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Einleitung

1 Einleitung

1.1 Nozizeption

Die Fahigkeit, Schmerz zu fuhlen (Nozizeption) dient dazu, den Korper vor
Gewebeschadigung zu schitzen. Damit nimmt sie eine bedeutende Warn- und
Schutzfunktion ein. Die Nozizeption beginnt mit einem intensiven, peripheren Reiz, der
in Form von thermischen, mechanischen oder chemischen Stimuli von einer Gruppe
primarafferenter Neurone, den Nozizeptoren, detektiert wird (Schmidtko et al., 2009).
Aber auch eine direkte Aktivierung der Nozizeptoren durch pathogene Organismen ist
moglich (z.B. Staphylococcus aureus) und kann Infektionsschmerzen auslésen (Chiu
et al., 2016). Die Zellkorper dieser Neurone erster Ordnung liegen in den
Spinalganglien (Abb. 1.1) und nehmen die Reize von ihren primarafferenten
nozizeptiven Fasern auf, die man grundlegend in zwei Klassen unterteilen kann: die
dunn-myelinisierten Ad-Fasern mit mittlerem Durchmesser und die nicht-myelinisierten
C-Fasern, die einen kleinen Durchmesser aufweisen. Die Ad-Fasern vermitteln dabei
eine mittlere bis schnelle Reizantwort (5-30 m/s), die C-Fasern langsame
Reizantworten (0,5-2 m/s). Die C-Faser Nozizeptoren sind polymodal, das bedeutet,
sie kdnnen auf thermische, mechanische und chemische Stimuli reagieren. Zudem
kann man sie in peptiderge und nicht-peptiderge Subpopulationen unterteilen:
Peptiderge Nozizeptoren setzen Neuropeptide wie Substanz P und Calcitonin gene
related peptide (CGRP) frei und sind durch die Expression des Rezeptors TrkA sensitiv
fur den Nerv-Wachstumsfaktor (NGF), wahrend die nicht-peptidergen Nozizeptoren
den Neurotrophin-Rezeptor c-Ret exprimieren und sensitiv auf den neurotrophen
Faktor der Gliazellen (GDNF) reagieren (Basbaum et al., 2009; Braz et al., 2014). Als
Neuron erster Ordnung besitzen die Spinalganglien bedeutenden Einfluss in der
peripheren Steuerung der Schmerzwahrnehmung. Jedoch wurde erst in jingsten
Studien die Klassifizierung sensorisch funktioneller Klassen der Nozizeptoren soweit
vervollstandigt, dass elf distinkte, neuronale Subpopulationen definiert werden
konnten, die nun zur Assoziierung mit verschiedenen Schmerztypen genutzt werden
kdnnen (Usoskin et al., 2015).

Ist die Intensitat des Reizes ausreichend, so senden die primarafferenten Neurone den
Schmerzreiz in Form von Aktionspotentialen in das Dorsalhorn des Riickenmarks, in
dem die erste synaptische Transmission stattfindet (Abb. 1.1). Das Dorsalhorn des

Ruckenmarks wurde zytoarchitektonisch in sechs unterschiedliche Laminae eingeteilt
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(Rexed, 1952; Todd et al., 2009). In den verschiedenen Laminae enden die
sensorischen Fasern der Peripherie in klar abgegrenzten Bereichen. So enden zum
Beispiel die myelinisierten Ad-Fasern in Lamina | und V, wahrend die nicht-
myelinisierten C-Fasern in Lamina | und Il terminieren. Die flr normale
Beruhrungsreize zustandigen Ap-Fasern projizieren vorwiegend in Lamina V
(Basbaum et al., 2009; Gangadharan and Kuner, 2015; Peirs and Seal, 2016).

Im Dorsalhorn des Rickenmarks kommt es im Verlauf der Schmerzreizleitung zur
Freisetzung von erregenden (exzitatorischen) und hemmenden (inhibitorischen)
Neurotransmittern wie Glutamat und y-Aminobuttersaure (GABA), aber auch von
Neuropeptiden wie Substanz P und CGRP (Julius and Basbaum, 2001; Woolf, 2004;
D’Mello and Dickenson, 2008; Basbaum et al., 2009; Schmidtko et al., 2009; Wang et
al., 2013; Peirs and Seal, 2016). Vom Dorsalhorn des Ruckenmarks wird das
Schmerzsignal in verschiedene Hirnregionen geleitet, wie zur Formatio reticularis, zum
Thalamus und zum periaquéduktalen Grau (PAG) (Abraira and Ginty, 2013; Peirs and
Seal, 2016; Todd, 2017).

@oohom  Spinaigangiier o ZumGehim
Ventralhorn ?
(motorisch)

Primér-
afferentes euron

zweiter
Ordnung

Neuron

Schmerzfasern in Haut und Gewebe

Abb. 1.1: Vereinfacht dargestellte schematische Abbildung des nozizeptiven Systems. Dargestellt sind
die Transmissionswege nach Schmerzinduktion vom peripheren Neuron bis zum Gehirn.

1.1.1 Schmerzarten

Das Gefuhl Schmerz ist als ,unangenehmes Sinnes- oder Gefuhlserlebnis, das mit
tatsachlicher oder potentieller Gewebeschadigung verknupft ist, oder mit Begriffen
einer solchen Schadigung beschrieben wird“ definiert (International Association for the
study of pain). Dabei kdnnen Intensitat, Qualitat und Dauer von Schmerzen variieren

(Woolf, 2004). Wie schon erwahnt, dienen Schmerzen als Warnsystem, um den Kérper
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vor Gewebeschadigungen zu schutzen. So wurde zum Beispiel bei der Bertuhrung
einer heillen Oberflache ein schneller Riuckziehreflex die Berihrung beenden, um
einer weiteren Gewebeschadigung vorzubeugen. Anschlieliend wirde das betroffene
Organ soweit geschont, dass die Verletzung verheilen kann. Dementsprechend lehrt
der Schmerz den Menschen, Situationen und Verhaltensweisen zu umgehen, die
potentiell gefahrdend sind. Fehlt das System der Schmerzwahrnehmung, so ist die
Lebenserwartung stark reduziert. Dieses Phanomen ist sehr selten und beispielsweise
beim Menschen mit der Mutation des spannungsabhangigen Natrium-Kanals Nav1.7
assoziiert, was auch in Deletionsmutanten in Mausen reproduziert werden konnte (Cox
et al., 2006; Weiss et al., 2011; Minett et al., 2012, 2015). Demgegenuber steht der
chronische Schmerz, bei dem infolge von anhaltendem oder wiederkehrendem
Dauerschmerz eine pathologische Veranderung im schmerzleitenden System auftritt.
Durch diese Veranderung bendtigt die Wahrnehmung Schmerz nicht mehr unbedingt
die Stimulation der Nozizeptoren, sondern kann auch durch eine Hyperaktivitat des
schmerzleitenden Systems ausgeldost werden. Somit koénnen Allodynien und
Hyperalgesien auftreten, bei denen nicht-schmerzhafte Reize als schmerzhaft
empfunden werden oder ein Ubersteigertes Schmerzempfinden auftritt (Costigan et al.,
2009; Jensen and Finnerup, 2014), wodurch eine Therapie der Schmerzen
unerlasslich wird. Verschiedene Studien aus den letzten Jahren haben ergeben, dass
mehr als 20 % der Bevdlkerung an chronischen Schmerzen leidet, was einhergeht mit
einer Reduktion der Lebensqualitat und einem erhohten Suizid-Risiko (Breivik et al.,
2006; Mansfield et al., 2016; Alexandre et al., 2017). Die Therapie chronischer
Schmerzen ist mit den derzeit verfugbaren Therapieoptionen nur bei circa 50 % der
behandelten Patienten effektiv. und mit einer 50 %igen Verringerung der
Schmerzintensitat verbunden. Somit besteht ein hoher Bedarf an neuen, effektiven
Analgetika (Finnerup et al., 2010; Basbaum and Braz, 2016). Die Aufklarung der
molekularen Mechanismen der Schmerzverarbeitung ist eine wichtige Voraussetzung
zur rationalen Entwicklung neuer Analgetika.

Pathologische Schmerzen kénnen unter anderem in die Gruppen der
inflammatorischen und neuropathischen Schmerzen unterteilt werden. Deren
prozentualer Anteil an dem oben genannten Auftreten chronischer Schmerzen variiert
in unterschiedlichen Studien sehr stark, da die Definition der Schmerzformen meist
nicht einheitlich ist (Van Hecke et al., 2014). Inflammatorische Schmerzen entstehen

infolge einer Verletzung des peripheren Gewebes, die mit einer Entziindung
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einhergeht, woraufhin proinflammatorische Mediatoren ausgeschuttet werden. Diese
Mediatoren aktivieren Signalwege, die den Nozizeptor und das sensorische System
sensibilisieren (Woolf and Costigan, 1999; Basbaum et al., 2009; Costigan et al.,
2009). Nach der Heilung des verletzten Gewebes verschwinden inflammatorische
Schmerzen in der Regel, jedoch nicht bei chronischen Erkrankungen wie z.B. der
rheumatoiden Arthritis (Costigan et al.,, 2009). Demgegenuber entstehen
neuropathische Schmerzen durch Verletzungen oder Erkrankungen von Neuronen
des peripheren oder zentralen Nervensystems. Dazu gehoren direkte Verletzungen
der Nerven, Schlaganfalle, Virus-Infektionen, metabolische Erkrankungen,
neurotoxische Chemikalien, Tumorerkrankungen und auch Chemotherapie-
Behandlungen (Costigan et al., 2009; Gosselin et al., 2010; Finnerup and Attal, 2016).
Die Therapie neuropathischer Schmerzen ist aulerst schwierig. Als Mittel der ersten
Wahl gelten trizyklische Antidepressiva, Serotonin-/Noradrenalin-Reuptake Inhibitoren
(SNRIs), Gabapentin, Pregabalin und Carbamazepin (Antikonvulsiva). Mittel zweiter
und dritter Wahl sind Tramadol oder starke Opioide (Schafers and Tolle, 2013;
Finnerup et al., 2015; Finnerup and Attal, 2016).

Einige der bekannten molekularen Mechanismen der unterschiedlichen

Sensibilisierungsvorgange werden im nachfolgenden Kapitel beschrieben.

1.1.2 Periphere und zentrale Sensibilisierung

Aufgrund anhaltender Dauerstimulation am primarafferenten Neuron kann es zur
Sensibilisierung des nozizeptiven Systems kommen. So fihren die dadurch
entstandenen Anderungen zu einer Modulation der Antworten auf periphere Stimuli
und es entstehen Allodynien oder Hyperalgesien. Die Sensibilisierungsvorgange
kénnen sowohl peripher am Ort der Gewebeschadigung als auch zentral im
Rickenmark oder Gehirn auftreten (Woolf, 2004; Kuner, 2015). Die Sensibilisierung
basiert auf strukturellen, funktionalen und chemischen Anderungen des nozizeptiven
Systems.

Die periphere Sensibilisierung beschreibt die Veranderung der Eigenschaften am
peripheren Nerven, die zur Reduktion des Schwellenwertes fir die nozizeptive
Stimulation oder zu einer verstarkten Reizantwort der Nozizeptoren fuhrt. Den
peripheren Sensibilisierungsvorgangen liegt eine Gewebeschadigung oder

Entzindungsreaktion zugrunde. Die Verletzung und Schadigung der peripheren
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Nerven |0st eine Hyperaktivitat an der betroffenen Stelle aus und kann so zur
Verstarkung spontaner Feuerraten fuhren, die Leitfahigkeit verandern oder einen
Einfluss auf die Neurotransmitter-Eigenschaften der Nervenfasern haben (Basbaum
et al., 2009). Bei einer Entztindungsreaktion kommt es zur Freisetzung verschiedener
Entzindungs- und Schmerzfaktoren, die das umgebende Milieu am Nozizeptor
verandern. Somit entsteht ein inflammatorisches Umfeld, in dem Signalmolekuile wie
Neurotransmitter, Eicosanoide, Neurotrophine, Cytokine, Chemokine, extrazellulare
Proteasen und Protonen enthalten sind (Basbaum et al., 2009; Reichling et al., 2013).
In den Nozizeptoren werden verschiedene lonenkanale exprimiert, denen eine
wichtige Rolle bei der peripheren Sensibilisierung zukommt. Wichtige Bespiele sind
die transient receptor potential (TRP-) Kanale, wie der TRPV1- und TRPA1-Kanal,
oder die spannungsabhangigen Natriumkanale wie der Nav1.7-, Nay1.8- und Nav1.9-
Kanal. Zudem I6st die Dauerstimulation am Nozizeptor verschiedene intrazellulare
Signalwege aus, wodurch unter anderem die Protein-Kinase C (PKC), die Protein-
Kinase A (PKA), die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K), die extracellular-signal
regulated Kinase (ERK) und die C-Jun N-terminale Kinase (JNK) aktiviert werden.
Nach der Induktion dieser Signalkaskaden kommt es zur Phosphorylierung von TRP-
oder Nav-Kanalen und somit zur Reduktion der Aktivierungsschwelle, Anderungen in
der Kinetik oder einer erhohten Integration der entsprechenden Kanale in die
Zellmembran. Zusatzlich werden vermehrt TRP-Kanale im peripheren Nozizeptor-
Terminal exprimiert, wodurch eine erhdhte Sensitivitat gegenuber peripheren Stimuli
entsteht (Woolf, 2004; Woolf and Ma, 2007; Reichling et al., 2013). Besonders nach
der Verletzung peripherer Nerven kann es zudem zur Anderung des molekularen
Charakters im Zellkorper des Nozizeptors kommen, da es infolge der axonalen
Verletzung zu Veranderungen in der Transkription zahlreicher Gene kommt. Betreffen
diese Veranderungen die Funktion des Nozizeptors, kdnnen sie zur Entstehung von
neuropathischen Schmerzen beitragen. (Woolf and Ma, 2007).

Die zentrale Sensibilisierung wird durch verschiedene Prozesse vermittelt, wie z.B.
NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)-Rezeptor-Aktivierung, Veranderung der Transkription,
Disinhibition und Glia-Neuron-Interaktion (Basbaum et al., 2009; Latremoliere and
Woolf, 2009; Woolf, 2011; Kuner and Flor, 2016). Einige der bekannten
Signalkaskaden sind exemplarisch in Abb. 1.2 dargestellt. Altere Studien haben auch
einen Einfluss der strukturellen Reorganisation des nozizeptiven Systems an der

zentralen Sensibilisierung beschrieben. So wurde beschrieben, dass im Verlaufe einer
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peripheren Nervenverletzung die Projektionsflache der AB-Fasern im Dorsalhorn des
Ruckenmarks umstrukturiert wird, so dass diese auch in die oberen Laminae des
Dorsalhorns projizieren und damit auch zur Transmission schmerzhafter Reize
beitragen (Woolf, 2004). In weiteren Studien konnten diese Ergebnisse jedoch nicht
unterstutzt werden, so dass die strukturelle Reorganisation wahrscheinlich keinen
Einfluss auf die zentrale Sensibilisierung hat (Hughes et al., 2003; Woodbury et al.,
2008).

Der Mechanismus der NMDA-Rezeptor-Sensibilisierung im Rickenmark ist aufgrund
der Ahnlichkeit zur Langzeit-Potenzierung (LTP) im Hippocampus gut verstanden. Das
Schmerzsignal wird hierbei auf Projektions- und Interneurone im Dorsalhorn
Ubertragen, indem verschiedene Transmitter (z.B. Glutamat und Substanz P)
ausgeschittet und nachfolgend exzitatorische postsynaptische Potentiale (EPSP)
uber Glutamat- und a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure (AMPA)-
Rezeptoren induziert werden. Der inaktive NMDA-Rezeptor wird im weiteren Verlauf
durch, am primarafferenten Neuron ausgeschittete, Transmitter aktiviert und es
kommt zum verstarkten Einstrom von Ca?*-lonen in die Zelle (Latremoliere and Woolf,
2009; Kuner, 2015). Im weiteren Verlauf werden sowohl AMPA- als auch NMDA-
Rezeptoren vermehrt an der Zelloberflache exprimiert und die Aktivitdt dieser
Rezeptoren wird gesteigert, wodurch sie schon bei geringer, normalerweise nicht
ausreichender, peripherer Stimulation aktiviert werden (Scholz and Woolf, 2002;
Latremoliere and Woolf, 2009). Auch verschiedene Proteinkinasen werden induziert
und die Genexpression von z.B. c-Fos, Cox-2, NK-1 oder TrkB wird verandert, was
langfristig zur Modulation der Schmerzverarbeitung flhren kann (Latremoliere and
Woolf, 2009) (Abb. 1.2 A).

Die Hemmung inhibitorischer nozizeptiver Signale, die auch als Disinhibition
bezeichnet wird, ist ein weiterer wichtiger zentraler Sensibilisierungsvorgang. Wie in
Abb. 1.2 B dargestellt ist, kommt es dabei zu einer verstarkten Antwort des
nozizeptiven Systems durch die Hemmung GABAerger und glycinerger, inhibitorischer
Interneurone, die sehr dicht in den oberen Laminae im Dorsalhorns des Ruckenmarks
lokalisiert sind. Nach einer peripheren Nervenverletzung kommt es zur Reduktion
inhibitorischer, postsynaptischer Potentiale in diesen Bereichen, wobei unter anderem
der K*-/CI-Ko-Transporter KCC2 eine zentrale Rolle einnimmt. Durch die geringere
Expression des Transporters wird der Cl-Gradient verandert und die Aktivierung der
GABA-Rezeptoren fuhrt nicht mehr zur Hyperpolarisation. Das Prostaglandin E2
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(PGEZ2) induziert zusatzlich einen cAMP-PKA Signalweg, der zur Phosphorylierung
des Glycin-Rezeptors Alpha 3 (GlyRa3) fuhrt, so dass dieser nicht mehr durch Glycin
aktiviert werden kann (Woolf, 2004; Zeilhofer, 2005; Basbaum et al., 2009; Kim et al.,
2012).

A Priméar afferentes Neuron B Inhibitorisches Interneuron  C Aktivierte Mikroglia

ATP
BDNF
Glutamat
CGRP CBDNF
ytokine
SubP
NO ROS
NO...
NMDA-R R
NK1-RAMPA_R TrkB-R GlyCIn/ GABA-R IL1-R

mGlu-R ' ll '
' Prostaglandine .
\\\\l ////\\\<:\. r%amamT\hJ}
\ / Phosphorylierung

Proteinkinasen —————+
(PKA, PKC, PI3K, ERK...) c-

COX—ZI )
SROVODON. Nk-1
T

Abb. 1.2: Molekulare Mechanismen der zentralen Sensibilisierung im Dorsalhorn des Rickenmarks. In
Aist die Sensibilisierung nach Aktivierung der primarafferenten Neurone abgebildet. Im weiteren Verlauf
der Signalkaskade kommt es zur verstarkten Ausschuttung von Signalmolekllen an der ersten
nozizeptiven Synapse, die nachfolgend an ihre Rezeptoren binden und diverse Proteinkinasen
aktivieren. Dadurch wird zum einen die Transkription schmerzrelevanter Gene induziert, aber es kommt
auch zur Phosphorylierung von Neurotransmitter-Rezeptoren und somit zur Veradnderung der
Sensitivitat. In B ist die Disinhibition dargestellt, in deren Verlauf die inhibitorischen Interneurone bzw.
deren Rezeptoren gehemmt werden, so dass die normale inhibitorische Modulation der nozizeptiven
Signalwege zu den Projektionsneuronen abgeschwacht wird. Es kommt also zur Hemmung der
hemmenden Signale. In C ist die Aktivierung der Gliazellen im nozizeptiven System dargestellt. Die
Aktivierung der Gliazellen erfolgt durch verschiedene Signalmolekille aus den priméarafferenten
Neuronen und aus den Projektionsneuronen und fuhrt zur Freisetzung verschiedener Signalmolekiile
aus den Gliazellen, die zur verstarkten nozizeptiven Antwort beitragen. Abkurzungen: AMPA: a-Amino-
3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure, ATP: Adenosin-Triphosphat, BDNF: Brain-derived
neurotrophic factor, CGRP: Calcitonin Gene-Related Peptide, GABA-R: y-Aminobuttersdure-Rezeptor,
IL1-R: Interleukin-1-Rezeptor, mGlu-R: Metabotrope Glutamatrezeptoren, NK1-R: Neurokinin-1-
Rezeptor, NMDA-R: N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor, NO: Stickstoffmonoxid, ROS: Reaktive
Sauerstoffspezies, SubP: Substanz P, TrkB-R: Tropomyosin-Reptor-Kinase-B.
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Bei der Glia-Neuron-Interaktion kommt es nach peripherer Nervenverletzung zur
Aktivierung und Akkumulation von Mikroglia in den oberen Laminae des Dorsalhorns
sowie im Ventralhorn. Dieser Vorgang wird unter anderem durch den Fraktalkin-
Rezeptor CX3CR1 gesteuert, der nach Nervenlasion durch neuronales Fraktalkin
aktiviert und verstarkt in der Mikroglia exprimiert wird (Verge et al., 2004; Lindia et al.,
2005; Mika et al., 2013). Die Aktivierung der Mikroglia induziert verschiedene Mitogen-
induzierte Proteinkinasen (MAPK), die zur Synthese proinflammatorischer Mediatoren
beitragen (Ji et al., 2009; Gosselin et al., 2010; Mika et al., 2013). Im weiteren Verlauf
werden dann unterschiedliche Signalmoleklile ausgeschittet, die neuronale
Funktionen modulieren und zentrale Sensibilisierungsprozesse verstarken (Abb. 1.2
C) (Watkins et al., 2001; Basbaum et al., 2009). Daher tragt auch dieser Signalweg
zur Schmerzsensibilisierung bei (Milligan et al., 2004; Mika et al., 2013).

Immer groRere Bedeutung bei der Interpretation von Signalprozessen im neuronalen
Gewebe nehmen die neuronalen Subpopulationen ein, da sowohl die Kommunikation
zwischen den Neuronen als auch die Projektion der Signale in hdhere Zentren die
Signalkaskaden modulieren kénnen. Aus diesem Grund wird im nachsten Kapitel die

aktuelle Klassifizierung genauer betrachtet.

1.2 Neuronale Subpopulationen im Dorsalhorn des Riickenmarks
Die Neurone im Dorsalhorn des Riuckenmarks kdonnen in zwei Klassen unterteilt
werden: Neurone, deren Axone in die Gehirnzentren projizieren (Projektionsneurone)

und Neurone, deren Axone im Rickenmark verschalten (Interneurone) (Todd, 2017).

1.2.1 Projektionsneurone

Die Projektionsneurone machen nicht mehr als 5 % der Gesamtneurone im Dorsalhorn
aus, sind groltenteils schmerz- und temperaturrelevant und konnten in Lamina | und
verstreut in Lamina IlI-VI lokalisiert werden (Abraira and Ginty, 2013; Polgar et al.,
2013a). Diese Projektionsneurone gehdren zum anterolateralen Trakt und leiten ihre
Signale kontralateral durch die anterolaterale wei3e Substanz zu dem postsynaptisch
gelegenen anterolateralen System, zu dem der Thalamus, das periaquaduktale Grau,
der laterale Parabrachialbereich und verschiedene Teile der Formatio reticularis
gehoren (McMahon and Wall, 1985; Al-Khater and Todd, 2009; Polgar et al., 2010b;
Abraira and Ginty, 2013; Todd, 2017). Die Projektionsneurone sind glutamaterg
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(exzitatorisch) und tragen aufgrund von Axonverzweigungen im Ruckenmark zu den
lokalen, exzitatorischen, synaptischen Kreislaufen bei (Szucs et al., 2010; Cameron et
al., 2015; Todd, 2017). Insgesamt exprimieren ca. 80 % der Projektionsneurone den
Substanz P-Rezeptor NK1 (NK1R, Tacr1) (Spike et al., 2003; Polgar et al., 2010a).
Beachtet man, dass in Lamina | im Dorsalhorn des Ruckenmarks der Maus ca. 20 %
aller Neurone NK1R-positiv sind, wird der Rezeptor aber auch in einer Population von

NK1R-positiven Interneuronen exprimiert (Polgar et al., 2013a).

1.2.2 Interneurone

Der Grofteil der Neurone in Lamina I-lll des Dorsalhorns wird von Interneuronen
gebildet. In Lamina Il sind nur Interneurone lokalisiert, in Lamina | sind mehr als 90 %
der Neurone Interneurone (Bice and Beal, 1997; Spike et al., 2003; Todd, 2017). Die
Interneurone in Lamina | und Il wurden in den letzten Jahren sehr gut erforscht, da sie
essentiell fur die Wahrnehmung von Schmerz, Temperatur und Juckreiz sind (Abraira
and Ginty, 2013). Den Anteil der Interneurone in Lamina IlI-V zu bestimmen stellt
bisher immer noch eine grole Herausforderung dar, da hier Projektionsneurone
lokalisiert sind, die zu unterschiedlichen sensorischen Bahnen gehoren. Es wird aber
angenommen, dass der Grolteil der Neurone in den tieferen Laminae auch
Interneurone sind, die z.B. zu sensorischen Bahnen der Bewegungsablaufe gehdren
oder nicht-schmerzhafte Bertuhrungsinformationen steuern (Abraira and Ginty, 2013;
Todd, 2017).

Generell kann man die Interneurone in zwei gro3e funktionelle Klassen teilen:
Inhibitorische Zellen, die hemmende Wirkung in Signalkaskaden haben und
exzitatorische, also erregende Zellen. Die Population der inhibitorischen Interneurone
kann aufgrund ihrer primaren Neurotransmitter GABA und/oder Glycin von den
glutamatergen exzitatorischen Interneuronen abgegrenzt werden, wobei alle Glycin-
positiven Zellen auch immer GABA-positiv sind (Todd and Sullivan, 1990; Abraira and
Ginty, 2013; Todd, 2017). Im Dorsalhorn des Ruckenmarks der Maus sind ca. 26 %
der Neurone in Lamina I-1l und ungefahr 38 % der Neurone in Lamina Il inhibitorische
Interneurone. Das lasst wiederum den Rickschluss zu, dass mehr als 70 % der
Neurone in Lamina I-1l und mehr als 60 % der Neurone in Lamina lll glutamaterg sind,
wobei bisher nicht zwischen Projektions- und Interneuronen unterschieden wurde
(Yasaka et al., 2010; Polgar et al., 2013a; Peirs and Seal, 2016; Todd, 2017). Die
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vesikularen Transporter der Neurotransmitter VGAT und VGLUT Sowie das GABA-
synthetisierende Enzym Glutamat-Dekarboxylase (GAD) und der neuronale Glycin-
Transporter GlyT2 werden haufig als Marker fur exzitatorische bzw. inhibitorische
Interneurone verwendet (Zeilhofer et al., 2012). Zudem haben die unterschiedlichen
Subpopulationen der Interneurone definierte Transkriptionsfaktoren, die bestimmen,
welchen neuronalen Phanotyp die Zelle entwickelt. So exprimieren inhibitorische
Interneurone den Transkriptionsfaktor Pax2 und exzitatorische Interneurone den
Transkriptionsfaktor Lmx1b, die immunhistochemisch sichtbar gemacht werden
konnen (Cheng et al., 2005; Todd, 2017).

Da sowohl die inhibitorischen als auch die exzitatorischen Populationen
unterschiedliche funktionelle Subgruppen beinhalten, besteht ein grofes Interesse, die
Neuronen zu klassifizieren, was z.B. aufgrund ihrer morphologischen,
elektrophysiologischen und auch ihrer neurochemischen Eigenschaften durchgefuhrt
wird (Abraira and Ginty, 2013; Todd, 2017). In den nachfolgenden Kapiteln werden die

Charakteristika der jeweiligen Subpopulation der Interneurone skizziert.

1.2.2.1 Morphologische und elektrophysiologische Eigenschaften der
Interneurone
Wie auch in anderen Bereichen des zentralen Nervensystems (ZNS) hat sich die
Bestimmung der neuronalen Morphologie als geeignetes Mittel erwiesen, um
funktionelle Gruppen von Interneuronen im Dorsalhorn des Rlckenmarks zu
definieren (Ascoli et al., 2008; Todd, 2017). Um die Subtypen noch distinkter
einzugrenzen, haben neuere Studien den Fokus auf die Korrelation der Morphologie,
der genutzten Neurotransmitter und der elektrophysiologischen Eigenschaften der
Zellen gelegt (Schneider, 1992; Grudt and Perl, 2002; Prescott and De Koninck, 2002;
Lu and Perl, 2003, 2005; Heinke et al., 2004; Yasaka et al., 2007, 2010; Maxwell et
al., 2007; Melnick, 2008; Abe et al., 2009; Wang and Zylka, 2009; Zheng et al., 2010;
Punnakkal et al., 2014). Die beste Charakterisierung aufgrund der Zellmorphologie
wurde in Studien fur Interneurone in Lamina Il durchgefihrt und beschreibt vier
Hauptklassen von Interneuronen (Grudt and Perl, 2002; Todd, 2017). Inselzellen in
Lamina Il des Dorsalhorns besitzen dendritische Verzweigungen, die langgezogen
entlang der rostrocaudalen Achse lokalisiert sind, wobei die Axone in Lamina I

verlaufen und nur selten in den angrenzenden Laminae enden. Dies gilt auch fur die
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Zentralzellen, die den Inselzellen dhneln, jedoch deutlich kleinere dendritische Aste
aufweisen, und die Radialzellen, deren relativ kurze Dendriten sich entlang der
rostrocaudalen und dorsoventralen Achse erstrecken. Die vierte neuronale Klasse ist
die der Vertikalzellen, welche meist in der aulderen Lamina Il (llo) liegen und deren
Dendriten sich kugelférmig, ventral des Zellkorpers, ausdehnen. Diese Neurone
besitzen Axone, die sich in Lamina | erstrecken und Projektionsneurone des
anterolateralen Trakts innervieren kdnnen (Lu and Perl, 2005). Inselzellen und einige
Vertikalzellen weisen eine tonische Feuerrate, Radialzellen und einige Vertikalzellen
eine Verzogerung vor dem ersten Aktionspotential auf. Auch werden die vier Klassen
in unterschiedlichem Malie von den primarafferenten Fasern innerviert, erhalten in
unterschiedlichem Male primarafferente inhibitorische Signale und sind
unterschiedlich involviert in der Verschaltung synaptischer Kreislaufe (Grudt and Perl,
2002; Lu and Perl, 2003, 2005; Yasaka et al., 2007; Zheng et al., 2010; Todd, 2017).
Auch wenn die hier beschriebenen morphologischen und elektrophysiologischen
Eigenschaften zur Klassifizierung des Grolteils der Interneurone in Lamina -l
genutzt wurden, konnten 25 % der Neurone nicht in das Schema sortiert werden. In
keiner Studie gelang bisher eine flachendeckende Klassifizierung (Grudt and Perl,
2002; Todd, 2010).

Zur weiteren Charakterisierung der beschriebenen Zellklassen wurde in weiteren
Studien analysiert, ob die vier Klassen inhibitorischen oder exzitatorischen
Populationen zugeordnet werden kénnen. Dazu wurden die morphologischen Studien
mit elektrophysiologischen Analysen kombiniert, indem der Transmitterphanotyp
bestimmt wurde. Zusammengefasst beschreiben diese Studien, dass Inselzellen zur
inhibitorischen und der Grofteil der Vertikalen-Zellen zur exzitatorischen Population
gehoren, wobei auch einige Vertikalzellen inhibitorisch sind (Gobel, 1978; Lu and Perl,
2003, 2005; Heinke et al., 2004; Maxwell et al., 2007; Yasaka et al., 2010; Zheng et
al., 2010; Punnakkal et al.,, 2014). Radialzellen wurden ausschlieBlich in
exzitatorischen Populationen lokalisiert (Todd, 2017) und Zentralzellen sind
inhibitorisch und exzitatorisch (Lu and Perl, 2003, 2005; Hantman et al., 2004; Maxwell
et al., 2007; Yasaka et al., 2010; Zheng et al., 2010; Punnakkal et al., 2014).

In Lamina | und Il ist die Klassifizierung der Interneurone sehr unvollstandig. Neue
Studien konnten drei morphologische Klassen identifizieren: spindelférmige Zellen,
abgeflachte Zellen und multipolare Zellen (Szucs et al., 2013; Fernandes et al., 2016).

Die Dendriten der spindelférmigen und abgeflachten Zellen sind grofteils in Lamina |
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lokalisiert, wahrend die Dendriten der multipolaren Zellen bis in Lamina Il und Il
reichen. Einige Zellen konnten als inhibitorisch klassifiziert werden, allerdings gehorten
diese zu mehreren morphologischen Klassen, womit der Zusammenhang zwischen
Morphologie und funktioneller Gruppe bisher nicht aufgezeigt werden konnte (Todd,
2017). Zusammengefasst zeigen diese Studien gemeinsam auf, dass die Morphologie
und die elektrophysiologischen Eigenschaften nicht fehlerfrei zwischen verschiedenen

neuronalen Klassen differenzieren konnen.

1.2.2.2 Neurochemische Eigenschaften der Interneurone

Ein modernerer Versuch zur Klassifizierung der Interneurone bedient sich der
bildlichen Darstellung der gro3en Menge verschiedener neurochemischer Marker, die
im Dorsalhorn des Ruckenmarks exprimiert werden, darunter Neuropeptide und deren
Rezeptoren, Calcium-bindende Proteine und eine Vielzahl an Enzymen. Die
verschiedenen Marker zeigen eine spezifische Verteilung in den Laminae des
Dorsalhorns und in inhibitorischen und exzitatorischen Interneuronen. Allerdings wird
die Klassifizierung dadurch erschwert, dass viele der Marker auch in primarafferenten
Neuronen exprimiert werden (Todd and Spike, 1993; Todd, 2017). Verschiedene
Studien konnten in den letzten Jahren aufzeigen, dass z.B. Neuropeptid Y (NPY),
Galanin und Nozizeptin in inhibitorischen und Somatostatin, Neurotensin, GRP
(Gastrin-Releasing-Peptide), Neurokinin B (NKB), Substanz P und Cholezystokinin in
exzitatorischen Interneuronen exprimiert werden (Proudlock et al., 1993; Rowan et al.,
1993; Todd et al., 2003, 1994; Simmons et al., 1995; Polgar et al., 2006; Brohl et al.,
2008; Xu et al., 2008, 2013; Huang et al., 2008; Sardella et al., 2011a; Duan et al.,
2014; Gutierrez-Mecinas et al., 2014). Zudem konnte gezeigt werden, dass sich die
laminaere Verteilung der Marker unterscheidet. So werden Galanin und Substanz P in
Zellen der Lamina | und Lamina llo exprimiert, Neurotensin und NKB konnte auf beiden
Seiten der Grenze zwischen Lamina Il/lll detektiert werden. Somatostatin wird von
Neuronen in Lamina I-Il und NPY wird in Zellen der Lamina I-lll exprimiert (Todd and
Spike, 1993; Todd, 2010).

Die Rezeptoren der Neuropeptide im Dorsalhorn des Ruckenmarks zeigen ebenso
eine spezifische Verteilung in Interneuronen und den Laminae. So ist z.B. der
Somatostatin-Rezeptor 2a (sst2a) in der Halfte der inhibitorischen Interneurone in
Lamina I-Il exprimiert (Todd et al., 1998; Polgar et al., 2013a). Der Substanz P-
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Rezeptor NK1-R wird, wie oben bereits erwahnt, in Projektionsneuronen in Lamina |,
aber auch wie der NPY-Y1-Rezeptor, der in Lamina I-ll lokalisiert ist, in exzitatorischen
Interneuronen exprimiert (Zhang et al., 1994, 1999; Brumovsky et al., 2006; Cameron
et al., 2015). Der Rezeptor fur GRP (GRP-R) wird in exzitatorischen Neuronen in
Lamina I-llo exprimiert, und hat eine besondere Rolle in der Transmission von Juckreiz
(Sun and Chen, 2007; Sun et al., 2009b; Xu et al., 2013).

Fir Calcium-bindende Proteine und weitere Enzyme konnte ebenso eine spezifische
Verteilung in verschiedenen Interneuronen gezeigt werden. So ist Parvalbumin in
inhibitorischen Neuronen der inneren Lamina Il (lli) und in Lamina Il und Calbindin
sowie Calretinin in exzitatorischen Interneuronen der Lamina |-l exprimiert
(Yamamoto et al., 1989; Antal et al., 1990, 1991; Ren et al., 1993; Laing et al., 1994).
Calretinin wird allerdings auch in 12 % inhibitorischer Zellen exprimiert (Antal et al.,
1990, 1991; Smith et al., 2015). Eine exzitatorische neuronale Population mit einer
sehr distinkten Expression in Lamina Ili und Ill bilden die Zellen, die positiv fur die
Gamma-Isoform der Protein-Kinase-C (PKC-y) sind (Mori et al., 1990; Malmberg et al.,
1997; Polgar et al., 1999; Zylka et al., 2005). Einige Studien konnten diesen Zellen
grol3en Einfluss in der Ausbildung taktiler Allodynien zuweisen (Malmberg et al., 1997;
Miraucourt et al., 2007, 2009; Lu et al.,, 2013). Die neuronale Isoform der
Stickstoffmonoxid-Synthasen (nNOS/NOS-1) wird verteilt im gesamten Dorsalhorn
exprimiert, wobei der Grofdteil der NOS-1-positiven Neurone konzentriert im Bereich
der Lamina lli-lll des Dorsalhornes liegt (Valtschanoff et al., 1992b, 1992a; Spike et
al., 1993; Ruscheweyh et al., 2006; Sardella et al., 2011b; Todd, 2017). Der Grofteil
der NOS-1-Expression konnte in einer Subpopulation von GABAergen, inhibitorischen
Interneuronen lokalisiert werden, die grofde Projektionsneurone in Lamina | des
Dorsalhorns innervieren (Puskar et al., 2001).

Diese Studien zeigen zusammen, dass viele neurochemische Marker zur
Klassifizierung der Interneurone in Lamina I-1ll genutzt werden kénnten. Allerdings ist
unklar, ob die so klassifizierten Interneurone dann wirklich eine separierte und
funktionelle Gruppe darstellen (Todd, 2017). Daher wurde versucht, nicht-
uberlappende Populationen der inhibitorischen und exzitatorischen Interneurone zu
identifizieren (Todd, 2017). Wie in Abb. 1.3 dargestellt ist, wurden im Dorsalhorn des
Ruckenmarks der Ratte vier nicht-Uberlappende inhibitorische Populationen
nachgewiesen, die positiv fir NPY, Galanin, NOS-1 und Parvalbumin sind (Tiong et

al., 2011; Polgar et al., 2013b). Diese vier Populationen reprasentieren die Halfte der
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inhibitorischen Interneurone in Lamina |-l (Sardella et al., 2011b). In der Maus ist die
Expression dieser vier Klassen inhibitorischer Interneurone vergleichbar verteilt, auch
wenn die NOS-1-positiven Neurone in geringem Male mit Galanin und NPY
Uberlappen (Laing et al., 1994; Tiong et al., 2011; Iwagaki et al., 2013; Polgar et al.,
2013b; Chiang et al., 2015).

Galanin

Lamina | Lamina |
Lamina Il /= Lamina Il /
Lamina Il Lamina II,
Lamina Il Lamina Il

Lamina IV Lamina IV

Parvalbumin

Lamina | Lamina |
Lamina II0 Lamina II0
Lamina IIi Lamina IIi
Lamina Il Lamina Il

Lamina IV Lamina IV

Abb. 1.3: Schematische Verteilung der vier nicht-Uberlappenden inhibitorischen Populationen im
Rickenmark. NPY wird von Zellen in Lamina I-lll exprimiert, Galanin in Zellen der Lamina I-llo, NOS-1
liegt verteilt im gesamten Dorsalhorn vor mit einer Fokussierung auf Lamina Ili und Parvalbumin wird in
Lamina Il; und Lamina Il exprimiert.

Auch fur die exzitatorischen Interneurone wurden vier nicht-Uberlappende
Populationen im Dorsalhorn des Rickenmarks der Maus identifiziert. Wie in Abb. 1.4
dargestellt ist, werden Substanz P, Neurotensin, GRP und NKB in separaten
Populationen exprimiert (Todd, 2017). Diese vier Populationen reprasentieren ca. die
Halfte aller exzitatorischen Interneurone und sind unterschiedlich in den Laminae I-lII

exprimiert (Gutierrez-Mecinas et al., 2016).
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Substanz P Neurotensin
Lamina |
Lamina Il

Lamina IIi

Lamina |
Lamina Il /.

Lamina IIi

Lamina Il Lamina Il

Lamina IV Lamina IV

Lamina |
Lamina IIO

Lamina IIi

Lamina |
Lamina Il /

Lamina IIi

Lamina Il Lamina Il

Lamina IV Lamina IV

Abb. 1.4: Schematische Verteilung der vier nicht-Uberlappenden exzitatorischen Interneurone.
Substanz P wird in Lamina | und Il exprimiert, Neurotensin und NKB an der Grenze zwischen Lamina
Il'und Il und die GRP Expression ist sehr stark beschrankt auf Lamina | und llo.

Zusammengefasst zeigen diese Ergebnisse, dass es theoretisch moglich ist, definierte
funktionelle Gruppen der Interneurone zu separieren, dabei jedoch Vorsicht geboten
ist, da es teilweise zur Uberlappung der Marker zwischen verschiedenen Gruppen
kommt und die transiente Expression der Gene, die hier nicht zusatzlich betrachtet

wurde, auch beachtet werden muss (Todd, 2017).

1.3 Stickstoffmonoxid-Synthasen

Wie bereits erwahnt, bilden die NOS-1-positiven Neurone eine distinkte Klasse der
inhibitorischen Interneurone. In diesem Kapitel werden die bekannten Effekte der NO-
Produktion dargestellt. Stickstoffmonoxid (NO) ist ein gasférmiges Molekul, das viele
physiologische und pathophysiologische Vorgange reguliert (Francis et al., 2010; Pan
et al., 2013). NO hat eine Halbwertszeit von wenigen Sekunden und kann ungehindert
die Zellmembran passieren. Da NO ein Gas ist, kann es nicht in Vesikeln gespeichert
und nachfolgend sezerniert werden, so dass die Signal-Funktion primar von der
Expression und Aktivitat der NO-Synthasen (NOS) abhangig ist. Drei unterschiedliche
NOS-Isoformen konnten identifiziert werden, die durch drei unterschiedliche Gene
kodiert werden. Historisch wurden diese drei Isoformen als neuronale NOS (nNOS
oder NOS-1), induzierbare NOS (iNOS oder NOS-2) und endotheliale NOS (eNOS
oder NOS-3) klassifiziert. NOS-1 und NOS-3 werden konstitutiv exprimiert, NOS-2 wird
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im Verlaufe einer Entzindungsreaktion induziert. Wie in Abb. 1.5 links dargestellt ist,
werden NOS-1 und NOS-3 durch Ca?*-Influx und Ca?*/Calmodulin Bindung stimuliert.
Die Aktivitat der NOS-2 ist nicht abhangig von intrazellularem Calcium. NO wird von
NOS aus dem Vorlaufer-Molekul L-Arginin gebildet, wobei noch L-Citrullin entsteht.
Die Aktivitat der NOS selbst ist abhangig von verschiedenen Mechanismen, so z.B.
der Phosphorylierung, Nitrosylierung, Proteininteraktion, Kofaktor/Substrat-
Verflgbarkeit oder auch Veranderungen in der Transkription (Bian et al., 2006; Francis
et al., 2010). Die Effekte von NO werden durch verschiedene molekulare
Mechanismen erzielt, so z.B. durch Bildung von cyklischem Guanosin-Monophosphat
(cGMP), Nitrosylierung von lonen-Kanalen, ADP-Ribosylierung und Bildung von
Peroxynitrit (Bian et al., 2006).

Donor Zelle Akzeptor Zelle
a |
Ca#/CaM
I L-Arg + O,
3 = o
2+
NOS  L-Cit+NO ( \ Mo
I 1

\_/NO-GC C?TP\"L i

AR AIY IR INPAAA IV Y VYYD

Gy cGl\/IPgesteuerte
\ l lonen-Kanale

Zellulare Effekte

Abb. 1.5: Stimulation der NO-GC durch Stickstoffmonoxid (NO). In der Zelle die NO produziert
stimulieren Calcium (Ca?*) und Calmodulin (CaM) die NO-Synthasen und L-Arginin wird mit Sauerstoff
(O2) zu NO und L-Citrullin umgesetzt. NO ist gut membrangangig und kann in benachbarte Zellen
diffundieren. Hier aktiviert NO die I8sliche Guanylatzyklase (NO-GC) durch Bindung an die Hdm-Gruppe
der  GCpB1-Untereinheit,  woraufhin cyklisches  Guanosinmonophosphat  (cGMP)  aus
Guanosintriphosphat (GTP) gebildet wird. Das produzierte cGMP kann dann nachfolgend mit cGMP
gesteuerten lonenkanalen (CNG)-Kanalen, Phosphodiesterasen (PDEs) oder cGMP abhangigen
Proteinkinasen (cGKs) interagieren, wodurch verschiedene zellulare Effekte erzielt werden.
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1.3.1 Expression und Funktion der Stickstoffmonoxid-Synthasen im
nozizeptiven System

Viele Studien konnten zeigen, dass im Dorsalhorn des Rickenmarks NOS-1 primar
fur die NO-Produktion in schmerzrelevanten Prozessen zustandig ist. Wie in Kapitel
1.2 beschrieben, wird NOS-1 basal in wenigen Neuronen in Lamina |-l exprimiert (4-
18 %) (Valtschanoff et al., 1992a; Dun et al., 1993; Zhang et al., 1993; Spike et al.,
1993; Herdegen et al., 1994; Laing et al., 1994, Saito et al., 1994; Bernardi et al., 1995;
Ruscheweyh et al., 2006; Sardella et al., 2011b; Gassner et al., 2013; Todd, 2017). In
Spinalganglien wird NOS-1 in weniger als 5 % der primarafferenten Neurone exprimiert
(Aimi et al., 1991; Valtschanoff et al., 1992a; Zhang et al., 1993; Henrich et al., 2002;
Ruscheweyh et al., 2006). Im Verlaufe persistierender Schmerzprozesse wird NOS-1
im Dorsalhorn des Rickenmarks, aber auch in den DRGs hochreguliert. In
unterschiedlichen Studien an Ratten und Mausen konnte nach Injektion
proinflammatorischer Substanzen (Zymosan, Formalin oder CFA) in eine Hinterpfote
gezeigt werden, dass die Anzahl NOS-1-positiver Neurone im Dorsalhorn des
Ruckenmarks ansteigt (Herdegen et al., 1994; Yonehara et al., 1997; Maihofner et al.,
2000; Chu et al., 2005). Aulerdem wurde beschrieben, dass nach peripherer
Nervenverletzung die Anzahl NOS-1-positiver DRG-Neurone ansteigt und die NOS-1-
Expression im Bereich der zentralen Endigungen im Dorsalhorn zunimmt (Zhang et
al., 1993; Luo et al., 1999; Guan et al., 2007; Martucci et al., 2008). Des Weiteren hat
der NO-/cGMP-Signalweg neuroprotektiven Einfluss in DRG-Neuronen (Thippeswamy
et al., 2005).

Im Vergleich zur NOS-1 wird die NOS-2 basal nur sehr schwach in DRGs und im
Dorsalhorn des Ruckenmarks exprimiert (Wu et al., 1998; Maihéfner et al., 2000;
Henrich et al., 2002; Keilhoff et al., 2002; Chu et al., 2005; Ruscheweyh et al., 2006;
Tang et al., 2007; Martucci et al.,, 2008). Der Einfluss der NOS-2 auf die
Signalkaskaden im Schmerzprozess wird nicht einheitlich und teilweise
widersprichlich beurteilt. So wurde in einigen Studien berichtet, dass NOS-2 im
Dorsalhorn des Rickenmarks im Verlaufe von Entziindungsprozessen oder bei der
Entstehung neuropathischer Schmerzen induziert wird (Guhring et al., 2000; Tao et
al., 2003; Martucci et al., 2008; Hervera et al., 2012). In anderen Studien konnte jedoch
keine Induktion der NOS-2 im Schmerzprozess beobachtet werden (Keilhoff et al.,
2002; Chu et al., 2005; De Alba et al., 2006; Guan et al., 2007). Zudem konnte bisher

die zellulare Lokalisation der NOS-2 im Dorsalhorn des Rickenmarks nicht aufgeklart
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werden. Fur NOS-3 konnte gezeigt werden, dass sie konstant im Endothel des
Ruckenmarks und der DRGs exprimiert und im Verlaufe von Schmerzprozessen nicht
reguliert wird (Keilhoff et al., 2002; Chu et al., 2005; Guan et al., 2007).

1.3.2 Pro- und antinozizeptive Funktionen von Stickstoffmonoxid

Die ersten Hinweise, dass NO einen Einfluss auf die Schmerzverarbeitung hat, wurden
durch den Einsatz von unspezifischen NOS-Inhibitoren wie L-NAME und L-NMMA, die
alle drei NOS-Isoformen inhibieren, gewonnen. Nach der intrathekalen Applikation (i.t.)
der NOS-Inhibitoren konnte eine Hemmung des Schmerzverhaltens in
unterschiedlichen  Tiermodellen  fur  Entzindungsschmerzen und  nach
Nervenverletzung beobachtet werden (Meller and Gebhart, 1993; Luo and Cizkova,
2000; Makuch et al., 2013; Choi et al., 2016; Yang et al., 2016). Durch den Einsatz
selektiverer NOS-Inhibitoren konnte gezeigt werden, dass NOS-1 die fir die
Verarbeitung inflammatorischer und neuropathischer Schmerzen wichtigste NOS-
Isoform darstellt (Tao et al., 2004; Chu et al., 2005; Guan et al., 2007; Dableh and
Henry, 2011; Makuch et al., 2013). Darlber hinaus konnten inflammatorische
Schmerzen in einigen Studien auch mit NOS-2-Inhibitoren reduziert werden (Guhring
et al., 2000; Tao et al., 2003).

Zur weiteren Charakterisierung der schmerzrelevanten Funktion der NO-Synthasen
wurden Isoform-spezifische NOS Knockout (KO)-Mause untersucht. NOS-1 und NOS-
2 KO-Mause zeigten, im Gegensatz zu NOS-3-defizienten Mausen, ein leicht
reduziertes Schmerzverhalten in verschiedenen Schmerzmodellen. Jedoch wird die
Interpretation dieser Ergebnisse dadurch erschwert, dass die 2zwei nicht-
ausgeschalteten NOS-Isoformen in den KO-Mausen kompensatorisch hochreguliert
werden kdnnen (Tao et al., 2003, 2004; Boettger et al., 2007; Hervera et al., 2010).
Des Weiteren wurde in vielen Studien zur Untersuchung der NOS-1-Funktion eine
Mauslinie mit einer Deletion in Exon 2 verwendet, in der allerdings alternative Splice-
Varianten (z.B. NOS-1p3) noch aktiv sind (Eliasson et al., 1997). Dies kdnnte auch den
relativ schwachen Phanotyp im Schmerzverhalten der NOS-1- oder NOS-2-defizienten
Mause erklaren (Guhring et al., 2000; Tao et al., 2003, 2004; Chu et al., 2005; Boettger
et al., 2007; Guan et al., 2007; Hervera et al., 2010; Kuboyama et al., 2011; Keilhoff et
al., 2013).
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Aufgrund der beschriebenen antinozizeptiven Effekte der NOS-Hemmung oder NOS-
Deletion ist zu erwarten, dass NO-Donoren pronozizeptiv wirken. Tatsachlich konnte
gezeigt werden, dass die i.t. Injektion von NO-Donoren eine Hyperalgesie induzieren
oder verstarken kann (Kitto et al., 1992; Meller et al., 1992; Machelska et al., 1998;
Ferreira et al.,, 1999; Lin et al.,, 1999). In anderen Studien wurden jedoch auch
antinozizeptive Wirkungen von NO-Donoren beobachtet. So 16st z.B. die i.t. Injektion
des NO-Vorlaufers L-Arginin eine Reduktion der neuronalen Aktivitat im Dorsalhorn
und eine Erhdhung der Reizschwelle in Schmerzmodellen aus (Haley et al., 1992;
Zhuo et al.,, 1993). Diese dualen, pro- und antinozizeptiven Effekte konnten
konzentrationsabhangig ausgeldst werden. In Ratten wurde z.B. neuropathischer und
postoperativer Schmerz durch niedrige Dosen eines NO-Donors gehemmt und durch
hohe Dosen verstarkt (Sousa and Prado, 2001; Kina et al., 2005). Auch Daten aus
Humanstudien zeigen einen dosisabhangigen, dualen Effekt von NO: Geringe Dosen
von NO konnen den Schmerz nach Schulter- oder Ellebogen-Verletzungen verringern
(Berrazueta et al., 1996; Paoloni et al., 2003) und die Opioid-vermittelte Analgesie
verstarken (Lauretti et al., 1999b, 1999a). Demgegenulber 16sen hohe NO-Dosen
Hyperalgesien aus (Lauretti et al., 1999a; Cadiou et al., 2007).

Zusammengefasst weisen diese Daten darauf hin, dass die Inhibition der NO-
Produktion im Ruckenmark zur Abschwachung persistierender
Entziindungsschmerzen und neuropathischer Schmerzen flihrt. Desweiteren kann die
Applikation von NO-Donoren sowohl pro- als auch antinozizeptive Effekte ausldsen,
was auf verschiedene NO-abhangige Signalwege hindeutet (Schmidtko et al., 2009;
Schmidtko, 2015).

1.4 Guanylatzyklasen

Die Gruppe der Guanylatzyklasen definiert Enzyme, die nach Bindung verschiedener
Liganden cGMP und Pyrophosphat aus GTP bilden, wobei Magnesium-lonen (Mg?*)
als Kofaktor dienen. Sowohl cGMP als auch die katalysierenden Enzyme wurden in
den 1960er Jahren entdeckt (Ashman et al., 1963; Hardman and Sutherland, 1969;
Schultz et al.,, 1969; White and Aurbach, 1969). In Saugetieren konnten vier
Untereinheiten der I6slichen oder Stickstoffmonoxid-sensitiven Guanylatzyklase (NO-
GC oder sGC) nachgewiesen werden (GCa1, GCa2, GCB1 und GCP2). Des Weiteren
gibt es sieben membrangebundene Guanylatzyklasen (pGC), die GC-A, GC-B, GC-C,
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GC-D, GC-E, GC-F und GC-G genannt werden. Im Menschen kommen nur drei NO-
GC und funf pGC Untereinheiten vor, die GC-D und GC-G sind Pseudogene (Pan et
al., 2013). Die NO-GC liegt als Heterodimer und die pGC als Homodimer vor, wobei
eine Ausnahme die GC-C bildet, die als Homotrimer vorkommt (Potter, 2011). Wie in
Abb. 1.6 dargestellt ist, weisen die NO-GCs eine Hamoglobin-bindende Doméane (Hb)
und eine Dimerisierungs-Domane im N-terminalen Bereich auf und katalytische
Domanen im C-terminalen Bereich. Die pGCs beinhalten eine extrazellulare
Bindungsstelle fir Liganden, Transmembrandomanen, Kinasen-homologe Domanen,
Dimerisierungs-Domanen und C-terminale katalytische Domanen (Abb. 1.6).
Besonders die katalytische Domane ist hochkonserviert zwischen den verschiedenen
Familienmitgliedern der Guanylatzyklasen und ist homolog zur katalytischen Domane
der Adenylatzyklasen (Sunahara et al., 1998; Tucker et al., 1998).
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Abb. 1.6: Vereinfachte schematische Darstellung der Guanylatzyklasen aus Saugetieren und deren
Liganden. Insgesamt sind sieben transmembrane und vier I6sliche Guanylatzyklasen bekannt.
Genauere Beschreibungen der Struktur und Funktion sind dem Text zu entnehmen. Gleiche Farben in
der extrazellularen Domane deuten auf vergleichbare primdre Aminosauresequenzen der Rezeptoren
hin. Abklrzungen: ANP, Atriales natriuretisches Peptid; BNP, B-Typ natriuretisches Peptid; CNP, C-Typ
natriuretisches Peptid; CO, Kohlenstoffmonoxid; CO2, Kohlenstoffdioxid; HCO3s-, Bikarbonat; GC,
Guanylatzyklase; Gn, Guanylin; Hb, Hamoglobin; NO, Stickstoffmonoxid; NPR-C, Natriuretischer
Peptidrezeptor Typ-C; Sta, Hitze-stabile Enterotoxine; Uro, Uroguanylin.

Die Liganden fir die transmembranen GCs sind Peptide. Die GC-A wird durch das
atriale natriuretische Peptid (ANP) und das B-Typ natriuretische Peptid (BNP) aktiviert,
die GC-B durch das C-Typ natriuretische Peptid (CNP) (Suga et al., 1992). Die GC-A
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wird stark in der Niere und Nebenniere, in der Lunge, im Gefaldsystem, im Gehirn, in
der Leber und im Endothel- sowie Fettgewebe, und schwach im Herzen exprimiert
(Bryan et al., 2006; Potter et al., 2006; Dickey et al., 2007). Die Expression der GC-B
konnte im Gehirn, in der Lunge, im Knochen, im Herzen, in den Eierstdcken, in
Fibroblasten, in der glatten GefalRmuskulatur und auch in den Zellkérpern der DRGs
nachgewiesen werden (Schulz et al., 1989; Chrisman et al., 1993; Nagase et al., 1997;
Schmidt et al., 2007; Kishimoto et al., 2008; Schmidtko et al., 2008a; Zhang et al.,
2010; Loo et al., 2012). Der GC-B wurde aber auch eine wichtige Rolle in der axonalen
Bifurkation der Spinalganglien zugeordnet und sie ist assoziiert mit der
Schmerzwahrnehmung nach Hitzestimulation und chemischen Stimuli (Troster et al.,
2018).

Die GC-C wird durch die endogenen Liganden Guanylin und Uroguanylin aktiviert und
ist sehr stark im Darmepithel exprimiert. Dort ist die GC-C auch der Zielrezeptor fur
kleine Peptide, die von pathogenen Bakterien sekretiert werden (Hitze-stabile
Enterotoxine) und nachfolgend zu schwerem Flussigkeitsverlust flihren kdénnen
(Potter, 2011).

In Mausen und Ratten wurde die GC-D im Riechepithel und in Riechzilien
nachgewiesen und wird durch Kohlenstoffdioxid (COz2) und Bikarbonat aktiviert (Fulle
et al., 1995; Juilfs et al., 1997; Guo et al., 2009; Sun et al., 2009a). Zudem zeigten
auch die Liganden Guanylin und Uroguanylin zeigten eine aktivierende Wirkung auf
die GC-D (Leinders-Zufall et al., 2007).

Fir die GC-E und die GC-F konnten bisher keine extrazellularen Aktivatoren
identifiziert werden. Beide pGCs werden in der Retina exprimiert, die GC-E wurde
zudem noch in der Zirbeldrise nachgewiesen (Shyjan et al., 1992; Lowe et al., 1995;
Yang et al., 1995).

Die GC-G-Expression konnte in der Lunge, im Darm und im Skelett-Muskel
nachgewiesen werden, sowie in den Hoden von Mausen (Kuhn et al., 2004; Potter,
2011). Die GC-G wird durch Bikarbonat und COz2 aktiviert (Chao et al., 2010).

Im Gegensatz zu den pGCs wird die NO-GC durch das Gas NO aktiviert. Da die NO-
GC im Zytosol der Zelle lokalisiert ist, wird sie auch als I6sliche Guanylatzyklase
bezeichnet. Die NO-GC Expression konnte in fast jedem Gewebe nachgewiesen
werden, besonders stark wurde sie in den Lungen, im Gehirn, in der Niere und im
Gefallsystem detektiert (Potter, 2011). Da die NO-GCs die zentralen Proteine dieser

Arbeit darstellen, werden diese Enzyme im nachsten Kapitel genauer beschrieben.
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1.4.1 Stickstoffmonoxid-sensitive Guanylatzyklasen

Das Schlusselenzym des NO-/cGMP-Signalweges ist, wie bereits erwahnt, die
Stickstoffmonoxid-sensitive Guanylatzyklase (NO-GC). Im Endothel fuhrt der NO-
/cGMP-Signalweg zur Relaxation der glatten GefalBmuskulatur. Dieser erste
physiologische Signalmechanismus, der fur NO beobachtet wurde, fuhrte 1998 zum
Nobelpreis fur die verantwortlichen Wissenschaftler R. Furchgott, F. Murad und J.
Ignarro.

Wie in Abb. 1.6 dargestellt, setzt sich die NO-GC aus einer GCa- und GCp-
Untereinheit zusammen und enthalt eine Ham-Gruppe. Schon nach Bindung
nanomolarer NO-Mengen an die Hdm-Gruppe, wird cGMP aus GTP gebildet (Francis
etal., 2010), wobei Mg?* als Kofaktor benétigt wird (Koesling et al., 2016). Die Bindung
von NO kann nachfolgend zu einem 200-fachen Anstieg der katalytischen Rate fihren
(Russwurm and Koesling, 2004).

In den 1980er Jahren wurde zunachst ein Heterodimer der NO-GC aus der Lunge von
Ratten und Rindern aufgereinigt, der die GCa1- und GCB1-Untereinheit enthielt (Gerzer
etal., 1981; Kamisaki et al., 1986). Die GCa.1-Untereinheit wies eine molekulare Masse
von 73-76 kDa, die GCp1-Untereinheit von 70 kDa auf. Durch den Einsatz von
Algorithmen, die nach Homologien suchen, wurden zwei weitere NO-GC-
Untereinheiten entdeckt, die GCae2- und GCpB2-Untereinheit, wobei die Namensgebung
der héheren Homologie zur GCa1- oder GCB1-Untereinheit entspricht (Yuen et al.,
1990; Harteneck et al., 1991) Fir die GCB2-Untereinheit konnte allerdings bis heute
keine katalytische Aktivitat beobachtet werden und in vivo konnte auch keine
Proteinexpression bewiesen werden, so dass flr diese Untereinheit bisher keine
physiologische Funktion beschrieben werden konnte (Koesling et al., 2016). Fur die
GCoaez-Untereinheit konnte gezeigt werden, dass sie auch die GCp1-Untereinheit als
Dimerisierungspartner benutzt und die physiologische Funktion wurde durch die NO-
stimulierte cGMP-Aktivitat in den KOs der GCa1-Untereinheit bewiesen (Russwurm et
al., 1998; Mergia et al., 2006).

Allgemein kdnnen die Untereinheiten der NO-GC in vier Domanen gegliedert werden:
eine N-terminale Domane, eine Per/Arnt/Sim (PAS)-ahnliche Domane, eine coiled-
coil-Domane und eine C-terminale, katalytische Doméane (Abb. 1.7; (Pan et al., 2013)).
Die genaue Funktion der zentralen PAS-ahnlichen und der coiled-coil Domane ist

bisher unbekannt, wahrscheinlich sind diese Regionen jedoch fur die Bildung des
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Heterodimers notig (Derbyshire and Marletta, 2012). Wie schon in Kapitel 1.4
beschrieben, besteht eine hohe Homologie zwischen der C-terminalen Domane der
NO-GC und der entsprechenden Domane in den partikularen Guanylatzyklasen und
Adenylatzyklasen. Im C-Terminus besteht auch die héchste Homologie zwischen der
GCa1- und GCoz-Untereinheit. Das katalytische Zentrum der NO-GC wird von den
katalytischen Domanen der GCa1/GCa2- und der GCB1-Untereinheit gebildet (Abb.
1.8) (Koesling et al., 2016). Im N-Terminus dagegen ist die Homologie zwischen der
GCa1- und GCoez-Untereinheit extrem gering (Koesling and Friebe, 2000). In der GCB1-
Untereinheit ist in dieser Region die Hdm-bindende Domane lokalisiert, die eine hohe
Homologie zu sogenannten H-NOX-Domanen (Heme Nitric oxide/OXygen binding)
aufweist, die in Prokaryoten vorkommen (Abb. 1.7; (Koesling et al., 2016)). Durch den
KO der GCp1-Untereinheit kommt es zum kompletten Verlust funktionsfahiger NO-GC

Heterodimere in der Maus (Friebe et al., 2007).

P
a 1
Ham
T —
H-NOX PAS CcC CAT

Abb. 1.7: Domanenarchitektur der GCa- und der GCB-Untereinheiten. In schwarz ist die Heme Nitric
oxide/OXygen binding (H-NOX)-Domane dargestellt. Die GCB-Untereinheit bindet hier das Hdm (Rot).
Die zentralen Domanen sind in griin (PAS-ahnliche Domane) und grau (coiled-coil Doméane (CC))
dargestellt. C-terminal ist die katalytische Domane (CAT, gelb) abgebildet.

Wie schon im oberen Teil beschrieben, wurden in den letzten Jahren zwei katalytisch
aktive Isoformen identifiziert, die NO-GC1 (a1f31) und NO-GC2 (a2f31), wobei die GCB1-
Untereinheit der Dimerisierungspartner fur die GCait- und GCoe-Untereinheit ist
(Friebe et al., 2007; Koesling et al., 2016). In Abb. 1.8 ist die Struktur der Heterodimere
dargestellt: Jede Isoform besitzt N-terminal eine Ham-bindende Domane, die primar
von der GCp1-Untereinheit gebildet wird. Zentral ist die Dimerisierungs-Doméne
lokalisiert, durch die eine feste Kopplung der Untereinheiten gewahrleistet wird. C-
terminal liegt die katalytische Domane, die zu gleichem Anteil von den zwei GC-
Untereinheiten gebildet wird (Abb. 1.8; (Derbyshire and Marletta, 2012; Koesling et
al., 2016)). Die katalytische Effizienz der NO-GC ist abhangig von der NO-Bindung an
das Hamoglobin in der H-NOX-Doméane der GCp1-Untereinheit. Die Selektivitat der
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NO-GC ist extrem hoch gegenuber GTP, allerdings kann auch 2°-d-GTP, GTP-y-S,
Guanosin 5°-[B, y-imido]-Triphosphat (GMP-PNP), ITP, UTP und ATP umgesetzt
werden (Derbyshire and Marletta, 2012).

N-Terminus [—

Ham-bindende Domane @ N:T\NH'

His105 J

GTP o
0] (0] 0]
Dimerisierungs-Doméne Ho-P-0-P-0-P-o_ vl
OH OH OH g
OH OH

Katalytische Doméne

v

o}
(Allosterische und NSNH
katalytische Seite) 4 c’)—V0<"Jf'\I\*NHz
C-Terminus _ ('3 O=P-OHOH
OH
cGMP

Abb. 1.8: Vereinfachte schematische Darstellung der I6slichen Guanylatzyklasen NO-GC1 und NO-
GC2. In beiden Isoformen bindet die GCB1-Untereinheit eine GCa-Untereinheit, GCa1 bei der NO-GC1
und GCa:z bei der NO-GC2. Beide Isoformen weisen C-terminal sowohl eine katalytische Domane als
auch eine Dimerisierungs-Domane auf. N-terminal liegt die Hdm-bindende Domane, das Ham liegt
gebunden an die GCp1-Untereinheit vor. Bei der NO-Bindung kommt es zu einer sterischen
Konformationsanderung, so dass GTP zu cGMP umgesetzt wird.

Die NO-GC2 interagiert in vivo mit PDZ Domanen (Russwurm et al., 2001). Die PDZ-
Domanen sind Gerustproteine, die Proteininteraktionen unterstitzen bei Zielproteinen,
die kurze Aminosauresequenzen im C-Terminus aufweisen. Die Zielsequenz der NO-
GC2 ist im C-Terminus der GCoz-Untereinheit lokalisiert, die mit dem Protein PSD-95
interagiert. PSD-95 besitzt drei PDZ-Domanen, die mit der NOS-1 und dem NMDA-
Rezeptor interagieren, so dass alle wichtigen Proteine der NO-/cGMP-Signalkaskade
an einem Ort lokalisiert werden (Russwurm and Koesling, 2002).

Die Expression der NO-GC Isoformen konnte im Zytosol fast jeder Saugetierzelle
nachgewiesen werden, so im Gehirn, in der Lunge, in den Aorten, in verschiedenen
Bereichen des Darms, in der Plazenta, im Herz, in der Milz, in den Hoden, im Uterus,
in der Niere und in der Leber (Mergia et al., 2003; Pan et al., 2013). Die mRNA der

NO-GC1 Isoform wird im Vergleich besonders hoch in der Lunge exprimiert. Auch in
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der Milz und in den Hoden ist die mMRNA-Expression der NO-GC1 hdher als die der
NO-GC2, aber im Vergleich zur Lunge um das Dreifache reduziert. Im Gehirn ist die
NO-GC Expression im Vergleich zur Lunge um das Sechsfache reduziert. Im Gehirn
ist die mRNA-Expression der NO-GC1 und NO-GC2 vergleichbar hoch. In den
restlichen Organen ist die NO-GC2 deutlich schwacher exprimiert als die NO-GC1. Im
Muskel konnte weder fur die NO-GC1, noch fur die NO-GC2 eine Expression detektiert

werden.

1.4.2 Expression und Funktion der Stickstoffmonoxid-sensitiven

Guanylatzyklasen im nozizeptiven System
Die NO-GC wird im Ruckenmark von Mausen und Ratten in Neuronen exprimiert. In
Lamina | ist die NO-GC in Projektionsneuronen, aber auch in Lamina Il und Il in
inhibitorischen und exzitatorischen Interneuronen exprimiert (Ding and Weinberg,
2006; Ruscheweyh et al., 2006; Schmidtko et al., 2008a). Allerdings wurde in diesen
Studien nicht zwischen der NO-GC1 und NO-GC2 unterschieden, da immer die GCf1-
Untereinheit detektiert wurde. In der Studie von 2008 konnte mit einem Antikorper
gegen die GCpi-Untereinheit, der mit Hilfe von KO-Gewebe spezifiziert wurde,
keinerlei Expression der NO-GC in terminalen Endigungen der primarafferenten
Fasern im Ruckenmark von Mausen nachgewiesen werden (Schmidtko et al., 2008a).
Auch in Ratten konnte keine NO-GC Immunoreaktivitat in terminalen Endigungen der
primarafferenten Fasern detektiert werden (Ding and Weinberg, 2006). In einigen
Studien wurde auch eine Expression der NO-GC in DRG-Neuronen beschrieben
(Maihofner et al., 2000; Ruscheweyh et al., 2006; Luo et al., 2012). Die Studie mit
GCp1-KO Kontrolle konnte jedoch keine Expression in den DRG-Neuronen aufzeigen
(Schmidtko et al., 2008a). Allerdings zeigen alle Studien, dass die NO-GC in
Satellitenzellen der DRG-Neurone exprimiert wird. Zudem konnte in DRGs von
Mausen auch eine Expression der NO-GC im Endothel detektiert werden, sowohl in
Perizyten als auch in glatten Muskelzellen (Typ-a) (Schmidtko et al., 2008a; Luo et al.,
2012).
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1.4.3 NO-/cGMP-Signalkaskaden im nozizeptiven System

Der komplette Verlust der NO-GC in Mausen fuhrt nicht nur zum Verlust der NO-
induzierten Hyperalgesie, sondern hat auch einen inhibierenden Effekt auf die
Ausbildung entzindlicher und neuropathischer Schmerzen (Schmidtko et al., 2008a).
Auch nach Injektion des NO-GC Inhibitors ODQ (1H-[1,2,4]-oxadiazolo-[4,3-
aJquinoxalin-1-one) wurden sowohl in Mausen als auch in Ratten antinozizeptive
Effekte beobachtet. So konnte z.B. die lokale Applikation von ODQ im Rickenmark
eine Glutamat- und NMDA-induzierte Hyperalgesie inhibieren (Ferreira et al., 1999;
Kawamata et al., 1999; Tao and Johns, 2002; Song, 2005; Komatsu et al., 2009;
Tanabe et al., 2009; Ding et al., 2010).

Im Vergleich zu diesen antinozizeptiven Effekten nach Inhibierung der NO-Synthasen
oder der NO-GC sind die Ergebnisse flr den Einsatz von cGMP-Analoge nicht
konsistent, da sowohl pro- als auch antinozizeptive Effekte beobachtet wurden
(Schmidtko et al., 2009; Schmidtko, 2015; Chen et al., 2017; Dallel et al., 2018). Diese
Ergebnisse deuten auf einen grof3en Einfluss des von der NO-GC gebildeten cGMPs
in der Verarbeitung pro- und antinozizeptiver Signale hin. Das cGMP kommuniziert
durch verschiedene downstream Effektoren, wie die cGMP-gesteuerten lonenkanale
(CNG), Phosphodiesterasen (PDEs) und cGMP-abhangige Proteinkinasen (PKGs)
(Abb. 1.5; (Francis et al., 2010)). Inwieweit PDEs an der Schmerzverarbeitung durch
cGMP-Signalkaskaden beteiligt sind, ist bisher sehr wenig erforscht. Allerdings wurde
die Expression der PDEZ2, 5 und 9 im Ruckenmark beschrieben (de Vente et al., 2006;
Kallenborn-Gerhardt et al., 2014) und in den DRGs konnten die PDE3 und PDES
detektiert werden (Kruse et al., 2006).

Auch verschiedene CNG-Kanale werden im schmerzrelevanten Gewebe exprimiert
(Pollock et al., 2003; Kruse et al., 2006). Dabei ist besonders interessant, dass die
CNGA3-Untereinheit auch in den DRGs der Satellitenzellen exprimiert wird, ebenso
wie die NO-GC (Heine et al., 2011). In der genannten Studie konnte die CNGA3
darUber hinaus in inhibitorischen Interneuronen im Ruckenmark lokalisiert werden,
auch hier ist die Expression konform mit der beschriebenen NO-GC Expression. Die
Injektion eines NO-Donors oder von cGMP-Analoga in CNGA3 KO-Mausen fuhrte
zudem zu einer verstarkten mechanischen Hypersensitivitat, was darauf hindeutet,
dass die CNGA3 ein nachgeschaltetes Zielprotein der NO-GC ist und einen
inhibierenden Einfluss auf die persistierende Schmerzentstehung hat (Schmidtko,
2015).
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Eine besondere Rolle in den schmerzrelevanten cGMP-Signalwegen spielt die PKG-,
die lange Zeit als das primares Zielprotein der NO-vermittelten cGMP-Produktion
angesehen wurde (Qian et al.,, 1996). Diese Annahme basierte auf der grofRRen
Wichtigkeit des NO/NO-GC/cGMP/PKG-I Signalweges in anderen Geweben (Feil and
Kleppisch, 2008). Neuere Studien weisen jedoch darauf hin, dass die PKG-I in der
Schmerzverarbeitung durch NO-unabhangige Mechanismen aktiviert wird. Die PKG-
la-lsoform wird im Groldteil der DRG-Neurone exprimiert. Zudem konnte die
Expression in einigen Interneuronen des Dorsalhorns gezeigt werden (Qian et al.,
1996; Tao et al., 1999; Sung et al., 2006; Schmidtko et al., 2008b; Luo et al., 2012;
Lorenz et al., 2014). Nach Nervenverletzung und Induktion einer Entziindung wurde
gezeigt, dass die Expression der PKG-la-Isoform in DRGs (Sung et al., 2004, 2006;
Lorenz et al., 2014) und im Ruckenmark erhoht wird (Tao et al., 1999; Tegeder et al.,
2002; Schmidtko et al., 2003). Die globalen und Nozizeptor-selektiven KO-Tiere der
PKG-I  zeigten ein  reduziertes  Schmerzverhalten in  Modellen  flr
Entziindungsschmerzen und Neuropathien (Tegeder et al., 2004; Luo et al., 2012;
Lorenz et al., 2014). Des Weiteren zeigen PKG-I-Inhibitoren antinozizeptive Effekte im
Tiermodell (Tao et al., 1999; Schmidtko et al., 2003, 2009; Luo et al., 2012; Lorenz et
al., 2014). Bisher konnten schon einige Zielproteine identifiziert werden, die in DRGs
von der PKG-la-Isoform phosphoryliert werden, so z.B. das Cystein-reiche Protein
(CRP4, vormals als CRP2 klassifiziert (Schmidtko et al., 2008b)), das Vasodilatator-
stimulierte Phosphoprotein (VASP), myosin light chains (MLC), der Inositol 1,4,5-
Triphosphat Rezeptor 1 (IPsR1) (Luo et al., 2012) und modglicherweise auch
kalziumaktivierte Kaliumkanale mit grof3er Leitfahigkeit (BKca (Zhang et al., 2010; Lu
et al., 2014)). Allerdings ist die PKG-la in den DRGs nicht kolokalisiert mit der NO-GC,
und im Ruckenmark konnte nur eine sehr geringe Kolokalisation gezeigt werden
(Schmidtko et al., 2008a). Andere Studien weisen bisher darauf hin, dass die PKG-la
in DRGs mit den partikularen Guanylatzyklasen GC-A und GC-B kolokalisiert und nach
Stimulation mit natriuretischen Peptiden aktiviert wird (Schmidt et al., 2007; Kishimoto
et al., 2008; Schmidtko et al., 2008a; Zhang et al., 2010). Zur PKG-I und PKG-II
konnten im schmerzverarbeitenden System keine Hinweise in der Literatur gefunden

werden.
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Einleitung

1.5 Zielsetzung

Das Molekul cGMP ist in Saugetieren ein sehr wichtiger second messenger, der jedoch
bisher nur bedingt Beachtung in der Schmerzforschung findet. Studien der letzten
Jahre konnten durch den Einsatz von NO-Inhibitoren, NO-GC-Inhibitoren und durch
die Analyse von KO-Mausen den NO-/cGMP-Signalweg mit der Entstehung und
Auspragung chronischer Schmerzen assoziieren. Dabei wurden sowohl pro- als auch
antinozizeptive Effekte beobachtet. Besonders der separate Einfluss der zwei NO-GC
Isoformen (NO-GC1 und NO-GC2) auf die NO-/cGMP-Signalkaskade im
schmerzrelevanten Gewebe ist bisher vollig unklar und ebenso sind die Zielproteine
des gebildeten cGMPs nicht vollstandig bekannt.

Die Zielsetzung der vorliegenden Arbeit war, den Einfluss der zwei NO-GC Isoformen
auf die beschriebenen pro- und antinozizeptiven Phanotypen der NO-/cGMP-
Signalkaskaden zu untersuchen. Dazu wurden globale KO-Mause der Isoformen
genutzt (GCou™* und GCo2™) und in verschiedenen Modellen fiir akute nozizeptive,
inflammatorische und neuropathische Schmerzen untersucht. Zudem wurde das
Isoform-spezifische KO-Gewebe der Mause eingesetzt, um die Expression der jeweils
nicht ausgeschalteten Isoform im schmerzrelevanten Gewebe zu untersuchen und
auch die Expression der NO-GC Isoformen im Verlaufe der Schmerzentstehung zu
analysieren. Des Weiteren wurden die vor- und nachgeschalteten Signalwege
untersucht, um die Kaskade der NO-/cGMP-Signale genauer zu beschreiben. Die
erarbeiteten Ergebnisse konnen dazu beitragen, die molekularen Mechanismen der
chronischen Schmerzverarbeitung besser zu verstehen und gezielter neue und

innovative Arzneistoffe zu generieren.
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien und Reagenzien

Substanz

Material und Methoden

Hersteller, Ort

Acrylamid (Rotiphorese® 30 %)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Agarose

Sigma-Aldrich GmbH, Seelze

Albumin, IgG-frei

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Ammoniumperoxidsulfat (APS)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Borsaure

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Bradford-Reagenz (Roti®-Quant)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Calciumchlorid

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Capsaicin

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Steinheim

Chloroform

Merck KGaA, Darmstadt

Complete Freund’s Adjuvants (CFA)

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

DAPI

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific; Life

Technologies Corporation, Eugene (USA)

Dimethylsulfoxid (DMSO)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Dinatriumhydrogenphosphat

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Steinheim

dNTPs Qiagen GmbH, Hilden

DTT Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

EDTA

Steinheim

Essigsaure 100 %

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Ethanol 70 %

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Ethanol absolut

Merck KGaA, Darmstadt

Fluoromount G

Southern Biotech, Birmingham, AL

Formaldehyd-Lésung (37 %)

AppliChem GmbH, Darmstadt

Gasgemisch 95 % CO2 + 5 % Oz

Praxair, Biebesheim am Rhein

Gefriermedium (Tissue-Tek® O.C.T.™)

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen

Glycerin

AppliChem GmbH, Darmstadt
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Material und Methoden

Substanz Hersteller, Ort
Glycin Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Isofluran Abbot GmbH und Co KG, Wiesbaden

Isopropanol 100 %

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Kaliumchlorid

Merck KGaA, Darmstadt

Kaliumdihydrogenphosphat

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Kohlendioxid

Praxair, Biebesheim am Rhein

Roti®-Liquid Barrier Marker

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Magnesiumchlorid

AppliChem GmbH, Darmstadt

Mercaptoethanol Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Methanol 100 % Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
Natriumacetat Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Natriumchlorid

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,
Steinheim

Natriumchlorid-Lésung

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Natriumcitrat

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Natriumdeoxycholat

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Natriumdihydrogenphosphat

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Natriumhydroxid-Platzchen

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

NOC-5

Enzo Life Science GmbH, Lorrach

Odyssey® Blocking Puffer (PBS)

Li-COR Odyssey, Bad Homburg

Oligonukleotide

Biomers.net GmbH, Ulm

Paraformaldehyd

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Phosphosafe™ Extraction Reagenz

Novagen, Merck KGaA, Darmstadt

Ponceau S

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Pierce™ Protease Inhibitor Mini Tablets, EDTA-

free

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Proteinase K

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

QIAZOL Lysis-Reagent

Qiagen GmbH, Hilden

Restriktionsenzyme

New England Biolabs, Frankfurt am Main

RNase freies Wasser

Qiagen GmbH, Hilden

RNaseZap™

Invitrogen by Thermo Fisher Scientific; Life

Technologies Corporation, Eugene (USA)

Roti®-Safe

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Roti®-Load (4x)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe
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Substanz

Material und Methoden

Hersteller, Ort

Saccharose

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Salzsaure (rauchend (37 %))

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

SDS-Pellets (Sodium-dodecyl-sulfat)

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Sudanschwarz B

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Taq DNA Polymerase 2x Master Mix RED, 1,5
mM MgCl2

Ampligon, Odense, Danemark

TEMED

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Trichloressigsaure

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Triethanolamin

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

Trinatriumcitrat

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

TRIS-Base

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

TRIS-Hydrochlorid

Carl Roth GmbH & Co, Karlsruhe

TritonX-100

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

TRIzoI™ Reagent

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Tween®20

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

Tween®80

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

WesternSure® Chemiluminszenz Losung

Li-COR Odyssey, Bad Homburg

WesternSure® Pen

Li-COR Odyssey, Bad Homburg

Zymosan A

Sigma-Aldrich Laborchemikalien GmbH,

Steinheim

2.1.2 Verbrauchsmaterialien und Kits
Kits

Hersteller, Ort

First Strand cDNA Synthesis Kit

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

RNEAsy Midi Kit

Qiagen GmbH, Hilden

RNAse-Free DNAse | Set

Qiagen GmbH, Hilden

TSA®-Fluoreszenz Kit

PerkinElmer

ViewRNA™ Tissue-Kit

Affymetrix, Thermo Fisher Scientific, Waltham
(USA)
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Material und Methoden

Verbrauchsmaterialien

Hersteller, Ort

Cryomold Einbettschalen Sakura biopsy

Sakura Finetek Germany GmbH, Staufen

Deckglaser 24x60mm

Knittel

Braunschweig

Waldemar

Kandlen (Sterican®; G 30 1/2; G 27 1/2)

B. Braun Melsungen AG, Melsungen

Mikroplatte 96-well, PS, U-Boden

greiner bio-one GmbH, Frickenhausen

Sigma-Aldrich Laborchemikalien

Nitrozellulose Membran (Amersham™ Protran®)

Steinheim

Objekttrager (Thermo Scientific™ SuperFrost

Plus™ Adhesion slides)

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

PCR-Platte (Hard-Shell® 96-Well PCR Plate)
und Microseal® PCR Plate Sealing Film

Bio-Rad, Kalifornien

Pipettenspitzen (10 wl, 100 wl, 200 pl, 1000 pl)

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Reagiergefafld 2ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Reagiergefalt 0,5 mi

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

SafeSeal Gefal 1,5 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Schraubroéhre 15 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

Schraubréhre 50 ml

Sarstedt AG & Co. KG, Nimbrecht

2.1.3 Gerate und Instrumente

Gerate-/ Instrument-Name

Typ, Hersteller, Ort

Chemilumineszenz und Fluoreszenz Detektion

Odyssey® 9120 Imaging system, Li-COR
Bioscience, Bad Homburg
ChemiDoc XRS, Bio-Rad, Kalifornien

Dynamic Plantar Aesthesiometer

37450, Ugo Basile, Gemonio (ltalien)

Elektrophorese-Kammer

OwlScientific, B1 Electrophoresis Systems,
Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Plantar Test (Hargreaves Apparatus)

37370, Ugo Basile, Gemonio (ltalien)

Hot-/Cold-Plate

35100, Ugo Basile, Gemonio (ltalien)

Hybridisierungsofen

ThermoBrite®, Leica Mirkosysteme Vertrieb
GmbH, Wetzlar

Kleintier-Induktionskammer

Groppler, Deggendorf

Kryotom

Cryostar™ NX50 Cryostat, Thermo Fisher
Scientific, Waltham (USA)
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Material und Methoden

Geriéte-/ Instrument-Name Typ, Hersteller, Ort

Nikon Eclipse Ni-U, Nikon GmbH, Disseldorf

Filter:

Orange H Bandpass Filterset, AHF

DAPI ET-Set, AHF

mCherry HC-Filterset, AHF

FITC-3540C-000 Brightline Filterset, Semrock
Mikroskop Cy5-4040C-000 Brightline Filterset, Semrock

Objektive:

4x Plan Fluor, Nikon

10x Plan Fluor, Nikon

20x Plan Apo A, Nikon

40x Plan Fluor, Nikon

60x Ol, Plan Apo A, Nikon

] Nikon DS-Qi2 (Monochrom), Nikon GmbH,
Mikroskop-Kamera

Dusseldorf
Mikroskop-Lichtquelle Intensilight C-HGFI, Nikon GmbH, Dusseldorf
Mouse Rota-Rod 47600, Ugo Basile, Gemonio (ltalien)
Multi-Plate Reader Victor X3, PerkinElmer, Rodgau
Narkosegerat UniVet Porta, Groppler, Deggendorf

T100 Thermal Cycler, BioRad, Kalifornien

Primus25 advanced®, PeqglLab, Erlangen

PCR-Cycler
CFX96 Touch™ Real-Time System, BioRad,
Kalifornien
SDS-Gelelektrophorese und Western Blot Mini-Protean® Tetra System, BioRad,
Transfer Apparaturen Kalifornien
PowerPac™ Basic Power Supply, BioRad,
Kalifornien
Spannungsgeber

Power Supply EPS 301, GE Healthcare Europe
GmbH, Freiburg

GUS2 Stand und C-FMBN Fokus-Einheit, Nikon

Stereomikrosko
P Kaltlichtquelle KL 200 LED, Schott, Mainz

NanoDrop™ 2000, Thermo Fisher Scientific,

UV-VIS-Spektralphotometer
Waltham (USA)
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Material und Methoden

2.1.4 GroRenstandards

DNA-Marker

Hersteller, Ort

100 bp GeneRuler

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

1 kb GeneRuler

Thermo Fisher Scientific, Waltham (USA)

Protein-Marker

Hersteller, Ort

Precision Plus Protein™ Dual Color

BioRad Laboratories, Kalifornien

2.1.5 Oligonukleotide

Bezeichnung

Sequenz (5"— 3")

Verwendung

loxP-a1U1-fw TGTAGAAGAGGGGATAGAAAGACC GC-a1 Deletion (Del)
FiLs-rev TCCCGAGATGAAGTAGTTAGT GC-o1 Del/WT/Flox
F1U1-fw ATGACAAATGAGCAGACG GC-o1 WT/Flox
Po2Us-fw AGGTGGGGCTGTCTCTGAA GC-a2 Del

Falo-rev GGGGGCCCTGACATTTGA GC-a2 Del

FaU1-fw TTTGAAATTACTTGGAGATAGA GC-o2 WT/Flox
Faolo-rev GGGGGCCCTGACATTTGA GC-o2 WT/Flox
fw_tomato-Cre CTGTTCCTGTACGGCATGG TomatoRed Reporter
rev_tomato-Cre GGCATTAAAGCAGCGTATCC TomatoRed Reporter
fw_tomato-WT AAGGGAGCTGCAGTGGAGTA TomatoRed Reporter
rev_tomato-WT CCGAAAATCTGTGGGAAGTC TomatoRed Reporter

loxP-B1-U+ AAGATGCTGAAGGGAAGGATGC GC-B+1 Del/WT/Flox
loxP-B1-L1 CAGCCCAAAGAAACAAGAAGAAAG GC-B1 Del/WT/Flox
del-B1-L1 GATGTGGGATTGTTTCTGAGGA GC-B1 Del/WT/Flox

CB1-Kontrolle Cre-
CB1_fwd GCTGTCTCTGGTCCTCTTAAA

PCR

CB1-Kontrolle Cre-
CB1_rev GGTGTCACCTCTGAAAACAGA

PCR
Cre_fwd GAAAGCCATGTCCAATTTACTGACCGTA Cre-PCR
Cre_rev GCGCGCCTGAAGATATAGAAG Cre-PCR

GC-a1 Exon 4/5
Mm_2Gucy1a3_Fw AATAATCGCAGAAGAAGCAA

(qPCR)

GC-o1 Exon 4/5
Mm_2Gucy1a3_Rv GAGCGTGCTGAAGCTATTTA

(qPCR)

GC-o2 Exon 4/5
Mm_2Gucyla2_Fw CTACGATTGTCCACTCCATT (GPCR)

q
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Bezeichnung

Sequenz (5 — 3)

Material und Methoden

Verwendung

GC-a2 Exon 4/5

Mm_2Gucyl1a2_Rv GTTCATCCAACTTGTCCACA
(gPCR)
Mm_2Gucy1b3_Fw GATCTCTACACCCGATTTGA GC-B1 (qPCR)
Mm_2Gucy1b3_Rv GATCCCGATTGTTATCTGAA GC-B1 (qPCR)
Mm_GAPDH_F AAATTCAACGGCACAGTCAA GAPDH (gPCR)
Mm_GAPDH_R TCTCCATGGTGGTGAAGACA GAPDH (gPCR)
NOS-1_fw AATGGAGACCCCCCAGAGAAT NOS-1 (gPCR)
NOS-1_rv TCCAGGAGAGTGTCCACTGC NOS-1 (qPCR)
NOS-2_fw ACGCTTGGGTCTTGTTCACT NOS-2 (gPCR)
NOS-2_rv GTCTCTGGGTCCTCTGGTCA NOS-2 (gPCR)
NOS-3_fw AAGACAAGGCAGCGGTGGAA NOS-3 (gPCR)
NOS-3_rv GCAGGGGACAGGAAATAGTT NOS-3 (gPCR)
PKGalpha_fw CGCCAGGCGTTCCGGAAGT PKG-la (QPCR)
PKGalpha_rv GTGCAGAGCTTCACGCCTT PKG-la (QPCR)
PKGbeta_fw CCGCCTTCGACATCCAGGAT PKG-IB (qPCR)
PKGbeta_rv TCAACCTTCCCATCTTCCATG PKG-IB (qPCR)
PKG-II_fw GCGCACCTGGAAAGTTAC PKG-II (qPCR)
PKG-Il_rv CAGTTCTTCTGTGAGCTCTG PKG Il (QPCR)
21.6 Losungen und Puffer

Lésungen/Puffer Zusammensetzung
Antikérper-Puffer (WB- .

Non-fat dry milk in PBST (siehe unten) 0,3 %
HRP)
Blocking-Puffer (WB-
HRP) Non-fat dry milk in PBS (1x) 3%
Gylcerol (87 %) Glycerol (autoklaviert) 87 %
NaCl-Loésung NaCl 0,9 %
(Perfusion) H20 Ad1L
Odyssey®-Blockpuffer ~ Odyssey® Blocking Puffer in PBS 1:1
Odyssey®-Antikorper- _

Odyssey® Blocking Puffer in PBST 1:1
Puffer

NaCl 1,7M
PBS KCI 34 mM

Na2HPO4 111 mM

KH2PO4 18,4 mM
PBST Tween® 20 in PBS (1x) 0,1 %

35



Material und Methoden

Losungen/Puffer Zusammensetzung
PBST Triton X-100 in PBS (1x) 0,1 %
PFA-Lésung Paraformaldehyd in PBS (1x) (pH 7,4) 1-4%
. Trichloressigsaure 3%
Ponceau-S-Lésung
Ponceau-S 0,1 %
Proteinase K 10 mg/ml
1 M TRIS-HCI (pH 8) 5ml
Proteinase K-Puffer
CaClz 0,15¢g
Glycerol 25 mi
NaCl 150 mM
Triton X-100 1%
RIPA-Puffer Natriumdesoxycholat 0,5 %
SDS 0,1 %
TRIS (pH 8,0) 50 mM
Acrylamid 3%
TRIS-HCI (pH 6,8) 125 mM
Sammelgel SDS 0,1 %
APS 0,05 %
TEMED 0,05 %
TRIS HCL (pH 8,5) 100 mM
EDTA 5 mM
Schwanzlyse-Puffer
SDS 0,2%
NaCl 200 mM
TRIS-Base 25 mM
SDS-Laufpuffer Glycin 0,2M
SDS 0,1 %
Triethanolamin 50 mM
NaCl 50 mM
TEA-Puffer
EDTA 1mM
(pH 7.,4)
TRIS-Base 108 g
Borsaure 55¢
TBE-Puffer (10x)
EDTA (0,5 M, pH 8,0) 40 ml
H20 Ad1L
TRIS-Base 48 mM
Glycin 39 mM
Transferpuffer
Methanol 20 %
SDS 0,0037 %




Material und Methoden

Losungen/Puffer Zusammensetzung
Acrylamid 8-12 %
TRIS-HCI (pH 8,8) 375 mM
Trenngel SDS 0,1 %
APS 0,05 %
TEMED 0,05 %

2.1.7 Polymerasen

Name Hersteller, Ort
iTag Universal SYBR Green SuperMix BioRad, Kalifornien
Taq DNA Polymerase 2x Master Mix RED, 1,5

Ampligon, Odense, Danemark
mM MgCl2

21.8 Antikorper

Spezies und Hersteller,

Sekundar-Antikérper Verdiinnung Immunglubulin Katalognummer

IHC WesternBlot
Life Technologies,
Anti-Mouse AF488 1:2000 — Ziege, 1gG1
A21121

Anti-Mouse AF555 1:1000 — Ziege, 1gG1 Invitrogen, A21127
Anti-Mouse AF555 1:1000 — Ziege, 1gG2a Invitrogen, A21137
Anti-Mouse AF350 1:800 — Ziege, 1gG2a Invitrogen, A21130
Anti-Mouse HRP 1:500 — Ziege Life Tech.,A24518
Anti-Rabbit AF488 1:2000 — Ziege Invitrogen, A11008
Anti-Rabbit AF555 1:1000 — Ziege Life Tech., A21429
Anti-Rabbit HRP 1:500 — Ziege Sigma, A9169
Anti-Rat AF555 1:1000 — Ziege, IgG (H+L) Invitrogen, A21434
Anti-Mouse-IRDye® )

— 1:10000 Ziege LICOR, 925-32210
800CW
Anti-Rabbit-IRDye®

— 1:10000 Ziege LICOR, 925-32211
800CW
Anti-Mouse-IRDye® )

— 1:10000 Ziege, IgG1 LICOR, 926-68050
680LT
Anti-Rabbit-IRDye®

— 1:10000 Ziege LICOR, 925-68071
680RD
o-Tubulin — 1:1000 Maus, 19G1 Upstate, 05-829
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Spezies und

Hersteller,

Sekundar-Antikorper Verdiinnung Immunglubulin Katalognummer
IHC WesternBlot
BD Pharmingen,
CD31 1:800 — Ratte, IgG2a
557355
CGRP 1:800 — Kaninchen Calbiochem, PC205L
BD Pharmingen,
eNOS (NOS-3) 1:100 1:500 Maus, 1gG1
610296
GADG67 1:600 — Maus, 1gG2a Millipore, MAB5406
1:500-1: AG Friebe, Maximilian
GCpB1 1:500 Kaninchen o
1500 Universitat Wirzburg
GeneTex,
Glutaminsynthase 1:1000 — Maus, 1gG1
GTX630654
IB4 - AF488
Griffonia
conjugated Isolectin 1:300 — L Invitrogen, 121411
simplicifolia
B4
1:250-1:
NeuN — Maus, 1gG1 Millipore, MAB377
1000
NF200 1:1500 — Maus, 1gG1 Sigma, N0142
NF200 1:2000 — Kaninchen Sigma, N4142
nNOS (NOS-1) 1:1500 1:500 Kaninchen Santa Cruz, sc-648
Peripherin 1:400 — Maus, 1gG1 Chemicon, MAB1527
Santa Cruz, sc-
PKCy 1:800 — Maus, 1gG2a
166385
BD Pharmingen,
Substance P 1:1500 — Ratte, IgG2a
556312
2.1.9 In-situ-Hybridisierungs-Sonden
Sondenname und Label Gen und Katalog Nr. Hersteller

Galanin-TYPE6

Gal; VB6-3199892

GCa1-TYPE1 Gucy1a3; VB1-17743
GCa1-TYPEG Gucy1a3; VB6-3197876
GCoa2-TYPE1 Gucy1a2; VB1-17742
GCoa2-TYPEG Gucy1a2; VB6-3197875
GCp+-TYPEG Gucy1b1; VB6-18183
VGLUT2-TYPE6 SLC17A6; VB6-16625
VGAT-TYPEG6 SLC32A1; VB6-17400
NK1R-TYPE1 Tacr1; VB1-12918

Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific; Life Technologies
Corporation, EUgene (USA)
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Sondenname und Label

Gen und Katalog Nr.

Material und Methoden

Hersteller

PKG-I-TYPE1

Prkg1; VB1-19757

PKG-II-TYPE1

Prkg2; VB1-19758

Scramble-control-TYPE1

Other scamble; VF1-17155

Scramble-control-TYPEG6

Unknown scramble; VB6-
18580

Invitrogen by Thermo Fisher
Scientific; Life Technologies
Corporation, EUgene (USA)

2.1.10 Substanzen fiir Entziindungsmodelle und Schmerztests

Konzentration und

Substanz .. - Injektionsvolumen

Lésungsmittel
. 0,5 pg/wl, 5 % EtOH, 5 %

Capsaicin 10 ul
Tween80, 90 % NaCl

Zymosan 5 mg/ml, PBS 15 ul
1 mg/ml, 85 % Paraffin Ol, 15

CFA ) 20 ul
% Mannid Monooleate

Formalin 0,5 %, NaCl 15 ul

NOC-5 50 nmol, NaCl 5ul

2.1.11 Substanzen zur Anaesthesie und Analgesie
Substanz Konzentration und Hersteller

Applikation

Caprofen (RIMADYL®)

5 mg/kg Subkutan

Zoetis, New Jersey (USA)

Isofluran CP®

Inhalations-Narkotikum

CP-Pharma
Handelsgesellschaft mbH,
Burgdorf
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2.2 Molekularbiologische Methoden
2.2.1 Real-time quantitative RT-PCR

2.2.1.1 RNA-Isolierung und Konzentrationsbestimmung

Die RNA-Isolierung wurde in dieser Arbeit basierend auf einer Phenol-Chloroform
Fallung durchgefuhrt (Chomczynski, 1993). Rickenmarks-, Spinalganglien- (DRG-),
und Gehirnproben wurden direkt in 100 ul (DRGs in 50 pl) phenolhaltigem Qiazol-
Reagenz (QLR, Qiagen oder TRIzol Reagenz, Thermo Fisher) mit Hilfe einer
Mikropistille fur funf Minuten homogenisiert. Anschliefiend wurde mit dem Lyse-
Reagenz auf 200 pl aufgefullt und fur weitere funf Minuten mechanisch homogenisiert.
Alle Schritte der Homogenisierung wurden auf Eis durchgeflhrt und die Proben
wurden dann bis zur weiteren Verarbeitung auf Eis gelagert. Die Proben wurden auf
800 ul QLR aufgeflllt, gevortext und funf Minuten bei Raumtemperatur inkubiert.
Nachfolgend wurden 160 ul Chloroform pro 800 ul QLR zugegeben und die Proben
wurden 15 Sekunden durch invertieren gemischt. Nach weiterer, fUnfminatiger
Inkubation wurde die homogene Mischung bei 12.000 g und 4 °C fur 15 Minuten
zentrifugiert. Dabei bilden sich drei Phasen, eine untere, rote, organische Phase, eine
mittlere, weilde Interphase und eine obere, farblos-wassrige Phase. Wahrend Proteine
und DNA in der organischen Phase und der Interphase gebunden werden, liegt die
RNA in der wassrigen Phase vor. Diese wurde abgenommen und in ein frisches Gefal}
uberfihrt. Um die Reinheit der RNA zu erhéhen wurden erneut 160 ul Chloroform zu
den Proben gegeben, 15 Sekunden invertiert und diese funf Minuten bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur erneuten Phasen-Trennung wurden die Proben erneut
bei 12.000 g und 4 °C fur 15 Minuten zentrifugiert und nachfolgend wurde erneut die
obere, wassrige Phase in ein neues Reaktionsgefald geflllt. Zu jeder Probe wurden
600 wl 70 % Ethanol gegeben und die Proben wurden gevortext, um optimale
Bindungskonditionen der RNA zum Saulenmaterial zu schaffen. Im nachsten Schritt
wurde das Gemisch auf eine RNeasy Mini Saule gegeben (maximale Volumen 700
ul), fur 15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert und der Durchfluss wurde verworfen. Die
Membran der Saule besteht aus Kieselgel (Silica-Membran), an die RNA-Nukleotide
binden die langer als 200 Basenpaare (bp) sind. Bei Bedarf wurde dieser Schritt
wiederholt, bis die Proben vollstandig aufgebraucht waren. Um vor dem Eluieren

Kontamination mit genomischer DNA auszuschlieRen, wurde ein DNAse-Verdau nach
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Angaben des Herstellers durchgefuhrt (DNase-| Kit, Qiagen). Dazu wurde die Saule
mit 350 ul Puffer RW1 gewaschen, flr 15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert und der
Durchfluss verworfen. Der DNAse-Verdau erfolgte mit einem Gemisch aus 10 pl
DNase-I-Stammlésung und 70 ul RDD-Puffer, das auf die Saule pipettiert und fur 15
Minuten bei Raumtemperatur inkubiert wurde. Die Saule wurde nachfolgend mit 350
ul Puffer RW1 gewaschen und fir 15 Sekunden bei 8.000 g zentrifugiert. Nachdem
der Durchfluss verworfen wurde, konnte die Saule mit dem Puffer RPE gewaschen
werden. Hierzu wurden 500 pul Puffer auf die Saule gegeben, diese fir 15 Sekunden
bei 8.000 g zentrifugiert und der Durchfluss verworfen. Der RPE-Waschschritt wurde
wiederholt und die Saule wurde flr zwei Minuten bei 13.000 g zentrifugiert. Um letzte
Reste des RPE-Puffers von der Saule zu entfernen und diese zu trocknen, wurde die
Saule in ein leeres Reaktionsgefal® eingesetzt und fur eine Minute bei 20.000 g
zentrifugiert. Anschlie3end erfolgte die Elution der RNA. Hierzu wurde die Saule in ein
1,5 ml Reaktionsgefal} eingesetzt, die Saule mit 30 ul sterilem H20 versetzt und bei
8.000 g zentrifugiert. Dieser Schritt wurde mit dem Eluat wiederholt und die
Konzentration der RNA wurde mit einem NanoDrop-Spektrometer (siehe Kapitel 2.1.3)
bestimmt. In der Messung wurde die Konzentration in einem Mikroliter photometrisch
bei einer Wellenlange A = 260 nm gemessen, wobei Azs0 = 1 einer Konzentration von
50 ug/ml doppelstrangiger DNA, bzw. 40 ug/ml einzelstrangiger RNA, entspricht. Des
Weiteren wird durch das Messen der Verhaltnisse Azeso/280 und Azso230 die Reinheit der
Nukleinsauren bestimmt. Das Verhaltnis Azso280 sollte fur DNA bei 1,8 und fur RNA bei
2,0 liegen. Ein niedriges Verhaltnis Azsoi2s0 deutet auf eine mogliche Kontamination mit
Proteinen hin, ein niedriges oder sehr hohes Verhaltnis A2s0/230 auf Kontamination mit

Salzen oder Phenolen.

2.2.1.2 Real-time quantitative RT-PCR und Quantifizierung

Zur Herstellung von cDNA aus RNA wurde das First Strand cDNA Synthesis Kit
(Thermo Fisher) genutzt, das eine reverse Transkriptase sowie einen RNAse Inhibitor
beinhaltet. Das Protokoll wurde nach Herstellerangaben durchgefihrt, unter
Verwendung von  Oligodr-Primern  und  Random-Hexamer-Primern.  Als
Ausgangsmenge zur cDNA-Synthese wurden 200 ng RNA eingesetzt. Die RNA-
Proben wurden funf Minuten bei 25 °C und anschlieBend 60 Minuten bei 37 °C

41



Material und Methoden

inkubiert. Zur Inaktivierung der reversen Transkriptase wurden die Proben funf
Minuten auf 70 °C erhitzt.

Die Quantifzierung der cDNA-Mengen erfolgte mittels Real-time PCR unter
Verwendung von SYBR-Green-l (BioRad). Die Primer wurden mit dem Online-tool
Prime3Plus modelliert, als Grundlage wurde die entsprechende mRNA-Sequenz
(NCBI) verwendet (Kapitel 2.1.5). SYBR-Green ist ein Fluoreszenz-Farbstoff, der erst
bei Bindung an doppelstrangige DNA (dsDNA) aktiv wird, sodass bei Bildung der PCR-
Produkte ein Signal detektiert werden kann (Giulietti et al., 2001).

Zur PCR wurde folgender Probenansatz befolgt:

Tab. 2-1: Zusammensetzung der RT-gPCR Ansatze.
Zusatz Volumen (pl)

cDNA 1 (entspricht 10 ng der Ausgangs-RNA)
iTag-Master Mix (x2)

Primer forward (5 uM)

Primer reverse (5 uM) 2

Die Proben wurden jeweils in einer Doppelbestimmung gemessen. Zur Uberpriifung
auf Primer-Dimere und Verunreinigungen mit genomischer DNA wurde regelmalig ein
gPCR-Ansatz mit einer Kontrolle ohne Template und einer Kontrolle ohne reverse
Transkriptase analysiert. Die PCR wurde mit einem CFX-Cycler (BioRad) durchgefuhrt

und folgendes Protokoll wurde verwendet:

Tab. 2-2: PCR-Programm der RT-gPCR.

PCR-Schritt °C Zeit (Minuten) Zyklen
UDG pre-treatment 50 2 1
Initiale Denaturierung 95 10 1
Denaturierung 95 0,25 40
Amplifizierung 60 1

Die Quantifizierung der Real-time quantitativen RT-PCR erfolgte mit Hilfe der 2-24CT
Methode, wobei die Expression von GAPDH als endogene Kontrolle genutzt wurde. In
Kontrollexperimenten konnte gezeigt werden, dass sich die relative Expression dieses

Gens unter den gewahlten Versuchsbedingungen nicht verandert.
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Um die relative Genexpression der untersuchten Gene zu berechnen, wurden Cr-
Werte analysiert, die eine DNA-Amplifikation in der exponentiellen Phase aufwiesen.
Der Ct-Wert beschreibt dabei den Zeitpunkt der PCR, an dem das Fluoreszenz-Signal
signifikant GUber dem Hintergrundsignal liegt (Abb. 2.1). Fir jedes Experiment wurde
ein Schwellenwert festgelegt, bei dem sich die DNA-Amplifikation der Zielgene in der
exponentiellen Phase befand. Die nachfolgende Berechnung wurde dann mit den
gemittelten Werten der Doppelbestimmungen durchgeflhrt. Dazu wurde im ersten
Schritt der ermittelte Cr-Wert des Zielgens auf den Cr-Wert der endogenen Kontrolle
normalisiert:
Cr(Zielgen) — Cr(endogene Kontrolle) = ACy
Aus den so gebildeten Werten wurde nun die Differenz zwischen den ACt-Werten von
behandelten und unbehandelten Proben errechnet, der ACt-Wert der unbehandelten
Probe diente hierfur als Kalibrator:
ACrProbe — ACrKalibrator = AACr
Um die relative Expressionsstarke naherungsweise zu errechnen, wurde folgende
Formel genutzt:
Z—AACT
Allgemein gilt wahrend der logarithmischen Phase der PCR:
X, = X, *E™
(Xn = DNA-Gehalt in Zyklus n; Xo = DNA-Ausgangsmenge; E = Effizienz der PCR; n = Zykluszahl)
Dabei gilt an den Schnittpunkten zweier Fluoreszenzsignale mit horizontaler Linie:
Xn1) = Xne)
Somit gilt entsprechend, beim Vergleich der Signale einer behandelten Probe (in
diesem Fall Gewebe von einem behandelten Tier) und einer Kontrollprobe (Gewebe

von einem unbehandelten Tier), fir die Schnittpunkte:
Xn(prove) = Xn(kontrolle)
Xo(provey ¥ EMPTOPO) = Xg oo oy + ETKontrolie)
— Xn(prove) / Xn(kontrotey = EMKontrolie) / gn(Probe) — pn(Kontrolle)=n(Probe)
Um die relative DNA-Ausgangsmenge des Zielgens Z (beispielsweise der GCaui-
Isoform) im Vergleich zu einem Referenzgen R (GAPDH) zu bestimmen, wird mit der
Zykluszahl n am Schnittpunkt mit der horizontalen Linie wie nachfolgend berechnet:

Z/R = (XOZ(Probe) / XOZ(Kontrolle)) / (XOR(Probe) / XOR(Kontrolle))
—>Z/R — E;l(Kontrolle)Z—n(Probe)Z / E;l(Kontrolle)R—n(Probe)R
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Wenn man annimmt, dass die Effizienz E = 2 (also eine maximale Effizienz) erfillt, gilt:
Z/R — 2(n(Kontrolle)Z—n(Probe)Z)—(n(Kontrolle)R—n(Probe)R)
Setzt man die Ct-Werte in die hergeleitete Formel ein, erhdlt man: Z / R = 274ACT,

Somit kann man die n-fache Expression des Zielgens bezogen auf das Referenzgen

bestimmen.
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Abb. 2.1: Quantifizierung der Real-time quantitativen RT-PCR. Die Schnittpunkte der
Fluoreszenzsignale an der horizontalen Schnittlinie geben den Cr-Wert wider, der zur Berechnung der
relativen RNA-Menge verwendet wird. Verandert nach (Giulietti et al., 2001).

2.2.1.3 In-situ-Hybridisierung

Zur In-situ-Hybridisierung wurde das ViewRNA Tissue-Kit (Affymetrix/Thermo Fisher
Scientific) verwendet. Alle eingesetzten Losungen, bis auf den Waschpuffer, wurden
autoklaviert, um endogene Phosphatase-Aktivitaten zu reduzieren. Es wurden
Gefrierschnitte verwendet, die zunachst Gber Nacht und bei 4 °C in 4 % PFA postfixiert
wurden. Anschlielend wurden die Schnitte gewaschen und durch eine aufsteigende
Ethanol-Reihe (50 %, 70 % und 100 %) und anschlieRendem Backen bei 60 °C
dehydriert. Nachdem die Schnitte mit einer Protease-Losung behandelt wurden,
konnten die Primar-Sonden Uber Nacht inkubiert werden (Kapitel 2.1.9). Am folgenden
Tag wurden die Schnitte mit dem Pre-Amplifier und dem Amplifier des Kits inkubiert.
Anschliel3end wurden die Signale entwickelt, wobei ein "Fast-red" Substrat fir die Typ-
1-Sonden und ein "Blue" Substrat fir die Typ-6-Sonden verwendet wurde. Alle
Schnitte wurden abschlieRend mit DAPI gefarbt. Hierzu wurde eine 300 nM Losung in

PBS hergestellt und auf die Schnitte gegeben und finf Minuten inkubiert. Die Schnitte
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wurden in PBS gewaschen und mit Fluoromount-G Uberschichtet. Nachfolgend wurde
luftblasenfrei ein Deckglas aufgelegt und die Schnitte konnten licht- oder
fluoreszenzmikroskopisch analysiert werden (s. u.). Die Sonden gegen die GCat und
GCoa2 wurden so geplant, dass sie das Exon Uberspannen oder darin binden, das in
den GCa1’™- und GCoaz”-Tieren deletiert wurde. Zur Auswertung der In-situ-
Hybridisierung wurden die Fluoreszenz-Signale am Mikroskop mit den
entsprechenden Filtern detektiert, fur die Type1-Sonde wurde ein Cy3-Filter, fir die
Type6-Sonde ein Cy5-Filter verwendet. DAPI wurde mit einem DAPI-Filter
aufgenommen. Die Bearbeitung von Helligkeit, Kontrast und Tonwert erfolgte mittels
der Adobe Photoshop CS6-Software, die Auszahlung der Aufnahmen erfolgte mit der
Software ImagedJ (open Source). Die Bilder der Doppelfarbungen wurden mit Hilfe von

Photoshop Software Ubereinander gelagert.

Quantifizierung der NO-GC Lokalisation mit VGAT/VGLUT2:

Um die Co-Lokalisation zwischen den NO-GC-Sonden und den Sonden flr

inhibitorische und exzitatorische Neurone zu quantifizieren, wurden nur Signale
gewertet, die eindeutig um einen DAPI-Kern lokalisiert werden konnten. Signale der
NO-GC wurden nur als positiv gewertet, wenn eine deutliche Akkumulation der Signale

um einen DAPI-Kern im Vergleich zum Hintergrund lokalisiert werden konnten.

2.3 Proteinbiochemische Methoden
2.3.1 Western Blot

2.3.1.1 Proteinextraktion und Konzentrationsbestimmung

Die Extraktion zytosolischer Proteine aus murinem Rickenmark und DRGs erfolgte
mittels TEA- (GCpB1) oder PhosphoSafe™-Puffer (Merck (Millipore) Chemicals GmbH,
Darmstadt). Zudem wurde in einigen Versuchen auch der RIPA-Puffer getestet
(Zusammensetzung siehe Kapitel 2.1.6). Um einen Protease-Verdau der Proben zu
verhindern, wurde ein Protease-Inhibitor-Mix (Protease Inhibitor Mini Tablets) in den
Puffer gegeben (1:7 verdinnt). Fur die Analyse von Dorsalhorn-Expressionen (NOS-
1 und NOS-3) wurde das Ruckenmark nach der Entnahme mittig zerteilt, so dass die
ventrale Seite nicht mit aufgearbeitet wurde. Rickenmark wurde in 100 ul, DRGs in 40

ul Puffer mit einer Mikropistille (Carl Roth) zehn Minuten auf Eis homogenisiert.
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Nachfolgend wurden die Proben 30 Minuten bei 20.000 g und 4 °C zentrifugiert. Die
extrahierten Proteine im Uberstand wurden in ein neues Reaktionsgefal tberfiihrt.
Proteinextrakt und Pellet wurden bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Bestimmung der Proteinkonzentration in dem Proteinextrakt wurde die Methode
nach Bradford (Bradford, 1976) eingesetzt. Diese beruht auf einer photometrischen
Messung des Farbstoffs Coomassie-Brilliant-Blau G-250, der in saurer LOsung
Komplexe mit den Seitenketten von Proteinen bildet. Dabei verschiebt sich das
Absorptionsmaximum auf 595 nm und kann somit zur Bestimmung der Proteinmenge
genutzt werden. Die Messung wurde in einer 96-Well Mikrotiterplatte durchgefihrt,
wobei die Proteinextrakte in einer Doppelbestimmung gemessen wurden. Zur
Erstellung der Eichgeraden wurde eine verdinnte BSA-Lésung eingesetzt. Die
Proteinextrakte wurden in einer 1:50 verdinnten Losung gemessen. Als
Bradfordreagenz wurde Roti-Quant® eingesetzt (Carl Roth). Sowohl die Standardreihe
als auch die Proteinextrakte wurden in einem Gesamtvolumen von 50 pl in die
Mikrotiterplatte gegeben und mit je 200 ul einfach konzentriertem Bradfordreagenz
vermischt. Nach finfminttiger Inkubation wurde die Absorption der Proben bei 595 nm

in einem Victor X3 Multi-Plate-Reader gemessen.

2.3.1.2 SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese und Western Blot

Die Auftrennung der Proteinextrakte erfolgte mittels Natriumdodecylsulfat-
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE). Diese Methode beruht darauf, dass
Proteine in Gegenwart von SDS denaturieren und mit einer negativen Ladung versetzt
werden, die proportional zur Molekulmasse ist. Daher kdnnen die Proteine nach ihrer
Molekulgrofde in Richtung einer Anode aufgetrennt werden. In dieser Arbeit wurde
dafiir ein vertikales Elektrophorese-System (Mini-Protean® Tetra System (BioRad))
verwendet. Es wurden 1 mm dicke Gele genutzt, die aus einem grobporigen
Sammelgel (pH 6,8) und einem feinporigen 8 oder 12 %igem Trenngel (pH 8,8)
bestanden. Zur Proteinauftrennung wurden 30 pg Proteinextrakt eingesetzt und mit
einfach konzentriertem RotiLoad® fiinf Minuten bei 95 °C, oder 30 Minuten bei 37 °C
denaturiert. Zur Analyse der Proteinmassen wurde ein Standard (Precision Plus
Protein™ Dual Color (BioRad)) eingesetzt. Die Proteinauftrennung erfolgte zunachst
unter einer Spannung von 80 V fir 20 Minuten, anschlieRend wurde eine konstante

Spannung von 120 V eingesetzt.
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Nach der Auftrennung der Proteine in der SDS-PAGE wurden diese auf eine
Nitrozellulose-Membran (Amersham Protran®) lbertragen. Hier wurde die MiniTrans-
Blot® Blottingapparatur (BioRad) genutzt. Der Transfer wurde bei einer konstanten
Spannung von 100 V fur 90 Minuten durchgefuhrt. Im Anschluss wurde die Membran
mit PBS gewaschen und nachfolgend zur Kontrolle des Proteintransfers fur zehn
Minuten in einer Ponceau-S Losung inkubiert. Nach zweimaligem Waschen fur je zehn
Minuten in A. dest. wurden die Proteinbanden sichtbar. Zur Antikorper-Inkubation

wurde die Membran in PBS entfarbt.

2.3.1.3 Antikorper-Inkubation und Auswertung

In Abb. 2.2 ist das Prinzip der Antikorper-Detektion dargestellt. Zunachst wird ein
Primarantikorper gegen das gewulnschte Target inkubiert. Dieser Antikorper wird
nachfolgend mit einem spezifischen Sekundarantikdrper detektiert, der selbst an einen

Infrarot-Farbstoff (IR-dye) oder an HRP gebunden ist.

Membran mit Proteinextrakt A Priméarantikérper

;,' IR-Dye gekoppelter % HRP-Sekundarantikérper
Sekundéarantikorper
why v o ‘ ' hy
C a3 »
; f Luminol i ‘ Luminol
+ Peroxid + Peroxid

2, % P
A A AAA AAAAL

Abb. 2.2: Schematische Darstellung der Protein-Antikérper-Detektion des Western Blots. Auf der linken
Seite ist die Detektion mit einem fluoreszierenden Sekundarantikorper dargestellt, auf der rechten Seite
die Detektion mit einem durch die Horse Raddish Peroxidase (HRP) aktiviertem Substrat.

Vor der Inkubation des Primarantikrpers wurden unspezifische Bindungsstellen mit
dem Odyssey®-Blockingpuffer oder einem selbst hergestellten Blocking-Puffer (Kapitel
2.1.6) geblockt. Die Inkubation mit den entsprechenden Primarantikdrpern (siehe
Kapitel 2.1.8) wurde bei 4 °C (iber Nacht auf einem Uberkopfschiittler durchgefiihrt.
Nachfolgend wurde die Membran fir 30 Minuten in PBST (0,1 % Tween20®)
gewaschen und fir eine Stunde mit den entsprechenden Infrarot-Farbstoff- oder HRP-
gekoppelten Sekundarantikdrpern (Kapitel 2.1.8) inkubiert. Die Antikbrper wurden in
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Odyssey- oder einer selbst hergestellten Antikdrper-Losung (Kapitel 2.1.6) verdunnt.
Nach erneutem dreiRig minatigem Waschen in PBST konnten die Infrarot-markierten
Protein-Banden mit dem Odyssey® Infrared Scanner detektiert werden.

Bei den mit HRP-gekoppelten Sekundarantikérpern inkubierten Blots wurden die
Marker-Banden mit einem speziellen Stift markiert, so dass sie in der
Chemiluminszenz-Reaktion sichtbar wurden. Die so behandelte Membran wurde dann
mit dem Chemilumineszenz-Substrat fur funf bis zehn Minuten inkubiert. Anschliel3end
konnte die HRP-Reaktion mit Hilfe einer Chemilumineszenz-Kamera (ChemiDoc XRS
(BioRad)) detektiert werden. Nach der Detektion der Protein-Banden mit dem
Odyssey® Infrared Scanner oder einer Chemilumineszenz-Kamera, erfolgte die
Auswertung unter Verwendung der ImageJ-Software. Die Werte der untersuchten
Targets wurden mit Hilfe der Ladekontrolle (GAPDH oder a-Tubulin) normiert und in

Bezug zu unbehandelten Proben oder zum Wildtyp (WT)-Gewebe gesetzt.

2.3.2 Immunfluoreszenz-Farbung von Gefrierschnitten

2.3.2.1 Gewebepraparation

Zur Charakterisierung der Lokalisation der untersuchten Proteine im
schmerzrelevanten Gewebe wurden Immunfluoreszenzfarbungen an Gefrierschnitten
angefertigt. Zunachst wurden die Gefrierschnitte dreimal in PBS gewaschen und flr
funf Minuten in PBST (TritonX-100 (0,1 %)) permeabilisiert. Um unspezifische
Bindungsstellen zu sattigen, wurden die Gewebeschnitte in Blockingpuffer (3 % BSA
und 10 % NGS in PBS) fur eine Stunde inkubiert. In Abb. 2.3 ist schematisch das
Prinzip der Antikorper-Reaktion dargestellt. Der Primarantikorper ist gegen das
Zielprotein gerichtet und kann selbst mit einem spezifischen Sekundarantikoérper
reagieren. Diese Sekundarantikdrper sind mit verschiedenen Fluoreszenz-Farbstoffen
gekoppelt. Die Primarantikdrper wurden gemafl der in Kapitel 2.1.8 aufgeflhrten
Konzentration in 3 % BSA in PBS verdinnt und tUber Nacht bei 4 °C auf den Schnitten
inkubiert. Nachfolgend wurden die Schnitte dreimal in PBS gewaschen und die
Sekundarantikdrper wurden gemaf der in Kapitel 2.1.8 aufgeflhrten Konzentration in
PBS flr zwei Stunden bei Raumtemperatur und unter Lichtschutz inkubiert. Die
nachfolgenden Schritte wurden mit Lichtschutz durchgefihrt. Zunachst wurden die
Schnitte weitere 30 Minuten in PBS gewaschen und dann finf Minuten mit 0,06 %iger
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Sudanschwarz-Losung (in 70 % Ethanol) behandelt. Sudanschwarz reduziert die
Lipofuszin-Eigenfluoreszenz des Gewebes (Schnell et al., 1999). Um Uberschussiges
Sudanschwarz zu entfernen, wurden die Schnitte erneut fir 30 Minuten in PBS

gewaschen und abschlieend in Fluoromount-G eingedeckelt.
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Abb. 2.3: Schematische Darstellung der Protein-Antikdrper-Detektion in der Immunfluoreszenz. Der
Primarantikdrper bindet an das Target und wird selbst von einem fluoreszierenden Sekundarantikorper
erkannt. Dieser kann im Fluoreszenz-Mikroskop sichtbar gemacht werden.

2.3.2.2 Auswertung der Immunfluoreszenzfarbungen

Um verschiedene Proteinfarbungen im Dorsalhorn des Rickenmarks im Modell der
SNI-induzierten Nervenletzung zu quantifizieren, wurden Doppelfarbungen mit dem
Marker Isolectin B4 (IB4) angefertigt, der den Bereich der Nervenverletzung kenntlich
macht. Nach der Durchtrennung der Nerven im SNI-Modell degenerieren die
betroffenen Nervenfasern und die terminalen Endigungen im Rickenmark gehen
unter. Nach der SNI-Operation (SNI-OP) wird dann die IB4-Bande im Dorsalhorn nur
noch in den lateralen Bereichen der Lamina Il detektiert (Bennett et al., 1998). Hier
wurden im Bereich der durchbrochenen IB4-Farbung die Neurone ausgezahlt oder die
Intensitat der Fluoreszenz mit Hilfe der Software ImageJ analysiert. Als Kontrolle
wurde die Farbung auf Gewebe von unbehandelten Tieren analysiert. Um die Intensitat
der Fluoreszenz zu messen, wurde in den entsprechenden Bildern im Bereich des
Dorsalhorns die Pixelhelligkeit bestimmt. Als Bildgrundlage wurde das monochrome
Bild der Mikroskop-Aufnahme verwendet. Dann wurden die Werte auf die Intensitaten
der Kontroll-Tiere normiert. Zur Auszahlung der Farbungen in DRGs wurde die
Gesamtanzahl der DRG-Neurone sowie die Gesamtzahl der Marker-positiven DRG-
Neurone gezahlt und dann die prozentuale Verteilung errechnet. Auch hier wurden die

Werte auf die Intensitaten der Kontroll-Tiere normiert.
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24 Tierexperimentelle Methoden

241 Versuchstiere

Um den Einfluss des von der NO-GC gebildeten cGMP auf die Schmerzverarbeitung
zu untersuchen, wurden verschiedene KO-Mauslinien verwendet. Ein Teil der
Experimente wurde mit Tieren durchgefuhrt, bei denen eine der zwei bekannten Alpha-
Untereinheiten global ausgeknockt wurde (GCaui”" und GCa2”") (Mergia et al., 2006).
Wie in der Erstveroffentlichung beschrieben, wurden zur Produktion dieser globalen
KO-Mause "gefloxte" Mause (GCo1™ und GCa2") generiert, bei denen jeweils das
Exon 4 der Gene Gucy1A3 (GCau) und Gucy1A2 (GCaz) mit zwei loxP-Sides versehen
ist. Nach der Verpaarung mit einer globalen Cre-deleter Maus (ROSAZ26) wurde das
gefloxte Exon entfernt. Die Tiere wurden in einer heterozygoten Zucht verpaart, so
dass WT-, KO- und heterozygote Mause geboren wurden. Die Tiere wurden von Frau
Prof. Dr. Doris Koesling und Frau Dr. Evanthia Mergia (Lehrstuhl fir Pharmakologie
und Toxikologie, Ruhr-Universitat Bochum) zur Verfigung gestellt.

Des Weiteren wurden konditionelle KO-Mause hergestellt, die einen
gewebespezifischen KO nur in Rickenmarksneuronen aufweisen. Dazu wurden
GCa1f- und GCa2"-Mause verwendet und mit einer Linie, die nur in Neuronen des
Dorsalhorns im Rickenmark sowie des Hinterhirns die Cre-Rekombinase exprimiert
(Lbx1, (Sieber et al., 2007)) verpaart. Die Lbx1¢* Tiere wurden von Frau Prof. Dr.
Carmen Birchmeier-Kohler (Max-Delbruck-Center, Berlin) zur Verfugung gestellt. So
konnten Tiere generiert werden, die einen KO flr eine der beiden Alpha-Untereinheiten
der NO-GC in Neuronen des Dorsalhorns aufweisen (Lbx1¢®*GCa1”’- und
Lbx1C¢*GCo27). Zur Charakterisierung der Lbxi-Expression wurden die LbxsCre/*-
Tiere auch mit einer Reporter-Linie (B6.Cg-Gt(ROSA)26Sortm14(CAG-tdTomato)Hze J
(tdTomato Ai14, (Madisen et al., 2010)) verpaart, so dass die F1-Generation eine rote
Fluoreszenz in allen Cre-expremierenden Zellen aufwies (Lbxi-tdTomato). Um die
RNA- und/oder Proteinexpression basal oder nach Schmerzinduktion zu untersuchen,
wurden auch vier bis acht Wochen alte mannliche und weibliche C57BL/6N Mause

verwendet. Diese Tiere wurden von Charles River (Sulzfeld) bezogen.
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2.41.1 Gewebeentnahme

Zur Gewebeentnahme fir Western Blot- und gPCR-Analysen wurden die
Versuchstiere mit CO2 getdtet und mit Hilfe einer kardialen Punktion entblutet.
Unmittelbar nach der Tétung wurde das Gewebe prapariert. Hierzu wurde zunachst
die Wirbelsaule frei prapariert und diese in Hohe des Zervikalmarks durchtrennt. Von
diesem Punkt aus wurden die kaudalen Wirbelbdgen seitlich durchtrennt und so das
Ruckenmark freigelegt. Der Ilumbale Bereich des Rickenmarks sowie die
dazugehdrigen Spinalganglien (DRG L4 und L5) wurden enthommen und sofort in
flussigem Stickstoff schockgefroren. Fur die gPCR-Analyse wurde zudem auch die
Grol¥hirnrinde und periphere Organe entnommen. Auch hier wurden die Gewebe-
Proben unmittelbar nach der Entnahme in flissigem Stickstoff schockgefroren. Das
Gewebe wurde bis zur weiteren Verwendung bei -80 °C gelagert.

Zur Herstellung von Gefrierschnitten wurden die Versuchstiere in CO2 getdtet. Nach
Offnen des Brustraumes wurde zunéchst eine Perfusion mit isotonischer NaCl-Lésung
Uber den linken Herzventrikel durchgefuhrt um das Blut zu entfernen. Zur Fixierung
des Gewebes wurde eine 1, 2 oder 4 %ige Paraformaldehyd (PFA)- Ldésung
eingesetzt. Die Gewebeentnahme des lumbalen Rickenmarks und der lumbalen
DRGs (L4 und L5) wurde wie oben beschrieben durchgefuhrt. AnschlieRend wurde
das entnommene Gewebe fir zehn Minuten in 1, 2 oder 4 %igem PFA nachfixiert und
uber Nacht in einer 20 %igen D-Saccharaose-L6sung entwassert. Nachfolgend wurde
das Gewebe in Gefriermedium auf Trockeneis eingebettet und bis zur weiteren
Verwendung bei -80 °C gelagert.

Von den so vorbereiteten Gewebe-Proben wurden mit Hilfe eines Kryotoms
(Cryostar™, Thermo Fisher Scientific) Gefrierschnitte angefertigt (Objekt- und
Kammertemperatur: -20 °C). Die Gewebe wurden in einer Dicke von 12 bis 16 um
geschnitten, fir zwei Stunden bei Raumtemperatur getrocknet und bis zur

Verwendung bei -80 °C gelagert.

24.2 Genotypisierung

Zur Genotypisierung der Mauslinien wurden Schwanzbiopsien oder die Gewebestlcke
der Ohrnummerierung verwendet. Die DNA-Extraktion erfolgte mittels der alkalischen
Lyse. Hierzu wurden die Gewebestlicke in 500 ul Lyse-Puffer mit 1 % Proteinase-K
uber Nacht bei 55 °C und 550 rpm inkubiert. Nach der Inkubation wurde der Ansatz
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funf Minuten bei 13 000 g zentrifugiert und der Uberstand wurde in 500 pl Isopropanol
(100 %) Uberfuhrt. Die Ansatze wurden durch Invertieren gemischt und fur zehn
Minuten bei 13 000 g zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und das DNA-
Pellet in 500 pul Ethanol (70 %) gewaschen und erneut bei 13 000 g fur zehn Minuten
zentrifugiert. Dann wurde der Uberstand vorsichtig entfernt und das DNA-Pellet wurde
getrocknet und die DNA in 50 pl A. dest. gelost (15 Minuten bei 55 °C). Die geloste
DNA wurde bei -20 °C gelagert. Zur PCR wurde ein PCR Mix verwendet, der sowohl
dNTPs als auch die Polymerase enthalt (Tag DNA Polymerase 2x Master Mix RED,
Ampligon).

Folgende PCR-Programme zur Genotypisierung wurden verwendet (Tab. 2-3):

Tab. 2-3: PCR-Programme der Genotypisierung mit Zyklen-Anzahl und erwarteten Bandengréfien.

GCa1 Del/WT/Flox GCoa2 Deletion

°C Zeit (Min.) Zyklen °C Zeit (Min.) Zyklen

94 3 1 94 3 1

94 0,5 30 94 0,5 30

58 2 61 1

72 1 72 1

72 7 1 72 7 1

12 oc Hold 12 oc Hold

Fragment- WT: 879 bp Fragment- Deletion: 513 bp

Grole: Deletion: 997 bp Grole:

Lox-P: 920 bp

GCa2 WT/Flox GCp1 Del/WT/Flox

°C Zeit (Min.) Zyklen °C Zeit (Min.) Zyklen

94 3 1 94 3 1

94 0,5 30 94 0,5 30

55 1 60 0,75

72 1 72 0,5

72 7 1 72 7 1

12 oc Hold 12 oc Hold

Fragment- WT: 760 bp Fragment- WT: 680 bp

Grole: Lox-P: 800 bp GrolRe: Deletion: 830 bp
Lox-P: 720 bp

Cre-Rekombinase tdTomato

°C Zeit (Min.) Zyklen °C Zeit (Min.) Zyklen

94 5 1 94 5 1

94 1 40 94 0,5 35

55 1 65 0,75

72 2 72 0,75

72 10 1 72 7 1

12 oc Hold 12 oc Hold

Fragment- CB1: 400 bp Fragment- WT: 300 bp

Grole: Cre+: 250 bp GroRe: Cre+: 200 bp
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Zur Detektion Cre-exprimierender Zellen wurde ein Kontrollgen (CB1) mit amplifiziert,
um zu Uberprifen ob Template in der Probe vorlag. Die PCR wurde mittels Gel-
Elektrophorese separiert, wobei die Agarose-Konzentration je nach Grofle der PCR
Amplifikate eingesetzt wurde. Zur Visualisierung wurde Roti-Safe® eingesetzt. Die

Detektion erfolgte mit dem Fluoreszenz-Detektionsgerat ChemiDoc XRS (BioRad).

24.3 Rota-Rod-Test

Die Durchfuhrung der nozizeptiven Verhaltenstests setzt eine normale Koordination
und Motorik der Tiere voraus. Dies wurde mit Hilfe des Rota-Rod-Tests Uberpruft.
Hierbei wurden die Versuchstiere auf eine mit einer Geschwindigkeit von 15 rpm
konstant rotierende Stange (Rotarod Treadmill fir Mause; Ugo Basile) gesetzt. Die
Verweildauer der Tiere auf der rotierenden Stange wurde dokumentiert, wobei nach
maximal 120 s die Messung abgebrochen wurde (Cutoff). Jedes Tier wurde in drei
Durchlaufen getestet. Vor der eigentlichen Messung wurden die Tiere mit einigen

Trainigslaufen an die Apparatur gewohnt.

244 Hot-Plate-Test

Das akute Schmerzverhalten nach thermischer Stimulation wurde mit Hilfe des Hot-
Plate-Tests nach Eddy und Leimbach gemessen (Eddy and Leimbach, 1953). Fur
diesen Versuch wurden Tiere auf eine 50 °C bis 54 °C warme Platte gesetzt und die
Latenzzeit bis zur ersten nozizeptiven Reaktion wurde notiert. Als eine nozizeptive
Reaktion wurde das Hochspringen des Tieres und das Lecken oder Schutteln einer
Hinterpfote bestimmt. Um Gewebeschaden zu verhindern wurde ein Cutoff festgelegt
(60 Sekunden fur 50 °C, 40 Sekunden fiur 52 °C und 20 Sekunden flir 54 °C), nach
dem der Versuch beendet wurde, wenn das Tier keine Reaktion zeigte. Um eine
Gewohnung zu verhindern wurde jedes Tier nur einmal pro Temperatur gemessen
(Mogil et al., 1999). Zwischen den Messungen der drei verschiedenen Temperaturen
lag eine Zeitspanne von mindestens zwei Stunden und es wurden maximal zwei

Temperaturen pro Tag untersucht.
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245 Cold-Plate-Test

Das akute Schmerzverhalten nach Kalte-Stimulation wurde mittels des Cold-Plate-
Tests bestimmt. Dazu wurden die Tiere auf eine 2 °C kalte Platte gesetzt und die Zeit
bis zur ersten Reaktion wurde bestimmt. Daraufhin wurden die Tiere auf der Platte
belassen und die Reaktionen in funf Minuten wurden notiert (Zimmermann et al.,
2007). Als Reaktionen wurde auch hier Lecken und Schutteln der Hinterpfote oder

Hochspringen gewertet.

246 Formalin-Test

Als Modell fur tonische Schmerzen wurde der Formalin-Test durchgefuhrt (Hunskaar
et al., 1985). Vor dem Versuch wurden die Tiere mindestens eine halbe Stunde an den
Versuchsraum und die Umgebung gewohnt. Dann wurden dem Versuchstier 15 pl
einer 0,5 %igen Formaldehyd-Losung (Formalin) subkutan in die Dorsalseite der linken
Hinterpfote injiziert. Bei Mausen kommt es dann zu einer nozizeptiven Antwort in Form
von Lecken der Hinterpfote. Die Leckzeit unmittelbar nach Injektion wurde Uber 60
Minuten, in FUnf-Minuten-Intervallen, mit einer Stoppuhr bestimmt. Dabei sind zwei
Phasen der nozizeptiven Reaktion zu beobachten, die besonders auf die Stimulation
der TRPA1-Kanale in sensorischen Neuronen zurickzufihren sind (Macpherson et
al., 2007; McNamara et al., 2007). Die erste Phase der nozizeptiven Reaktion beginnt
unmittelbar nach der Injektion, dauert etwa zehn Minuten und ist auf die direkte
Stimulation der Nozizeptoren, besonders der Ad-Fasern, zurtickzufihren. Nach der
ersten Phase kommt es zunachst zu einer kleinen Ruhephase von funf bis zehn
Minuten, dann beginnt die zweite Phase der nozizeptiven Antwort. In dieser Phase
wird die Reaktion neben der Stimulation der Nozizeptoren auch durch die Entziindung
und zentrale Sensibilisierungsprozesse beeinflusst, wodurch eine anhaltende

Aktivierung der C-Fasern ausgeldst wird (Coderre et al., 1990; Tjglsen et al., 1992).

2.4.7 Capsaicin-Test

Der Capsaicin-Test dient der Charakterisierung der TRPV1-Aktivitat (Caterina et al.,
1997). Dabei kommt es durch periphere und zentrale Vorgangen zu einer thermischen
Hyperalgesie an der Injektionsstelle (Willis, 2009; O’Neill et al., 2012). Zunachst
wurden die Versuchstiere 30 Minuten an den Versuchsraum gewohnt. Nachdem eine

Capsaicin-Losung (Menge und Konzentration siehe 2.1.10) dorso-plantar in eine

54



Material und Methoden

Hinterpfote injiziert wurde, konnte die Leckzeit per Stoppuhr Uber funf Minuten

gemessen werden (Sakurada et al., 1992).

248 Dynamic Plantar-Test

Zur Messung der mechanischen Reizschwelle wurde ein Dynamic Plantar
Aesthesiometer (Ugo Basile, Comerico, ltalien) verwendet. Zunachst wurden die
Versuchstiere auf ein engmaschiges Metallgitter gesetzt und an die
Versuchsbedingungen gewohnt. Dann wurde mit dem Aesthesiometer, bestehend aus
einem dinnen Metall-Stab und dem Messgerat, eine Hinterpfote mit steigender
Druckstarke stimuliert, bis das Tier die Pfote wegzog. Die dabei ermittelten Werte
spiegelten dann die Latenzzeit der mechanischen Reizschwelle wieder, die aus funf
einzelnen Messungen ermittelt wurde. Fur die Messungen wurde das Aesthesiometer
so kalibriert, dass in einer ansteigenden Rampe der Druck von null auf finf Gramm
Uber zehn Sekunden erhéht wurde, danach wurden die finf Gramm gehalten, der
Cutoff lag bei 20 Sekunden.

249 Hargreaves-Test

Zur Bestimmung der thermischen Reizschwelle nach Hargreaves (Hargreaves et al.,
1988) wurde ein Plantar-Test (Ugo Basile, Comerico, ltalien) verwendet. Die
Versuchstiere wurden dabei auf eine Glasplatte gesetzt und an die
Versuchsbedingungen gewdhnt. Dann konnte mit der Apparatur an der plantaren Seite
der Hinterpfote ein lokaler Hitzereiz gesetzt werden, der beendet wurde, wenn das Tier
die Pfote wegzog. Die so ermittelten Werte spiegeln die Latenzzeit der thermischen
Reizschwelle wieder, die aus funf einzelnen Messwerten gemittelt wurde. Das Plantar-
Test-Gerat wurde auf eine Intensitatsstufe von 25 kalibriert. Wenn das Tier nicht
reagierte, wurde die Messung nach 20 Sekunden abgebrochen (Cutoff) (Yeomans and
Proudfit, 1994).

2.410 Inflammatorische Schmerzmodelle
Zur Charakterisierung des inflammatorischen Schmerzverhaltens wurde die Zymosan-
induzierte mechanische Hyperalgesie (Meller and Gebhart, 1997) und die Complete

Freund’s Adjuvant (CFA) induzierte mechanische Hyperalgesie (Ferreira et al., 2001)
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untersucht. In beiden Modellen wird eine proinflammatorische Substanz subkutan in
die Plantarseite einer Hinterpfote injiziert und es kommt nachfolgend zu einer
Entziindung der Pfote und einer damit verbundenen Hyperalgesie. Der Verlauf der
Hyperalgesie wurde mit einem Dynamic Plantar Aesthesiometer (siehe Kapitel 2.4.8)
quantifiziert. Im Zymosan-Modell wurden 15 pl einer 5 mg/ml Zymosan-Suspension
injiziert. Nachfolgend wurden die Tiere fur acht Stunden jede Stunde sowie 24 und 48
Stunden nach Injektion untersucht. Im CFA-Modell wurden 20 ul einer unverdinnten
CFA-Lo6sung injiziert und die Latenzzeiten wurden eine, zwei, vier, sechs, acht, neun
und 24 Stunden, sowie zwei, vier, sechs, neun, 13, 16 und 24 Tage nach Injektion

bestimmt.

2.4.11 Neuropathische Schmerzmodelle
Um das neuropathische Schmerzverhalten zu untersuchen, wurden drei verschiedene

Modelle angewendet:

Spared nerve injury: Im Modell der "Spared nerve injury" (SNI) (Decosterd and Woolf,

2000; Bourquin et al., 2006) werden zwei Aste des N. ischiadicus ligiert und
durchtrennt, so dass nur ein Ast, der N. suralis, intakt bleibt (Abb. 2.4). Im lateralen
Bereich der Hinterpfote, der von dem bestehenden Ast innerviert wird, entsteht eine
mechanische Allodynie, die mit einem Dynamic Plantar Aesthesiometer (siehe Kapitel
2.4.8) quantifiziert wurde. Die Tiere wurden unter tiefer Isofluran-Narkose operiert,
wobei zur Analgesie des Wundschmerzes 30 Minuten vor der Operation Caprofen
injiziert wurde (5 mg/kg subkutan (s.c.)). Zur Operation wurde zunachst das Fell auf
der linken Beinseite rasiert und die Haut sowie die Muskulatur wurde durchtrennt. Nach
Freipraparation der drei Aste des N. ischiadicus wurden der N. peronaeus communis
und der N. tibialis mit einem 0,08 mm Faden (F.S.T.) abgebunden und es wurde jeweils
ein Teil der Nerven (ca. 3 mm) entfernt. Anschliefend wurde die Wunde geschlossen
und die entstehende Allodynie konnte vier, sieben, elf, 14, 18, 21, 24 und 27 Tage
nach der Operation untersucht werden. In diesem Modell ist die Neuropathie sehr
konstant, da durch die Entfernung eines Teils der Nerven eine Regeneration des N.

ischiadicus verhindert wird.
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Chronic constriction injury: Im Modell der "Chronic constriction injury" (CCl) (Bennett

and Xie, 1988) werden die drei Aste des N. ischiadicus mit drei Faden an
untereinanderliegenden Stellen ligiert (Abb. 2.4). Durch die Ligation der Nerven bildet
sich eine Hypersensitivitat in der betroffenen Hinterpfote aus. Um das Ausmal} der
mechanischen Allodynie zu bestimmen, wurde die in Kapitel 2.4.8 beschriebene
Methode verwendet. Zusatzlich wurde die thermische Hyperalgesie untersucht
(Kapitel 2.4.9). Zur Analgesie des postoperativen Wundschmerzes wurden die
Versuchstiere 30 Minuten vor der Operation mit Caprofen pramediziert (5 mg/kg s.c.)
und dann unter tiefer Isofluran-Narkose operiert. Hierzu wurde das Fell an der linken
Beinseite entfernt und die Haut sowie die Muskulatur wurde im Bereich des
Hiftansatzes geoffnet, in dem die drei Aste des N. ischiadicus gemeinsam verlaufen.
Der Nerv wurde mit einem 0,08 mm Faden (F.S.T.) an drei zusammenliegenden
Stellen ligiert. Die entstehende mechanische Allodynie wurde vier, sieben, elf, 14, 18,
21, 29, 34, 41, 48 und 55 Tage nach der Operation untersucht. Die thermische
Allodynie wurde funf, 12, 19, 30, 35, 43, 50 und 57 Tage nach der Operation
charakterisiert. Da die Nerven in diesem Modell nur abgebunden werden, kann es zu

einer partiellen Regeneration kommen.
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Ruckenmark

N. saphenous Nervenwurzel

N. ischiadicus

N. suralis
N. peronaeus \' N. tibialis

communis

Abb. 2.4: Schematische Darstellung der neuropathischen Schmerzmodelle. Im Chronic constriction
injury- (CCIl) Modell werden die drei Aste des N. ischiadicus mit drei Faden ligiert. Flr das Spared nerve
injury- (SNI) Modell werden der N. peronaeus communis sowie der N. tibialis ligiert und durchtrennt.

2.5 Software, Statistik und graphische Darstellung

Software und graphische Darstellung: Fur die Mikroskopie mit dem Nikon-Mikroskop

wurde die Nikon-Software NIS-Elements verwendet und die anschlielRende
graphischen Darstellung der Immunfluoreszenz-Bilder wurde mit ImagedJ und mit
Adobe Photoshop CS durchgefihrt. Zur graphischen Bearbeitung und nachfolgender
Analyse der Western Blot Membranen wurde die Software Image Studio™ von Li-COR
verwendet. Die Bilder der Genotypisierungen wurden mit der Software Image Lab™
von BioRad bearbeitet. Die statistischen Auswertungen der Verhaltensdaten und
Quantifizierungen wurden in dieser Arbeit mit den Programmen SPSS Statistics von
IBM fiir Windows und Microsoft Excel® 2016 durchgefiihrt. Die Ergebnisse der gPCR
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wurden mit dem CFX-Manager™ analysiert und exportiert. Die Datenanalyse der

gPCR wurde nachfolgend mit Microsoft Excel® 2016 durchgefiihrt.

Realtime RT-PCR: Die relative mRNA Menge wurde in jeder Probe mit der in Kapitel

2.2.1.2 beschriebenen Methode bestimmt. Die so ermittelten Zahlenwerte wurden in
Prozent im Verhaltnis zu unbehandelten Kontrolltieren umgerechnet und einer

univariaten ANOVA mit Bonferroni Post-Hoc-Test (o = 0,05) unterzogen.

Verhaltenstests: Zunachst wurde die Normalverteilung innerhalb der Gruppe mit dem

Kolmogorow-Smirnow-Test betrachtet. AnschlieBend wurde die statistische
Signifikanz mit dem Student’s t-Test berechnet, oder bei einer Gruppenanzahl von
grolRer als zwei mit der einfaktoriellen ANOVA mit dem Bonferroni Post-hoc Test.
Daten mit Messwiederholungen wurden mit einer Repeated-Measurement-ANOVA auf
statistische Signifikanz geprift. Ein p-Wert < 0,05 wurde als statistisch signifikant
angesehen. Zur Analyse der Daten des Rota-Rod Tests wurde der Mann-Whitney-U-

Test genutzt und die Daten sind als Median mit Interquartilsabstand dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Charakterisierung der Expression und Funktion der NO-GC1 und
NO-GC2 im nozizeptiven System

3.1.1  Zellulare Lokalisation der NO-GC1 und NO-GC2 im Ruckenmark

Zur Expressionsanalyse der NO-GC1 und NO-GC2 im schmerzrelevanten Gewebe
wurde ein spezifischer Antikorper gegen die GCpi-Untereinheit auf Isoform-
spezifischem KO-Gewebe (GCou” und GCo2”) benutzt. Damit wird auf GCou™ -
Gewebe die NO-GC2 und auf GCa2’-Gewebe die NO-GC1 nachgewiesen, da die
GCp1-Untereinheit in Abwesenheit einer GCoa2-Untereinheit instabil ist und degradiert
wird (Mergia et al., 2006).

In Abb. 3.1 ist die GCpBs-Farbung (griin) im Riickenmark von WT-, GCa1”- und
GCoa2"-Tieren dargestellt. Hierbei ist eine Anreicherung der Fluoreszenz insbesondere
im Dorsalhorn zu erkennen (A, B und D, E). Interessanterweise ist auf Gewebe der
GCoaz"-Tiere die Fluoreszenz des GCp1-Antikérpers in einem schmalen Band am
Rand des Dorsalhorns angereichert und es ist eine Farbung von Blutgefalken
erkennbar (C und F). Zudem kann eine schwache Expression in der Region des
Zentral-Kanals in den Ubersichtsbildern erkannt werden (A, B, C). Diese Ergebnisse
zeigen, dass beide NO-GC Isoformen im schmerzrelevanten Bereich des

Ruckenmarks exprimiert werden, wobei das Expressionsmuster unterschiedlich ist.
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Abb. 3.1: Immunfluoreszenzfarbung der NO-GC auf Rickenmarksschnitten von WT-, GCa.1”- und
GCoz2-Mausen. Da ein Antikorper gegen die GCB1-Untereinheit verwendet wurde, ist auf GCai-
Gewebe die NO-GC2 und auf GCaz-Gewebe die NO-GC1 gefarbt. A, B, C. Ubersichtsaufnahme der
Immunfluoreszenzfarbung der NO-GC an Rickenmarksschnitten von WT- (A), GCa1”- (B) und
GCaz?-Mausen (C). D, E, F. Detailaufnahme der Immunfluoreszenzfarbung des Dorsalhorns der
Rickenmarksschnitte von WT- (D), GCa1?- (E) und GCa2"- (F) Mausen. MaRstabsbalken: (A-C) 100
pm; (D-F) 50 pum.

In der Literatur ist beschrieben, dass die NO-GC in vaskularen Endothelzellen
exprimiert wird (Schmidtko et al., 2008a; Hamilton et al., 2010; Bettaga et al., 2015).
Daher wurden Doppelfarbungen mit dem GCpB1-Antikérper und dem Endothelzell-
Marker CD31 im Hinterhorn des Rickenmarks durchgefihrt. In Abb. 3.2 sind die
ubereinander gelagerten Bilder der GCB1- (grin) und CD31-Immunfluoreszenz (rot)
auf WT- (A, B und C), GCou™- (D, E und F) und GCo2’-Gewebe (G, H und /)
dargestellt. Es kann sowohl auf dem GCa17- als auch auf dem GCo27-Gewebe eine
Kolokalisation (gelb) der GCB1 und CD31 erkannt werden. Somit wurde hier gezeigt,

dass beide NO-GC Isoformen im GefalRendothel des Rlickenmarks exprimiert werden.
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Abb. 3.2: Immunfluoreszenzfarbung der NO-GC auf Ruckenmarksschnitten mit Hilfe des GCp1-
Antikdrpers und einem endothelialen Marker (CD31). Detailaufnahme der NO-GC und CD31 Doppel-
Immunfluoreszenzfarbung des Dorsalhorn von WT- (A, B, C), GCa1”- (D, E, F) und GCa2"-Mausen (G,
H, I); eine Kolokalisation wird durch eine gelbe Farbung angezeigt. Mal3stabsbalken: 50 um.

Zur Analyse, in welchen Regionen des Dorsalhornes die NO-GC1 und NO-GC2 im
neuronalen Gewebe exprimiert wird, wurde die GCB1 mit den Markern IB4 und PKCy
doppelt gefarbt. 1B4 farbt die innere/dorsale Lamina Il (llia), PKCy die innere/ventrale
Lamina Il (lliv) und einige Neurone in Lamina lll (Abraira et al., 2017). In Abb. 3.3 sind
Doppelfarbungen der GCB1 mit IB4 (A-F) und mit PKCy (G-L) auf WT-, GCa1”"- und
GCoa2"-Gewebe gezeigt. Wie in Abb. 3.3 A-F dargestellt ist, beginnt die GCB1-Farbung
(rot) unterhalb des IB4 Signals (grun) und erstreckt sich ventral davon. In Abb. 3.3 G,
J, H und K wird anhand der PKCy-Farbung (rot) deutlich, dass auf WT- und GCou™-
Gewebe GCB1 (grun) in Lamina lliv, Lamina [l und Lamina IV detektiert werden konnte.
Auf dem Gewebe der GCoa2’-Tiere ist GCP1 dagegen nur im Bereich der PKCy-
Farbung lokalisiert (/ und L). Aus diesen Ergebnissen kann geschlussfolgert werden,
dass sich die Expression der NO-GC Isoformen im Dorsalhorn unterscheidet: NO-GC2
ist v.a. in Lamina lliv bis IV exprimiert, wahrend NO-GC1 nur in Lamina lliv angereichert

ist.
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Abb. 3.3: Doppelte immunhistochemische Fluoreszenzfarbungen der NO-GC und Marker der Lamina
Il und Il im Dorsalhorn des Riickenmarks. A-F. Zur Farbung der inneren/dorsalen Lamina Il (Lamina
Ilia) wurde eine Doppelfarbung der NO-GC Isoformen (GCpB1-Antikdrper, rot) mit dem Isolektin B4 (1B4,
grin) auf WT- (A, D), GCou?- (B, E) und GCoa2"-Gewebe (C, F) durchgefiihrt. G-L. PKCy (rot) wurde
verwendet, um die innere/ventrale Lamina Il (Lamina lliv) und die &ufdere Lamina Ill (Lamina lllo) zu
farben. Zur Farbung der NO-GC Isoformen wurde der GCB1-Antikorper (grin) auf WT- (G, J), GCou™-
(H, K) und GCa2"-Gewebe (I, L) verwendet. Malistabsbalken: 50 um.

In Abb. 3.4 ist ein exemplarischer Western Blot zum Nachweis der NO-GC mit Hilfe
des GCpBi-Antikorpers im Rickenmark von WT-, GCa1”- und GCoaz2”-Méausen
dargestellt (A). In B ist die dazugehorige Quantifizierung abgebildet (Mittelwerte £ SEM
aus 4 Western Blots). Als Ladekontrolle wurde GAPDH verwendet. Der Western Blot
bestatigt das Mengenverhaltnis der NO-GC2- und NO-GC1-Expression aus der
Immunfluoreszenz: Im Proteinextrakt aus GCou”-Gewebe betragt die relative GCp1-
Expression 67 % * 8,5 % im Vergleich zum WT-Gewebe. Im GCo2"-Gewebe wurden
47,5 % = 5,2 % im Vergleich zur WT-Menge detektiert.
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Abb. 3.4: Western Blot Analyse der Proteinexpression der NO-GC in Riickenmarksproben von WT-,
GCa1’- und GCaz’~-Mausen. Fir die Detektion wurde ein Antikérper gegen die GCp1-Untereinheit
verwendet, daher ist auf GCo1”- die NO-GC2 und auf GCaz"-Gewebe die NO-GC1 detektiert worden.
A. Western Blot mit dem GCp1-Antikdrper an Proteinextrakten aus WT-, GCa1”- und GCa2”-Mausen
(75 kDa) und GAPDH (37 kDa) als Ladekontrolle. B. Quantifizierung der Proteinbanden aus vier
unterschiedlichen Western Blots, normiert auf den Wildtyp, dargestellt als Mittelwerte £ SEM.

Zur weiteren Untersuchung der Lokalisation der NO-GC1 und NO-GC2 im
Rickenmark wurde eine In-situ-Hybridisierung mit Sonden gegen die GCa1- und
GCo2-Untereinheit durchgefiihrt. Wie in Abb. 3.5 gezeigt, bindet die GCa1-Sonde nur
in wenigen Zellen im Dorsalhorn des Rickenmarks (A) und nicht auf GCa17-Gewebe

(C). Die Sonde zur Detektion der GCo2-Sonde bindet in deutlich mehr Zellen des
Dorsalhorns auf WT-Gewebe (B) und nicht auf GCo2”-Gewebe (D).
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Abb. 3.5: In-situ-Hybridisierung mit Sonden gegen die GCas- und GCoe-Untereinheit auf
Rickenmarksschnitten von WT-, GCa1™"- und GCaz"-Mausen. Die graue Substanz ist mit einer weilen
Linie umrandet. In rot zu sehen ist das Hybridisierungssignal der GCo1-mRNA auf WT (GCau1)- (A) oder
GCa17-Schnitten (C) und der GCo2-mRNA auf WT (GCaz)- (B) und GCoa2’-Gewebe (D).
MafRstabsbalken: 25 um.

Um die Expression der NO-GC Isoformen im Rickenmark genauer zu
charakterisieren, wurde die In-situ-Hybridisierung der GCau1- und GCa2-Sonde mit je
einer Sonde zur Detektion der groften neuronalen exzitatorischen (VGLUT2) und
inhibitorischen Population (VGAT) kombiniert (Abb. 3.6). In beiden Subpopulationen
(jeweils grin dargestellt) konnte eine Expression der GCa1-mRNA (rot) detektiert
werden. In C ist die prozentuale Verteilung der GCa-Expression in den inhibitorischen
oder exzitatorischen Subpopulationen (VGAT- oder VGLUT2-positiv) abgebildet. Die
GCat1-mRNA ist zu 10,1 % * 2,2 % in exzitatorischen und zu 71,7 % = 5 % in

inhibitorischen Neuronen exprimiert (n = 4-5).
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Abb. 3.6: In-situ-Hybridisierung mit einer Sonde gegen die GCa1-Untereinheit und Sonden zur Farbung
der exzitatorischen Neurone (Vesicular glutamate transporter 2 (VGLUTZ2)) und der inhibitorischen
Neurone (Vesicular GABA transporter (VGAT)). A. Hybridisierungssignal der GCas-mRNA (rot) und
einer Sonde gegen VGAT (grun). B. Hybridisierungssignal der GCa1-mRNA (rot) und einer Sonde
gegen VGLUT2 (grin). Die Zellkerne sind mit DAPI gefarbt (blau). Mafistabsbalken: 10 um. (C)
Quantifizierung der Expression von GCau in exzitatorischen (VGLUT2) und inhibitorischen (VGAT)
Neuronen (n = 4-5). Dargestellt ist der Mittelwert £ SEM.

Abb. 3.7 zeigt die Expression der GCa2-mRNA zusammen mit den inhibitorischen (A)
oder exzitatorischen Markern (B) auf WT-Gewebe. Auch die GCaz2-Sonde (rot) kann in
VGAT- und VGLUT2-positiven (jeweils griin) Neuronen detektiert werden. In C ist die
prozentuale Verteilung der GCa2-mRNA in VGAT- und VGLUT2-positiven Neuronen
abgebildet. Die GCa2-mRNA wird zu 54,7 % £ 6,8 % in exzitatorischen und zu 47,9 %

1 4 % in inhibitorischen Neuronen exprimiert (n = 3-4).
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Abb. 3.7: In-situ-Hybridisierung mit einer Sonde gegen die GCoz-Untereinheit und Sonden zur Farbung
der exzitatorischen Neurone (VGLUT2) und der inhibitorischen Neurone (VGAT). A.
Hybridisierungssignal der GCo2-mRNA (rot) und einer Sonde gegen VGAT (grin). B.
Hybridisierungssignal der GCa2-mRNA (rot) und einer Sonde gegen VGLUT2 (grun). Die Zellkerne sind
mit DAPI gefarbt (blau). MaRstabsbalken: 10 um. (C) Quantifizierung der Expression von GCaz in
exzitatorischen (VGLUT2) und inhibitorischen (VGAT) Neuronen (n = 3-4); die Werte sind als Mittelwert
+ SEM dargestellt.
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Um die Charakterisierung der Lokalisation der NO-GC1 und NO-GC2 im Ruckenmark
abzuschlieRen, wurde die GCa1- und GCo2-mRNA in einer doppelten In-situ-
Hybridisierung mit dem NK1-Rezeptor (NK1R, Tacr1) gefarbt. In vorherigen Arbeiten
wurde gezeigt, dass die GCpi-Untereinheit der NO-GC in Projektionsneuronen
exprimiert wird (Ding and Weinberg, 2006; Schmidtko et al., 2008a). Wie in der
Einleitung beschrieben, liegen diese meist in Lamina | und sind zu 80 % NK1R-positiv
(Spike et al., 2003). Im Vergleich zur Abb. 3.6 und 3.7 wurde fur die hier gezeigten
Bilder eine GCau1- und GCo2-Typ6-Sonde verwendet und eine NK1R-Typ1-Sonde. In
Abb. 3.8 ist eine Detailaufnahme der Doppelfarbungen dargestelit. In A und B konnte
sowohl die GCau1- als auch die GCa2-mRNA (grin) in NK1R-positiven Neuronen

nachgewiesen werden (rot).

Abb. 3.8: Dargestellt ist die In-situ-Hybridisierung mit einer Sonde gegen die GCau- (A) oder die GCoa.-
Untereinheit (B) und einer Sonde zur Farbung der Projektionsneurone (NK1R). Die Zellkerne sind mit
DAPI gefarbt (blau). Maf3stabsbalken: 10 um.

Mit den hier gezeigten Ergebnissen konnte die Lokalisation der NO-GC1 und NO-GC2
im Hinterhorn des Rickenmarks weiter charakterisiert werden. Wahrend die NO-GC1
vorwiegend in inhibitorischen Interneuronen exprimiert wird, verteilt sich die
Expression der NO-GC2 in gleichem MaRe auf inhibitorische und exzitatorische
Interneurone. Zudem werden beide Isoformen in den NK1R-positiven

Projektionsneuronen exprimiert.

3.1.2 Zellulare Lokalisation der NO-GC1 und NO-GC2 in Spinalganglien

Zur Aufklarung der zellularen Lokalisation der NO-GC Isoformen in Spinalganglien
wurden immunhistochemische Farbungen mit dem spezifischen Antikorper gegen die
GCpB1-Untereinheit der NO-GC in Gewebe von WT-, GCa1”’- und GCoa2’-Mausen
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durchgefuhrt. Des Weiteren wurde ein Marker fur Neurone (NeuN), ein endothelialer
Marker (CD31) und ein Marker fur Satellitenzellen (GS) eingesetzt. Wie in Abb. 3.9 A-
C zu erkennen ist, farbt der GCB1-Antikorper (griin) auf WT-, GCa”- und GCoaz2™’-
Gewebe nur nicht-neuronale Zellen, was die Beobachtungen aus friheren Arbeiten
bestatigt (Schmidtko et al., 2008a). Anhand der Doppelfarbungen mit CD31 (Abb. 3.9
D-F) wird deutlich, dass in WT-, GCa”- und GCaz"-Gewebe ein Teil der GCB1-
Immunfluoreszenz im GefaRendothel lokalisiert ist. Die Doppelfarbungen mit GS (Abb.
3.9 G-/) zeigen, dass auf WT- und GCo1”-Gewebe GCB1 und GS kolokalsiert sind,

wahrend auf GCo2’-Gewebe keine Kolokalisation erkennbar ist.

Abb. 3.9: Immunfluoreszenzfarbung der NO-GC auf Schnitten der Spinalganglien von WT-, GCau1--
und GCo2”-Mausen. Dargestellt sind Doppelfarbungen mit einem neuronalen Marker, einem
endothelialen Marker und einem Marker fir Satellitenzellen. Fir die NO-GC Farbung wurde ein
Antikorper gegen die GCB1-Untereinheit verwendet (grin), so dass auf GCa17-Gewebe die NO-GC2
und auf GCo’-Gewebe die NO-GC1 gefarbt ist. Die Marker sind in rot dargestellt. A, B, C. Doppelte
Immunfluoreszenzfarbung der GCpi-Untereinheit mit dem neuronalen Marker NeuN. D, E, F.
Doppelféarbung der GCB+1 und des GefaRendothels (CD31). G, H, I. Doppelte Immunfluoreszenz der
GCB+1 und der Satellitenzellen (Glutaminsynthase, GS). Eine Kolokalisation wird durch eine gelbe
Farbung angezeigt. Malistabsbalken: (A-C): 50 um; (D-F): 25 um; (G-/): 25 pum.

Die Expressionsdaten der NO-GC Isoformen in den DRGs zeigen, wie schon die Daten
der Lokalisation im Ruckenmark, dass die NO-GC1 und NO-GC2 ein sehr

unterschiedliches Expressionsmuster aufweisen. Wahrend die NO-GC2 in
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Satellitenzellen und im Endothel der Spinalganglien exprimiert wird, konnte die NO-
GC1 nur im Endothel detektiert werden.

3.1.3 Basale Charakterisierung von GCoa1”*- und GCa2”"-Mausen

Zur Untersuchung des Einflusses der NO-GC Isoformen auf die Schmerzverarbeitung,
wurde das Verhalten von GCa1”- und GCoz27-Mausen und den entsprechenden
wildtypischen Wurfgeschwistern (WT) untersucht. Die globalen KO-Tiere sind nicht
belastet, sie sind lebensfahig, vermehrungsfahig, weisen eine normale Korpergrolie
auf und zeigen auch sonst keine Verhaltensauffalligkeiten (Mergia et al., 2006). Da die
Tiere heterozygot gezuchtet, aber nur WT- und KO-Tiere untersucht wurden, musste
eine Genotypisierung (Kapitel 2.4.2) durchgefihrt werden (Abb. 3.10). Die WT-Tiere
der GCa17-Zucht (A, linke Seite) weisen eine DNA-Bande bei 879 Basenpaaren (bp)
auf (linke Spur). Fir die Deletion wurde eine DNA-Bande mit der Grofde von 997 bp
amplifiziert (rechte Spur). Die amplifizierte Bande der Deletion istim Vergleich zur WT-
Bande groRer, da die Primer zur Erkennung der Deletion so in der Erstpublikation
verwendet wurden und in einem Lokus binden, der nur in den KO-Tieren vorliegt.
Heterozygote Tiere weisen beide DNA-Banden auf (mittlere Spur). Die NO-GC1-Tiere
wurden mit einer Verteilung von 56 % heterozygoten, 26 % WT- und 18 % KO-Tieren
geboren (A, rechte Seite) (n = 117). Die WT-Tiere der GCaz2"-Zucht (B, linke Seite)
zeigen ein DNA-Fragment mit 760 bp (linke Spur). Die Deletion der NO-GC2 resultiert
in einem 513 bp groRen Amplifikat (rechte Spur). Auch hier weisen die heterozygoten
Tiere beide Amplifikate auf (mittlere Spur). Fir die GCa2’-Zucht konnte eine
Geburtenrate von 57 % heterozygoten, 23 % WT- und 20 % KO-Tieren beobachtet
werden (B, rechte Seite) (n = 84). Damit entsprach die Geburtenrate bei beiden KO-

Linien ungefahr der Mendel 'schen Verteilung.
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Abb. 3.10: Genotypisierung von GCai”- und GCo2’-Mausen und deren Wurfgeschwistern und
prozentuale Verteilung der Genotypen in der Zucht. A. Genotypisierung der GCa.17-Tiere: WT-GCa.1:
879 bp; heterozygot: 879 + 997 bp; KO: 997 bp. Auf der rechten Seite ist die prozentualen Verteilung
der Geburtenrate der NO-GC1-Zucht dargestellt (n = 117). B. Genotypisierung der GCoz2"-Tiere (WT-
GCo2: 760 bp; heterozygot: 760 + 513 bp; KO: 513 bp) und Auswertung der prozentualen Verteilung
der Geburtenrate der NO-GC2- Zucht (n = 84). Dargestellt sind die Mittelwerte.

3.1.3.1 Morphologie des Riickenmarks und der Spinalganglien

Wie in Abb. 3.11 dargestellt ist, weist das Rickenmark der GCa1”- und GCoz2™-
Mause keine erkennbaren morphologischen Veranderungen im Vergleich zum WT-
Gewebe auf. Um sowohl die Grofle des Riuckenmarks als auch die Struktur der
verschiedenen "schmerzrelevanten" Laminae des Dorsalhorns zu bestimmen, wurden
verschiedene bekannte Marker-Farbungen an GCo1’- und GCaz2’-Gewebe
durchgefuhrt und mit dem Gewebe der WT-Wurfgeschwister verglichen. Die Verteilung
der Neuronen (NeuN, rot) und der Gliazellen (GFAP, grin) (A-C) und die Expression
des inhibitorischen Markers GADG67 (D-F) ist im Rluckenmark der KO-Tiere
vergleichbar mit der Expression im WT-Gewebe. Um die ersten drei Laminae zu
vergleichen, wurden CGRP (Lamina I), IB4 (Lamina II) und PKCy (Lamina Ill) auf WT-
und KO-Gewebe gefarbt. In Abb. 3.11 G-/ ist sehr gut zu erkennen, dass die
Farbungen fir CGRP, I1B4 und PKCy direkt aneinander anschlielen und kein
Unterschied zwischen der Strukturierung der Laminae zwischen WT- (G), GCou1”-- (H)

und GCo27-Mausen (/) zu erkennen ist.
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Abb. 3.11: Immunfluoreszenzfarbung zur Charakterisierung des Riickenmarks von WT-, GCaut”-- und
GCoa2-Mausen. A, B, C. Immunfluoreszenzfarbung der Neurone (Neuronal Nuclei (NeuN), rot) und der
Astrozyten (Glial fibrillary acidic protein (GFAP), griin). D, E, F. Farbung der inhibitorischen Zellen im
Rickenmark mit dem Marker Glutamat-Decarboxylase (GAD67). G, H, I. Farbung der Marker calcitonin-
gene-related-peptide (CGRP, blau), PKCy (rot) und Isolectin B4 (IB4, griin). MaRstabsbalken: 50 um.

Um zu untersuchen, ob die Deletion der NO-GC1 oder NO-GC2 mit einer Regulation
der NOS-1 Expression im Rickenmark verbunden ist, wurde eine
Immunfluoreszenzfarbung von NOS-1 auf Schnitten von WT-, GCa1”- und GCa2™-
Mausen durchgefuhrt (n = 3). In Abb. 3.12 ist in A, B und C exemplarisch die
Immunfluoreszenz der NOS-1 im Dorsalhorn von WT-, GCa1™- und GCoz’-M&usen
dargestellt. Die graue Substanz ist mit einer durchgezogenen Linie und die Grenze
zwischen Lamina llo und Lamina llia sowie zwischen Lamina Ilia und Lamina lliv jeweils
mit einer gestrichelten Linie gekennzeichnet. Zur Lokalisation der Lamina Il wurde eine
doppelte Immunfluoreszenzfarbung mit 1B4 durchgefihrt. Es kann keine auffallige
Anderung der Expression zwischen WT-, GCau”- und GCo27-Tieren erkannt werden.
Das bestatigt auch die Quantifizierung der Immunfluoreszenz in D. Zur Quantifizierung
wurden die NOS-1-positiven Neurone ausgezahlt und auf die Expression im WT-

Gewebe normiert.
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Abb. 3.12: Inmunfuoreszenzfarbung der NOS-1 und I1B4 im Rickenmark von WT- (A), GCou™- (B) und
GCoz2"- (C) Tieren. Die graue Substanz ist mit einer weilen Linie abgegrenzt, die Grenzen der Lamina
Ilo und Lamina Il ist mit einer gestrichelten Linie dargestellt. MaRRstabsbalken: 50 um. D. Quantifizierung
der basalen NOS-1 Expression im Rickenmark der NO-GC1 und NO-GC2 KO-Tieren, bezogen auf die
Expression im WT-Gewebe (n = 3; 6 Schnitte mit ca. 50 pm Abstand); dargestellt ist der Mittelwert +
SEM

Dartber hinaus wurde auch die Verteilung unterschiedlicher neuronaler Zell-
Populationen in den Spinalganglien der NO-GC1 und NO-GC2 KO-Mause untersucht.
Der Anteil Substanz P-, 1B4- und NF200-positiver DRG-Neurone war bei WT-,
GCoa1- und GCaz”-M&usen vergleichbar (Abb. 3.13).
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Abb. 3.13: Immunhistochemische Charakterisierung der DRG-Neuronen-Populationen an WT-, GCau-
- und GCo2"-Gewebe. Dargestellt ist der Anteil Marker-positiver DRG-Neurone, bezogen auf die
Gesamtpopulation; es sind die Mittelwerte + SEM dargestellt; n = 4.

3.1.3.2 Expression der GCa1- und GCaz-mRNA

In der Erstpublikation der NO-GC1 und NO-GC2 KO-Tiere wurde beschrieben, dass
die Isoformen im Lungen- und Hirngewebe nicht kompensatorisch reguliert werden
(Mergia et al., 2006). In dieser Arbeit wurde die mMRNA-Expression der GCa1 und GCoa2
im Ruckenmark mittels gPCR analysiert (Abb. 3.14). Als Referenzgen wurde GAPDH
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verwendet. Die Daten wurden auf die Expression der GCa.1 normiert. Es konnte in den
GCo-Mausen keine GCo1-mRNA und in den GCo2’-Méausen keine GCo2-mRNA
nachgewiesen werden. In den GCa1”- und GCaz’-Mausen ist die jeweils andere
Isoform nicht kompensatorisch hochreguliert. Die mRNA-Expression der GCoo-
Untereinheit liegt ca. dreifach hoher im Vergleich zur GCa1-Expression. Die mRNA der

GCp1-Untereinheit wird in allen untersuchten Mauslinien gleich stark exprimiert.
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Abb. 3.14: MRNA-Expression der drei NO-GC-Untereinheiten (GCau1, GCaz2, GCB1) im Rickenmark von
WT-, GCa’- und GCoaz"-Méausen. Die mRNA der GCau konnte nicht im Riickenmark der GCou1--
Mause, und die mRNA der GCa2 nicht im Gewebe der GCo2"-Mause detektiert werden; n = 3; n.d. =
nicht detektiert. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

3.1.3.3 Motorische Koordination

Die in dieser Arbeit gezeigten in-vivo Untersuchungen des Schmerzverhaltens werden
mit Hilfe der motorischen Reaktionen der Versuchstiere quantifiziert. Daher ist es eine
Voraussetzung, die motorische Koordination der Versuchstiere zu Uberprifen, wozu
der Rota-Rod-Test verwendet wurde. Es konnte weder ein Defekt in der Motorik der
GCa17-, noch in der Motorik der GCoa2"-Tiere (Median der Latenzzeiten bei WT-,

GCau”- und GCaz"-Tieren: jeweils 120 Sekunden) festgestellt werden.

3.1.4 Nozizeptives Verhalten von GCa17"- und GCa2""-Mausen

3.1.4.1 Verhalten von GCai’- und GCoz’-Mausen in Modellen fiir akute
Schmerzen

Um das akute nozizeptive Verhalten der GCa17- und GCo27-Mause zu bestimmen,

wurden verschiedene Modelle mit thermischer und mechanischer Stimulation

verwendet. In Abb. 3.15 sind die Daten der GCou1”- (A) und GCo2-Mause (B) im Hot-
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Plate-Test dargestellt. Fur keine der drei untersuchten Temperaturen konnte ein
Unterschied zwischen WT- und KO-Tieren gemessen werden. Auch im Cold-Plate-
Test konnte zwischen WT- und KO-Tieren weder in der ersten Kalte-Reaktion, noch in

der Summe aller Reaktionen in finf Minuten ein Unterschied detektiert werden (Abb.
3.15, C-F).
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Abb. 3.15: Akutes nozizeptives Verhalten von GCa1”- und GCaz’-Méusen im Hot-Plate-Test, der zur
Untersuchung der akuten Hitze-Nozizeption dient und im Cold-Plate-Test, der zur Untersuchung der
akuten Kalte-Nozizeption dient. A, B. Im Hot-Plate-Test wurden drei Temperaturen untersucht: 50°C,
52°C und 54°C. C-F. Im Cold-Plate-Test wurden die Tiere bei einer Temperatur von 2°C untersucht. Es
wurde die Latenzzeit bis zur ersten Reaktion bestimmt (A, B, C, D) und die Reaktionen in funf Minuten
wurden notiert (E, F). n = 12. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £ SEM.

Abschlietend wurde das Verhalten der GCou”*- und GCo27-Tiere im Dynamic Plantar-
Test nach akuter mechanischer Stimulation untersucht (Abb. 3.16). Auch in diesem

Test zeigten die GCa1”- und GCa27-Mause ein normales nozizeptives Verhalten.
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Abb. 3.16: Akutes nozizeptives Verhalten nach mechanischer Stimulation von GCa17- (A) und GCaz”
-Mausen (B) im Dynamic Plantar-Test. n = 8; die Daten sind dargestellt als Mittelwerte £+ SEM.
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Aus diesen Daten wird ersichtlich, dass der Verlust der NO-GC1 und NO-GC2 keinen

Einfluss auf die Verarbeitung akuter thermischer und mechanischer Schmerzen hat.

3.1.4.2 Verhalten von GCa1’- und GCo2’-Mausen in neuropathischen
Schmerzmodellen

Um den Einfluss der NO-GC Isoformen auf die Verarbeitung neuropathischer
Schmerzen zu untersuchen, wurden die globalen KO-Tiere der NO-GC1 und NO-GC2
in einem neuropathischen Schmerz-Modell, dem "Spared-nerve-injury"-Modell (SNI)
charakterisiert. Wie in Abb. 3.17 dargestellt, zeigten die GCo.17--Mause nach der SNI-
Operation zunachst, wie die WT-Tiere, eine abnehmende Latenzzeit bis Tag elf (A).
Nach 14 Tagen nahm in den GCa”--Mausen die Latenzzeit wieder zu, wahrend sie in
WT-Mausen weitgehend konstant blieb. Der Unterschied zwischen den Gruppen war
statistisch signifikant. Somit zeigten die GCa1”--Méause im Vergleich zu WT-Mausen
ein reduziertes neuropathisches Schmerzverhalten. Im Gegensatz zu den GCou™-
Mausen, zeigten die GCo2”-Mause im Vergleich zu den WT-Tieren keinen
Unterschied in der Ausbildung der mechanischen Hyperalgesie nach der SNI-
Operation (B). Die Latenzzeit beider Gruppen nahm bis Tag 14 nach SNI ab und blieb
dann konstant niedrig bis zur Beendigung des Experiments.

Aus den hier gezeigten Daten kann gefolgert werden, dass die NO-GC1, aber nicht

die NO-GC2, an der Verarbeitung neuropathischer Schmerzen beteiligt ist.
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Abb. 3.17: Mechanische Hypersensitivitdt von GCa17- (A) und GCaz27-Mausen (B) im Vergleich zu WT-
Tieren nach peripherer Nervenverletzung mittels "Spared nerve injury" (SNI). n = 8; die Daten sind
dargestellt als Mittelwerte + SEM; d = Tage. * p < 0,05.

Um zu untersuchen, ob die Expression der NO-GC in DRGs oder im Ruckenmark im
Verlaufe einer Nervenverletzung reguliert wird, wurde die mRNA-Expression der
GCa1-, GCa2- und GCp1-Untereinheit basal, sieben Tage und 14 Tage nach SNI
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mittels gPCR untersucht. In Abb. 3.18 sind die relativen mRNA-Werte der drei NO-
GC-Untereinheiten in DRGs (A) und im Ruckenmark (B) dargestellt. In den
Spinalganglien und im Rickenmark konnte fur keine der drei Untereinheiten der NO-
GC eine Regulation detektiert werden.

Aus den hier gezeigten Daten kann geschlussfolgert werden, dass die
neuropathischen Signalwege im SNI-Modell keine mRNA-Regulation der NO-GC

induzieren.
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Abb. 3.18: Relative mRNA-Expression der GCai-, GCoa2- und GCp+-Untereinheiten nach
Nervenverletzung (SNI) im Rickenmark und in DRGs. Als Referenzgen wurde GAPDH verwendet und
es wurde das Gewebe von je drei bis vier Tieren pro Zeitpunkt betrachtet (basal (rosa), 7 Tage (grin)
und 14 Tage (rot) nach SNI). n = 3-4; es ist jeweils der Mittelwert £ SEM dargestellt; d = Tage.

Da die NO-GC1 KO-Tiere eine verringerte Latenzzeit im SNI-Modell gezeigt haben,
wurde zur Bestatigung noch ein weiteres neuropathisches Schmerzmodell mit dieser
Linie durchgeflihrt, das "Chronic constriction injury"-Modell (CCl). Im Vergleich zum
SNI-Modell bilden die Tiere nach CCl sowohl eine mechanische als auch eine
thermische Hyperalgesie aus. In Abb. 3.19 ist in A die Messung der mechanischen, in
B die Messung der thermischen Hyperalgesie dargestellt. In beiden Versuchen
bildeten die NO-GC1 KO-Tiere zunachst eine Hyperalgesie aus, die mit den WT-Tieren
vergleichbar war. Nach 21 Tagen zeigten die KO-Tiere jedoch eine, im Vergleich zum
WT, signifikant langere Latenzzeit nach mechanischer Stimulation und nach 30 Tagen

auch eine signifikant langere Latenzzeit nach thermischer Stimulation.
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Abb. 3.19: Nozizeptives Verhalten von WT- und GCa.17--Mause nach peripherer Nervenverletzung im
"Chronic constriction injury"-Modell (CCl). A. Mechanische Allodynie nach CCIl, gemessen mit dem
Dynamic Plantar Aesthesiometer. B. Thermische Hyperalgesie nach CCIl, gemessen mit der
Hargreaves-Apparatur. n = 8; dargestellt sind die Daten als Mittelwerte + SEM; d = Tage. * p < 0,05.

Zusammengefasst weisen diese Ergebnissen darauf hin, dass die GCa1 an der
Langzeitverarbeitung von neuropathischen Schmerzen essentiell beteiligt ist, jedoch

keine Regulation der Expression in DRGs oder Ruckenmark stattfindet.

3.1.4.3 Verhalten von GCoi’- und GCoa2’-Mausen in Inflammatorischen
Schmerzmodellen

Zur Untersuchung der funktionellen Bedeutung der NO-GC Isoformen bei der
Verarbeitung von Entziindungsschmerzen wurde das Verhalten von GCoi”- und
GCoa27-Mausen im Modell der Zymosan-induzierten Pfotenentziindung charakterisiert.
In Abb. 3.20 sind die Latenzzeiten vor und nach Zymosan-Injektion fiir die GCa17-- (A)
und GCoz"-Tiere (B) dargestellt. Die GCa1/-Tiere zeigten nach Injektion keinen
Unterschied im Schmerzverhalten verglichen mit den WT-Tieren: Beide Gruppen
bildeten eine Hyperalgesie aus, die zwischen 4 und 7 Stunden ihr Maximum erreichte.
Wie in Abb. 3.20 B dargestellt ist, entwickelten die WT- und die GCo2"-Tiere eine
vergleichbare Hyperalgesie in den ersten Stunden nach der Zymosan-Injektion, nach
sechs, sieben und acht Stunden zeigten die GCa2’-Tiere jedoch eine erhdhte
Hypersensitivitat im Vergleich zu den WT-Tieren.

Aus diesen Ergebnissen geht hervor, dass die NO-GC2, jedoch nicht die NO-GC1,
einen hemmenden Effekt auf die Verarbeitung von Zymosan-induzierten

Entzindungsschmerzen hat.
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Abb. 3.20: Mechanische Hyperalgesie von WT-, GCa.17- (A) und GCa27--Mausen (B) nach Injektion von

Zymosan (15 ul einer 5 mg/ml Suspension) in eine Hinterpfote. n = 8; die Daten sind dargestellt als
Mittelwerte £ SEM; h = Stunden. * p < 0,05.

Um zu untersuchen, ob die Expression der NO-GC-Untereinheiten im Ruckenmark
und in den Spinalganglien im Verlauf der Entzindungsreaktion reguliert wird, wurde
eine gPCR mit basalem Gewebe und mit Gewebe vier und sieben Stunden nach
Zymosan-Injektion durchgefihrt. In Abb. 3.21 sind die relativen mRNA-Werte der
gPCR aus dem Ruckenmark (A) und aus den Spinalganglien (B) dargestellt. In beiden
Geweben zeigt nur die GCo2 eine Regulation vier Stunden nach der Zymosan-

Injektion. Diese Hochregulation der GCaz-Untereinheit nach Zymosan-Injektion

untermauert die beschriebene erhdhte mechanische Hyperalgesie der GCaz27-Mause.
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Abb. 3.21: Relative Expression der GCa.1-, GCoa2- und GCB1-mRNA im Rickenmark und in DRGs nach
Induktion einer Pfotenentziindung. Nach der Injektion von Zymosan (15 yl einer 5 mg/ml Suspension)

in eine Hinterpfote wurde das Gewebe zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen. n = 4; dargestellt
ist der Mittelwert + SEM; h = Stunden. * p < 0,05.

Da die GCo2™-Tiere ein verandertes Schmerzverhalten im Vergleich zum WT nach der
Zymosan-Injektion gezeigt haben, wurde diese Mauslinie in weiteren

Entzindungsmodellen untersucht. Zunachst wurden die Tiere im CFA-Modell
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charakterisiert. Wie in Abb. 3.22 dargestellt, konnte im CFA-Modell auch eine

verstarkte Hyperalgesie der GCo2™-Tiere im Vergleich zum WT gemessen werden.

Latenzzeit (s)
NWhOIONCOWO

024681 5 9 13 17 2124
h  ZeitnachCFA d

Abb. 3.22: Mechanische Hyperalgesie von GCaz"-Mausen nach Injektion einer CFA-LGosung in eine
Hinterpfote. n = 8; dargestellt ist jeweils der Mittelwert £+ SEM; h = Stunden, d = Tage. * p < 0,05.

Diese Daten bestatigen, dass die NO-GC2 einen inhibitorischen Einfluss auf die

Verarbeitung persistierender inflammatorischer Schmerzen hat.

3.1.4.4 Verhalten von GCo27-Mausen im Formalin-Test

Um den weiteren Einfluss der NO-GC2 auf die Verarbeitung inflammatorischer Reize
zu ermitteln, wurden die GCaz™-Tiere im Formalin-Test untersucht. In Abb. 3.23 ist
die Leckzeit der WT- und der GCo2™-Tiere nach Formalin-Injektion dargestellt. In A
sind die Leckzeiten im Zeitverlauf aufgefiihrt, in B die statistische Auswertung der zwei
Phasen. Weder die Phase 1 (0-10), die durch die Aktivierung der TRPA1-Kanale
gebildet wird (McNamara et al., 2007), noch die Phase 2 (11-60), in der es zu
vermehrten Sensibilisierungsvorgangen im Rickenmark kommt, zeigt signifikante
Unterschiede zwischen den GCaz2”- und den WT-Tieren (B). Demzufolge scheint die
NO-GC2 nicht an der schnellen Schmerzsensibilisierung nach Formalin-Injektion

beteiligt zu sein.
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Abb. 3.23: Formalin-Test bei WT- und GCoax’-Mausen. (A) Darstellung des Leckverhaltens im
Zeitverlauf nach Formalin-Injektion (15 pl einer 0,5 %igen L&ésung). (B) Darstellung der zwei
unterschiedlichen Phasen des Formalin-Tests als Summe des Leckverhaltens. n = 8; die Daten sind
dargestellt als Mittelwerte £+ SEM.

3.1.4.5 Verhalten von GCa27-Mausen im Capsaicin-Test

SchlieRlich wurde das Verhalten der GCa2"-Tiere im Capsaicin-Test, einem weiteren
Modell der schnellen Schmerzsensibilisierung, untersucht. Wie in Abb. 3.24 gezeigt,
weisen die GCo2”-Tiere im Vergleich zu den WT-Tieren in finf Minuten keine

signifikant veranderte Summe der Leckzeit auf.
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Abb. 3.24: Capsaicin-Test bei WT- und GCo2”-Mausen. Dargestellt ist das Leckverhalten nach
Capsaicin-Injektion (5 pg in 10 yl) in 5 Minuten. Die Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM.

s)

Leckzeit

Diese Daten weisen darauf hin, dass die NO-GC2 nicht an der Verarbeitung von

Formalin- oder Capsaicin-vermittelten Entzindungsschmerzen beteiligt ist.

Die Daten aus den Studien mit den GCa1”- und GCo2”-Mausen skizzieren eine sehr
spezifische Verteilung der NO-GC Isoformen im schmerzrelevanten Gewebe und
teilweise gegensatzliche Funktionen bei der Verarbeitung von inflammatorischen und
neuropathischen Schmerzen. Um zu untersuchen, ob die beteiligten Signalkaskaden
im Rdckenmark lokalisiert sind, wurde eine konditionelle KO-Linie (cKO) gezuchtet, in
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der die NO-GC1 oder NO-GC2 nur in Ruckenmarksneuronen ausgeschaltet wurde
(Lbx1-GCau1”- und Lbx1-GCa27"). Die Zucht und Charakterisierung dieser Linien werden

im folgenden Kapitel genauer beschrieben.

3.2 Charakterisierung von Lbx1-GCa1”*- und Lbx1-GCo27-Mausen

3.21  Zucht der Lbx1-GCa17-- und Lbx1-GCa2'-Mause

Zur Analyse, ob die veranderte Schmerzwahrnehmung der globalen KO-Tiere auf die
Expression der NO-GC1 und NO-GC2 im Dorsalhorn des Rickenmarks zurlick zu
fuhren ist, wurden cKO-Mause mit spezifischer Deletion in Dorsalhorn-Neuronen
generiert. Hierzu wurden gefloxte Mause (GCou™ und GCa2"M) mit Lbx1-Cre Mausen
gekreuzt, bei denen die Dorsalhorn-Neurone, aber auch Neurone im dorsalen Teil des
Gehirns Cre-positiv sind (Sieber et al., 2007). Zunachst wurde Uberprift, ob die Cre-
Expression im Rickenmark wirklich nur im Dorsalhorn liegt, indem die Lbx1¢®"-Tiere
mit einer rot fluoreszierenden Reporter-Linie verpaart wurden (tdTomato). In Abb. 3.25
ist das Ruckenmark einer Lbx1-tdTomato-Maus aus der beschriebenen Zucht zu sehen
(A). Es ist deutlich zu erkennen, dass die Lbxi-positiven Zellen das Dorsalhorn
betreffen. Zudem ist in B die Genotypisierung der Reporter-Mause dargestellt. In der
oberen Spur ist die PCR der Cre-Rekombinase dargestellt. Es konnen zwei Banden
detektiert werden, da die PCR ein internes Kontrollgen bei 400 bp amplifiziert (CB1).
Das Cre-Amplifikat erscheint bei 250 bp. In der unteren Spur ist die tdTomato-PCR
dargestellt. Auch in dieser PCR kénnen zwei Amplifikate detektiert werden, ein WT-
(300 bp) und ein tdTomato-Amplifikat (200 bp), da die Tiere in der F1-Generation

verwendet werden konnten und somit heterozygot fur das Reporter-Gen waren.
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Abb. 3.25: Riickenmarksschnitt eines Lbx1-tdTomato Tieres und die zugehdrige Genotypisierung. A. In
rot erscheint die Fluoreszenz der Tomato-positiven Zellen, also die Cre-produzierenden Zellen. Die
graue Substanz ist mit einer weilen Linie umrandet. MaRstabsbalken: 50 um. B. In der oberen Spur ist
die Lbx1-Cre-PCR, in der unteren Spur die tdTomato-PCR dargestellt. Die Cre-PCR zeigt zwei Banden,
zum einen das Kontroll-Gen CB1 (400 bp), zum anderen die Bande fir die Cre (250 bp). Fir die
tdTomato-PCR wurde auch eine doppelte Bande detektiert, da die Tiere heterozygot Tomato-positiv
waren (WT-Bande: 300 bp; Tomato-Bande: 200 bp).

In Abb. 3.26 ist ein Langsschnitt des Gehirns der Lbxi-tdTomato-Mause dargestellt.
Im Gehirn konnen Bereiche mit roter Fluoreszenz erkannt werden, besonders im
Kleinhirn (Cb) und in der Medulla oblongata (Mo) liegt eine starke Expression vor.
Zwischen dem Thalamus (Th) und dem Hippocampus (Hc) kann eine fluoreszierende

Struktur erkannt werden, dabei handelt es sich um ein Schnittartefakt.

Abb. 3.26: Gehirn- und DRG-Schnitte eines Lbxi-Tomato Tieres. Ubersichtsaufnahme der tdTomato-
Fluoreszenz in einem Sagittal-Schnitt des Gehirns. Die Cre-positiven Zellen sind rot gefarbt. Unterhalb
des Hippocampus erscheint ein Schnittartefakt. Cb: Cerebellum (Kleinhirn); Mo: Medulla oblongata
(Verlangertes Mark); Cc: Cortex cerebri (Grof3hirnrinde); Hc: Hippocampus; Th: Thalamus (Zwischen-

hirn); Ob: Bulbus olfactorius (Riechkolben). MaR3stabsbalken: 400 um.

In Abb. 3.27 ist die Zuchtstrategie zur Herstellung der konditionellen KO-Mause der
GCa1 und GCoaz2 dargestellt. In der FO Generation wurde eine Cre-positive Maus, die

WT-Allele fiir die GCou-/GCo2-Untereinheit aufwies (Lbx1CeM™-GCouWWt: | bx4Cre/wt.
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GCoa2"'™t; (Sieber et al., 2007)), mit einer Cre-negativen Maus verpaart, die auf beiden
Allelen loxP-Sides (gefloxt) um das Exon 4 des Gens Gucy1A3 oder Gucy1A2 aufwies
(Lbxs""W-GC o™ Lbx1"W"-GCoa2"M) (Mergia et al., 2006). In der F1 Generation wurden
dann Tiere mit und ohne Cre-Rekombinase im Lbxi-Gen geboren, die immer
heterozygot gefloxt waren fiir die GCa1- oder GCoz-Untereinheit (Lbx1"W"-GCa1/";
Lbx1""W.-GCo2™t und Lbx1C®M-GCou™™t; Lbx1CeM-GCoa2"™!). Aus dieser Generation
wurde dann ein Cre-positives und ein Cre-negatives Tier verpaart, um in der F2-
Generation Cre-positive und Cre-negative Tiere zu generieren, die in beiden Allelen
des Gens Gucy1A3 oder Gucy1A2 loxP-Sides aufwiesen (Lbx1WW-GCa1/f; Lbx1W/Wi-
GCa2"M und Lbx1c®-GCa1™M; Lbx1CeM-GCa2"M). Allerdings entstehen bei der oben
beschriebenen Zuchtstrategie viele Genotypen, die fur die geplanten Versuche nicht
verwendet werden kénnen (Lbxi"W"W-GCa"™; Lbx1"WW-GCoa2™™t; Lbx1"W-GCou1W"t,
Lbx"W-GCo™t;  Lbx1C®™-GCou™™;  Lbx1*M-GCa2™;  Lbx1CeM™-GCou"™,;
Lbx1CeM.GCa2""). Daher wurde eine F3-Generation gezlichtet. Hierzu wurden die
Tiere aus der F2-Generation ausgewahlt, die Cre-positiv und homozygot gefloxt fur die
GCoa1-/GCaz2-Untereinheit waren (Lbx1¢®"-GCa1™M; Lbx1¢®™-GCa2™) und mit Tieren
verpaart, die Cre-negativ und ebenso homozygot gefloxt fir die GCa1- oder GCoz-
Untereinheit waren (Lbx1"W"-GCa1"; Lbx1"""-GCoa2"M). In dieser Zucht wurden nur
Jungtiere geboren, die fiir die Untersuchungen verwendet werden konnten (Lbx1"/"i-
GCOHﬂ/ﬂ; LbX1wt/wt_GCa2ﬂ/ﬂ; LbX1Crelwt_GCa1fI/fI; LbX1Cre/wt_GCa2fI/ﬂ)_

Zur Genotypisierung der Tiere wurden zwei PCR-Ansatze durchgefuhrt, einer zur
Identifikation der Cre und eine zur ldentifikation der gefloxten GCa1- und GCoe-
Untereinheiten. Die Kontroll-Tiere wiesen keine Bande in der Cre-PCR auf, nur die
CB1-Amplifikation (Kontrolle) war positiv (Abb. 3.27; B und C untere Spur, linke Seite,
CB1: 400 bp). Fir die cKO-Tiere wurde eine Bande in der Cre-PCR amplifiziert (B und
C obere Spur, rechte Seite, Cre: 250 bp). Die Amplifikation fur die loxP-Side in der
GCa1-/GCaz-Untereinheit lieferte eine Bande, was auf eine homozygote loxP-Side
hindeutet (B und C obere Spur, linke und rechte Seite, GCau1: 920 bp; GCao2: 800 bp).

83



Ergebnisse

A Allel Allel B be1GCct1
1 2 1 2 Kontrolle cKO
Genlokus Lbx, GCa,/GCa, M fiin i
Generation 1000 bp GCa,
F 1. Comp Commp- Comop> S 500 bp E
0 X wt/wt cre/wt

0 Iq:FI:-_I:-:’_I:-:'_ 500 bp

200 bp

CB1
Cre

c Lbx, GC
1. Comp- Comp- G T Ko):11trollgchO

F, X M fuf A

1000 bp GCa,
2 C— Comp- > G- 500 bp =
.................. ‘ Skt wt/wt cre/wt
1, Comp Commp- Camnp> S P =CB1
3 X 200 bp Cre
2 O Comp- Comnpe G
""""""""" ‘ 7777 Legende:

Kontrolle E‘ E- [;-:'r;» [;I.» [ ] Cre-Rekombinase

F ) | by,
) GCa, / GCa,

3

Lbx,GCa,”

Lox.6Ca T+ Doy G G 1o
Abb. 3.27: Schematische Zuchtstrategie zur Erzeugung eines konditionellen KOs der GCai- oder GCa.z-
Untereinheit in den Lbxs-positiven Zellen und die zugehdrigen Genotypisierungen. A. FO: Erstes
Zuchtpaar, bei dem ein Lbx1-Cre Tier mit einem GCa+"f- oder einem GCa" -Tier verpaart wurde. F1:
Zweite Generation, aus der ein Lbx1-Cre Tier und ein Cre-negatives Tier, die jeweils heterozygot gefloxt
sind (GCa+" oder GCa2*"") verpaart wurden. F2: Um eine effizientere Zucht zu erhalten, wurde aus
dieser Generation ein Lbx1-Cre Tier mit homozygoter loxP-Side (GCa+"" oder GCax"") mit einem
GCa1"- oder einem GCa2"-Tier verpaart. F3: In dieser Generation wurden nur Kontroll-Tiere (Lbxs#/t-
GCa1" und Lbx""'-GCa2") und konditionelle KO-Tiere (Lbx:1¢e"-GCa1? und Lbx:ce™-GCaz")
geboren. B, C. In der unteren Spur ist die PCR fiir den Lbxs-Cre Lokus abgebildet, in der unteren Spur
die PCR fir die a1- und az2-Untereinheiten der NO-GC. Die PCR der Kontroll-Tiere, Lbx1**"-GCa+"f und
Lbx1""™"-GCa2", zeigt keine Bande fiir die Cre (B und C, untere Spur linke Seite), aber eine Bande fir
die homozygote LoxP-Side (B und C, obere Spur, linke Seite, 920 bp und 800 bp). Fir die Lbx4Cre/t
GCa+--Tiere und Lbx:ce™-GCaz"-Tiere ist eine Bande fur die Amplifikation der Cre-Rekombinase (B
und C, obere Abbildung, rechte Spur; 250 bp) und eine Bande fur die homozygote loxP-Side (B und C,
untere Spur, rechte Seite, 920 bp und 800 bp) abgebildet.

Zur Uberprifung der Geburtenrate wurde die Zucht der Lbx1-GCau- und Lbx1-GCoiz-

Mause hinsichtlich der Verteilung der Kontroll-Tiere zu den konditionellen KO-Tieren
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untersucht. Wie in Abb. 3.28 dargestellt ist, wurden etwa gleich viele Jungtiere pro
Genotyp geboren, was ungefahr der Mendel schen Verteilung entspricht.

A m Kontrolle

m Lbx,-GCa,*

m Kontrolle B
o Lbx -G Ca1"'

Abb. 3.28: Prozentuale Verteilung der Kontroll- und der konditionellen KO-Tiere in der Zucht der Lbx1-
GCai- (A) und Lbx1-GCaz-Mause (B). n = 49; dargestellt sind die Mittelwerte.

Zur Bestatigung des gewebespezifischen KOs der GCai- oder GCoez-Untereinheit
wurden verschiedene Gewebe der Tiere mittels gQPCR untersucht. Wie in Abb. 3.29
dargestellt, wurde fur die Lbxi1-GCau-Tiere ein signifikanter Knockdown der GCau1-

Untereinheit im Rickenmark detektiert, nicht jedoch in den DRGs oder im Gehirn.
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Abb. 3.29: Relative mRNA-Expression der GCa: in Lbxi-Kontroll-Tieren (Lbx1-GCa:) und in
konditionellen KO-Tieren der NO-GC1 (Lbx1-GCa17). In Abbildung A ist die Expression im Rickenmark,
in Bin DRGs und in C im Cerebralen Kortex dargestellt. n = 3; dargestellt ist der Mittelwert + SEM; * p
<0,05.

In Abb. 3.30 ist die qPCR der GCaz-Expression im Riickenmark (A), in DRGs (B) und
im Cerebralen Kortex (C) von Lbx1-GCa2-Mausen dargestellt. Auch in dieser Linie
konnte gezeigt werden, dass die Expression der GCoa2-mRNA im Rickenmark der
konditionellen KO-Mause signifikant verringert ist im Vergleich zum Kontroll-Gewebe.
In den DRGs oder im Gehirn von Kontroll- und cKO-Tieren konnte kein Unterschied in
der Expression detektiert werden. Wie in Kapitel 3.1.1 gezeigt wurde, werden die
GCau1- oder GCoe-Untereinheiten nicht nur in neuronalem Gewebe des Ruckenmarks
exprimiert, sondern auch im GefalRendothel. Daruber hinaus werden die GCai- oder

GCuoaz-Untereinheiten im Rickenmark auch in Lbx1-negativen Neuronen exprimiert.
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Daher wurde eine geringere Reduktion der mMRNA-Expression in der gezuchteten Linie

erwartet.
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Abb. 3.30: Relative Expression der GCa2-mRNA in Lbxs-Kontroll-Tieren (Lbx1-GCa2"") und in
konditionellen NO-GC2 KO-Tieren (Lbx1-GCa2"). In Abbildung A ist die NO-GC2-Expression im
Ruckenmark, in B in DRGs und in C im Cerebralen Kortex dargestellt. n = 6; dargestellt ist der Mittelwert
+ SEM; * p < 0,05.

Aufgrund der hier gezeigten Ergebnisse konnte davon ausgegangen werden, dass der
KO der GCait- und GCoz-Untereinheiten im Bereich der Lbxi-positiven

Ruckenmarksneuronen im Dorsalhorn stattgefunden hat, so dass die Tiere flur weitere

Untersuchungen verwendet wurden.

3.2.2 Motorische Koordination

Wie schon in Kapitel 3.1.3.3 beschrieben, werden die in-vivo Untersuchungen des
Schmerzverhaltens aufgrund von motorischen Reaktionen der Versuchstiere
quantifiziert. Daher wurden auch die Lbx1-GCou1”- und Lbx1-GCa2"-Mause auf ihre
motorische Koordination mittels des Rota-Rod-Tests Uberprift. Weder die Motorik der
Lbx1-GCau17--Tiere, noch die Motorik der Lbx1-GCaz2”--Tiere war verandert im Vergleich
zu den Kontroll-Tieren (Median der Latenzzeiten bei Kontroll-, Lbx1-GCau1”- und Lbx1-

GCoa2’-Tieren: jeweils 120 Sekunden).

3.2.3 Verhalten der Lbx:1-GCou’-M3duse in einem neuropathischen
Schmerzmodell

Um zu testen, ob das verringerte Schmerzverhalten der globalen GCou1”--Tiere in

neuropathischen Modellen auf die Expression der GCa1-Untereinheit in Dorsalhorn-

Neuronen zurtickzufiihren ist (Abb. 3.1), wurden die Lbx1-GCa17--Mause im SNI-
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Modell untersucht. In Abb. 3.31 ist dargestellt, dass sich nach der Nervenverletzung
sowohl in den Kontroll-Tieren als auch in den cKO-Tieren eine zunehmende
mechanische Hyperalgesie ausbildet. Ab Tag 14 nach SNI zeigen die Lbx1-GCa1--

Mause jedoch eine signifikant langere Latenzzeit im Vergleich zu den WT-Tieren.
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Abb. 3.31: Mechanische Hypersensitivitdt nach peripherer Nervenverletzung (SNI) von Lbx1-GCou1™-
Mausen im Vergleich zu Kontroll-Tieren (Lbx1-GCa1™). n = 8; die Daten sind dargestellt als Mittelwerte
+ SEM; d = Tage. * p < 0,05.

Diese Ergebnisse zeigen, dass das neuropathische Schmerzverhalten der Lbx1-GCout
l--Mause reduziert ist, was dem Schmerzverhalten der GCa17-Mause entspricht. Somit
ist die Expression der NO-GC1 in den Dorsalhorn-Neuronen flr die Verarbeitung

neuropathischer Schmerzen, wie sie im SNI-Modell entstehen, wichtig.

3.24 \Verhalten der Lbx1-GCo2-Mduse in einem inflammatorischen
Schmerzmodell
Wie in Kapitel 3.1.4.3 beschrieben wurde, zeigten die GCo27-Tiere im Vergleich zu
WT-Tieren eine verstarkte mechanische Hyperalgesie nach Induktion einer
Pfotenentziindung. Zur Klarung der Frage, ob die Expression der GCa2-Untereinheit
in Dorsalhorn-Neuronen an der Verarbeitung dieser Schmerzreaktion beteiligt ist,
wurde das Schmerzverhalten der Lbx1-GCo2”-Tiere im Zymosan-Modell untersucht.
In Abb. 3.32 ist dargestellt, dass die Latenzzeiten in den ersten funf Stunden nach der
Zymosan-Injektion bei Kontroll- und Lbx1-GCa27--Tieren abnahmen. Die Lbx1-GCo27--
Tiere zeigten jedoch nach sieben, 24 und 48 Stunden eine signifikant starkere

Schmerzreaktion im Vergleich zu den Kontroll-Tieren.
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Abb. 3.32: Mechanische Hyperalgesie nach Injektion von Zymosan (15 pl einer 5 mg/ml Suspension)
in eine Hinterpfote der Lbx1-GCa27-Mause im Vergleich zu Kontroll-Tieren (Lbx1-GCa2M). n = 8; die
Daten sind dargestellt als Mittelwerte + SEM; h = Stunden. * p < 0,05.

Die hier beschriebenen Ergebnisse bestatigen das Verhalten der globalen GCo'--
Tiere in Modellen fur Entziindungsschmerzen. Somit ist die erhéhte Schmerzreaktion
der GCo27-Tiere nach einer Pfotenentziindung zumindest teilweise auf die fehlende

GCoz-Expression in Dorsalhorn-Neuronen zurickzufahren.

3.3 Expression der NO-Synthasen in inflammatorischen und

neuropathischen Schmerzmodellen

3.3.1 mRNA-Regulation der NO-Synthasen im SNI-Modell

Die mRNA-Expression der NOS-1, NOS-2 und NOS-3 wurde basal, sieben und 14
Tage nach SNI im Ruckenmark mittels gPCR quantifiziert, um zu untersuchen ob die
Verhaltensanderungen der GCoi”- und der Lbx1-GCau”-Tiere in neuropathischen
Schmerzmodellen mit einer veranderten NOS-Expression einhergeht. In Abb. 3.33
sind die relativen mRNA-Level der drei NOS-Isoformen in DRGs und im Ruckenmark
dargestellt. Die mMRNA der NOS-2 konnte zu keinem Zeitpunkt und in keinem
untersuchten Gewebe detektiert werden. In den Spinalganglien (B) zeigte weder die
NOS-1, noch die NOS-3, ein verandertes mRNA-Level nach Nervenverletzung. Im
Ruckenmark liegt sieben Tage nach SNI eine leicht erhéhte mRNA-Expression der
NOS-1 vor, diese ist aber statistisch nicht signifikant. Fir die NOS-3 mRNA konnte ein
signifikanter Rlckgang in der Expression 14 Tage nach SNI detektiert werden (p =
0,011).
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Abb. 3.33: Relative Expression der NOS-1- und NOS-3-mRNA im Rickenmark und in DRGs nach
Nervenverletzung (SNI). n = 3-4; es ist jeweils der Mittelwert + SEM dargestellt; n.d. = nicht detektiert.

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass nur die Expression der NOS-3-

MRNA im Ruckenmark nach Nervenverletzung reguliert wird.

3.3.2 Protein-Regulation der NO-Synthasen im SNI-Modell

Zusatzlich zur Untersuchung der mRNA-Expression wurde die Proteinexpression der
NOS-1 und NOS-3 nach Nervenverletzung untersucht. Hier wurde der Zeitpunkt 18
Tage nach SNI gewahlt, da in diesem Zeitraum auch der Phanotyp der NO-GC1 KO-
Tiere stark ausgepragt war. Es wurde nur die Expression im Rickenmark betrachtet,
da die NO-GC nicht in Neuronen in den DRGs exprimiert wird und die Ergebnisse der
Lbxi-Tiere den Fokus auf die Rickenmarks-Expression lenkten. In Abb. 3.34 A sind
exemplarische Proteinbanden eines Western Blots der NOS-1-Expression (155 kDA)
in unbehandeltem Gewebe und nach SNI dargestellt. Als Ladekontrolle wurde a-
Tubulin verwendet (50 kDa). Fir die NOS-1 Expression konnte keine Regulation nach
SNI detektiert werden (p= 0,595). In B ist die Quantifizierung und ein Western Blot der
NOS-3 Expression (140 kDa) in unbehandeltem und in SNI-Gewebe dargestellt. Die
NOS-3 Proteinexpression ist zwar verringert verglichen mit unbehandeltem Gewebe,
allerdings ist die Reduktion nicht statistisch signifikant (p= 0,747).
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Abb. 3.34: Western Blot Analyse der Proteinexpression der NOS-1 und NOS-3 in Riickenmarksproben
basal und 18 Tage nach SNI. A. Quantifizierung der Proteinbanden der NOS-1 Expression und
exemplarische Western Blots der NOS-1 (150 kDa) und a-Tubulin (50 kDa) als Ladekontrolle. B.
Quantifizierung der NOS-3 Expression nach SNI und ein exemplarischer Western Blot der NOS-3 (140
kDa) und a-Tubulin (50 kDa) als Ladekontrolle; dargestellt sind die Mittelwerte + SEM.

Auch mit Hilfe der Immunfluoreszenz wurde die Expression der NOS-1 und NOS-3 im
Ruckenmark nach SNI untersucht. In Abb. 3.35 A und B ist die Immunfluoreszenz der
NOS-1 mit dem Marker IB4 im Dorsalhorn eines unbehandelten Tieres und im
Dorsalhorn nach SNI gezeigt. Die Expression der NOS-1 liegt, wie oben schon
beschrieben, im Bereich der Lamina II-lll. Im Dorsalhorn nach SNI kann die
durchbrochene IB4-Bande erkannt werden, die aus der Degradation der zentralen
Endigungen der durchtrennten Aste des N. ischiadicus resultiert (B und D). In E ist
dargestellt, dass die Intensitat der NOS-1 Immunfluoreszenz nach SNI nicht verandert
istim Vergleich zum Kontrollgewebe. In C und D ist die Immunfluoreszenz der NOS-3
im Dorsalhorn des Rickenmarks vor und nach SNI dargestellt. Es konnte nur eine
Expression in Endothel-Zellen detektiert werden. In F ist gezeigt, dass auch die

Intensitat der NOS-3 Expression nach Nervenverletzung nicht verandert ist.
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Abb. 3.35: Immunfluoreszenzfarbung der NOS-1 (A und B) und NOS-3 (C und D) mit dem Marker 1B4
auf naivem Gewebe und 14 Tage nach SNI. Der Bereich des durchbrochenen IB4-Bandes ist mit Pfeilen
gekennzeichnet; d = Tage; Malistabsbalken: 50 um. In E und F sind die zugehdrigen Quantifizierungen
der Intensitaten der NOS-Proteinfarbungen dargestellt (n = 5-6; 3-4 Schnitte mit ca. 50 ym Abstand);
die Daten sind als Mittelwerte £ SEM abgebildet.

Die oben beschriebenen Ergebnisse weisen darauf hin, dass die Proteinmenge der
NOS-1 im Rickenmark nach der Nervenverletzung nicht reguliert wird. Im Gegensatz
dazu nimmt die mMRNA-Expression der NOS-3 ab, was jedoch nicht mit Proteindaten

unterstitzt werden konnte.

3.3.3 mRNA-Regulation der NO-Synthasen im Zymosan-Modell

Wie oben fir die neuropathischen Modelle beschrieben, wurde auch die mRNA
Expression der NOS-1, NOS-2 und NOS-3 nach Zymosan-Injektion untersucht (Abb.
3.36). Dabei wurden Proben aus DRGs und aus dem Ruckenmark basal, vier Stunden
und sieben Stunden nach Injektion untersucht. Wie schon nach Nervenverletzung
(Abb. 3.33), konnte auch im Zymosan-Modell in keinem Gewebe die mMRNA der NOS-
2 detektiert werden. In DRGs und im Rickenmark konnte fur die NOS-1 keine
Regulation nach Zymosan-Injektion beobachtet werden. Fir die NOS-3 konnte jedoch
in DRGs eine signifikante Hochregulation vier Stunden nach Injektion beobachtet
werden (p = 0,071). Im Ruckenmark zeigt die NOS-3 eine signifikante Abnahme der
mMRNA vier Stunden nach Zymosan-Injektion (p = 0,000).

91



Ergebnisse

A Rickenmark B DRGs
1,5' 'L' 215' 'L|
< < 204
Z C = oo
r .© g O
= % 1,0 GE: é 1,5 |
g GEJ. g 10
§ 505 85"
S i $%05.
0,0 : —ile__ 0,0 . —nd
’ NOS-1 NOS-3 NOS-2 ' NOS-1 NOS-3 NOS-2

Basal w4 h nach Zymosan 7 h nach Zymosan

Abb. 3.36: Relative mRNA-Expression der NOS-1 und NOS-3 im Rickenmark und in DRGs nach
Induktion einer Pfotenentziindung mit einer Zymosan A-Lésung (15 pl einer 5 mg/ml Suspension). Nach
Injektion in eine Hinterpfote wurde das Gewebe zu den angegebenen Zeitpunkten entnommen. n = 4;
dargestellt ist der Mittelwert £ SEM; n.d. = nicht detektiert; h = Stunden; * p < 0,05.

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, dass die mRNA der NOS-1 nicht
reguliert wird im Verlaufe der Entzindungsreaktion nach Zymosan-Injektion. Allerdings
zeigt die NOS-3-mRNA vier Stunden nach Injektion in DRGs eine erhdhte, im
Ruckenmark eine verringerte Expression. Es ist jedoch nicht méglich, aus diesen

Daten die in vivo gebildete Menge des NO abzuschatzen.

3.4 Expression der Proteinkinasen G in inflammatorischen und

neuropathischen Schmerzmodellen

3.41 mRNA-Regulation der PKG-l und PKG-ll im SNI-Modell

In der NO/cGMP-Signalkaskade sind PKG-I (o und B) und PKG-II mdgliche
Zielproteine des gebildeten cGMP (Feil and Kleppisch, 2008; Francis et al., 2010).
Daher wurde die mRNA-Expression der PKG-I und PKG-Il nach Nervenverletzung
(SNI) in DRGs und im Ruckenmark analysiert. In Abb. 3.37 sind die relativen mRNA-
Werte basal, sieben und 14 Tage nach Nervenverletzung dargestellt. In DRGs zeigt
die PKG-la keine Regulation. Die PKG-Ip zeigt vierzehn Tage nach SNI eine erhdhte
MRNA-Expression (p = 0,044). Fur die PKG-Il konnte vierzehn Tage nach
Nervenverletzung ein Riuckgang in der mRNA-Expression detektiert werden (p =
0,011). Im Ruckenmark zeigt keine der untersuchten PKGs eine signifikante
Regulation nach SNI.
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Abb. 3.37: Relative PKG-la-, PKG-IB- und PKG-II-mRNA-Expression nach Nervenverletzung (SNI) im

Rickenmark und in DRGs. Zur Quantifizierung wurde das Gewebe zu den angegebenen Zeitpunkten
betrachtet. Es ist jeweils der Mittelwert + SEM dargestellt; n = 3-4; d = Tage. * p < 0,05.

3.4.2 mRNA-Regulation der PKG-l und PKG-Il im Zymosan-Modell

Schliellich wurde die mMRNA-Expression der PKG-I und PKG-II basal, vier und sieben
Stunden nach Zymosan-Injektion untersucht. In Abb. 3.38 sind die relativen mRNA
Werte der PKG-I (o und B) und der PKG-Il in DRGs und im Rickenmark dargestellt.
Die PKG-lo zeigt in Spinalganglien und im Rickenmark keine Regulation nach
Injektion. In den DRGs konnte fur die PKG-IB und die PKG-Il vier Stunden nach
Injektion keine veranderte mMRNA-Expression detektiert werden, aber eine
abnehmende Expression sieben Stunden nach Zymosan-Injektion (p(PKG-IB) = 0,046;
p(PKG-Il) = 0,000). Im Ruckenmark liegt keine veranderte Expression der PKG-If oder
PKG-II vor.
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Abb. 3.38: Relative PKG-la-, PKG-IB- und PKG-II-mRNA-Expression im Ruckenmark und in DRGs
nach Induktion einer Pfotenentziindung mit einer Zymosan A-Lésung (15 pl einer 5 mg/ml Suspension).
Nach der Injektion in eine Hinterpfote wurde das Gewebe zu den angegebenen Zeitpunkten
entnommen. n = 4; dargestellt ist der Mittelwert £+ SEM; h = Stunden; * p < 0,05.
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Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass auch potentielle Zielproteine des, von der
NO-GC gebildeten, cGMPs im Verlaufe der Schmerzentstehung reguliert werden, was
auf eine Beteiligung an der Schmerzverarbeitung hindeutet. Welche Rolle diese
putativen Zielproteine in der Schmerzverarbeitung einnehmen, muss in weiteren

Studien geklart werden.
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4 Diskussion

Allein in Deutschland leiden laut der Deutschen Schmerzgesellschaft e.V.
schatzungsweise 10 Millionen Menschen an chronischen Schmerzen. Die Behandlung
dieser persistierenden Schmerzen stellt immer noch eine grol3e Herausforderung dar,
da die pharmakologische Therapie oft sehr ineffektiv ist. Besonders die Therapie
neuropathischer Schmerzen ist nur in 50 % der behandelten Patienten
zufriedenstellend (Finnerup et al., 2010). Zudem besitzen viele der Substanzen
verschiedene Nebenwirkungen, die Therapie-limitierend sind. Um potentielle Ziele
neuer analgetischer Substanzen zu finden, ist ein wichtiger Ansatzpunkt die
Aufklarung der Mechanismen der Schmerzverarbeitung.

Ein wichtiger Signalweg im schmerzverarbeitenden System ist die Stickstoffmonoxid
(NO) vermittelte cGMP-Produktion. In den Spinalganglien und dem Dorsalhorn des
Ruckenmarks wird Stickstoffmonoxid durch mindestens zwei Synthasen gebildet, der
endothelialen NO-Synthase (NOS-3) und der neuronalen NO-Synthase (NOS-1)
(Valtschanoff et al., 1992a; Wu et al., 1998; Maihofner et al., 2000; Henrich et al., 2002;
Keilhoff et al., 2002; Chu et al., 2005; Ruscheweyh et al., 2006; Guan et al., 2007;
Tang et al., 2007; Martucci et al.,, 2008; Sardella et al., 2011b; Todd, 2017). Der
primare Rezeptor fur NO im schmerzverarbeitenden System ist die NO-GC (Schmidtko
et al., 2008a). Verschiedene Studien haben sich mit der Expression der NO-GC in
verschiedenen Geweben beschaftigt, jedoch meist die Gesamtexpression der NO-GC
betrachtet, da die Deletion der einzelnen GCa-Untereinheiten keine Auswirkung z.B.
auf die Vasorelaxierung oder auf die Schwere der Schallempfindungsschwerhdrigkeit
der inneren-Haarzellen zeigte (Mergia et al., 2006; Mohrle et al., 2017). In der
vorliegenden Arbeit wurde die Expression und funktionelle Bedeutung der zwei NO-

GC Isoformen im schmerzrelevanten Gewebe daher erstmals charakterisiert.

4.1 Verteilung der NO-GC Isoformen im schmerzrelevanten System

Bei der Untersuchung der Expression der NO-GC Isoformen im schmerzleitenden
System zeigte sich, dass die NO-GC2 die dominant exprimierte Isoform im
Rickenmark und in den DRGs ist und der Expressionsverteilung im Gehirn entspricht
(Mergia et al., 2006). Im Gegensatz hierzu ist z.B. im Aortengewebe die NO-GC1 die
dominante Isoform (Mergia et al., 2006). In Abb. 4.1 und Abb. 4.2 ist die Expression
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der NO-GC Isoformen im schmerzleitenden System schematisch dargestellt. In den
Spinalganglien unterscheidet sich die Expression der Isoformen; wahrend beide
Isoformen im Endothel lokalisiert sind, wird nur die NO-GC2 auch in Satellitenzellen
exprimiert. In DRGs konnte im Gegensatz zum Rlckenmark fir keine der beiden
Isoformen eine neuronale Expression nachgewiesen werden, was die Ergebnisse der
Studie in den globalen NO-GC KO-Tieren bestatigt (Schmidtko et al., 2008a). Hierzu
wurden Immunfluoreszenzfarbungen mit einem Antikdrper, der gegen die GCp1-
Untereinheit gerichtet ist, angefertigt. Jedoch konnte die GCp1-Untereinheit in den
DRG-Neuronen nicht detektiert werden, was im Widerspruch zu Publikationen anderer
Arbeitsgruppen steht (Ruscheweyh et al., 2006; Luo et al., 2012). Diese Unterschiede
kénnten auf Ungenauigkeiten in der Spezifitdt der Detektionsmethoden oder der
Behandlung des Gewebes basieren. In der vorliegenden Arbeit wurde, im Unterschied
zu den oben genannten Studien, KO-Gewebe der unterschiedlichen NO-GC-
Untereinheiten zur Spezifitatskontrolle verwendet. Interessanterweise wird die
fehlende GCB1-Expression in DRG-Neuronen durch eine Studie unterstutzt, in der das
gesamte Transkriptom der DRG-Neuronen analysiert wurde (Usoskin et al., 2015). In
dieser Studie wurde allerdings, wie in der vorliegenden Arbeit mit Hilfe der In-situ-
Hybridisierung, eine Expression der GCa1- und GCoe-Untereinheit in wenigen
Subpopulationen von DRG-Neuronen detektiert (Daten nicht gezeigt). Die funktionelle
Bedeutung dieser Expression ist nicht bekannt und erschlief3t sich auch nicht aus der
Enzymfunktion, da die GCa-Untereinheiten kein katalytisch aktives Zentrum besitzen
und Homodimere der GCa katalytisch inaktiv sind (Allerston et al., 2013). Somit
handelt es sich entweder um eine transiente Expression ohne Funktion oder die
Untereinheiten haben eine NO-unabhangige Funktion, die nicht der cGMP-Synthese

dient.
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Abb. 4.1: Schematische Expression der NO-GC2 im schmerzrelevanten Gewebe. Auf der linken Seite
sind die schmerzrelevanten Populationen der DRG-Neurone dargestellt, auf der rechten Seite das
Dorsalhorn bis zur Lamina V. Die Laminae sind mit rémischen Ziffern benannt.

In den DRGs wurde die NO-GC2 in Satellitenzellen detektiert. Da die Expression der
NO-GC Isoformen in den Spinalganglien mit dem Antikorper gegen die GCpi-
Untereinheit detektiert wurde, kann von einer katalytischen Aktivitat der detektierten
Isoform ausgegangen werden. Ein mogliches Zielprotein des von der NO-GC2
gebildeten cGMPs konnten die CNGA3-positiven CNG-Kanale sein. Wie auch die NO-
GC2 wird CNGA3 in Satellitenzellen exprimiert (Heine et al., 2011). CNG-Kanale
werden durch die direkte Bindung von cGMP aktiviert. Nachfolgend kommt es zur
Depolarisation der Zellmembran und zum Einstrom von Ca?*-lonen und anderen
Kationen. In den optischen und olfaktorischen Signalwegen ist die Rolle der CNG-
Kanale besonders gut untersucht, da die Kanale hier essentiell sind (Michalakis et al.,
2018). Im schmerzleitenden System wurde gezeigt, dass CNGAS3 einen inhibitorischen
Effekt auf die Schmerzverarbeitung hat (Heine et al., 2011).

Inwieweit das gebildete cGMP aus den Satellitenzellen mit den Neuronen der DRGs
kommunizieren kann, ist ein umstrittener Forschungsschwerpunkt. Allerdings gibt es
einige Arbeiten, die auf eine wichtige Rolle der Satellitenzellen bei der Entstehung und
Verarbeitung von systemischem Entzindungsschmerz, Diabetes-induzierter
Neuropathie, gastrointestinalem Schmerz, multipler Sklerose und Chemotherapie-
induzierter Neuropathie hinweisen (Hanani et al., 2002, 2014; Warwick and Hanani,
2013; Blum et al., 2014; Warwick et al., 2014; Hanani, 2015). Zudem wurde
beobachtet, dass Satellitenzellen Uber sogenannte Gap junctions miteinander und

auch mit den Neuronen der DRGs kommunizieren und nach Nervenverletzung die
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simultane Aktivierung benachbarter DRG-Neurone unterstutzen (Kim et al., 2016;
Spray and Hanani, 2017).

Im Dorsalhorn des Rickenmarks werden beide NO-GC Isoformen im Endothel und
auch neuronal exprimiert (Abb. 4.1 und Abb. 4.2). Dies bestatigt Daten aus fruheren
Studien (Ding and Weinberg, 2006; Ruscheweyh et al., 2006; Schmidtko et al., 2008a).
In der vorliegenden Arbeit konnte jedoch keine Expression der NO-GC in den
terminalen Endigungen im Dorsalhorn detektiert werden, die einige altere Studien mit
schlecht validierten Antikdrpern aufgezeigt hatten (Maihofner et al., 2000; Luo et al.,
2012). Fur die Schmerzverarbeitung besitzt die endotheliale Lokalisation der NO-GC
Isoformen wahrscheinlich keine Bedeutung, da das cGMP aus dem Endothel mit den
neuronalen Zellen der Schmerzverarbeitung kommunizieren misste, entweder direkt
oder Uber nachgeschaltete Signalkaskaden, was unwahrscheinlich erscheint.

Die neuronale Lokalisation der NO-GC Isoformen wurde in der vorliegenden Arbeit
detaillierter charakterisiert. Es zeigte sich, dass die Expression der Isoformen im
Dorsalhorn unterschiedlich verteilt ist. Wie in Abb. 4.1 schematisch dargestellt ist, wird
die NO-GC2 uberwiegend in einem Bereich des Dorsalhornes exprimiert, der sich von
Lamina lliv bis in Lamina IV erstreckt. Zudem wird die NO-GC2 zu gleichem Anteil in
inhibitorischen und in exzitatorischen Populationen exprimiert. Im Gegensatz dazu
scheint die NO-GC1 groftenteils von inhibitorischen Interneuronen exprimiert zu
werden (Abb. 4.2). Anhand von Doppelfarbungen konnte die Expression der NO-GC1
in einem sehr diskreten Bereich in Lamina lliv lokalisiert werden. Eine sehr aktuelle
Studie bestatigte die hier gezeigte interneuronale Verteilung der NO-GC1 und NO-
GC2 mit Transkriptom-Daten (Haring et al., 2018). Des Weiteren werden beide

Isoformen in Projektionsneuronen in Lamina | exprimiert.
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Abb. 4.2: Schematische Expression der NO-GC1 im schmerzrelevanten Gewebe. Auf der linken Seite
sind die drei schmerzrelevanten Populationen der DRG-Neurone abgebildet, auf der rechten Seite das
Dorsalhorn bis zur Lamina V. Die Laminae sind mit rémischen Ziffern gekennzeichnet.

In den letzten Jahren wurden im Dorsalhorn des Ruckenmarks immer enger
abgegrenzte inhibitorische und exzitatorische neuronale Subpopulationen
beschrieben. So konnte eine aktuelle Studie in Lamina | und Il aufgrund von
neurochemischen Eigenschaften funf nicht-Uberlappende Gruppen inhibitorischer
Interneurone identifizieren die NPY, Galanin, Parvalbumin, Calretinin und NOS-1
exprimieren (Boyle et al., 2017). In diesen Laminae bilden Neurone, die Substanz P,
GRP, Neurotensin und Neurokinin-B exprimieren, die nicht-tberlappenden Gruppen
der exzitatorischen Neurone und stellen mehr als die Halfte der glutamatergen
Interneurone in dieser Region dar (Gutierrez-Mecinas et al., 2017; Todd, 2017).
Zusammengefasst werden diese Daten in Zukunft dazu beitragen, die genaue
interneuronale Lokalisation der NO-GC Isoformen zu ermdglichen. Besonders die
Verteilung der NO-GC-Expression in den funktionellen Populationen der Interneurone

ist essentiell fir eine finale Interpretation der beobachteten Phanotypen.

4.2 Einfluss des spinalen NO-GC Signalweges auf die Verarbeitung
chronischer Schmerzen

Fir die NO-GC wurde bereits eine wichtige Beteiligung bei der Verarbeitung

chronischer Schmerzen beschrieben (Schmidtko et al., 2008a). Die Isoform-

spezifische Beteiligung bei der Pathologie in den verschiedenen chronischen

Schmerzmodellen wurde bisher nicht untersucht. Mit den Ergebnissen dieser Arbeit

lasst sich nun die Rolle der NO-GC Isoformen in der Entstehung und im Verlauf von
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chronischen entzindlichen und neuropathischen Schmerzen genauer interpretieren.
Zunachst wurde untersucht, ob eine der Isoform-spezifischen KO-Mauslinien eine
veranderte akute Schmerzwahrnehmung zeigte. Dies war, wie auch bei der Studie mit
dem KO beider Isoformen, nicht der Fall, so dass davon auszugehen ist, dass ein NO-
/cGMP-Signaling nicht an der Verarbeitung von akuten nozizeptiven Schmerzen
beteiligt ist. Wie schon in der Erstpublikation dargestellt wurde, konnte in der
vorliegenden Arbeit bestatigt werden, dass der KO einer NO-GC Isoform nicht mit einer
Regulation der jeweils noch existierenden Isoform kompensiert wird (Mergia et al.,
2006). Da der komplette Verlust der NO-GC zur Schmerzreduktion in
inflammatorischen Modellen flhrt (Schmidtko et al., 2008a), wurden auch die Isoform-
spezifischen KO-Tiere nach Induktion von Entzindungsschmerz betrachtet. Entgegen
der Erwartung aus dem Verhalten der globalen KO-Tiere der NO-GC zeigten die Tiere
mit der NO-GC1-Deletion keinerlei verandertes Schmerzverhalten im
Entzindungsmodell nach Zymosan-Injektion. Auch die Expression der GCai-mRNA
zeigte kein verandertes Muster nach der Induktion der Inflammation. Genauso
unerwartet war im Modell fir Entzindungsschmerzen das Verhalten der NO-GC2 KO-
Tiere, die nach der Injektion zweier unterschiedlicher entziindungsauslosender
Substanzen ein verstarktes Schmerzverhalten zeigten. Die NO-GC2 KO-Tiere zeigten
also ein entgegengesetztes Verhalten im Vergleich zu den globalen KO-Tieren der
NO-GC, die ein reduziertes Schmerzverhalten im Zymosan-Modell aufzeigten. Eine
Regulation der NO-GC2 im Zymosan-Modell ist nicht die Erklarung der
Beobachtungen, da zwar eine Hochregulation der GCa2-mRNA in DRGs und auch im
Ruckenmark beobachtet wurde, allerdings keine Regulation der GCB1-Untereinheit
detektiert werden konnte, die fur die katalytische Aktivitat essentiell ist (Koesling et al.,
2016). Letztendlich kann auch nicht gesagt werden, ob die erhdhte mRNA-Expression
der GCaz-Untereinheit in DRGs in den Satellitenzellen oder im Endothel und im
Ruckenmark in den Neuronen oder im Endothel vorliegt, da keine Zellsortierung
vorgenommen wurde. Somit konnten die unterschiedlichen Verhaltensweisen bei
Entzindungsschmerz an dem lIsoform-spezifischen KO liegen, dessen Effekt im
globalen KO fehlt.

Im globalen KO der NO-GC wurde nach Nerven-Lasion eine Schmerzentstehung in
den ersten 11 Tagen beobachtet, die im weiteren Verlauf komplett Rickgangig war
(Schmidtko et al.,, 2008a). Dieser Phanotyp konnte fir die NO-GC1 KO-Mause
bestatigt werden: Nachdem die NO-GC1 KO-Tiere und deren Wildtyp Wurfgeschwister
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in den ersten 11 Tagen nach SNI-OP eine Abnahme der Latenzzeiten nach
mechanischer Stimulation zeigten, war ein Anstieg der Latenzzeiten (also eine
Reduktion des neuropathischen Schmerzverhaltens) ab Tag 13 nach peripherer
Nervenverletzung zu beobachten. Die beobachtete Reduktion im Schmerzverhalten
der NO-GC1 KO-Tiere ist jedoch nicht so stark ausgepragt wie in den globalen NO-
GC KO-Tieren. Im Gegensatz hierzu konnte fur die KO-Tiere der NO-GC2 kein
verandertes Verhalten im Vergleich zu den WT-Tieren im SNI-Modell beobachtet
werden.

Um zu Uberprufen, ob die beschriebene Veranderung im Verhalten mit einer
Veranderung der NO-GC Isoformen im Gewebe assoziiert ist, wurde eine Analyse der
MRNA-Expression nach peripherer Nervenverletzung durchgeflihrt. Hierbei zeigte
sich, dass es nach einer SNI-Operation zu keiner Zunahme der NO-GC Expression
kommt. Dieses Ergebnis steht allerdings im Widerspruch zu einer Studie, die die NO-
GC Expression nach peripherer Nervenverletzung in Ratten untersucht hat (Xu et al.,
2016). Auch diese unterschiedlichen Ergebnisse kénnen auf Spezies-Unterschiede
zwischen Mausen und Ratten basieren. Aber auch Unterschiede in den
Detektionsmethoden und den Antikdrpern koénnten die Erklarung fur diese
widerspruchlichen  Ergebnisse geben. Im Pharmakologischen Institut fur
Naturwissenschaftler wurde im Verlaufe eines anderen Projektes eine Analyse des
gesamten Transkriptoms in DRGs und im Dorsalhorn des Rickenmarks nach SNI
durchgefuhrt (bisher nicht publiziert). Dabei wurde fir das Rluckenmark mittels
Mikrodissektion nur das Dorsalhorn ausgeschnitten und analysiert. In diesem
Datensatz zeigt die GCaz-Untereinheit, wie auch in dieser Arbeit im gesamten
Ruckenmark, keinerlei Regulation nach Nervenverletzung. In DRGs zeigt auch die
GCai-Untereinheit keine Regulation in dieser Analyse, allerdings konnte im
Ruckenmark eine signifikante Erhdhung der mRNA-Expression detektiert werden. Wie
schon oben fur den Verlauf der Entzindungsentstehung beschrieben, ist die
Bedeutung dieser Regulation vermutlich gering, da die Ham-bindende GCfi-
Untereinheit in der Transkriptom-Analyse nicht reguliert ist.

Aufgrund der beobachteten Schmerzreduktion in den NO-GC1 KO-Tieren wurden
weitere neuropathische Schmerzmodelle eingesetzt, so ein weiteres irreversibles
Modell, bei dem die Nerven ligiert werden (CCI). In diesem Modell bilden die Tiere
nicht nur eine mechanische, sondern auch eine thermische Hyperalgesie aus (Bennett
and Xie, 1988). Wie schon im SNI-Modell beobachtet, zeigten die NO-GC1 KO-Tiere
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im Vergleich zu den WT-Tieren auch im CCI-Modell eine normal verlaufende
Schmerzsensibilisierung zu Beginn der Messung. Im weiteren Verlauf wurde dann eine
Reduktion des Schmerzverhaltens sowohl nach mechanischer als auch nach
thermischer Stimulation im Vergleich zu den WT-Tieren beobachtet. Somit konnte
gezeigt werden, dass die NO-GC1 Isoform fur die Verarbeitung neuropathischer
Signalwege essentiell ist.

Die beschriebenen Ergebnisse fuhrten im weiteren Verlauf dieser Arbeit zu der
Hypothese, dass im Rickenmark das primar schmerzrelevanten Signaling der NO-
GC1 oder NO-GC2 stattfindet. Um diese These zu prufen, wurden konditionelle KO-
Tiere gezuchtet, bei denen die jeweilige Isoform der NO-GC im Dorsalhorn des
Rickenmarks ausgeschaltet wurde (Lbx1-GCa1”~ und Lbxi-GCa2”"). Lbx1 ist ein
Protein der HOX-Gen Klasse und ein Transkriptionsfaktor, der zur Klassifizierung
frithembryonaler neuronaler Subtypen genutzt werden kann. Frihembryonal lassen
sich acht molekular unterschiedliche neuronale Zelltypen, dl1-dl6, diLa und dILs,
differenzieren (Gross et al., 2002; Mller et al., 2002). Die neuronalen Zellen, die eine
Lbxi-Expression aufweisen, enthalten dabei alle inhibitorischen Interneurone (Gross
et al., 2002; Muller et al., 2002) und alle exzitatorischen Neurone die nétig sind, um
Juckreiz und Schmerzen zu detektieren (Xu et al.,, 2013; Duan et al., 2014). Hier
konnte mit Hilfe einer Reporter-Maus (Lbx1-tdTomato) gezeigt werden, dass die Lbxi-
Expression im Dorsalhorn sehr distinkt in Lamina I-ll lokalisiert ist. Dieses Ergebnis
bestatigt verdffentlichte Publikationen anderer Arbeitsgruppen (Gross et al., 2002;
Mdller et al., 2002; Duan et al., 2014; Peirs et al., 2015). Auch die Projektionsneurone
in Lamina | sind Abkémmlinge der Lbx1-positiven Neurone (Nishida and Ito, 2017). Die
in dieser Arbeit gezlchteten Lbxi-tdTomato-Tiere zeigten dartuber hinaus auch eine
starke Fluoreszenz im Muskelgewebe (Daten nicht gezeigt), was auf die Rolle von Lbx1
bei der Migration von hypaxialen Muskel-Vorlauferzellen zurick zu fuhren ist
(Brohmann et al., 2000). Da weder die NO-GC1 noch die NO-GC2 im Muskelgewebe
exprimiert werden (Mergia et al., 2003), ist diese Expression irrelevant fur die
Interpretation der gezeigten Ergebnisse. Wie dargestellt wurde, liegt jedoch im
Hinterhirn eine Lbx1-Expression vor (Sieber et al., 2007; Chen et al., 2012). In diesem
Bereich werden auch die NO-GC Isoformen exprimiert, die in Neuronen des
Hippocampus wichtig fir synaptische Ubertragungen und LTPs sind (Koesling et al.,
2016). Viele Studien zeigen, dass auch das Cerebellum einen Einfluss auf die

Schmerzwahrnehmung hat (Moulton et al., 2010; Baumann et al., 2015; Coombes and
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Misra, 2015; Rusanescu and Mao, 2017). Welche Rolle die NO-GC im Cerebellum
innehat, ist allerdings unbekannt, sowie unbekannt ist, ob die NO-GC-positiven
Neuronen auch Lbxi-positiv sind.

In der Analyse der mRNA-Expression in Geweben der Lbx1-GCa1”-Tiere wurde wie
erwartet ein signifikanter Knockdown der GCai-Untereinheit im Ruckenmark
detektiert. Hierbei war kein vollstandiger Knockout entstanden, da die NO-GC1 im
Endothel und eventuell auch vereinzelt in Neuronen der tieferen Laminae lokalisiert ist
(Schmidtko et al., 2008a; Hamilton et al., 2010; Bettaga et al., 2015; Haring et al.,
2018). Die mMRNA-Expression in den Lbx1-GCaz"-Tieren war im Riickenmark ebenfalls
herunterreguliert. Auch hier war kein vollstandiger Knockout zu erwarten, da die NO-
GC2 im Endothel und, wie in dieser Arbeit gezeigt, in tieferen Laminae (V) exprimiert
wird. Zudem gibt es drei neuronale Vorlauferzellen, die nicht Lbx1-positiv sind, die aber
den exzitatorischen Transporter VGLUT2-exprimieren und somit eventuell NO-GC2
enthalten (Gross et al., 2002; Mdller et al., 2002; Xu et al., 2013; Duan et al., 2014),
aber nicht schmerzrelevant sind (Xu et al., 2013; Duan et al., 2014).

Die cKO Tiere der NO-GC1 (Lbx1-GCau™-) zeigten im SNI-Modell, wie die globalen KO-
Tiere, eine deutliche Reduktion des neuropathischen Schmerzverhaltens. Des
Weiteren konnte in den cKO-Tieren der NO-GC2 (Lbx1-GCa2""), wie im globalen KO,
ein verstarktes Schmerzverhalten im Zymosan-Modell detektiert werden. Diese Daten
zeigen, dass die NO-/cGMP-vermittelte Schmerzwahrnehmung wahrscheinlich durch
die Dorsalhorn-Expression der Isoformen verarbeitet wird, was auch durch den Verlust
der NO-vermittelten Hyperalgesie in den globalen KO-Tieren gesttitzt wird (Schmidtko
et al., 2008a). Aufgrund dieser Ergebnisse wurden die durch NO-GC2 (A) und NO-
GC1 (B) vermittelten schematischen Signalablaufe erarbeitet (Abb. 4.3).

103



Diskussion

A ( Pfotenentziindung

Nozizeptoren DRGs T RM T

Nervenlasion

; 4

?" s

Nozizeptoren DRGs " RM

Schmerzhemmung

: Schmerzver-
‘_stérkung

Abb. 4.3: Schematische Ubersicht der pro- und antinozizeptiven Rolle der beiden NO-GC Isoformen.
Dargestellt ist, dass die NO-GC2 nach peripherer Entziindung eine hemmende und die NO-GC1 im
Verlaufe der Entstehung neuropathischer Schmerzen eine verstirkende Rolle in der spinalen
Schmerzverarbeitung spielt.

Insgesamt deuten diese Ergebnisse darauf hin, dass die interneuronale Lokalisation
der NO-GC Isoformen und die distinkte Aktivierung dieser Subpopulationen wichtig ist
fur die Schmerzverarbeitung, wie auch in anderen Signalkaskaden gezeigt werden
konnte (McCoy et al., 2013; Wang et al., 2013; Duan et al., 2014; Kardon et al., 2014;
Lee et al., 2014; Peirs et al., 2015). Wie oben schon beschrieben, muss in weiteren
Studien die genaue interneuronale Verteilung der NO-GC Isoformen analysiert
werden, um den Mechanismus der Schmerzphanotypen zu charakterisieren.
Wahrscheinlich sind auch die nachgeschalteten Signalkaskaden der NO-GC1 und NO-
GC2 unterschiedlich und werden in unterschiedlichem Male in inflammatorischen

oder neuropathischen Signalwegen aktiviert.

4.3 Rolle der NO-/cGMP-Signalkaskade in der Schmerzverarbeitung

Um die beobachteten Schmerzphanotypen besser interpretieren zu kdnnen, wurden
die NO-Synthasen und putative Zielproteine des von der NO-GC gebildeten cGMPs
untersucht. Wie in den Ergebnissen dargestellt wurde, konnte in den
Schmerzmodellen nur eine Verringerung in der Expression der der NOS-3-mRNA
beobachtet werden, was im Gegensatz zu publizierten Ergebnissen steht, die keine
Veranderung der Expression aufgezeigt haben (Keilhoff et al., 2002; Chu et al., 2005;
Guan et al., 2007). In dieser Arbeit konnte allerdings keine veranderte Proteinmenge

der NOS-3 nach SNI nachgewiesen werden, so dass diese Daten im Widerspruch
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stehen oder die verringerte mMRNA der NOS-3 physiologisch nicht relevant ist. So
konnten z.B. post-translationale Prozesse die mMRNA-Expression wieder deregulieren,
so dass keine erhohte Protein-Synthese stattfindet. Fir NOS-1 wurde gezeigt, dass
die Expression im Schmerzmodell hochreguliert wird (Herdegen et al., 1994; Yonehara
etal., 1997; Maihofner et al., 2000; Chu et al., 2005), was in dieser Arbeit jedoch weder
auf mMRNA-, noch auf Proteinebene bestatigt werden konnte.

Aus den Spinalganglien ist bekannt, dass die CNGA3-Untereinheit in Satellitenzellen
exprimiert wird (Heine et al., 2011). In dieser Studie wurde auch gezeigt, dass im
Schmerzmodell die CNGAS3-Untereinheit im Rlckenmark hochreguliert und in
inhibitorischen Interneuronen exprimiert wird. Somit konnte theoretisch eine
Kolokalisation mit den NO-GC Isoformen vorliegen. Jedoch bedarf es weiterer
Experimente, um den Einfluss der CNG Kanale auf den NO-/cGMP-Signalweg im
Ruckenmark aufzuklaren, da der Phanotyp in den Lbx1 cKO-Tieren gegen den Einfluss
der CNGA3 vermittelten cGMP-Kaskade in den Satellitenzellen der Spinalganglien
spricht.

Ein weiteres mogliches Zielprotein des NO-GC Signalings im Rickenmark ist PKG-I
oder PKG-II (Feil and Kleppisch, 2008; Francis et al., 2010). Im Ruckenmark konnte
im Zymosan-Modell eine erhdhte mRNA-Expression der PKG-I3 detektiert werden,
aber nicht im SNI-Modell. In einer anderen Studie konnte gezeigt werden, dass die
PKG-I an der Bildung von LTPs im Ruckenmark beteiligt ist (Luo et al., 2012). Bisher
ist jedoch noch nicht geklart, ob eine NO-/cGMP-/PKG-I-Signalkaskade im
Ruckenmark an der Schmerzverarbeitung funktionell beteiligt ist.

In der Therapie neuropathischer Schmerzen werden trizyklische Antidepressiva,
SNRIs, Antikonvulsiva, Tramadol und starke Opioide verwendet (Schafers and Tdlle,
2013; Finnerup et al., 2015; Finnerup and Attal, 2016). Neben ihrer teilweise geringen
Wirksamkeit in unterschiedlichen Neuropathien weisen diese Substanzen eine Flille
von Nebenwirkungen auf, wie Schlaflosigkeit, Schwindel, Ubelkeit, Midigkeit,
Obstipation und Mundtrockenheit. Besonders die Langzeitanwendung der genannten
Substanzen stellt dabei ein groRes Problem dar. Hier kdnnte die Manipulation der NO-
GC zur Behandlung neuropathischer Schmerzen einen Vorteil aufweisen. Diese
musste jedoch selektiv im schmerzrelevanten System angewendet werden, da bei
systemischer NO-GC-Inhibition Nebenwirkungen aufgrund der wichtigen Rolle der
NO-GC im kardiovaskularen System wahrscheinlich sind (Kemp-Harper and Schmidt,
2009). Schon in der Einleitung wurde dargestellt, dass der verfugbare Inhibitor ODQ
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im Tiermodell Glutamat- und NMDA-induzierte Hyperalgesien inhibieren konnte
(Ferreira et al., 1999; Kawamata et al., 1999; Tao and Johns, 2002; Song, 2005;
Komatsu et al., 2009; Tanabe et al., 2009; Ding et al., 2010). Dieser ist zwar selektiv
fur die NO-GC, aber nicht selektiv fur eine der Isoformen, da ODQ Uber die Oxidation
des Ham in der katalytischen GCpB1-Untereinheit wirkt (Zhao et al., 2000). Zudem weist
ODQ eine sehr geringe Loslichkeit auf. Zur Reduktion der neuropathischen
Schmerzen musste ein selektiver Inhibitor der NO-GC1 verfugbar sein.

Alternativ kdnnte man versuchen, Uber die Stimulation der NO-GC2 einen
antinozizeptiven Effekt zu erreichen, auch wenn in dieser Arbeit im Tiermodell nur der
inflammatorische Schmerz durch die Deletion der NO-GC2 verandert wurde. Es sind
sowohl Hamoglobin-abhangige Aktivatoren wie YC-1, BAY-41-2272 oder A-350619
als auch Ham-unabhangige Aktivatoren wie BAY 58-26667 oder HMR 1766 bekannt
(Schmidt et al., 2009; Stasch and Hobbs, 2009). Aber auch diese Stimulatoren der
NO-GC sind nicht spezifisch flr eine der zwei Isoformen, so dass auch hier kein
gezielter Effekt erreicht werden konnte. Eventuell kann in Zukunft der Mechanismus
der Hdm-unabhangigen Stimulatoren zur selektiven Aktivierung oder Inhibierung einer
der zwei NO-GC Isoformen genutzt werden, jedoch werden hierzu weitere Studien
bendtigt.

Zusammengefasst zeigen diese Daten, dass NO-GC1 und NO-GC2 unterschiedliche
Funktionen bei der Verarbeitung neuropathischer und inflammatorischer Schmerzen
ausuben. Weitere Studien missen aufzeigen, welche nachgeschalteten Signalwege

die schmerzrelevanten Effekte der beiden Isoformen vermitteln.
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5 Zusammenfassung

Viele Studien konnten in den letzten Jahren aufzeigen, dass Stickstoffmonoxid
(NO)/cGMP-Signaling eine wichtige Rolle in der Verarbeitung chronischer
Schmerzprozesse einnimmt. Bei Verletzung peripherer Nerven oder Entziindung im
Gewebe wird NO gebildet, das durch Stimulation der NO-sensitiven Guanylatzyklase
(NO-GC) die cGMP-Bildung katalysiert. Seit einigen Jahren ist bekannt, dass zwei
Isoformen dieses Enzyms existieren, NO-GC1 und NO-GC2. Das Expressionsmuster
der beiden Isoformen im nozizeptiven System und der jeweilige Einfluss auf die
Schmerzverarbeitung ist jedoch bisher vollig unbekannt. In dieser Arbeit wurde die
Expression der NO-GC1 und NO-GC2 in den Spinalganglien (DRGs) und im
Rickenmark von Mausen charakterisiert und das Verhalten von NO-GC1 und NO-
GC2 Knockout (KO)-Mausen in verschiedenen Schmerzmodellen untersucht. Mit
Immunfluoreszenzfarbungen und In-situ-Hybridisierungen wurde in dieser Arbeit
dargestellt, dass die zwei Isoformen in Interneuronen des Ruckenmarks lokalisiert
sind, wobei die NO-GC1 vorwiegend in inhibitorischen Interneuronen exprimiert wird.
In den DRGs konnte die Expression in nicht-neuronalen Zellen nachgewiesen werden,
wobei nur die NO-GC2 in Satellitenzellen detektiert werden konnte. Die NO-GC1 KO-
Mause zeigten eine verringerte mechanische Hypersensitivitat in neuropathischen
Schmerzmodellen, aber ein normales Verhalten in Modellen inflammatorischer
Schmerzen. Im Gegensatz zu diesen Ergebnissen zeigten die NO-GC2 KO-Mause ein
erhdhtes Schmerzverhalten in Entzindungsmodellen, aber kein verandertes Verhalten
in Modellen neuropathischer Schmerzen. Die gezielte Deletion der NO-GC1 und NO-
GC2 in Interneuronen des Rickenmarks fihrte in den entsprechenden Tieren zu
Verhaltensanderungen in der Schmerzwahrnehmung, die den Phanotypen der
globalen NO-GC KO-Tieren in Schmerzmodellen ahnelte. Zusammengefasst zeigen
die Daten dieser Arbeit, dass die NO-GC1- oder NO-GC2-vermittelte cGMP-
Produktion in Interneuronen des Ruckenmarks sehr wichtige, und teilweise
gegensatzliche Funktionen bei der Verarbeitung chronischer Schmerzsignale

einnimmt.

107



Abkurzungsverzeichnis

6 Abkurzungsverzeichnis

Anfangsbuchstabe | Abkurzung Erlauterung

A
A. dest. Aqua destillata
Abb. Abbildung
ADP Adenosindiphosphat
AF(-488 usw.) Alexa Fluor
AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-

Propionsaure

ANOVA Engl.: Analysis of variance
ANP Atriales natriuretisches Peptid
APS Ammoniumpersulfat
ATP Adenosin-Triphosphat

B
BDNF Engl.: Brain-derived neurotrophic factor
BNP B-Typ Natriuretisches Peptid
Bp Engl.: Basepair
BSA Engl.: Bovines Serumalbumin
Bzw. Beziehungsweise

C
Ca. circa; ungefahr
Ca?* Calcium-lon
cAMP Zyklisches Adenosinmonophosphat
cDNA komplementare DNA
CCl Engl.: Chronic constriction injury
CFA Complete Freund’s Adjuvants
cGMP Zyklisches Guanosinmonophosphat
CGRP Englisch: Calcitonin gene related peptides
Crl Chlorid-lon
CNG cGMP-gesteuerten lonenkanale
CNP C-Typ Natriuretisches Peptid
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Anfangsbuchstabe | Abkurzung Erlauterung
Cc
CO2 Kohlenstoff-Dioxid
Cox-2 Cyclooxygenase-2
Cre Engl.: Cyclization recombination
CRP4 Cystein-reiches LIM-Protein 4
Cr Engl.: Cycle threshold
C-Terminus Carboxy-Terminus eines Proteins
Cy3 Cyanin 3
Cy5 Cyanin 5
D
d Tag/e
DMSO Dimethylsulfoxid
DNA Desoxyribonukleinsaure
dNTPs Desoxyribonukleotidtriphosphate
DRGs Engl.: Dorsal root ganglia (Spinalganglien)
E
eNOS Endotheliale NO-Synthase
EPSP exzitatorische postsynaptische Potentiale
ERK Engl.: Extracellular-signal regulated Kinase
et al. Lat.: und andere
G
g Gramm
GABA y-Aminobuttersaure
GAD Glutamat-Dekarboxylase
GAPDH Glycerinaldehydphosphat-Dehydrogenase
GC Guanylatzyklase
GDNF Engl.: glial cell line-derived neurotrophic factor
GFAP Engl.: Glial fibrillary acidic protein
GlyT2 Glycin-Transporter Typ2
GRP Engl.: Gastrin Releasing Peptide
GTP Guanosintriphosphat
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Anfangsbuchstabe | Abkurzung Erlauterung
H
h Stunde/n
H20 Aqua purificata
HCI Salzsaure
HRP Engl.: Horseradish peroxidase
|
IB4 Isolektin B4
IL Interleukin
iNOS Induzierbare NO-Synthase
i.t. intrathekal
J
JNK Engl.: C-Jun N-Terminal Kinase
K
kb Kilo-Basen
KCI Kaliumchlorid
kDa Kilodalton
KO Knockout
L
I Liter
L4 Lumbalsegment 4
Lbx1 Engl.: Ladybird Homeobox 1
Lmx1b Engl.: LIM homeobox transcription factor 1
beta
loxP Engl.: locus of crossing over of bacteriophage
PI
LTP Long-term-potentiation
M
M Mol
Min Minute/n
mg Milligramm
Mg?* Magnesium-lon
ml Milliliter
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Anfangsbuchstabe | Abkurzung Erlauterung
M
mM Millimolar
mMRNA Engl.: messenger RNA
N
N Stickstoff
n Anzahl
Nav Spannungsabhangiger Natrium-Kanal
NaCl Natriumchlorid
NaOH Natriumhydroxid
n.d. Nicht detektiert
NeuN Neuronal Nuclei
NF200 Neurofilament 200
NGF Engl.: nerve growth factor
NGS Engl.: normal goat serum
NK1 Tachykininrezeptor
NKB Neurokinin B
NMDA N-Methyl-D-Aspartat
nNOS Neuronale NO-Synthase (NOS-1)
NO Stickstoffmonoxid
NO-GC Stickstoffmonoxid-sensitive Guanylatzyklase
NOS NO-Synthase
NOS-1 Neuronale NO-Synthase
NOS-2 Induzierbare NO-Synthase
NOS-3 Endotheliale NO-Synthase
NPY Neuropeptid Y
N-Terminus Amino-Terminus eines Proteins
o)
oD Optische Dichte
02 Sauerstoff
P
PAG Periaquaduktales Grau
Pax2 Paired box gene 2
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Anfangsbuchstabe | Abkurzung Erlauterung
P
PBS Engl.: Phosphat buffered saline
PCR Engl.: Polymerase Chain Reaction
PDE Phosphodiesterasen
PFA Paraformaldehyd
pGC partikulare Guanylatzyklase
pH Potentia hydrogenii
PI3K Phosphoinositid-3-Kinase
PKA cAMP-abhangige Proteinkinase
PKC Protein Kinase C
PKG cGMP-abhangige Proteinkinase
PSD-95 Engl.: postsynaptic density protein 95
R
R Rezeptor
RM Ruckenmark
RNA Engl.: Ribonucleic acid
Rpm rounds per minute
RT Raumtemperatur
RT Reverse Transkription
S
S Sekunden
SDS-PAGE Engl.: sodium dodecyl! sulfate polyacrylamide
gel electrophoresis
SEM Engl.: Standard error of the mean
SNI Engl.: spared nerve injury
SNRIs Serotonin-/ Noradrenalin-Reuptake Inhibitoren
SPSS Engl.: Statistical Product and Service Solution
Sstoa Somatostatin-Rezeptor 2a

SubP

Substanz P
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Anfangsbuchstabe | Abkurzung Erlauterung
T
t Zeit
TrkA Tropomyosin-Rezeptor-Kinase A
TrkB Tropomyosin-Rezeptor-Kinase B
TRP Engl.: Transient receptor potential
U
UN Uber Nacht
uv Ultraviolet
Vv
VGAT Vesikularer GABA-Transporter
VGLUT Vesikularer Glutamat-Transporter
VGS Engl. Voltage-gated sodium
w
WT Wildtyp
V4
z.B. zum Beispiel
ZNS Zentrales Nervensystem
Symbole
o Alpha
Beta
Y Gamma
°C Grad Celsius
Ml Mikroliter
Mm Mikrometer
% Prozent
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Anhang

8 Wesentliche Kooperationspartner
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der Arbeit. Im nachfolgenden sind die wesentlichen Kooperationspartner und das
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