite und ziehen in der Vorderseitenstrangbahn nach kranial, wo sie die
Information im Thalamus auf tertidre Neurone (bertragen. Die Abbildung wurde in Anlehnung an Abbildung B
LPeriphere somatische Schmerzleitung (nach Lorke)* des Kapitels 12.4 Sensorisches System: Schmerz aus
Prometheus LernAtlas der Anatomie erstellt 1°.
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21.1 Verschiedene Typen Nozizeptoren nehmen unterschiedliche
Schmerzreize auf

Nozizeptive Neurone kénnen je nach Funktion und anatomischem Aufbau in zwei Gruppen
unterteilt werden 8: Ad-Fasern und C-Fasern.

Ad-Fasern besitzen eine moderat dicke Myelinscheide, welche die Axone isoliert und somit
eine relativ schnelle Informationsweiterleitung von 6-25 m/s ermdglicht.

C-Fasern sind dinner bzw. nicht myelinisiert. Daher leiten C-Fasern Informationen langsam
mit circa 1 m/s zu den sekundaren Neuronen im Rickenmark. Durch die unterschiedlich
schnelle Reizweiterleitung ergibt sich, dass die durch Ad-Fasern aufgenommenen Reize als
spitzer, schneller erster Schmerz und die durch C-Fasern aufgenommenen Reize als stumpfer,
langer anhaltender zweiter Schmerz wahrgenommen werden. Innerhalb der Ad-Fasern
werden wiederum zwei verschiedene Typen unterschieden: Typ | und Typ Il Ad-Fasern.
Wahrend C-Fasern sowohl thermische, mechanische und chemische Reize wahrnehmen und
daher als polymodal bezeichnet werden, detektieren Typ | Ad-Fasern insbesondere schadliche
mechanische und chemische Reize und Typ Il Ad-Fasern uberwiegend schadliche thermische
Reize. Dieser Spezialisierung auf unterschiedliche Reize liegt die Expression
unterschiedlicher Rezeptoren zugrunde 8. Die Reizschwelle fiir thermische Reize ist bei Typ |
Ad-Fasern besonders hoch (> 50 °C), sodass sie schadliche Hitze schlechter, jedoch
mechanische und chemische Reize besser wahrnehmen. Typ Il Ad-Fasern hingegen haben
eine besonders hohe Reizschwelle fiir mechanische und chemische Reize, sodass sie
schadliche Hitze besser, jedoch mechanische und chemische Reize schlechter detektieren ”°.
Nozizeptive Neurone kénnen auch mithilfe molekularer Marker in Subgruppen unterschieden
werden. So kann zwischen peptidergen Neuronen und nicht-peptidergen Neuronen
differenziert werden. Peptiderge Neurone besitzen im Gegensatz zu nicht-peptidergen
Neuronen die Neuropeptide Substanz P und exprimieren die Tropomyosinrezeptorkinase A
(TrkA), auch als hoch affiner Rezeptor des Nervenwachstumsfaktors (Nerve growth factor,
NGF) bekannt. AuRerdem zeichnen sie sich durch Calcitonin Gene-Related Peptide (CGRP)
aus '. Nicht-peptiderge Neurone zeichnen sich hingegen durch die Expression der
Rezeptortyrosinkinase Ret, die Bindung des Isolektins B4 (IB4) und die Expression des
purinergen P2X3 Rezeptors aus ''. Eine Clusteranalyse von Usoskin et al. ergab die
Unterscheidung von 10-11 Subgruppen sensorischer Neurone auf Basis von spezifischen
Expressionsmustern 2. Es konnten Subpopulationen von Nozizeptoren identifiziert werden,
welche die spannungsabhangigen Natriumkanale Nayv1.7 und Nay1.8 und die Transient
Receptor Potential Ankyrin 1 (TRPA1) und Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1)
Kationenkanale exprimieren, wobei diese Marker nicht spezifisch fir eine Subgruppe sind,

sondern Uberlappend vorkommen kénnen 3,

17



Die Reizweiterleitung von Ad- und C-Fasern an die sekundaren Neurone im Hinterhorn im
Ruckenmark erfolgt in verschiedenen Ebenen in der grauen Substanz (Substantia grisea). Ad-
Fasern Gbertragen die Information in den Rexed-Laminae | und V auf die sekundaren Neurone,
C-Fasern geben die Informationen in den Rexed-Laminae | und Il an sekundare Neurone

weiter 7.

2.2 Zentrale Sensitivierung fuhrt zur Hyperalgesie und Chronifizierung

Ein SchllUsselereignis bei der Entstehung von chronischem Schmerz ist die zentrale
Sensitivierung (auch zentrale Sensibilisierung). Dieser Prozess beschreibt die erhdhte
neuronale Aktivitat in der zentralen Schmerzweiterleitung, die nach einem noxischen Reiz
erfolgt, und die folglich zu einer Schmerziiberempfindlichkeit, der Hyperalgesie, fuhrt '*. Eine
besondere Rolle kommt hierbei der Signalibertragung an den Synapsen zu. Durch
wiederholte Aktivierung von Neuronen kann die Signalubertragung an den Synapsen verstarkt
werden — ein Prozess, der als Langzeitpotenzierung beschrieben wurde und ein zellularer
Schlisselprozess neuronalen Lernen und Gedachtnisses ist '°. Auf molekularem Niveau fiihrt
die Ausschuttung von Glutamat, Substanz P und CGRP in den synaptischen Spalt zwischen
den primaren und sekundaren Neuronen im Ruckenmark als Folge der Aktivierung von
Nozizeptoren zu einer Depolarisation der postsynaptischen Membran. Durch diese
Depolarisation wird die spannungsabhangige Blockierung von N-Methyl-D-Aspartat (NMDA)-
Rezeptoren auf der postsynaptischen Membran durch Magnesiumionen aufgehoben, sodass
Glutamat NMDA-Rezeptoren binden und aktivieren kann '®. Dadurch 6ffnet sich der NMDA-
Rezeptor, wodurch es zu einem Calciumeinstrom in das postsynaptische Neuron kommt.
Durch die erhdhte intrazelluldre Calciumkonzentration werden wiederum intrazellulare
Signalwege aktiviert, die mittels akuter Signalvorgange sowie durch langanhaltende
Aktivierung von Transkription und Translation zur Entstehung zentraler Sensitivierung
beitragen '*. Die Aktivierung der NMDA-Rezeptoren ist also zentral fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung der zentralen Sensitivierung 718,

An Synapsen der Schmerzbahnen fihrt die Langzeitpotenzierung als Folge von
langanhaltender Aktivierung durch z.B. Entzindungen oder Verletzungen zu erhdhter

Schmerzwahrnehmung (Hyperalgesie) und Chronifizierung von Schmerz'.

2.3 Periphere Sensitivierung
Zu Chronifizierung von Schmerz tragen nicht nur Veranderungen im ZNS bei. Die zentralen
Veranderungen kénnen auch durch Uberreaktivitdt von peripheren nozizeptiven Neuronen
hervorgerufen werden, welche als Folge von Gewebeschaden oder Entziindungen und lang-
anhaltenden plastischen Veranderungen sensibilisiert werden 319,
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Diese periphere Sensibilisierung aufert sich in einer Herabsetzung des Schwellenwertes fir
die Reizweiterleitung und in einer erhéhten Reaktion auf schadliche Reize .

Verschiedenste Forschungsprojekte haben gezeigt, dass die periphere Sensibilisierung,
welche unter anderem zu Schmerzchronifizierung fuhren kann, durch intrazellulare

Signalkaskaden erzeugt wird 8°.

2.4 Intrazellulare Signalkaskaden in Nozizeptoren

Ausgangspunkt fur die Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden ist einerseits die Bindung
von Liganden an ihre spezifischen Rezeptoren in der Zellmembran der Neurone ’.
Andererseits kdnnen die Signalkaskaden in Nozizeptoren auch durch alleinige Depolarisation

aktiviert werden 2'.

2.41 Die cAMP-abhéangige Proteinkinase A wird rezeptorabhangig aktiviert

Bei der rezeptorabhangigen Aktivierung intrazellularer Signalkaskaden in Nozizeptoren bilden
die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCRs) eine gro3e Rezeptorgruppe. GPCRs sind 7-
Transmembranhelix-Rezeptoren, die verschiedene Neurotransmitter und inflammatorische
Substanzen binden. Sobald der spezifische Ligand an den GPCR bindet, wird das
Guanosintriphosphat (GTP)-bindende Protein (G-Protein) aktiviert, das wiederum die
Adenylylzyklase, ein membrangebundenes Enzym, aktiviert (Abb. 2). Die Adenylylzyklase
bildet aus Adenosintriphosphat (ATP) den sekundaren Botenstoff zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) 7. Die rezeptorabhangige Produktion von cAMP fiihrt
schlieBlich zur Aktivierung der zyklischen Adenosinmonophosphat (cAMP)-abhangigen
Proteinkinase A (PKA), die sowohl rezeptorabhangig als auch ber Depolarisation aktiviert
werden kann 72!, Die depolarisationsinduzierte Aktivierung der PKA wird in Abschnitt 2.4.9

erlautert.

2.4.2 Die PKA besteht aus katalytischen und regulatorischen Untereinheiten
Die PKA besteht aus zwei katalytischen und zwei regulatorischen Untereinheiten ’. Basierend
auf den Isoformen der regulatorischen Untereinheiten kénnen zwei Typen PKAs unterschieden
werden: Typ | PKA (PKA-I) und Typ Il PKA (PKA-II) mit respektive den regulatorischen
Untereinheiten Rla und RIB bzw. Rlla und RIIB. Wahrend Rla und RIB eine inhibitorische
Pseudosubstratbindungsstelle fir die katalytische Untereinheit tragen, bilden Rlla und RII
phosphorylierbare inhibitorische Substratbindungsstellen flir die katalytische Untereinheit der
PKA 22,23.
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Durch die allosterische Bindung von cAMP an die regulatorischen Untereinheiten der PKA
werden die katalytischen Untereinheiten der PKA durch eine Konformationsanderung frei und

somit wird die PKA aktiviert 2425,

2.4.3 Die PKA Isoform RIIB dient als Marker fur nozizeptive Neurone

Die Expression der PKA Isoformen variiert in verschiedenen Zelltypen 27-2°. Die Quantifizerung
der PKA Untereinheiten in neuronalen und nicht-neuronalen Zellen zeigte, dass die o-
Untereinheiten der PKA auch in nicht-neuronalen Zellen exprimiert werden, wahrend die [3-
Untereinheiten ausschlielich in neuronalen Zellen identifiziert wurden. Hierbei wurde gezeigt,
dass die PKA Isoform RIIB in nozizeptiven Ad- und C-Fasern exprimiert wird, welche ebenso
TRPV1, Nay1.8, CGRP und IB4 exprimieren. Mithilfe dieser Marker werden nozizeptive
Neurone identifiziert, sodass konkludiert werden kann, dass auch RIIB als Marker fir

nozizeptive Neurone dienen kann *.

2.4.4 Die PKA vermittelt die Kopplung von Exzitation und Transkription

Als Kinase phosphoryliert die PKA mit ihrer katalytischen Untereinheit Serin- und
Threonineinheiten verschiedener Zielproteine, die ebenfalls Teil der Signalkaskade sind .
Am Ende der intrazellularen Signalkaskaden steht die Regulation von biologischen Prozessen
wie beispielsweise der Transkription. Die PKA phosphoryliert den Transkriptionsfaktor cAMP
response element-binding protein (CREB), der die Transkription der DNA im Zellkern reguliert
31 Durch diese Kopplung von Exzitation des Neurons und Transkription wird die
Genexpression in Neuronen in Abhangigkeit der Aktivierung moduliert. Auf diese Weise kann
eine erhéhte Aktivierung der Neurone Uber intrazellulare Signalkaskaden und die Transkription
bestimmter Gene zu einer Veranderung der Signalweiterleitung, beispielsweise durch eine

veranderte Rezeptor- oder Kanalexpression, fiihren 2.

245 Die Proteinkinase C und der Mitogen-activated protein kinase Signalweg
sind Teil der Signalkaskade in Nozizeptoren

Abhangig von der Art des Stimulus werden verschiedene Proteine innerhalb der intrazellularen
Signalkaskaden aktiviert. So scheint die Proteinkinase C (PKC) vor allem in der Entstehung
von Hyperalgesie aufgrund thermischer und mechanischer Reize involviert zu sein .

Auch die Mitogen-activated protein kinases (MAPKSs), insbesondere die Extracellular-signal
regulated kinases 1 und 2 (ERK1/2) werden als Teil der Signalkaskade im weiteren Verlauf
aktiviert und scheinen vor allem in thermisch und mechanisch ausgeléster Hyperalgesie

involviert zu sein 3436,
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Versuche mit kortikalen Neuronen der Ratte haben gezeigt, dass die Aktivierung des MAPK
Signalweges durch die Bindung von Calcium an Calmodulin (CaM) am spannungsabhangigen
L-Typ Calciumkanal erfolgt . Zu dem MAPK Signalweg zahlt die Aktivierung des G-Proteins
Ras, gefolgt von der Aktivierung der Serin/Threonin-Kinase Raf. Raf aktiviert die MAP/ERK-
Kinase (MEK) durch Phosphorylierung, welche schlieRlich ERK1/2 phosphoryliert und somit
aktiviert 38,

Am Ende des MAPK Signalweges steht wiederum die Phosphorylierung des

Transkriptionsfaktors CREB und die Regulation der Genexpression ¥,

2.4.6 Die PKA moduliert die Aktivierung der Signalkaskaden

Neben Proteinen phosphoryliert die PKA auch membrangebundene Rezeptoren als Teil der
Signalkaskade. Hierdurch wird die Aktivierung dieser Rezeptoren und folglich auch die
Aktivierung der Signalkaskaden moduliert 3949,

Durch die Phosphorylierung des lonenkanals Transient Receptor Potential Vanilloid 1 (TRPV1)
an Serin 116 wird die Desensitivierung von TRPV1 reduziert. Durch diesen Mechanismus tragt
die PKA direkt zur Sensitivierung von Neuronen bei #'.

Des Weiteren konnte in verschiedenen Studien gezeigt werden, dass die PKA den
spannungsabhangigen L-Typ Calciumkanal Cay1.2 in Neuronen reguliert. Experimente mit
kardialen Muskelzellen, Neuronen des Hippocampus und thalamokortikalen Schaltneuronen
haben gezeigt, dass die PKA den Calciumeinstrom Uber Cayv1.2-Kanadle durch die
Phosphorylierung von Serin 1928 am C-Terminus des Cay1.2-Kanals begtinstigt 44243, Diese
Beobachtung konnte auch in nozizeptiven Neuronen gemacht werden. Isensee et al. zeigten,
dass die Aktivitat des Cay1.2-Kanals durch die Phosphorylierung von Serin 1928 durch PKA
reguliert wird 2'. So fuhrte die depolarisationsinduzierte Aktivierung der PKA zu einem Anstieg
der Phosphorylierung von Serin 1928 des Cay1.2-Kanals, wahrend dieser Effekt nach der
Blockade der katalytischen Untereinheit der PKA nicht zu beobachten war 2'.

Diese Beobachtungen verdeutlichen, dass PKA in Neuronen im Allgemeinen, aber vor allem
auch in nozizeptiven Neuronen im Speziellen eine zentrale Funktion in der Regulation der
intrazellularen Signalkaskaden einnimmt.

In nozizeptiven Neuronen konnte gezeigt werden, dass die Expression und Aktivitat der PKA

nach wiederholter Stimulation mit inflammatorischen Mediatoren erhdht scheint 4.
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Abb. 2: Intrazelluldre Signalkaskaden in Neuronen. Sobald ein Ligand an den GPCR bindet, erfolgt die
Aktivierung der intrazelluldren Signalkaskaden (lber die a-Untereinheit des G-Proteins. Die Adenylylzyklase bildet
im aktivierten Zustand den sekundédren Botenstoff cAMP, der fiir die Aktivierung der PKA verantwortlich ist.
Alternativ zur Aktivierung durch cAMP erfolgt die Aktivierung der PKA depolarisationsabhdngig durch einen
Calciumeinstrom durch die spannungsabhéngigen L-Typ Calciumkanédle Cav1.2. PKA phosphoryliert den
Transkriptionsfaktor CREB und reguliert somit die Genexpression. Dariiber hinaus reguliert PKA durch
Phosphorylierung des Cav1.2- und des TRPV1-Kanals die Aktivitét dieser lonenkanéle. Der MAPK Signalweg wird
durch calciumbindendes Calmodulin aktiviert, welches an den aktivierten Cav1.2-Kanal bindet. Aktiviertes Ras,
aktiviert Raf, das wiederum MEK aktiviert. MEK aktiviert schlieBlich ERK1/2. Uber die Aktivierung der ERK1/2 und
die darauffolgende Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors CREB wird wiederum die Genexpression in
Abhéngigkeit der neuronalen Aktivitét reguliert. Die gelben Sternchen stellen die Phosphorylierung der Zielproteine
dar. AC: Adenylylzyklase, ATP: Adenosintriphosphat, Ca?*: Calciumion, CaM: Calmodulin, cAMP: Zyklisches
Adenosinmonophosphat, Cav1.2: Spannungsabhéngiger L-Typ Calciumkanal 1.2, CREB: cAMP response element-
binding protein, ERK1/2: Extracellular-signal regulated kinases 1 und 2, Gas: a-Untereinheit des G-Proteins, GPCR:
G-Protein-gekoppelter Rezeptor, MEK: Mitogen-activated protein kinase (MAP)-/ERK-Kinase, PKA: Proteinkinase
A, TRPV1: Transient Receptor Potential Vanilloid-Kanal 1.

2.4.7 Spannungsabhangige Calciumkanale als Zielstruktur der PKA

Spannungsabhangige Calciumkanale sind Oligomere, die aus verschiedenen Untereinheiten
bestehen. Die a1-Untereinheit formt die Kanalpore und besteht selbst aus vier Doméanen aus
je sechs transmembranen Segmenten (S1-S6) und einer einmindenden P-Schleife. Zum
Kanal zahlt weiterhin eine a2-Untereinheit, die sich extrazellular befindet und an eine
transmembrane &-Untereinheit gebunden ist. Intrazelluldr ist die a1-Untereinheit an eine B-
Untereinheit gebunden #°4¢. Innerhalb der Gruppe der spannungsabhangigen Calciumkanale

werden verschiedene Isoformen unterschieden: Cay1.1-Cay1.4-Kanale, die auch als L-Typ
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Kanale bezeichnet werden, Cay2.1-Cay2.3-Kanale, die als P/Q-, N- und R-Typ Kanale
bezeichnet werden und Cay3-Kanale, auch bekannt als T-Typ Kanale 4%,

Verschiedene Studien beschreiben die Regulation des Calciumeinstroms Uber die Cay1.2-
Kanale durch PKA. So begtnstigt die PKA den Calciumeinstrom tber Cay1.2-Kanale durch
die Phospohorylierung von Serin 1928 am C-Terminus des Ca,1.2-Kanals in kardialen
Muskelzellen %%, Zudem wurde in Neuronen des Hippocampus beobachtet, dass die
calciumabhangige Inaktivierung des Calciumkanals durch die Aktivierung der PKA und die
daraus folgende Phosphorylierung des Calciumkanals reduziert wird 2.

Wahrend die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals zur Aktivierung mit erhdhtem
Calciumeinstrom flihrt, bewirkt die Dephosphorylierung des Kanals einen reduzierten
Calciumeinstrom. Studien mit Neuronen aus dem Hippocampus und aus Spinalganglien der
Ratte zeigten, dass die Dephosphorylierung des Cay1.2-Kanals durch Calcineurin (CaN), einer
Ca?"/Calmodulin  (CaM)-abhangigen Phosphatase, zu einer Reduzierung des
Calciumeinstroms flihrt und mal3geblich an der calciuminduzierten Inaktivierung der Cay1.2-
Kanale beteiligt ist 5252,

Auch in nozizeptiven Neuronen erfolgt die Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals in
Abhangigkeit der PKA 2!, Es wird zum ersten Mal eine mogliche Funktion des L-Typ Kanals
Cay1.2 in der Regulation des Signalweges in nozizeptiven Neuronen beschrieben !4, Dieser
Mechanismus scheint zudem zur Sensitivierung von nozizeptiven Neuronen beizutragen, da
die wiederholte Depolarisation der Neurone eine Calcium- und PKA-abhangige Sensitivierung

des Cay1.2-Kanals bewirkt 2'.

Die Verteilung und Dichte von spannungsabhangigen lonenkanalen auf der nozizeptiven
Zellmembran, wozu auch spannungsabhangige Calciumkanale zahlen, beeinflussen unter
anderem die Art und Dauer der neuronalen Aktivitat 3. Entziindungsmediatoren kénnen
Veranderungen in der Verteilung und Dichte dieser lonenkanale bewirken und somit die
neuronale Aktivitat in Folge von Gewebeschaden beeinflussen 3.

Bisher wurden L-Typ Calciumkanale allein mit der Regulation der Signalweiterleitung auf
zentralem Niveau, beispielsweise in Spinalnerven, in Verbindung gebracht. So wurde eine
erhdhte Expression von Cay1.2-Kanalen in Spinalnerven von Ratten in einem Modell fir
Hyperalgesie beobachtet 5. Eine Funktion bei der Signalweiterleitung in nozizeptiven
Neuronen wurde bisher nur fir P/Q-, N-, T- und R-Typ Kanale beschrieben *. Mause, die
keine Cay2.1- oder Cay2.3-Kanale exprimieren, sind respektive weniger sensibel flr
inflammatorischen und neuropathischen Schmerz oder nur inflammatorischen Schmerz, was
eine Funktion der P/Q- und R-Typ Kanéle in der peripheren Schmerzregulierung vermuten

lasst °0°%7. Fir T-Typ Kanale wird eine erhohte Aktivitat in nozizeptiven Neuronen in
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verschiedenen Modellen fiir chronischen Schmerz beschrieben %%, Mause, die keine N-Typ

Kanale exprimieren, zeigen wiederum eine reduzierte Sensitivitat fiir Schmerz ©°.

2.4.8 TRP-Kanale als Zielstruktur der PKA

Intrazellulare Signalkaskaden werden durch verschiedenste Rezeptoren und Mediatoren
aktiviert. Eine Rezeptorfamilie, die in Nozizeptoren exprimiert wird, stellen die Transient
Receptor Potential (TRP)-Kanale mit sechs Unterfamilien dar. Zu diesen sechs Unterfamilien
zahlen die Transient Receptor Potential Ankyrin (TRPA)-, Transient Receptor Potential
Canonical (TRPC)-, Transient Receptor Potential Melastatin (TRPM)-, Transient Receptor
Potential Mucolipin (TRPML)-, Transient Receptor Potential Polycystin (TRPP)- und die
Transient Receptor Potential Vanilloid (TRPV)-Kanale ¢'. TRP-Kanale bestehen aus sechs
transmembranen Untereinheiten, die als Tetramer angeordnet sind und kationendurchlassige
Poren formen 6. TRP-Kanale sind nicht-selektive Kationenkanale, wobei insbesondere

Natrium- und Calciumionen durch TRPV-Kanale in das Zellinnere stromen.

2.4.8.1 Verschiedene TRP-Kandle detektieren unterschiedliche Reize

TRPV1-Kanale werden durch Hitze ab circa 43 °C, einen niedrigen pH und auch durch
Capsaicin, das fir die Scharfe der Chilisorte Capsicum frutescens verantwortlich ist, aktiviert
62, Die Aktivierung der nicht-selektiven TRPV1-lonenkanale fiihrt zu einem Calciumeinstrom in
die Zelle, was wiederum zur Depolarisation der Zellmembran und der Ausschuttung von
Neurotransmittern fUhrt '. Inhibiert werden TRPV1-Kanale durch intrazelluldres
Phosphatidylinositol-4,5-biphosphat (PIP2) 8. In Anwesenheit von Bradykinin und NGF ist der
loneneinstrom Uber TRPV1-Kanale erhoht, was sich in einer erhohten thermischen Sensitivitat
widerspiegelt. Bradykinin und NGF haben eine stimulierende Wirkung auf die Pospholipase C
(PLC), welche PIP; hydrolysiert und somit der Inhibition der TRPV1-Kanale entgegenwirkt 3.
TRPM8-Kanale werden durch Kalte (8-28 °C) aktiviert. lhre Aktivitat kann des Weiteren durch
Substanzen wie beispielsweise Menthol oder Icilin erhoht werden 6164,

Auch TRPA1-Kanale werden durch Kalte, Temperaturen unter 17 °C , aktiviert 8°. Zusatzlich
aktivieren chemische Substanzen, wie beispielsweise Senfél, TRPA1-Kanale, sodass sie auch

in der Reizaufnahme und -weiterleitung schadlicher chemischer Reize involviert sind €.

Bhave et al. haben gezeigt, dass TRPV1-Kanale einer Regulation durch PKA unterliegen. PKA
phosphoryliert die TRPV1-Kanale am Serin 116, was die Desensitivierung des TRPV1-Kanals
reduziert. Hierdurch tragt PKA direkt zur Sensitivierung von Neuronen bei '. PKA kénnte daher
Uber die Regulation der TRPV1-Kanale in nozizeptiven Neuronen eine wichtige Funktion in

der Entstehung von chronischem Schmerz und Hyperalgesie einnehmen.
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2.4.9 PKA wird auch durch Depolarisation aktiviert

Experimente der Arbeitsgruppe Hucho zeigten, dass PKA-Il in primdren sensorischen
Neuronen auch durch neuronale Aktivitat aktiviert werden kann 2'.

Als Mal fir die PKA-Il Aktivitdt diente hierbei die Zuganglichkeit der phosphorylierten
regulatorischen Untereinheit der PKA-II (pRII). Die pRII wird nur im aktiven Zustand durch eine
Konformationsanderung frei, sodass sie mittels Immunzytochemie markiert werden kann.
Hierzu wurde ein spezifischer primarer Antikbrper gegen pRIl wie auch ein flir den primaren
Antikorper spezifischen, fluoreszierenden, sekundaren Antikérper verwendet. Die Intensitat
des fluoreszierenden sekundaren Antikorpers, welcher Gber den primaren Antikérper an die
pRII bindet, stellt somit ein MaR fiir die PKA-II Aktivitat dar 7.

Die Stimulation von Neuronen mit Kaliumchlorid (KCI) flhrt also auch zu einer Aktivierung der
PKA-II, die vermutlich unabhangig vom cAMP Signalweg verlauft. Es wurde beobachtet, dass
die depolarisationsabhangige Aktivierung der PKA-Il durch einen Calciumeinstrom durch die
spannungsabhangigen L-Typ Calciumkanale Cay1.2 induziert wird. Bemerkenswert ist, dass
der Calciumeinstrom durch z.B. calciumdurchlassige lonophoren (lonomycin) kaum zur
Aktivierung der PKA-II fihrt 2. Aufgrund dieser Beobachtungen wird deutlich, dass nicht jeder

Calciumeinstrom in nozizeptiven Neuronen zu einer Aktivierung der PKA-II fuhrt.

Um die Bedeutung von intrazellularem Calcium bei der depolarisationsinduzierten Aktivierung
von PKA-II zu testen, wurden die Nozizeptoren vor der Depolarisation mit dem intrazellularen
Calciumchelator BAPTA-AM behandelt. Bei der Zugabe von BAPTA-AM konnte die PKA-II
Aktivierung kurz nach der Depolarisation, jedoch nicht mehr nach 30 min beobachtet werden
21 Diese Beobachtung lasst vermuten, dass ein lokal begrenzter Calciumeinstrom fiir die PKA-
Il Aktivierung notwendig ist und intrazellulares Calcium keine, bzw. eine geringe Rolle bei der
PKA-II Aktivierung spielt.

Es stellt sich also die Frage unter welchen Bedingungen der Calciumeinstrom in nozizeptiven
Neuronen zu einer Aktivierung der PKA-II fihrt. Werden durch den Calciumeinstrom in
nozizeptiven Neuronen moglicherweise neben aktivierenden Prozessen auch inaktivierende
Prozesse angestolien, die sogar Uberwiegen, wenn Calcium in einiger Entfernung der

eigentlichen Aktivierungsstelle der PKA in die Zelle stromt?

Fur diese inhibitorischen Prozesse kommen verschiedene Komponenten in Betracht.
Inhibitoren der Adenylylzyklase (AC) und somit des cAMP Signalweges kdnnten einer PKA
Aktivierung entgegenwirken.

In den vorausgegangenen Experimenten konnte jedoch gezeigt werden, dass die PKA-II

Aktivierung unabhangig von dem cAMP Signalweg verlauft 2'.
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Ein alternativer Mechanismus konnte die Regulation des Cayv1.2-Kanals sein, bei dem

Calcineurin eine wichtige Funktion einnimmt.

2.5 Calcineurin als moglicher Gegenspieler der PKA-II

Calcineurin ist eine Ca?*/Calmodulin (CaM)-abhangige Serin/Threonin Proteinphosphatase,
auch bekannt als Proteinphosphatase 2B (PP2B). Die Proteinphosphatase besteht aus einem
Heterodimer aus einer katalytischen und einer regulatorischen Untereinheit, respektive
Calcineurin A und Calcineurin B 8,

Als Folge eines Anstiegs der intrazellularen Calciumkonzentration wird Calcineurin durch
calciumgebundenes Calmodulin aktiviert. Aktiviertes Calcineurin dephosphoryliert als
Phosphatase verschiedene Zielproteine wie beispielsweise den Transkriptionsfaktor Nuclear
factor of activated T cells (NFAT). Durch die Dephosphorylierung von NFAT ist Calcineurin
z.B. maRgeblich in der Regulation der Immunantwort involviert °.

Daruber hinaus zeigten Studien mit Neuronen aus dem Hippocampus und mit Spinalganglien
von Ratten, dass der Calciumeinstrom Gber Cay1.2-Kanale durch die Dephosphorylierung des
Kanals durch Calcineurin reduziert wird 52°3,

Unter Bericksichtigung der Beobachtung, dass PKA-II nach Aktivierung den Cay1.2-Kanal am
Serin 1928 phosphoryliert und den Kanal dadurch sensitiviert 21404243 kdnnte Calcineurin eine
Rolle als inaktivierender Gegenspieler der PKA durch Inaktivierung des Cay1.2-Kanals und
folglich des lokalen Calciumeinstroms einnehmen.

Zudem konnte gezeigt werden, dass Calcineurin, PKA und A kinase anchor protein 79
(AKAP79) in Neuronen aus dem Gehirn von Rindern einen gemeinsamen Komplex formen
und, dass alle drei Proteine in Neuriten von Neuronen aus dem Hippocampus kolokalisiert
sind. In der gleichen Arbeit wurde des Weiteren gezeigt, dass AKAP79 die Aktivitdt von
Calcineurin inhibiert °. Andererseits konnte in Neuronen des Hippocampus gezeigt werden,
dass die Bindung von AKAP79 an Calcineurin fir die durch Calcineurin hervorgerufene
Inaktivierung der Cay1.2-Kanale notwendig ist 52. Die genaue Funktion von AKAP79/150 in der
Regulation des Calciumeinstroms Uber Cay1.2-Kanale ist daher noch nicht abschliellend
geklart.

Ein weiterer Hinweis fur die Interaktion von Calcineurin und dem Cay1.2-Kanal liefert die
Stringdatenbank: Die katalytische Untereinheit der a-Isoform von Calcineurin (PPP3CA) wird
in der Stringdatenbank als direkter Interaktionspartner der Untereinheit alpha-1C des Cay1.2-
Kanals (CACNA1C) gelistet "'. Folglich kdnnte Calcineurin tatsachlich als regulatorisches

Element des Cav1.2-Kanals in Betracht kommen.

Die Involvierung von AKAP79/150 bei der Regulation der Cay1.2-Kanale in verschiedenen

neuronalen Zellen lasst ebenso eine Funktion von AKAP79/150 in nozizeptiven Neuronen
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vermuten. Moglicherweise scheint die Lokalisation von PKA und Calcineurin gegentiber dem
Cav1.2-Kanal fur den Regulationsmechanismus von Bedeutung zu sein, wobei AKAP79/150
als verbindendes Element gesehen werden kénnte. So kénnte PKA allein aktiviert werden,
wenn eine direkte Nahe zum Calciumeinstrom besteht, beispielsweise durch die Bindung von
AKAP79/150.

Wenn Calcium allerdings Uber einen alternativen Weg in die Zelle stromt und PKA nicht durch
einen Komplex in der Nahe des Calciumeinstroms lokalisiert ist, kdnnte Calcineurin, welches
nicht im Komplex mit PKA-Il organisiert ist, die Cay1.2-Kanale inaktivieren bevor PKA aktiviert
werden kann.

Verschiedene Studien legen nahe, dass ein Zusammenhang mit der Regulation der
Phosphorylierung durch die PKA und Calcineurin in Neuronen bestehen kénnte, der von der
raumlichen Anordnung der Proteine untereinander und gegentiber der Zielstrukturen abhangig
sein konnte %270,

Es kann also vermutet werden, dass Calcineurin auch in Nozizeptoren eine regulatorische
Funktion als inaktivierender Gegenspieler der PKA durch Inaktivierung des Cay1.2-Kanals und

folglich des lokalen Calciumeinstroms haben kénnte.

2.5.1 Calcineurin wird in nozizeptiven Neuronen exprimiert
Abhangig von dem Gewebe, in dem Calcineurin exprimiert wird, liegen die Untereinheiten des
Calcineurins in verschiedenen Isoformen vor. Fir die katalytische Untereinheit, Calcineurin A,
konnen drei verschiedene Isoformen unterschieden werden: a, 8 und y. Die Isoformen a und
B werden in humanen sowie murinen neuronalen Zellen exprimiert, wohingegen die Isoform y
in humanen und murinen Zellen des Testis exprimiert wird 275, Diese Untereinheiten werden
in Saugetieren respektive durch die Gene PPP3CA/Ppp3ca, PPP3CB/Ppp3cb und
PPP3CC/Ppp3cc kodiert, wobei die durchgangig groligeschriebene Bezeichnung die
humanen Gene und die andere Variante die murinen Gene reprasentiert 758!, Calcineurin A ist
unter eukaryotischen Organismen hoch konserviert, sodass Calcineurin A aus einer
katalytischen Domane, einer Calcineurin B-bindenden Domane, einer Calmodulin-bindenden
Domaéane und einer autoinhibitorischen Doméane besteht, welche an das aktive Zentrum bindet,
wenn Calcium und Calmodulin nicht gebunden sind und Calcineurin somit nicht aktiv ist 8287,
Aus den jeweiligen Domanen von Calcineurin A kénnen somit auch die verschiedenen
Funktionen von Calcineurin A abgeleitet werden. Die Isoform y von Calcineurin A scheint in
der Motilitat von Spermien involviert zu sein .
Auch die regulatorische Untereinheit des Calcineurins, Calcineurin B, liegt in zwei
verschiedenen Isoformen vor: B1 und B2, welche wiederum durch die Gene PPP3R1/Ppp3r1
und PPP3R2/Ppp3r2 kodiert werden 893, Die Isoform B1 wird in allen Zellen exprimiert,
wahrend die Isoform B2 nur in Zellen des Testis exprimiert wird °4.
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Calcineurin B ist fur die Bindung von Calcium und Calcineurin und damit fur einen Teil der
Aktivierung von Calcineurin verantwortlich und enthalt vier Calciumbindungs-EF-Hand-Motive
(Helix-Loop-Helix Motive) %.

Die Analyse der Calcineurinexpression in murinen nozizeptiven Neuronen bestatigt, dass
Calcineurin in allen nozizeptiven Neuronen exprimiert wird. Hierbei scheinen vor allem die
Untereinheiten Ppp3calb, also die Isoformen a und B der katalytischen Untereinheit, und
Ppp3r1, die Isoform 1 der regulatorischen Untereinheit, in murinen Nozizeptoren zu

dominieren (Abb. 3) %%,
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Abb. 3: Calcineurinexpression in priméren sensorischen Neuronen. A: Heatmap der unnormalisierten (links)
und normalisierten (rechts) mittleren Readcounts der PKA-II regulatorischen Untereinheit beta (Prkar2b), Cav1.2
und Untereinheiten von Calcineurin aus Einzelzell-RNA-Sequenzierungen verschiedener Subpopulationen
primérer sensorischer Neurone 29697, B: Verteilung der Expression der Calcineurinisoformen in den verschiedenen
Subpopulationen primérer sensorischer Neurone 9. Abbildung erstellt und zur Verfiigung gestellt von Herrn Dr.
Jérg Isensee.
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2.6 Calcineurininhibitoren und Calcineurin-inhibitor Induced Pain Syndrome
(CIPS)

Calcineurininhibitoren werden als Immunsuppressiva vielfach nach Organtransplantationen
eingesetzt, um einer Abstoliungsreaktion des Korpers gegen das Transplantat vorzubeugen
%_Die in der Klinik gelaufigen Calcineurininhibitoren sind Cyclosporin A und Tacrolimus, auch
als FK506 bezeichnet, welche Uber unterschiedliche Mechanismen Calcineurin und somit die
Aktivierung von T-Zellen inhibieren %%,

Cyclosporin A und Tacrolimus inhibieren Calcineurin durch sekundare Proteine. Cyclosporin
A bindet im Zytosol an Cyclophiline und Tacrolimus bindet ebenfalls im Zytosol an FK506-
bindende Proteine (FKBPs). Die Komplexe aus Cyclosporin A und Cyclophilinen und
Tacrolimus und FKBPs binden und inhibieren Calcineurin 82%.

Durch die Inhibierung von Calcineurin wird der Transkriptionsfaktor NFAT nicht
dephosphoryliert, wodurch die Translokation des Transkriptionsfaktors in den Zellkern nicht
erfolgt. Somit kénnen fir die Immunantwort essentielle Gene nicht transkribiert werden und

die Immunatwort wird gehemmt €919,

Die Beschreibung eines Schmerzsyndroms bei Patienten, die mit Calcineurininhibitoren
behandelt werden, unterstreicht die vermutete regulatorische Funktion von Calcineurin in der
Reizaufnahme bzw. — weiterleitung auch von Schmerzen.

Bei bis zu 17 % der Patienten, die entweder mit Cyclosporin A oder Tacrolimus behandelt
werden, werden symmetrische, bilaterale Schmerzen in den unteren Extremitaten beobachtet
101103 Dieses Schmerzsyndrom, welches in Abhéangigkeit von der Behandlung mit
Calcineurininhibitoren auftritt, wird daher als Calcineurin-inhibitor Induced Pain Syndrome
(CIPS) bezeichnet.

Die auftretenden Schmerzen sind neuropathischer Natur und gehen mit einer gesteigerten
Schmerzempfindlichkeit und elektrischen Missempfindungen einher % CIPS entsteht
innerhalb von ein bis drei Monaten nach Therapiestart mit Calcineurininhibitoren, wobei eine
Besserung der Symptome bei Reduzierung der Dosis der Calcineurininhibitoren beobachtet
Wurde 103,105_

In Fallstudien wird der Einsatz von Dihydropyridin-Calciumkanalblockern als effiziente
Therapie beschrieben, wodurch eine Rolle von L-Typ Calciumkanalen in der

Schmerzentstehung vermutet werden kann %6106,
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2.7 Fragestellung und Ziel der Arbeit

Chronischer Schmerz erzeugt einen hohen Leidensdruck fir alle Betroffenen. Die momentan
zur Verflgung stehenden Therapieansatze sind in ihrer Effektivitat begrenzt °¢. Wahrend die
Rolle der zentralen Sensitivierung bei der Entstehung von chronischem Schmerz beschrieben
wurde, werfen die Mechanismen auf peripherer Ebene noch viele Fragen auf. Im Hinblick auf
die Entwicklung von neuen Therapien, ist daher das Verstandnis der molekularen Grundlagen
von essentieller Bedeutung.

Die Arbeitsgruppe Hucho konnte zeigen, dass die Depolarisation nozizeptiver Neurone Uber
einen Calciumeinstrom durch den L-Typ Kanal Cay1.2 zur Aktivierung der Kinase PKA-II fiihrt.
Diese depolarisationsinduzierte Aktivierung der PKA-Il bewirkte wiederum eine Zunahme der
Phosphorylierung von Serin 1928 des Cay1.2-Kanals was unter anderem auch mit einer
Sensitivierung des Cay1.2-Kanals in Verbindung gebracht wird. In vivo flhrt dieser
Mechanismus zur Entstehung von mechanischer Hyperalgesie 2'. Die durch den Cay1.2-Kanal
vermittelte, depolarisationsinduzierte Aktivierung der PKA-II konnte daher einen sich selbst
verstarkenden Mechanismus darstellen, der ektopischer Aktivitat der nozizeptiven Neuronen
und damit einer Chronifizierung von Schmerzen zugrunde liegt.

Im Gegensatz zu dem durch den Cayv1.2-Kanal vermittelten Calciumeinstrom, flhrt der
Calciumeinstrom Uber lonomycin nicht zur Aktivierung der PKA-II ', Es stellt sich also die
prinzipielle Frage, was den Calciumeinstrom Uber den Cay1.2-Kanal von einem
Calciumeinstrom durch lonomycin unterscheidet.

Ferner ist nicht bekannt, ob Calciumeinstrom Uber alternative Wege wie beispielsweise tber
den TRPV1- oder den TRPA1-Kanal zur Aktivierung von PKA-II flhrt.

In anderen Zellmodellen vermittelt Calcineurin calciumabhangig die Dephosphorylierung von
Cavy1.2 an Serin 1928 und stellt somit den Gegenspieler der Cay1.2-PKA-Phosphorylierung
dar 5253 Wir vermuten, dass Calcineurin in nozizeptiven Neuronen die Funktion eines
negativen Regulators der depolarisationsinduzierten PKA-Il Aktivierung einnimmt, der in
Abhangigkeit der Lokalisation des Calciumeinstroms die PKA-Il Aktivitat reguliert. Wir
vermuten also, dass ein zum Cay1.2-Kanal alternativer Calciumeinstrom zur
calciumabhangigen Aktivierung von Calcineurin fihrt, sodass die Cay1.2-Kanale
maglicherwiese durch Dephosphorylierung von Serin 1928 inaktiviert werden, bevor die PKA-
[l Aktivierung erfolgen kann (Abb. 4). Sobald Calcium durch lonomycin oder TRP-Kanale in
die Zelle stromt, kdnnte Calcineurin bereits vor der Aktivierung der PKA-II den Cay1.2-Kanal
dephosphorylieren, sodass die Aktivierung der PKA-II nicht erfolgt.

Kdénnte Calcineurin als moglicher negativer Regulator der depolarisationsinduzierten PKA-II
Aktivierung den  Unterschied zwischen der dber den Cav1.2 mediierten

depolarisationsinduzierten, also durch lokalen Calciumeinstrom vermittelten, und der
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lonomycin-depolarisationsinduzierten, also durch entfernten Calciumeinstrom vermittelten,
PKA-II Aktivierung begriinden?

Womdglich koénnte die negativ-regulierende Funktion von Calcineurin auf die
depolarisationsinduzierte PKA-Il Aktivierung auch die schmerzinduzierende Wirkung der
Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A auf molekularem Niveau erklaren.
Ziel der Arbeit ist es daher, zu untersuchen,
1) ob Calcineurin den Unterschied zwischen der durch KCI induzierten und der durch
lonomycin nicht induzierten PKA-II Aktivierung begriinden kann,
2) ob die TRP-Agonisten Capsaicin und Allylisothiocyanat (AITC), auch bekannt als
Senfol, zu Aktivierung von PKA-II fihren und
3) ob Inhibitoren von Calcineurin die PKA-II Aktivierung modulieren.
Wenn Calcineurin den Unterschied zwischen dem Cay1.2-Kanal vermittelten und dem
lonomycin vermittelten Calciumeinstrom auf die PKA-II Aktivierung begriinden kann, erwarten
wir, dass die Behandlung von nozizeptiven Neuronen mit Calcineurininhibitoren zu PKA-II
Aktivierung durch lonomycin vermittelten Calciumeinstrom fuhrt. Ebenso erwarten wir, dass
TRP-Kanal induzierte Depolarisation zu PKA-II Aktivierung fuhrt und, dass die Behandlung mit
Calcineurininhibitoren die PKA-Il Aktivitdt bei TRP-Kanal-induzierter Depolarisation
modulieren kénnte. Da wir vermuten, dass Calcineurin seine inhibitorische Wirkung durch die
Dephosphorylierung von Serin 1928 austibt, erwarten wir eine starkere Phosphorylierung von
Serin 1928 in nozizeptiven Neuronen, wenn diese vor einer Stimulation des Calciumeinstroms

mit Calcineurininhibitoren behandelt wurden.
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Abb. 4: Arbeitshypothese. Die Depolarisation der Zellmembran von nozizeptiven Neuronen fiihrt zu einem
Calciumeinstrom (ber die Cav1.2-Kanéle. Dieser lokale Calciumeinstrom bewirkt die depolarisationsinduzierte
Aktivierung der PKA-Il und eine Phosphorylierung von Serin 1928, wodurch der Calciumeinstrom erh6ht wird.
Gleichzeitig aktiviert das einstrémende Calcium Calcineurin, welches der PKA-II Aktivierung entgegenwirkt. Im
Gegensatz zu dem durch den Cav1.2-Kanal vermittelten Calciumeinstrom, fiihrt der Calciumeinstrom U(ber
lonomyecin nicht zur Aktivierung der PKA-II. Ob ein Calciumeinstrom (ber alternative Wege wie beispielsweise liber
den TRPV1- oder den TRPA1-Kanal zur Aktivierung von PKA-Il fiihrt, ist nicht bekannt. Wir vermuten, dass
Calcineurin durch diesen alternativen Calciumeinstrom in die Zelle aktiviert wird und die Cav1.2-Kandéle
méglicherweise durch die Dephosphorylierung von Serin 1928 deaktiviert bevor PKA-II aktiviert werden kann. Ca?*:
Calciumionen, CaN: Calcineurin, Cav1.2: Spannungsabhéngige 1.2-Calciumkanéle, PKA-II: Typ Il Proteinkinase A,
P: Phosphorylierung, TRPA1: Transient Receptor Potential Ankyrin 1-Kanal, TRPV1: Transient Receptor Potential
Vanilloid 1-Kanal, Ser1928: Serin1928.
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3. Material und Methoden

3.1 Material

3.1.1 Nahrmedien, Zusatze und Reagenzien

Tabelle 1: Fiir die Zellkultur verwendete Ndhrmedien.

Nahrmedium Hersteller Kat.-Nr.
Minimal Essential Medium | Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #42360-024
(MEM)
Neurobasal A Medium Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #12349-015
Tabelle 2: Zusétze fiir die verwendeten Ndhrmedien.
Zusitze Verdiinnung; Hersteller Kat.-Nr.
Herstellung
B-27 Supplement 1:50 Thermo Fisher Scientific, Waltham, | #17504
Massachusetts, USA
L-Glutamat 1:270,3; gelost in | Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA #G8415
Zellkulturwasser mit
einer Endkonzentration
von 1 mg/mi
L-Glutamin 1:400; gelodst in | Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA #G6392
Zellkulturwasser mit
einer Endkonzentration
von 200 nM
Penicillin/Streptomycin 1:100 Lonza, Basel, Schweiz #DE17-802E
Tabelle 3: Reagenzien fiir die Zellkultur und Immunzytochemie.
Herstellung/Endkonzentration | Hersteller Kat.-Nr.
Bovines 12 g BSA in 40 ml Dulbecco’s | Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, | #A9418
Serumalbumin (BSA), | phosphatgepufferte Salzlésung | USA
30 % (DPBS)
Bovines 10 g BSA in 1000 ml DPBS Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, | #A9418
Serumalbumin (BSA), USA
1%
Dulbecco’s - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, | #D8537-500
phosphatgepufferte USA ml
Salzlésung (DPBS)
Kollagenase P, 250 | 10 U/ml Roche Diagnostics, Risch, Schweiz | #11213873001
U/ml
Laminin - Thermo Fisher Scientific, Waltham, | #23017-015
Massachusetts, USA
Normales - Dianova, Hamburg, Deutschland #005-000-121

Ziegenserum (NGS)
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Normales
Ziegenserum
Blockierungslésung
(NGBS)

2 %
(NGS), 1 % BSA, 0,1 % Triton X-
100 und 0,05 % Tween 20 in
DPBS)

normales Ziegenserum

Paraformaldehyd 80 g PFA wurden in 1 L DPBS | Merck Millipore, Darmstadt, | #104005
(PFA), 8 %-ig aufgeldst und bis 80 °C erhitzt Deutschland
Poly-L-Ornithin - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, | #2533
USA
Triton X-100 - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, | #T9284-100ml
USA
Tween 20 - Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, | #P9416
USA
Zellkulturwasser - Lonza, Basel, Schweiz #BE17-724F
3.1.2 Calcineurininhibitoren
Tabelle 4: Fiir die Prdstimulation verwendeten Calcineurininhibitoren.
Calcineurininhibitor | Stammlésung Verwendete Hersteller Kat.-Nr.
Konzentration
Cyclosporin A 50 mM 1,5625 MM, | Tocris Bioscience, Bristol, | #1101
(20 mg gelost in | 3,125 pyM 6,25 | Vereinigtes Konigreich
328,9 pl | UM 10 pM, 12,5
Dimethylsulfoxid uM, 25 uM, 50
(DMSO0)) uM
Tacrolimus (FK506) 50 mM 10 uM Tocris Bioscience, Bristol, | #3631
(10 mg geldst in Vereinigtes Konigreich
243,3 ml DMSO)
3.1.3 Stimulanzien
Tabelle 5: Fiir die Stimulation verwendeten Substanzen.
Stimulanz Stimulierter Stammlésung | Verwendete Hersteller Kat.-Nr.
Rezeptor/Kanal Konzentration
Allylisothiocyanat | TPRPA1 10M 10 mM, 100 mM | Sigma Aldrich, St. | #377430
(AITC), Senfol Louis, Missouri,
USA
Capsaicin (Cap) | TRPV1 10 mM 1 uM, 10 uM Sigma-Aldrich, St. | #M2028
(1 mg geldst in Louis, Missouri,
327,5 ] USA
DMSO)
lonomycin - 1 mM in | 1uM, 3 uM Sigma Aldrich, St. | #13909-1ml
DMSO Louis, Missouri,
USA
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Kaliumchlorid - 3M 40 mM Sigma-Aldrich, St. | #104936
(KCI) Louis, Missouri,
USA
3.1.4 Primare Antikorper
Tabelle 6: Primére Antikérper fiir die Inmunzytochemie.
Antikorper Spezies Epitop Klonalitat Verdiinnung Hersteller Kat.-Nr.
ch-PGP Huhn UCHL- Polyklonal 1:2000 Novus, #NB110-
1/PGP Cambridge, UK | 58872
9.5
mo-CGRP Maus GCRP, Monoklonal 1:500 Biozol #0rb319478
clone Diagnostics
4901 Vertrieb GmbH,
Eching,
Deutschland
mo-pERK1/2 | Maus Phospho- | Monoklonal 1:250 New  England | #9106L
p44/42 Biolabs, Cell
MAPK Signaling
(Erk1/2), Technology,
Thr202/T Danvers,
yr204 Massachusetts,
(E10) USA
rb-Cav1.2 Kaninchen | Phospho- | Polyklonal 1:1000 Covalab, #pab0692
Ser1928 Villeurbanne,
Frankreich
rb-pERK1/2 Kaninchen | Phospho- | Monoklonal 1:500 New  England | #4370L
p44/42 Biolabs, Cell
MAPK Signaling
(Erk1/2) Technology,
(Thr202/ Danvers,
Ty204) Massachusetts,
USA
rb-pRII Kaninchen | Phospho- | Monoklonal 1:1000 Abcam, #ab32390
Rlla, Cambrigde, UK
Ser99,
Clone
151
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3.1.5 Sekundare Antikorper

Tabelle 7: Sekundére Antikérper fiir die Inmunzytochemie.

Antikorper Spezies | Epitop Verdiinnung | Hersteller Kat.-Nr.
gt-A488-ch Plus | Ziege Huhn IgY 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #A32931
Waltham, Massachusetts, USA

gt-A555-rb Plus | Ziege Kaninchen 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #A32732
IgG Waltham, Massachusetts, USA

gt-A647-mo Ziege Maus IgG 1:1000 Thermo Fisher Scientific, | #A32728

Plus Waltham, Massachusetts, USA

Hoechst 34580 | - - 1:1000 Sigma-Aldrich, St. Louis, | #63493

Missouri, USA
3.1.6 Gerate und Verbrauchsmaterial
Tabelle 8: Verwendete Geréte und Verbrauchsmaterial.

Gerat/Material Hersteller Kat.-Nr.

70 %-iges Ethanol Fischar, Saarbriicken, Deutschland #225183

8-Kanal Pipette, 5-100 l, Eppendorf, Hamburg, Deutschland #4861000120

Eppendorf Xplorer®

96-Kammer Platte Greiner, Kremsmiinster, Osterreich #655896

Aluminiumfolie Corning, Corning, USA #6569

Celllnsight CX7 LZR | Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #CX7A1110LZ

Plattform  (High  Content R

Screening-Mikroskop)

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

Einkanalpipette, vwr™, Radnor, Pennsylvania, USA #613-5258

mechanisch, Ergonomic

High-Performance, 0.2-2 pl

Einkanalpipette, vwr™, Radnor, Pennsylvania, USA #613-5265

mechanisch, Ergonomic

High-Performance, 100-

1000 pl

Einkanalpipette, vwr™, Radnor, Pennsylvania, USA #613-5263

mechanisch, Ergonomic

High-Performance, 20-200

i

Einkanalpipette, vwr™, Radnor, Pennsylvania, USA #613-5260

mechanisch, Ergonomic

High-Performance, 2-20 pl

Euthanasiekammer BioMedical Instruments, ZolInitz, Deutschland

Falcon® Corning, Corning, USA #352096

Zentrifugenroéhrchen, 15 mi
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Falcon®

Zentrifugenréhrchen, 50 ml

Corning, Corning, USA

#352070

Feine, gerade Schere Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, B.C., | #14040-10
Kanada

Friedman-Pearson Rongeur | Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, B.C., | #16021-14
Kanada

Gebogene Pinzette Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, B.C., | #11297-10
Kanada

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

Gerade Pinzette Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, B.C., | #11295-51
Kanada

Gewebspinzette Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, B.C., | #11022-14
Kanada

Guillotine Ugo Basile srl, Gemonio, Italien #51330

HERACEell 150i CO2 | Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #50116047

Incubator

Kleinlumige  feuerpolierte, | Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland #747720

silikonbeschichtete

Pasteurpipette

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

Normallumige feuerpolierte, | Th. Geyer GmbH & Co. KG, Renningen, Deutschland #747720

silikonbeschichtete

Pasteurpipette

Orbitor RS2 Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA #ORB2002

Petrischale, 4 cm | vwr™, Radnor, Pennsylvania, USA #TPPA93040

Durchmesser

Photometrics X1 CCD, 14- | Teledyne Photometrics, Tucson, Arizona, USA

Bit Kamera

Pipettierhelfer, accu-jet® pro | Brand GmbH & Co. KG, Wertheim, Deutschland #26300

Plan NeoFluar™ System | Olympus Corporation, Tokio, Japan

Standard Olympus™

Objektiv (10x, 0,30 NA)

Sicherheitsbunsenbrenner, Integra Biosciences AG, Zizers, Schweiz

Fireboy

Skalpellhalter Fine Science Tools Incorporation, North Vancouver, B.C., | #10003-12
Kanada

Skalpellklinge Feather Nr. | Pfm medical Institue gGmbH, Kéln, Deutschland #201000010

10

Stereomikroskop SMZ-171

Motic, Kowloon Bay, Hongkong

Safe

biologische

Thermo Scientific™
2020
Sicherheitswerkbank der

Klasse Il

Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA
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Tischzentrifuge Rotina 48 R,
Rotor TX-500

Hettich Zentrifugen, Tuttlingen, Deutschland

V-férmige Mikrotestplatten

Nerbe plus, Winsen/Luhe, Deutschland #10-111-000

3.1.7 Software

Tabelle 9: Verwendete Software.

Programm

Version

Entwickler

Cellomics, HCS Studio Cell Analysis | 6.6.2

Thermo Fisher Scientific, Waltham,

Software Massachusetts, USA

Fiji - ImageJ 1.53¢c Wayne Rasband National Institutes of Health,
USA 107

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

Inkscape 1.0.2 Inkscape-Projekt

R 4.0.2. © The R Foundation (Team, 2018)
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3.2 Methoden

Alle Experimente wurden mit Ausnahme einer Versuchsreihe vier Mal repliziert. Die
betreffende Versuchsreihe (Absatz 4.1.5) wurde acht Mal repliziert, da die Negativkontrolle in
den ersten vier Replikaten auch eine Intensitatssteigerung zeigte und daher nicht als Referenz
dienen konnte. Schliellich wurde diese Versuchsreihe ganzlich wiederholt, da die

Intensitatssteigerung der Negativkontrolle weiterhin zu beobachten war.

3.2.1 Versuchstiere

Die Haltung und Verwendung der Versuchstiere erfolgte konform zum geltenden
Tierschutzgesetz (TierSchG) und der darauf basierenden Tierschutz-Versuchstierverordnung
(TierSchVersV) unter der Tierversuchsgenehmigungsnummer 84-02.05.20.13.045. Weibliche
und mannliche Wildtyp Mause der Linie C57BL/6N (18,60-27,64 g, 7-14 Wochen alt) und
weibliche und mannliche Wildtyp Sprague-Dawley Ratten (236-450 g) von Harlan (Rossdorf,
Deutschland) wurden in temperatur- und luftfeuchtigkeitsregulierten Raumlichkeiten der
Tierhaltung der Universitat zu Koln gehalten. Die Ratten und Mause hatten einen 12-Stunden

Tag/Nacht-Zyklus und wurden mit Wasser und Nahrung ad libitum versorgt.

3.2.1.1 Praparation von Mausen

Die Mause wurden durch einen langsamen Kohlenstoffdioxid-(CO.)-Anstieg anasthesiert und
anschlieftend durch CO.-Intoxikation getdtet. Nach Feststellung des Todes wurden sie mit 70
%-igem Ethanol desinfiziert und mithilfe einer Guillotine enthauptet. Durch kleine
Pumpbewegungen auf den Thorax der Maus wurde ein Ausbluten erzielt. Dorsal wurde die
Cutis mithilfe einer chirurgischen Schere von kranial nach kaudal abgespalten. Nachfolgend
wurden die Scapulae mit einer feinen, geraden Schere mit einem Schnitt vom Thorax gelost,
sodass sie nach aullen geklappt und fixiert werden konnten. Der Spinalkanal wurde durch
bilaterale Schnitte durch den jeweiligen Arcus vertebrae mithilfe der feinen, geraden Schere
und einer Gewebspinzette V-formig erdffnet. AnschlieRend wurde die Wirbelsdule mitsamt
Rickenmark komplett entnommen und fixiert. Das Rickenmark wurde entfernt und alle
zervikalen, thorakalen und lumbalen Spinalganglien wurden unter dem Mikroskop mit einer
gebogenen Pinzette und einer geraden Federschere entnommen. Die Spinalganglien wurden
innerhalb von 45-60 min entfernt, um sie schnellstmdéglich in ideale Zellkulturbedingungen zu

bringen.
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3.2.1.2 Praparation von Ratten

Die Ratten wurden durch einen langsamen CO2-Anstieg anasthesiert und anschliellend durch
COq-Intoxikation getotet. Nach Feststellung des Todes wurden sie mit 70 %-igem Ethanol
desinfiziert und mithilfe einer Guillotine enthauptet. Durch Pumpbewegungen auf den Thorax
der Ratte wurde ein Ausbluten erzielt. Die Cutis wurde dorsal oberhalb der Wirbelsaule mithilfe
eines Skalpells von kranial nach kaudal eingeschnitten und seitlich von der Subcutis geldst.
AnschlielRend wurde das Muskelgewebe rechts und links paravertebral im gesamten Verlauf
der Wirbelsaule eingeschnitten. Durch einen horizontalen Schnitt wurden die Muskeln
oberhalb der Wirbelsaule durchtrennt. Die Faszie der Muskeln dorsal der Wirbelsaule wurde
mithilfe des Friedman-Pearson Rongeurs entfernt. Daraufhin wurde die Wirbelsdule durch
bilaterale Schnitte durch den jeweiligen Arcus vertebrae mithilfe einer Littauer Knochenschere
eroffnet. Das Rickenmark wurde entfernt und alle zervikalen, thorakalen und lumbalen
Spinalganglien wurden unter dem Mikroskop mit einer gebogenen Pinzette und einer geraden
Federschere entnommen. Die Spinalganglien wurden innerhalb von 60-80 min entfernt, um

sie schnellstmdglich in ideale Zellkulturbedingungen zu bringen.

3.2.2 Zellkultur primarer sensorischer Neurone
Alle murinen Spinalganglien wurden in einer 4 cm Petrischale mit 2,5 ml Minimal Essential
Medium (MEM) gesammelt und in 2,5 ml Neurobasal A Medium angereicht mit B-27
Supplement (1:50), L-Glutamin (1:400 gel6st in Zellkulturwasser mit einer Endkonzentration
von 200 mM), L-Glutamat (1:270,3 geldst in Zellkulturwasser mit einer Endkonzentration von
1 mg/ml) und Penicillin/Streptomycin (1:100) tberfihrt.
Die Spinalganglien von Ratten wurden in zwei 4 cm Petrischalen mit je 2,5 ml Minimal
Essential Medium (MEM) gesammelt. Uberflissige Gewebehiillen rundum die Spinalganglien
wurden mithilfe einer gebogenen und geraden Pinzette entfernt, wonach die Spinalganglien
jeder Seite jeweils in 2,5 ml Neurobasal A Medium angereichert mit B-27 Supplement (1:50),
L-Glutamin (1:400 gel6st in Zellkulturwasser mit einer Endkonzentration von 200 mM), L-
Glutamat (1:270,3 geldst in Zellkulturwasser mit einer Endkonzentration von 1 mg/ml) und
Penicillin/Streptomycin (1:100) Gberflhrt wurden.
Anschlieend wurden die Spinalganglien fir 60 min mit 100 pl Kollagenase (f.c. = 10 U/ml) bei
37 °C und 5 % CO. behandelt. Die Spinalganglien wurden mithilfe einer normallumigen feuer-
polierten und silikonbeschichteten Pasteurpipette mitsamt 2,5 ml des angereicherten Mediums
in ein 15 ml Zentrifugenrdhrchen Uberflhrt, welches bereits 2,5 ml angereichertes Medium
enthielt. Nach dem Absinken der Spinalganglien auf den Boden des Zentrifugenrohrchens
innerhalb von 30 s wurden die Spinalganglien mit 2,5 ml Medium in ein weiteres 15 ml
Zentrifugenrohrchen pipettiert. Die Spinalganglien wurden in zwei Schritten mit einer
normallumigen und anschlieBend mit einer kleinlumigen feuerpolierten und
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silikonbeschichteten Pasteurpipette dissoziiert. Im ersten Schritt wurden die Spinalganglien 10
Mal mit der normallumigen feuerpolierten und silikonbeschichteten Pasteurpipette auf- und
abpipettiert. Nachdem das noch nicht dissoziierte Gewebe flir 30 s auf den Boden sinken
konnte, wurde das Supernatant in ein drittes 15 ml Zentrifugenréhrchen pipettiert. Im zweiten
Schritt wurden die restlichen Spinalganglien mit dem Rest des angereicherten Mediums aus
dem ersten Zentrifugenréhrchen (insgesamt 5 ml) und der kleinlumigen feuerpolierten und
silikonbeschichteten Pasteurpipette 10 Mal auf- und abpipettiert. Die dissoziierten
Spinalganglien wurden anschlie®end mit der kleinlumigen Pasteurpipette in einem neuen,
schraggehaltenen 15 ml Zentrifugenréhrchen auf einen 15 %-igen bovinen Serumalbumin
(BSA)-Gradienten (750 pl 30 %-iges BSA (12 g BSA in 40 ml Dulbecco’s phosphatgepufferte
Salzlésung (DPBS)) und 850 pl angereichertes Neurobasal A Medium) aufgetragen. Fir die
Dissoziation der Spinalganglien von Ratten wurden vier dieser Gradienten hergestellt, auf
welche die in dem Medium gelésten Neuronen gleichmaRig aufgetragen wurden. Durch
Zentrifugation (120 g, 8 min, Tischzentrifuge Rotina 48 R, Rotor TX-500, Hettich Zentrifugen,
Tuttlingen, Deutschland) wurden Axone und Zellreste von den Spinalganglien getrennt und
entfernt. Das Spinalganglien-Zellpellet wurde mit der kleinlumigen Pasteurpipette in 1 ml
angereichertem Neurobasal A Medium resuspendiert. Zu der Zellsuspension wurde erneut so
viel angereichertes Neurobasal A Medium hinzugefligt, sodass fiir die gesamte Anzahl der zu
besdenden Zellkulturkammern (maximal 64 Kammern mit einer finalen Zelldichte von 200-
1100 Neuronen pro Kammer) ausreichend Zellsuspension vorhanden war (100 ul pro
Kammer). Folglich wurden 100 ul der Zellsuspension in 0,1 mg/ml Poly-L-Ornithin / 5 ug/ml
Laminin beschichteten 96-Kammer Platten (Greiner, Kremsmiinster, Osterreich, #655896)
mithilfe einer 8-Kanal Pipette ausgesat und lber Nacht inkubiert (37 °C, 5 % CO,).

3.2.3 Stimulation primarer sensorischer Neurone

Die Stimulation und Fixierung der Neurone in den 96-Kammer Platten erfolgte auf
vorgewarmten Warmebldcken (37 °C). Fur die Prastimulation und Stimulation wurden jeweils
12,5 pl der Stimulanzien in V-formige 96-Kammer Mikrotestplatten pipettiert. Hierbei betrug
die Konzentration der Stimulanzien in den Kammern der V-formigen Mikrotestplatten das 10-
Fache der Endkonzentration der Stimulanzien. Fir die Prastimulation und Stimulation wurden
jeweils 50 ul des angereicherten Neurobasal A Mediums aus der 96-Kammer Platte mit den
Zellen in die V-formige Mikrotestplatte pipettiert. Durch dreimaliges Auf- und Abpipettieren der
50 pl in der V-férmigen Mikrotestplatte wurde das Medium mit den Stimulanzien gemischt und
50 pl wurden zurtick in die 96-Kammer Platte mit den Zellen pipettiert. Die genaue zeitliche
Abfolge der Prastimulation und Stimulation erfolgte nach einem strikten Zeitplan. Zwischen der

Prastimulation und Stimulation wurden die Zellen bei 37 °C und 5 % CO; inkubiert.
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Negativkontrollen wurden nach dem gleichen Verfahren behandelt, allerdings nur mit Puffern

und Lésungsmitteln ohne Zusatz der Stimulanzien.

3.2.3.1 Prastimulation mit Calcineurininhibitoren

Primare sensorische Neurone wurden fir Dosis-Antwort Experimente mit verschiedenen
Konzentrationen (0-50 uM) der Calcineurininhibitoren Cyclosporin A oder Tacrolimus (FK506)
fir 30 min prastimuliert.

Fur kinetische Experimente wurden die Zellen mit je 10 uM Cyclosporin A oder Tacrolimus flr
30 min prastimuliert, bevor die Stimulanzien zu den Zellen hinzugefiigt wurden.

Vorherige, teils noch unverdéffentliche Experimente der Arbeitsgruppe dienten als Grundlage

fur die verwendeten Konzentrationen der Calcineurininhibitoren 2'.

3.2.3.2 Stimulation mit Calciumeinstrom-induzierenden Substanzen

Um den Calciumeinstrom in die nozizeptiven Neurone zu induzieren, wurden die nozizeptiven
Neurone mit verschiedenen Substanzen in verschiedenen Konzentrationen fir 0, 1, 5, 15, 30,
60 und 120 min nach der Prastimulation stimuliert.

Fir die Induzierung des Calciumeinstroms Uber den TRPV1-Kanal wurden die nozizeptiven
Neurone mit 1 oder 10 uM Capsaicin fuir die angegebene Zeitspanne behandelt. Basis fur die
Auswahl der geeigneten Capsaicinkonzentration waren vorherige, teils unveréffentliche
Experimente der Arbeitsgruppe mit Capsaicin und primaren sensorischen Neuronen von
Ratten .

Fir die Induzierung des Calciumeinstroms Uber den TRPA1-Kanal wurden die Zellen mit 10
oder 100 mM Allylisothiocyanat (AITC) fur die angegebene Zeitspanne behandelt. Zuvor
wurden primare sensorische Neurone von Ratten in einem Dosis-Antwort Experiment nach
30-minatiger Prastimulation fir 15 min mit 0, 0,001, 0,01, 1, 10 und 100 mM AITC stimuliert.
Da AITC fluchtig ist, wurden die jeweiligen Zellkulturkammern sofort nach der Zugabe von
AITC mit undurchlassiger Aluminiumfolie versiegelt, sodass gasformiges AITC keinen Einfluss
auf noch unbehandelte Zellkulturkammern ausiben konnte.

Fir die Induzierung des Calciumeinstroms ber lonomycin wurden die sensorischen Neurone
nach 30-mintiger Prastimulation mit den Calcineurininhibitoren auf Basis friiherer Studien flr
0-120 min mit 1 und 3 uM lonomycin stimuliert 2.

Als Negativkontrolle wurde jeweils DPBS mit der entsprechenden Dimethylsulfoxid (DMSO)
Konzentration verwendet, welche auch bei den Prastimulanzien bzw. den Stimulanzien vorlag.
So wurde 0,1 %-iges DMSO in DPBS als Negativkontrolle fir die Prastimulation verwendet.

Fir die Positivkontrolle wurden die nozizeptiven Neurone fir 30 min mit 40 mM KCI stimuliert.

42



3.2.4 Fixierung der primaren sensorischen Neurone

Nach der Stimulation wurden die Zellen fixiert, indem 100 pl 8 %-iges Paraformaldehyd (PFA)
in jede Zellkulturkammer pipettiert und mit dem Medium durchmischt wurden, sodass die
Endkonzentration in jeder Kammer 4 % PFA betrug. Nach 5 min wurde das Medium mit dem
PFA erneut durchmischt und 100 ul der Medium/PFA-L6sung wurden entfernt. Nach weiteren
5 min wurden die restlichen 100 pl der Medium/PFA-L6sung durch 100 ul DPBS ersetzt und

nach 10 min wurden die Zellen mit 100 ul DPBS fiir 10 min bei Raumtemperatur gewaschen.

3.2.5 Immunzytochemie

Unspezifische Bindungsstellen wurden mit 50 pl der Blockierungslésung (2 % normales
Ziegenserum (NGS), 1 % BSA (10 g BSA in 1000 ml DPBS), 0,1 % Triton X-100 und 0,05 %
Tween 20 in DPBS) fir 60 min bei Raumtemperatur blockiert. Die Blockierungslésung wurde
aspiriert und die Zellen pro Kammer mit 30 ul der primaren Antikérper geldst in 1 %-igen BSA
Uber Nacht bei 4 °C inkubiert. Fur die Identifikation von primaren sensorischen Neuronen
wurden die Zellen mit einem primaren Antikorper spezifisch fir Ubiquitin-Carboxy-Terminal-
Hydrolase L1 (UCHL1) behandelt. Als Marker fur die PKA-II Aktivierung wurde ein Antikérper
verwendet, der spezifisch an die phosphorylierte regulatorische Untereinheit der PKA-II bindet
und nur dann binden kann, wenn die PKA-Il im phosphorylierten, also aktivierten Zustand
vorliegt 8. ERK1/2, welche im Anschluss einer PKA-II Aktivierung phosphoryliert werden 6,
sowie phosphoryliertes Serin 1928 wurden ebenso mit spezifischen primaren Antikérpern
gebunden. Fir die Visualisierung der Zellkerne wurde der DNA-bindende Farbstoffe Hoechst
34580 verwendet. Nach dreimaligem Waschen mit jeweils 100 ul DPBS fir jeweils 10 min bei
Raumtemperatur wurden die Zellen mit 50 ul der sekundaren Antikérper geldst in DPBS
(1:1000) fur 60 min bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert. AnschlieRend wurden die Zellen
wiederum drei Mal mit 100 pl DPBS fir 10 min bei Raumtemperatur im Dunkeln gewaschen.
Bei dem letzten Waschschritt wurden nochmals 100 pl DPBS pro Kammer hinzugefiigt, sodass
sich schlief3lich 200 pl DPBS in jeder Kammer befanden. Nach dem Waschen wurden die 96-
Kammer Platten mit einer selbstklebenden, lichtundurchlassigen Aluminiumfolie verschlossen

und bis zum Scannen bei 4 °C im Dunkeln aufbewahrt.

3.2.5.1 Primare Antikorper

Folgende primare Antikdrper wurden fir die Experimente verwendet: Huhn polyklonal anti-
UCHL1 (1:2000, Novus, Cambridge, UK, #NB110-58872), Kaninchen monoklonal anti-
phosphoRIlla (Ser99) (1:1000, clone 151, Abcam, Cambridge, UK, #ab32390), Maus
monoklonal anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Tyr204) (1:250, New England
Biolabs, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, USA, #9106L), Maus
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monoklonal IgG2a anti-CGRP (1:500, clone 4901, Biozol Diagnostics Vertrieb GmbH, Eching,
Deutschland, #0rb319478),

Kaninchen monoklonal anti-phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) (Thr202/Ty204) (1:500, New
England Biolabs, Cell Signaling Technology, Danvers, Massachusetts, USA, #4370L) und
Kaninchen polyklonal anti-Cav1.2 (1:1000, Phospho-Ser1928, Covalab, Villeurbanne,
Frankreich, #pab0692).

3.2.5.2 Sekundare Antikorper

Folgende sekundare Antikorper wurden fir die Experimente verwendet: Alexa plus 488 Ziege
anti-Huhn IgY (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, #A32931),
Alexa plus 555 Ziege anti-Kaninchen IgG (1:1000, Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts, USA, #A32732), Alexa plus 647 Ziege anti-Maus IgG (1:1000, Thermo Fisher
Scientific, Waltham, Massachusetts, USA, #A32728) und Hoechst 34580 (1:1000, Sigma-
Aldrich, St. Louis, Missouri, USA, #63493).

3.2.6 High content screening (HCS)-Mikroskopie

Um die PKA-II Aktivierung in primaren sensorischen Neuronen zu quantifizieren, wurde die
High Content Screening (HCS)-Mikroskopie eingesetzt. Die in den 96-Kammer Platten
kultivierten primaren sensorischen Neurone wurden innerhalb von drei Tagen nach der
immunzytochemischen Farbung mithilfe der High Content Screening (HCS)-Plattform
Celllnsight CX7 LZR, des Roboters Orbitor RS2 und der zugehdrigen HCS-Software HCS
Studio 6.6.2 Cell Analysis Software (Thermo Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA) gescannt.

Pro Zellkulturkammer wurden 49 Bildareale mit 10-facher VergréRerung und einer Auflésung
von 1104 x 1104 Pixeln (2 x 2 Binning) mit dem Plan NeoFluar™ System Standard Olympus™
Objektiv (10x, 0,30 NA, Olympus Corporation, Tokio, Japan) aufgenommen.

Hierfir wurde die in der Celllnsight CX7 LZR Plattform enthaltene Photometrics X1 CCD, 14-
Bit Kamera (Teledyne Photometrics, Tucson, Arizona, USA) und die integrierte
Laserbeleuchtung verwendet.

Die einzelnen Objekte, primare sensorische Neurone, wurden, wie von Isensee et al.
beschrieben, identifiziert und quantifiziert. In Kirze: Fur die Identifizierung der primaren
sensorischen Neurone wurden die Bilder der UCHL1 Farbung bezlglich des Hintergrundes
durch einen Tiefpassfilter korrigiert, zu bindren Bildmasken konvertiert (festgesetzter
Schwellenwert), geometrisch segmentiert und schlieRlich wurden die Neurone auf Basis ihrer
Grole (Mause: 80-7500 ym?, Ratten: 164-7500 ym?), der Form (Mause und Ratten: 1-3
Perimeter?/41r), des Langen-Breiten-Verhaltnisses (Mause und Ratten: 1-2), der

Durchschnittsintensitat (Mause und Ratten: 800-12000) und der gesamten Intensitat (Mause
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und Ratten: 2 x 10°-5 x 107) ausgewahlt. Auf Basis dieser Selektionsparameter wurden die
weiteren Kanale quantifiziert 2'.

Fir jedes identifizierte Objekt wurde die Intensitat des fluoreszierenden Signals der
sekundaren Antikorper quantifiziert. Die Langenwellen, mit denen die sekundaren Antikorper
angeregt wurden, betrugen 405, 488, 561 und 647 nm.

Da Uberlappungseffekte der Signale zwischen den Fluoreszenzkanalen auftreten koénnen,
wurden Kontrollen flir jeden verwendeten Fluoreszenzkanal/primaren und sekundaren
Antikorper verwendet, um die Ubertragung des Signals zwischen den Fluoreszenzkanélen zu
bestimmen und somit flr falsch-positive Signale korrigieren zu kénnen: UCHL1, UCHL1 +
Antikérper 1 und UCHL1 + Antikorper 2 27,

Mithilfe dieser Kontrollen konnten die Ubertragungskoeffizienten der Signale fir jeden Kanal
bestimmt werden, sodass mittels linearer Regression die jeweilige Trendlinie ermittelt werden
konnte, welche im Folgenden verwendet wurde, um die SignalUbertragung zwischen den
Fluoreszenzkanalen zu kompensieren %, Um die Variabilitdt zwischen verschiedenen
Experimenten und Scanvorgangen zu bertlicksichtigen, folgte nach der Kompensation die

Normalisation der Rohdaten auf den Wert 1 (oder 1000) fir nicht-stimulierte Zellen 7.

3.2.7 Statistische Analyse
Die Einzelbilder wurden zunachst mit der HCS-verknlpften Software analysiert, die
Ergebnisdaten exportiert und schlielich mit der Software R (Version 4.0.2) "% kompensiert
und normalisiert.
Alle Graphen zeigen den Mittelwert + Standardfehler (SEM). Die Zellzahl der Neurone pro
Kammer betrug 200-1100 Neurone. Innerhalb einer Experimentdurchfihrung wurden
Kammern mit einer stark von der durchschnittlichen Zellzahl abweichenden Zellzahl fur die
Analyse exkludiert (< 500 Zellen pro Kammer). In dem Fall, dass die durchschnittliche Zellzahl
einer gesamten Experimentdurchflihrung niedrig war (< 500 Zellen pro Kammer), wurden alle
Kammern fir die Analyse inkludiert ohne einzelne Zellkammern zu exkludieren. Diese
Vorgehensweise wurde im Vorfeld der Durchfiihrung der Experimente festgelegt.
Die Grafiken wurden mithilfe der Software GraphPad Prism 6, Inkscape 1.0.2 und Fiji - ImageJ
erstellt.
Um die Signifikanz sich unterscheidender Werte in kinetischen Experimenten zu bestimmen,
wurde die mehrfaktorielle Varianzanalyse (Zwei-Wege-ANOVA) verwendet. Um zu prifen,
welche Faktoren der Varianzanalyse sich unterscheiden, wurde der Bonferroni Test als Post-
hoc Test ausgewahlt und angewendet.
Fir die Bestimmung der Signifikanz von Werten, welche an einem einzelnen Zeitpunkt
gemessen wurden, wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (Ein-Wege-ANOVA)
durchgefiihrt. Um zu prifen, welche Faktoren der Varianzanalyse sich unterscheiden, wurde
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der Bonferroni Test als Post-hoc Test verwendet. Das Signifikanzniveau a wurde als p < 0,05
definiert. Signifikante Unterschiede der Signalantwort zwischen stimulierten Neuronen und der
Negativkontrolle wurden mit * fir p < 0,05, ** fur p < 0,01 und *** fir p < 0,001 angegeben.
Signifikante Unterschiede der Signalantwort zwischen den verschiedenen verwendeten
Stimuli wurden mit $ fir p < 0,05, $$ fiir p < 0,01 und $$$ fur p < 0,001 angegeben. Fiir alle

Analysen wurde flr n die Anzahl der unabhangig durchgefiihrten Experimente gewahlt.
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4. Ergebnisse

In vorherigen Studien konnte bereits gezeigt werden, dass die Depolarisation nozizeptiver
Neurone vermittelt durch den Cay1.2-Kanal zur Aktivierung der PKA-Il fihrt, dass diese
depolarisationsinduzierte Aktivierung der PKA-II mit der Sensitivierung des Cay1.2-Kanals
einhergeht und in vivo zur Entstehung von mechanischer Hyperalgesie fiihrt 2'. Ein
Calciumeinstrom Uber lonomycin hingegen fiihrte nicht zur Aktivierung der PKA-II 2'. Ferner
ist nicht bekannt, ob ein Calciumeinstrom induziert durch die Aktivierung des TRPV1- oder des
TRPA1-Kanals zur Aktivierung von PKA-II fuhrt.

In anderen Zellmodellen vermittelt Calcineurin die Dephosphorylierung von Cay1.2 an Serin
1928 und stellt somit den Gegenspieler der Cay1.2-PKA-Phosphorylierung dar 329,
Ziel dieser Arbeit ist es, zu untersuchen, ob Calcineurin den Unterschied zwischen der durch
KCI und lonomycin induzierten PKA-II Aktivierung begriinden kann, ob die TRP-Agonisten
Capsaicin und AITC zu Aktivierung von PKA-II fihren und ob Calcineurininhibitoren diese

Antwort modulieren.

Die im folgenden beschriebenen Experimente kénnen (bersichtshalber in drei Gruppen
eingeordnet werden:
1). Der Einfluss der Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A auf die
Aktivitat von PKA-Il und ERK1/2 nach der Induktion eines Calciumeinstroms durch
Aktivierung des TRPV1- oder TRPA1-Kanals oder lonomycin in primaren sensorischen
Neuronen der Ratte (Abschnitt 4.1).
2). Der Einfluss der Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A auf die
Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals und die Aktivitat von ERK1/2 nach der Induktion
eines Calciumeinstroms durch Aktivierung des TRPV1- oder TRPA1-Kanals oder
lonomycin in primaren sensorischen Neuronen der Ratte (Abschnitt 4.2).
3). Der Einfluss der Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A auf die
Aktivitat von PKA-Il und ERK1/2 nach der Induktion eines Calciumeinstroms durch
Aktivierung des TRPV1-Kanals in primaren sensorischen Neuronen der Maus
(Abschnitt 4.3 und 4.4).

4.1 Calcineurininhibitoren erhohen die Aktivitat von PKA-Il und ERK1/2 nach
Depolarisation primarer sensorischer Neurone der Ratte

In vorangegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe Hucho konnte gezeigt werden, dass die

depolarisationsinduzierte PKA-II Aktivierung in primaren sensorischen Neuronen durch den

Calciumeinstrom Uber den spannungsabhangigen Calciumkanal Cay1.2 induziert wird. Im

Gegensatz dazu wurde keine Aktivierung von PKA-II beobachtet, wenn der Calciumeinstrom
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Uber lonomycin erfolgte 2'. Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die
beobachteten Unterschiede in der PKA-Il Aktivierung moglicherweise durch eine
entgegenwirkende Calcineurinaktivitat begrindet werden kann, die der PKA-II Aktivierung
zuvorkommt, wenn der Calciumeinstrom nicht direkt durch den Cay1.2-Kanal hindurch,
sondern in Entfernung vom Cay1.2-Kanal erfolgt. Wenn diese Hypothese richtig ware, dann
sollten Inhibitoren von Calcineurin eine deutliche Verstarkung der PKA-II Aktivierung auch bei
z.B. lonomycin oder TRP-Kanal vermittelten Calciumeinstrom zur Folge haben.

Um zu untersuchen, ob der negative Regulator Calcineurin einen differentiellen Einfluss auf
die PKA-Il Aktivierung in Abhangigkeit von dem Calciumeinstromweg hat, wurden flr die
folgenden Experimente primare sensorische Neurone aus Spinalganglien von Ratten isoliert,
fur 30 min mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A (jeweils 10 pM)
prastimuliert und anschlielend fir 0-120 min mit verschiedenen Substanzen behandelt, die

einen Calciumeinstrom in die Zellen induzieren.

4.1.1 Der TRPV1-Kanalagonist Capsaicin bewirkt nicht die Aktivierung von
PKA-Il aber von ERK1/2 in einer Konzentration von 1 und 10 uyM

Der TRPV1-Agonist Capsaicin bewirkt einen starken Calciumeinstrom in TRPV1-positive
Neurone, welche ca. 30-50 % der sensorischen Neurone der Spinalganglien ausmachen "
2 AuRerdem zeigten vorherige Experimente der Arbeitsgruppe Hucho, dass die Stimulation
von primaren sensorischen Neuronen von Ratten mit dem TRPV1-Agonisten Capsaicin zu
PKA-II Aktivitat fuhrt 2'. Wir erwarten daher, dass eine Stimulation primarer sensorischer
Neurone von Ratten mit Capsaicin und damit als Folge der Aktivierung des TRPV1-Kanals
erfolgenden Calciumeinstroms zu PKA-II Aktivierung fihrt. Um die von der Arbeitsgruppe
Hucho bisher gemachten Beobachtungen zu replizieren, wurden primare sensorische
Neurone zunachst mit 0,1, 1 und 10 yM Capsaicin fur 0, 1, 5, 15, 30, 60, und 120 min
behandelt. Die ausgewahlten Konzentrationen flir Capsaicin basierten auf verschiedenen
Studien sowie auf den zuvor von der Arbeitsgruppe Hucho durchgefiihrten, noch
unveroffentlichen Experimenten 30113114,

Nach Stimulation wurden die Zellen nach 0, 1, 5, 15, 30, 60 und 120 min fixiert und
immunzytochemisch mit einem Antikdrper gegen UCHL1 gefarbt, um Neurone zu identifizieren
115 Zusatzlich erfolgte die immunzytochemische Farbung mit spezifischen Antikérpern gegen
pRIl und pERK1/2, die als molekulares Korrelat fir die PKA-Il und ERK1/2 Aktivitat dienten 3°.
Zellkerne wurden dabei mit dem DNA-bindenden Farbstoff Hoechst 34580 visualisiert. Die
gefarbten Kulturen wurden mittels HCS-Mikroskopie gescannt und die resultierenden Bilder
automatisiert mithilfe der HCS-Software HCS Studio 6.6.2 Cell Analysis Software (Thermo
Fischer Scientific, Waltham, Massachusetts, USA) analysiert. Die Aktivierung der PKA-II nach
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15-minltiger Stimulation mit Capsaicin sowie der Positivkontrolle KCI konnte wie in den
reprasentativen Bildern in Abb. 6 dargestellt beobachtet werden.

Die Stimulation mit 0,1 uM Capsaicin bewirkte im Vergleich zur Negativkontrolle keinen
Anstieg der pRII Intensitat, wobei die Stimulation mit 1 yM Capsaicin nach 1-30 min zu einer
statistisch nicht signifikanten Intensitatssteigerung bis nahe zum 1,2-Fachen fihrte (30 min:
1,16-fach, SEM: +/- 0,07, p > 0,1). Die Stimulation mit 10 uM Capsaicin fihrte nach 1-30 min
zu einer statistisch nicht signifikanten Intensitatssteigerung bis zum 1,2-Fachen (15 min: 1,19-
fach, SEM: +/- 0,04, p > 0,1) und zu einer Reduzierung der Intensitat nach 60-120-mintiger
Stimulation (Abb. 5A), die jedoch mit zunehmendem Zellverlust einherging.

Fur die pERK1/2 Intensitat war Folgendes zu beobachten: Die Stimulation mit 0,1 uM
Capsaicin bewirkte im Vergleich zur Negativkontrolle keinen Anstieg der pERK1/2 Intensitat,
wobei die Stimulation mit 1 yM Capsaicin nach 5-120 min zu einer Intensitatsteigerung fiihrte,
welche nach 60 min mit einer 2,3-fachen Steigerung ihr Maximum erreichte (60 min: 2,33-fach,
SEM: +/- 0,14, p < 0,001) (Abb. 5B). Die Stimulation mit 10 yM Capsaicin bewirkte ebenso
eine Steigerung der pERK1/2 Intensitat, welche im Vergleich zur Negativkontrolle bereits nach
15 min mit einer 2,4-fachen Intensitatststeigerung ihr Maximum erreichte (15 min: 2,39-fach,
SEM: +/- 0,23, p < 0,001).

Basierend auf diesen Beobachtungen wurde fir alle folgenden Experimente mit Capsaicin eine

Capsaicinkonzentration von 1 uM gewahilt.
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Abb. 5: Der TRPV1-Kanalagonist Capsaicin bewirkt nicht die Aktivierung von PKA-Il aber von ERK1/2 in
primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A: Zeitlicher Verlauf der pRIl Intensitét der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 0,1, 1 oder 10 uM Capsaicin fiir 0-120 min. B: Zeitlicher Verlauf
der pERK1/2 Intensitét der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 0,1, 1 oder 10 uM Capsaicin fiir 0-120
min. A und B: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen
das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Stimulation. Cap:
Capsaicin, Ctrl: Negativkontrolle (Préastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS). n=4.
Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 22000 Neurone/Kondition. Die Ergebnisse dieses Experimentes
wurden durch Herrn Dr. J6rg Isensee zur Verfiigung gestelit.

4.1.2 Calcineurininhibitoren erhohen die Signalantwort der PKA-Il auf
Capsaicin

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
die Capsaicin induzierte Aktivierung der PKA-II moduliert.

Hierzu wurden die Zellen fur 30 min mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin
A (10 uM) vorinkubiert und ebenfalls fir 0, 1, 5, 15, 30, 60 und 120 min mit Capsaicin (1 uM)
behandelt. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren PKA-II Aktivierung fihrt, wenn der
TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird. Die ausgewahlten Konzentrationen fir Capsaicin
und flr die Calcineurininhibitoren basierten auf den zuvor von der Arbeitsgruppe Hucho
durchgeflihrten, teils noch unveréffentlichen Experimenten 2'. Flr die folgenden Experimente
wurden zwei strukturell unterschiedliche Calcineurininhibitoren gewahlt, welche beide durch
die Bindung unterschiedlicher sekundarer Proteine Calcineurin inhibieren 829, Hierdurch
kénnen mogliche beobachtete Effekte mit hoherer Wahrscheinlichkeit auf die Funktion von
Calcineurin zurtickgeflihrt werden, wenn die Prastimulation mit beiden Calcineurininhibitoren

ahnliche Ergebnisse zeigt.
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Die Aktivierung der PKA-II nach der Prastimulation mit Tacrolimus oder Cylcosporin A und der
Stimulation mit Capsaicin konnte wie in den reprasentativen Bildern in Abb. 6 dargestellt
beobachtet werden. Vereinzelt zeigte sich eine erhdhte ERK1/2 Aktivitdt nach der
Prastimulaton mit Cyclosporin A und anschlielender Stimulation mit Capsaicin oder der

Stimulation mit Capsaicin allein (Abb. 6).
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Abb. 6: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt die Induktion der PKA-Il und ERK1/2
Aktivitdt nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin. Représentative Aufnahmen des HCS-
Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Ratte nach der kombinierten Behandlung mit
Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 10 uM Tacrolimus oder
Cyclosporin A behandelt und anschlieBend fiir 0-120 min mit 1 uM Capsaicin stimuliert. Die Bilder zeigen die
priméren Kulturen nach 15-minditiger Stimulation. Primére sensorische Neurone wurden mittels UCHL1 identifiziert
und fir pRIl, pERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert. Identifizierte Neurone sind mit einer
griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone identifizierte Objekte sind mit einer roten
Umrandung markiert. Die MaBstabsleiste entspricht 100 um. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Citrl:
Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus
(FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle). Die Ergebnisse dieses Experimentes wurden durch Herrn
Dr. Jérg Isensee zur Verfiigung gestellt.
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FK / Cap
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4.1.2.1 Tacrolimus erhdht die Signalantwort der PKA-Il auf Capsaicin bis zum 1,27-
Fachen

Mit dem folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
mittels Tacrolimus die Capsaicin induzierte Aktivierung der PKA-II moduliert.

Hierzu wurden die Zellen fir 30 min mit dem Calcineurininhibitoren Tacrolimus (10 pM)
vorinkubiert und ebenfalls fur 0, 1, 5, 15, 30, 60 und 120 min mit Capsaicin (1 uM) behandelt.
Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Tacrolimus im Vergleich zur alleinigen Stimulation
mit Capsaicin zu einer starkeren PKA-Il Aktivierung flhrt, wenn der TRPV1-Kanal durch
Capsaicin aktiviert wird.

Der Mittelwert der pRIl-Intensitat aller Neurone, die nach Vorinkubation mit Tacrolimus mit
Capsaicin behandelt wurden, war bis zu 1,27-fach gegenlber der Negativkontrolle erhoht.
Maximale pRII Intensitaten wurden nach 5-15-min(tiger Stimulation beobachtet (5 min: 1,27-
fach, SEM: +/- 0,03, p < 0,001) (Abb. 7B). Im Vergleich zur Negativkontrolle war diese
beobachtete Erhéhung nach 1, 5, 15 und 30 min signifikant. Die Stimulation mit Capsaicin
alleine bewirkte ebenfalls eine Erhéhung der pRIl Intensitat, wobei die maximale Erhéhung
das 1,16-Fache betrug, jedoch nicht statistisch signifikant war (30 min: 1,16-fach, SEM: +/-
0,07, p > 0,1). Die mehrfaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt der
verwendeten Stimulation auf die Signalintensitat der pRIl (F-Wert 25,026, p < 0,001). Dieser
beobachtete Effekt wies nach dem Post-hoc Test keine statistische Signifikanz auf, was
bedeutete, dass der Effekt keiner spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet werden
konnte. Der Vergleich der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin mit einer
alleinigen Behandlung mit Capsaicin zeigte, dass die Kombination eines Calcineurininhibitors
mit Capsaicin zu einer zusatzlichen Steigerung der pRIl Intensitat fuhrte, welche nach 15-
minutiger Stimulation signifikant war (p < 0,05). Tacrolimus steigerte also die Signalantwort

der PKA-Il in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit Capsaicin.

4.1.2.2 Cyclosporin A erhoht die Signalantwort der PKA-Il auf Capsaicin bis zum 1,26-
Fachen

Mit dem folgenden Experiment sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
mittels Cyclosporin A die Capsaicin induzierte Aktivierung der PKA-II moduliert. Hierzu wurden
die Zellen flr 30 min mit dem Calcineurininhibitor Cyclosporin A (10 uM) vorinkubiert und
ebenfalls fir 0, 1, 5, 15, 30, 60 und 120 min mit Capsaicin (1 uM) behandelt. Wir erwarteten,
dass die Vorinkubation mit Cyclosporin A im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin
zu einer starkeren PKA-II Aktivierung fuhrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert
wird.

Die kombinierte Stimulation der sensorischen Neurone mit Cyclosporin A und Capsaicin

verhielt sich analog zur kombinierten Stimulation der primaren sensorischen Neurone mit

52



Tacrolimus und Capsaicin (Abb. 7C). Die kombinierte Stimulation der Neurone mit Cyclosporin
A und Capsaicin fuhrte nach 1-30-minutiger Stimulation zu einer signifikanten Erhéhung der
pRII Intensitat. Die maximale Intensitatssteigerung betrug das 1,26-Fache und wurde nach 15
min erreicht (15 min: 1,26-fach, SEM: +/- 0,09, p < 0,001). Nach 15-minutiger Stimulation mit
Capsaicin zeigten Neurone, welche zuvor mit Cyclosporin A behandelt wurden, eine
signifikante Erhéhung der pRIl Intensitat im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin
(p < 0,01). Cyclosporin A steigerte also die Signalantwort der PKA-II in primaren sensorischen

Neuronen nach der Stimulation mit Capsaicin.
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Abb. 7: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erh6ht die PKA-Il Aktivitédt nach der Stimulation mit
Capsaicin in primdren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf der pRIl
Intensitédt nach 30-miniitiger Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 0,1, 1 oder 10 uM Capsaicin oder der Negativkontrolle fiir 0-120
min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, *p <
0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle
und der jeweiligen Stimulation. $ p < 0,05, $$ p < 0,01 und $$$ p < 0,001 stellen signifikante Unterschiede zwischen
der kombinierten Behandlung von Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit Capsaicin dar. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 %
DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler, > 22000 Neurone/Kondition. Die Ergebnisse dieses Experimentes wurden durch Herrn Dr. Jérg
Isensee zur Verfligung gestellt.

4.1.3 Calcineurininhibitoren erhohen die Signalantwort der ERK1/2 auf
Capsaicin
Um zu untersuchen, ob auch die Aktivierung von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-II
einer Regulation durch Calcineurin unterliegen kénnte bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazelluldaren Signalkaskade auswirkt, wurden die isolierten primaren sensorischen
Neurone erneut fir 30 min mit den Calcineurininhibitoren prastimuliert und anschlieRend
wurde der Calciumeinstrom durch Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin induziert.
Zusatzlich zu der immunzytochemischen Farbung gegen UCHL1 und pRIl wurde ein
Antikorper gegen pERK1/2 verwendet, der spezifisch an aktivierte ERK1/2 als nachgelagerte

Zielstruktur der PKA-Il bindet. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit
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Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren
ERK1/2 Aktivierung fihrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird und wenn

auch der PKA-II nachgelagerten Zielstrukturen einer Regulation durch Calcineurin unterliegen.

4.1.3.1 Tacrolimus erhéht die Signalantwort der ERK1/2 auf Capsaicin bis zum 2,75-
Fachen

Um zu untersuchen, ob auch die Aktivierung von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-II
einer Regulation durch Calcineurin unterliegen kénnte bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazellularen Signalkaskade auswirkt, wurden die isolierten primaren sensorischen
Neurone erneut fiir 30 min mit Tacrolimus (10 uM) prastimuliert und anschlielend wurde der
Calciumeinstrom tber den TRPV1-Kanal mittels Capsaicin induziert. Wir erwarteten, dass die
Vorinkubation mit Tacrolimus im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer
starkeren ERK1/2 Aktivierung flihrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird und
wenn auch der PKA-Il nachgelagerten Zielstrukturen einer Regulation durch Calcineurin
unterliegen.

Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin fihrte zu einer im Vergleich zur
Negativkontrolle signifikanten bis nahezu 2,8-fachen Steigerung der pERK1/2 Intensitat nach
15-min0tiger Stimulation (15 min: 2,75-fach, SEM: +/- 0,15, p <0,001) (Abb. 8B). Im gesamten
Verlauf der Stimulation war die pERK1/2 Intensitat nach 5-120 min signifikant erhéht. Auch die
alleinige Stimulation mit Capsaicin flhrte zu einer bis zu 2,3-fachen signifikant gesteigerten
pERK1/2 Intensitat nach 15-120-minttiger Stimulation (60 min: 2,33-fach, SEM: +/- 0,14, p <
0,001). Nach 15-30-minutiger Stimulation mit Capsaicin war die pERK1/2 Intensitat in primaren
sensorischen Neuronen, welche zuvor mit Tacrolimus behandelt wurden, im Vergleich zu
Neuronen, welche nur mit Capsaicin stimuliert wurden, signifikant erhdht (p < 0,001).
Tacrolimus steigerte also auch die Signalantwort von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-

Il 'in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit Capsaicin.

4.1.3.2 Cyclosporin A erhoht die Signalantwort der ERK1/2 auf Capsaicin bis zum 3,6-
Fachen
Um zu untersuchen, ob auch die Aktivierung von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-II
einer Regulation durch Calcineurin unterliegen kénnte bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazelluldaren Signalkaskade auswirkt, wurden die isolierten primaren sensorischen
Neurone erneut fir 30 min mit Cyclosporin A (10 uM) prastimuliert und anschlieRend wurde
der Calciumeinstrom Gber den TRPV1-Kanal mittels Capsaicin induziert. Wir erwarteten, dass

die Vorinkubation mit Cyclosporin A im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu
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einer starkeren ERK1/2 Aktivierung fuhrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert
wird und wenn auch der PKA-Il nachgelagerten Zielstrukturen einer Regulation durch
Calcineurin unterliegen.

Die kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A und Capsaicin erzielte nach 30-minutiger
Stimulation eine maximale Steigerung der pERK1/2 Intensitat bis nahe zum 3,6-Fachen (30
min: 3,55-fach, SEM: +/- 0,26, p < 0,001). Diese gegeniiber der Negativkontrolle beobachtete
Intensitatssteigerung war im Verlauf der 5-120-minttigen Stimulation signifikant. Nach 15-30-
minUtiger Stimulation mit Capsaicin war die pERK1/2 Intensitat in sensorischen Neuronen,
welche zuvor mit Cyclosporin A behandelt wurden, im Vergleich zu Neuronen, welche nur mit
Capsaicin stimuliert wurden, signifikant erhéht (15 min: p < 0,01, 30 min: p < 0,001).

Wie auch Tacrolimus steigerte Cyclosporin A die Signalantwort von nachgelagerten
Zielstrukturen der PKA-II in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit
Capsaicin (Abb. 8C).
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Abb. 8: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erh6ht die ERK1/2 Aktivitét nach der Stimulation mit
Capsaicin in primdren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf der
PERK1/2 Intensitét nach 30-minditiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 0,1, 1 oder 10 uM Capsaicin oder der Negativkontrolle fiir 0-120
min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, *p <
0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle
und der jeweiligen Stimulation. $ p < 0,05, $$ p < 0,01 und $$$ p < 0,001 stellen signifikante Unterschiede zwischen
der kombinierten Behandlung von Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit Capsaicin dar. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 %
DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler, > 22000 Neurone/Kondition. Die Ergebnisse dieses Experimentes wurden durch Herrn Dr. Jérg
Isensee zur Verfligung gestellt.

4.1.4 Der TRPA1-Agonist AITC bewirkt die Aktivierung der PKA-Il in einer
Konzentration von 10 und 100 mM

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin

die AITC induzierte Aktivierung der PKA-II moduliert. Hierfir wurden primare sensorische

Neurone von Ratten fur 30 min mit Calcineurininhibitoren behandelt und anschlieend wurde

der Calciumeinstrom mit AITC, einem TRPA1-Kanalagonisten, induziert. AITC bewirkt einen
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Calciumeinstrom in TRPA1-positive Neurone ', Gehauft werden TRPA1-Kanile in
peptidergen Nozizeptoren exprimiert, welche ebenso TRPV1-Kanéle koexprimieren . Wir
erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit AITC zu einer starkeren PKA-Il Aktivierung fihrt, wenn der Calciumeinstrom
durch Aktivierung des TRPA1-Kanals induziert wird.

Um die geeignete Konzentration fir AITC zu ermitteln, wurden primére sensorische Neurone
von Ratten in einem Vorexperiment fir 15 min mit 0, 0,001, 0,01, 1, 10 und 100 mM AITC
stimuliert. Nach 15-mindtiger Stimulation mit 10 und 100 mM AITC war eine deutliche, jedoch
nicht statistisch signifikante Steigerung der pRIl sowie pERK1/2 Intensitat zu beobachten. Die
pRII Intensitat war nach der Stimulation mit 10 und 100 mM AITC um respektive das 1,1- und
nahezu das 1,13-Fache erhéht (10 mM: 1,1-fach, SEM: +/- 0,04, p > 0,1, 100 mM: 1,13-fach,
SEM: +/- 0,11, p > 0,1). Die pERK1/2 Intensitat war nach der Stimulation mit 10 und 100 mM
AITC um respektive das 1,3- und nahezu das 1,8-Fache erhéht (10 mM: 1,31-fach, SEM: +/-
0,34, p > 0,1, 100 mM: 1,75-fach, SEM: +/- 0,49, p > 0,1).

Daher wurden fir die folgenden Experimente mit AITC die Konzentrationen von 10 und 100
mM AITC ausgewahilt.

4.1.5 Die Fluchtigkeit von AITC erfordert das Versiegeln der Zellkulturkammern
direkt nach erfolgter Stimulation

Um den Einfluss von Calcineurin in der PKA-II Aktivierung bei einem durch die Aktivierung von
TRPV1-Kanalen induzierten Calciumeinstrom zu untersuchen, wurden priméare sensorische
Neurone von Ratten flir 30 min mit den Calcineurininhibitoren prastimuliert und anschlieflend
fir 0-120 min mit 10 oder 100 mM AITC behandelt. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit
Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit AITC zu einer starkeren PKA-
Il Aktivierung fihrt, wenn der Calciumeinstrom durch Aktivierung des TRPA1-Kanals induziert
wird.

In der ersten Versuchsreihe des Experimentes zeigte sich, dass AITC (10 und 100 mM,) wie
schon im Vorexperiment beobachtet, alleine bereits in den Kontrollbedingungen eine
Steigerung der pRIl sowie pERK1/2 Intensitat bewirkte (Abb. 9A und D). Die vorherige
Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A fuhrte zu einer im Vergleich zur alleinigen
Behandlung mit AITC leicht erhéhten pRII Intensitat, die jedoch keine statistische Signifikanz
aufwies (Abb. 9B und C). Im Bezug auf die pERK1/2 Intensitat konnte nach der vorherigen
Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
AITC keine Intensitatssteigerung festgestellt werden (Abb. 9E und F). Auffallig in dieser
Versuchsdurchfihrung war, dass die negativen Kontrollen fir die pRIl und die pERK1/2
Intensitat ebenso eine Intensitatssteigerung zeigten (Abb. 9). Wir vermuteten, dass dieser

Effekt durch die Flichtigkeit von AITC zu erklaren ist, sodass flr alle weiteren Versuche mit
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AITC die jeweiligen Zellkulturkammern sofort nach der Zugabe von AITC mit undurchlassiger
Aluminiumfolie versiegelt wurden. Auf diese Weise konnte keine Diffusion von AITC in andere
Kammern stattfinden. In der Tat zeigten sich keine Veranderungen der Kontrollbedingungen
mehr (Abb. 11). Da also die Negativkontrolle in dieser ersten Versuchsreihe auch eine
Intensitatssteigerung zeigte und daher nicht als Referenz einer nicht erfolgten Stimulation

dienen konnte, wurde das Experiment wiederholt.
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Abb. 9: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erh6ht nicht die PKA-Il und ERK1/2 Aktivitdt nach
der Stimulation mit AITC in primaren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher
Verlauf der pRII Intensitét nach 30-minditiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder
der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC oder der Negativkontrolle fiir 0-120
min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. D-F: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2 Intensitét nach 30-
minditiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von
einer Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In D-F ist stets dieselbe
Negativkontrolle dargestellt. A-F: Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, **p < 0,01 und ***
p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle und der jeweiligen
Stimulation. $ p < 0,05, $$ p < 0,01 und $$% p < 0,001 stellen einen signifikanten Unterschied zwischen der
kombinierten Behandlung von Tacrolimus oder Cyclosporin A und AITC im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit
AITC dar. AITC: Allylisothiocyanat, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Prédstimulation: 0,1 % DMSO in
DPBS, Stimulation: 0,17 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=8. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler, > 34000 Neurone/Kondition.
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4.1.6 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der PKA-Il auf
AITC

Ziel der Versuchsreihe war es, die Funktion von Calcineurin in der PKA-Il Aktivierung zu
untersuchen, wenn der Calciumeinstrom durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale induziert
wird. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit AITC zu einer starkeren PKA-II Aktivierung fihrt, wenn der
Calciumeinstrom durch Aktivierung des TRPA1-Kanals induziert wird.

Hierfir wurden primare sensorische Neurone von Ratten fir 30 min mit den
Calcineurininhibitoren prastimuliert und anschlieend fir 0-120 min mit 10 oder 100 mM AITC
behandelt. Um die Diffusion von AITC in benachbarte Zellkulturkammern zu vermeiden,
wurden die jeweiligen Kammern fiir alle weiteren Versuche mit AITC sofort nach der Zugabe
von AITC mit undurchlassiger Aluminiumfolie versiegelt. Die Aktivierung der PKA-II nach
Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und der Stimulation mit AITC, sowie AITC

alleine konnte wie in den reprasentativen Zellbildern in Abb. 10 dargestellt beobachtet werden.
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UCHL1 pRII pPERK1/2 Hoechst

Ctrl / AITC KCI Ctrl / Ctrl

FK / AITC

CsA / AITC

Abb. 10: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Induktion der PKA-Il und
ERK1/2 Aktivitdt nach der Aktivierung des TRPA1-Kanals mittels AITC. Représentative Aufnahmen des HCS-
Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Ratte nach der kombinierten Behandlung mit
Tacrolimus oder Cyclosporin A und AITC zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 10 uM Tacrolimus oder
Cyclosporin A behandelt und anschlieBend fiir 0-120 min mit 10 mM AITC stimuliert. Die Bilder zeigen die priméren
Kulturen nach 30-minlitiger Stimulation. Primére sensorische Neurone wurden mittels UCHL1 identifiziert und fiir
PRI, pPERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert. Identifizierte Neurone sind mit einer griinen
Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung
markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht 100 um. AITC: Allylisothiocyanat, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle
(Préastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), KCI:
Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).
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4.1.6.1 Tacrolimus erhoéht nicht die Signalantwort der PKA-II auf AITC

Ziel der Versuchsreihe war es, die Funktion von Calcineurin in der PKA-II Aktivierung zu
untersuchen, wenn der Calciumeinstrom durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale induziert
wird. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Tacrolimus im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit AITC zu einer starkeren PKA-Il Aktivierung fuhrt, wenn der Calciumeinstrom
durch Aktivierung des TRPA1-Kanals induziert wird.

Hierflr wurden primare sensorische Neurone von Ratten fur 30 min mit Tacrolimus (10 pM)
prastimuliert und anschliel3end fir 0-120 min mit 10 oder 100 mM AITC behandelt.

Wie schon in dem Vorexperiment beobachtet, zeigte die alleinige Behandlung der Neurone
mit 10 oder 100 mM AITC eine im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant erhdhte pRII
Intensitat mit einem Maximum bei respektive 30 und 15 min (10 mM: 1,26-fach, SEM: +/- 0,06,
p < 0,001, 100 mM: 1,42-fach, SEM: +/- 0,03, p < 0,001) (Abb. 11A). Im Gegensatz zu den
Experimenten mit Capsaicin bewirkte die Vorbehandlung mit Tacrolimus jedoch keine
Verstarkung der pRII Antwort nach Stimulation mit AITC. Die kombinierte Behandlung mit
Tacrolimus und 10 oder 100 mM AITC steigerte die pRIl Intensitat im gleichen Malie wie die
alleinige Behandlung mit AITC (Abb. 11B). So war die pRIl Intensitat nach der kombinierten
Behandlung mit Tacrolimus und 10 mM AITC nach 5-120-minutiger Stimulation mit AITC im
Vergleich zur Negativkontrolle signifikant erhéht (30 min: 1,27-fach, SEM: +/- 0,06, p < 0,001).
Allerdings zeigte sich kein signifikanter Unterschied in der pRIl Intensitdt zwischen der
kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und AITC und der alleinigen Behandlung mit AITC.
Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und der héheren AITC-Konzentration von 100 mM flhrte
zu einem vergleichbaren Anstieg der pRIl Intensitat wie jene, die nach der alleinigen
Stimulation mit 100 mM AITC zu beobachten war. Auch wenn die pRII Intensitat nach der
kombinierten Behandlung der primaren sensorischen Neurone mit Tacrolimus und 100 mM
AITC leicht Gber der pRIl Intensitat lag, war dieser minimale Unterschied nach der Anwendung
des Post-hoc Testes nicht signifikant. Dies bedeutete, dass der Unterschied keiner
spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte. Die mehrfaktorielle
Varianzanalyse ergab allerdings einen signifikanten Effekt der verwendeten Stimulation auf
die Signalintensitat der pRIl (F-Wert 32,705, p < 0,001). Tacrolimus steigerte nicht die

Signalantwort der PKA-II in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit AITC.

4.1.6.2 Cyclosporin A erhdht nicht die Signalantwort der PKA-II auf AITC

Ziel der Versuchsreihe war es, die Funktion von Calcineurin in der PKA-Il Aktivierung zu
untersuchen, wenn der Calciumeinstrom durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale induziert
wird. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Cyclosporin A im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit AITC zu einer starkeren PKA-Il Aktivierung fahrt, wenn der Calciumeinstrom

durch Aktivierung des TRPA1-Kanals induziert wird.
60



Hierfir wurden primare sensorische Neurone von Ratten fur 30 min mit Cyclosporin A (10 uM)
prastimuliert und anschlieend fir 0-120 min mit 10 oder 100 mM AITC behandelt.

Auch die kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A und 10 mM AITC fihrte zu einer Erhdhung
der pRII Intensitat, welche auf ahnlichem Niveau verlief wie die pRII Intensitatserhhung nach
alleiniger Behandlung mit 10 mM AITC (Abb. 11C). Im Vergleich zur Negativkontrolle war diese
beobachtete Erhdhung der pRII Intensitat nach 5- und 30-120-mindtiger Stimulation mit AITC
signifikant (120 min: 1,25-fach, SEM: +/- 0,03, p < 0,01). Auch in diesem Fall konnte kein
signifikanter Unterschied in der pRIl Intensitat zwischen der kombinierten Behandlung mit
Cyclosporin A und AITC und der alleinigen Behandlung mit AITC festgestellt werden.
Cyclosporin A steigerte nicht die Signalantwort der PKA-II in primaren sensorischen Neuronen
nach der Stimulation mit AITC.
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Abb. 11: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erhéht nicht die PKA-Il Aktivitdt nach der
Stimulation mit AITC in priméren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf
der pRIl Intensitédt nach 30-minditiger Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05,
**p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle und
der jeweiligen Stimulation. AITC: Allylisothiocyanat, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1
% DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler, > 16000 Neurone/Kondition.

4.1.7 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf
AITC
Um zu untersuchen, ob nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-II auch aktiviert werden, wenn
ein Calciumeinstrom durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale induziert wird, und einer
Regulation durch Calcineurin  unterliegen bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazellularen Signalkaskade auswirkt, wenn ein Calciumeinstrom durch die Aktivierung
der TRPA1-Kanale induziert wird, wurden die isolierten primaren sensorischen Neurone erneut

mit den Calcineurininhibitoren prastimuliert und anschliefiend wurde der Calciumeinstrom
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durch die Aktivierung des TRPA1-Kanals mittels AITC induziert. Erneut wurden
immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 verwendet. Wir
erwarteten, dass die Vorinkubation mit den Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit AITC zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung fuhrt, wenn der TRPA1-Kanal
durch AITC aktiviert wird.

Ebenso wie die alleinige Behandlung mit AITC und die kombinierte Behandlung mit den
Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A zu einer erhdéhten pRII Intensitat und
somit einer Steigerung der PKA-II Aktivitat fihrte, bewirkte die Behandlung der Zellen eine
gesteigerte Phosphorylierung der ERK1/2 nach 0-120-min(tiger Stimulation mit AITC alleine
oder der Kombination aus Tacrolimus oder Cyclosporin A und AITC (Abb. 12A-C).

Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigte sich eine Erhdhung der pERK1/2 Intensitat nach 5-
120-minutiger Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC. Nach 120-mindtiger Stimulation mit 10
mM AITC war diese beobachtete Erhéhung im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant (3,79-
fach, SEM: +/- 0,92, p < 0,01). Die Behandlung mit einer héheren Konzentration AITC (100
mM) flhrte zu einer grélkeren Steigerung der pERK1/2 Intensitat bis zu einer fast 4,2-fachen
Erhdhung der pERK1/2 Intensitat nach 60-minltiger Stimulation (4,18-fach, SEM: +/- 0,66, p
< 0,001).

4.1.7.1 Tacrolimus erhoéht nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf AITC

Um zu untersuchen, ob nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-II auch aktiviert werden, wenn
ein Calciumeinstrom durch die Aktivierung der TRPA1-Kandle induziert wird, und einer
Regulation durch Calcineurin  unterliegen bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazelluldaren Signalkaskade auswirkt, wenn ein Calciumeinstrom durch die Aktivierung
der TRPA1-Kanale induziert wird, wurden die isolierten primaren sensorischen Neurone erneut
fur 30 min mit Tacrolimus (10uM) prastimuliert und anschlielend wurde der Calciumeinstrom
durch die Aktivierung des TRPA1-Kanals mittels AITC induziert. Erneut wurden
immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 verwendet. Wir
erwarteten, dass die Vorinkubation mit Tacrolimus im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit
AITC zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung fuhrt, wenn der TRPA1-Kanal durch AITC aktiviert
wird.

Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus und 10 mM AITC fihrte zu einer ahnlich starken
Erhéhung wie die, welche nach der alleinigen Stimulation mit 10 mM AITC beobachtet werden
konnte (Abb. 12B). Im Vergleich zur Negativkontrolle war diese Erhéhung nach 120 min
signifikant (4,02-fach, SEM: +/- 0,8, p < 0,001). Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus
und einer héheren Konzentration AITC (100 mM) zeigte ebenso, wie zuvor bei der pRII

Intensitat beobachtet, eine dhnlich starke Steigerung der pERK1/2 Intensitat wie die, welche
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durch die alleinige Stimulation mit 100 mM AITC erreicht wurde. Die Vorbehandlung mit
Tacrolimus fuhrte also nicht zu einem weiteren Anstieg der pERK1/2 Intensitat. Auch wenn die
Intensitatssteigerung nach der kombinierten Behandlung geringer auszufallen schien als jene,
welche nach der alleinigen Stimulation mit AITC erzielt wurde, war dieser Unterschied nach
der Anwendung des Post-hoc Testes nicht signifikant. Dies bedeutete, dass der Unterschied
keiner spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte. Die mehrfaktorielle
Varianzanalyse ergab allerdings einen signifikanten Effekt der verwendeten Stimulation auf
die Signalintensitat der pRII (F-Wert 25,86, p < 0,001). Des Weiteren waren die Fehlerbalken
in diesem Assay groRer als in den anderen Konditionen, was die Variabilitdt der

Einzelexperimente darstellt.

4.1.7.2 Cyclosporin A erhoht nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf AITC

Um zu untersuchen, ob nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-II auch aktiviert werden, wenn
ein Calciumeinstrom durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale induziert wird, und einer
Regulation durch Calcineurin  unterliegen bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazelluldaren Signalkaskade auswirkt, wenn ein Calciumeinstrom durch die Aktivierung
der TRPA1-Kanale induziert wird, wurden die isolierten primaren sensorischen Neurone erneut
fir 30 min mit Cyclosporin A (10uM) prastimuliert und anschlieRend wurde der
Calciumeinstrom durch die Aktivierung des TRPA1-Kanals mittels AITC induziert. Erneut
wurden immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRII und pERK1/2 verwendet. Wir
erwarteten, dass die Vorinkubation mit Cyclosporin A im Vergleich zur alleinigen Stimulation
mit AITC zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung fuhrt, wenn der TRPA1-Kanal durch AITC
aktiviert wird.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen fir die pRII Intensitat war auch die pERK1/2 Intensitat
nach der kombinierten Behandlung mit Cyclosporin A und 10 mM AITC ahnlich stark erhéht
wie nach der alleinigen Stimulation mit 10 mM AITC (Abb. 12C). Die Vorbehandlung mit
Cyclosporin A flihrte also nicht zu einem weiteren Anstieg der pERK1/2 Intensitat. Im Vergleich
zur Negativkontrolle war die pERK1/2 Intensitat nach 120-mindtiger Stimulation bis nahe zum
4-Fachen erhoht (3,93-fach, SEM: +/- 0,76, p < 0,01). Auch fir die pERK1/2 Intensitat ergab
die mehrfaktorielle Varianzanalyse einen signifikanten Effekt der verwendeten Stimulation auf
die Signalintensitat (F-Wert 25,86, p < 0,001), welcher nach der Anwendung des Post-hoc

Testes keiner spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte.

63



65V Ctrl/Ctrl 654V Ctrl / Ctrl 654V Ctrl / Ctrl
“7lo ctl/AITC (10 mM) 7@ Ctrl/AITC (10 mM) 7 Ctd/AITC (10 mM)
6.0 < Ctrl/AITC (100 mM) 6.0 4 < Ctrl/AITC (100 mM) 6.0 < CsA/Ctrl
o FK/Ctrl O CsA/AITC (10 mM)
—~554 554 FK/AITC (10 mM) —~5.5
3 504 P g 5.0~ FK/AITC (100 mM) iii A ;5_0 J
= 45 S = 4.5 & 45+ "
@ 4.0 i ® 4.0 @ 4.0
c c
2354 D35+ 035
=304 = 3.0 =30
o o Q-
— 25 = 25 = 2.5
ézo— *k o0’ 2.0 - & A éz.o— *
. *%k

Q15 Q1.5 /:_/J-r_l Q1.5

1.0 1.0 - 1.0

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 5 15 30 60 120 0 1 5 15 30 60 120 0 1 5 15 30 60 120
Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 12: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erhéht nicht die ERK1/2 Aktivitidt nach der
Stimulation mit AITC in primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf
der pERK1/2 Intensitét nach 30-minttiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder
der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC oder der Negativkontrolle fiir 0-120
min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, *p <
0,05, **p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle
und der jeweiligen Stimulation. AITC: Allylisothiocyanat, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation:
0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler, > 16000 Neurone/Kondition.

4.1.8 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der PKA-II auf

einen Calciumeinstrom durch lonomycin

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob auch ein ungerichteter
Calciumeinstrom Uber lonomycin zu PKA-Il Aktivierung fuhrt und ob die Inhibition von
Calcineurin diese womdglich moduliert.

Hierfir wurden primare sensorische Neurone nach der Behandlung mit den
Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A fir 0-120 min mit lonomycin (1 und 3
MM), also calciumdurchlassigen lonophoren, behandelt. Basis der ausgewahlten lonomycin-
Konzentration waren wiederum Experimente der Arbeitsgruppe mit primaren sensorischen
Neuronen von Ratten, die mit lonomycin stimuliert wurden 2?'. Wir erwarteten, dass die
Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit lonomycin
zu einer starkeren PKA-Il Aktivierung flhrt, wenn der Calciumeinstrom durch lonomycin
stimuliert wird und einer Regulation durch Calcineurin unterliegt.

Die Aktivierung der PKA-II nach der Stimulation mit KCI als Positivkontrolle konnte wie in den
reprasentativen Bildern in Abb. 13 dargestellt beobachtet werden. Neurone, welche mit
lonomycin alleine oder der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A mit
lonomycin stimuliert wurden, zeigten hingegen keine oder nur eine geringe Erhéhung der pRII-

Antwort.
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UCHL1 pRII pPERK1/2 Hoechst

FK / lono Ctrl / lono KCl Ctrl / Ctrl

CsA / lono

Abb. 13: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und die Induktion des Calciumeinstroms
mittels lonomycin erhéht nicht die PKA-Il Aktivitdt. Représentative Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche
primére Kulturen der Spinalganglien der Ratte nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin
A und lonomycin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 10 uM Tacrolimus oder Cyclosporin A behandelt und
anschlieBend fiir 0-120 min mit 1 oder 3 uM lonomycin stimuliert. Die Bilder zeigen die priméren Kulturen nach 5-
minlitiger Stimulation mit 1 uM lonomycin. Primé&re sensorische Neurone wurden mittels UCHL1 identifiziert und fiir
PRI, pPERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert. Identifizierte Neurone sind mit einer griinen
Umrandung markiert, nicht als primédre sensorische Neurone identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung
markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht 100 um. CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 %
DMSO in DPBS, Stimulation: 0,24 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), lono: lonomycin, KCI: Kaliumchlorid
(40 mM, Positivkontrolle).
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Die Stimulation des Calciumeinstroms mit lonomycin nach der Behandlung mit den
Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A fuhrte in dem Zeitraum von 0-120 min
nicht zu einem Anstieg der pRIlI Intensitdt (Abb. 14B und C). Auch eine hdhere
lonomycinkonzentration (3 uM) konnte die pRII Intensitat in Kombination mit Tacrolimus nach
maximal 120 min nicht steigern (Abb. 14B).

Die alleinige Stimulation mit zwei verschiedenen lonomycinkonzentrationen (1 und 3 pM)
bewirkte im Verlauf von 0-120 min ebenso wenig eine Steigerung der pRIl Intensitat. Die pRII
Intensitat verlief fir alle getesteten Kombinationen aus Vorbehandlung und Stimulation mit
verschiedenen lonomycinkonzentrationen auf &ahnlich geringem Niveau wie die
Negativkontrolle (Abb. 14A). Nichtsdestotrotz deutete die mehrfaktorielle Varianzanalyse
einen Effekt der verwendeten Stimulanzien auf die pRII Intensitat an (F-Wert 7,073, p < 0,001).
Dieser Effekt kdnnte allerdings auch durch den Einschluss der Positivkontrolle (KCI) in die
mehrfaktorielle Varianzanalyse zustande kommen. Dieser Effekt wies nach dem Post-hoc Test
keine Signifikanz auf, sodass er keiner spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet
werden konnte. Die Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A steigerten also nicht
die Signalantwort der PKA-II in primaren sensorischen Neuronen, wenn der Calciumeinstrom

durch lonomycin induziert wird.
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Abb. 14: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erhéht nicht die PKA-Il Aktivitdt nach der
Stimulation mit lonomycin in primdren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher
Verlauf der pRII Intensitét nach 30-minditiger Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder
der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 oder 3 uM lonomycin oder der Negativkontrolle fiir 0-120
min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation:
0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,24 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), lono: lonomycin. n=4. Die
Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 18000 Neurone/Kondition.
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4.1.9 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf
einen Calciumeinstrom durch lonomycin

Um zu untersuchen, ob nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-Il auch durch einen
ungerichteten Calciumeinstrom Uber lonomycin aktiviert werden und einer Regulation durch
Calcineurin unterliegen bzw. ob sich die Regulation der depolarisationsinduzierten PKA-II
Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in der intrazellularen Signalkaskade
auswirkt, wenn Calcium Uber lonomycin in das Zellinnere strémt, wurden die isolierten
primaren sensorischen Neurone wiederum mit den Calcineurininhibitoren prastimuliert und
anschliefend wurde der Calciumeinstrom mit lonomycin (1 und 3 uM) induziert. Erneut wurden
immunzytochemische Farbungen gegen UCHL1, pRIl und pERK1/2 verwendet. Wir
erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit lonomycin zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung fuhrt, wenn der
Calciumeinstrom durch lonomycin induziert wird und einer Regulation durch Calcineurin
unterliegt.

Die Intensitat der pERK1/2 als nachgelagerte Zielstruktur der PKA-Il war im Vergleich zur
Negativkontrolle weder durch lonomycin alleine noch durch die kombinierte Behandlung mit
den Calcineurininhibitoren und lonomycin erhéht (Abb. 15). Auch die Stimulation mit einer
héheren Konzentration lonomycin (3 puM) bewirkte keine Intensiatssteigerung der pERK1/2
innerhalb von 120 min (Abb. 15A).

Insgesamt war zu beachten, dass die Messwerte der Einzelexperimente variabel waren,
sodass sich gréRere Standardfehler ergaben. Die Calcineurininhibitoren Tacrolimus und
Cyclosporin A steigerten also nicht die Signalantwort von nachgelagerten Zielstrukturen der

PKA-Il in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit lonomycin.
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Abb. 15: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erhéht nicht die ERK1/2 Aktivitdt nach der
Stimulation mit lonomycin in primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher
Verlauf der pERK1/2 Intensitét nach 30-minditiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM)
oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 oder 3 uM lonomycin oder der Negativkontrolle fiir 0-
120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle
(Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,24 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), lono:
lonomycin. n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 18000 Neurone/Kondition.
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4.2 Calcineurininhibitoren verstarken die Phosphorylierung des L-Typ
Calciumkanals Cav1.2 nach Depolarisation primarer sensorischer
Neuronen der Ratte

Da gezeigt wurde, dass die Aktivierung der PKA-Il in nozizeptiven Neuronen die

Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals bewirkt und den Calciumeinstrom Uber den Cay1.2-

Kanal verstarkt 2!, sollte mit den folgenden Experimenten untersucht werden, ob die Inhibition

von Calcineurin die Capsaicin induzierte Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals moduliert. Wir

vermuteten, dass eine starkere Phoshorylierung des Cav1.2-Kanals erfolgt, wenn primare
sensorische Neurone von Ratten mit Calcineurininhibitoren vorbehandelt werden und
anschlielend der Calciumeinstrom in die Zelle durch Aktivierung der TRPV1- oder der TRPA1-

Kanale oder lonomycin erfolgt. Fur die folgenden Experimente wurden erneut primare

sensorische Neurone aus Spinalganglien von Ratten isoliert, fur 30 min mit den

Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A (jeweils 10 pyM) prastimuliert und

anschlieend fir 0-120 min mit dem TRPV1-Kanalagonisten Capsaicin (1 uM), dem TRPA1-

Kanalagonisten AITC (10 und 100 mM) oder lonomycin (1 und 3 uM) behandelt, um einen

Calciumeinstrom in die Zellen zu induzieren.

4.2.1 Calcineurininhibitoren verstarken die Phosphorylierung des Cav1.2-
Kanals nach der Stimulation mit Capsaicin

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
die Capsaicin induzierte Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals moduliert. Wir vermuteten, dass
eine starkere Phoshorylierung des Cay1.2-Kanals erfolgt, wenn primare sensorische Neurone
von Ratten mit Calcineurininhibitoren vorbehandelt werden und anschlielend der
Calciumeinstrom in die Zelle durch Aktivierung der TRPV1- oder der TRPA1-Kanéle oder
lonomycin erfolgt.

Zur Induktion des Calciumeinstroms durch TRPV1-Kanale wurden die Zellen erneut nach 30
min Vorinkubation mit den Calcineurininhibitoren (10 uM) fir 0-120 min mit Capsaicin (1 uM)
behandelt. Nach der Stimulation wurden die Zellen zu verschiedenen Zeitpunkten fixiert, wobei
anstelle der immunzytochemischen Farbung von pRIl pCay1.2 bzw. pSer1928 des Cay1.2-
Kanals mittels eines spezifischen Antikérpers gefarbt wurde. Die Phosphorylierung des
Cav1.2-Kanals nach der Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und der Stimulation
mit Capsaicin konnte wie in den reprasentativen Bildern in Abb. 16 dargestellt beobachtet

werden.
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UCHL1 pCayl.2 pERK1/2 Hoechst

KCI Ctrl / Ctrl

Ctrl / Cap

UCHL1 pCay1.2 pERK1/2 Hoechst

UCHL1 pCay1.2 pERK1/2 Hoechst

Abb. 16: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A fiihrt zu einer Steigerung der Cav1.2
Phosphorylierung und der ERK1/2 Aktivitdt nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin.
Représentative Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Ratte nach der
kombinierten Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30
min mit 10 uM Tacrolimus oder Cyclosporin A behandelt und anschlieend fiir 0-120 min mit 1 uM Capsaicin
stimuliert. Die Bilder zeigen die primdren Kulturen nach 5-mindtiger Stimulation. Primdre sensorische Neurone
wurden mittels UCHL1 identifiziert und fiir pCav1.2, pERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert.
Identifizierte Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone
identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht 100 um. Cap:
Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 %
DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).

4.2.1.1 Tacrolimus verstarkt die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals nach der
Stimulation mit Capsaicin bis nahezu um das 1,2-Fache
Um zu untersuchen, ob die Inhibition von Calcineurin mittels Tacrolimus die Capsaicin
induzierte Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals moduliert, wurden erneut primare sensorische
Neurone aus Spinalganglien von Ratten isoliert, mit dem Calcineurininhibitor Tacrolimus (10
MM) flr 30 min prastimuliert und anschlie3end fir 0-120 min mit dem TRPV1-Kanalagonisten
Capsaicin (1 pM) behandelt, um einen Calciumeinstrom in die Zellen zu induzieren. Wir
vermuteten, dass eine starkere Phoshorylierung des Cay1.2-Kanals erfolgt, wenn primare
sensorische Neurone von Ratten mit Tacrolimus vorbehandelt werden und anschlieRend der
Calciumeinstrom in die Zelle durch die Aktivierung des TRPV1-Kanals mit Capsaicin induziert

wird.
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Die kombinierte Stimulation priméarer sensorischer Neurone der Ratte mit Tacrolimus (10 pM)
fir 30 min und Capsaicin (1 yM) fir 0-120 min fuhrte im Vergleich zur Negativkontrolle nach
5-120 min zu einer Steigerung der pCav1.2 Intensitat (Abb. 17B).

Die maximale Erhéhung der pCav1.2 Intensitat betrug nahezu das 1,2-Fache und wurde nach
30-minutiger Stimulation erreicht (1,17-fach, SEM: +/- 0,05, p < 0,01). Fir den Zeitraum von
5-60 min war diese beobachtete Intensitatssteigerung im Vergleich zur Negativkontrolle
signifikant. Dartber hinaus erhéhte die kombinierte Stimulation mit Tacrolimus und Capsaicin
nach 30-minltiger Stimulation die pCay1.2 Intensitdt auch im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Capsaicin signifikant (p < 0,05). Tacrolimus verstarkte die Phosphorylierung

des Cay1.2-Kanals in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit Capsaicin.

4.2.1.2 Cyclosporin A verstarkt die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals nach der
Stimulation mit Capsaicin bis zum 1,24-Fachen
Um zu untersuchen, ob die Inhibition von Calcineurin mittels Cyclosporin A die Capsaicin
induzierte Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals moduliert, wurden erneut primare sensorische
Neurone aus Spinalganglien von Ratten isoliert, mit dem Calcineurininhibitor Cyclosporin A
(10 pM) fir 30 min prastimuliert und anschlieBend fir 0-120 min mit dem TRPV1-
Kanalagonisten Capsaicin (1 uM) behandelt, um einen Calciumeinstrom in die Zellen zu
induzieren. Wir vermuteten, dass eine starkere Phoshorylierung des Cay1.2-Kanals erfolgt,
wenn primare sensorische Neurone von Ratten mit Cyclosporin A vorbehandelt werden und
anschlieend der Calciumeinstrom in die Zelle durch die Aktivierung des TRPV1-Kanals mit
Capsaicin induziert wird.
Die kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A (10 yM) fir 30 min und Capsaicin (1 uM) fur 0-
120 min steigerte die pCav1.2 Intensitat noch starker als die Kombination aus Tacrolimus und
Capsaicin (Abb. 17C). So konnte nach 1-60-minttiger Stimulation eine im Vergleich zur
Negativkontrolle deutliche, signifikante Intensitatssteigerung bis zum 1,24-Fachen beobachtet
werden (15 und 30 min: 1,24-fach, SEM: +/- 0,09 und 0,02, p < 0,001).
Auch die kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A und Capsaicin bewirkte eine im Vergleich
zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin signifikante Intensitatstseigerung von pCay1.2 (5 min:
p < 0,01, 15 und 30 min: p < 0,001, 60 min: p < 0,05).
Nach der alleinigen Stimulation mit einer héheren Capsaicinkonzentration (10 uM) konnte nach
5 min eine gegeniber der Negativkontrolle signifikant erhéhte pCay1.2 Intensitat beobachtet
werden (1,2-fach, SEM: +/- 0,05, p < 0,001) (Abb. 17A).
Die Stimulation mit der Positivkontrolle KCI zeigte eine nahezu 1,5-fache Steigerung der
pCav1.2 Intensitat. Dieser maximale Wert wurde bereits nach 1 min erreicht (1,46-fach, SEM:
+/- 0,03, p < 0,001) (Abb. 17A). Im weiteren Verlauf flachte die Kurve langsam bis zu einer
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etwas niedrigeren pCav1.2 Intensitat ab (1,13-fache pCav1.2 Intensitat, SEM: +/- 0,02, p >
0,1).

So fiel die Intensitatssteigerung nach der Stimulation mit KCI starker aus als jene, welche nach
der kombinierten Behandlung mit den Calcineurininhibitoren und Capsaicin beobachtet wurde.
Cyclosporin A verstarkte die Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals in primaren sensorischen

Neuronen nach der Stimulation mit Capsaicin.
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Abb. 17: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren verstérkt die Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals
nach der Stimulation mit Capsaicin in primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C:
Zeitlicher Verlauf der pCav1.2 Intensitdt nach 30-minlitiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A
(jeweils 10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 oder 10 uM Capsaicin oder der
Negativkontrolle oder KCI fiir 0-120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle
Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau
signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Stimulation. $ p < 0,05, $$ p < 0,01 und $$$
p < 0,001 stellen signifikante Unterschiede zwischen der kombinierten Behandlung von Tacrolimus oder
Cyclosporin A und Capsaicin im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Capsaicin dar. Cap: Capsaicin, CsA:
Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS),
FK: Tacrolimus (FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler, > 12000 Neurone/Kondition.

4.2.2 Calcineurininhibitoren erhohen die Signalantwort der ERK1/2 auf
Capsaicin

Um zu prifen, ob nach der erfolgten Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals noch stets
nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-Il aktiviert werden und mdoglicherweise ein
Zusammenhang zwischen der Aktivierung von ERK1/2 mit der PKA-II Aktivierung und der
Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals besteht, wurde nach der Vorbehandlung priméarer
sensorischer Neurone von Ratten mit Calcineurininhibitoren und der Stimulation mit Capsaicin
zusatzlich zu der immunzytochemischen Farbung gegen UCHL1 und pCav1.2 ein Antikdrper
gegen pERK1/2 verwendet. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin noch stets zu einer starkeren ERK1/2
Aktivierung fihrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird.

Ahnlich wie zuvor in der Versuchsreihe mit pRIl (Abschnitt 4.1.3) fiihrte die kombinierte

Stimulation mit Tacrolimus und Capsaicin auch zu einer Steigerung der pERK1/2 Intensitat
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(Abb. 18B). Nach 30-60-minutiger Stimulation konnte eine im Vergleich zur Negativkontrolle
signifikante Intensitatssteigerung mit bis zu 2,4-facher Erhéhung des Signals erreicht werden
(60 min: 2,41-fach, SEM: +/- 0,21, p < 0,001). Fur beide Zeitpunkte war die Intensitat auch im
Vergleich zur Stimulation mit Capsaicin alleine signifikant erhéht (30 min: p < 0,01, 60 min: p
< 0,001).

Ebenso konnte ein Trend einer erhéhten pERK1/2 Intensitdt nach der kombinierten
Behandlung mit Cyclosporin A und Capsaicin nach 0-120-minttiger Stimulation beobachtet
werden (Abb. 18C). Auch wenn die Intensitatssteigerung nach dem Post-hoc Test fir die
spezifischen Stimulationsbedingungen nicht signifikant war und daher keiner spezifischen
Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte, war die pERK1/2 Intensitat nach 15-120-
minUtiger Stimulation um beinahe das 1,8-Fache erhéht (15 min: 1,79-fach, SEM: +/- 0,19, p
> 0,1). Die mehrfaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt der verwendeten
Stimulation auf die Signalintensitat der pERK1/2 (F-Wert 17,386, p < 0,001).

Die alleinige Stimulation mit Capsaicin zeigte, dass nur die Stimulation mit einer hdheren
Capsaicinkonzentration (10 uM) zu einer signifikanten Steigerung der pERK1/2 Intensitat
fuhrte (30 min: 2,22-fach, SEM: +/- 0,22, p < 0,001) (Abb. 18A).

Im Vergleich zur starken Steigerung der pCav1.2 Intensitat nach der Stimulation mit KClI fiel
die Steigerung der pERK1/2 Intensitat nach der Stimulation mit KCI kleiner aus, als diejenige,
welche nach der Stimulation mit 10 uM Capsaicin erreicht wurde (Abb. 18A). Das Maximum
nach der Stimulation mit KCl wurde nach 5 min beobachtet und betrug ungefahr das 1,5-Fache
(1,53-fach, SEM: +/- 0,21, p > 0,1). Diese Intensitatssteigerung war jedoch nach dem Post-

hoc Test nicht signifikant, sodass nur von einem leichten Trend gesprochen werden kann.
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Abb. 18: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erhéht die ERK1/2 Aktivitdt nach der Stimulation
mit Capsaicin in primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf der
PERK1/2 Intensitét nach 30-minlitiger Préastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 oder 10 uM Capsaicin oder der Negativkontrolle oder KCI fiir 0-
120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test,
*p < 0,05 *p<0,01und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der
Kontrolle und der jeweiligen Stimulation. $ p < 0,05, $% p < 0,01 und $$3$ p < 0,001 stellen signifikante Unterschiede
zwischen der kombinierten Behandlung von Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin im Vergleich zur
alleinigen Behandlung mit Capsaicin dar. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Citrl: Negativkontrolle
(Préastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), KCI:
Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 12000
Neurone/Kondition.

4.2.3 Calcineurininhibitoren verstarken nicht die Phosphorylierung des Cav1.2-
Kanals nach der Stimulation mit AITC
Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
die AITC induzierte Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals moduliert. Wir vermuteten, dass eine
starkere Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals erfolgt, wenn priméare sensorische Neurone von
Ratten mit Calcineurininhibitoren vorbehandelt werden und anschlief3end der Calciumeinstrom
in die Zellen durch Aktivierung des TRPA1-Kanals mit AITC induziert wird.
Hierflr wurden primare sensorische Neurone von Ratten fiir 30 min mit Calcineurininhibitoren
(10 yM) behandelt und anschlieRend wurde der Calciumeinstrom mit AITC (10 und 100 mM),
einem TRPA1-Kanalagonisten, fur 0-120 min induziert.
Die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals nach der Prastimulation mit Tacrolimus oder
Cyclosporin A und der Stimulation mit AITC, sowie nach der Stimulation mit KCI als
Positivkontrolle konnte wie in den reprasentativen Bildern in Abb. 19 dargestellt beobachtet
werden.
Die alleinige Stimulation mit AITC (10 oder 100 mM) bewirkte gegenlber der Negativkontrolle
nach 5-minltiger Stimulation einen leichten Anstieg der pCay1.2 Intensitat (bis ungefahr um
das 1,1-Fache, Abb. 20A). Auch war die pCay1.2 Intensitat nach 120-mindtiger Stimulation mit
der héheren Konzentration AITC (100 mM) im Vergleich zur Negativkontrolle leicht erhéht. Da
sich allerdings die Fehlerbalken Uberlagerten und der Unterschied zur Negativkontrolle nach

dem Post-hoc Test keine Signifikanz aufwies, also keiner spezifischen Stimulationsbedingung
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zugeordent werden konnte, ist diese beschriebene Intensitatssteigerung kritisch zu
betrachten. Die mehrfaktorielle Varianzanalyse ergab allerdings einen globalen signifikanten
Effekt der verwendeten Stimulation auf die pCav1.2 Intensitat (F-Wert 7,088, p < 0,001).
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UCHL1 pCay1.2 pERK1/2 Hoechst

Ctrl / AITC KCI Ctrl / Ctrl

FK / AITC
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Abb. 19: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Phosphorylierung des
Cav1.2-Kanals und der ERK1/2 Aktivitit nach der Aktivierung des TRPA1-Kanals mittels AITC.
Représentative Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Ratte nach der
kombinierten Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und AITC zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit
10 uM Tacrolimus oder Cyclosporin A behandelt und anschlieBend fiir 0-120 min mit 10 mM AITC stimuliert. Die
Bilder zeigen die priméren Kulturen nach 1-mindtiger Stimulation. Primére sensorische Neurone wurden mittels
UCHL1 identifiziert und fiir pCav1.2, pERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert. Identifizierte
Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone identifizierte Objekte
sind mit einer roten Umrandung markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht 100 um. AITC: Allylisothiocyanat, CsA:
Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS),
FK: Tacrolimus (FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).
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4.2.3.1 Tacrolimus verstarkt nicht die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals nach der
Stimulation mit AITC
Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
mittels Tacrolimus die AITC induzierte Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals moduliert. Wir
vermuteten, dass eine starkere Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals erfolgt, wenn primare
sensorische Neurone von Ratten mit Tacrolimus vorbehandelt werden und anschlie3end der
Calciumeinstrom in die Zellen durch Aktivierung des TRPA1-Kanals mit AITC induziert wird.
Hierflr wurden primare sensorische Neurone von Ratten fur 30 min mit Tacrolimus (10 pM)
behandelt und anschlieend wurde der Calciumeinstrom mit AITC (10 und 100 mM), einem
TRPA1-Kanalagonisten, fir 0-120 min induziert.
Nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und 10 mM AITC war keine deutliche
Steigerung der pCay1.2 Intensitat wahrzunehmen (Abb. 20B).
Nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus fir 30 min und der héheren AITC-
Konzentration (100 mM) fir 0-120 min war im Vergleich zur Negativkontrolle nach 1-5-
minUtiger Stimulation sowie nach 120-minitiger Stimulation eine Steigerung der pCay1.2
Intensitat bis um das 1,2-Fache zu beobachten (120 min: 1,24-fach, SEM: +/- 0,05, p < 0,05)
(Abb. 20B). Diese beobachtete Erhéhung der pCav1.2 Intensitat war nicht nur gegenlber der
Negativkontrolle, sondern auch gegenuber der alleinigen Stimulation mit der héheren AITC-
Konzentration festzustellen, wenngleich die Erhéhung gegeniber der alleinigen Stimulation
mit der héheren AITC-Konzentration keine statistische Signifikanz aufwies. Auch zeigte der
Post-hoc Test keine statistische Signifikanz, sodass keine spezifische Stimulationsbedingung
zugeordnet werden konnte. Tacrolimus verstarkte also nicht die Phosphorylierung des Cay1.2-

Kanals in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit AITC.

4.2.3.2 Cyclosporin A verstarkt nicht die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals nach der
Stimulation mit AITC

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
mittels Cyclosporin A die AITC induzierte Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals moduliert. Wir
vermuteten, dass eine starkere Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals erfolgt, wenn primare
sensorische Neurone von Ratten mit Cyclosporin A vorbehandelt werden und anschliel3end
der Calciumeinstrom in die Zellen durch Aktivierung des TRPA1-Kanals mit AITC induziert
wird. Hierflr wurden primare sensorische Neurone von Ratten fir 30 min mit Cyclosporin A
(10 yM) behandelt und anschlieffiend wurde der Calciumeinstrom mit AITC (10 mM), einem
TRPA1-Kanalagonisten, fur 0-120 min induziert.

Ebenso zeigte die kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A fir 30 min und AITC fur 0-120
min eine Erhéhung der pCav1.2 Intensitat nach 1-5-minltiger Stimulation bis nahezu um das

1,2-Fache (1 min: 1,18-fach, SEM: +/- 0,04, p > 0,1), welche nicht signifikant war. Auch nach
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der Ausfihrung des Post-hoc Testes war diese Erhdhung nicht signifikant, sodass sie keiner
spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte (Abb. 20C).

Der Verlauf der Kurven zeigte interessanterweise jeweils eine leichte Erhdhung nach 1-5-
minuatiger Stimulation, also einem friihen Zeitpunkt, und nach 120-mindtiger Stimulation, einem
spaten Zeitpunkt. Cyclosporin A verstarkte also nicht die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals

in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit AITC.
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Abb. 20: Die Behandlung mit Calcineurininhibitoren verstéirkt nicht die Phosphorylierung des Cav1.2-
Kanals nach der Stimulation mit AITC in primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-
C: Zeitlicher Verlauf der pCav1.2 Intensitat nach 30-mindiitiger Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A
(jeweils 10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC oder der
Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse
mit Bonferroni Test, *p < 0,05, **p < 0,01 und ***p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede
zwischen der Kontrolle und der jeweiligen Stimulation. AITC: Allylisothiocyanat, CsA: Cyclosporin A, Ctrl:
Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus
(FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 15000 Neurone/Kondlition.

4.2.4 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf
AITC
Um zu prifen, ob bei der erfolgenden Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals noch stets
nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-Il aktiviert werden und moglicherweise ein
Zusammenhang mit der PKA-II Aktivierung und der Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals
besteht, wurde nach der Vorbehandlung primarer sensorischer Neurone von Ratten mit
Calcineurininhibitoren (10 yM) und der Stimulation mit AITC (10 und 100 mM) zusatzlich zu
der immunzytochemischen Farbung gegen UCHL1 und pCay1.2 ein Antikérper gegen
pERK1/2 verwendet. Wir vermuteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit AITC zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung flhrt,
wenn der TRPA1-Kanal durch AITC aktiviert wird.
Wahrend also die pCav1.2 Intensitdt nach der Stimulation mit AITC alleine und der
kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und der hoéheren AITC-Konzentration und
Cyclosporin A und AITC eine leichte, statistisch nicht signifikante Intensitatssteigerung zu
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bestimmten Zeitpunkten bewirkten, konnte eine deutliche Steigerung der pERK1/2 Intensitat
nach der genannten Stimulation innerhalb von 120 min beobachtet werden (Abb. 21A-C).

Im Vergleich zur Negativkontrolle zeigte sich eine Erhdhung der pERK1/2 Intensitat nach 5-
120-mindtiger Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC (Abb. 21A). Hierbei fuhrte die Behandlung
mit einer héheren Konzentration AITC (100 mM) zu einer grofkeren Steigerng der pERK1/2
Intensitat deren Maximum nach 120-mindtiger Stimulation erreicht wurde (6,16-fach, SEM: +/-
1,06, p < 0,001). Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus und 10 mM AITC fiihrte zu einer
ahnlich starken Erhdhung wie die, welche nach der alleinigen Stimulation mit 10 mM AITC
beobachtet werden konnte, wobei die Kurve flir die kombinierte Behandlung leicht Uber
derjenigen der alleinigen Behandlung mit AITC verlief (Abb. 21B). Nach 120-mindtiger
Stimulation war die pERK1/2 Intensitat im Vergleich zur Negativkontrolle signifikant erhoht (p
< 0,001). Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus und einer héheren Konzentration AITC
(100 mM) zeigte beinahe exakt die gleiche Steigerung der pERK1/2 Intensitat wie die, welche
durch die alleinige Stimulation mit 100 mM AITC erreicht wurde.

Auch die kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A und 10 mM AITC fihrte innerhalb von
120 min zu einer ahnlich starken Erhéhung der pERK1/2 Intensitat wie diejenige, die nach der
alleinigen Stimulation mit 10 mM AITC beobachtet werden konnte (Abb. 21C). Im Vergleich
zur Negativkontrolle war die pERK1/2 Intensitat nach der kombinierten Behandlung mit
Cyclosporin A und AITC nach 30- und 120-mindtiger Stimulation bis um das 3,5-Fache erhoht
(120 min: 3,55-fach, SEM: +/- 0,67, p < 0,05). Calcineurininhibitoren steigerten also nicht die

Signalantwort der ERK1/2 in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit AITC.
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Abb. 21: Die Behandlung mit Calcineurininhibitoren erh6ht nicht die ERK1/2 Aktivitdt nach der Stimulation
mit AITC in priméaren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2
Intensitét nach 30-mindtiger Préstimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der
Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 10 oder 100 mM AITC oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min.
In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p < 0,05,
**p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle und
der jeweiligen Stimulation. AITC: Allylisothiocyanat, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Prdstimulation: 0,1
% DMSO in DPBS, Stimulation: 0,1 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen
den Standardfehler, > 15000 Neurone/Kondition.
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4.2.5 Calcineurininhibitoren verstarken nicht die Phosphorylierung des Cav1.2-
Kanals nach Induktion des Calciumeinstroms uber lonomycin

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob auch ein ungerichteter
Calciumeinstrom Uber lonomycin zu Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals flihrt und ob die
Inhibition von Calcineurin diese womaéglich moduliert. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation
mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit lonomycin zu einer
starkeren Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals flihrt, wenn der Calciumeinstrom durch
lonomycin induziert wird und einer Regulation durch Calcineurin unterliegt.

Hierflr wurden primare sensorische Neurone nach der 30-minltigen Vorbehandlung mit den
Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A (10 yM) ftr 0-120 min mit lonomycin (1
und 3 M) behandelt.

Nach der Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und der Stimulation des
Calciumeinstroms Uber lonomycin konnte wie in den reprasentativen Bildern in Abb. 22
dargestellt keine Phoshorylierung des Cay1.2-Kanals beobachtet werden.

Genau wie bei der pRII Intensitat beobachtet, fuhrte die kombinierte Behandlung primarer
sensorischer Neurone von Ratten mit den Calcineurininhibitoren und lonomycin innerhalb von
0-120 min nicht zu einem Anstieg der pCayv1.2 Intensitat (Abb. 23B und C). Zwar war ein
leichter Trend einer erhéhten pCav1.2 Intensitat nach der Behandlung mit alleine Cyclosporin
A nach 15 min erkennbar, allerdings handelte es sich hier um einen minimalen Effekt, der
keine statistische Signifikanz aufwies (Abb. 23C). Auch eine héhere lonomycinkonzentration
(3 uM) flhrte innerhalb von 0-120 min nicht zu einer Erhéhung der pCay1.2 Intensitat (Abb.
23A). Nichtsdestotrotz schien laut der mehrfaktoriellen Varianzanalyse ein signifikanter Effekt
der Stimulanzien auf die pCay1.2 Intensitat vorzuliegen (F-Wert-3,769, p < 0,001).
Calcineurininhibitoren verstarkten also nicht die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals in

primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit lonomycin.

79
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Abb. 22: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Phosphorylierung des
Cav1.2-Kanals und der ERK1/2 Aktivitdt nach dem Calciumeinstrom iiber lonomycin. Reprédsentative
Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Ratte nach der kombinierten
Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und lonomycin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 10 uM
Tacrolimus oder Cyclosporin A behandelt und anschlieend fiir 0-120 min mit 1 oder 3 uM lonomycin stimuliert.
Die Bilder zeigen die primdren Kulturen nach 5-minditiger Stimulation mit 1 uM lonomycin. Primédre sensorische
Neurone wurden mittels UCHL1 identifiziert und fiir pCav1.2, pERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch
markiert. Identifizierte Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone
identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung markiert. Die Malstabsleiste entspricht 100 um. CsA:
Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,24 % DMSO in DPBS),
FK: Tacrolimus (FK506), lono: lonomycin, KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).

80



>
vr)
(@]

1.6 4% Ctrl/Ctrl 1.6 4% Ctrl/Ctrl 1.6 4% Ctrl/Ctrl

oy a Ctrl/lono (1 uM) - T Ctrl/lono (1 uM) iy T Ctrl/lono (1 M)

S <& Ctrl/ lono (3 uM) S <& Ctrl/ lono (3 uM) S & CsA/Ctrl

& o O FK/Ctrl S O CsA/lono (1 uM)

= 144 + 1494 FK/lono (1 uM) w147

m i FK / lono (3 uM) po]

n 0 n

C e C

D 1.2~ D 1.2+ D 1.2 1

= £ £

N N e — N

~ . Al - VaRs ) A -

5w ?W S % 1

© © ©

Q O Q

o o Q.
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 5 15 30 60 120 0 1 5 15 30 60 120 0 1 5 15 30 60 120

Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 23: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren verstérkt nicht die Phosphorylierung des Cav1.2-
Kanals nach der Stimulation mit lonomycin in priméaren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min.
A-C: Zeitlicher Verlauf der pCav1.2 Intensitét nach 30-minditiger Préastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A
(jeweils 10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 oder 3 uM lonomycin oder der
Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. CsA: Cyclosporin A, Ctrl:
Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,24 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus
(FK506), lono: lonomycin. n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, Kammern mit < 500 Zellen wurden
fiir die Analyse exkludiert (3 Kammern), > 18000 Neurone/Kondition.

4.2.6 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 nach
Induktion des Calciumeinstroms uiber lonomycin

Um zu prifen, ob trotz nicht erfolgender Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals durch einen
ungerichteten Calciumeinstrom durch lonomycin nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-II
aktiviert werden und moglicherweise ein Zusammenhang mit der PKA-Il Aktivierung und der
Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals besteht, wurde nach der Vorbehandlung primarer
sensorischer Neurone von Ratten mit Calcineurininhibitoren (10 uM) und der Stimulation mit
lonomycin (1 und 3 uM) zusétzlich zu der immunzytochemischen Farbung gegen UCHL1 und
pCav1.2 ein Antikdrper gegen pERK1/2 verwendet. Wir vermuteten, dass die Vorinkubation
mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit lonomycin zu einer
starkeren ERK1/2 Aktivierung fihrt, wenn der Calciumeinstrom durch lonomycin induziert wird
und einer Regulation durch Calcineurin unterliegt.

Die Intensitat der pERK1/2 als nachgelagerte Zielstruktur der PKA-Il war allein durch die
kombinierte Behandlung mit Cyclosporin A und lonomycin nach 5 min im Vergleich zur
Negativkontrolle mit einer Intensitatssteigerung um das 1,04-Fache minimal erhéht (1,04-fach,
SEM: +/- 0,09, p > 0,1) (Abb. 24C). Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus und der
héheren lonomycinkonzentration (3 uM) fuhrte im Vergleich zur Negativkontrolle nicht zu einer
Intensitatssteigerung der pERK1/2 Intensitat (Abb. 24B). Nach der alleinigen Stimulation mit
lonomycin (1 und 3 uM) konnte ebenso keine Erhéhung der pERK1/2 Intensitat im Vergleich
zur Negativkontrolle im Zeitraum von 0-120 min beobachtet werden (Abb. 24A).

Insgesamt war zu beachten, dass die Messwerte der Einzelexperimente variabel waren,

sodass sich grofiere Standardfehler ergaben. Auch wiesen die beobachteten Effekte keine
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statistische Signifikanz auf. Calcineurininhibitoren steigerten also nicht die Signalantwort der

ERK1/2 in primaren sensorischen Neuronen nach der Stimulation mit lonomycin.
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Abb. 24: Die Vorbehandlung mit Calcineurininhibitoren erhéht nicht die ERK1/2 Aktivitdt nach der
Stimulation mit lonomycin in primédren sensorischen Neuronen von Ratten nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher
Verlauf der pERK1/2 Intensitét nach 30-minditiger Préastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM)
oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 oder 3 uM lonomycin oder der Negativkontrolle fir 0-
120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle
(Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,24 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), lono:
lonomycin. n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, Kammern mit < 500 Zellen wurden fiir die Analyse
exkludiert (3 Kammern), > 18000 Neurone/Kondition.

4.3 Calcineurininhibitoren erhéhen nicht die Signalantwort der PKA-Il und der
ERK1/2 auf Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen der Maus
Nachdem fir primare sensorische Neurone von Ratten beobachtet wurde, dass die pRII
Intensitat nach vorheriger Behandlung mit den Calcineurininhibitoren und einer Stimulation
des Calciumeinstroms durch die Aktivierung verschiedener Kanale unter bestimmten
Bedingungen erhdht war, sollten die Experimente mit primaren sensorischen Neuronen von
Mausen wiederholt werden. Einerseits eignen sich Mause flir das Einbringen genetischer
Veranderungen mit dem Ziel bestimmte Gene herunterzuregulieren bzw. auszuschalten
besser als Ratten. Andererseits kann untersucht werden, ob die in Ratten beobachteten
Effekte auch in anderen Spezies beobachtetet werden kénnen und es sich womdéglich um
einen zwischen Spezies konservierten Effekt handelt, der gegebenenfalls auch auf humane
Zellen Ubertragen werden kdonnte. Wir erwarteten, dass, wie flr primare sensorische Neuronen
von Ratten, die Vorinkubation von primdren sensorischen Neuronen der Maus mit
Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren
PKA-Il und ERK1/2 Aktivierung fuhrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird.
Far die folgenden Versuche wurden primére sensorische Neurone aus Spinalganglien von
Mausen isoliert. Die primaren sensorischen Neurone wurden erneut fir 30 min mit den

Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A prastimuliert und anschlief3end fir 0-120
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min zunachst nur mit Capsaicin (1 yM) stimuliert, um einen Calciumeinstrom Gber den TRPV1-

Kanal in die Zellen zu induzieren.

4.3.1 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der PKA-Il auf
Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen der Maus

Mit den folgenden Experimenten sollte untersucht werden, ob die Inhibition von Calcineurin
die Capsaicin induzierte Aktivierung der PKA-II auch in primaren sensorischen Neuronen der
Maus moduliert. Wir erwarteten, dass, wie fur primare sensorische Neuronen von Ratten, die
Vorinkubation von primaren sensorischen Neuronen der Maus mit Calcineurininhibitoren im
Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren PKA-II Aktivierung fuhrt,
wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird.

Um die geeignete Konzentration der Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A fur
die Stimulation des Signalweges in murinen primaren sensorischen Neuronen zu ermitteln,
wurden die aus Spinalganglien von Mausen isolierten primaren sensorischen Neurone mit
verschiedenen Konzentrationen Tacrolimus und Cyclosporin A (jeweils 0-50 uM) prastimuliert
und anschlielend fir 5 min mit Capsaicin (1 pM) stimuliert.

Nach der immunzytochemischen Markierung der primaren sensorischen Neuronen mittels
UCHL1 und der Farbung fur pRII, pERK1/2 und Hoechst 34580 zeigte sich ein erhohtes pRII
Signal in primaren sensorischen Neuronen, welche mit der Kombination von Tacrolimus und
Capsaicin, alleine mit Capsaicin oder der Positivkontrolle (KCl) behandelt wurden (Abb. 25).
Die beobachtete pRIl Intensitatserhéhung wies allerdings weder fir die kombinierte
Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin noch fir die Behandlung alleine mit Capsaicin eine
statistische Signifikanz auf. Flr primare sensorische Neurone, welche mit einer Kombination
von Cyclosporin A und Capsaicin behandelt wurden, zeigte sich ein gering erhdhtes pRII

Signal, welches allerdings im Vergleich zur Negativkontrolle nicht statistisch signifikant war.
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UCHL1 pRII pPERK1/2 Hoechst

Ctrl / Cap KCl Ctrl / Ctrl

FK / Cap

Abb. 25: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Induktion der PKA-Il und
ERK1/2 nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin. Représentative Aufnahmen des HCS-
Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Maus nach der kombinierten Behandlung mit
Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 3,13 uM Tacrolimus oder
Cyclosporin A behandelt und anschlieBend fiir 5 min mit 1 uM Capsaicin stimuliert. Primére sensorische Neurone
wurden mittels UCHL1 identifiziert und fiir pRIl, pERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert.
Identifizierte Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone
identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht 100 um. Cap:
Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 %
DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).
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Im Vergleich zur Negativkontrolle war die pRII Intensitat als Marker fur die PKA-II Aktivitat nach
der Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und anschlieRender Stimulation mit
Capsaicin gering erhoht (Abb. 26A-C). Die maximale pRII Intensitat wurde nach 30-mindtiger
Prastimulation mit 3,13 pyM Tacrolimus und 1,56 uM Cyclosporin A gefolgt von einer 5-
mindtigen Stimulation mit 1 uM Capsaicin erzielt (respektive 1,13-fach, SEM: +/- 0,04, p > 0,1;
1,13-fach, SEM: +/- 0,03, p > 0,1), wies jedoch keine statistische Signifikanz auf.

Calcineurininhibitoren steigerten also nicht die Signalantwort der PKA-Il in primaren

sensorischen Neuronen der Maus nach der Stimulation mit Capsaicin.
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Abb. 26: Die Vorbehandlung mit verschiedenen Konzentrationen Calcineurininhibitoren erhéht nicht die
PKA-Il Aktivitit nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in murinen priméren
sensorischen Neuronen. A-C: Dosis-Antwort Kurven der pRIl Intensitdt in murinen primédren sensorischen
Neuronen nach 30-minlitiger Préastimulation mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus oder Cyclosporin A (0-50
uUM) oder der Negativkontrolle, gefolgt von einer 5-minlitigen Stimulation mit 1 uM Capsaicin oder der
Negativkontrolle. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl:
Negativkontrolle (Prastimulation: 0,2 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus
(FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 20000 Neurone/Kondition.

4.3.2 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf
Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen der Maus
Um zu untersuchen, ob auch die Aktivierung von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-II in
primaren sensorischen Neuronen der Maus einer Regulation durch Calcineurin unterliegen
kénnte bzw. ob sich die Regulation der depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch
Calcineurin auch auf weitere Niveaus in der intrazellularen Signalkaskade auswirkt, wurden
die isolierten primaren sensorischen Neurone von Mausen wiederum mit den
Calcineurininhibitoren (0-50 uM) prastimuliert und anschlieRend wurde der Calciumeinstrom
durch Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin (1 uM) induziert. Wir erwarteten, dass,
wie flr primare sensorische Neuronen von Ratten, die Vorinkubation von primaren
sensorischen Neuronen der Maus mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung fuihrt, wenn der TRPV1-Kanal

durch Capsaicin aktiviert wird.
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Zusatzlich zu der immunzytochemischen Farbung gegen UCHL1 und pRIl wurde ein
Antikorper gegen pERK1/2 verwendet, der spezifisch an aktivierte ERK1/2 als nachgelagerte
Zielstruktur der PKA-II bindet.

Bezuglich der pERK1/2 Intensitat bewirkte die Behandlung mit 3,13 yM Tacrolimus gefolgt von
der 5-minutigen Stimulation mit Capsaicin eine 1,3-fache Zunahme der pERK1/2 Intensitat
(1,3-fach, SEM: +/- 0,06, p > 0,1). Ebenso fuhrte die Behandlung mit 1,56 uM Cyclosporin A
nach der Stimulation der Neurone zu einer geringen Steigerung der pERK1/2 Intensitat (1,2-
fach, SEM: +/- 0,07, p > 0,1). Beide Intensitatssteigerungen zeigten im Vergleich zur
Negativkontrolle keine statistische Signifikanz. Bei allen anderen Kombinationen sowie der
Positivkontrolle (KCI) konnte keine Zunahme der pERK1/2 Intensitat beobachtet werden (Abb.
27A-C). Die mehrfaktorielle Varianzanalyse ergab dennoch einen signifikanten Effekt der
verwendeten Stimulation auf die Signalintensitat der pRIl und pERK1/2 (F-Wert 61,883, p <
0,001 und F-Wert 17,386, p < 0,001). Diese beobachteten Effekte wiesen nach dem Post-hoc
Test allerdings keine Signifikanz auf, sodass der Effekt keiner spezifischen
Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte. Calcineurininhibitoren steigerten also nicht
die Signalantwort der ERK1/2 in primaren sensorischen Neuronen der Maus nach der

Stimulation mit Capsaicin.
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Abb. 27: Die Vorbehandlung mit verschiedenen Konzentrationen Calcineurininhibitoren erhéht nicht die
ERK1/2 Aktivitit nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in murinen priméren
sensorischen Neuronen. A-C: Dosis-Antwort Kurven der pERK1/2 Intensitét in murinen priméren sensorischen
Neuronen nach 30-minlitiger Préastimulation mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus oder Cyclosporin A (0-50
uUM) oder der Negativkontrolle, gefolgt von einer 5-minlitigen Stimulation mit 1 uM Capsaicin oder der
Negativkontrolle. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl:
Negativkontrolle (Préastimulation: 0,2 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus
(FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, > 20000 Neurone/Kondlition.
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4.3.3 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der PKA-Il auf
Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen der Maus

Obwohl in dem zuvor durchgefiihrten Experiment die am besten geeignete Konzentration der
Calcineurininhibitoren nicht eindeutig ermittelt werden konnte, wurden die murinen primaren
sensorischen Neurone basierend auf Daten aus vorherigen Experimenten mit Spinalganglien
aus Ratten in allen folgenden Experimenten mit 10 yM Tacrolimus oder 10 yM Cyclosporin A
fur 30 min prastimuliert, um den kinetischen Verlauf (0-120 Minunten) einer mdglichen
Aktivierung des Signalweges abbilden zu kénnen.

AnschlielRend an die Behandlung mit den Calcineurininhibitoren folgte die Stimulation mit 1
oder 10 yM Capsaicin, um den Effekt der Calcineurininhibition auf die Aktivierung der PKA-II
Uber einen TRPV1 Kanal-vermittelten Calciumeinstrom im kinetischen Modell zu untersuchen.
Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren PKA-II Aktivierung fuhrt, wenn der TRPV1-Kanal
durch Capsaicin aktiviert wird.

Die Aktivierung der PKA-Il nach der Prastimulation mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und
Capsaicin, mit Capsaicin alleine oder mit KCI als Positivontrolle konnte wie in den

reprasentativen Bildern in Abb. 28 dargestellt beobachtet werden.
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Abb. 28: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Induktion der PKA-Il und
ERK1/2 nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in murinen primdren sensorischen
Neuronen. Reprédsentative Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der
Maus nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und Capsaicin zeigen. Die Neurone
wurden fiir 30 min mit 10 uM Tacrolimus oder Cyclosporin A behandelt und anschlieRend fiir 0-120 min mit 1 uM
Capsaicin stimuliert. Die Bilder zeigen die primdren Kulturen nach 5-minditiger Stimulation mit Capsaicin. Primére
sensorische Neurone wurden mittels UCHL1 identifiziert und fir pRIl, pERK1/2 und Hoechst 34580
immunzytochemisch markiert. Identifizierte Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére
sensorische Neurone identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht
100 um. Cap: Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS,
Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).
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4.3.3.1 Tacrolimus und Cyclosporin A erhéhen nicht die Signalantwort der PKA-Il auf
Capsaicin
Obwohl in dem zuvor durchgefiihrten Experiment die am besten geeignete Konzentration der
Calcineurininhibitoren nicht eindeutig ermittelt werden konnte, wurden die murinen priméaren
sensorischen Neurone basierend auf Daten aus vorherigen Experimenten mit Spinalganglien
aus Ratten in allen folgenden Experimenten mit 10 uM Tacrolimus oder 10 uM Cyclosporin A
fur 30 min prastimuliert, um den kinetischen Verlauf (0-120 Minunten) einer mdglichen
Aktivierung des Signalweges abbilden zu kénnen.
AnschlielRend an die Behandlung mit den Calcineurininhibitoren folgte die Stimulation mit 1
oder 10 yM Capsaicin, um den Effekt der Calcineurininhibition auf die Aktivierung der PKA-II
Uber einen TRPV1 Kanal-vermittelten Calciumeinstrom im kinetischen Modell zu untersuchen.
Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen
Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren PKA-II Aktivierung fihrt, wenn der TRPV1-Kanal
durch Capsaicin aktiviert wird.
Nach der kombinierten Behandlung der Neurone mit Tacrolimus und 1 yM Capsaicin konnte
eine im Vergleich zur Negativkontrolle 1,1-fache Erhéhung der pRIl Intensitat beobachtet
werden, welche nach 30-minutiger Stimulation erreicht wurde (1,1-fach, SEM: +/- 0,04, p >
0,1) (Abb. 29B). Eine Erhéhung der Capsaicinkonzentration auf 10 uM in Kombination mit
Tacrolimus fUhrte bereits nach 1-minatiger Stimulation zu einer um das 1,1-Fache gesteigerten
pRIl Intensitat (1,1-fach, SEM: +/- 0,05, p > 0,1).
Auch die vorherige Behandlung mit Cyclosporin A gefolgt von der Stimulation mit 1 pyM
Capsaicin fur 0-120 min konnte die pRII Intensitat in murinen primaren sensorischen Neuronen
gering erhdhen. Die maximale Erhdhung der pRII Intensitat zeigte eine 1,13-fache Steigerung
und wurde nach 5-minitiger Stimulation mit Capsaicin erreicht (1,13-fach, SEM: +/- 0,04, p >
0,1) (Abb. 29C). Die beobachteten pRIl Intensitatssteigerungen wiesen allerdings keine
statistische Signifikanz auf.
Die Stimulation mit zwei verschiedenen Konzentrationen Capsaicin alleine fihrte im Vergleich
zur Negativkontrolle zu einer Erhéhung der pRIl Intensitat (Abb. 29A). Die Stimulation mit 1
MM Capsaicin konnte die pRIl Intensitat nach 1-30-mindtiger Stimulation um das 1,1-Fache
steigern (Maximum nach 15 min: 1,1-fach, SEM: +/- 0,02, p > 0,1). Bei einer hdheren
Capsaicinkonzentration (10 uM) konnte eine Erhéhung der pRII Intensitat bereits nach 1-5-
minUtiger Stimulation beobachtet werden, wobei die maximale Erhéhung der Intensitat bei der
héheren Konzentration nicht zusatzlich erhéht war (Maximum nach 5 min: 1,1-fach, SEM: */-
0,05, p>0,1) (Abb. 29A). Auch diese beobachteten pRII Intensitatssteigerungen wiesen keine
statistische Signifikanz auf.
Die Ergebnisse zeigten, dass die Kombination von Calcineurininhibitoren und Capsaicin die

pRIl Intensitdt und damit die PKA-Il Aktivitdt im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit
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Capsaicin nicht, im Falle von Tacrolimus, oder nur unwesentlich, im Falle von Cyclosporin A
in murinen primdren sensorischen Neuronen steigerten ohne jedoch eine statistische
Signifikanz aufzuweisen. Die mehrfaktorielle Varianzanalyse ergab einen signifikanten Effekt
der verwendeten Stimulation auf die Signalintensitat der pRIl (F-Wert 4,124, p < 0,001). Dieser
beobachtete Effekt wies nach dem Post-hoc Test allerdings keine Signifikanz auf, sodass der

Effekt keiner spezifischen Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte.
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Abb. 29: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Induktion der PKA-II
nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in murinen primdren sensorischen Neuronen
nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf der pRIl Intensitdt nach 30-minttiger Préstimulation mit Tacrolimus oder
Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 und 10 uM Capsaicin
oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Cap: Capsaicin, CsA:
Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS),
FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, Kammern mit < 500 Zellen wurden fiir
die Analyse exkludiert (6 Kammern), > 12000 Neurone/Kondition.

4.3.4 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf
Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen der Maus

Um zu untersuchen, ob auch die Aktivierung von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-II
einer Regulation durch Calcineurin unterliegen kénnte bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazellularen Signalkaskade auswirkt, wurden die isolierten primaren sensorischen
Neurone von Mausen wiederum fir 30 min mit den Calcineurininhibitoren prastimuliert und
anschlieltend wurde der Calciumeinstrom Uber den TRPV1-Kanal mittels Capsaicin (1 und 10
MM) fir 0-120 min induziert. Zusatzlich zu der immunzytochemischen Farbung gegen UCHL1
und pRII wurde ein Antikérper gegen pERK1/2 verwendet, der spezifisch an aktivierte ERK1/2
als nachgelagerte Zielstruktur der PKA-II bindet. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit
Calcineurininhibitoren im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren
ERK1/2 Aktivierung flhrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird.

Bezlglich der Phosphorylierung der ERK1/2 als nachgelagerte Zielstruktur der PKA-II flhrte

die Stimulation mit 1 uM Capsaicin nach 15-60 min zu einer bis zu 1,2-fachen, statistisch nicht
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signifikanten Erhdhung der pERK1/2 Intensitat (Maximum nach 30 min: 1,26-fach, SEM: +/-
0,05, p> 0,1). Die Stimulation mit einer hdheren Capsaicinkonzentration (10 uM) zeigte hierbei
keine zusatzliche Erhéhung der pERK1/2 Intensitat (Maximum nach 30 min: 1,22-fach, SEM:
+/- 0,14, p > 0,1) (Abb. 30A).

Primare sensorische Neurone, welche zuvor mit Tacrolimus behandelt wurden, zeigten keine
gesteigerte pERK1/2 Intensitat zusatzlich zu der bereits durch die Stimulation mit Capsaicin
alleine bewirkten Erhdhung der pERK1/2 Intensitdt (Abb. 30B). Die Kombination aus
Cyclosporin A und 1 yM Capsaicin erhéhte die pERK1/2 minimal starker als die alleinige
Stimulation mit Capsaicin, jedoch ohne statistische Signifikanz. So konnte eine maximale
Erhéhung der pERK1/2 Intensitat nach 15-mindtiger Stimulation mit Capsaicin nach vorheriger
Behandlung mit Cyclosporin A mit einer 1,3-fachen, statistisch nicht signifikanten Erhéhung
beobachtet werden (1,38-fach, SEM: +/- 0,03, p > 0,1) (Abb. 30C).

Dieser Unterschied zwischen den verschiedenen Behandlungen war nach der Anwendung des
Post-hoc Testes jedoch nicht signifikant, sodass der Effekt keiner spezifischen
Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte, obwohl die mehrfaktorielle Varianzanalyse
einen Effekt der verwendeten Stimulanzien auf die pERK1/2 Intensitat ergab (F-Wert 3,963, p
< 0,001). Die Calcineurininhibitoren steigerten also nicht die Signalantwort der ERK1/2 in

primaren sensorischen Neuronen der Maus nach der Stimulation mit Capsaicin.

>
w
(o}

— ¥ Ctrl/Ctrl — ¥ Ctrl/ Ctrl — ¥ Ctrl/ Ctrl

=5 20- @ Ctrl/Cap (1 uM) 5 20- & Ctrl/Cap (1 uM) = 2.0 @ Ctrl/Cap (1 uM)

© <& Ctrl/ Cap (10 pM) © <& Ctrl/ Cap (10 uM) © <& CsA/Ctrl

N - O FK/Ctrl S O CsA/Cap (1 uM)

;E;‘ ::@' FK/ Cap (1 pM) ;:"g

g z) FK / Cap (10 uM) z)

3157 3 157 T 157

c c c

= = 1 T . =

N N N K N

b -~ //D' O Nl

X X = = X

0 1.0 - o 1.0- F==&0 = r 1.0+

(NN] nH] L

o Q Q
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
0 1 5 15 30 60 120 0 1 5 15 30 60 120 0 1 5 15 30 60 120

Zeit (min) Zeit (min) Zeit (min)

Abb. 30: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus und Cyclosporin A verstérkt nicht die Induktion der ERK1/2
nach der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in murinen priméren sensorischen Neuronen
nach 0-120 min. A-C: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2 Intensitét nach 30-minditiger Préstimulation mit Tacrolimus
oder Cyclosporin A (jeweils 10 uM) oder der Negativkontrolle gefolgt von einer Stimulation mit 1 und 10 uM
Capsaicin oder der Negativkontrolle fiir 0-120 min. In A-C ist stets dieselbe Negativkontrolle dargestellt. Cap:
Capsaicin, CsA: Cyclosporin A, Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 %
DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506). n=4. Die Fehlerbalken zeigen den Standardfehler, Kammern mit < 500
Zellen wurden fiir die Analyse exkludiert (6 Kammern), > 12000 Neurone/Kondition.
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4.4 Calcineurininhibitoren erhohen die Signalantwort der PKA-Il auf
Capsaicin starker in CGRP-positiven Neuronen der Maus
Der in primaren sensorischen Neuronen von Mausen beobachtete Effekt der
Calcineurininhibitoren auf die Erhéhung der Signalantwort der PKA-II auf Capsaicin fiel
geringer aus als der, welcher zuvor in primaren sensorischen Neuronen von Ratten beobachtet
wurde. Zuvor zeigte die kombinierte Behandlung mit Calcineurininhibitoren und Capsaicin eine
geringe Erhéhung der pRII Intensitat, jedoch wies diese Intensitatserhéhung keine statistische
Signifikanz auf. Da TRPV1-Kanale in Mausen vor allem in peptidergen CGRP-positiven
Neuronen exprimiert werden '8 wurden in dem folgenden Experiment gezielt CGRP-
positive Neurone untersucht, um die Signalantwort muriner primarer sensorischer Neurone auf
die Stimulation mit Capsaicin nach vorheriger Behandlung mit den Calcineurininhibitoren zu
erhdéhen. Wir erwarteten, dass die Vorinkubation mit Calcineurininhibitoren im Vergleich zur
alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren PKA-II Aktivierung in CGRP-positiven
Neuronen der Maus fihrt.
Peptiderge Neurone wurden mithilfe eines Antikdrpers gegen CGRP identifiziert, sodass die
Signalantwort fir diese Zellen separat analysiert werden konnte.
Wie in den reprasentativen Bildern in Abb. 31 dargestellt war nur ein Teil der identifizierten
primaren sensorischen Neurone CGRP-positiv. Von den CGRP-positiven Neuronen zeigten
die auf den in Abb. 31 dargestellten Neurone nach 15-minttiger Stimulation mit Capsaicin
alleine oder mit Tacrolimus und Capsaicin ein erhoéhtes pRII Signal.
Nach 15-minltiger Stimulation mit ausschlieRlich Capsaicin zeigte sich eine gegenlber der
Negativkontrolle geringe, aber signifikante, Steigerung der pRIl Intensitat in allen isolierten
primaren sensorischen Neuronen (1,09-fach, SEM: +/- 0,01, p < 0,001), wahrend die pRII
Intensitat in CGRP-positiven Neuronen bis um das 1,25-Fache anstieg (1,25-fach, SEM: +/-
0,02, p < 0,001) (Abb. 32A und B). Der gleiche Effekt konnte nach der kombinierten
Behandlung mit Tacrolimus und der 15-minltigen Stimulation mit Capsaicin beobachtet
werden. Wahrend die pRII Intensitat in allen isolierten primaren sensorischen Neuronen
weniger als das 1,2-Fache (1,16-fach, SEM: +/- 0,01, p < 0,001) aber dennoch signifikant,
gestiegen ist, stieg die pRIl Intensitat in CGRP-positiven Neuronen um mehr als das 1,25-
Fache bis um das 1,4-Fache (1,42-fach, SEM: +/- 0,03, p < 0,001).
Sowohl in allen primaren sensorischen Neuronen als auch in CGRP-positiven Neuronen fuhrte
die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin zu einer signifikanten Steigerung
der pRIl Intensitat im Vergleich zu der Behandlung mit Capsaicin alleine.
Die Betrachtung der Dichteplots verdeutlichte diese beobachtete starkere Erhéhung der pRII
Intensitat in CGRP-positiven Neuronen nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und
Capsaicin (Abb. 32C). CGRP-positive Neurone zeigten nach der kombinierten Behandlung

eine starkere Signalantwort der pRII Intensitat auf Capsaicin als GCRP-negative Neurone.

92



Der Vergleich mit der Positivkontrolle zeigte, dass eine Stimulation mit KCI bei der Betrachtung
von sowohl allen isolierten primaren sensorischen Neuronen als auch von allein GCRP-
positiven Neuronen zu einer starkeren Steigerung der pRIl Intensitat fuhrte als die kombinierte
Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin.

Es konnte also tatsachlich eine Erhéhung der Signalantwort nach der Behandlung mit dem
Calcineurininhibitor Tacrolimus und Capsaicin in peptidergen Neuronen im Vergleich zu der

gesamten Neuronenpopulation beobachtet werden.
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UCHL1 pRII CGRP Hoechst

FK / Cap Ctrl / Cap KCl Ctrl / Ctrl
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Abb. 31: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus verstérkt die Induktion der PKA-Il nach der Aktivierung des
TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in CGRP-positiven primdren sensorischen Neuronen der Maus.
Représentative Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Maus nach der
kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 10 uM
Tacrolimus behandelt und anschlieBend fiir 15 min mit 1 uM Capsaicin stimuliert. Primére sensorische Neurone
wurden mittels UCHL1 identifiziert und fir pRIl, CGRP und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert.
Identifizierte Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone
identifizierte Objekte sind mit einer roten Umrandung markiert. Der vergré3erte Ausschnitt der Bilder zeigt Zellen,
welche mit Tacrolimus und Capsaicin stimuliert wurden. Die MaR3stabsleiste entspricht 100 um. Cap: Capsaicin,
Ctrl: Negativkontrolle (Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus
(FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM, Positivkontrolle).
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Abb. 32: Die Vorbehandlung mit Tacrolimus verstérkt die Induktion der PKA-Il nach der Aktivierung des
TRPV1-Kanals mittels Capsaicin starker in murinen CGRP-positiven Neuronen. A: Die Balkendiagramme
zeigen die Zellzahl, die UCHL1-, pRII- und CGRP Intensitét von allen identifizierten murinen priméren sensorischen
Neuronen nach 30-mintitiger Préastimulation mit 10 uM Tacrolimus oder der Negativkontrolle gefolgt von einer 15-
minlitigen Stimulation mit 1 uM Capsaicin oder der Negativkontrolle. B: Die Balkendiagramme zeigen die Zellzahl,
die UCHL1-, pRIl- und CGRP Intensitédt von CGRP-positiven murinen primdren sensorischen Neuronen nach 30-
minditiger Préstimulation mit 10 uM Tacrolimus oder der Negativkontrolle gefolgt von einer 15-mindiitigen Stimulation
mit 1 uM Capsaicin oder der Negativkontrolle. A und B: Einfaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni Test, * p <
0,05, ** p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen der Kontrolle
und der jeweiligen Stimulation. $ p < 0,05, $$ p < 0,01 und $$$ p < 0,001 stellen signifikante Unterschiede zwischen
der kombinierten Behandlung von Tacrolimus und Capsaicin im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit Capsaicin
dar. C: Die Dichteplots zeigen die Einzelzelldaten der pRIl Intensitét gegeniiber der CGRP Intensitdt der murinen
nozizeptiven Neuronen aus A. A-C: Cap: Capsaicin, CGRP: Calcitonin Gene-Related Peptide, Ctrl: Negativkontrolle
(Prastimulation: 0,1 % DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), KCI: Kaliumchlorid (40 mM,
Positivkontrolle), FK: Tacrolimus (FK506), UCHL1: Ubiquitin-Carboxyl-Terminal-Hydrolase L1, Rep: Replikat, n=4,
> 3000 Neurone/Kondition.

95



4.5 Calcineurininhibitoren erhohen nicht die Signalantwort der ERK1/2 auf
Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen der Maus

Um zu untersuchen, ob auch die Aktivierung von nachgelagerten Zielstrukturen der PKA-II
einer Regulation durch Calcineurin unterliegen kénnte bzw. ob sich die Regulation der
depolarisationsinduzierten PKA-II Aktivierung durch Calcineurin auch auf weitere Niveaus in
der intrazellularen Signalkaskade auswirkt, wurden die isolierten primaren sensorischen
Neurone von Mausen wiederum fir 30 min mit Tacrolimus (10 pM) prastimuliert und
anschlieliend wurde der Calciumeinstrom Uber den TRPV1-Kanal mittels Capsaicin (1 uM) fur
0-120 min induziert. Wir erwarteten, dass, wie flr primare sensorische Neuronen von Ratten,
die Vorinkubation von primaren sensorischen Neuronen der Maus mit Calcineurininhibitoren
im Vergleich zur alleinigen Stimulation mit Capsaicin zu einer starkeren ERK1/2 Aktivierung
fuhrt, wenn der TRPV1-Kanal durch Capsaicin aktiviert wird. Die isolierten Zellen wurden nach
der beschriebenen Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin mit einem Antikdrper gegen die
phosphorylierte ERK1/2 inkubiert. Der in Abschnitt 4.3.2 und 4.3.4 verwendete Antikorper
gegen pERK1/2 war als Maus-Antikdrper suboptimal fir primare sensorische Neurone von
Mausen. Der in diesem Abschnitt verwendete Antikorper war ein Kaninchen-pERK1/2
Antikorper, der sich auch fur die Verwendung in murinen Zellen eignete.

Im Vergleich zur Negativkontrolle war die pERK1/2 Intensitdt sowohl nach der alleinigen
Stimulation mit Capsaicin als auch nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und
Capsaicin signifikant nach 5-120-minttiger Stimulation mit Capsaicin erhoht (Abb. 33B). Die
maximale Intensitat wurde jeweils nach 30-minltiger Stimulation mit einer bis zu beinahe 1,6-
fachen (Tacrolimus und Capsaicin, 1,55-fach, SEM: +/- 0,04, p < 0,001) und 1,4-fachen
(Capsaicin, 1,43-fach, SEM: +/- 0,05, p < 0,001) Erhéhung der pRII Intensitat fir respektive
Tacrolimus und Capsaicin und Capsaicin alleine erreicht. Beim Vergleich der pERK1/2
Intensitat nach der kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin und Capsaicin
alleine, war auffallig, dass die Intensitatssteigerung nach der kombinierten Behandlung grélier
ausfiel. So erhdhte die kombinierte Behandlung die durch die alleinige Stimulation mit
Capsaicin bewirkte Intensitatssteigerung noch einmal zusatzlich. Dieser beobachtete Effekt
war nach dem Post-hoc Test jedoch nicht signifikant, sodass dieser keiner spezifischen

Stimulationsbedingung zugeordnet werden konnte und als mdglicher Trend einzustufen ist.
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Abb. 33: Nachgelagerte Zielstrukturen der PKA-Il werden in murinen priméren sensorischen Neuronen nach
der Vorbehandlung mit Tacrolimus und der Aktivierung des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin aktiviert. A:
Représentative Aufnahmen des HCS-Mikroskops, welche primére Kulturen der Spinalganglien der Maus nach der
kombinierten Behandlung mit Tacrolimus und Capsaicin zeigen. Die Neurone wurden fiir 30 min mit 10 uM
Tacrolimus behandelt und anschlieBend ftir 0-120 min mit 1 uM Capsaicin stimuliert. Primére sensorische Neurone
wurden mittels UCHL1 identifiziert und fiir pERK1/2 und Hoechst 34580 immunzytochemisch markiert. Identifizierte
Neurone sind mit einer griinen Umrandung markiert, nicht als primére sensorische Neurone identifizierte Objekte
sind mit einer roten Umrandung markiert. Die Mal3stabsleiste entspricht 100 um. B: Zeitlicher Verlauf der pERK1/2
Intensitét nach 30-minditiger Prastimulation mit Tacrolimus (10 uM) oder der Negativkontrolle und anschlieBender
Stimulation mit Capsaicin (1 uM) oder der Negativkontrolle fiir 15 min. Multifaktorielle Varianzanalyse mit Bonferroni
Test, *p < 0,05 **p < 0,01 und *** p < 0,001 zeigen das Signifikanzniveau signifikanter Unterschiede zwischen
der Kontrolle und der jeweiligen Stimulation an den jeweiligen Zeitpunkten. n=4. Die Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler, > 30000 Neurone/Kondition. A und B: Cap: Capsaicin, Ctrl: Negativkontrolle (Préstimulation: 0,1
% DMSO in DPBS, Stimulation: 0,01 % DMSO in DPBS), FK: Tacrolimus (FK506), KCI: Kaliumchlorid (40 mM,
Positivkontrolle).
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5. Diskussion

Ziel der Arbeit war es zu untersuchen, ob Calcineurin den Unterschied zwischen der durch KCI
und lonomycin induzierten PKA-Il Aktivierung begrinden kann, ob die TRP-Agonisten
Capsaicin und AITC zu Aktivierung von PKA-II fihren und ob Inhibitoren von Calcineurin diese
Antwort verstarken.

Hierfir wurden nozizeptive Neurone von Mausen und Ratten isoliert, kultiviert, mit
Calcineurininhibitoren behandelt und anschlieRend mit verschiedenen Substanzen stimuliert,
die einen Calciumeinstrom in die Zelle bewirken.

Die Ergebnisse zeigten, dass die Agonisten der TRPV1- und TRPA1-Kanale zur Aktivierung
von PKA-II und Phosphorylierung von Cay1.2 fihren. Die TRPV1-mediierte Aktivierung der
PKA-II sowie die Phosphorylierung von Cay1.2 konnte durch Calcineurininhibitoren verstarkt
werden, wobei diese Aktivitatssteigerung nicht bei TRPA1-mediierter PKA-II Aktivierung
beobachtet wurde. Ferner konnte der Unterschied zwischen der durch KCI und lonomycin
induzierten PKA-II Aktivierung in primaren sensorischen Neuronen nicht durch Calcineurin
begriindet werden.

Méglicherweise erfolgt die Regulation der Signalantwort auf einen Calciumeinstrom Uber
TRPV1-Kanale in primaren sensorischen bzw. nozizeptiven Neuronen durch die
Phosphorylierung von Serin 1928 der Cay1.2-Kanale. Die Regulation der Signalantwort auf
einen durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale und lonomycin induzierten Calciumeinstrom

scheint allerdings unabhangig von Calcineurin zu erfolgen.

Die Ergebnisse der Arbeit mit primaren sensorischen Neuronen von Mausen zeigten, dass die
Signalantwort auf einen Calciumeinstrom, welcher durch die Aktivierung von TRPV1-Kanalen
induziert wurde, durch die Behandlung mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus und
Cyclosporin A starker in peptidergen Neuronen, also CGRP-positiven Neuronen, erhoht
wurde. Daher konnte die Starke der Expression von lonenkanalen in verschiedenen
Subpopulationen von Neuronen auch fir die Schmerzwahrnehmung von Bedeutung sein.

Die Behandlung mit Tacrolimus und der Stimulation des Calciumeinstroms durch Aktivierung
des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin bewirkte die Aktivierung der ERK1/2 als nachgelagerte

Zielstruktur der PKA-II hingegen in allen murinen primaren sensorischen Neuronen.
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51 Die TRPV1-Kanal mediierte PKA-ll Aktivierung und Cav1.2
Phosphorylierung unterliegen der Regulation durch Calcineurin

Die Ergebnisse der Stimulation des TRPV1-Kanals mittels Capsaicin in primaren sensorischen
Neuronen von Ratten zeigten, dass PKA-Il in Neuronen, die mit Calcineurininhibitoren
behandelt wurden, nicht nur aktiviert wird, sondern auch, dass die Aktivitat der PKA-Il durch
die Behandlung mit Calcineurininhibitoren zusatzlich zu der durch die alleinige Stimulation mit
Capsaicin bewirkten PKA-II Aktivitat erhéht war (Abb. 34). Dem ersten Anschein nach kénnte
es sich hierbei um einen synergistischen Effekt der Behandlung von Calcineurininhibitoren und
der Stimulation mit Capsaicin handeln, da die PKA-Il Aktivitat in der kombinierten Stimulation
diejenige der Summe der einzelnen Behandlungen zu Ubersteigen schien.

Daruber hinaus zeigte die kombinierte Stimulation mit den Calcineurininhibitoren und
Capsaicin eine Zunahme der Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals, welche nicht nach
alleiniger Stimulation mit Capsaicin zu beobachten war. Allein héhere Konzentrationen
Capsaicin (10 uM) konnten die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals erhéhen.

Diese Beobachtungen deuten darauf hin, dass Calcineurin, wie vermutet, eine regulatorische
Funktion auf die PKA-II Aktivierung und die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals auslbt,

wenn Calcium durch Aktivierung der TRPV1-Kanale in das Zellinnere der Nozizeptoren stromt.
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Abb. 34: Calcineurininhibitoren erhéhen die PKA-II Aktivitit und Cav1.2 Phosphorylierung bei einem durch
Aktivierung von TRPV1-Kanélen induzierten Calciumeinstrom. A: Alleinige Stimulation der TRPV1-Kanéle
mittels Capsaicin. B: Stimulation der TRPV1-Kanéle nach vorheriger Inhibierung von Calcineurin mittels Tacrolimus
oder Cyclosporin A. Ca®*: Calciumionen, CaN: Calcineurin, Cav1.2: Spannungsabhéngige 1.2-Calciumkandle, CSA:
Cyclosporin A, ERK1/2: Extracellular-signal regulated kinases 1 und 2, FK506: Tacrolimus, P: Phosphorylierung,
PKA-II: Typ Il Proteinkinase A, TRPV1: Transient Receptor Potential Vanilloid 1-Kanal, Ser1928: Serin1928.
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Verschiedenste Studien mit primaren sensorischen Neuronen von Ratten bestatigten die hier
gemachten Beobachtungen. Wu et al. zeigten, dass die Stimulation des TRPV1-Kanals mittels
Capsaicin in primaren sensorischen Neuronen von Ratten zu einem reduzierten
Calciumeinstrom Uber spannungsabhangige Calciumkanale fuhrte und, dass diesem Effekt
durch die Inhibierung von Calcineurin entgegengewirkt werden konnte. Die Behandlung der
Neurone mit Capsaicin flihrte zu einem betrachtlich reduzierten Calciumeinstrom
verschiedenster spannungsabhangiger Calciumkanale, worunter auch der L-Typ
Calciumkanal Cay1.2. Die Autoren vermuten, dass die Reduzierung des Calciumeinstroms
Uber die spannungsabhangigen Calciumkanale durch Capsaicin durch eine Steigerung der
basalen Inaktivierung der spannungsabghangigen Calciumkanale bewirkt wird, jedoch die
spannungsabhangige Aktivierung der Kanale nicht durch Capsaicin beeinflusst wird. So
kénnte Capsaicin die Offnungswahrscheinlichkeit der Calciumkanéle beeinflussen.

Als moglicher Mechansimus scheint eine direkte Funktion von Calcineurin auf die
spannungsabhangigen Calciumkanale wahrscheinlich, da Calcineurin direkt durch eine
gesteigerte intrazellulare Calciumkonzentration aktiviert wurde und die Inhibition von
Calcineurin mit zwei verschiedenen Calcineurininhibitoren, Deltamethrin und Cyclosporin A,
dem inhibitorischen Effekt von Capsaicin auf die spannungsabhangigen Calciumkanale
entgegenwirkte 3. Mdglicherweise konnte die Regulation der spannungsabhangigen
Calciumkanale durch Calcineurin auf eine direkte Interaktion von Calcineurin und den
spannungsabhangigen Calciumkanalen zurlickzufiihren sein, da die katalytische Untereinheit
der a-Isoform von Calcineurin (PPP3CA) als direkter Interaktionspartner der Untereinheit
alpha-1C des Cayv1.2-Kanals (CACNA1C) in der Stringdatenbank gelistet wird ’'. So kénnten
die Calcineurininhibitoren das Basallevel der Phosphorylierung der Cay1.2-Kanale erhéhen
und folglich ebenso die Stromdichte durch die spannungsabhangigen Calciumkanale.

Wu et al. beschrieben des Weiteren eine Internalisierung der Cay2.2-Kanale ausgelést durch
Capsaicin  und spekulieren (Uber die Internalisierung anderer Subtypen der
spannungsabhangigen Calciumkanale als Folge eines Calciumeinstroms Uber TRPV1-Kanale
%, Somit konnte auch der in dieser Arbeit zentrale Cay1.2-Kanal als Folge eines Uber
Capsaicin ausgeldsten Calciumeinstroms internalisiert werden, sodass der Calciumeinstrom
Uber den Cay1.2-Kanal folglich reduziert wird.

Bezlglich der direkten Interaktion von Calcineurin und Cay1.2-Kanalen stellt sich zunehmend
heraus, dass die Formung von Komplexen aus PKA, Calcineurin und Cay1.2-Kanalen von
Bedeutung ist. So wurde gezeigt, dass PKA und Calcineurin Uber Protein kinase A anchoring
protein 79/150 (AKAP79/150, 79: Human, 150: Nagetier) in COS7 Zellen miteinander in
Verbindung stehen und, dass die Phosphorylierung des Cav1.2-Kanals durch PKA in
Neuronen aus dem Hippocampus eine Bindung zu AKAP79/150 erfordert ''°'2°, AuRerdem

scheint die Bindung von AKAP79/150 an Calcineurin fur die Uber L-Typ Calciumkanale
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mediierte calciumabhangige Aktivierung des Transkriptionsfaktors NFAT, cytoplasmic 4
(NFATc4) erforderlich zu sein 2.

Eine weitere Studie konnte zeigen, dass AKAP79 die direkte Inaktivierung von PKA-Il durch
Calcineurin ermoglicht. AKAP79 ermdoglicht die Kolokalisation von Calcineurin und pRII
Untereinheiten der PKA-II, sodass Calcineurin die pRIl Untereinheit dephosphoryliert und
PKA-II inhibiert "2,

In primaren sensorischen Neuronen von Ratten wird AKAP150 besonders in diinnen primaren
sensorischen Neuronen an der Plasmamembran des Somas, am Anfang des Axons und an
dinnen neuronalen Fasern exprimiert. Brandao et al. bestatigten die Kolokalisierung von
AKAP79/150 und Cay1.2 im Soma und am Anfang des Axons primarer sensorischer Neurone
und beobachteten zusatzlich die Kolokalisierung von TRPV1-Kanalen 22, Die Kolokalisierung
von AKAP150, TRPV1-Kanalen sowie Cay1.2-Kanalen wurde zudem mittels Superresolution
in priméaren sensorischen Neuronen des Ganglion nodosum bestatigt '23.

Diese Ergebnisse deuten auf eine Kolokalisierung von Cay1.2 mit PKA, Calcineurin,
AKAP79/150 und TRPV1 hin, die fiir die Regulation der Signalantwort auf nozizeptive Stimuli

in primaren sensorischen Neuronen notwendig sein kdnnte.

5.2 Die TRPA1-Kanal mediierte PKA-ll Aktivierung und Cav1.2
Phosphorylierung unterliegen nicht der Regulation durch Calcineurin

Die Ergebnisse der Stimulation des TRPA1-Kanals mittels AITC in primaren sensorischen
Neuronen von Ratten zeigten, dass PKA-Il in Neuronen, die mit Calcineurininhibitoren
behandelt wurden, zwar aktiviert wird, allerdings, dass die Aktivitdt der PKA-Il durch die
Behandlung mit Calcineurininhibitoren nicht zusatzlich zu der durch die alleinige Stimulation
mit AITC bewirkten PKA-II Aktivitat erhéht war (Abb. 35).

Die kombinierte Behandlung mit Tacrolimus oder Cyclosporin A und AITC ergab einen leichten
Trend in Richtung einer Steigerung der Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals am Serin 1928
im Vergleich zur alleinigen Behandlung mit AITC. Allerdings wies diese Aktivitats- bzw.

Phosporylierungssteigerung keinen statistisch signifikanten Effekt auf.
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Abb. 35: Calcineurininhibitoren erh6hen nicht die PKA-Il Aktivitdt und Cav1.2 Phosphorylierung bei einem
durch Aktivierung von TRPA1-Kanélen induzierten Calciumeinstrom. A: Alleinige Stimulation der TRPA1-
Kanéle mittels AITC. B: Stimulation der TRPA1-Kanéle nach vorheriger Inhibierung von Calcineurin mittels
Tacrolimus oder Cyclosporin A. AITC: Allylisothiocyanat, Ca®': Calciumionen, CaN: Calcineurin, Cav1.2:
Spannungsabhéngige 1.2-Calciumkanéle, CsA: Cyclosporin A, ERK1/2: Extracellular-signal regulated kinases 1
und 2, FK506: Tacrolimus, P: Phosphorylierung, PKA-II: Typ Il Proteinkinase A, TRPA1: Transient Receptor
Potential Ankyrin 1-Kanal, Ser1928: Serin1928.

Es zeigte sich also eine unterschiedliche Auspragung des Effektes der Calcineurininhibitoren
auf die Steigerung der Signalantwort zwischen der Stimulation des Calciumeinstroms durch
Aktivierung des TRPV1- und TRPA1-Kanals. Da, wie zuvor beschrieben, die Anordnung in
Proteinkomplexen flir die Regulation der durch einen TRPV1-Kanal mediierten Signalantwort
von Bedeutung zu sein scheint, kénnte die rdumliche Anordnung der TRPA1-Kanale in der
Zellmembran und ihre Interaktion mit anderen Kandlen bzw. Proteinen auch hier von
Bedeutung sein. Patil ef al. zeigten, dass die Interaktion von TRPV1- und TRPA1-Kanélen in
primaren sensorischen Neuronen sowie deren Koexpression malfigeblich fur die
Sensitivierung von primaren sensorischen Neuronen von Bedeutung sind. Sie beschrieben
eine unterschiedlich starke Auspragung der TRPV1 und TRPA1 Koexpression und Interaktion
in den verschiedenen Subgruppen der primaren sensorischen Neurone: Nur in einer
Subgruppe nicht-peptiderger sensorischer Neurone, welche TRPV1- und TRPA1-Kanale
koexprimieren, konnten die Signalantworten auf AITC durch PKA und PKC sensitiviert werden.
In einer Subgruppe peptiderger Neurone, welche beide TRP-Kanale exprimieren, konnten die
Signalantworten nicht durch PKA oder PKC sensitiviert werden, was die Autoren auf das
Fehlen von AKAP

Proteinkinasen mit den TRP-Kanalen zurickfihren.

in diesen Neuronen und somit auf eine fehlende Interaktion der
identifizierten sie eine

Bindungsstelle fir TRPV1- und TRPA1-Kanale, deren Blockierung die TRPA1 mediierte

Ebenso
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Sensitivierung reduzierte '**. So konnten Patil et al. einen Hinweis flr eine Subgruppen-
spezifische Sensitivierung von TRPA1 durch Proteinkinasen liefern, welche zusatzlich durch
die Koexpression von TRPV1 beeinflusst wird 24,

Auch klinische Studien weisen auf eine Abhangigkeit einer TRPA1-Kanal mediierten
Signalantwort von TRPV1-Kanélen hin. Nach der Uberstimulation von TRPV1-Kan&len mittels
einer hohen Konzentration lokal auf die Haut aufgetragenem Capsaicins und dem damit
einhergehenden Funktionsverlust der TRPV1-Kandle war das Schmerzempfinden der
Probanden auf sowohl Capsaicin als auch AITC reduziert '?°. So kénnten TRPA1-Kanal-
abhangige Signalantworten tatsachlich von der Funktion und Interkation mit TRPV1-Kanalen
abhangig sein. Womodglich kénnte die in unseren Experimenten beobachtete ausbleibende
zusatzliche Steigerung der Behandlung von Calcineurininhibitoren auf die durch den TRPA1-
Kanal mediierten Signalantwort auf diese beschriebene unterschiedliche Koexpression in den
Subgruppen der Neurone zurlickzufiihren sein. Durch die Betrachtung der gesamten
Neuronenpopulation kénnten Effekte in spezifischen Untergruppen durch nicht vorhandene
Effekte in anderen Untergruppen Uberlagert bzw. abgeschwéacht werden. Um diese Hypothese
zu bestatigen, misste der Effekt von der Behandlung mit Calcineurininhibitoren auf die
Signalantwort nach Aktivierung des TRPA1-Kanals in den verschiedenen Subgruppen der
primaren sensorischen Neurone untersucht werden.

Zusatzlich ist zu vermerken, dass in dieser Arbeit nur zwei verschiedene Konzentrationen
AITC getestet wurden (10 und 100 mM). Es wéare auch annehmbar, dass die ideale
Konzentration auf3erhalb der verwendeten Konzentrationen liegt. Allerdings wurden zuvor
sechs verschiedene Konzentrationen AITC und ihr Effekt auf die PKA-II Aktivierung getestet
(Abschnitt 4.1.4). In der Literatur sind Konzentrationen von 10 yM bis 100 uyM AITC fur
elektrophysiologische Experimente beschrieben, welche 1000-fach niedriger sind als die in
den oben beschriebenen Experimenten 2426, Die in den oben beschriebene 1000-fach
héhere Konzentration ist durch einen Verdiinnungsfehler zu Stande gekommen. Diese hdhere
AITC Konzentration hatte jedoch keinen Zelltot zur Folge, sodass vermutet werden kann, dass
die in dieser Arbeit verwendeten Konzentrationen trotzdem angemessen waren, um einen
Calciumeinstrom durch Aktivierung des TRPA1-Kanals zu induzieren und um einen méglichen
Effekt auf die PKA-Aktivitat und die Phosphorylierung der Cay1.2-Kanale detektieren zu
kénnen. Auf Basis der Ergebnisse kénnte man also vermuten, dass die TRPA1-Kanal
mediierte PKA-Il Aktivierung und Cay1.2 Phosphorylierung nicht der Regulation durch

Calcineurin unterliegen, sondern noch weitere Regulationsmechanismen von Bedeutung sind.
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5.3 Ungerichteter Calciumeinstrom in primare sensorische Neurone fihrt
nicht zur PKA-Il Aktivierung und Cav1.2 Phoshorylierung

Die Ergebnisse zeigten, dass weder ein Calciumeinstrom Uber lonomycin allein noch die

kombinierte Behandlung primarer sensorischer Neurone von Ratten mit den

Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A und lonomycin innerhalb von 120 min zu

PKA-II Aktivierung oder Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals am Serin 1928 fihrte (Abb. 36).
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Abb. 36: Calcineurininhibitoren fiihren nicht zur PKA-Il Aktivierung und Cav1.2 Phosphorylierung bei einem
Calciumeinstrom iiber lonomycin. A: Alleiniger Calciumeinstrom (lber lonomycin. B: Calciumeinstrom (ber
lonomyecin nach vorheriger Inhibierung von Calcineurin mittels Tacrolimus oder Cyclosporin A. Ca?*: Calciumionen,
CaN: Calcineurin, Cav1.2: Spannungsabhéngige 1.2-Calciumkanéle, CsA: Cyclosporin A, ERK1/2: Extracellular-
signal regulated kinases 1 und 2, FK506: Tacrolimus, P: Phosphorylierung, PKA-II: Typ Il Proteinkinase A, Ser1928:
Serin1928.

Diese Beobachtung lasst vermuten, dass die Lokalisation des Calciumeinstroms in die Zelle
bei der Regulation der PKA-Il Aktivitdt und Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals von
Bedeutung ist.

Wahrend bei der Stimulation des Calciumeinstroms Uber den TRPV1-Kanal, wie zuvor
erlautert, die Regulation der PKA-II Aktivitat und die Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals tber
Calcineurin zu erfolgen scheint, scheint dies fiir einen ungerichteten Calciumeinstrom Gber
lonomycin nicht der Fall zu sein.

Die Bedeutung der Organisation von lonenkanélen fur die Regulation der PKA-II Aktivitat und
der Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals durch Calcineurin ist in den vorherigen Abschnitten
deutlich geworden. Daher kénnte die fehlende Organisation des Calciumeinstroms Uber
lonomycin in Komplexen eine mogliche Erklarung fir den fehlenden Effekt auf die PKA-II

Aktivitat und die Phosphorylierung der Cay1.2-Kanale sein. Darlber hinaus kénnte ebenso der
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Zeitraum der Stimulation von Bedeutung sein. So wurde der Calciumeinstrom in dieser Arbeit
durch eine Stiumlation mit lonomycin fur 0-120 min induziert. Da Calcium Uber lonomycin
passiv in das Zellinnere diffundiert, kénnte die Zeitspanne bis zur Aktivierung der PKA-Il und
einer Zunahme der Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals auch Uber der in dem Experiment
verwendeten Stimulationszeit liegen.

Eine andere mogliche Ursache konnte die verwendete lonomycinkonzentration sein. In dieser
Arbeit wurden 1 und 3 pM lonomycin fir die Stimulation verwendet. Vorausgegangene
Arbeiten der Arbeitsgruppe Hucho zeigten jedoch auch bei der Stimulation mit bis zu 5 yM
lonomycin keinen Effekt auf die PKA-II Aktivitat, obwohl ein deutlicher Calciumeinstrom in die
Zelle zu messen war 2'. Ebenso scheinen 5 yM lonomycin in anderen Arbeiten eine
gebrauchliche Konzentration flir die Induzierung des Calciumeinstroms in primaren
sensorischen Neuronen zu sein %7,

Wahrend bei der Stimulation des Calciumeinstroms Gber den TRPV1-Kanal mittels Capsaicin
sowohl extrazellulares als auch intrazellulares Calcium zu einer Reduzierung des
Calciumstroms Uber den Cav1.2-Kanal fihrte 53, kdonnte eine einfache Zunahme der
intrazellularen Calciumkonzentration Gber lonomycin nicht fur die PKA-II Aktivierung und
Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals ausreichend sein. Auf Basis der Ergebnisse dieser
Arbeit, scheint Calcineurin die bei einem Calciumeinstrom tber lonomycin ausbleibende PKA-

[l Aktivierung und Cav1.2 Phosphorylierung nicht begriinden zu kénnen.

5.4 ERK1/2 wird durch einen Calciumeinstrom induziert durch Aktivierung
von TRP-Kanalen aktiviert

Die Ergebnisse mit primaren sensorischen Neuronen von Mausen und Ratten zeigten, dass
die Aktivitat der ERK1/2 als nachgelagerte Zielstruktur der PKA-Il durch einen durch die
Aktivierung von TRPV1- und TRPA1-Kanalen induzierten Calciumeinstrom innerhalb von 0-
120 min erhéht war.

Ubereinstimmend mit den Ergebnissen der PKA-II Aktivierung und Cav1.2 Phosphorylierung
fihrte die kombinierte Behandlung von Calcineurininhibitoren mit dem TRPV1-Agonisten
Capsaicin zu einer weiteren Aktivitatssteigerung von ERK1/2, wobei die Aktivitat der ERK1/2
nach der kombinierten Behandlung von Calcineurininhibitoren und dem TRPA1-Agonisten
AITC nicht zusatzlich gesteigert wurde. Wie auch bei der PKA-Il Aktivierung und
Phosphorylierung des Cay1.2-Kanals beobachtet, fiihrte die kombinierte Behandlung mit
Calcineurininhibitoren und lonomycin oder die Stimulation mit lonomycin alleine nicht zu einer
gesteigerten ERK1/2 Aktivitat.
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Die Ergebnisse deuten also darauf hin, dass sich die Uber Calcineurin regulierte PKA-II
Aktivitdat ebenso auf die Aktivierung der ERK1/2 auswirkt, welche sich wiederum in einer
veranderten Aktivierung von Transkriptionsfaktoren widerspiegeln konnte. Die Aktivierung der
ERK1/2 als Teil der Signalkaskade in nozizeptiven Neuronen und ihre Funktion in thermisch
und mechanisch ausgeldster Hyperalgesie ist ausfiihrlich in der Literatur beschrieben 343%38,

Die gemachten Beobachtungen unterstitzen die Annahme, dass die Aktivierung der ERK1/2
in Abhangigkeit der PKA-II verlauft und somit tber die Regulation von Transkriprionsfaktoren
und Genexpression zu einer Modulierung des Signalweges in primaren sensorischen

Neuronen fuhren konnte.

5.5 Die EffektgroBe ist in primaren sensorischen Neuronen von Mausen
kleiner als die in primaren sensorischen Neuronen von Ratten

Die Daten aus murinen primaren sensorischen Neuronen zeigten, dass die Signalantwort auf
einen Calciumeinstrom induziert durch die Aktivierung des TRPV1-Kanals durch die
Behandlung mit den Calcineurininhibitoren Tacrolimus und Cyclosporin A starker in
peptidergen Neuronen, also CGRP-positiven Neuronen, erhéht werden konnte. Die PKA-II
Aktivitat war nach 15-minutiger Stimulation mit Capsaicin in peptidergen Neuronen im
Vergleich zu allen sensorischen Neuronen deutlich starker erhéht (1,1-fache Erhéhung
gegenuber beinahe 1,4-fache Erhéhung).

Wahrend also alle primaren sensorischen Neurone von Mausen eine geringe Signalantwort
auf den Calciumeinstrom tber den TRPV1-Kanal zeigten, war diese in der Subpopulation der
peptidergen Neurone verstarkt. Dies stimmt mit den Daten aus primaren sensorischen
Neuronen von Ratten Uberein. Diese Neurone zeigten im Vergleich zu den murinen Neuronen
eine deutlich starkere Signalantwort in Form einer erhdhten PKA-II Aktivitat nach der

Stimulation des Calciumeinstroms induziert durch Aktivierung des TRPV1-Kanals.

5.5.1 Die Expression von TRPV1-Kanalen unterscheidet sich in Mausen und
Ratten
Die beobachtete Diskrepanz der Effektgrofie, also der pRIl Intensitat, in primaren
sensorischen Neuronen aus Spinalganglien von Mausen und Ratten kénnte auf Unterschiede
in der Subpopulation von Neuronen in den Spinalganglien zwischen Mausen und Ratten
zurtckzufiihren sein. So zeigten verschiedene Studien mit primaren sensorischen Neuronen
von Mausen und Ratten, dass sich die Expression der TRPV1-Kanale in den Subpopulationen
der Neuronen zwischen Mausen und Ratten unterscheidet 11%118128 Wahrend TRPV1-Kanale

in Mausen vor allem in peptidergen CGRP-positiven Neuronen exprimiert werden, sind
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TRPV1-Kanale in Ratten sowohl in peptidergen CGRP-positiven Neuronen als auch in nicht-
peptidergen IB4-positiven Neuronen lokalisiert 110118128,

Die vermehrte Expression von TRPV1-Kanalen in primaren sensorischen Neuronen von
Ratten kdnnte daher die starkere Signalantwort auf eine Stimulation mit Capsaicin als Agonist
der TRPV1-Kanéle im Vergleich zu der eher geringen Signalantwort in primaren sensorischen
Neuronen von Mausen erklaren. Die Uberwiegende Expression der TRPV1-Kanale in
peptidergen Neuronen erklart gleichermalien die beobachtete starkere Aktivierung der PKA-II
in CGRP-positiven murinen Neuronen als Folge des durch Aktivierung der TRPV1-Kanale
induzierten Calciumeinstroms.

Aufgrund bereits observierter Unterschiede zwischen vermeintlich stark verwandten Spezies
der selben Ordnung der Nagetiere, namlich Mausen der Art Mus musculus und Ratten der Art
Rattus norvegicus, stellt sich die Frage, inwiefern sich die Subpopulationen von primaren
sensorischen Neuronen und die Expression bestimmter Marker und lonenkandle von
Nagetieren und Menschen unterscheiden. Da Experimente mit Nagetieren als Modell fir
menschliche Vorgange dienen, ist diese Frage von groler Bedeutung.

Eine Studie, in der die unterschiedliche mRNA-Expression verschiedenster lonenkanale in den
Subpopulationen von murinen und humanen Nozizeptoren untersucht wurde, zeigte, dass
Neuronen humaner Spinalganglien prozentual mehr CGRP-positive Neurone enthalten als
jene von Mausen (59,3 % gegentber 32,9 %). Des Weiteren zeigte die Transkriptomanalyse,
dass die TRPV1-Kanale zu einem groReren Anteil in humanen primaren sensorischen
Neuronen exprimiert werden als in Mausen (74,7 % gegenuber 30,3 %) und, dass TRPV1-
Kanale in nahezu allen CGRP-positiven, also peptidergen Neuronen, exprimiert werden.
TRPA1-Kanale werden im Gegensatz in weniger humanen primaren sensorischen Neuronen
exprimiert als in Mausen, wobei die Expression von TRPA1-Kanalen vor allem in nicht-
peptidergen Neuronen erfolgt ''2. So scheint die Zusammensetzung der Subpopulation
humaner Nozizeptoren der von Ratten womdglich mehr zu ahneln als der von Mausen.

Die unterschiedliche Zusammensetzung der Neuronenpopulation in den Spinalganglien
konnte eine unterschiedlich ausgepragte Bedeutung der Regulation der Signalwege durch die
verschiedenen lonenkanale in humanen und murinen Nozizeptoren zur Folge haben, sodass
auch bei der Entstehung von Hyperalgesie im direkten Vergleich zwischen Mausen und
Menschen bestimmten lonenkandlen mehr bzw. weniger Bedeutung beigemessen werden
konnte. Nichtsdestotrotz sind die beschriebenen Subpopulationen in beiden Spezies vertreten,
sodass die Untersuchung von Prozessen in Mausen ein gebrauchliches Modell flir Prozesse
in humanen Zellen darstellt. Allerdings kdnnten Unterschiede zwischen murinen und humanen
Nozizeptoren bei der Ubertragung von Ergebnissen aus Studien mit murinen Nozizeptoren auf
den Menschen von Bedeutung werden wie bereits verschiedene praklinische und klinische

Studien gezeigt haben 1%,
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5.6 Ausblick in die Zukunft

In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass die Agonisten der TRPV1- und TRPA1-Kanale
zur Aktivierung von PKA-II und Phosphorylierung von Cay1.2 fihren. Die TRPV1-mediierte
Aktivierung der PKA-II sowie die Phosphorylierung von Cay1.2 unterlag hierbei der Regulation
durch Calcineurin, wahrend die TRPA1-mediierte PKA-Il Aktivierung nicht der Regulation
durch Calcineurin unterlag. Des Weiteren konnte der Unterschied zwischen der durch KCl und
lonomycin induzierten PKA-II Aktivierung in primaren sensorischen Neuronen nicht durch
Calcineurin begrindet werden.

Méglicherweise erfolgt die Regulation der depolarisationsinduzierten PKA-Il Aktivitat in
nozizeptiven Neuronen durch die Phosphorylierung von Serin 1928 des Cay1.2-Kanals.
Hierbei scheint die Regulation durch Calcineurin durch Protein- bzw. lonenkanalkomplexe
organisiert zu sein, in denen Cav1.2, PKA, Calcineurin, AKAP79/150 und TRPV1 angeordnet
sind. Es zeichnet sich also eine von der Zusammensetzung der Komplexe abhangige
Regulation der PKA-Il und Cay1.2 Aktivitat durch Calcineurin ab.

Diese Regulation der Signalantwort durch Calcineurin kénnte daher auch einen Einfluss auf
die Sensitivierung von primaren sensorischen Neuronen haben und mdglicherweise der
Entstehung bzw. Aufrechterhaltung von Hyperalgesie entgegenwirken.

Bezuglich des beschriebenen Schmerzsyndroms, das im Zusammenhang mit der Behandlung
mit Calcineurininhibitoren auftritt, konnte gezeigt werden, dass Calcineurininhibitoren nicht
nur, wie durch andere Autoren bereits vermutet, durch einen vaskularen Effekt zu den
beschriebenen Schmerzen fiihren %, sondern direkt auf die Signalweiterleitung in primaren
sensorischen Neuronen wirken. Hierbei ist zu vermerken, dass CIPS ein bis drei Monate nach
dem Therapiestart auftritt, also nach einer langeren Anwendung der Calcineurininhibitoren.
Augenmerk dieser Arbeit war allerdings der direkte akute Einfluss von Calcineurin auf die
Signalweiterleitung in primaren sensorischen Neuronen. Die Ergebnisse dieser Arbeit weisen
auf einen sehr spezifischen Mechanismus depolarisationsinduzierter Hyperalgesie hin,

welcher Schmerz bei CIPS auf molekularem Niveau begriinden kénnte.

Fragen, welche in dieser Arbeit noch unbeantwortet geblieben sind und daher fir zuklnftige
Projekte von Bedeutung sein koénnten, sind einerseits ob intrazellulare Calciumquellen wie
beispielsweise Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum oder ein Calciumeinstrom aus
weiteren TRP-Kanalen, wie dem TRPM8-Kanal, der Regulation durch Calcineurin unterliegen
bzw. die Zusammensetzung der Kanalkomplexe beeinflusst. Wu et al. scheinen bereits erste
Hinweise zu liefern, dass auch ein intrazellularer Anstieg der Calciumkonzentration durch
Calcium aus dem endoplasmatischen Retikulum einer Regulation durch Calcineurin unterliegt

und, dass madglicherweise ein genereller Anstieg der intrazellularen Calciumkonzentration
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unabhangig von der Quelle zur Regulation des Calciumeinstroms Uber den Cay1.2-Kanal
durch Calcineurin fiihrt 3. Dies stlinde jedoch im Gegensatz zu den Ergebnissen mit
lonomycin.

Andererseits kommt die Frage auf, ob sich die Regulation der Signalweiterleitung in primaren
sensorischen Neuronen durch Calcineurin auch direkt auf die Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren und eine veranderte Genexpression verbunden mit einer Sensitivierung
der peripheren Nozizeptoren auswirkt.

Ebenso ist zu untersuchen, ob die in unseren Experimenten beobachtete ausbleibende
Steigerung der Behandlung von Calcineurininhibitoren auf die durch den TRPA1-Kanal
mediierten Signalantwort auf eine unterschiedliche Koexpression in den Subgruppen der
Neuronen zurlckzuflihren ist. Daher koénnte der Effekt von der Behandlung mit
Calcineurininhibitoren auf die Signalantwort nach Aktivierung des TRPA1-Kanals in den
verschiedenen Subgruppen der primaren sensorischen Neurone in anschlielienden Studien

detailliert untersucht werden.
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