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1. Einleitung

1.1. Schmerzformen

Schmerz ist eine komplexe Sinneswahrnehmung, die bei mechanischer, thermischer
oder chemischer Stimulation entsteht. Unter physiologischen Bedingungen dient
Schmerz als Warnung und Schutz vor Schadigungen des Gewebes. Dieser so genannte
physiologische Nozizeptorschmerz ist hilfreich und erwiinscht, da er bendétigt wird, um
mit der Umwelt zu interagieren, ohne korperlichen Schaden zu nehmen. Der
physiologische Nozizeptorschmerz beginnt mit einem noxischen Reiz, der thermischer,
mechanischer oder chemischer Natur sein kann und die Aktivierung von peripheren
Nervenendigungen, so genannten Nozizeptoren, zur Folge hat. Der Reiz Uberschreitet
dabei einen Schwellenwert und I6st eine Potentialanderung des Nozizeptors aus. Diese
Potentialanderung fiihrt zur Offnung spannungsgesteuerter lonenkanéle und es bilden
sich Aktionspotentiale, die den Reiz Uber afferente, unmyelinisierte C- oder leicht
myelinisierte As-Fasern zunachst zu den Dorsalwurzelganglien (DRG) und schlief3lich zu
der ersten synaptischen Verschaltung im Dorsalhorn (in den Laminae | und II) des
Ruckenmarks leiten. Von dort wird der ,Schmerzreiz® Uber Hirnstamm und Thalamus
zum somatosensorischen Cortex geleitet, wo er anhand seiner Starke und Auspragung
beurteilt wird (sensorisch — diskriminative Komponente). Daruber hinaus gelangt der
~ochmerzreiz® ebenfalls zum limbischen System, wo er affektiv bewertet wird
(Abb. 1.1) *2.

Bei Entzindungen kann es zur zweiten Schmerzform, dem so genannten pathophysiolo-
gischen Nozizeptorschmerz, kommen. Der pathophysiologische Nozizeptorschmerz ist
persistierend und bedarf der Therapie, da bei dieser Schmerzform zwei Phanomene
verstarkter Schmerzwahrnehmung auftreten kénnen, eine Hyperalgesie und eine
Allodynie. Eine Hyperalgesie ist eine verstarkte Schmerzwahrnehmung auf einen
noxischen Reiz. Unter einer Allodynie versteht man eine Schmerzwahrnehmung auf
Reize, welche normalerweise nicht schmerzhaft sind (z. B. Berthrung: taktile Allodynie).
Bei entzundlichen Schmerzen wird der Schwellenwert, der zum Auslésen des
Schmerzreizes fihrt, abgesenkt. Dies geschieht durch endogene Schmerzmediatoren,

welche bei Entziindungen von Immunzellen freigesetzt werden 2.
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Neben dem physiologischen und dem pathophysiologischen Nozizeptorschmerz gibt es
einen dritten Schmerztyp, den so genannten neuropathischen Schmerz. Diese, bis heute
schwer therapierbare, chronische Schmerzform, entsteht meist durch L&sionen oder
mechanische Schadigungen, wie etwa Quetschungen, von Nervengewebe. Verletzte C-
Fasern konnen mit ektopischen Entladungen reagieren, und Verletzungen von Ag-Fasern
fihren zu Aussprossen von Neuriten aus den verletzten Regionen. Diese starke Aktivitat
verletzter Nervenfasern kann eine Neuverknupfung und Projektion auf nozizeptive
Neurone zur Folge haben. Dadurch kdnnen nozizeptive Neurone z. B. bereits durch
leichte mechanische Reize aktiviert werden *. Als physiologische Konsequenz kann dies
bedeuten, dass selbst normale und ungefahrliche mechanische oder thermische Reize
wie BerUhrungen oder kihle Temperaturen zu starken Schmerzen fiihren, oder bereits
Schmerzen ohne Reizung wahrgenommen werden. Tatsachlich sind die Ausbildungen
von taktilen Allodynien haufig vorkommende Symptome bei Neuropathien. Neuropathien
kénnen auch als Folge von Diabetes mellitus oder durch Behandlung mit Zytostatika wie
Paclitaxel, Vincristin oder Cisplatin auftreten °. Die zeitliche Verlangerung und
Verstarkung des Schmerzes bei pathophysiologischen Nozizeptorschmerzen und
neuropathischen Schmerzen st auf periphere und zentrale Sensibilisierungen

zurtckzufihren, die in den folgenden Abschnitten erlautert werden.
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Thalamus

Nozizeptor

'

Peripherer noxischer Reiz

» mechanisch (Druck) » thermisch (Hitze, Kilte) » chemisch (z.B. Sduren)

Abb.1.1: Stationen der Schmerzverarbeitung. ,Schmerzreize* werden bei Uberschreitung eines
Schwellenwertes von peripheren Nervenendigungen wahrgenommen (unten), und durch Nozizeptoren
zu den Dorsalwurzelganglien (DRG) und zur ersten synaptischen Verschaltung im Dorsalhorn
(Laminae | und 1) des Rickenmarks weitergeleitet. Von dort aus gelangt der Schmerzreiz Uber
Hirnstamm und Thalamus zum somatosensorischen Cortex (modifiziert nach Costigan, Scholz und
Woolf, 2009 °).

1.2 Periphere Sensibilisierung

Eine periphere Sensibilisierung entsteht durch Absenkung des Schwellenwertes zur
Anregung von Nozizeptoren. Dieser ist bei pathophysiologischen Nozizeptorschmerzen
und neuropathischen Schmerzen abgesenkt und es kommt zu Hyperalgesien und
Allodynien, da bereits nicht noxische Reize als schmerzhaft wahrgenommen werden. Am
Mechanismus der peripheren Sensibilisierung sind im Wesentlichen lonenkandle (z.B.
TRP-Kanale) beteiligt, welche noxische Reize aus der Umwelt in elektrische Reize
umwandeln ®’. Unmittelbar nach einer Gewebeschadigung werden ATP und Protonen
freigesetzt. ATP aktiviert den Purinrezeptor P2X3 und Protonen aktivieren den ,transient
receptor potential vanilloid1“-Rezeptor (TRPV1) 2°. Die Aktivierung der beiden

Rezeptoren fuhrt zu Calcium-Einstrom und zu Depolarisation des Nozizeptors, wodurch

Seite 3



Aktionspotentiale entstehen kdnnen. Neben der direkten Aktivierung von Nozizeptoren,
kommt es bei Gewebsschadigung auch zur Sensibilisierung von Nozizptoren.

Bei einer entzundlichen Schmerzreaktion (pathophysiologischer Nozizeptorschmerz)
wandern Immunzellen in das geschadigte Gewebe ein (neutrophile Granulozyten,
Makrophagen und Mastzellen), die proinflammatorische Substanzen, wie Bradykinin,
Histamin, Leukotrien B, und Prostaglandine, sowie Zytokine, wie TNF-a, Interleukin-1f3

und Interleukin-6 freisetzen °*?

. Diese proinflammatorischen Substanzen binden an G-
Protein gekoppelte Rezeptoren des Nozizeptors und verursachen die Aktivierung von
Proteinkinasen der PKC-Familie (vorwiegend durch Bradykinin und Histamin) und PKA-

Familie (vorwiegend durch Prostaglandine) **°

. Dies fiihrt zu Phosphorylierung von
Serin- oder Threonin-Resten auf der cytosolischen Seite von TRP-Kandlen, was eine
Sensibilisierung und Absenkung des Schwellenwerts des Kanals bewirkt **®*% Somit
kommt es bereits bei einer nicht noxischen Stimulation des Kanals zu Calcium-Einstrom,
zu Depolarisation der Membran und zur Ausbildung von Aktionspotentialen.

Die essentielle Funktion von TRP-Kanalen bei der Verarbeitung nozizeptiver Information
sowie ihre Beteiligung an Sensibilisierungsprozessen, riicken diese Kanéle in den Fokus
der Schmerzforschung. In den folgenden Abschnitten werden verschiedene
schmerzrelevante TRP-Kanéle vorgestellt und ihre Beteiligung an der Verarbeitung

nozizeptiver Information und an Sensibilisierungsprozessen wird erlautert.

1.2.1 TRP-Kanéle

TRP-Kanéle sind unselektive Kationenkandle, die aus sechs Transmembrandomé&nen
und mehreren N-terminalen Ankyrin-Repeats bestehen. Zwischen der funften und
sechsten Transmembrandomane liegt die kationenpermeable Pore. Sowohl N- als auch
C-Terminus befinden sich bei den TRP-Kandlen auf der cytosolischen Seite. Die
Abkirzung TRP steht fur ,transient receptor potential® und stammt von einer Drosophila-
Mutante, deren Lichtrezeptoren im Auge transient auf helles Licht reagierten, und nicht,
wie Ublich, anhaltend *°. In den letzten zehn Jahren konnte gezeigt werden, dass TRP-
Kandle in Saugern essentielle Funktionen bei der Wahrnehmung von mechanischen und

7

thermischen Reizen erfullen * und zur Auspragung von Hyperalgesien und somit zu

17,18

verstarkter Schmerzwahrnehmung beitragen kénnen . Diese Eigenschaften machen

TRP-Kandle zu potentiellen Zielproteinen fir Analgetika in den Bereichen Entziindungs-

20

und neuropathischen Schmerzen “°. Im Folgenden sind die schmerzrelevanten TRP-

Kanéle gezeigt:
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1. Einleitung

TRPV1

TRPV2?

TRPV3

TRPV4

TRPV1
(pH< 5,7)
TRPA1
(sauer/ basisch)
|
( TRPV1 / TRPA1
TRPA1 DRG | an zentralen
Reaktive f Termini
Chemikalien ?
TRPV1
Noxische |_TRPMS
Kilte
Kalte-
Hyperlagesie TRPA1

Abb 1.2: schmerzrelevante TRP-Kanale. TRP-Kanéle dienen als Transduktoren fur Hitze (TRPV1,
TRPV2, TRPV3, TRPV4), Kalte (TRPM8, TRPAL) und Anderungen des pH (TRPV1, TRPA1). TRPV1
und TRPA1 werden zudem durch reaktive chemische Liganden aktiviert.

Aktivatoren fir TRPV1 sind: Capsaicin, Anandamid, 9-HODE, 13-HODE, Campher, Resiniferatoxin
(RTX) und Stickstoffmonooxid (NO) #?*. Zudem kann der Kanal durch PKC, PKA und CaMKIl-
Phosphorylierung sensibilisiert werden *#2>2°,

Aktivatoren fir TRPAL sind zahlreiche elektrophile Agonisten: darunter reizende Substanzen, wie
Acrolein, Allicin Allylisothiocyanat, Formalin, Phytochemikalien, wie Carvacrol, Thymol, Zimtaldehyd,
Isovalleral, Alkaloide, wie Nicotin, Analgetika, wie Propofol, Lidocain, Isofluran, sowie endogene
Substanzen, wie 4-Hydroxynonenal PGA, PGJ, und 15-desoxy-A'*'*-PGJ,, NO und

27-37

Wasserstoffperoxid (H,0,) . TRPA1 kann auch durch mechanische Stimulation aktiviert werden

und durch PKA-Phosphorylierung, Bradykinin und PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat)
sensibilisiert werden ****,

Aktivierung von TRP-Kandlen fuhrt zu Calcium-Einstrom und kann die Ausbildung von
Aktionspotentialen zur Folge haben. In der rechten Box ist die in silico prognostizierte Struktur von
TRPV1 gezeigt. Die Vanilloid-Bindestelle in der C-terminalen Domaéne ist in rot markiert. (modifiziert

nach Moran et al., Nat Rev Drug Discov, 2011 *9).
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1.2.1.1 TRPV1

Der am besten charakterisierte TRP-Kanal, TRPV1, kann durch unterschiedliche Stimuli
aktiviert werden, wie z.B. durch Hitze (> 42°C), Protonen (pH < 5,7) und zahlreiche
Substanzen, darunter das Endocannabinoid Anandamid, aber auch Capsaicin, einem
Alkaloid der Chilischote (Capsicum sp). Zudem wurden bereits oxidierte Lipide als
endogene  TRPV1-Agonisten identifiziert  (9-HODE;  9-Hydroxy-10E, 127-
Octadecadiensaure, und 13-HODE). Diese Linolsaurederivate werden bei
Hitzeeinwirkung in epidermalen Hautzellen gebildet und freigesetzt und tragen durch
Aktivierung TRPV1-positiver afferenter Nervenfasern zur thermischen Hyperalgesie bei
2L Neben der direkten Aktivierung des TRPV1, gibt es auch die Moglichkeit der
indirekten Modulation Uber Phosphorylierung von drei Serin-Resten auf der
cytosolischen Seite durch die Proteinkinasen PKC, PKA und Calmodulin (CaM)-Kinase Il

122526 Dies fiihrt zu einer Sensibilisierung des Kanals, was eine Absenkung des

Schwellenwerts zur Aktivierung zur Folge hat *.

In jungster Zeit konnte zudem
beobachtet werden, dass eine Ligandenbindung oder eine Phosphorylierung des C-
terminalen Sergyy durch PKCe zur Dilatation der kationenpermeablen Pore fuhrt. Die
Erweiterung der Pore hat eine Verschiebung der lonenpraferenz von Na* zu Ca** zur
Folge und fithrt so zum selektiven Einstrom von Ca**-lonen oder gréReren kationischen
Molekiilen *.

TRPV1 wird in primar afferenten sensorischen Neuronen der Dorsalwurzelganglien
exprimiert. TRPV1-positive Neurone bilden unmyelinisierte C-Fasern oder leicht
myelinisierte As-Fasern aus und exprimieren die pronozizeptiven Peptide Substanz P
und CGRP (calcitonin gene related peptide) *"*. Bei Stimulation 6ffnet sich der Kanal
und Ilasst Calciumionen einstromen. Dies verursacht eine Depolarisierung des
Membranpotentials und kann bei Erreichen eines Schwellenwertes zu Aktionspotentialen
fuhren. Darlber hinaus werden durch TRPV1-Stimulierung die pronozizeptiven Peptide
CGRP und Substanz P freigesetzt, die wiederum an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren

binden und Proteinkinasen aktivieren, was zu neurogener Entziindung fiihrt ***. A

us
diesem Grund sind TRPV1-Antagonisten fir die Schmerztherapie interessant, da sie die
Calciumeinstréme und indirekt auch die Bildung einer neurogenen Entziindung hemmen.
Die Entwicklung von TRPV1-Antagonisten befindet sich in einem fortgeschrittenen
Stadium. Einige TRPV1-Antagonisten wurden bereits in klinischen Studien getestet (SB-

705498, GSK, Phase II; AZD 1386, AstraZeneca, Phase II) *"*.
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Allerdings wurde bei Gabe von TRPV1-Antagonisten Hyperthermie als Nebenwirkung
beobachtet, die in Einzelfallen zu einer Erhéhung der Kdrpertemperatur bis zu 3°C fuhrte
4748 Als Folge dieser Beobachtungen wurden die klinischen Studien mehrerer selektiver
und sehr potenter TRPV1-Antagonisten, wie AMG 517, nach Phase | abgebrochen *.
Maoglicherweise kann Hyperthermie als Nebenwirkung durch eine zweite Generation von
TRPV1-Antagonisten mit kirzerer Halbwertszeit, hoherer Wasserloslichkeit reduziert
werden, da diese Substanzen die Blut-Hirn—Schranke nicht passieren kdnnen und nur
die periphere Population von TRPV1 hemmen *'.

Doch auch TRPV1-Agonisten haben therapeutisches Potential, da eine UbermaRige
Stimulierung den Kanal desensibilisiert und somit die pronozizeptive Aktivitat des Kanals

verringert *°.

Capsaicin als Hautpflaster angewendet, zeigte beispielsweise eine
analgetische Aktivitat bei HIV-assoziierter distal-sensorischer Polyneuropathie °*. Bei der
topischen Anwendung von Capsaicin-Hautpflastern, kommt es zu einer
,Defunktionalisierung“ des Nozizeptors. Es wird vermutet, dass durch die
Uberstimulierung des TRPV1 und den dadurch vermittelten tUbermaRigen Calcium-
Einstrom das Membranpotential des Nozizeptors gestort wird und es zudem zu

Dysfunktion der Mitochondrien kommt *2

. Die starke Erh6hung der intrazellularen
Calcium-Konzentration durch stetige TRPV1-Aktivierung kann auch die Hemmung der
Proteinsynthese und die Depolymerisierung von Komponenten des Zytoskeletts, wie
etwa Microtubili, zur Folge haben . Dadurch ist der Nozizeptor nicht mehr in der Lage,
ein nozizeptives Signal zu registrieren und an das zentrale Nervensystem weiterzuleiten,
was eine Analgesie zur Folge hat. Mittlerweile werden Capsaicin-Hautpflaster bei
neuropathischen Schmerzen klinisch eingesetzt **.

TRPV1-defiziente Mause zeigen eine reduzierte thermische Hyperalgesie unter
pathophysiologischen Bedingungen. Zudem ist die Schmerzantwort auf akute thermische
Stimuli in TRPV1”-Mausen reduziert, doch die Antwort auf mechanische Stimuli zeigt

keine Abweichungen vom Wildtyp **.
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Abb. 1.3: TRPV1-Agonisten Abb. 1.4: TRPV1-Antagonisten

Gezeigt sind die Strukturen des exogenen Gezeigt sind die  Strukturen  von
TRPV1-Agonisten Capsaicin (dem Alkaloid Capsazepin, dem ersten entwickelten
aus Capsicum sp.), sowie der endogenen
TRPV1-Agonisten Anandamid und 9-HODE
mit ihren jeweiligen ECso-Werten (den

TRPV1-Antagonisten sowie dem in dieser
Arbeit verwendeten AMG9810 und SB-
705498 mit ihren jeweiligen 1Cso-Werten
halbmaximalen effektiven Konzentrationen) (den halbmaximalen inhibitorischen

21,2324 Konzentrationen) °*°°.

1.2.1.2 TRPV4

Wie TRPV1 gehort auch TRPV4 zur Unterfamilie der ,vanilloid® TRP-Kanale. TRPV4

wird durch osmotischen Stress (Hypotonizitat) und mechanische Stimulationen aktiviert,

°C 22,57

aber auch durch Temperaturen tGber 25 . Zu den Agonisten zahlt der Phorbol-Ester

4a-PDD (4a-Phorbol-12,13-Didecanoat), sowie der Arachidonsduremetabolit 5,6-

Epoxyeicosatriensaure (5,6-EET) **°°
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TRPV4 wird in sensorischen Neuronen der Dorsalwurzelganglien exprimiert und kann
dort durch PGE;, Serotonin, aber auch PKA, PKCe und den ,Protease-activated

61,62

receptor-2“ (PAR-2) sensibilisiert werden , was zu mechanischer Hyperalgesie und

durch erhéhte Freisetzung von Substanz P und CGRP zu einer neurogenen Entziindung
filhren 2%°,

Auch bei chronischem Schmerz scheint TRPV4 eine wichtige Rolle zu spielen. So
konnte in einem neuropathischen Schmerzmodell in der Ratte die durch Paclitaxel
induzierte mechanische Hyperalgesie durch Injektion von TRPV4-Antisense
Oligonukleotiden erheblich reduziert werden 2. Dabei konnte gezeigt werden, dass die
TRPV4-abhangige paclitaxel-induzierte mechanische Hyperalgesie durch den
Integrin/Src-Tyrosin-Kinase-Weg vermittelt wird ®*®°,

TRPV4-defiziente Mause weisen eine veranderte Temperaturpraferenz gegeniber
Wildtyp-Méausen auf. Sie bevorzugen warmere Temperaturen (34°C), als die Kontrolltiere
(30°C) ®. Zudem konnte in TRPV4-defizienten Mausen keine entziindungsinduzierte

2 Dariiber hinaus

mechanische oder osmotische Hyperalgesie beobachtet werden
wurde beobachtet, dass die durch Paclitaxel oder Vincristin induzierte mechanische

Hyperalgesie in TRPV4-defizienten Mausen stark verringert war .

1.2.1.3 TRPA1

Ein weiterer interessanter TRP-Kanal fur die Schmerzforschung ist der TRPALl. Er
unterscheidet sich strukturell von den anderen TRP-Kandalen, da er 15 N-terminale
Ankyrin-Repeats besitzt. Die tbrigen TRP-Kanale verfiigen nur tber je zwei bis sechs
N-terminale Ankyrin-Repeats '®. TRPA1 wird ebenfalls in sensorischen Neuronen der
Spinalganglien exprimiert. In immunhistologischen Experimenten konnte gezeigt werden,
dass TRPAL und TRPVL1 in diesen Neuronen gréRtenteils koexprimiert sind *%. TRPA1
wird durch zahlreiche Substanzen aktiviert, die als scharf oder stechend wahrgenommen
werden. Auch der Formalin-induzierte Schmerz wird durch die Aktivierung von TRPA1

verursacht ©®

. Mittlerweile sind Uber 100 exogene, strukturell sehr variable TRPAL-
Agonisten bekannt. Diese erstaunliche strukturelle Vielfalt l&sst darauf schliel3en, dass
es fur TRPA1l-Agonisten keine definierte Bindetasche gibt, wie etwa die Vanilloid-
Bindestelle am TRPV1. Kirzlich wurde berichtet, dass die TRPAL-Aktivierung durch

kovalente Modifizierung von Cystein-Resten an der N-terminalen, cytosolischen Domane

Seite 9



des Kanals geschieht. Werden diese Cysteine durch andere Aminosauren ausgetauscht,
kann der Kanal nicht mehr durch Allylisothiocyanat (AITC) aktiviert werden ©°.
Tatsachlich ist der Uberwiegende Teil der TRPAL1-Agonisten elektrophil und in der Lage
kovalente Wechselwirkungen und Michael-Addukte mit Cysteinen einzugehen *.

Bislang sind allerdings nur wenige endogene TRPAL1-Agonisten bekannt. Die bisher
identifizierten endogenen TRPA1-Agonisten sind vorwiegend oxidierte Lipide, wie 4-
Hydroxynonenal und die Cyclopentone PGA,, PGJ, und 15-desoxy-A'*'*-PGJ,, die
ebenfalls elektrophile Eigenschaften besitzen. Doch auch H,O, und NO sind endogene
TRPA1-Agonisten %%

Ahnlich wie bei TRPV1 lost eine Aktivierung des TRPAL eine Verschiebung der
lonenpraferenz zu gréReren und divalenten Kationen aus. Es kommt zum Einstrom von
Calcium, zur Depolarisation der Membran und zur Freisetzung von Substanz P und
CGRP 2. Auch Sensibilisierungsprozesse des TRPA1 sind bekannt. So wird die
Bradykinin-vermittelte Sensibilisierung von TRPA1 durch Aktivierung der Phospholipase
C (PLC) ausgelost, die PIP, (Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat) in DAG (Diacyl-
glycerol) und IP; (Inositol-1,4,5-Trisphosphat) spaltet “°.

Allerdings ist bislang unklar, welche Rolle der TRPAL bei der Wahrnehmung von Kaélte
hat. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass TRPAL1l durch niedrige
Temperaturen aktiviert werden kann. Doch in diesen Studien wurde meist nicht zwischen
noxischem Kalteschmerz und Kalte-Hyperalgesie differenziert ***. Einer neuen Studie
zufolge wird der Kanal durch kiihle Temperaturen um 10°C, nicht jedoch durch noxische
Kalte unterhalb von 4°C aktiviert. Somit wird TRPA1 momentan mit Kélte-Hyperalgesie in
Verbindung gebracht und nicht mit akutem Kéalteschmerz **.

Daruber hinaus tritt TRPA1 verstarkt in peripheren Nervenendigungen des
respiratorischen Systems auf. Dort wird TRPA1l durch Oxidantien und elektrophile
Substanzen aktiviert wird, was zu respiratorischer Depression und neurogener

70

Inflammation  flhrt Aus diesem Grund werden TRPAL-Antagonisten als

vielversprechende Therapeutika zur Behandlung von Asthma oder der chronisch
obstruktiven Lungenerkrankung (COPD) betrachtet *>"*.

Da die Relevanz des TRPAL bei der Verarbeitung nozizeptiver Information erst vor
wenigen Jahren erkannt wurde, sind TRPALl-Antagonisten bislang noch nicht in
klinischen Studien getestet worden. Doch einige TRPA1-Antagonisten, darunter das in
dieser Arbeit verwendete HC-030031, zeigten bereits vielversprechende Effekte in
praklinischen Studien. So konnte der durch Acrolein verursachte Hustenreiz in Saugern

durch HC-030031 inhibiert werden ">,

Seite 10



Kirzlich wurde berichtet, dass eine genetische Mutation im TRPA1-Gen zu einer
verstarkten Schmerzwahrnehmung fiihren kann. Dabei wurden Personen untersucht, die
unter dem so genannten familidren episodischen Schmerzsyndrom (FEPS) leiden, einer
autosomal-dominant vererbten Erkrankung, die in Kolumbien und Stdamerika verbreitet
ist. Bei Haplotyp-Analysen der Patienten wurde eine Punktmutation im Exon 22 des
TRPA1-Gens entdeckt, die einen Austausch des Asparagins-855 zu einem Serin zur
Folge hat. Diese Mutation fihrt zu einer funffachen Verstarkung des einwartsgerichteten
Stroms bei TRPA1-Aktivierung, und somit zu erheblicher Potenzierung der TRPA1-

vermittelten Schmerzwahrnehmung ™

. Aufgrund der verstarkten TRPALl-abhangigen
Schmerzwahrnehmung waren TRPAL-Antagonisten als Analgetika fur diese Patienten
besonders vielversprechend ”.

TRPA1-defiziente Mause zeigen eine drastisch reduzierte Formalin-Sensitivitat °°.
Zudem ist die Reaktion von TRPA1"-DRG-Neuronen (Calcium-Einstrom) nach Zugabe

12,14

von Allylisothiocyanat und 15-desoxy-A'***-PGJ, stark abgeschwacht *. Dariiber hinaus

weisen TRPA1-defiziente Mause eine deutlich geringere Sensitivitat gegeniber kalten

Temperaturen und mechanischer Stimulation auf

und auch die senfdl- und bradykinin-
vermittelte mechanische Hyperalgesie ist in TRPALl-defizienten M&ausen signifikant
reduziert *’. In einer kiirzlich veréffentlichten Studie wurde zudem berichtet, dass die
capsaicin-induzierte neurogene Entztindung durch intrathekale Injektion eines TRPAL-
Antagonisten reduziert werden kann ”’. Dies zeigt, dass der zentral exprimierte TRPA1
nach peripherer Stimulation und nozizeptiver Aktivitdt zu neurogener Entziindung und

zentraler Sensibilisierung beitragt, wobei der Mechanismus bislang unklar ist.
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Abb. 1.4: ausgewdahlte TRPA1-Agonisten

Gezeigt sind die Strukturen einiger TRPA1-Agonisten mit ihren jeweiligen
ECso-Werten. Darunter sind die als stechend wahrgenommenen
Substanzen Allyl-Isothiocyanat, Allicin, Formalin und Wasserstoffperoxid.
Auch sekundéare Pflanzenstoffe wie Carvacrol und Zimaldehyd sind
TRPA1-Agonisten sowie das Inhalationsanigetikum Isofluran. Zu den
endogenen TRPAL-Agonisten gehdren 4-Hydroxynonenal und das

oxidierte Lipid Prostaglandin A %%,

1.3 Zentrale Sensibilisierung

| HC - 030031
ICsy: 6,2 UM

) L
Cl
AP-18
ICsp: 3,1 - 4,5 uM

A-967079
ICsp: 51 - 289 nM

Abb. 1.5: TRPA1-Antagonisten
Gezeigt sind die Strukturen der
selektiven TRPAZ1-Antagonisten
AP-18 und A-967079 sowie dem
in dieser Arbeit verwendeten
HC-030031 mit ihren jeweiligen
ICso-Werten >,

Der Begriff ,zentrale Sensibilisierung beschreibt ein Phanomen, das durch Aktivierung

von Nozizeptoren bei der ersten synaptischen Verschaltung im Dorsalhorn des

Ruckenmarks auftritt, und zur Verstarkung, zeitlichen Verlangerung oder raumlichen

Ausdehnung des peripheren Signals fuhrt. Ein Beispiel fir die physiologische

Auswirkung einer zentralen Sensibilisierung ist, dass es bei Entzindungen nicht nur am

unmittelbaren Entzindungsort, sondern auch in umliegenden Regionen zu einem

gesteigerten Schmerzempfinden kommt. Diese so genannte sekundare Hyperalgesie

wird durch zentrale Sensibilisierung ausgeldst .
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Die Verstarkung des peripheren Signals kommt durch synaptische Veranderungen
zustande, die durch verschiedene Faktoren ausgelost werden. In einer frihen Phase
zentraler Sensibilisierung fuhrt verstarkte neuronale Aktivitdt postsynaptisch zu
Phosphorylierung und Translokation von ionotropen N-Methyl-D-Aspartat-(NMDA)-
Rezeptoren zur synaptischen Membran. NMDA-Rezeptoren und AMPA-(a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolpropionsaure)-Rezeptoren werden von Glutamat aktiviert,
das bei neuronaler Aktivitat ebenfalls verstarkt freigesetzt wird. Die Aktivierung von
NMDA-Rezeptoren durch Glutamat ist normalerweise durch Magnesiumionen blockiert.
Doch durch Depolarisierung der Membran, die beispielsweise durch wiederholte
Schmerzfaseraktivitdt zustande kommt, wird die Blockade der Magnesiumionen
aufgehoben und der NMDA-Rezeptor kann leichter durch Glutamat aktiviert werden.
Aktivierung des NMDA- und AMPA-Rezeptors fihrt zu Calciumeinstrom, was eine
weitere Depolarisation der Membran auslésen kann. Durch die erhdhte Translokation der
NMDA-Rezeptoren an die synaptische Membran, sowie die Aufhebung der
Magnesiumblockade und die somit erleichterte Aktivierung des NMDA-Rezeptors, wird
die postsynaptische Antwort auf den peripheren Stimulus erheblich verstarkt .

In der spateren Phase zentraler Sensibilisierung kommt es zu Aktivierung von
Transkriptionsfaktoren, wie NF-xB, was zur Expression proinflammatorischer  Gene
fuhrt, deren Produkte, z.B. COX-2, NK-1, FOS und JUN zu einer Verstarkung und
zeitlichen Verlangerung der neurogenen Inflammation beitragen %%, da
Entzindungsmediatoren und Cytokine, wie TNFa, Bradykinin, NGF und PGE; freigesetzt
werden. Diese Substanzen binden an G-Protein-gekoppelte Rezeptoren und losen
intrazellulare Signalkaskaden aus, welche die Aktivitat von Proteinkinasen (PKA, PKC)
und Phospholipasen (cPLA,,PLCB, PLCy) erhdhen “84%

Auch aktivitatsunabhéngige synaptische Plastizitat kann zu zentraler Sensibilisierung
beitragen. Dazu gehoren Anderungen von Gap Junctions in nozizeptiven Neuronen des
Dorsalhorns, Anderungen des Membranpotentials sowie neuronale Interaktion mit
Mikroglia und Astrozyten 82838688

Diese zentralen Sensibilisierungsmechanismen fuhren zu hoherer Erregbarkeit des
Nozizeptors sowie zu Potenzierung und zeitlicher Verlangerung (Langzeitpotenzierung)
des peripheren Signals. Uberdies fiihren diese Mechanismen auch zu Schmerz-
wahrnehmung bei harmlosen nicht noxischen Stimulationen und zu anhaltender

Schmerzwahrnehmung bei ausbleibender Stimulation "*°.
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1.4 Epoxyeicosatriensauren (EETS)

1.4.1 Synthese der EETs

Arachidonsaure ist eine ubiquitéare, vierfach ungesattigte Fettsaure, die mit
Phospholipiden verestert in der Zellmembran eingelagert ist und durch PLA,-Aktivitat
freigesetzt wird . Im Cytosol kann Arachidonsdure von drei verschiedenen
Enzymfamilien oxidativ umgesetzt werden, den Cylcooxygenasen (COX), den
Lipoxygenasen (LOX) und den Cytochrom-P.se,-Epoxygenasen (CYP) .

CYP-Epoxygenasen sind unspezifische Monooxygenasen, die elementaren Sauerstoff
mittels Cytochrom-P4so aufspalten. Dabei wird ein Sauerstoffatom als Epoxid- oder
Hydroxylgruppe auf das Substrat Ubertragen, und das andere zu H,O reduziert.
Epoxidgruppen kénnen bei der Arachidonsaure nur an einer der vier Doppelbindungen
gebildet werden. Daher entstehen bei der Epoxidation der Arachidonsaure Uber CYP-
Epoxygenasen vier Regioisomere, die sich lediglich durch die Position der Epoxidgruppe
unterschieden, 5,6, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET. Fiur die EET-Synthese sind
hauptséchlich die CYP-Unterfamilien 2C und 2J verantwortlich **. Allerdings gibt es auch
Berichte Uber EET-Synthese durch CYP-Epoxygenasen der Unterfamilien 1A, 3A und 2B

92,93
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Abb. 1.6: Synthese der Epoxyeicosatriensduren aus Arachidonséure und deren Metabolisierung

durch die losliche Epoxidhydrolase (sEH) und die Cyclooxygenase-2 (COX-2) (maodifiziert nach
Spector, 2007 und Carrol et al., 1993 *%%)

Drei der vier EETs werden Uberwiegend von der loslichen Epoxid-Hydrolase (SEH)
abgebaut (8,9-, 11,12-, und 14,15-EET). Die l6sliche Epoxidhydrolase ist ein ubiquitéares
Protein, das in der Zelle als Homodimer aus zwei identischen 62 kDa Monomeren
vorliegt *°. Bei der Abbaureaktion der EETs wird Wasser angelagert und durch Hydrolyse
werden zwei Hydroxylgruppen gebildet. Die Produkte dieser Reaktion werden als
Dihydroxyeicosatriensauren (DHETS) bezeichnet. Je nach Position der Hydroxylgruppen
werden drei Regioisomere gebildet (8,9-, 11,12,-14,15-DHET) **.

5,6-EET wird jedoch nur zu geringen Teilen Gber die sEH zu 5,6-DHET hydrolysiert und
stattdessen (berwiegend von COX-2 zu 5,6-Epoxy-PGE, umgesetzt *. Biochemische
Analysen der Metabolisierung von 5,6-EET durch die murine sEH ergaben einen Ky, von

6 UM, was 5,6-EET zu einem schlechten Substrat fiir die sEH macht.
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Den niedrigsten K., und somit das beste Substrat fur die sEH stellt 11,12-EET dar (Kn, =
0,6 uM). Auch die Umsatzrate (Vmax) von 5,6-EET zu 5,6-DHET ist langsam, verglichen
mit dem Umsatz von 14,15-EET zu 14,15-DHET und liegt um den Faktor 66 darunter
(5,6-EET zu 5,6-DHET: 300 nmol - mg'1 - min™; 14,15-EET zu 14,15-DHET: 20000 nmol

.mg™ - min™) %.

1.4.2 Biologische Funktionen der EETs und der seH

EETs besitzen einige interessante biologische Funktionen, die vorwiegend aus
Untersuchungen des kardiovaskularen- und renalen Systems hervorgehen. EETs
werden aus Zellen freigesetzt und besitzen sowohl autokrine als auch parakrine
Signalwirkung % Zudem sind EETs als EDHF (endothelial derived hyperpoarization
factor) beschrieben worden. Dabei wurde beobachtet, dass 11,12- und 14,15-EET Ca-
Kanale (spannungsgesteuerte Ca**-Kanale des L-Typs) modulieren, und dass 11,12-
EET Uber einen cAMP abhangigen Prozess in vaskularen glatten Muskelzellen BKca-

% Dies fiihrt zu

Kanale (large-conductance Ca**-activated K'-channels) 6ffnet
Hyperpolarisation und schlieRlich zu Vasorelaxation und Vasodilation von BlutgefaRen *°.
Aufgrund dieser vasodilativen Eigenschaft der EETs, wird die sEH als neues
therapeutisches Zielprotein zur Behandlung kardiovaskularer Erkrankungen betrachtet
190 da sEH-Hemmung zu héheren EET-Konzentrationen im Plasma fiihrt *°+'%, Dariiber
hinaus werden den EETs durch Hemmung der cytokin-induzierten NF-kB-Transkription
anti-inflammatorische  Eigenschaften zugesprochen '®. Bei pharmakologischer
Hemmung der sEH konnten zwei antihyperalgetische Effekte beobachtet werden: zum
einen die verminderte Expression des COX-2-Gens, zum anderen, im Zusammenspiel
mit cAMP, die Erhohung der StARDI1-Genexpression, was zur Bildung von

Neurosteroiden fihrt %4

. Zudem aktivieren EETs PPARy (peroxisome proliferator-
activated receptor). Dieser Rezeptor besitzt anti-inflammatorische Eigenschaften und
verringert in  kultivierten  Epithelzellen die  NF-kB-vermittelte  Expression
proinflammatorischer Substanzen, wie das vascular cell adhesion molecule, das

15 5 6-EET wird bei mechanischem-

intracellular adhesion molecule und Endothelin
oder hypotonischem Stress von vaskuldaren Endothelzellen in Lunge und Darm

freigesetzt und aktiviert TRPV4-Kanale .

Seite 16



1.4.3 Physiologische Relevanz der EETs bei der Schmerzverarbeitung

Einige Funktionen der EETs im kardiovaskularen und renalen Kontext sind auch relevant
fur die Schmerzverarbeitung und flr Sensibilisierungsprozesse von Nozizeptoren. Dazu
zahlen insbesondere die auto- und parakrine Signalwirkung der EETs und ihre
Eigenschatft intrazellulare lonenkonzentrationen durch Aktivierung von Kationenkandlen
zu modulieren. In einer kirzlich verdéffentlichten Studie wurde beschrieben, dass CYP2J-
Isoformen und die l6sliche Epoxidhydrolase (SEH) in Trigeminalganglien-(TG-) Neuronen
exprimiert sind *°’. Das bedeutet, dass EETs nicht nur in renalen und kardiovaskuldren
Geweben, sondern auch in Neuronen des Nervensystems zu finden sind. Eines der
EETs, 5,6-EET, konnte bereits als TRPV4-Agonist identifiziert werden ®°. Dies kénnte ein
Hinweis auf die Beteiligung von EETs an der nozizeptiven Verarbeitung sein, da den
TRP-lonenkandlen essentielle Funktionen bei der Schmerzwahrnehmung und bei der
Entwicklung neurogener Entziindung zugeschrieben werden #*'%*'° |nsbesondere (iber
spezifische, endogene TRP-Agonisten und deren Funktion bei Schmerzprozessen ist

bislang wenig bekannt.

1.5 Fragestellung / Zielsetzung der Arbeit

In dieser Arbeit soll untersucht werden, ob EETs einen Einfluss auf die Verarbeitung
nozizeptiver Information haben. Dazu soll geklart werden, ob EETs endogene Agonisten
fur ligandengesteuerte Kationenkanale (insbesondere TRP-Kandale) sind, und diese
direkt aktivieren oder modulieren (sensibilisieren oder desensibilisieren) kdnnen. Im
ersten Teil der Arbeit wird die sEH und die von ihr metabolisierten EETs (8,9-, 11,12-
und 14,15-EET) untersucht. Es stellt sich die Frage, ob sEH-defiziente Mause eine
Beeintrachtigung im Schmerzverhalten aufweisen und falls ja, wodurch diese zustande
kommen kann. Im Zuge dessen soll die Regulation der EET-Synthese —und Freisetzung
unter pathophysiologischen Bedingungen analysiert werden. Aufgrund der bereits
vertffentlichten Daten, welche die sEH als entziindungshemmend charakterisieren, wird

der Fokus in diesem Teil der Arbeit auf inflammatorischen Schmerzmodellen liegen.
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Im zweiten Teil der Arbeit soll das durch COX-2 metabolisierte 5,6-EET getrennt
untersucht werden, da fiir dieses Lipid bereits ein aktivierender Einfluss auf TRP-Kanéle
postuliert wurde ®. Dabei soll die Regulation der 5,6-EET-Synthese —und Freisetzung
untersucht werden. Zudem soll geklart werden, ob 5,6-EET bei Schmerz durch
Aktivierung von Nozizeptoren freigesetzt werden und durch TRP-Kanal-Aktivierung zu
neurogener Entziindung und zentraler Sensibilisierung beitragen kann. Uberdies soll der
Einfluss von 5,6-EET auf die nozizeptive Verarbeitung anhand verschiedener

Tiermodelle in vivo getestet werden.
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2. Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Chemikalien

Stoff

(x) 5,6-DHET (-Dihydroxyeicosatriensaure)

(%) 5,6-EET (-Epoxyeicxosatriensaure)

() 8,9-DHET (-Dihydroxyeicosatriensaure)

(%) 8,9-EET (-Epoxyeicxosatriensaure)

() 11,12-DHET (-Dihydroxyeicosatriensaure)
() 11,12-EET (-Epoxyeicxosatriensaure)

(%) 14,15-DHET (-Dihydroxyeicosatriensaure)
(%) 14,15-EET (-Epoxyeicxosatriensaure)
Aceton

Acrylamid

Agarose

Allylisothiocyanat (PESTANAL®, Senfol)

AMG 9810 [2E-N-(2,3-Dihydro-1,4-benzodioxin-6-
yl)-3-[4-(1,1-dimethylethyl)phenyl]-2-Propenamid]
APS (Ammonium-(1)-Persulfat)

Arachidonséaure

Anemone sulcata-Toxin Il (ATX I1)
B-Mercaptoethanol

Borsaure

Borax (Di-Natrium-(l)-Tetraborat)
Bradykinin-Acetat

Bromphenolblau

BSA (Rinderserumalbumin)
Calcium-(ll)-chlorid-Dihydrat

Calcium-lonophor (Calcimycin)

Capsaicin ((E)-N-(4-Hydroxy- 3-methoxybenzyl)-
8-methyl-6-nonenséaureamid)

Carvacrol

Celecoxib

Hersteller

Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
JT Baker, Deventer, Niederlande
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Merck, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
JT Baker, Deventer, Niederlande
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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Collagenase Typ CLS IV

Complete Freud’'s Adjuvant (CFA)
Coomassie brilliant blue G-250

DAPI (4',6-Diamidin-2-phenylindol)

DMSO (Dimethylsulfoxid)
Dinatrium-(1)-hydrogenphosphat-Dihydrat
Dinatrium-EDTA (-Ethylendiamintetraacetat)
Dispase

EGTA (Ethylenglycol bis(2-aminoethylether)-
N,N,N‘,N‘-tetraacetat)

Essigsaure 99% (v/v)

Ethanol p.a.

Ethanol 70% (v/v)

Ethidiumbromid

Ethylacetat

Fluromount-G

Fura-2-AM (-acetoxymethylester)

GDNF (glial cell line derived neurotrophic factor)
D-Glucose

Glycerol

Glycin

HC-030031 (2-(1,3-Dimethyl-2,6-dioxo-1,2,3,6-
tetrahydro-7H-purin-7-yl)-N-(4-
isopropylphenyl)acetamid

Hefeextrakt

HEPES (2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-
ethansulfonsaure)

Indomethacin

Isopropanol (2-Propanol) 100% (v/v)
Kalium-(I)-chlorid

Ketavet® (Ketamin)

Lipofectamin™ 2000

LPS (Lipopolysaccharid E.coli)
Magnesium-(ll)-chlorid-Hexahydrat
Magnesium-(ll)-sulfat-Heptahydrat

MES (2-(N-Morpholino)-ethansulfonsaure)
Methanol 100% (v/v)

MS-PPOH (N-(methylsulfonyl)-2-(2-propynyloxy)-

benzolhexanamid)

Biochrom AG, Berlin
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Serva Electrophoresis, Heidelberg
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Roche, Grenzach-Wyhlen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

JT Baker, Deventer, Niederlande
SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA
Biotium, Hayward, CA, USA
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe

Carl Roth, Karlsruhe

Tocris bioscience, Ellisville, MO, USA

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Pfizer, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Cayman, Ann Arbor, Mi, USA

Seite 20



Dinatrium-(I)-carbonat
Natrium-(I)-chlorid
Natrium-(I)-gluconat
Natrium-(I)-hydroxid
NGF-7S (nerve growth factor)
Paclitaxel (Taxol®)
Paraformaldehyd
Phorbol-12,13-didecanoat
Pluronic F-127

Ponceau S

Poly-L-Lysin

Rompun® (Xylazin)
Ruthenium Rot
Saccharose

Salzsaure, 37% (v/Iv)

SDS (Natriumdodecylsulfat)
Sulfaphenazol
Tetraethylammoniumchlorid
TNFa (Ratte)

Trypton

t-AUCB (trans-4-[4-(3-adamantan-1-yl-ureido)-

cyclohexyloxy]-benzoesaure)

TEMED (Tetramethylethylendiamin)

Tris (Tris(hydroxymethyl)-aminomethan)
Triton® X-100 (O-[4-(1,1,3,3-Tetramethylbutyl)
phenoxy]polyethoxyethanol)

TurboFect™

Tween®-20 (Polyoxyethylen(20)-sorbitan-
monolaurat)

Zymosan A (S. cerevisiae)

AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
AppliChem, Darmstadt

Tocris bioscience, Ellisville, MO, USA

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Biotium, Hayward, CA, USA
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Bayer, Leverkusen
AppliChem, Darmstadt
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
PeproTech, Umkirch

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA

Zur Verfugung gestellt von Prof. Brandes,

Institut fir kardiovaskulare Physiologie, Uni

Frankfurt

Carl Roth, Karlsruhe
Sigma-Aldrich, Deisenhofen
Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Fermentas, St. Leon-Rot

Sigma-Aldrich, Deisenhofen

Sigma-Aldrich, Deisenhofen
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2.1.2 Lésungen und Puffer

TN(T)-Puffer

100 mM NacCl

50 mM Tris

(0,1% (v/v) Tween 20)
ad. 1l aqua dest., pH 7,3

SIF-Puffer

107,8 mM NaCl

26,2 mM Na,COg3

3,5 mM KClI

1,5 mM CaCl, - 2 H,0

0,7 mM MgSQOg4- 7 H,O

9,6 mM Na'-Gluconat

5 mM D-Glucose

7,6 mM Saccharose

10 mM HEPES bzw. MES
begasen mit 95% O, und 5% CO,,
pH auf 7,4 bzw. 5,2 (MES) einstellen,

ad. 1 1. aqua dest.

SDS-Laufpuffer
25 mM Tris

200 mM L-Glycin
0,1% (w/v) SDS

pH 8,3

4x-Lammli-Puffer

100 mM Tris

5% (w/v) SDS

40% (v/v) Glycerin

0,06% (v/v) Bromphenolblau
5% (v/v) B-Mercaptoethanol

Boratpuffer

50 mM Borséaure

23,6 mM Borax (Na-tetraborat)
ad. 100 ml aqua dest.,

pH 8,5 mit NaOH

SES (standard external solution) fur
Calicium-Imaging

145 mM NaCl

1,25 mM CaCl,

1 mM MgCl,

5 mM KCI

10 mM D-Glucose

10 mM HEPES

ad. 1l aqua dest., pH 7,3 mit NaOH

Lyse-Puffer
0,1 M HCl,
1% (v/v) Triton-X

SDS-Transferpuffer
50 mM Tris

190 mM L-Glycin
20% (v/iv) Methanol
pH 8,3

Ponceau S-Farbeldsung
0,5% (w/v) Ponceau S
3% (v/v) Eisessig

Seite 22



LB-Medium

1% (w/v) Trypton

0,5% (w/v) Hefeextrakt
0,5% (w/v) NaCl

(1,8% (w/v) Agar)

pH 7,2, ad. 1 |. aqua dest., autoklavieren

TE-Puffer
10 mM Tris
1 mM EDTA

pH 8,0, autoklavieren

FM-Medium fir Glycerin-Stocks
60% LB-Medium (v/v)
40% Glycerin (vIv)

Saline f. Injektionen
0,9% (w/v) NaCl

autoklavieren

2.1.3 Zellkulturmedien —und Supplemente

Medium / Supplement

Hersteller

B27-Supplement

DMEM GlutaMAX™

RPMI 1640 GlutaMAX™
FCS (Fotales Kalberserum)

Gentamicin

HBSS

L-Glutamin

Neurobasal™

Penicillin G/Streptomycin
RPMI 1640 GlutaMAX™
Trypsin/EDTA (0,05% v/v)

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Bio Whittaker Europe, Cambrex Company,
Verviers, Belgien

Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
Gibco, Invitrogen, Carlsbad, CA, USA
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2.1.4 Laborgerate

Name / Hersteller

LC-MS/MS-System:

API 4000 Triple Quadropol Tandem-
Massenspektrometer,

Applied Biosystems, Darmstadt

Agilent 1100 HPLC,
Agilent, Waldbronn

HTC Pal Autosampler,

Chromtech, Idstein

Gemini NX C18 Saule und Vorsaule,

Phenomex, Aschaffenburg

Leica DMI4000 B Mikroskop, CTR 6500 HS, DFC360

FX — Kamera,

Leica Microsystems, Wetzlar

Zeiss Axioskop 2 FS Plus,

Carl Zeiss, Oberkochen

Polychrome V, TILL Imago Kamera
TILL Photonics, Gréfelfing

Zeiss Axio Observer Z1 Fluoreszenzmikroskop,

Carl Zeiss, Oberkochen

MELK (Multi-Epitop-Ligand-Karthographie)-Prototyp,

Meltec, Magdeburg

Verwendung

Messung der
Epoxyeicosatriensauren und der
Dihydroxyeicosatriensauren in
Gewebe und Zellkulturproben.

Calcium-Imaging Messungen

Immunhistologische Analysen

Immunhistologische Analysen mit

mehreren Epitopen
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2.1.5 Verwendete Plasmide

Plasmid

Hintergrund

Selektionsmarker

Insert

FLAG-(m)TRPAL1-
IRES-GFP

(h)TRPA1*

(h)TRPA1-3CK*

(h)TRPA1-3CK-2C®

(h)TRPV4-YFP

pIRES

PCDNA3.1(+)

PCDNA3.1(+)

PCDNA3.1(+)

PCDNA3.1(+)

Ampicillin / Neomycin

Ampicillin / Neomycin

Ampicillin / Neomycin

Ampicillin / Neomycin

Ampicillin / Neomycin

trpal (mm)

trpal (hsa)

trpal (I)

Mutationen:

C612S, C641S, C665S,

K710R

trpal (1)

Mutationen:

C414S, C421S, C612S,
C641S, C665S, K710R

trpv4 (1)

Die (h)trpal-Mutanten 3CK und 3CK-2C wurden freundlicherweise von Sven Jordt (Yale

University, School of Pharmacology, New Haven) und Christian von Hehn (CHB, Harvard

Medical School, Boston) zur Verfigung gestellt.
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2.1.6 Antikdrper

2.1.6.1 Western Blot

Antikorper Verdinnung Hersteller
Anti-Rabbit-seEH (l6sliche 1:2000 Zur Verfigung gestellt von
Epoxidhydrolase) Prof. Brandes,

Institut fur kardiovaskulare

Physiologie, Uni Frankfurt
Anti-Mouse-COX-2 1:500 Cayman, Ann Arbor USA
Anti-Mouse-HSP90 1:2000 Santa Cruz Biotechnol.,

Santa Cruz, USA
Anti-Mouse-ERK-2 1:500 Santa Cruz Biotechnol.,

Santa Cruz, USA
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2.1.6.2 Immunhistochemie (IHC) / Multi-Epitop-Ligand-Kartographie (MELK)

Antikorper Verdinnung Hersteller
IHC MELK

Anti-Rabbit-sEH 1:1000 S. 0.
(I6sliche Epoxidhydrolase)

Anti-Mouse-NeuN 1:1000 1:200 Millipore, Billerica,
(neuronale Nuclei) MA, USA
Anti-Goat-CGRP (caclitonin 1 : 1000 Abcam plc,
gene related peptide) Cambridge, UK
Anti-Rabbit-TRPA1 1:1000 Abcam plc,
(transient receptor potential Cambridge, UK
ankyrin 1)

Anti-Mouse-NF-200 1:100 AbD Serotec,
(Neurofilament 200) Oxford, UK

IB4 (Isolectin B4)-FITC- 1:100 Sigma Aldrich,
Konjugat Deisenhofen
Anti-Rabbit-GFAP 1:100 Sigma Aldrich,
(glial fibrillary acidic protein) Deisenhofen
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2.2 Methoden

2.2.1 Zellbiologische Methoden

2.2.1.1 Einfrieren und Auftauen von Zellen

HelLa-, HEK-293, N1E-115- oder CHO-Zellen wurden durch Trypsinierung geerntet und
mit dem entsprechenden Medium gewaschen. Danach wurden die Zellen durch
Zentrifugation (5 Minuten, 500 xg) sedimentiert. Das Zellpellet wurde in entsprechendem
Medium mit 50% FCS (v/v) und 20% DMSO (v/v) resuspendiert, und zu je 1 ml in
Kryogefal3e Uberfuhrt. Nach langsamem Abkthlen der Zellen auf -80°C in Isopropanol,
wurden die Kryogefal3e fur die dauerhafte Lagerung in flissigen Stickstoff tGberflhrt.
Beim Auftauen wurden die Zellen fir 2 Minuten im Wasserbad bei 37°C angewarmt und

im entsprechenden Medium 1:15 verdinnt und ausplattiert.

2.2.1.2 Kultivierung und LPS-Stimulation von RAW-264.7-Makrophagen

Fur die Kultivierung von RAW-264.7-Makrophagen wurden die Zellen in RPMI1640
GlutaMAX™-Medium mit 10% FCS (v/v), Penicillin (100 U/ml) und Streptomycin 100
pHg/ml gegeben und bei 37 °C, 5% CO, und 100 % Luftfeuchtigkeit in Kulturschalen
unterschiedlicher Gréf3e angezogen. Die LPS-Stimulation erfolgte durch Zugabe von 5

112

MM LPS und verlief Gber einen Zeitraum von 15 Stunden ~*°. Danach wurden die Zellen

durch Sonifizierung homogenisiert, und die Zelltrimmer wurden sedimentiert (5 Minuten,

10.000 xg). Der Uberstand konnte fiir Imnmunoblot oder Lipidanalytik verwendet werden.
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2.2.1.3 Praparation und Kultivierung adulter Dorsalwurzel-Ganglien (DRG)

Die DRGs wurden aus adulten méannlichen Mausen (Alter 6-8 Wochen) enthnommen.
Dafur wurden die Tiere mit CO, getttet. Wahrend der Praparation wurden Nerven und
Bindegewebe von den Ganglien abgetrennt. Daraufhin wurden die Ganglien in
eisgekihltes HBSS uberfuhrt. Nach Sedimentierung (3 min, 1000 xg) wurden die
Ganglien fur 75 Minuten bei 37°C mit Collagenase/Dispase-Losung inkubiert (500 U/ml
Collagenase, 2.5 U/ml Dispase in Neurobasalmedium, dazu L-Glutamin (2 mM),
Penicillin (100 U/ml), Streptomycin (100 pg/ml), B-27 und Gentamicin (50 pg/ml)).
Danach wurden die Ganglien zweimal mit Waschmedium (Neurobasalmedium mit 10%
FCS (v/v)) gewaschen und zentrifugiert (3 min, 1000 xg). Anschlieend folgte eine
zehnmindtige Inkubation mit Trypsin-Lésung (Gibco). Nach Absaugen der Trypsin-
Losung wurden die Waschschritte wiederholt. Schlielich wurden die Zellen in
Waschmedium dissoziiert und entweder in 48-Well-Platten mit je 250 pl
Neurobasalmedium gegeben, oder zu je 50 pl auf Poly-L-Lysin beschichteten
Deckglasern ausplattiert (Ca-Imaging). Nach Ausplattieren auf Deckglasern, wurden die
Zellen fur zwei Stunden bei 37°C inkubiert. Danach wurden entsprechende Mengen an
Neurobasalmedium auf die Zellen gegeben, und die DRG-Kulturen wurden Uber Nacht
bei 37°C inkubiert (modifiziert nach Ji et al., Neuron, 2002 **3)

2.2.1.4 Transiente Transfektion von HelLa- HEK- oder N1E-115-Zellen mit
(h)TRPA1 oder (h)TRPV4

Alle drei Zelltypen (HeLa, HEK-293 und N1E-115) wurden in DMEM-Medium (Gibco)
kultiviert, das mit Penicillin (100 U/ml; Gibco), Streptomycin (100 pg/ml; Gibco) und 10%
FCS 10% (v/v) versehen war. Die Zellen wurden 1-2-mal passagiert und dann in 6-Wells
bis zu 90-95% Konfluenz angezogen. Fir die Transfektion wurden pro 6-Well 1-2 ug
Plasmid-DNA und 5 pl Lipofectamin™ 2000 (Invitrogen, Karlsruhe) verwendet. Nach 6-
12 Stunden wurde das Medium gewechselt. Die Zellen wurden 12-24 Stunden nach

Transfektion auf Integration des Plasmids bzw. Expression des Proteins untersucht .
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Zur Sicherstellung der Funktionalitdt des Kanals wurden nach jeder Transfektion
Calcium-Imaging-Messungen mit den GFP- oder YFP-positiven Zellen unter
Verwendung des selektiven TRPA1-Agonisten Allylisothiocyanat bzw. des selektiven
TRPV4-Agonisten 4a-PDD durchgefihrt.

2.2.2 Proteinbiochemische Methoden

2.2.2.1 SDS-PAGE

Zellysate oder Proteinfraktionen wurden in kochendem 1x-Ldmmlipuffer geerntet und fur
5 Minuten bei 100°C inkubiert, um die Proteine zu denaturieren. Nacheinander wurden
Trenn- und Sammelgel gegossen. Zuerst wurde das Trenngel in die Giel3vorrichtung
gegossen und mit Butanol Giberschichtet. Nach Polymerisation des Trenngels wurde das
Butanol entfernt und das Sammelgel vorsichtig Uber das Trenngel gegossen. Danach
wurden die Kadmme in die Giel3vorrichtung eingesetzt. Nach Polymerisation des
Sammelgels wurden die Kd&mme vorsichtig entfernt. Fir die Elektrophorese wurden je
10-30 pg Protein eingesetzt. Die Auftrennung erfolgte bei 80 — 100 V (Sammelgel) bzw.
120 — 150 V (Trenngel; modifiziert nach Schagger und Jagow, Anal Biochem, 1987 *%).
Zur ldentifizierung des Molekulargewichts wurden 5 pl eines Proteinmarkers (peqGOLD

Protein-Marker Ill, PEQLAB, Erlangen) in eine Geltasche gegeben.

2.2.2.2 Western Blot

Fur die spezifische ldentifizierung einzelner Proteine wurden die in der SDS-PAGE
aufgetrennten Proteine auf eine Nitrocellulosemembran tberfuhrt. Dies geschah mithilfe
einer Western-Blot-Apparatur (BioRad, Minchen) bei einer Spannung von 100 V (1h).
Nach dem Transfer wurde die Membran mit Ponceau S-LOosung gefarbt, um
sicherzustellen, dass die Proteine auf die Membran Uberfiihrt wurden. Zur Vermeidung
unspezifischer Bindungen der Antikorper wurde die Membran in TNT Lésung mit 5%
Milchpulver (w/v) blockiert. Danach folgte die Inkubation mit dem Erstantikdrper, der,
ebenfalls in TNT-Losung mit 5% Milchpulver (w/v) verdinnt, fir zwei Stunden bei

Raumtemperatur, oder Uber Nacht bei 4°C auf die Membran gegeben wurde. Dafir
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wurde die Membran zusammen mit der Antikdrperlésung in Plastikfolie eingeschweif3t.
Darauf folgten drei Waschschritte, bei denen die Membran fir jeweils funf Minuten in
TNT-Puffer gegeben wurde. Schlief3lich wurde die Membran flir eine Stunde mit dem
Zweitantikdrper inkubiert, der vorher in entsprechenden Verdinnungen in TNT-Puffer
angesetzt wurde, und fur die Detektion mit einer HRP (Meerettich-Peroxidase) gekoppelt
ist. Nach erneutem dreimaligem Waschen mit TNT-Puffer wurden die ECL-Reagentien
(Sigma) 1:1 vermischt und auf die Membran gegeben. Die Lumineszenz wurde mit
einem Réntgenfilm detektiert (modifiziert nach Towbin et al., PNAS, 1979 *°).

2.2.3 Molekularbiologische Methoden

2.2.3.1 Hitzeschock-Transformation von E.coli

Zur Transformation von E. coli wurden 1-2 pg Plasmid-DNA zu 50 pl einer
Zellsuspension kompetenter E. coli-Zellen gegeben. Danach wurden die Zellen 10-30
Min auf Eis inkubiert. Nach einminitiger Inkubation der Zellen bei 45°C wurden 450 pl
LB-Medium zur Zellsuspension gegeben. Es folgte eine einstiindige Inkubation der
Zellsuspension bei 37°C. AnschlieBend wurden die Zellen durch Zentrifugation bei
7500xg sedimentiert und der Uberstand wurde verworfen. Nachdem das Pellet in 100 pl
LB-Medium resuspendiert wurde, konnte die Zellsuspension auf LB-Agarplatten mit
entsprechendem Selektionsmarker (Ampicillin 50 pg/ml bzw. Kanamycin 50 pg/ml) in
verschiedenen Verdinnungen ausplattiert werden. Nach Inkubation bei 37°C tber Nacht
wurden die Platten am folgenden Tag nach gewachsenen Kolonien uberprift.
Einzelkolonien wurden mittels Pipettenspitzen gepickt, und in 5 ml LB-Medium mit
Antibiotikum tberfiihrt *'®. Die Isolierung der Plasmide erfolgte mit dem peqGOLD

Plasmid Miniprep Kit | (peglab GmbH, Erlangen) nach Herstellerangaben.

2.2.3.2 Agarosegelelektrophorese

Die Agarosegelelektrophorese diente der GrofRenauftrennung von DNA. Verwendet
wurden 1% Agarose-Gele (w/v) sowie Ethidiumbromid (1 ul einer 10 mg/ml

Stammldsung pro 10 ml Agaroseldsung).
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Bei einer Temperatur von unter 60°C wurde die LOsung in eine Giel3vorrichtung
gegeben. Nach Abkuhlen und Erstarrung wurden die Gele in Laufkammern gegeben, die
mit 1x TAE-Puffer aufgefillt wurden. Die Proben wurden mit 1/6 Volumen 6x-
Probenpuffer versetzt. Nachdem die Proben und der GréRenstandard vorsichtig in die
Geltaschen gegeben wurden, erfolgte die DNA-Auftrennung bei einer Spannung von 10-
12 Vicm. Zuletzt wurden die Gele mittels einer Kamera unter UV-Licht dokumentiert
(modifiziert nach Weber et al., JBC, 1969 ).

2.2.3.3 Plasmidrestriktion- und Sequenzierung

Die isolierten Plasmide wurden mit Restriktionsenzymen geschnitten (EcoRI, Smal).
Wiesen die dabei entstandenen Fragmente die vorausberechnete Grof3e auf, wurden die
Klone in 400 ml LB-Medium mit entsprechendem Antibiotikum tberfuhrt und Gber Nacht
bei 37°C schittelnd inkubiert. Die Isolierung der Plasmide erfolgte mithilfe des peqGOLD
Xchange Plasmid Maxi-Kits (PEQLAB, Erlangen) nach Herstellerangaben. Je 1-2 ug des
isolierten Plasmids wurden anschlie3end fir die Sequenzierung zur Firma Eurofins
MWG Operon (Ebersberg) Ubersandt. Nach Abgleich der Plasmidsequenz mit der in
silico-Sequenz und Ubereinstimmung der Sequenzen konnte das Plasmid zur

Transfektion verwendet werden.

2.2.4 Calcium-lmaging

Zur Echtzeitbestimmung der Anderung der intrazellularen Calciumkonzentration von
DRG-Neuronen wurden Kulturen aus Spinalganglien verwendet, die am Vortag
prapariert und ausgesat wurden. Dafir wurden die Zellen auf Poly-L-Lysin-beschichteten
Deckglasern ausplattiert und vor der Messung mit dem ,calciumselektiven®
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2-AM beladen (5 pM in Neurobasalmedium, dazu 1 pM
Pluronic F-127) und fur eine Stunde inkubiert (37°C, 5% CO;). Nach zweimaligem
Waschen der Zellen mit Medium wurden die Deckglaser in die Perfusionskammer des
Fluoreszenzmikroskops uberfiihrt. Die extrazellularen Losungen wurden mithilfe eines
programmierbaren Perfusionssystems mit einer FlieRgeschwindigkeit von ca. 2 ml pro

Minute in die Perfusionskammer geleitet und von dort gleichmaf3ig abgesaugt, um eine
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kontinuierliche Perfusion zu gewahrleisten. Von den Stimulationssubstanzen wurden je
nach Loslichkeit Stammldsungen in PBS, DMSO, Acetonitril oder Ethanol angesetzt.
Diese wurden dann auf die gewlnschte Endkonzentration mit extrazellularer Losung
verdunnt. Die Fluoreszenzanregung der Zellen erfolgte abwechselnd bei 340 und 380
nm, und die Messung erfolgte je nach Messprotokoll Giber einen Zeitverlauf von 10 — 45
Minuten. Dabei wurden die Fluoreszenzemissionen bei 340 und 380 nm in Intervallen zu
je zwei Sekunden von der Kamera aufgenommen. Zur Beobachtung der
Fluoreszenzemission wurden Zeiss Achroplan-Wasserobjektive (10x 0,3 w Ph 1; 40x /
0,8 w), sowie Leica-Inversionsobjektive (N-Plan APO 10x / 0,25; HC-Plan 20x / 0,7)
verwendet. Bei Erhohung der intrazellularen Calciumkonzentration sinkt die
Fluoreszenzemission bei 380 nm ab, wahrend die Emission bei 340 nm steigt. Der
Quotient der Fluoreszenzintensitaten (Fzs / Fsgo) ist proportional zur Calcium-

Konzentration *8.

2.2.5 Immunochemische Methoden

2.2.5.1 Anfertigung von Kryoschnitten / Immunhistochemie

Zur Anfertigung von Kryo-Schnitten von Dorsalwurzelganglien-, Pfoten- oder
Ruckenmarksgewebe adulter Mause, wurden die Tiere zundchst mit CO, getdtet und
fixiert. Dabei wurden 20 ml 0,1 M NaCl-Lésung und danach 200 ml PFA-LOsung (4%
PFA (w/v) in PBS) in den linken Ventrikel perfundiert. Zum Ausfluss der Losungen wurde
das rechte Atrium geoffnet. Nach der Fixierung wurde das Gewebe prépariert und
zunachst fur 1 Stunde in 10% Saccharose (w/v) inkubiert. Danach wurde das Gewebe
fur 24 Stunden in 20% Saccharose (w/v) und anschlieRend fir weitere 24 Stunden in
30% Saccharose (w/v) inkubiert. Nach Einbetten des Gewebes in TFM (Tissue Freezing
Medium, Jung, Leica Microsystems, Wetzlar), wurden das Gewebe bis zum Anfertigen
der Schnitte bei -80°C gelagert. Die Kryoschnitte wurden mit einer Dicke von 10-18 pm
mithilfe eines Kryotoms (Leica CM 3050S, Leica Microsystems, Wetzlar) angefertigt und
auf einen Objekttrager (SuperFrost® Plus, Menzel Glaser, Braunschweig) Uberfuhrt. Im
Anschluss daran wurden die Schnitte fir 10 Minuten mit 0,1% Triton-X ((v/v) in PBS)

permeabilisiert, um den Zugang zum Epitop zu erleichtern.
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Far die Identifizierung spezifischer Proteine mittels Immunhistochemie wurden die
Schnitte mit 5% Milchpulver ((w/v) in PBS) oder 3% BSA / PBS mit 10% Ziegen- oder
Mausserum ((v/v) in PBS) blockiert. Danach folgte die Inkubation mit dem Erstantikdrper,
der in Blockierldsung verdinnt wurde. Die Schnitte wurden Gber Nacht bei 4°C mit dem
Erstantikdrper inkubiert. Nach dreimaligem Waschen mit PBST (PBS +0,1% (v/v) Tween-
20) fur jeweils funf Minuten, wurden die Schnitte mit dem Zweitantikorper inkubiert, der
mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen war (Alexa488 oder Cy3). Daflr wurde der
Zweitantikdrper 1:1000 in 1% BSA / PBST verdunnt, und fir eine Stunde bei
Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben. Nach erneutem dreimaligen Waschen fir
jeweils funf Minuten mit PBST, wurden die Schnitte unter einem Deckglas mit einem
Tropfen Fluoromount G (Southern Biotech, Birmingham, USA) eingebettet *'°. Die
Fluoreszenzbilder wurden mit einem Zeiss-Fluoreszenzmikroskop und entsprechender
Kamera und Software aufgenommen (Zeiss Axio Observer.Z1-Mikroskop mit ApoTome,

AxioCam MRm-Kamera, Carl Zeiss, Jena).

2.2.5.2 Multi-Epitop-Ligand-Kartographie (MELK)

Mit der MELK-Technologie kénnen mehrere Proteine auf Gewebsschnitten oder in
kultivierten Zellen mittels Fluoreszenzfarbung untersucht werden **°*?*. Dazu werden die
Schnitte oder Zellen mit Antikbrpern inkubiert, die am Epitop des Zielproteins binden.
Diese Antikorper sind bereits mit einem Fluoreszenzfarbstoff versehen (z. B. FITC), so
dass kein Zweitantikdrper bendtigt wird. Das Fluoreszenzsignal des Antikérpers wird mit
einer Kamera aufgenommen und anschlielend durch Starklicht ausgebleicht. Der
Vorgang kann mehrmals mit verschiedenen Antikorpern wiederholt werden. Die
Fluoreszenzsignale kénnen dann in Falschfarbenbildern dargestellt und tbereinander-
gelegt werden. Nach jeder Inkubation mit den markierten Antikdrpern (fur je 15 Minuten
in 1% BSA/PBS) wurde ein Phasenkontrastbild und danach ein Fluoreszenzbild
aufgenommen, um anschlieRend eine Korrektur der Restfluoreszenz durchfihren zu

koénnen.
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2.2.6 Analytische Methoden

2.2.6.1 Messung der Epoxyeicosatriensduren mittels LC-MS/MS

2.2.6.1.1 Extraktion der Lipide

Gewebeproben wurden vor der weiteren Extraktion zerkleinert. Dazu wurden zu jeder
Probe sieben ZrO,-Beads gegeben, und das Gewebe wurde mittels Schwingmuhlen-
Homogenisierung zerkleinert. Zu je 100-200 pl flissiger Probe (Medium, Zelliberstéande,
Zell- oder Gewebelysate) wurden 600 pl Ethylacetat gegeben. AnschlieRend wurden 30
Ml des Gemischs an internem Standard hinzugefiigt, welches je 200 ng/ml der
deuterierten Standards enthielt. Nach ,Vortexen® zur Vermischung der Probe mit der
Extraktionslosung und anschlieBendem Abzentrifugieren (3 min, 10.000xg), wurde die
obere, organische Phase (600 ul) abgenommen und in ein neues Reaktionsgefald
uberfuhrt. Danach wurde die Extraktion wiederholt und der Uberstand wurde ebenfalls in
das neue Reaktionsgefal gegeben (3 1200 pl). Im Anschluss daran wurde die gesamte
organische Phase durch Erwarmen auf 45°C und stetiges Begasen mit N, entfernt, und
die Proben wurden anschliel3end bei -80°C bis zur Messung eingefroren. Parallel zu den
Proben wurden Standards der jeweiligen Substanzen in einer Konzentrationsreihe von
0,1 — 250 ng/ml in der gleichen Weise extrahiert und bis zur Messung bei -80°C

eigefroren.

2.2.6.1.2 Messung

Die extrahierten Lipide wurden in je 50 pl Methanol (50% (v/v)) aufgenommen. Je 30 pl
wurden in die HPLC injiziiert. Die Messung und Auswertung wurde von Herrn Carlo
Angioni  durchgefohrt. Anhand der unterschiedlichen Retentionszeiten und
Fragmentmassen der Lipide konnten alle Epoxyeicosatriensauren (5,6-, 8,9-, 11,12- und
14,15-EET) und Dihydroxyeicosatriensauren (-DHETS) detektiert werden %%,
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2.2.6.2 Messung der CGRP-Freisetzung aus Ischiasnerven mittels enzyme

immuno-assay (EIA)

Fur die Messung der CGRP-Freisetzung wurden adulte Mause unter CO,-Atmosphare
getotet und die Ischiasnerven wurden prapariert. Dazu wurden die Nerven am
Austrittspunkt aus dem lumbalen Plexus und am Verzweigungspunkt zum Nervus tibialis
und Nervus peroneus communis abgetrennt und sofort in SIF-Puffer Uberfuhrt. Das
Experiment bestand aus vier Inkubationsschritten zu je funf Minuten. Fur die Stimulation
der Nerven mit niedrigem pH, wurden die Nerven zunachst zweimal fir fiunf Minuten bei
physiologischem pH inkubiert (SIF-Puffer, pH 7,4). Anschlieend wurden die Nerven in
24-well Meshwells (Electron Microscopy Sciences, Hatfield, PA, USA) Uberfuhrt und fir
funf Minuten mit SIF (pH 5,2) inkubiert. Danach wurden die Nerven erneut fur funf
Minuten bei physiologischem pH (SIF, pH 7,4) inkubiert. Analog wurde fir die Messung
bei 47°C und bei Stimulation mit Allyisothiocyanat (AITC) vorgegangen. Nach jeder
Inkubation wurde der Uberstand (300 pl) abgenommen und fiir die Messung
aufgearbeitet '**. Die CGRP-Messung wurde mithilfe des rat-CGRP-EIA-Kits (SPIbio,
Paris, FR) nach Herstellerangaben durchgefiuihrt. Die Hitzestimulation der Nerven und
anschlieBende CGRP-Messung wurde von Dr. Michael Fischer (Institut fir Physiologie

und Pathophysiologie, Universitat Erlangen) durchgefiihrt *.

2.2.7 Tiermodelle

2.2.7.1 Versuchstiere

Die fur die Versuche verwendeten Mause wurden unter konstanter Temperatur (22 *
0,5°C) und unter konstantem Tag-/Nachtzyklus gehalten. Sie wurden mit Trockenfutter
und Wasser ad libitum versorgt. Alle Experimente wurden durch die zustandige
Tierethikkommission genehmigt. Zur Vermeidung geschlechtsspezifischer Unterschiede
wurden fur die Verhaltensversuche nur mannliche Tiere verwendet. Daruber hinaus
wurden alle Verhaltensversuche verblindet durchgefiihrt, so dass der Experimentator

erst nach dem Versuch Uber Genotyp bzw. Behandlung informiert wurde. Bei den
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Wildtyptieren handelte es sich um mannliche C57BL/6N Mé&use von Charles River

(Sulzfeld), Harlan (Boxmeer, NL) oder Janvier (Le Geneset-Saint-Isle, FR).

2.2.7.2 Hot-Plate —und Cold-Plate-Test

Der Hot-Plate-Test fiur akuten Hitzeschmerz, sowie der Cold-Plate-Test fur akuten
Kalteschmerz wurden von Herrn Dr. Ovidiu Coste durchgefiihrt. Daflr wurden die Tiere
auf eine beheizte oder gekihlte Platte gesetzt (52°C bzw. 4°C), bis eine nozizeptive
Reaktion erkennbar war. Die Zeit vom Einsetzen des Tieres bis zur Reaktion wurde in

Sekunden gemessen *?°.

2.2.7.3 Tailflick-Test

Der Tailflick-Test dient der Untersuchung des akuten Schmerzes. Dabei wird das mittlere
Areal des Mauseschwanzes mit einem Infrarot-Laser (IR-40) bestrahlt. Die Zeit, die bis
zum Wegziehen des Schwanzes vergeht, wird automatisch gemessen. Nach 20
Sekunden ohne nozizeptive Reaktion der Tiere wurde das Experiment gestoppt. Fur
jedes Tier wurden drei Werte ermittelt. Zwischen den Messungen lagen Zeitintervalle von
mindestens 20 Minuten, um eine Beeintrachtigung der Tiere durch vorige Messungen zu

vermeiden %,

2.2.7.4 Dynamic-Plantar-Test

Zur Bestimmung des mechanischen Schwellenwertes wurden die Tiere auf ein Gitter
gesetzt und vor dem Beginn der Versuche ca. 1 — 2 Stunden darauf belassen. Die
Messung wurde mit einem Dynamic Plantar Aesthesiometer (Ugo Basile, Comerio, VA,
Italien) durchgefuhrt. Dabei wurden die Hinterpfoten der Tiere mechanisch mit einem
Stab stimuliert, der mit steigender Kraft gegen die Pfote driickte. Die Kraft stieg linear um

0,5 g/ Sekunde an und hatte ihr Maximum nach 10 Sekunden bei 5 g.
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Kam es zu einer nozizeptiven Reaktion, zog das Tier die Pfote zurlick, und der Stab fiel
herab. Die Latenzzeit bis zur Reaktion wurde automatisch in Sekunden gemessen.
Konnte nach 20 Sekunden keine nozizeptive Reaktion beobachtet werden, wurde die
Messung gestoppt. Es wurden je 20 ul einer 5 uM 5,6-EET-L6sung (in PBS), Zymosan-
Losung (12,5 mg / ml) oder Vehikel intraplantar in die linke Hinterpfote injiziert. Der
mechanische Schwellenwert wurde in einem Zeitraum von 0,5 — 6h (5,6-EET) bzw. 1 —
96 h (Zymosan) nach Injektion ermittelt. Dabei wurden beide Pfoten jedes Tieres in

Intervallen zu je 5 — 10 Minuten gemessen.

2.2.7.5 Radiant-Heat-Test / Hargreaves-Test

Fur die Bestimmung des thermischen Schwellenwertes wurden die Tiere auf eine
beheizbare Glasplatte gesetzt und zur Eingewdhnung 1 — 2 Stunden vor Beginn der
Versuche darauf belassen. Die Messung erfolgte mit einem ,Hargreaves apparatus”
(Ugo Basile, Comerio, VA, ltalien). Die Hinterpfoten wurden mit einem fokussierten
Lichtstrahl plantar angeleuchtet, was eine zunehmende Erwdrmung der Pfote zur Folge
hat. Kam es zu einer nozizeptiven Reaktion des Tiers durch Zurickziehen der Pfote,
wurde die Latenzzeit automatisch gemessen. Nach 20 Sekunden ohne nozizeptive
Reaktion wurde die Messung unterbrochen. Analog zum Dynamic Plantar Test wurden je
20 pl einer 5 pyM 5,6-EET-L6sung (in PBS) oder Vehikel intraplantar in die linke
Hinterpfote injiziert und beide Pfoten (behandelt und unbehandelt), wurden tber einen
Zeitraum von 0,5 — 6h in Intervallen zu je 5 — 10 Minute gemessen. Wird die Methode mit
einer Zymosan-Injektion in die Hinterpfote und somit einem Entzindungsmodell

kombiniert, so wird das Modell Hargreaves-Test genannt **.

2.2.7.6 Formalin-Test

Zur Untersuchung des Verhaltens bei akutem Schmerz wurde den Tieren je 20 ul einer
5%-Formalinlédsung (v/v, in PBS), 5 uM 5,6-EET-L6sung (in PBS) oder Vehikel in die
linke Hinterpfote injiziert. Daraufhin wurde die Zeit gemessen, in der die Tiere die
behandelten Pfoten leckten, oder zuriickzuckten. Diese Zeit wurde in Funf-Minuten-
Intervallen Uber einen Zeitraum von 45 Minuten gemessen. Direkt nach der Injektion

wurde mit der Messung begonnen %°.
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2.2.8 Statistische Auswertung

Fur die statistische Auswertung der Rohdaten wurden Mittelwert und Standardfehler
(SEM) zur Ermittlung der Streuung einzelner Stichproben berechnet. Bei gaul3scher
Normalverteilung der Datensatze wurden einzelne Gruppen mittels t-Test flir ungepaarte
Stichproben mit ungleichen Varianzen (heteroskedastischer t-Test) analysiert.
Statistische Signifikanz wurde oberhalb eines Konfidenzintervalls von 95% erreicht. Zur
statistischen Auswertung von Datensatzen mit nichtgau3scher Verteilung wurde der
Wilcoxon-Mann-Whitney-Test (u-Test) verwendet. Die Rohdaten von Verhaltens-
versuchen wurden mittels zweifacher ANOVA mit anschlieRender Bonferroni-Post-
korrektur ausgewertet. Dafir wurde die Software GraphPad Prism 5 (GraphPad
Software, La Jolla, CA, USA) verwendet. Dosis-Wirkungs-Kurven wurden ebenfalls mit
GraphPad Prism 5 erstellt. Dabei wurde die Kurve aus mindestens sieben Einzelpunkten

erstellt und mittels ,non-linear-fit* angepasst.
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3. Ergebnisse

3.1 seH-abhangige Effekte von Epoxyeicosatriensauren (EETS) bei der
nozizeptiven Verarbeitung

3.1.1 Nozizeptives Verhalten seH-defizienter Mause

Die losliche Epoxidhydrolase (sEH) ist fur den Abbau von drei der vier EETs
verantwortlich *?®. Pharmakologische Hemmung der sEH fiihrt zu einer Akkumulation der
von ihr metabolisierten EETs (8,9-, 11,12- 14,15-EET) °>'° deren Eigenschaft Calcium-
(Cay) und Kaliumkanale (BKca) zu aktivieren und zu modulieren, auch fir die Aktivierung
und Sensibilisierung von Nozizeptoren relevant sein kénnte *®. Daher sollte zun&chst
ermittelt werden, ob sEH-defiziente Tiere einen Schmerzph&anotyp aufweisen.

Fur die Untersuchung der sEH bei der nozizeptiven Verarbeitung, wurden seEH-defiziente
Mause verwendet, die freundlicherweise von Prof. R. Brandes (Institut fir
kardiovaskulare Physiologie, Goethe-Universitat, Frankfurt) zur Verfigung gestellt

192 Es wurden

wurden. Die Generierung dieses Stamms wurde bereits beschrieben
Verhaltensversuche mit SEH- und Wildtyp-Tieren durchgefiihrt, wobei nach Mdglichkeit
Tiere gleichen Alters und gleichen Geschlechts ausgewahlt wurden. Zunachst wurde
sichergestellt, dass die sEH-defizienten Mause keine motorischen Beeintrachtigungen
haben. Danach wurden die Tiere in akuten und inflammatorischen Verhaltenstests
bezuglich ihrer mechanischen und thermischen Schmerzschwellen untersucht und mit

Wildtyp-Mé&ausen verglichen.

3.1.1.1 Akuter Hitze- und Kalteschmerz

Die SEH”-Tiere wurden in akuten Schmerzmodellen auf ihre thermischen
Schwellenwerte hin untersucht. Dafuir wurden der Tail-Flick-, der Hot-Plate- und der
Radiant Heat-Test eingesetzt. Beim Tail-Flick-Test wird der Schmerzreflex bei

Hitzestimulation untersucht. Beim Hot-Plate-Test und beim Radiant-Heat-Test hingegen
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spielt die bewusste Entscheidung der Maus eine gro3ere Rolle. In den thermischen
Akutschmerztests zeigten die sEH-defizienten Mause nur beim Hot-Plate-Test eine
signifikant reduzierte Latenzzeit, bis es zur nozizeptiven Reaktion kam, wéhrend beim
Tail-Flick-Test und beim Radiant-Heat-Test keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und
SEH"-Mausen zu beobachten waren (Abb. 3.1.1).
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Abb. 3.1.1: Nozizeptives Verhalten von Wildtyp (wt) und sEH-defizienten Mausen auf akuten
Hitzeschmerz. (A) Tail-Flick-Test: Gemessen wurde die Zeit nach Erwdrmung bis zum ruckartigen
Zurtickziehen des Schwanzes. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von acht Tieren. (B) Hot-Plate-
Test. Die Tiere wurden auf eine erwarmte Platte gesetzt (52°C). Es wurde die Zeit gemessen, bis es
Zu einer nozizeptiven Reaktion kam. (C) Radiant Heat-Test. Gemessen wurde die Latenzzeit nach
Hitzestimulus an die Hinterpfote. Gezeigt sind Mittelwerte + SEM von acht Tieren. * = ungepaarter t-
Test, p <0,05.

Die sEH-defizienten Tiere wurden ebenfalls auf akuten Kalteschmerz untersucht, und mit
Wildtyp-Tieren verglichen. Dafur wurde der Cold-Plate-Test durchgefihrt. Hierbei waren

keine Unterschiede zwischen Wildtyp- und SEH”-Mausen zu beobachten (Abb. 3.1.2).
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Abb. 3.1.2: Nozizeptives Verhalten von Wildtyp (wt) und sEH-defizienten Mause auf akuten
Kéalteschmerz. Die Tiere wurden auf eine gekihlte Metallplatte gesetzt (4°C). Gemessen wurde die

Zeit, bis es zu einer nozizeptiven Reaktion kam. Gezeigt sind die Mittelwerte £ SEM von acht Tieren.

Die Resultate zeigen, dass nur beim Hot-Plate-Test eine niedrigere Schmerzschwelle
ermittelt wurde, nicht aber bei den anderen Schmerztests. Dies deutet darauf hin, dass
die Mause moglicherweise durch nervoses Verhalten geringere Latenzzeiten beim Hot-
Plate-Test aufwiesen und nicht durch eine allgemein niedrigere thermische
Schmerzschwelle.

3.1.1.2 Zymosan- und Formalin-induzierter inflammatorischer Schmerz

Neben den akuten Schmerztests wurde das Schmerzverhalten der sEH-defizienten Tiere
unter pathophysiologischen Bedingungen untersucht. Hierfir wurde den Tieren zunachst
eine 5%-Formalinlésung (v/v) intraplantar in die linke Hinterpfote der Tiere injiziert. Dies
I6st eine Entzindung in der behandelten Pfote aus und fihrt zu inflammatorischen

Schmerzen 25%,

Nach Injektion wurde der mechanische Schwellenwert zu den
Zeitpunkten 4, 6, und 8 Stunden ermittelt. Dabei zeigten die SEH”-Mause eine signifikant
niedrigere mechanische Schmerzschwelle, als die Wildtyp-Tiere zu den Zeitpunkten 4

und 6 Stunden nach Injektion (Abb. 3.1.3).
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Abb. 3.1.3: Mechanische Hyperalgesie von Wildtyp (wt, A) und sEH-defizienten Mausen (B) bei
Formalin-induziertem Entzindungsschmerz. Je 20 ul einer Formalinlésung (5% (v/v)) oder
Vehikel wurde den Tieren in die linke Hinterpfote injiziert. 4, 6 und 8 Stunden nach Injektion wurde
der mechanische Schwellenwert der Tiere ermittelt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 7-8
Tieren. * = zweiseitiger ANOVA-Test mit Bonferroni-Postkorrektur, p < 0,05.

Ein weiteres Tiermodell fir Entzindungsschmerz ist das Zymosan-Modell. Zymosan ist
ein Polysaccharid, das aus der Zellwand der Béackerhefe (Saccharomyces cerevisiae)
isoliert wird, und nach Injektion zu einer Entzindung und entsprechenden

inflammatorischen Schmerzen fuhrt

. In diesem Modell wurde nach Injektion sowohl
der mechanische, als auch der thermische Schwellenwert (Hargreaves-Test) ermittelt.
Es wurden in jede Pfote 20 ul einer 5 mg/ml Zymosan-Suspension (in PBS) oder Vehikel
(PBS) injiziert und die mechanischen und thermischen Schwellenwerte wurden im
Entzindungsverlauf verfolgt. Am Tag der Injektion wurde die mechanische und
thermische Hyperalgesie zu Beginn der Entziindung (nach 1, 2 und 3 Stunden), sowie
bei akuter Entzindung (nach 4, 6 und 8 Stunden) und bei Aufldsung der Entziindung
(nach 24 — 96 Stunden) ermittelt.

Es konnte beobachtet werden, dass die sEH-Mause eine signifikant niedrigere
mechanische Schmerzschwelle 48 h und 96 h nach Zymosan-Injektion aufwiesen. Der
thermische Schwellenwert hingegen zeigte keinen Unterschied zwischen Wildtyp- und

SsEH"-Mausen im Entziindungsverlauf (Abb. 3.1.4).
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Abb. 3.1.4. Mechanische Hyperalgesie (A) und thermische Hyperalgesie (B) von Wildtyp (wt)
und sEH-defizienten Mause bei Zymosan-induziertem Entziindungsschmerz. Gezeigt sind die
Mittelwerte £ SEM von 5-8 Tieren. ** = zweiseitiger ANOVA-Test mit Bonferroni-Postkorrektur, p <
0,01. Die Experimente aus 3.1.1 wurden von Dr. Ovidiu Coste (Klinische Pharmakologie, Klinikum
der Goethe-Universitat, Frankfurt) durchgefihrt.

Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse ein erhohtes Schmerzempfinden nach
mechanischer Stimulation bei sEH-defizienten Tieren vier bis sechs Stunden nach
Formalin-induzierter Entztindung. Ebenso konnte ein erhdhtes Schmerzempfinden nach
mechanischer Stimulation der sEH-defizienten Tiere in der spaten Phase einer zymosan-
induzierten Entziindung beobachtet werden. Die Auflosung der Entziindung und der
damit verbundenen Schmerzen scheint bei den sEH-defizienten Tieren verspatet
einzusetzen. Die thermischen Schwellenwerte der sEH-defizienten Tiere zeigen im
Entzindungsverlauf keine Unterschiede zu den Wildtyp-Kontrollen. Dies bestatigt die
Resultate der Akut-Hitzeschmerz-Versuche, bei denen in zwei von drei Tests kein
Unterschied zwischen sEH-defizienten- und Wildtyp-Mausen messbar war. Offenbar ist

die thermische Schmerzschwelle der sEH-defizienten Mause nicht beeintréachtigt.
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3.1.2 EET-Konzentrationen unter Kontrollbedingungen und bei inflammatorischen

Schmerzen

3.1.2.1 EET-Konzentrationen im Plasma und in Dorsalwurzelganglien von
Wildtyp- und sEH-defizienten Mausen

Nachdem eine erhdhte Sensibilitdt der sEH-defizienten M&ause bei mechanischer
Stimulation nach inflammatorischen Schmerzmodellen beobachtet wurde, sollten die
EET-Konzentrationen von Wildtyp- und sEH-defizienten Tieren zunéachst unbehandelt im
Plasma ermittelt werden. Daflr wurde Plasma von je acht Tieren pro Gruppe gesammelt
und daraus die Lipide extrahiert. Die EET-Konzentrationen wurden mittels LC-MS/MS
bestimmt. Es zeigte sich, dass die Konzentrationen der von sEH metabolisierten EETS,
8,9- 11,12, und 14,15-EET, im Plasma der SEH-Mause wie erwartet signifikant erhoht
waren. Die 5,6-EET-Konzentrationen zeigten keine signifikanten Unterschiede zwischen
Wildtyp und sEH™-Tieren (Abb. 3.1.5).
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Abb. 3.1.5: EET-Konzentrationen im Plasma von Wildtyp- und sEH-defizienten Mausen. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM der Plasmakonzentrationen von jeweils acht Tieren pro Gruppe. * =

ungepaarter t-Test, p < 0,05.

Zudem wurden die basalen EET-Konzentrationen in Dorsalwurzelganglien (DRGs) von
Wildtyp- und sEH-defizienten Mausen mittels LC-MS/MS bestimmt. Dabei konnte

ebenfalls beobachtet werden, dass die Konzentrationen der von sEH metabolisierten
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EETs, 8,9- 11,12, und 14,15-EET, in den DRGs der sEH"-Mause signifikant erhéht
waren. Die Konzentrationen an 5,6-EET zeigten keine signifikanten Unterschiede in
Wildtyp und SEH” (Abb. 3.1.6).
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5,6-EET 8,9-EET 11,12-EET 14,15-EET

Abb. 3.1.6: EET-Konzentrationen in DRGs von Wildtyp- und sEH-defizienten Mausen. Gezeigt
sind die Mittelwerte + SEM der EET-Konzentrationen von jeweils acht Tieren pro Gruppe. * =
ungepaarter t-Test, p < 0,05, ** = ungepaarter t-Test, p < 0,01.

Die Resultate der EET-Messungen unter Basalbedingungen zeigen, dass die
Konzentrationen der von sEH metabolisierten EETs, 8,9-, 11,12- und 14,15-EET, in
Plasma und den DRGs der sEH"-Tiere signifikant erhoht sind. In den DRGs der sEH-
defizienter Tiere ist vor allem die 8,9-EET-Konzentration deutlich héher, als in Wildtyp-
DRGs.

3.1.2.2 EET-Konzentrationen im Pfotenddem, Dorsalwurzelganglien und

Dosalhorn bei Inflammatorischen Schmerzen

Nachdem hohere EET-Konzentrationen im Plasma der sEH”-Mause unter
Kontrollbedingungen gemessen wurden, sollten die EET-Konzentrationen unter
pathophysiologischen  Bedingungen untersucht werden. Dazu wurden die

Konzentrationen der EETs in Pfotenddemen, Dorsalwurzelganglien (DRGs) und
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Dorsalhérnern des Ruckenmarks von Wildtyp-M&ausen zu verschiedenen Zeitpunkten im

zymosan-induzierten Entziindungsverlauf ermittelt.
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Abb. 3.1.7: EET-Konzentrationen im Pfotenédem (A-C), DRG (D-F) und Dorsalhorn (G-I) von
Wildtyp-Mausen 0-48h nach Zymosan-Injektion (10 mg/ml in PBS). Gezeigt sind die Mittelwerte +

SEM der EET-Konzentrationen von jeweils acht Tieren pro Gruppe. * = ungepaarter t-Test, p < 0,05.

Bei Messung der EET-Konzentrationen im Entzindungsverlauf konnte beobachtet
werden, dass die Konzentrationen von 8,9-, und 14,15-EET im Pfoten6dem nach 24h

bzw. 48h signifikant absinken.
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In den DRGs zeigte sich, dass die Konzentrationen an 14,15-EET bereits nach zwei
Stunden signifikant sinken, wéahrend bei den anderen beiden Regioisomeren keine
signifikante Konzentrationsdnderung festgestellt werden konnte. Im Dorsalhorn konnte
bei keinem der drei EETs eine Anderung der Konzentration im Entziindungsverlauf
beobachtet werden (Abb. 3.1.7).

Da zum Zeitpunkt 48 h nach Zymosan-Injektion sehr deutliche Unterschiede in den
mechanischen Schwellenwerten bei den Verhaltensversuchen beobachtet wurden (Abb.
3.1.4 A), sollten nun die EET- und DHET-Konzentrationen zu diesem Zeitpunkt ermittelt
werden. Dabei wurden die Pfotenddeme von Wildtyp- und sEH”-Mausen verglichen. Es
stellte sich heraus, dass zu diesem Zeitpunkt insbesondere die Konzentrationen von 8,9-
und 14,15-EET in Pfotenddemen der sEH-defizienten Mause signifikant erhéht waren
(Abb. 3.1.8).

Wie erwartet sind die Konzentrationen an 8,9- und 14,15-DHET in den Pfotenddemen
der sEH"-Mause signifikant geringer, als in den Wildtyp-Tieren, da DHETs die
Abbauprodukte der sEH sind. Die Konzentrationen an 5,6-EET und 5,6-DHET zeigen wie
erwartet keine Unterschiede zwischen Wildtyp und sEH”-Mausen, da 5,6-EET nicht von

sEH metabolisiert wird.
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Abb. 3.1.8: EET-(A) und DHET-Konzentrationen (B) im Pfotenddem von Wildtyp- und sEH-
defizienten Mausen 48h nach Zymosan-Injektion. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM der EET-

Konzentrationen von jeweils sechs bis acht Tieren pro Gruppe. * = ungepaarter t-Test, p < 0,05.

Dies zeigt, dass zum Zeitpunkt erhéhten Schmerzempfindens wéahrend der zymosan-
induzierten Entzindung auch die Konzentrationen an 8,9-, und 14,15-EET im

Pfotenddem signifikant erhdht sind.

Seite 48



3.1.2.3 Freisetzung von EETs nach Stimulation adulter DRGs mit

Arachidonséaure, Cytokinen, Bradykinin und Paclitaxel

Nachdem beobachtet wurde, dass im Entziindungsverlauf in DRGs erhohte EET-
Konzentrationen vorliegen, stellte sich die Frage, ob EETs freigesetzt werden, wenn
DRGs mit proinflammatorischen Substanzen stimuliert werden. Dafir wurden kultivierte
DRGs von adulten Wildtyp-Mausen mit verschiedenen Substanzen stimuliert. Danach
wurde die Freisetzung von EETs bestimmt, indem die EET-Konzentrationen in
Uberstand nach Stimulation mittels LC-MS/MS gemessen wurden. Fur die Stimulation
wurde zunachst Arachidonsaure verwendet (2 h, 0,5 uM), um zu ermitteln, ob EETs aus
Arachidonsaure de novo synthetisiert werden. Dabei fiel auf, dass nach Stimulation die
Konzentrationen aller EETs im Uberstand stark ansteigen. Ohne Stimulation waren bei
den sEH-defizienten DRGs fir alle EETs signifikant hohere und fur alle DHETSs
signifikant geringere Konzentrationen (Abb. 3.1.9). Auch 5,6-EET scheint unter diesen
Bedingungen von sEH abgebaut zu werden, da durch die vermehrte Bildung von 5,6-
EET die Konzentrationen hoch genug fur eine Metabolisierung durch sEH sind. Dies
zeigt, dass die EET-Synthese durch Zugabe von Arachidonsdure in DRG-Kulturen

induziert werden kann.
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Abb. 3.1.9: EET-(A) und DHET-(B) Konzentrationen in Uberstand von kultivierten DRGs adulter
Wildtyp-Mause (schwarz) und sEH-defizienter Mause (grau) nach Stimulation mit 0,5 uM
Arachidonséaure fir zwei Stunden. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von

jeweils sechs 48-Wells pro Gruppe. * = ungepaarter t-Test, p < 0,01.

AnschlieRend wurden DRG-Zellen mit einer Mischung aus proinflammtorischen
Cytokinen stimuliert, die NGF (nerve growth factor, 100 ng/ml), GDNF (glial cell-line
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derived neurotrophic factor, 100 ng/ml) und TNFa (Tumor-Nekrosefaktor-a, 50 ng/ml)
enthielt. Diese Mischung pronozizeptiver Cytokine wurde verwendet, um eine maoglichst
starke Aktivierung der Zellen zu erreichen. Uberdies wurden DRG-Kulturen mit
Paclitaxel, einem CYP2C-induzierenden Cytostatikum (1 pM, 24 h) %1% sowie mit dem
proinflammatorischen Peptidhormon Bradykinin stimuliert (1 pM, 2 h), um eine
Entziindung zu simulieren. Bradykinin wird bei einsetzender Entziindug von Mastzellen
freigesetzt ***. Dabei wurde angenommen, dass die Induktion der CYP2C-Proteine zu
erhohter EET-Synthese fiihren konnte. Bei der Messung der EETs mittels LC-MS-MS
konnten nur die beiden Regioisomere 11,12-, und 14,15-EET detektiert werden. Dabei
zeigte sich jedoch, dass im Uberstand der mit Paclitaxel stimulierten Zellen deutlich
hohere EET-Konzentrationen vorlagen. Allerdings waren sowohl nach Stimulation mit der
Cytokin-Mischung als auch mit Bradykinin keine Unterschiede in den Konzentrationen
der beiden EETs im Uberstand messbar (Abb. 3.1.10). Dies kann damit erklart werden,
dass sowohl die Cytokin-Mischung, als auch Bradykinin eine friilhe Phase der
Entzindung simulieren. Da eine Erh6hung der EET-Konzentrationen jedoch erst bei
Auflosung der Entziindung gemessen wurde (24 — 48 h), kdonnten die Stimulationen

durch die Cytokine und Bradykinin zu akut fiir eine EET-Beteiligung sein.
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Abb. 3.1.10: EET-Konzentrationen in Uberstand von kultivierten DRGs adulter Wildtyp-Mause
nach Stimulation mit NGF, GDNF, TNFa (6 h), Paclitaxel (24 h) und Bradykinin (2 h). Gezeigt sind
die Mittelwerte + SEM der Konzentrationen von jeweils sechs 48-Wells pro Gruppe. * = ungepaarter t-
Test, p <0,05.

Zusammengefasst zeigen die Resultate, dass die EET-Synthese in DRG-Kulturen aus

Arachidonsaure induziert wird.
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3.1.3 Expression der seH in L4-L6-Dorsalwurzelganglien und Pfoten

3.1.3.1 Immunhistochemie und Multi-Epitop-Ligand-Kartographie- (MELK)
Analyse adulter L4-L6-DRGs von Wildtyp- und sEH-defizienten

Méausen

Nachdem die DRGs als eine wichtige Quelle der EET-Synthese identifiziert wurden,
sollte die Expression der sEH in der Peripherie (Pfote) und in den Dorsalwurzelganglien
L4-L6 mittels Immunhistochemie untersucht werden. Der daflr verwendete Antikdrper
wurde von Prof. Brandes zur Verfigung gestellt. Dabei zeigte sich, dass der Antikérper
ein spezifisches Signal in den DRGs aufweist, in den Pfoten allerdings ein stark
unspezifisches Signal zeigt, das auch in den Pfoten der sEH-defizienten Tiere erscheint.
Daher wurde im Folgenden die sEH-Expression nur in den DRGs untersucht.

Als allgemeiner Zellmarker fur Kernfarbungen wurde DAPI, und fir die Farbung
neuronaler Zellen NeuN verwendet. Die Immunfluoreszenzfarbungen zeigten, dass die

SEH in einigen, aber nicht allen neuronalen Zellen exprimiert ist (Abb. 3.1.11).

sEH** I NeuN SEH*+

Abb. 3.1.11 Expression der sEH in Wildtyp- (oben) und sEH-defizienten L4-L6-DRGs (unten). Als
Marker wurden DAPI (blau) und NeuN (rot) verwendet. Die sEH wurde in griin angefarbt. Rechts sind

die Kolokalisationen gezeigt.
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AnschlieRend wurde untersucht, ob die sEH in nozizeptiven Neuronen exprimiert ist.
Dafur wurden Schnitte von Wildtyp-L4-L6-DRGs mit DAPI, sEH- und CGRP-Antikérpern

und entsprechenden fluoreszierenden Zweitantikdrpern inkubiert. CGRP ist ein Marker

44

fur peptidare nozizeptive Neurone ™. Es zeigte sich, dass die sEH zwar in einigen

CGRP-positiven Zellen exprimiert ist, aber der Grof3teil der sEH-exprimierenden Zellen
CGRP-negativ ist (Abb. 3.1.12).

Abb. 3.1.12 Expression der sEH in Wildtyp-L4-L6-DRGs und Koexpression mit CGRP. Als Marker
wurde DAPI (blau) verwendet. Die sEH wurde in grin und CGRP in rot angefarbt. Rechts sind die
Kolokalisationen gezeigt.

Zur genaueren Charakterisierung seH-exprimierender Zellen wurde eine MELK-Analyse
von L4-L6-DRGs aus Wildtyp-Mausen durchgefiihrt. Diese Methode erlaubt die
sequenzielle Farbung eines Gewebeschnittes mit mehreren Antikérpern ***. Als Marker
wurden GFAP (als Marker fur Astrozyten), NeuN (Neurone), 1B4 und NF200 verwendet.
Es konnte keine Kolokalisationen der sEH mit GFAP oder IB4 beobachtet werden.
Interessanterweise war die sEH hauptsachlich in groRen myelinisierten Neuronen
(NF200- und NeuN-positive Zellen) exprimiert (Abb. 3.1.13).
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Abb. 3.1.13: MELK-Analyse der sEH-Expression in Wildtyp-DRGs (L4-L6). Als Marker wurden
GFAP (pink), NeuN (gelb), NF200 (blau) und I1B4 (griin) verwendet. Die l6sliche Epoxidhydrolase
(sEH) wurde in rot angefarbt. Die Farbung wurde von Dr. Christian Brenneis (Klinische

Pharmakologie, Klinikum der Goethe-Universitat, Frankfurt) durchgefihrt.

3.1.3.2 Regulation der sEH-Expression in DRGs im Entziindungsverlauf

Nachdem gezeigt werden konnte, dass die sEH in grof3en, filamentésen (NF200-
positiven) neuronalen Zellen von Wildtyp-DRGs exprimiert wird, sollte die Regulation der
SEH zu verschiedenen Zeitpunkten einer zymosan-induzierten Entziindung untersucht
werden. Da ein erhdhtes Schmerzverhalten bei sEH-defizienten Mausen 48 Stunden
nach Zymosan-Injektion messbar war und zu diesem Zeitpunkt geringere EET-
Konzentrationen im Pfoten6dem messbar waren, wurde auch dieser spate Zeitpunkt der
Entzindungsauflésung untersucht. Dafir wurde Wildtyp-Mausen Zymosan A (12,5
mg/ml) in die linke Hinterpfote injiziert. Nach unterschiedlichen Zeitpunkten wurden die
DRGs (L4-L6) des Tiers sowohl ipsilateral, als auch contralateral prapariert. Das
Gewebe wurde lysiert und die sEH-Expression mittels Western Blot analysiert. Dabei
konnte keine Verdnderung der sEH-Expression im Enzindungsverlauf beobachtet
werden (Abb. 3.1.14).
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3. Ergebnisse

SEH
Pfote
ERK-2
- - - — =
SEH - -
DRG
Zymosan [h] 0 6 24 48

Abb. 3.1.14: sEH Expression nach zymosan-induzierter Entziindung zu den Zeitpunkten 0, 6, 24
und 48 Stunden nach Injektion. Es wurden je 30 ug Protein aus Pfotengewebe (oben) und L4-L6-
DRGs (unten) verwendet. Als Ladekontrolle dienten ERK-2 und HSP-70 (durchgefihrt von Dr.
Christian Brenneis und Kai Altenrath, Klinische Pharmakologie, Klinikum der Goethe-Universitat,
Frankfurt).

Dies zeigt, dass keine Anderung der sSEH-Expression im Entziindungsverlauf beobachtet
werden kann. Die Reduktion der EET-Konzentrationen kann entweder durch
nichtenzymatischen (Autohydrolyse) oder enzymatischen Abbau durch B- oder w-

Oxidation erklart werden.
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3.1.4 Beeinflussung der intrazellularen Calcium-Konzentrationen in adulten DRG-
Neuronen durch 8,9-, 11,12- und 14,15-EET

Im néchsten Schritt sollte geklart werden wie die EETs die nozizeptive Verarbeitung
beeinflussen kénnen, und welche der drei Regioisomere dazu in der Lage sind. Dazu
wurde zunéchst untersucht, ob EETs in der Lage sind intrazellulare Calcium-
Konzentrationen Uber Aktivierung oder Sensibilisierung von lonenkanélen zu modulieren.
Dazu wurden DRG-Kulturen adulter Wildtyp-Mause in Calcium-Imaging-Experimenten
mit je 1 uM und 10 pM 8,9-, 11,12- und 14,15-EET stimuliert. Kontrollstimualtionen zur
Identifizierung von Neuronen erfolgten mit KCI (40 mM). Dabei konnte bei Verwendung
von 1 pM kein direkter Calcium-Einstrom in einer signifikanten Zahl von Neuronen
beobachtet werden. Auch bei Stimulation mit 10 pM 11,12- und 14,15-EET war keine
Reaktion der Zellen erkennbar. Wurden die Zellen jedoch mit 10 pM 8,9-EET (10
Sekunden) stimuliert, konnte ein direkter Calcium-Einstrom in ca. 5% der neuronalen
Zellen verzeichnet werden (Abb. 3.1.15).
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Abb. 3.1.15:; Calcium-Einstrom nach Stimulation adulter DRG-Neurone mit 10 uM 8,9-EET. (A)
Reprasentative Calcium-Imaging-Messung nach Stimulation mit 8,9-EET und KCI. (B) Amplitude der
calciumabhangigen Fluoreszenzintensitaten nach Stimulation adulter DRG-Neurone mit 8,9- (n=8),
11,12- (n=11) oder 14,15-EET (n=16) prozentual dargestellt. * = ungepaarter t-Test, p < 0,05.

Zur Charakterisierung der auf 8,9-EET antwortenden Zellen wurde untersucht, welche

TRP-Kanale in diesen Neuronen exprimiert sind.
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Dafur wurden die Zellen mit spezifischen TRP-Agonisten sowie 8,9-EET stimuliert und
beobachtet, in welchen Zellen es zu Mehrfachstimulationen kam. Als TRP-Agonisten
wurden verwendet: Capsaicin (TRPV1-Agonist; 500 nM), Allylisothiocyanat (AITC,
TRPA1-Agonist, 100 uM) und Menthol (TRPM8-Agonist; 100 uM). Es zeigte sich, dass
sowohl TRPV1-positive- als auch TRPAL1/TRPV1-positive Neurone auf 8,9-EET
antworten. TRPM8-positive Neurone zeigten hingegen keine Aktivierung durch 8,9-EET
(Abb. 3.1.16).
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Abb. 3.1.16: Charakterisierung der auf 8,9-EET antwortenden Neurone. (A) Reprasentative
Calcium-Imaging-Messung nach Stimulation mit 8,9-EET, Menthol, Capsaicin, AITC und KCI. (B)

Anteil der auf 8,9-EET reagierenden Zellen an der gesamten Population gemessener Neurone.

Zusammenfassend zeigen die Resultate, dass nur 8,9-EET in der Lage ist, direkte und
transiente Calcium-Einstrome in einer Subpopulation TRPA1- und TRPV1-positiver
DRG-Neurone zu verursachen. Daflr ist allerdings eine hohe Konzentration an 8,9-EET
erforderlich (10 uM). Sowohl Aktivierung von TRPV1 als auch von TRPAL1 wird mit

135137 Dies konnte die

mechanischer Schmerzwahrnehmung in Verbindung gebracht
Verringerung der mechanischen Schmerzschwelle seEH-defizienter Mause bei erhdhter

8,9-EET-Konzentration erklaren.
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3.1.5 Sensibilisierung der Capsaicin-vermittelten TRPV1-Aktivierung durch 8,9-
11,12- und 14,15-EET

Da auf 8,9-EET antwortende Zellen TRPV1-positiv sind, wurde untersucht, ob 8,9-EET,
aber auch 11,12- und 14,15-EET den capsaicin—vermittelten Calciumeinstrom durch
TRPV1 sensibilisieren kdnnen. Zu diesem Zweck wurden DRG-Neurone mit zwei kurzen
Capsaicin-Stimulationen angeregt (200 nM, 10 Sekunden). Die erste Stimulation diente
als Kontrolle. Daraufhin wurden die drei EETs (je 1 uM) oder Vehikel zwei Minuten vor
der zweiten Capsaicin-Stimulation eingewaschen. KCI diente als Positivkontrolle fir
neuronale Zellen. Im Anschluss an die Messung wurden die zwei Capsaicin-Antworten
miteinander verglichen. (Abb. 3.1.17).
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Abb. 3.1.17: Sensibilisierung der Capsaicin-vermittelten TRPV1-Aktivierung durch 8,9-EET. (A
und B) Reprasentative Calcium-Imaging-Messung nach Stimulation mit Vehikel (A) oder 8,9-EET (1
UM, 2 min B), (C) Amplitude der zweiten Capsaicin-Antwort normalisiert auf die Kontrollstimulation.
Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aller Messungen mit 8,9-EET (n=51), 11,12-EET (n=54) und
14,15-EET (n=47). * = ungepaarter t-Test, p < 0,05.
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Es wurde beobachtet, dass nur 8,9-EET eine TRPV1-Sensibilisierung verursachte.
Sowohl nach 11,12- als auch nach 14,15-EET-Behandlung der Zellen, konnten keine
Unterschiede in der Amplitude der Capsaicin-vermittelten Calciumeinstrome verzeichnet

werden.

3.1.6 Messung der CGRP-Freisetzung aus Ischiasnerven nach Inhibition der seH
mit t-AUCB und nach Stimulation mit 8,9-EET

Aktivierung von TRPV1 oder TRPA1 fihrt zur Freisetzung des pronozizeptiven und
neurovasodilativen Peptids CGRP (calcitonin gene related peptide), das wiederum an G-
Protein-gekoppelte Rezeptoren bindet und Proteinkinasen aktiviert, was schlief3lich zu
neurogener Inflammation filhrt **“°. Da 8,9-EET in der Lage ist, die capsaicin-vermittelte
TRPV1-Aktivierung zu verstarken, sollte untersucht werden, ob auch die CGRP-
Freisetzung nach TRPV1-Stimulation erh6ht ist, wenn TRPV1 mit einem selektiven sEH-
Antagonisten (t-AUCB) behandelt wird. Hierflir wurden Ischiasnerven von Wildtyp-
Mausen verwendet. Da der TRPV1 auch durch Hitze aktiviert wird (T > 42°C), wurde als
TRPV1-Stimulation eine funfminitige Inkubation der Nerven bei 47°C gewahlt. Die
CGRP-Konzentration wurde mittels Enzyme Immuno-Assay (EIA) ermittelt. Es zeigte
sich, dass diejenigen Nerven, die mit t-AUCB vorinkubiert wurden, eine verstarkte
Freisetzung an CGRP aufwiesen (Abb. 3.1.18).
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Abb. 3.1.18: CGRP-Freisetzung nach hitzeinduzierter TRPV1-Aktivierung. (A) CGRP-Freisetzung
(absolut) nach Stimulation der Ischiasnerven mit Hitze (47°C). Sowohl in der Kontrollgruppe (SIF

(synthetic intestinal fluid) schwarz), als auch in der mit t-AUCB behandelten Gruppe steigt die CGRP-
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Freisetzung bei Hitzestimulation stark an. Der Anstieg nach Behandlung mit t-AUCB ist allerdings
starker, als die Vehikel-Kontrolle. (B) CGRP-Freisetzung der t-AUCB behandelten Nerven normalisiert
auf die Kontroll-Stimulation. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von acht unabhangigen Messungen.
* = ungepaarter t-Test, p < 0,05. Die Experimente wurden von Dr. Michael Fischer (Physiologie, Uni
Erlangen) durchgefuhrt.

Wie in Abb. 3.1.16 zu erkennen ist, antworten auch TRPA1-positive Zellen auf 8,9-EET.
Daher wurde die CGRP-Freisetzung am Ischiasnerv auch nach TRPA1-Stimulation mit
AITC untersucht. Die Ischiasnerven wurden bei diesem Versuch allerdings nicht mit
einem sEH-Antagonisten, sondern direkt mit 8,9-EET vorbehandelt. Dabei konnte
beobachtet werden, dass die CGRP-Freisetzung nach 8,9-EET-Behandlung signifikant
hoher ist, als bei der Vehikel-Kontrolle (Abb. 3.1.19).
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Abb. 3.1.19: CGRP-Freisetzung nach AITC-induzierter TRPA1-Aktivierung. (A) CGRP-Freisetzung
(absolut) nach Stimulation der Ischiasnerven AITC (100 uM). Die Messung erfolgte analog zu 3.1.18.
(B) CGRP-Freisetzung der 8,9-EET behandelten Nerven normalisiert auf die Kontroll-Stimulation.
Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM von sieben unabhéangigen Messungen. * = ungepaarter t-Test, p <
0,05.

Somit zeigt sich, dass sowohl pharmakologische Hemmung der sgH, als auch 8,9-EET
zu einer Verstarkung der CGRP-Freisetzung in Ischiasnerven durch hitze- oder AITC-

Stimulierung fuhren.
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3.1.7 Nozizeptives Verhalten von Wildtyp-M&ausen nach intraplantarer Injektion
von 8,9-, 11,12 — oder 14,15-EET

3.1.7.1 Ermittlung des mechanischen Schwellenwertes

Da 8,9-EET in den in vitro-Versuchen pronozizeptive Effekte aufwies, und zum Zeitpunkt
erhdéhten Schmerzempfindens in inflammatorischen Schmerzmodellen héhere 8,9-EET-
Konzentrationen in DRGs beobachtet wurden, sollte nun untersucht werden, ob eine
direkte intraplantare Injektion von 8,9-EET, aber auch der anderen beiden Regioisomere
11,12- und 14,15-EET, eine Anderung des mechanischen Schwellenwertes verursacht.
Fur diese Versuche wurden Wildtyp (C57BL/6N)-Mause im Alter von 6-8 Wochen
verwendet. Es wurden je 20 ul einer 10 uM EET-L6sung in die linke Hinterpfote injiziert.
AnschlieBend wurde der mechanische Schwellenwert jedes Tiers Uber einen Zeitraum
von vier Stunden mit dem Dynamic-Plantar-Aesthesiometer ermittelt. Dabei wurde
beobachtet, dass nur 8,9-EET die mechanische Schwelle der Tiere zwei Stunden nach
Injektion signifikant absenkte. Tiere, die mit den beiden anderen Regioisomeren, 11,12-
und 14,15-EET, behandelt wurden, wiesen keine Unterschiede des mechanischen

Schwellenwertes verglichen mit der Vehikel-Kontrolle auf (Abb. 3.1.20).
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Abb. 3.1.20: Ermittlung des mechanischen Schwellenwertes nach intraplantarer EET-Injektion.
Je 20 pl einer 10 uM EET-Lésung wurden in die linke Hinterpfote injiziert. Ermittlung des
mechanischen Schwellenwertes erfolgte lber einen Zeitraum von vier Stunden. (A und B) 8,9-EET
(Cund D) 11,12-EET und (E und F) 14,15-EET Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM von jeweils acht
Tieren pro Gruppe. ** = zweiseitiger ANOVA-Test mit Bonferroni-Postkorrektur, p < 0,01.

Anhand der Resultate wird deutlich, dass nur 8,9-EET den mechanischen Schwellenwert
absenken kann. Im zymosan-induzierten Entziindungsmodell (Abb. 3.1.8) zeigten sich
erhohte Konzentrationen an 8,9-EET in DRGs zum Zeitpunkt des stérksten
Schmerzempfindens. Méglicherweise sind daher die erhdhten Konzentrationen an 8,9-

EET die Ursache fir das verstarkte Schmerzempfinden.
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3.1.7.1 Ermittlung des thermischen Schwellenwertes nach 8,9-EET-Injektion

Nun stellte sich die Frage, ob 8,9-EET neben dem mechanischen Schwellenwert auch
den thermischen Schwellenwert herabsenken kann. Zur Klarung dieser Frage wurden je
20 pl einer 10 pM 8,9-EET-L6sung oder Vehikel in die linke Hinterpfote von Wildtyp-
Mausen injiziert. AnschlieRend wurde der thermische Schwellenwert Uber einen Zeitraum
von vier Stunden ermittelt. Im Gegensatz zum mechanischen Schwellenwert konnte bei
dieser Messung allerdings kein Unterschied im thermischen Schwellenwert zu den
Kontrolltieren beobachtet werden (Abb. 3.1.21).
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Abb. 3.1.21: Ermittlung des thermischen Schwellenwertes nach 8,9-EET-Injektion i. plantar. Je
20 pl einer 10 uM EET-L6sung wurden in die linke Hinterpfote injiziert. Im Anschluss daran wurde
der thermische Schwellenwert zu den Zeitpunkten 0,5, 1, 2 und 4 Stunden. (A) Zeitverlauf und
Absolutwerte der Latenzzeiten. (B) Prozentuale Auftragung der Latenzzeiten bezogen auf den

Kontrollwert. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils sechs Tieren pro Gruppe.
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3.2 Die Rolle von 5,6-Epoxyeicosatriensaure (5,6-EET) bei der nozizeptiven
Verarbeitung

Frihere Untersuchungen mit 5,6-EET fuhrten zu fir die Schmerzverarbeitung
interessanten Resultaten hinsichtlich der auto- und parakrinen Signalwirkung dieses
Lipids, und seiner Fahigkeit, intrazellulare lonenkonzentrationen zu modulieren %%
Wie die Ubrigen Regioisomere kann 5,6-EET von Zellen als parakrines Signalmolekdl
freigesetzt werden und an Rezeptoren binden. Insbesondere die Aktivierung von TRP-
Kandlen ist bei der peripheren nozizeptiven Verarbeitung von essentieller Bedeutung. In
dieser Arbeit wurde 5,6-EET und sein Einfluss auf nozizeptive Prozesse gesondert
untersucht, da es als einziges Regioisomer in der Lage ist TRPV4 zu aktivieren *°, und
da es unter normalen Umstanden nicht durch SEH metabolisiert wird . Es soll
untersucht werden, ob 5,6-EET bei Schmerz aktivitatsabhéngig von Nozizeptoren
freigesetzt wird und Gber TRP-Kanal-Aktivierung zu neurogener Inflammation beitragen

kann.

3.2.1 5,6-EET-Konzentrationen in Pfoten, Ischiasnerven und L4-L6-DRGs bei

akutem Schmerz

Zur Klarung der Rolle von 5,6-EET als sEH-unabhéngiges Regioisomer bei der
nozizeptiven Verarbeitung wurde zunachst ermittelt, ob sich die 5,6-EET-Konzetrationen
bei Akut- oder inflammatorischem Schmerz in den Dorsalwurzelganglien andern. Als in
vivo-Modell fur Akut-Schmerz wurden das Formalin-Modell, das CFA-Modell (complete
freud’s adjuvant) und ein Hochdosis-Zymosan-Modell (20 mg/ml) ausgewahlt. 30
Minuten nach Injektion von Formalin 5% (v/v), CFA oder Zymosan intraplantar, wurden
Pfotentdeme, Ischiasnerven und DRGs entnommen, und die 5,6-EET-Konzentrationen
wurden mittels LC-MS/MS quantifiziert. Dabei fiel auf, dass 5,6-EET das abundanteste
Regioisomer in den L4-L6-DRGs war. Nach Zymosan- und CFA-Injektion erhdhten sich
die 5,6-EET-Konzentrationen in den L4-L6-DRGs signifikant, wahrend in den
Ischiasnerven und den Pfotenddemen keine Anderung der 5,6-EET-Konzentration zu
beobachten war. Die starkste Erhéhung der 5,6-EET-Konzentrationen war in den L4-L6-
DRGs nach 30-minutiger CFA-Behandlung zu beobachten (Abb. 3.2.1).
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Abb. 3.2.1: 5,6-EET-Konzentrationen bei akutem Schmerz in Pfote, Ischiasnerv und L4-L6-
DRGs nach Injektion von Formalin, Zymosan oder CFA. 30 Minuten nach Injektion von Formalin
(5% (viv), Zymosan (20 mg/ml), CFA oder Vehikel intraplantar wurden Pfotenddem (A), die
Ischiasnerven (B) sowie L4-L6-DRGs (C) entnommen, gewogen, sofort in Ethylacetat tberfiihrt und
bei -80°C gelagert. 5,6-EET-Konzentrationen wurden mittels LC-MS/MS bestimmt. Gezeigt sind die
Mittelwerte £ SEM von je funf Einzelwerten. K = Kontrolle, Form = Formalin, Zym = Zymosan, CFA =

Complete Freud’s Adjuvant. * = ungepaarter t-Test, p < 0.05, ** = p < 0.01.

In einem weiteren Versuch wurde Wildtyp-Mausen intraplantar Capsaicin injiziert (80
pHg/ml), um einen weiteren akuten Schmerzstimulus zu testen. Vor der Capsaicin-
Inhjektion wurden die Tiere mit Ketamin- / Xylazin-Injektionsnarkose anasthesiert
(Ketamin 80 mg/kg, Xylazin 5 mg/kg). Finf Minuten nach einsetzender Anasthesie
wurden je 20 ul der Capsaicin-Lésung oder Vehikel injiziert und weitere 30 Minuten
nach Capsaicin-Injektion wurden das Pfotenddem, die L4-L6-DRGs und das Dorsalhorn
entnommen, und die Konzentrationen an 5,6-EET in den jeweiligen Geweben mittels
LC-MS/MS bestimmt. Es zeigte sich, dass die Konzentrationen an 5,6-EET in den
DRGs nach Capsaicin-Injektion signifikant anstiegen, und tendenzielle Erhdhungen an
5,6-EET auch in den Dorsalhdrnern zu beobachten waren, die jedoch nicht statistisch

signifikant waren (p=0,089).
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Zusammengefasst zeigt sich, dass von den untersuchten Geweben in den L4-L6-DRGs
die hochsten Konzentrationen an 5,6-EET auch unter Basalbedingungen vorliegen.
Diese erh6hen sich signifikant 30 Minuten nach Injektion einer hohen Dosis Zymosan
(20 mg/ml), Capsaicin (80 pg/ml) oder CFA, als Konsequenz des Akutschmerzes (Abb.
3.2.2).
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Abb. 3.2.2: 5,6-EET-Konzentrationen bei akutem Schmerz in Pfote, L4-L6-DRGs und
Dorsalh6érnern nach Injektion von 20 pl Capsaicin intraplantar (80 pg/ml). 30 Minuten nach
intraplantarer Injektion von Capsaicin oder Vehikel wurden Pfotenédem (A), L4-L6-DRGs (B) sowie
L4-L6-Dorsalhérner (C) entnommen, gewogen, sofort in Ethylacetat Gberfihrt und bei -80°C gelagert.
5,6-EET-Konzentrationen wurden mittels LC-MS/MS bestimmt. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM

von je sechs Einzelwerten. * = ungepaarter t-Test, p < 0.05.

3.2.2 5,6-EET-Konzentrationen in Pfoten, L4-L6-DRGs und im Dorsalhorn

bei inflammatorischen Schmerzen

Nachdem eine erhéhte Freisetzung von 5,6-EET in DRGs bei Akut-Schmerz beobachtet
wurde, stellte sich die Frage, ob sich die 5,6-EET-Konzentrationen auch bei
inflammatorischen Schmerzen &ndern. Um dies zu untersuchen, wurde Wildtyp-Mausen
in einem Entzindungsmodell CFA (Complete Freud’s Adjuvant, 20 pl) in beide
Hinterpfoten injiziert, und bei akuter Entziindung (nach 6 Stunden) die Pfotenédeme, die

L4-L6-DRGs und L4-L6-Dorsalhérner entnommen. Das Gewebe wurde gewogen, direkt
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in Ethylacetat tGberfluhrt und bis zur EET-Messung mittels LC-MS/MS bei -80°C gelagert.
Bei der Messung konnten keine signifikanten Anderungen der 5,6-EET-Konzentrationen
in den DRGs beobachtet werden (Abb. 3.2.3).
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Abb. 3.2.3: 5,6-EET-Konzentrationen bei CFA-induziertem inflammatorischem Schmerz in
Pfote, L4-L6-DRGs und L4-L6-Dorsalhdrnern. Das Gewebe wurde sechs Stunden nach CFA-
Injektion entnommen. Gemessen wurden 5,6-EET Konzentratioen in Pfotenddemen), L4-L6-DRGs,
sowie L4-L6-Dorsalhdrnern. 5,6-EET-Konzentrationen wurden mittels LC-MS/MS bestimmt. Gezeigt

sind die Mittelwerte + SEM von je sechs Einzelwerten.

3.2.3 Freisetzung von 5,6-EET in kultivierten DRGs

Da EETs auto- und parakrine Signalwirkung besitzen, sollte untersucht werden, ob 5,6-
EET von kultivierten DRG-Neuronen freigesetzt wird. Dabei stellte sich zudem die Frage,
ob 5,6-EET in DRGs synthetisiert werden kann und ob die Synthese durch Erhéhung der
intrazellularen Calcium-Konzentration induziert werden kann. Zu diesem Zweck wurden
DRGs von Wildtyp-Mausen fir 24 Stunden in Kultur gebracht und anschlieRend mit
Arachidonsaure (500 nM, 2h), Calcimycin (Calcium-lonophor, 1 uM, 3h) oder Vehikel
stimuliert. Danach wurde der Uberstand abgenommen und die Zellen wurden lysiert. Die

EET-Konzentrationen in Uberstand und Zelllysat wurden mittels LC-MS/MS bestimmt.

Es zeigte sich, dass sowohl nach Stimulation mit Arachidonsaure, als auch mit

Calcimycin die Konzentrationen an 5,6-EET im Uberstand signifikant erhoht waren.
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Dies bedeutet, dass 5,6-EET in DRG-Neuronen aus Arachidonsaure synthetisiert wird,
wenn diese zur Verfugung steht. Die Erhéhung der intrazellularen Calcium-Konzentration
durch Calcimycin bewirkte dartber hinaus eine Induktion der 5,6-EET-Synthese. Da die
Erhéhungen der 5,6-EET-Konzentrationen bei beiden Versuchen im Medium signifikant
erhoht waren, lasst sich daraus schlieRen, dass 5,6-EET aus DRGs freigesetzt wird
(Abb. 3.2.4).
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Abb. 3.2.4: 5,6-EET-Konzentrationen nach Stimulation kultivierter DRGs mit Arachidonséure
(A) und Calcimycin (B). (A) 5,6-EET- (schwarz) und 5,6-DHET (grau) —Konzentrationen im
Uberstand nach Arachidonsaurestimulation (0,5 uM, 2h, n=4) (B) 5,6-EET-Konzentrationen im
Zelllysat (schwarz) und Uberstand (grau) nach Calcimycin-Stimulation (1 pM, 3h, n=4). Gezeigt sind

die Mittelwerte £ SEM von je sechs Einzelwerten. * =ungepaarter t-Test, p < 0,05, ** = p < 0,01.

3.2.4 Anderung der intrazellularen Calcium-Konzentrationen in adulten
DRG-Neuronen nach Stimulation mit 5,6-EET

Im Folgenden wurde untersucht, ob 5,6-EET in der Lage ist intrazellulare
lonenkonzentrationen zu modulieren. Von besonderer Bedeutung war die Anderung der
intrazellularen Calcium-Konzentration, da diese bei Schmerzprozessen z.B. durch
Aktivierung von TRP-Kanalen von zentraler Bedeutung ist. Calciumeinstrom in eine
neuronale Zelle kann zur Depolarisation des Membranpotentials fihren, was bei

Uberschreiten eines Schwellenwerts Aktionspotentiale auslost.
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3.2.4.1 in vitro-Stabilitat von 5,6-EET

5,6-EET gilt, wie alle Epoxide, als instabil in wéassrigen Losungen. In leicht sauren
Umgebungen findet eine spontane Autohydrolyse von Epoxiden zu den Dehydroxy-
Produkten statt. In der Literatur wird 5,6-EET als instabilstes Regioisomer der
Epoxyeicosatriensauren beschrieben **°. Daher sollte zu Beginn der in vitro-Experimente
ermittelt werden, welche Halbwertszeit 5,6-EET bei allen in dieser Arbeit untersuchten
Bedingungen besitzt. Dafir wurde je 1 uM 5,6-EET in alle verwendeten Pufferlésungen
gegeben, und bei allen verwendeten Temperaturen und allen pH-Umgebungen inkubiert.
Getestet wurden gepufferte Lésungen (SIF, PBS, SES, Neurobasalmedium) und Saline
sowie die Temperaturen 20°C, 37°C und 45°C, und die pH-Werte 7,4 und 5,2 Uber einen
Zeitraum von sechs Stunden. Die verbliebenen Konzentrationen an 5,6-EET wurden mit
Hilfe von LC-MS/MS-Analysen bestimmt.

Es fiel auf, dass die Unterschiede der 5,6-EET-Stabilitat zwischen den Puffern sehr
gering waren. Einzig in Neurobasalmedium erwies sich 5,6-EET bei 37°C als sehr stabill,
da noch nach zwei Stunden ca. 90% an 5,6-EET gemessen wurden. Allerdings erwies
sich 5,6-EET als hitzeinstabil. Die Halbwertszeit bei Raumtemperatur betrug etwa zwei
Stunden, bei 37°C etwa 45 Minuten und bei 45°C etwa 15-20 Minuten. Bei pH 5,2 waren
keine Unterschiede in den verbliebenen 5,6-EET-Konzentrationen verglichen mit pH 7,4
erkennbar (Abb.3.2.5).
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Abb. 3.2.5: in vitro-Stabilitdt von 5,6-EET. Die verbliebenen 5,6-EET-Konzentrationen wurden
prozentual aufgetragen. Da zwischen den Puffern mit Ausnahme von Neurobasalmedium keine
Unterschiede erkennbar waren, wurden diese zusammengefasst, um die Abbildung zu

veranschaulichen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 5 Proben je Puffer, Temperatur und pH.
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3.2.4.2 Dosis-Wirkungs-Analyse der 5,6-EET-vermitten Calcium-Einstrome

Nun wurden adulte DRG-Zellen in Calcium-Imaging-Experimenten mit 5,6-EET stimuliert.
Dabei konnte beobachtet werden, dass einige Zellen bereits auf 100 nM 5,6-EET mit
einer transienten Anderung der intrazellularen Calcium-Konzentration reagierten. Die
Zellen wurden als Neurone identifiziert, da sie ebenfalls auf KCI (40 mM) reagierten.
In weiteren Versuchen sollte eine Dosis-Wirkungs-Analyse der 5,6-EET vermittelten
Calciumsignale erstellt werden. Dabei zeigte sich, dass bereits 100 nM 5,6-EET
gendgten, um in ca. 11% der Neurone ein Calcium-Signal zu erzeugen. Dies schien das
Maximum an antwortenden Zellen darzustellen, da auch unter Verwendung von 500 nM

5,6-EET nicht signifikant mehr Neurone auf die Substanz reagierten (Abb. 3.2.6).
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Abb. 3.2.6: 5,6-EET erzeugt transiente Calciumstrome in ca. 11% der Wildtyp-DRG-Neurone.
(A) Reprasentative Calcium-Imaging-Messung. Es wurden 100 nM 5,6-EET und 40 mM KCI nach 5
bzw. 20 Minuten fir jeweils zehn Sekunden auf die Zellen gegeben. Die Stimulationen flhrten zu
transienten Anderungen der intrazellularen Calcium-Konzentrationen. (B) Dosis-Wirkungs-Analyse
der 5,6-EET vermittelten Calcium-Signale in DRG-Neuronen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von
je 5-6 Messungen mit je 50 — 100 gemessen Zellen und den EET-Konzentrationen 0 (Vehikel), 10,
50, 100 und 500 nM.

3.2.4.3 Rolle der TRP-Kanale bei 5,6-EET-vermitteltem Calcium-Einstrom

Es stellte sich nun die Frage, ob die Anderungen der intrazellularen Calcium-

Konzentrationen nach 5,6-EET-Stimulation durch Calcium-Einstrom in die Zelle
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verursacht werden, oder durch Freisetzung von Calcium aus den intrazellularen
Speichern des endoplasmatischen Reticulums. Zur Klarung dieser Frage, wurden die
Stimulationen der DRG-Neurone mit 5,6-EET wiederholt, allerdings unter der
Verwendung von calcium-freier extrazellularer Losung, die zusatzlich mit 2 mM EGTA
versehen war, um restliches freies Ca** zu chelatieren. Bei Verwendung des calcium-
freien Puffers konnte keine Antwort der Zellen auf 5,6-EET beobachtet werden, was auf
einen Einstrom von extrazellularem Calcium bei 5,6-EET-Stimulation hindeutet (Abb.
3.2.7).

Ca’*-Einstrom in neuronale Zellen des peripheren Nervensystems geschieht oft tiber die
Aktivierung von kationenpermeablen TRP-Kanalen (transient receptor potential). Daher
sollte nun geklart werden, ob TRP-Kanale fur den 5,6-EET-induzierten Calcium-Einstrom
in DRG-Neurone verantwortlich sind. Zu diesem Zweck wurde extrazellulare Losung mit
5 uM Ruthenium Rot versehen, einem TRP-Kanal spezifischen Porenblocker, der den
TRP-vermittelten Ca**-Einstrom verhindert. Bei erneuter Stimulation der DRG-Neurone
mit 5,6-EET und Ruthenium Rot konnte kein Ca?*-Einstrom beobachtet werden (Abb.
3.2.7). Dies spricht fur eine Aktivierung von TRP-Kanélen durch 5,6-EET.
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Abb. 3.2.7: 5,6-EET aktiviert TRP-Kanadle und fihrt zu Ca*-Einstrom. (A) Reprasentative
Calcium-Imaging-Messung mit zwei 5,6-EET-Stimulationen (100 nM, 10 sek). Funf Minuten vor der
zweiten Stimulation wurden 5 pM Ruthenium Rot (grau) oder Kontrollldsung (schwarz) fir zehn
Minuten zugegeben. Ruthienium Rot blockt den 5,6-EET vermittelten Ca®*-Einstrom. (B) Amplitude
der 5,6-EET-vermittelten Fluoreszenzanderung fir die jeweils zweite Stimulation relativ zur
Kontrollstimulation. Verwendet wurden Kontrolllssung, Ca**-freie Lésung (+ 2 mM EGTA) und
Ruthenium Rot-Lésung. Sowohl Ruthenium Rot, als auch Ca**-freie Losung blocken den 5,6-EET
vermittelten Ca®*-Einstrom. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 8 (Kontrolle), 11 (Ca**-frei) bzw.

13 (Ruthenium Rot) Messungen mit je 50 — 100 gemessen Zellen. ** = ungepaarter t-Test, p < 0.01.
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3.2.4.4 Rolle von TRPV4 bei 5,6-EET-vermitteltem Calcium-Einstrom

Um zu untersuchen welche TRP-Kanéle fiir den 5,6-EET-vermittelten Ca’*-Einstrom
verantwortlich sind, wurde die Aktivierung einzelner TRP-Kanéle durch 5,6-EET
Uberpruft. Dabei wurde zunachst der TRPV4 untersucht, da bereits beschrieben wurde,
dass 5,6-EET diesen Kanal in einem heterologen Expressionssystem aktiveren kann .
Da keine selektiven Antagonisten fur den TRPV4 zur Verfigung stehen, wurde der Kanal
zunéchst in HEK-293-Zellen transfiziert. AnschlieRend wurde eine Dosis-Wirkungs-Kurve
mit 5,6-EET erstellt. Als Positivkontrolle wurde der TRPV4-Agonist 4a-PDD verwendet.

Dabei zeigte sich, dass allerdings nur ein geringer Teil der TRPV4-positiven Zellen auf
5,6-EET reagiert (ca. 15%), und dass der Kanal im heterologen Expressionssystem
leichter und auch ohne Stimulation aktivierbar war (ca. 10% der TRPV4-positiven
Zellen). Der ermittelte ECso von 5,6-EET lag bei 600 nM (Abb. 3.2.8).
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Abb. 3.2.8: Dosis-Wirkungs-Analyse der 5,6-EET vermittelten TRPV4-Aktivierung in
transfizierten HEK-Zellen. HEK-293-Zellen wurden mit dem humanen TRPV4 transient transfiziert.
24 Stunden nach Transfektion wurden Calcium-Imaging-Messungen durchgefiihrt. Dabei wurde 5,6-
EET in Konzentrationen von 50 nM bis 5 uM oder Vehikel (3,2 % Acetonitril (v/v)) fur je 30 Sekunden
auf die Zellen gegeben und die Zahl der responsiven Zellen ermittelt. Als Positivkontrolle diente der
selektive TRPV4-Agonist 4a-PDD (5 uM). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert + SEM aus flnf
bis sechs Messungen mit je 20 — 50 Zellen.
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Die Vehikel-Aktivierung von TRPV4 im heterologen Expressionssystem weist darauf hin,
dass der Kanal zum Teil konstitutive Aktivitat besitzt, und der 5,6-EET-Effekt
moglicherweise wesentlich geringer ist, als es die Resultate der Dosis-Wirkungs-Kurve
aufzeigen. Um eine direkte Beteiligung von TRPV4 am 5,6-EET-abhangigen Ca*-
Einstrom in DRG-Neuronen auszuschlieRen, wurden die Calcium-Imaging-Experimente
schlieBlich an DRGs von TRPV4-defizienten Mausen durchgefuhrt. Die Versuche
wurden von Dr. Andrew Grant am ,London Pain Consortium® durchgeftihrt. Hierbei zeigte
sich, dass die TRPV4-defizienten Neurone in gleicher Weise und Intensitat auf 5,6-EET
reagieren, wir die Wildtyp-Kontrollen. Somit konnte eine direkte Aktivierung von TRPV4

durch 5,6-EET ausgeschlossen werden (Abb. 3.2.9).
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Abb. 3.2.9: TRPV4-defiziente Neurone antworten auf 5,6-EET. (A) Reprasentative Calcium-
Imaging-Messung mit 5,6-EET- (300 nM 10 Sekunden) und KCI-Stimulation (40 mM, 10 Sekunden)
unter Verwendung von Wildtyp- (schwarz) und TRPV4-defizienten DRG-Neuronen (grau). (B)
Amplituden der Reaktionen auf 5,6-EET- Capsaicin- und KCI-Stimulationen von Wildtyp- (schwarz)
und TRPV4-defizienten DRG-Neuronen (grau). Gezeigt sind die Mittelwerte von 150 — 200 Neuronen.
Die Experimente wurden von Dr. Andrew Grant und Vigneswara Kumaran vom ,London Pain

Consortium* und Imperial College London durchgefiihrt.

3.2.4.5 Rolle von TRPV1 bei 5,6-EET-vermitteltem Calcium-Einstrom

Da 5,6-EET einen transienten Ca*-Einstrom in DRG-Neuronen verursacht, dieser
allerdings unabhangig von TRPV4 ist, wurde untersucht, ob TRPV1 der gesuchte, durch
5,6-EET aktivierte lonenkanal sein konnte. Dafur wurden Calicum-Imaging Experimente

an DRGs von Wildtyp-Mausen unter Verwendung vom AMG 9810, einem selektiven
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TRPV1-Antagonisten *°, durchgefiihrt. Zunachst wurde die Effizienz des TRPV1-
Antagonisten getestet, indem die DRG-Neurone zweimal mit dem TRPV1-Agonisten
Capsaicin (500 nM) fur 10 Sekunden stimuliert wurden. Vor der zweiten Stimulation
wurde AMG 9810 (1 pM, 2-4 Minuten) oder Vehikel auf die Zellen gegeben. Es zeigte
sich, dass die Capsaicin-Antwort der DRG-Neurone durch AMG 9810 vollstandig
aufgehoben wurde. Beim Wiederholen der Messungen mit 5,6-EET, konnte allerdings
kein Unterschied in den Antworten der DRG-Neurone beobachtet werden. Da AMG 9810
den 5,6-EET-vermittelten Ca**-Einstrom nicht verringern konnte, ist auch TRPV1 nicht
der gesuchte lonenkanal, der durch 5,6-EET aktiviert wird (Abb. 3.2.10).
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Abb. 3.2.10: AMG 9810 blockiert effizient die TRPV1-Aktivierung durch Capsaicin, allerdings
nicht den 5,6-EET vermittelten Ca®*-Einstrom. (A) Reprasentative Calcium-Imaging-Messung mit
zwei Capsaicin-Stimulationen (500 nM, 10 sek) zur TRPV1-Aktivierung. Zwei Minuten vor der
zweiten Stimulation wurde AMG 9810 (1 pM, grau) oder Kontrollldsung (schwarz) fir zehn Minuten
zugegeben. (B) Reprasentative Calcium-Imaging-Messung mit zwei 5,6-EET-Stimulationen (250 nM,
10 sek). Vier Minuten vor der zweiten Stimulation wurde 1 pM AMG 9810 zugegeben, hatte jedoch
keine inhibierende Wirkung auf die 5,6-EET-Antwort. (C) Amplituden der Calcium-Signale auf
Capsaicin (schwarz) und 5,6-EET + 1 uM AMG 9810. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von acht
Capasicin) bzw. sieben (5,6-EET) Messungen mit je 50 — 70 Zellen. ** = ungepaarter t-Test, p <

0.01.
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3.2.4.6 Rolle von TRPAL1 bei 5,6-EET-vermitteltem Calcium-Einstrom

Bei der Suche des TRP-Kanals, der durch 5,6-EET aktiviert wird, wurde als Nachstes der
TRPAL untersucht, da er, ebenso wie der TRPV1, in sensorischen Neuronen des
peripheren Nervensystems exprimiert ist, und durch eine Vielzahl unterschiedlicher
Substanzen aktivierbar ist **. Zu den endogenen TRPA1-Agonisten gehoéren zudem
oxidierte Lipide, wie 4-Hydroxynonenal und die Cyclopentone PGA,, PGJ, und 15-
desoxy-A"***-PGJ, **". Da auch 5,6-EET als oxidiertes Lipid ein potentieller endogener
TRPA1-Agonist sein kénnte, wurden zunédchst Calcium-Imaging-Experimente mit einem
selektiven TRPAZ1-Antagonisten (HC-030031, ICso 6,2 pM **Y) durchgefiihrt, um zu
klaren, ob 5,6-EET TRPAL aktivieren kann. Zu diesem Zweck wurden DRG-Neurone
zweimal mit 5,6-EET stimuliert. Zwei Minuten vor der zweiten 5,6-EET-Stimulation wurde
der TRPA1-Antagonist appliziert (20 uM) und fur insgesamt funf Minuten eingewaschen.
Als Positivkontrolle fir DRG-Neurone diente eine kurze KCI-Stimulation (40 mM) am
Ende des Experiments. Es zeigte sich, dass bei Applikation des TRPALl-Antagonisten
keine weitere Reaktion auf 5,6-EET mehr zu beobachten war. Bei Applikation der
Vehikel-Kontrolle reagierten die Zellen allerdings auf den 5,6-EET Stimulus und zeigten

keine Unterschiede zur vorangegangen Kontrollstimulation (Abb. 3.2.11).
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Abb. 3.2.11: Der TRPAl-Antagonist HC-030031 blockiert den 5,6-EET-vermittelten Ca®-
Einstrom. (A) Reprasentative Calcium-lmaging-Messung mit zwei 5,6-EET-Stimulationen (250 nM,
10 sek). Zwei Minuten vor der zweiten Stimulation wurde HC-030031 (20 puM) zugegeben und
verhinderte den 5,6-EET-vermittelten Ca**-Einstrom (B) Amplituden der Calcium-Signale auf 5,6-
EET und KCI bei Applikation von Vehikel (schwarz) oder HC-030031 (grau). Gezeigt sind die
Mittelwerte £+ SEM von je elf Messungen mit je 30 — 50 Zellen. ** = ungepaarter t-Test, p < 0.01.
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Da der 5,6-EET-abhéngige Calcium-Einstrom durch den selektiven TRPA1-Antagonisten
HC-030031 verhindert wurde, sollte eindeutig geklart werden, ob 5,6-EET den TRPAL1-
Kanal aktiviert. Dafur wurden DRGs von TRPA1-defizienten Mausen préapariert und in
Calcium-Imaging-Experimenten mit dem selektiven TRPA1-Agonisten AITC (Allyl-
isothiocyanat), mit 5,6-EET, sowie mit Capsacin und KCI stimuliert. Die Antwort der
Wildtyp- und TRPALl-defizienten DRG-Neurone auf die jeweiligen Stimuli wurde
anschlieBen verglichen. Dabei stellte sich heraus, dass die Antwort auf 5,6-EET in den
TRPA1-defizienten DRG-Neuronen ausblieb (Abb. 3.2.12).
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Abb. 3.2.12: TRPAl-defiziente DRG-Neurone reagieren nicht auf 5,6-EET. (A) Reprasentative
Calcium-Imaging-Messung von Wildtyp- (grau) und TRPA1-defizienten DRG-Neuronen (schwarz).
Die Zellen wurden stimuliert mit AITC (100 uM, 30 sek), 5,6-EET (250 nM, 30 sek), Capsaicin (250
nM, 30 sek) und KCI (40 mM, 30 sek). (B) Amplituden der Calcium-Signale auf 5,6-EET in Wildtyp-
(und TRPAL1-defizienten DRG-Neuronen. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von 14 (Wildtyp) bzw.
zehn (TRPAl”') unabhéangigen Messungen mit je 20 — 40 Zellen. ** = ungepaarter t-Test, p < 0.01.

Bei Auswertung der 5,6-EET-responsiven Zellen in Wildtyp- und TRPA1-defizienten
DRG-Kulturen zeigte sich, dass auch TRPA1-defiziente Neurone auf AITC reagieren.
Allerdings ist der Prozentsatz der AITC-responsiven Zellen in TRPAl1-defizienten DRG-
Neuronen signifikant geringer, als in Wildtyp-DRG-Neuronen. Wie bereits publiziert,
reagieren auch in TRPAl-defizienten DRGs einige Neuronen auf AITC. Allerdings ist die
Zahl der AITC-responsiven Zellen in TRPA1-defizienten DRGs signifikant geringer, als in
Wildtyp-DRGs °.

Analog dazu zeigte sich, dass nur ein geringer Prozentsatz der TRPA-defizienten DRG-

Neurone auf 5,6-EET antwortet (2 von 642 untersuchten Zellen - 0,3%).
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In den Wildtyp-DRG-Neuronen hingegen, reagierte ein erheblich hdherer Prozentsatz auf
5,6-EET reagierte (51 von 619 untersuchten Zellen - 8,2%). Beim Vergleich der
prozentualen Antworten von TRPAl-defizienten— und Wildtyp-DRG-Neurone auf
Capsaicin und KCI konnten keine Unterschiede festgestellt werden (Abb. 3.2.13).
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Abb. 3.2.13: Prozentuale Verteilung der Antworten von TRPA1-defizienten- und Wildtyp-DRGs.
(A) Prozentuale Verteilung der antwortenden Zellen auf einen oder mehrere Stimuli in Wildtyp-DRGs
Gesamtzellzahl: 619 (Caps = Capsaicin). (B) Prozentuale Verteilung der antwortenden Zellen auf
einen oder mehrere Stimuli in TRPAl-defizienten-DRGs. Gesamtzellzahl: 642. (C) Prozentuale
Verteilung der Gesamtzahl antwortender Zellen auf einen spezifischen Stimulus. Gezeigt sind die

Mittelwerte £+ SEM von 14 (Wildtyp) bzw. zehn (TRPAl"') unabhéngigen Messungen. ** =
ungepaarter t-Test, p < 0.01.

Zusammengefasst zeigen die Daten, das 5,6-EET den lonenkanal TRPAL aktivieren

kann, und dass die Mehrzahl der 5,6-EET responsiven Neurone ebenfalls TRPV1-
positiv ist.
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3.2.4.7. Anderung der intazellularen Calcium-Konzentrationen in TRPA1-
transfizierten Zellen nach Stimulation mit 5,6-EET

Zur zusatzlichen Bestatigung der direkten Aktivierung von TRPA1 durch 5,6-EET,
wurden HelLa-, N1E-115- und HEK-293-Zellen mit Plasmiden transient transfiziert, die
eine Uberexpression von TRPAL1 erlauben. Dabei wurde fiir die Transfektion der HelLa-
Zellen der murine TRPA1 ((mm)TRPAL) verwendet und fir die Transfektion der N1E-
und HEK-Zellen der humane TRPA1 (h)TRPAL. Der murine TRPA1 war mit einem GFP-
Tag versehen, was eine zusatzliche fluoreszenzmikroskopische Expressionskontrolle
erlaubte. Der humane TRPAL besald keinen GFP-Tag und wurde daher mit pIRES-GFP
kotransfiziert. Die Transfektionsrate wurde mittels Calcium-Imaging und Zahlen der GFP
bzw. YFP-positiven Zellen bestimmt, und lag zwischen 25 und 60%. Etwa 16 — 24
Stunden nach Transfektion wurden die Zellen in Calcium-Imaging Experimenten auf die
Funktionalitat des Uberexprimierten TRPA1 getestet. Dafir wurden die Zellen mit 5,6-
EET und AITC als Positivkontrolle stimuliert. In allen drei transient transfizierten Zelllinien
konnte eine Antwort auf 5,6-EET (250 — 500 nM, 30 sek) beobachtet werden. Ebenso
reagierten die 5,6-EET responsiven Zellen auf die Positivkontrolle AITC (100 uM, 30 sek,
Abb. 3.2.14).
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Abb. 3.2.14: Stimulation TRPA1-transfizierter Zellen mit 5,6-EET und AITC. (A) Reprasentative
Calcium-Imaging-Messung von TRPA1-transfizierten HEK-293-Zellen. Die Zellen wurde stimuliert mit
5,6-EET (500 nM, 30 sek) und AITC (100 uM, 30 sek), (B-D) Amplituden der Calcium-Antworten auf
5,6-EET und AITC auf den murinen (mm)- oder den humanen (h)-TRPALfur HeLa-Zellen (B, 6-10
Messungen), N1E-115-Zellen (C, 7 — 12 Messungen) und HEK-Zellen (D, 7 — 10 Messungen). Die
Amplituden der Calcium-Antworten wurden gruppiert in kontroll-transfizierte Zellen (Leervektor
pIRES, schwarz), transfizierte und nicht-responsive Zellen (dunkelgrau) und transfizierte und
antwortende Zellen (hellgrau). Gezeigt sind die Mittelwerte = SEM der jeweiligen Anzahl
unabhangiger Messungen mit je 20 — 80 Zellen. * = ungepaarter t-Test, p < 0.05, ** = ungepaarter t-

Test, p < 0.01.

Da die TRP-transfizierten Zellen auch auf 5,6-EET antworten, wurde nun eine
Konzentrations-Wirkungs-Kurve fur 5,6-EET bestimmt. Fur die Messungen der Dosis-
Wirkungs-Kurve wurden HEK-293 verwendet, die, wie oben beschrieben transient mit
dem humanen TRPAL transfiziert wurden. Die verwendeten 5,6-EET-Konzentrationen
waren im Bereich von 50 nM bis 5 uM. Als Positivkontrolle diente AITC. Am Ende jeder
Messung wurde die Anzahl der 5,6-EET-responsiven Zellen ermittelt und mit der Anzahl

TRPA1-positiver (AITC-responsiver) Zellen verglichen.
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Es zeigte sich, dass 5,6-EET in transfizierten Zellen TRPA1l konzentrationsabhangig
aktiviert. Der ermittelte ECso-Wert von 5,6-EET lag bei 193 nM (Abb. 3.2.15). Dieser Wert
liegt unter deutlich unter den ECso-Werten der bisher identifizierten endogenen TRPA1-
Agonisten (4-Hydroxynonenal: 10 — 20 uM, PGA,: 24 pM *%), ist aber auch niedriger, als

ECso-Werte exogener TRPA1-Agonisten (AITC: 3 — 34 uM, Zimtaldehyd: 13 — 125 uM
32
).

5,6-EET scheint TRPA1 nicht direkt zu aktivieren. Dies kann daraus geschlossen
werden, dass nicht alle TRPA1-positiven Zellen durch 5,6-EET aktiviert werden. Somit ist
5,6-EET kein direkter TRPA1-Agonist, sondern ein aktivatorischer TRPA1-Modulator.
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Abb. 3.2.15: Konzentrations-Wirkungs-Kurve der 5,6-EET-vermittelten TRPA1-Aktivierung in
transient transfizierten HEK-Zellen. Die Zellen wurden mit 5,6-EET in Konzentrationen von 50 nM
bis 5 uM oder Vehikel (3,2 % Acetonitril (v/v)) fir je 30 Sekunden stimuliert und die Zahl der
responsiven Zellen ermittelt. Als Positivkontrolle diente der selektive TRPA1-Agonist AITC (100 uM,
30 sek). Jeder Datenpunkt entspricht dem Mittelwert £+ SEM aus flnf bis sechs Messungen mit je 20-
80 Zellen.
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3.2.4.8 Untersuchung der molekularen Aktivierung von TRPA1 durch 5,6-
EET unter Verwendung von TRPA1-Aktivierungsmutanten

Im Folgenden sollte die molekulare Aktivierung des TRPA1l durch 5,6-EET néher
untersucht werden. Bislang ist Uber die molekulare Aktivierung des TRPA1 lediglich
bekannt, dass sie durch kovalente Modifikation von elektrophilen Substanzen an n-

%  Diese sind der in N-terminalen,

terminale Cystein-Reste des Kanals geschieht
cytosolischen Domane des Kanals lokalisiert. Daher sollte nun geklart werden, ob 5,6-
EET oder ein zwischengeschalteter zellularer Faktor auch in der Lage ist, durch
Wechselwirkungen mit den entsprechenden Cystein-Resten den TRPAL zu aktivieren,
oder ob dafiir ein anderer molekularer Mechanismus in Frage kommt. Prinzipiell ist 5,6-
EET chemisch in der Lage Michael-Addukte zu bilden, da die beiden Kohlenstoffe 5° und
6° an der Epoxidgruppe positive Partialladungen tragen und somit elektrophile
Eigenschaften aufweisen. Zur Klarung dieser Frage wurden HEK-293 Zellen transient mit
dem humanen (h-) TRPAL und einer Aktivierungsmutante transfiziert. Bei dieser Mutante
(3CK) sind drei der regulatorischen Cysteine durch Serin-Reste ausgetauscht und das

Lysin-710 durch ein Arginin ** (vgl. Abschnitt 2.1.5).

Nach Transfektion wurden die Zellen mit 5,6-EET (500 nM, 30 sec) und als
Positivkontrolle mit Carvacrol (250 puM, 30 sec), einem cystein-unabhéangigen TRPA1-
Aktivator, stimuliert. Wie erwartet konnte beobachtet werden, dass Carvacrol beide
TRPA1l-Varianten aktivieren kann. 5,6-EET hingegen kann nur den nicht mutierten
TRPAL aktivieren. Die 3CK-Mutante kann durch 5,6-EET nicht aktiviert werden (Abb.
3.2.17).
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Abb.3.2.16: Die TRPA1-Aktivierungsmutante 3CK kann nicht durch 5,6-EET aktiviert werden.

(A) Reprasentative Calcium-Imaging-Messungen von (h)TRPAL-

(A) und (h)TRPA1-3CK-

transfizierten HEK-Zellen (B) nach Stimulation mit 5,6-EET (500 nM, 30sec) und Cavacrol (250 uM,
30 sec). (C) und (D): Amplituden der Calcium-Antwort von (h)TRPAL (C) oder (h)TRPA1-3CK auf
5,6-EET und Carvacrol. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM aus 12-13 (h)TRPAL1 bzw. 15 (h)TRPAL-
3CK unabhéangigen Messungen mit je 50 — 100 Zellen. ** = ungepaarter t-Test, p < 0.01.

Die Resultate weisen darauf hin, dass die Cysteine C612, C641 und C665 oder das
Lysin-710 fur die 5,6-EET-vermittelte Aktivierung des TRPAL essentiell sind, da diese

Aminosauren in beiden Mutanten ersetzt wurden, und diese Mutanten nicht mehr durch

5,6-EET aktivierbar sind.

Seite 81



3.2.5 Sensibilisierung der Capsaicin-vermittelten TRPV1-Aktivierung durch
5,6-EET

Nachdem im Rahmen dieser Arbeit gezeigt wurde, dass 5,6-EET ein endogener TRPA1-
Modulator ist, sollte untersucht werden, ob 5,6-EET in der Lage ist, die capsaicin-
vermittelte TRPV1-Aktivierung verstarken kann. Dies wurde angenommen, da die 5,6-
EET-responsiven Zellen auch TRPV1-positiv sind, und in der Literatur bereits
Interaktionen der beiden lonenkanéle beschrieben wurden **24°,

Zur Untersuchung der TRPV1-Sensibilisierung wurden DRG-Neurone aus Wildtyp-
Mausen im Abstand von 15 Minuten zweimal kurz mit Capsaicin stimuliert (200 nM, 10
sek). Vor der zweiten Stimulation wurden die Zellen mit 50 nM 5,6-EET oder Vehikel fur
zwei Minuten inkubiert. Danach wurden die Amplituden der jeweiligen Capsaicin-

Antworten miteinander verglichen (Abb. 3.2.18).
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Abb.3.2.17: Sensibilisierung der Capsaicin-vermittelten TRPV1-Aktivierung durch 5,6-EET. (A
und B) Reprasentative Calcium-Imaging-Messung nach Stimulation mit Vehikel (A) oder 5,6-EET (50
nM, 2 min. B). Als Positivkontrolle fir Neurone diente eine abschlieRende Stimulation mit KCI (40
mM, 10 sek). (C) Amplitude der zweiten Capsaicin-Antwort normalisiert auf die Kontrollstimulation.
Gezeigt sind die Mittelwerte £+ SEM von 47 Zellen. * = ungepaarter t-Test, p < 0.05.
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Es zeigte sich, dass die Amplituden der zweiten Capsaicin-Antwort bei Applikation von
5,6-EET signifikant grof3er waren, als bei der Vehikel-Kontrolle. Zusammengefasst
zeigen die Ergebnisse, dass 5,6-EET die capsaicin-vermittelte TRPV1-Aktivierung
sensibilisieren kann, und somit neben der direkten TRPAL-Aktivierung auch einen

indirekten pronozizeptiven Effekt aufweist.

3.2.6 Messung der CGRP-Freisetzung aus Ischiasnerven nach 5,6-EET-

Stimulation

Aktivierung und Sensibilisierung von TRP-Kandalen fuhrt zu vermehrter Freisetzung
pronozizeptiver und vasodilativer Neuropeptide, wie Substanz P und CGRP **°. CGRP-
Freisetzung und Aktivierung eines G-Protein-gekoppelten Rezeptors I6st eine
Aktivierung von Proteinkinasen aus, die zu Neuroinflammation fiihrt *4*°.

Da 5,6-EET die capsaicin-vermittelte TRPV1-Antwort verstarken und den TRPAL direkt
aktivieren kann, stellte sich daher die Frage, ob diese TRPV1-Sensibilisierung eine
erhohte CGRP-Freisetzung zur Folge hat. Zur Klarung dieser Frage wurden
Ischiasnerven aus Wildtyp-Mausen isoliert und mit Hitze (47°C), niedrigem pH (5,2) und
AITC (100 pM) fur je funf Minuten stimuliert. Die Stimulation der Nerven erfolgte mit und
ohne 5,6-EET (5 pM), und die Konzentrationen an freigesetztem CGRP wurden mittels
enzyme immuno-assay (EIA) ermittelt. Dabei konnte beobachtet werden, dass bei allen
drei Stimulationen die CGRP-Freisetzung stark anstieg. Bei Nerven, die zusatzlich mit
5,6-EET behandelt wurden, konnte in allen drei Experimenten zusatzlich eine signifikant
hohere CGRP-Freisetzung gemessen werden, als bei der Vehikel-Kontrolle (Abb.

3.2.19).
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Abb.3.2.18: 5,6-EET-Behandlung von Ischiasnerven fuhrt zu
Stimulation mit Hitze (47°C), AITC oder niedrigem pH (5,2). CGRP-Freisetzung (absolut) nach
Stimulation der Ischiasnerven mit Hitze (47°C, A), mit AITC (Allylisothiocyanat, 100 puM, C) und mit

120 A

100 H

80 A

60 A

40 A

20

: *
B Kontrolle
O5,6-EET [
[ ]
Kontrolle %
m5,6-EET
m Kontrolle *
O05,6-EET T

erhdhter CGRP-Freisetzung bei

pH 5,2 €. Der Anstieg nach Behandlung mit 5,6-EET ist in allen drei Experimenten starker, als die
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jeweils sieben unabhéangigen Ischiasnerven. * = ungepaarter t-Test, p < 0,05.

Seite 84



3.2.7 Nozizeptives Verhalten von Wildtyp- und TRPA1l-defizienten M&usen
nach 5,6-EET-Injektion

Nachdem in vitro-Versuche zeigen, dass 5,6-EET bei Akut-Schmerz freigesetzt wird und
als endogener TRPA1-Modulator Calcium-Einstrome in nozizeptive Neurone auslost,
stellte sich die Frage, ob eine direkte periphere oder zentrale Injektion von 5,6-EET
Anderungen des nozizeptiven Verhaltens bei Mausen hinsichtlich der mechanischen und

thermischen Schmerzwahrnehmung zur Folge hat.

3.2.7.1 Akut-Schmerz-Test

Zur Messung des akuten Schmerzes nach 5,6-EET-Injektion wurde zunachst ein Akut-
Schmerz-Test durchgefihrt, bei dem, 5,6-EET in die dorsale Seite der Hinterpfote von
Wildtyp-Méausen injiziert wurde und anschlie3end die Leckzeit gemessen wurde. Dieses
Modell ist analog zum Formalin-Test. ®***'*’_ Da Formalin auch ein TRPA1-Agonist ist
% wurde angenommen, dass eine Injektion von 5,6-EET ein ahnliches akut-nozizeptives
Verhalten bei Mausen auslost. Dazu wurden 20 pl einer 5 uM 5,6-EET-L6sung (in PBS)
oder Vehikel in die dorsale Seite der Hinterpfote von Wildtyp-Mausen injiziert.
Anschlieend wurde die Leckvehalten beobachtet, und die Leckzeit in zehnminltigen
Intervallen gemessen. Es zeigte sich, dass die 5,6-EET behandelten Mause eine
signifikant langere Leckzeit in den ersten zehn Minuten nach Injektion aufwiesen, als die
vehikel-behandelten Tiere. (Abb. 3.2.20).
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Abb.3.2.19: Erhdhtes Akut-Schmerzverhalten nach Injektion von 5,6-EET intraplantar. Wildtyp-
Mausen wurden entweder 5 uM 5,6-EET (in PBS) oder das entsprechende Volumen an Acetonitril
(1,6% v/v in PBS) in die dorsale Seite der linken Hinterpfote injiziert. Die Leckzeiten wurden in
Intervallen zu je funf bis zehn Minuten Uber einen Zeitraum von 35 Minuten beobachtet und
gemessen. Es sind die Mittelwerte + SEM von jeweils acht Tieren gezeigt. * = zweiseitige ANOVA

mit Bonferroni Postkorrektur p < 0,05.

Somit zeigte sich, dass die Injektion von 5 uM 5,6-EET zu einer Verstarkung des akuten
Schmerzverhaltens fiihrt. Diese erste Phase akut-nozizeptiven Verhaltens ist auch
typisch bei Formalin-Injektion. Allerdings tritt bei Formalin-Injektion meist eine zweite
Phase akut-nozizeptiven Verhaltens ein, die etwa 30-45 Minuten nach Formalin-Injektion
beobachtet werden kann **°. Dieses biphasische nozizeptive Verhalten konnte bei 5,6-
EET-Injektion allerdings nicht beobachtet werden. Es zeigte sich lediglich eine deutlich
erhohte Leckzeit in den ersten zehn Minuten nach Injektion. Dieser transiente Effekt von
5,6-EET war erwartet, da auch die in vitro-Effekte von 5,6-EET transient und kurzzeitig

waren.

3.2.7.2 Ermittlung der mechanischen Schmerzschwelle nach Injektion von
5,6-EET

Nachdem ein erhohtes Akut-Schmerzverhalten bei Wildtyp-Mausen nach 5,6-EET-
Injektion zu beobachten war, sollten die mechanischen und thermischen Schwellenwerte

von Wildyp-Tieren nach intraplantarer Injektion von 5,6-EET ermittelt werden. Da TRPAL
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in peripharen Nervenendigungen bei der mechanischen Schmerzwahrnehmung eine

89.135136,141,148.149  \vurde daher zunachst der mechanische

Rolle zu spielen scheint
Schwellenwert nach Injektion von 5,6-EET oder Vehikel ermittelt. Daftr wurden Wildtyp-
Mausen 5 pM 5,6-EET in die plantare Seite der linken Hinterpfote injiziert. Der
mechanische Schwellenwert wurde unter Verwendung des Plantar Aesthesiometer tber
einen Zeitraum von 0 bis sechs Stunden nach Injektion ermittelt. Es konnte beobachtet
werden, dass die 5,6-EET-behandelten Tiere eine Stunde nach Injektion eine deutlich
geringere mechanische Schmerzschwelle aufwiesen, als die Vehikel-Kontrollen (Abb.

3.2.21).
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Abb. 3.2.20: Ermittlung des mechanischen Schwellenwertes nach intraplantarer 5,6-EET-
Injektion. 20 ul einer 5 uM 5,6-EET-L6sung wurden in die linke Hinterpfote injiziert. Ermittlung des
mechanischen Schwellenwertes erfolgte Uber einen Zeitraum von sechs Stunden. (A) absolute und
(B) prozentuale Verteilung der Latenzzeiten nach Injektion. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von
jeweils acht bis neun Tieren pro Gruppe. ** = zweiseitiger ANOVA-Test mit Bonferroni-Postkorrektur,
p <0,01.

Da 5,6-EET bei nozizeptiver Aktivitat aus DRGs freigesetzt wird (vgl. 3.2.3) stellt sich
die Frage, ob freigesetztes 5,6-EET auch direkt an zentralen Termini wirkt und zu
TRPA1-Aktivierung fuhrt. Zu diesem Zweck wurde 5,6-EET intrathekal, also direkt in
den Ruckenmarkskanal von Wildtyp-Mausen injiziert. Nach Injektion wurden die Tiere in
kleinen Gruppen (je n=2) anhand ihrer mechanischen Schwellen untersucht. Um den
Zeitverlauf der Anderungen mechanischer Schwellenwerte moglichst genau
beobachten zu kénnen, wurden kurze Zeitintervalle gewahlt (in der ersten Stunde nach

Injektion jeweils 15 Minuten, in der zweiten Stunde nach Injektion jeweils 30 Minuten).

Seite 87



Auch bei diesem Versuch konnte eine Absenkung der mechanischen Schmerzschwelle
bei 5,6-EET-benhandelten Tieren beobachtet werden, die bereits 30 Minuten nach
Injektion eintrat. Der Effekt hielt etwa eine Stunde an (Abb. 3.2.22).
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Abb. 3.2.21: Ermittlung des mechanischen Schwellenwertes nach intrathekaler 5,6-EET-
Injektion. 10 uM 5,6-EET oder das entsprechende Volumen an DMSO (in Saline) wurden intrathekal
injiziert. Ermittlung des mechanischen Schwellenwertes erfolgte Uber einen Zeitraum von sechs
Stunden. (A) absolute und (B) prozentuale Verteilung der Latenzzeiten nach Injektion. Gezeigt sind
die Mittelwerte £+ SEM von jeweils sechs Tieren pro Gruppe. * = zweiseitiger ANOVA-Test mit
Bonferroni-Postkorrektur, p < 0,05, *** p <0,001.

Diese Wirkung von 5,6-EET auf die mechanische Schmerzschwelle war zu erwarten, da
TRPA1 durch mechanische Reize aktiviert wird und eine Stimulierung durch 5,6-EET zu
einer Verstarkung der TRPAl-vermittelten mechanischen Schmerzwahrnehmung fuhrt.
Der Unterschied im Einsetzen des 5,6-EET-vermittelten Effekts nach intraplantarer und
intrathekaler Injektion lasst sich dadurch begrinden, dass sich bei intrathekaler Gabe
die Substanz in unmittelbarer Nahe zu den DRGs befindet, und somit ein schnellerer
Effekt erwartet wird, als in der Peripherie, wo 5,6-EET zunéachst durch die
Hautschichten der Pfote dringen, und zu den peripheren Nervenendigungen gelangen

Muss.
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3.2.7.3 Nozizeptives Verhalten TRPA1-defizienter Mause

Nachdem eine Absenkung der mechanischen Schmerzschwelle nach 5,6-EET-Injektion
beobachtet wurde, sollte geklart werden, ob dieser Effekt tatsdchlich durch TRPAL1-
Aktivierung erklart werden kann. Daher wurden nun Wildtyp- und TRPA1-defiziente
Mause hinsichtlich ihrer mechanischen Schmerzschwelle nach 5,6-EET-Injektion
untersucht und verglichen. Dafir wurden 5 pM 5,6-EET in linken Hinterpfoten von
Wildtyp- oder TRPA1l-defizienten Mausen injiziert. Das nozizeptive Verhalten wurde
mittels Plantar Aesthesiometer Uber einen Zeitraum von vier Stunden ermittelt.

Die signifikante Absenkung der mechanischen Schmerzschwelle der Wildtyp-Mause
konnte bestatigt werden. Zu den Zeitpunkten 1h und 2h nach Injektion wiesen die
Wildtyp-Tiere niedrigere Latenzzeiten auf, als zu Beginn der Messungen. Nach vier
Stunden war der Effekt riicklaufig. Bei den TRPA1-defizienten Mausen hingegen, konnte
keine Beeintrdchtigung der mechanischen Schmerzschwelle durch 5,6-EET-Injektion
beobachtet werden (Abb. 3.2.24).
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Abb. 3.2.22: Ermittlung des mechanischen Schwellenwertes nach intraplantarer 5,6-EET-
Injektion von Wildtyp- und TRPAl-defizienten Mausen. Es wurden 5 pM 5,6-EET in die linke
Hinterpfote intraplantar injiziert, und die mechanische Schmerzschwelle wurde Uber einen Zeitraum
von vier Stunden ermittelt. (A) absolute und (B) prozentuale Verteilung der Latenzzeiten nach
Injektion. Gezeigt sind die Mittelwerte + SEM von jeweils acht Tieren pro Gruppe. * = zweiseitiger
ANOVA-Test mit Bonferroni-Postkorrektur, p < 0,05, ** p < 0,01, ** p < 0,001. Die Experimente

wurden von Dr. Christian Brenneis am Children’s Hospital, Boston durchgefiihrt.
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Zusammengefasst zeigen die Resultate der Verhaltensversuche, dass 5,6-EET durch
TRPA1-Aktivierung eine Absenkung der mechanischen Schmerzschwelle verursacht,
was in TRPA1-defizienten Mausen nicht beobachtet werden kann. Bei der Absenkung
der mechanischen Schmerzschwelle handelt es sich um einen transienten Effekt, der
nach zentraler Gabe von 5,6-EET bereits nach 90 Minuten, und nach peripherer Gabe
nach maximal zwei Stunden ricklaufig war. Somit konnten die in vitro-Ergebnisse
bestatigt werden, in denen 5,6-EET als selektiver, aktivatorischer und endogener
TRPA1-Modulator identifiziert wurde. Darlber hinaus zeigte sich, dass eine 5,6-EET-
vermittelte TRPA1-Aktivierung in vivo zur Absenkung der mechanischen
Schmerzschwelle fuhrt.
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4. Diskussion

Im Rahmen dieser Arbeit wurde die Rolle der Epoxyeicosatriensauren auf die
Verarbeitung nozizeptiver Information untersucht. Im ersten Teil der Arbeit lag der Fokus
auf der I6slichen Epoxidhydrolase (sEH) und der drei von ihr metabolisierten EETs, 8,9-,
11,12- und 14,15-EET. Dabei wurde beobachtet, dass sEH-defiziente M&ause eine
verlangerte mechanische Hyperalgesie in der spaten Entziindungsphase (48 — 96
Stunden nach intraplantarer Zymosan-Injektion) aufwiesen. Lipidmessungen aus
Gewebeproben mittels LC-MS/MS ergaben, dass zum Zeitpunkt des starksten
Schmerzempfindens vorwiegend 8,9-EET in den DRGs sEH-defizienter Mause
akkumuliert. Der pronozizeptive Effekt von 8,9-EET konnte in Calcium-Imaging-
Versuchen mit primar afferenten Neuronen und in CGRP-Freisetzungsversuchen mit
isolierten Ischiasnerven bestétigt werden. Schliel3lich wurde in Verhaltensversuchen von
Wildtyp-M&ausen nach intraplantarer Injektion von 8,9-EET eine verringerte mechanische
Schmerzschwelle festgestellt.

Die Resultate dieses Teils weisen darauf hin, dass die sEH mdglicherweise eine wichtige
Rolle bei der Aufldésung von Schmerzen im Entztiindungsverlauf spielt, indem sie das
pronozizeptive 8,9-EET zu seinem bioinaktiven Metaboliten 8,9-DHET hydrolysiert. Es
stellt sich daher die zentrale Frage, ob die SEH somit ein potentielles Zielprotein bei
pathophysiologischem Nozizeptorschmerz darstellt. Diese Frage wird in Abschnitt 4.1
erortert.

Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Rolle von 5,6-EET bei der Schmerzverarbeitung
gesondert untersucht, da dieses Lipid nicht Giber sEH abgebaut wird, und da es bereits
als Agonist fur den TRPV4-Kanal beschrieben wurde, welcher bei der Verarbeitung

6061110 Es wurde

nozizeptiver Information eine wichtige Rolle zu spielen scheint
beobachtet, dass die Konzentrationen an 5,6-EET in DRGs bei Akutschmerz signifikant
ansteigen. Mithilfe von In-vitro-Freisetzungsversuchen konnte gezeigt werden, dass 5,6-
EET aus DRGs freigesetzt wird. Dariiber hinaus konnte in Calcium-Imaging-Versuchen
mit DRG-Neuronen und transfizierten Zelllinien geklart werden, dass 5,6-EET ein
TRPA1-Aktivator ist. Periphere Injektion von 5,6-EET flihrte zu einer Absenkung der
mechanischen Schmerzschwelle in Wildtyp- aber nicht in TRPAl-defizienten Mausen.
Die Resultate dieses Teils weisen 5,6-EET als endogenen pronozizeptiven Lipidmediator
aus, der bei Akut-Schmerz in DRGs freigesetzt wird und Uber TRPAL-Aktivierung zu

mechanischer Hyperalgesie fiihren kann. Aus diesem Teil der Arbeit ergeben sich zwei
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zentrale Fragen. Erstens, ob ein Eingriff in die Synthese, den Transport oder die
Metabolisierung von 5,6-EET zu einer Reduzierung der pronoziezptiven Effekte fuhren
kann, und zweitens inwiefern TRPAL1 im Speziellen und TRP-Kanéle im Allgemeinen
vielversprechende Zielproteine fur die Entwicklung von Analgetika darstellen. Diese
beiden Fragen werden in den Abschnitten 4.2 bzw. 4.3 erortert.

4.1 Die l6sliche Epoxidhydrolase (sEH) als Zielprotein bei pathophysio-
logischem Nozizeptorschmerz

Im Rahmen dieser Arbeit wurde gezeigt, dass sEH-Defizienz und die daraus
resultierende Erhohung der 8,9-EET-Konzentration zu verlangerter mechanischer
Hyperalgesie bei Entzindungen fuhrt. Die in der Literatur erwahnten antinozizeptiven
Effekte von selektiven Hemmstoffen der sEH °*°**2, konnten somit in dieser Arbeit nicht
bestatigt werden. Die Diskrepanz zwischen den Resultaten dieser Arbeit und den bereits
publizierten Daten lasst sich vermutlich dadurch erklaren, dass bei vorherigen Arbeiten
sEH-Hemmstoffe eingesetzt wurden, wéhrend in dieser Arbeit ein genetisches ,Knock-

192 sEH-Hemmstoffe der ersten Generation wiesen zu

out“-Modell verwendet wurde
viele ,off target“-Effekte aus und mussten modifiziert werden, um eine mdglichst hohe
Spezifitat zu gewahrleisten *'**. Aufgrund der fehlenden Spezifitit und Selektivitat
werden daher sEH-Hemmstoffe der ersten Generation, wie etwa AUDA (12-(3-

Adamantan-1-yl-ureido)dodecansaure *°

) in neueren Studien nicht mehr verwendet. So
wurde festgestellt, dass der sEH-Hemmstoff AUDA auch den PPARa-Rezeptor aktiviert,
was zu einer verringerten COX-2-Expression fithrt ****’. Aus diesem Grund kénnten
Resultate, die unter Verwendung von sEH-Hemmstoffen der ersten Generation publiziert
wurden, auch auf ,off target“-Effekten der sEH-Hemmestoffe beruhen.

Der antinozizeptive und anti-inflammatorische Effekt der sEH-Hemmung wird in der
Literatur stets auf die Akkumulation von 11,12-EET zurtickgefuhrt, welches die

158 In dieser Arbeit konnten in einer

Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-xB hemmt
spaten Phase der Entzindung allerdings keine Unterschiede in den 11,12-EET-
Konzentrationen zwischen Wildtyp- und sEH-defizienten DRGs beobachtet werden.
Stattdessen waren die Konzentrationen an 8,9- und 14,15-EET sowohl im Plasma als
auch in den DRGs der sEH-defizienten Mause zu diesem Zeitpunkt (48 h nach
Zymosan-Injektion) erhoht. 8,9-EET-Behandlung flhrte in vitro zu Sensibilisierung und

Aktivierung von Nozizeptoren. Daher kdnnten die pronozizeptiven Effekte, welche in
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dieser Arbeit in sSEH-defizienten Tieren beobachtet wurden, auf 8,9-EET-Akkumulation
zurlickzufuihren sein.

Eine weitere Erklarung fur die Unterschiede zwischen pharmakologischer Hemmung und
den beobachteten Effekten der sEH-Knockout-Mause, kénnten in den biochemischen
Eigenschaften der sEH liegen. Die sEH besitzt neben ihrer Hydrolase-Doméane noch eine
N-terminale Lipid-Phosphatase-Domane **°, deren Funktion bislang nicht geklart werden
konnte. In dem in dieser Arbeit verwendeten genetischen ,Knock-Out‘-Modell, wurde das
komplette Protein, also sowohl die Phosphatase-, als auch Hydrolase-Domane entfernt
192 \waghrend die bekannten sEH-Hemmstoffe lediglich die Hydrolase-Aktivitast hemmen
19 Denkbar ware, dass durch pharmakologische sEH-Hemmung ein anderes EET-
Muster entsteht, da die Phosphatase-Doméane noch aktiv ist. Die selektive Aktivierung
der Phosphatase-Doméane konnte die Stabilitdit von EETs modulieren, oder andere,
phosphorylierte Lipide hydrolysieren und somit die intrazellularen Lipidkonzentrationen
verschieben. Daher wirde sich durch sEH-Hemmung eine andere intrazelluléare
Lipidzusammensetzung ergeben, als beim kompletten Fehlen des Proteins im
genetischen ,Knock-Out“-Modell. Tatséchlich gibt es bereits Hinweise auf physiologische
Unterschiede zwischen genetischer sEH-Defizienz und pharmakologischer sEH-
Hemmung aus der Literatur. So wurde beschrieben, dass zur Ausbildung
pathophysiologischer Hypoxie-induzierter pulmonaler Hypertonie die Phosphatase-
Domane der sEH bendtigt wird, da diese Erkrankung nur bei sEH-Defizienz auftritt und
nicht durch sEH-Hemmstoffe induziert werden kann **°.

Es ware interessant, die Phosphatase-Domane mithilfe selektiver Hemmstoffe zu
untersuchen, um ihre Rolle beim pathophysiologischen Nozizeptorschmerz bzw. beim
Abbau oder der Modulation intrazellularer EETs zu klaren. Leider sind bislang keine
selektiven sEH-Phosphatase-Hemmstoffe erhaltlich. Aufgrund der physiologischen
Notwendigkeit der Phosphatase-Domaéne ist es wahrscheinlich, dass sEH-Hemmstoffe
das Gleichgewicht zwischen Phosphatase- und Hydrolase-Aktivitat beeintrachtigen, und
unerwinschte Effekte hervorrufen kdnnen.

Schlie3lich wurde von zwei neu entdeckten Isoformen der SEH berichtet, deren
Funktionen bislang noch weitgehend ungeklart sind *®*. Zumindest eine der beiden, die
Hepoxylin-Hydrolase, konnte als EET-abbauendes Enzym identifiziert werden 2.
Moglich ist, dass im Laufe der Entzindung die Expression einer weiteren
Epoxidhydrolase induziert wird, die selektiv 11,12-EET, nicht aber die anderen EETs
abbaut. Da sEH-Hemmstoffe bislang nur die bereits bekannte losliche Epoxidhydrolase

(EPHX2) hemmen, ware es denkbar, dass andere Epoxidhydrolasen die Hemmung
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kompensieren kdnnen. Es sollte daher genauer geklart werden, welche Rolle die neu
identifizierten Epoxidhydrolasen bei der Umsetzung von EETs in DHETs insbesondere
im Entzindungsverlauf spielen. Dabei misste untersucht werden, ob die neu
identifizierten Epoxidhydrolasen eine essentielle physiologische Rolle besitzen, die eine
Hemmung ausschliel3t, in welchen Geweben sie exprimiert sind, und ob es sinnvoll und
mdglich ist, Hemmstoffe gegen mehrere oder alle Epoxidhydrolase-lsoformen zu
entwickeln.

Zusammengefasst zeigen die Resultate dieser Arbeit, dass die sEH ein wichtiges Protein
beim pathophysiologischen Nozizeptorschmerz darstellt, welches 8,9-EET zu seinem
bioinaktiven Metaboliten 8,9-DHET umsetzt. Insbesondere die Phosphatase-Domane
sollte Gegenstand kiinftiger Forschung sein, um herauszufinden, ob Anderungen der
EET-Konstellation in der Zelle durch verdnderte Phosphatase-Aktivitat hervorgerufen
werden. Zudem sollte das Zusammenspiel zwischen Phosphatase- und Hydrolase-
Doméne unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen untersucht
werden. Allerdings fehlen bislang selektive sEH-Phosphatase-Hemmstoffe, die fiir diese
Untersuchungen notwendig waren. Auch sollten die neu entdeckten Epoxidhydrolasen
und ihre biologische Funktion untersucht werden, um mdgliche Kompensations- oder

,off-Target“-Effekte der sEH-Hemmstoffe zu vermeiden.

4.2 5,6-EET als pronozizeptiver Lipidmediator bei Akutschmerz

5,6-EET wurde im Rahmen dieser Arbeit als pronozizeptiver Lipidmediator identifiziert,
der bei akutem Schmerz in DRGs freigesetzt wird und Uber TRPA1 mechanische
Hyperalgesie auslosen kann. Dies macht 5,6-EET zu einem wichtigen endogenen
Lipidmediator, welcher beim Ubergang von physiologischem zu pathophysiologischem
Nozizeptorschmerz beteiligt ist. Seine Eigenschaft TRPA1l zu aktivieren, TRPV1 zu
sensibilisieren und CGRP freizusetzen weist darauf hin, dass 5,6-EET bei der
Entstehung einer neurogenen Inflammation und moglicherweise einer zentralen
Sensibilisierung beteiligt sein kann. 5,6-EET scheint ein Lipidmediator zu sein, der in
DRGs freigesetzt wird und parakrin Uber eine kurze Distanz und eine kurze Zeitspanne
wirkt. Daher stellt sich die Frage, ob ein Eingriff in Synthese, Freisetzung und Abbau von

5,6-EET diese pronozizeptiven Effekte moglicherweise reduzieren kann.
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Da die Erhéhung der 5,6-EET-Konzentration in DRGs offensichtlich zu Verstarkung der
Schmerzwahrnehmung beitragt, konnte die Hemmung der 5,6-EET-Synthese bzw.
Freisetzung eine antinozizeptive Wirkung haben. In der Tat konnte im Rahmen dieser
Arbeit beobachtet werden, dass der CYP2C9-Hemmstoff Sulphaphenazol die 5,6-EET-
vermittelte mechanische Hyperalgesie leicht verringern kann. Bei Identifizierung
derjenigen CYP-Epoxygenase, welche ausschlie3lich 5,6-EET synthetisiert, kdnnten
selektive Hemmstoffe fur dieses Protein die antinozizeptiven Effekte mdglicherweise
verstarken. Allerdings ist bislang ungeklart, welche der CYP-Epoxygenasen
ausschlieBlich 5,6-EET synthetisiert, oder ob 5,6-EET von mehreren CYP-Isoformen
synthetisiert wird, da bei der EET-Synthese meist zwei oder mehr Regioisomere gebildet
werden °+°"28 Mittlerweile wurden sieben verschiedene CYP-Familien in unterschied-
lichen Geweben und Spezies identifiziert, die EETs synthetisieren konnen, CYP1A, 2B,
2C, 2D, 2E, 2J und 4A '®. Es ware daher notwendig zu untersuchen welche CYP-
Epoxygenasen vorwiegend im peripheren Nervensystem, insbesondere in DRGs,
exprimiert sind, und welche hauptsachlich 5,6-EET synthetisieren. Unspezifische,
systemische Hemmung mehrerer CYP-Isoformen ist nicht ratsam, da diese aufgrund der
weiten Verbreitung und essentiellen Funktionen der CYP-Epoxygenasen, insbesondere
in der Niere und der Leber, zu erheblichen Nebenwirkungen fithren kann %%, Daher
lasst sich momentan bei der 5,6-EET-Sythese kein vielversprechendes Zielprotein
identifizieren.

Zudem gibt es bei der EET-Synthese bzw. Aktivierung zwei modgliche Mechanismen.
Entweder sind CYP-Epoxygenasen die regulatorischen Proteine bei der EET-
Aktivierung, oder stattdessen die cytosolische Phospholipase A, (cPLA;). Die cPLA,
spaltet die Estergruppe von Eicosanoiden in der Plasmamembran und setzt so Lipide
frei, welche vorher in der Membran verestert waren. Da auch EETs an
Phosphatidylcholin (PC) verestert in der Plasmamembran vorliegen, kbnnen auch sie

1 Sollte dies bei neuronaler Aktivitat

durch cPLA,-Aktivitat freigesetzt werden
geschehen, wie etwa bei akutem Schmerz, so ist die cPLA; das regulatorische Enzym fur
die EET-Freisetzung. Fur jeden der beiden Mechanismen ergibt sich ein anderes
regulatorisches Protein; CYP-Epoxygenasen fur die ,on demand“-Synthese der EETS,
und die cPLA; fur die direkte EET-Freisetzung aus Membranlipiden. Auch in dieser
Arbeit konnte kein eindeutiger Mechanismus der EET- Freisetzung gefunden werden.
Allerdings zeigen die Resultate dieser Arbeit, dass beide Mechanismen synergistisch
stattfinden. So konnte freies 5,6-EET unter Kontrollbedingungen in DRGs gemessen

werden, was auf cPLA,-Aktivitat schlieRen lasst. Doch die 5,6-EET-Konzentrationen in
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DRGs verdoppelten sich annédhernd bei akutem Schmerz, was auf de novo-Synthese
durch CYP-Epoxygenasen schlielen lasst. Auch Zugabe von Arachidonséure in
kultivierten DRG-Neuronen fur zwei Stunden fuhrte zu stark erhdhten Konzentrationen
aller EETs, was ein Hinweis auf EET-Synthese durch CYP-Epoxygenasen ist. Diese
synergistischen Mechanismen der EET-Freisetzung bzw. -Synthese sowohl durch
cPLA,, als auch durch CYP-Epoxygenasen, wurden bislang in der Literatur nicht
erwahnt, stellen aber einen interessanten alternativen Mechanismus der EET-Aktivierung
und Freisetzung dar. Die groRe Vielfalt an EET-synthetisierenden CYP-Epoxygenase-
Isoformen erschwert bislang die Identifizierung und Hemmung eines eindeutigen 5,6-
EET synthetisierenden Proteins, bietet aber auch Raum fir kinftige vielversprechende
Forschung.

Fur die enzymatische Inaktivierung und Metabolisierung von 5,6-EET ist bereits ein
Mechanismus in der Literatur beschrieben. So soll 5,6-EET durch die Cyclooxygenase-2
(COX-2) und nicht durch die sEH metabolisiert werden **. Es stellt sich daher die Frage,
ob COX-2-Hemmung durch nichtsteroidale Antiphlogistika (NSAIDs) oder COX-2-
selektive Hemmstoffe (Coxibe) zu Akkumulation von 5,6-EET, und somit zu verstarkter
TRPA1-Aktivierung und zu verstarkter Schmerzwahrnehmung fuhren kann. Die
Resultate dieser Arbeit zeigen, dass dies nicht der Fall ist. Erstens ist 5,6-EET wie alle
Epoxide in wassriger Losung instabil und besitzt in Losungen mit physiologischem pH
und physiologischer Temperatur eine Halbwertszeit von etwa 1 — 2 Stunden. Danach
kommt es zu Autohydrolyse zu 5,6-DHET und zur weiteren enzymatischen Degradation
ber B-Oxidation **. Zweitens wird COX-2 erst bei einsetzender Entziindung exprimiert.
Somit ist ein betrachtlicher Anteil an 5,6-EET bereits nichtenzymatisch abgebaut, bevor
COX-2 exprimiert wird. Die kurze Halbwertszeit von 5,6-EET, sowie seine transienten
und kurzzeitigen pronozizeptiven Effekte lassen darauf schlieRen, dass 5,6-EET als
Signalmolekul Gber eine kurze Distanz und Uber einen kurzen Zeitraum wirkt. Daher wird
durch COX-2-Hemmung wahrscheinlich keine Akkumulation an 5,6-EET und somit keine
verstarkte TRPALl-vermittelte Schmerzwahrnehmung zu erwarten sein.

Lipide, wie EETs, werden in wassriger Lésung, also im Plasma und im Cytosol, meist in

185 Dabei handelt es

gebundener Form an Fettsaurebindeproteine (FABP) transportiert
sich um kleine Proteine mit einem Molekulargewicht von etwa 15 kDa und einer
hydrophoben Tasche, in der Lipide reversibel binden. FABPs konnten die Halbwertszeit
von 5,6-EET und somit die Bioverfigbarkeit in wassrigen Losungen mdoglicherweise
erhohen. Die Identifizierung eines 5,6-EET-spezifischen Transportmechanismus in

Neuronen ware daher nicht nur fir das Verstandnis des Lipidtransports, sondern auch
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pharmakologisch interessant, da ein selektiver Hemmstoff die Verteilung und
Freisetzung von 5,6-EET verhindern kénnte und somit méglicherweise antinozizeptive
Effekte hatte.

Allerdings miusste geklart werden, ob es spezifische FABPs fir EETs gibt, denn
mittlerweile kennt man neun verschiedene FABPs, die sich in ihrer gewebsspezifischen
Expression unterscheiden, und offenbar keine groRRe Spezifitat fir bestimmte Lipide
aufweisen *°® (PDB: 1LID).

Neben den Fettsdurebindeproteinen gibt es auch membranstandige Fettsaure-
transporter, die Lipide aktiv durch die Zellmembran transportieren kénnen. Dazu gehdren
die sechs bekannten Fettsaure-Transportproteine (FATP1-6), die Fettsduretranslokase
CD36, diverse ABC- (ATP-binding-cassette-)Transporter und Caveolin-1 **>®". Fir
andere Lipidgruppen, wie etwa Sphingolipide und Phospholipide, konnten bereits
mehrere spezifische ABC-Transporter (ABCA-Familie, ABCB4, ABCG1 und ABCG5/8)
identifiziert werden %% Aufgrund dessen wére es méglich, dass auch EET-spezifische
Transporter existieren. In friheren Arbeiten wurde Uberdies die Hypothese aufgestellt,
dass ein membranstandiger ,EET-Rezeptor” existiert, welcher nach EET-Bindung
intrazellulare Signalkaskaden auslost und somit die biologische Wirkung der EETs

vermittelt

. Bislang konnte jedoch kein solcher EET-Rezeptor identifiziert werden.
Allerdings gibt es aus der Literatur Hinweise, dass EETs lonenkandle direkt aktivieren
und modulieren kénnen ®*"°' |n dieser Arbeit konnte ebenfalls eine Aktivierung von
TRPAL durch 5,6-EET beobachtet werden, jedoch scheint diese nicht durch eine direkte
Bindung von 5,6-EET an TRPA1 zu geschehen. Daher ware es moglich, dass ein 5,6-
EET-spezifischer Rezeptor zwischengeschaltet ist und TRPA1 durch die Folgen einer
intrazellularen Signalkaskade aktiviert wird. Somit finden sich in dieser Arbeit Hinweise
auf einen ,EET-Rezeptor”, wobei unklar ist, ob dieser Rezeptor spezifisch fur EETs ist
oder moglicherweise auch durch andere oxidierte Lipide aktiviert werden kann.

Zusammengefasst lassen sich sowohl in 5,6-EET-Synthese, -Aktivierung und -Frei-
setzung Mechanismen identifizieren, welche die 5,6-EET-vermittelte Schmerzwahr-
nehmung moglicherweise hemmen konnen. Allerdings muss noch untersucht werden,
welche CYP-Epoxygenasen bzw. Lipidtransporter in primar afferenten Neuronen
exprimiert sind und welche davon spezifisch fur 5,6-EET sind. Auch musste geklart
werden, ob es tatsachlich einen ,EET-Rezeptor® im peripheren Nervensystem gibt. Wie
im Rahmen dieser Arbeit gezeigt werden konnte, besitzt 5,6-EET eine kurze
Halbwertszeit in wassrigen Lésungen. Daher scheint die enzymatische Metabolisierung

durch COX-2 nur eine geringe Rolle bei der Inaktivierung von 5,6-EET zu spielen.
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Infolge dessen scheinen TRP-Kandle als Zielproteine fiir Analgetika in der 5,6-EET-
vermittelten Schmerzwahrnehmung momentan vielversprechender, da sie neben 5,6-
EET auch durch eine Vielzahl anderer exogener und endogener pronozizeptiver Stimuli,
aktiviert und moduliert werden kénnen, und da bereits selektive Hemmstoffe fir einige
TRP-Kandle, darunter TRPAL1 und TRPV1 existieren.

Aktivitat am
Nozizeptor

caz+ 2+
TRPV ca

| ~ TRPA1
7 — O0H
C —_——— CH.
direkte EET-
Freisetzung ? /] 56 L8
_ el CYP2C, 2J
9 8 6 5
2 = =
6"9/)/. %:\//CHS @ o CHs
%, o
%% @ Arachidonsaure 5,6-EET

ABC-Transporter ?
FATPs ?
5 6-EET EET-Rezeptor ?

DRG-Neuron DRG-Neuron

Abb 4.1: Schematische Darstellung der Synthese, des Transports und der Freisetzung von 5,6-EET im
DRG. (1) Aktivitat am Nozizeptor und Calcium-Einstrom fiihrt zu cPLA,-Aktivierung (2) und zur Freisetzung von
Arachidonsaure oder bereits veresterten EETs. Arachidonsaure wird von CYP-Epoxygenasen der Familien 2C und
2J zu 5,6-EET umgesetzt (3). Die parakrine Wirkung von 5,6-EET erfolgt durch Freisetzung in den extrazellularen
Raum (4) und Transport in umliegende DRG-Neurone (5). Nach Transport tiber die Plasmamembran kann 5,6-EET
TRPAL aktivieren (6), was zu Calcium-Einstrom fihrt.
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4.3 TRPA1 und TRPV1 als Zielproteine fur Analgetika

In Rahmen dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 5,6-EET ein endogener TRPAL1-
Modulator ist, der bei akutem Schmerz durch nozizeptive Aktivitat freigesetzt wird und zu
verstarkter und verlangerter Schmerzwahrnehmung fuihrt. Dieser Effekt ist offenbar
zytokin-unabhé&ngig. Auch weisen die Ergebnisse dieser Arbeit darauf hin, dass 5,6-EET
ein exklusiv neuronaler Faktor ist. Verglichen mit bisher bekannten TRPA1-Agonisten *,
weist 5,6-EET daruber hinaus den niedrigsten ECsp-Wert auf (193 nM). Zudem konnte
beobachtet werden, dass 5,6-EET TRPV1 sensibilisieren kann, was tiber erhdhte CGRP-
Freisetzung zu einer neurogenen Entziindung fiihren kann. Die Resultate dieser Arbeit
zeigen darlber hinaus, dass nach 5,6-EET-vermittelter TRPA1-Aktivierung bedingt durch
erhohte intrazelluldare Calcium-Konzentration und IPs-Synthese der Nozizeptor Uber
einen ,Feed-Forward“-Mechanismus sensibilisiert wird. Zusammen mit Dbereits

publizierten Daten ?#% 7174172

stellen die hier vorgestellten Ergebnisse TRPA1 somit als
ein vielversprechendes Zielprotein zur Entwicklung von Analgetika dar.

Hilfreich fur eine systemische Gabe von selektiven TRPA1-Antagonisten und die
Reduzierung von Nebenwirkungen, ist die Tatsache, dass TRPA1l in neuronalem
Gewebe ausschlie3lich im peripheren Nervensystem exprimiert ist. Dadurch kénnten
Nebenwirkungen im zentralen Nervensystem, wie sie in der klinischen Entwicklung von
TRPV1-Antagonisten auftraten, und die zum Abbruch diverser klinischer Studien fuhrten,

vermieden werden 7%

. In der Tat zeigen selektive TRPAl-Antagonisten vielver-
sprechende antinozizeptive Wirkungen. So konnte der durch Acrolein verursachte
Hustenreiz in Saugern durch HC-030031 inhibiert werden "*™®. Zudem wurde in einer
kurzlich veroffentlichten Studie berichtet, dass die capsaicin-induzierte neurogene
Entzindung durch intrathekale Injektion eines TRPALl-Antagonisten reduziert werden

kann 7

. Dies zeigt, dass an zentralen Termini lokalisierter TRPA1 nach peripherer
Stimulation und nozizeptiver Aktivitdtt zu neurogener Entzindung und zentraler
Sensibilisierung beitragen kann. Allerdings ist zu beachten, dass TRPA1 und TRPV1 zu
groRRen Teilen in sensorischen Neuronen koexprimiert sind *, und es in diesen Zellen zu
Interaktionen der beiden Kanéle kommt. So konnte gezeigt werden, dass durch TRPA1-
Aktivierung und den damit verbundenen Calcium-Einstrom, Calcineurin aktiviert wird.
Calcineurin kann TRPV1 dephosphorylieren und somit desensibilisieren '*°. Bei
Aktivierung von TRPV1 wird die Phospholipase C-y (PLCy) aktiviert, die PI(4,5)P;
(Phosphatidylinositol- 4,5-bisphosphat) in DAG (Diacylglycerol) und IP3 (Inositol-1,4,5-
Trisphosphat) spaltet “°. Durch die Depletion von PI(4,5)P, kann die TRPA1-Sensitivitat
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40142144 (Jperdies scheint es in sensorischen Neuronen auch

moduliert werden
kovalente Interaktionen zwischen TRPA1 und TRPV1 zu geben **°.

Diese ,Kommunikation“ zwischen den beiden lonenkanalen konnte ein Problem fiir die
Entwicklung von Analgetika im peripheren Nervensystem darstellen. Durch pharmako-
logische Hemmung eines TRP-Kanals und durch Ausbleiben oder Stérung der ,TRP-
Kanal-Kommunikation“ kann es zu Kompensationseffekten kommen, sodass die
analgetische Wirkung eines selektiven Hemmstoffes flr einen der beiden TRP-Kanéle
moglicherweise abgeschwacht wird. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden, dass 5,6-
EET als endogenes Signalmolekil in der Lage ist beide TRP-Kanale zu modulieren. Es
kann TRPAL direkt aktivieren und TRPV1 sensibilisieren. Da eine TRPV1-Sensibilisie-
rung auf TRPA1 sowohl ebenfalls sensibilisierend als auch desensibilisierend wirken
kann “°'%31% " dient die bipolare Funktion von 5,6-EET unter physiologischen
Bedingungen vermutlich der Vermittlung und Feinabstimmung von Sensibilisierungs-
zustdnden beider Kandle und kann durch Hemmung eines der beiden Kanéle
madglicherweise aus dem Gleichgewicht geraten und zur zusatzlichen Verstarkung eines
peripheren Signals fihren.

Die mechanistischen Grundlagen der TRPA1- und TRPV1-Aktivierung sollten bei der
Entwicklung selektiver Antagonisten als Analgetika bedacht werden. Sinnvoll ware die
Entwicklung eines Hemmstoffes, der die TRP-Kanédle nur in sensibilisiertem
(phosphoryliertem) Zustand hemmt, und den physiologischen Zustand der Kanéle
moglichst wenig beeintrachtigt. Uberdies muss die Interaktion der beiden TRP-Kanéle
genauer untersucht werden, um Kompensations- oder ,Off-Target“-Effekte zu vermeiden.
Ein weiterer in der Literatur beschriebener Mechanismus fur die Entwicklung von
Analgetika ist die Ausnutzung der sogenannten Porendilatation der TRP-Kanale. Diese
beschreibt ein biophysikalisches Phanomen, das bei starker Aktivierung der TRP-Kanéle
auftritt und zur Aufweitung der kationenpermeablen Pore und zum Einstrom groRRerer
Kationen fuhrt. Unter Ausnutzung dieses Prinzips konnte gezeigt werden, dass
kationische Analgetika, wie das Lidocainderivat QX-314, bei Aktivierung von TRPV1
selektiv in nozizeptive Neurone transportiert werden, um dort intrazellular Natrium-

13 Mittlerweile ist

42

Kanale zu hemmen, und eine lang anhaltende Analgesie zu bewirken
bekannt, dass auch TRPA1 seine kationenpermeable Pore aufweiten kann “°. Eigene
praliminiere Voruntersuchungen zeigten, dass 5,6-EET die Porendilatation bei TRPA1
allerdings nicht auslésen kann, da es entweder nicht direkt an den Kanal bindet, oder die
TRPAZ1-Aktivierung durch 5,6-EET zu schwach ist, um die Pore aufzuweiten.

Eine weitere Mdglichkeit TRP-Kanéle pharmakologisch zu beeinflussen, ist die

Aktivierung der inhibitorischen Schmerzkaskade und somit die Dampfung peripherer
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nozizeptiver Signale. Mogliche Zielproteine kénnten metabotrophe Glutamatrezeptoren
(mGLURS) sein. In einer kirzlich veroffentlichen Studie wurde gezeigt, dass Agonisten
fur Gruppe Il und Gruppe IlI-mGLURs periphere TRPV1-abhangige Signale

abschwachen konnen '™

und unter physiologischen Bedingungen als ,Puffer® flr
periphere nozizeptive Stimuli fungieren.

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass TRP-Kanéle vielversprechende Zielproteine fur
Analgetika bzw. Anti-Hyperalgetika sind. Allerdings muss noch geklart werden, welche
physiologische Funktion TRP-Kanéle besitzen, die, unabhangig von ihrer patho-
physiologischen Bedeutung, fir den Organismus unerldsslich ist. Zudem muss die
Wechselwirkung von TRP-Kandlen mit anderen TRP- oder anderen lonenkanélen
genauer untersucht werden, um gezielter die pathophysiologische Wirkung zu hemmen,
ohne die physiologische Funktion zu beeintrachtigen.

In friheren Arbeiten konnten bereits mehrere oxidierte Lipide, wie etwa die Cyclopentone
PGA,, PGJ, und 15-desoxy-A'?'*-PGJ,, sowie das beim Lipid-Abbau entstehende 4-
Hydroxynonenal, als TRPA1-Agonisten identifiziert werden ***”. 5,6-EET kann nun in die
Liste endogener oxidierter Lipide als TRPAL1-Aktvivatoren aufgenommen werden. Auch
fur den TRPV1 sind oxidierte Lipide als endogene Agonisten identifiziert worden. Dazu
zahlen die Linolsaurederivate 9-HODE (9-Hydroxy-10E,12Z-Octadiensaure) und 13-
HODE, sowie deren Metabolite 9- und 13-oxoODE *. Zudem konnte in dieser Arbeit
gezeigt werden, dass 5,6-EET und 8,9-EET TRPV1 sensibilisieren kénnen. Die
Tatsache, dass oxidierte Lipide durch nozizeptive Aktivitat freigesetzt werden und TRP-
Kanale modulieren konnen, impliziert eine viel starkere Rolle oxidierter Lipide als
endogene Signalmolekile, als bisher angenommen. Moglicherweise wird die
intrazellulare Kommunikation zwischen TRP- und anderen lonenkanélen durch Lipide
vermittelt, oder auch die Translokation von TRP-Kanalen vom endoplasmatischen
Retikulum zur Plasmamembran. Eine mégliche Hypothese wéare, dass TRP-Kanale ihre
Insertionsstelle in der Membran durch lipidvermittelte Chemotaxis finden. Auch kdnnte
die unmittelbare Topographie der TRP-Kanéle in der Membran und die darum liegenden
Lipide Einfluss auf Sensibilisierungs-zustande der Kandle haben. Dafir spricht unter
anderem die Tatsache, dass TRPA1 durch PLC-Aktivitat in der Membran und der daraus
resultierenden PIP,-Depletion moduliert wird **2.

Da EETs auch andere lonenkanale modulieren kénnen (z. B. BKc-Kanale %'

), ware
es interessant zu untersuchen, ob endogene oxidierte Lipide nicht auch spannungs-
abhéangige lonenkanéle, wie etwa Natrium- (Na,) oder Calcium-Kandale (Ca,) modulieren
kénnen und in der Lage sind, die faserabhangige Weiterleitung nozizeptiver Signale von

der Peripherie abzuschwachen, oder die Aktivitat inhibitorischer Neurone zu erhéhen
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und somit durch Freisetzung von GABA, Serotonin, Noradrenalin oder Glycin das

periphere nozizeptive Signal abzuschwdchen und eine zentrale Sensibilisierung zu

verhindern.

In dieser Arbeit wurde 5,6-EET als bislang potentester endogener TRPA1-Modulator mit

einem ECso-Wert von 193 nM identifiziert. Somit implizieren die Resultate dieser Arbeit

eine wichtige Rolle oxidierter Lipide als Signalmolekile bei der Modulation von

lonenkandlen des peripheren und zentralen Nervensystems und tragen zum

grundlegenden Verstdndnis endogener TRP-Modulatoren und deren Rolle bei der

Verarbeitung nozizeptiver Information bei.

TRPA1

Agonisten Antagonisten

Uberstimulation des Nozizeptors

ist méglicherweise Einstromund

antinozizeptiv Depolarisierung

Porendilatation ? \ ‘/

Ca2+ Caz+

Extrazellulirer Raum

Plasmamembran

DRG-Neuron

Ca2+

CaZ+

Sensibiliserung
Nur phosphorylierten TRPA1

hemmen (kein Einfluss auf den

Desensibilisierung

PLC-Aktivatoren ?

physiologischen Zustand)

verhindern Calcium-

&= |nteraktion ? —>

TRPV1

Agonisten Antagonisten

Klinische Anwendungbei Nur Hemmung des

neuropathischem Schmerz peripheren TRPV1 sinnvoll

(sonst Hyperthermie)

N\ /

(Capsaicin)

Porendilatation
QX-314

CaZ+ Caz+

Ca2+
Ca2+

Sensibiliserung
Nur phosphorylierten TRPV1

Desensibilisierung
Ausnutzung der

hemmen (kein Einfluss auf den Internalisierung zur
physiologischen Zustand) Reduzierung der

Aktivitat

Abb 4.2: Therapeutisches Potential von TRPV1- bzw. TRPA1-Modulatoren als Analgetika. Sowohl Agonisten
als auch Antagonisten von TRPA1 und TRPV1 haben therapeutisches Potential bei der Entwicklung von Analgetika.
Allerdings kénnen auch Sensibilisierungs- und Desensibilisierungsmechanismen, sowie die Porendilatation fir die
Entwicklung TRP-Kanal spezifischer Analgetika ausgenutzt werden. Wichtig ist zudem das genaue Verstandnis der
Interaktion zwischen TRPV1 und TRPAL.
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Zusammenfassung

Im Rahmen dieser Arbeit wurden Epoxyeicosatriensauren (EETs) hinsichtlich ihrer
Beteiligung an der Verarbeitung nozizeptiver Information untersucht.

Im ersten Teil der Arbeit lag der Fokus auf der l6slichen Epoxidhydrolase (sEH) und der
drei von ihr metabolisierten EETs, 8,9-, 11,12-, und 14,15-EET. Dabei stellte sich heraus,
dass sEH-defiziente Mause eine verlangerte mechanische Hyperalgesie bei zymosan-
induziertem pathophysiologischen Nozizeptorschmerz aufwiesen. Anhand von
Lipidmessungen mittels LC-MS/MS konnte gezeigt werden, dass zum Zeitpunkt des
starksten Schmerzempfindens (48 Stunden nach Zymosan-Injektion) vorwiegend 8,9-
EET in den Dorsalwurzelganglien der sEH-defizienten Mause akkumuliert. Zudem wurde
anhand von Calcium-lmaging-Versuchen gezeigt, dass 8,9-EET Calcium-Einstréme in
primar afferenten Neuronen von Wildtyp-Mausen hervorruft, und eine Stimulation von
Ischiasnerven mit 8,9-EET zu erhdhter Freisetzung des pronozizeptiven Peptids CGRP
fuhrt. SchlielBlich konnte gezeigt werden, dass Wildtyp-M&ause nach intraplantarer 8,9-
EET-Injektion eine geringere mechanische Schmerzschwelle aufweisen.

Die Resultate dieses Teils der Arbeit weisen darauf hin, dass die l6sliche
Epoxidhydrolase (sEH) eine wichtige Rolle in der spaten Phase des pathophy-
siologischen Nozizeptorschmerzes spielt, indem sie 8,9-EET zu seinem bioinaktiven
Metaboliten 8,9-DHET umsetzt.

Im zweiten Teil der Arbeit wurde 5,6-EET gesondert untersucht, da es nicht durch sEH
metabolisiert wird. Dabei wurde beobachtet, dass 5,6-EET bei akutem Schmerz in DRGs
freigesetzt wird. In Calcium-Imaging-Versuchen mit DRG-Neuronen aus Wildtyp-
TRPV4- und TRPAl-defizienten Mausen sowie transfizierten Zelllinien zeigte sich, dass
schon geringe Konzentrationen an 5,6-EET den TRPAL- (transient receptor potetntial
ankyrin 1-) Kanal aktivieren (ECsop 193 nM) und den TRPV1-Kanal sensibilisieren
kénnen. Auch die CGRP-Freisetzung am Ischiasnerv ist nach 5,6-EET-Stimulation
signifikant erhéht. Zudem konnte beobachtet werden dass eine periphere Injektion von
5,6-EET zu akuter mechanischer Hyperalgesie in Wildtyp-, aber nicht in TRPAL-
defizienten Mausen fuhrt.

Die Resultate dieses Teils der Arbeit weisen 5,6-EET als bisher potentesten endogenen
TRPA1-Aktivator aus, und implizieren eine wichtige Rolle dieses Lipids beim Ubergang
von physiologischem zu pathophysiologischem Nozizeptorschmerz und zu neruogener
Inflammation. Dartber hinaus leisten die Resultate einen Beitrag zum grundlegenden

Verstandnis endogener TRP-Kanal-Aktivatoren bei der Schmerzwahrnehmung.
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Abkturzungsverzeichnis

Bezeichnung vollstandiger Name

AITC Allylisothiocyanat

AMPA a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-propionic acid

ANOVA Analysis of variance, statistischer Test

BKca large-conductance calcium-activated potassium channel,
lonenkanal

BSA Rinderserumalbumin (bovine serum albumin)

CaMKII Ca“*-Calmodulin-Kinase II

CGRP calcitonin gene related peptide

CFA Complete Freud’s Adjuvant

CHO 104amilia hamster gvary, Zelllinie

COPD chronisch —104amiliars104e Lungenerkrankung
(chronic obstructive pulmonary desease)

COX Cyclooxygenase

(c)PLA (cytosolische) Phospholipase A

CYP Cytochrom Pysg

DAG Diacylglycerol

DAPI 4,6-Diamidin-2-Phenylindol

DMEM Dulbecco's Modified Eagle‘s Medium

DRG Dorsalwurzelganglion

EET Epoxyeicosatriensaure

EIA enzyme immune assay

ER endoplasmatische Reticulum

ERK extracellular-signal regulated kinase

FCS Fotales Kalberserum (fetal calf serum)

FEPS 104amiliars episodisches Schmerzsyndrom

(familial episodic pain syndrome)

FITC Fluoresceinisothiocyanat

GABA y-Aminobuttersaure

GDNF glial cell-derived neurotrophic factor
GFAP glial fibrillary acidic protein

GFP green fluorescent protein

HEK human embryonic kidney, Zelllinie
HSP heat shock protein

IB4 Isolektin B4

IL Interleukin
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i.p.

IP3
i.th.
kDA
LB
LOX
LPS
MELK
NeuN
NF-xB
NF200
NGF
NMDA
NMDG+
PAR-2
PBS
PGA2, PGJ2
PIP,
PKA
PKC
PLC
PPAR
sEH
SEM
SES
SIF
TNFa
TRP
YFP

intraperitoneal

Inositol-1,4,5-Trisphosphat

intrathekal

Kilodalton

Luria Broth

Lipoxygenase

Lipopolysaccharid

Multi-Epitop-Ligand-Kartographie

neuronale Nuclei, neuronaler Zellmarker

nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells

Neurofilament 200

N-Methyl-D-Aspartat

N-Methyl-D-Glucamin

Protease-activated receptor-2

phosphate buffered saline

Prostaglandin A2, Prostaglandin J2
Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat

Proteinkinase A

Proteinkinase C

Phospholipase C

peroxisome proliferator-activated receptor

I6sliche Epoxidhydrolase (soluble epoxide hydolase)
Standardfehler, standard error of the mean

standard external solution

synthetic intestinal fluid

Tumornekrosefaktor-a

transient receptor potential, Familie von lonenkanalen

yellow fluorescent protein
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