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Kapitel 1: Einleitung

Kapitel 1: Einleitung

1.1 Olfaktion und olfaktorische Rezeptoren

Obwohl der Geruchssinn fiir das Uberleben vieler Wirbeltiere eine groBe
biologische Bedeutung hat, ist er bis heute doch der am wenigsten verstandene Sinn
(Breer et al. 1996). Der Geruchssinn dient der Kommunikation, Orientierung,
Warnung und der Beeinflussung von Stimmungen, Emotionen und Affekten (Hatt
2003). So kann z.B. die Nahrungssuche oder das Finden des Geschlechtspartners
tiberwiegend aufgrund des Geruchs erfolgen. Auch die Markierung der Reviere mit
Duftstoffen spielt in der Tierwelt eine grofle Rolle (Hatt 2003, Penzlin 1996).
AulBlerdem leitet der Geruchssinn die Verdauung ein, da der Geruch von Nahrungs-
bzw. Futtermitteln eine der auslosenden Komponenten der cephalischen Phase der
Speichel-, Magen- und Darmsekretion ist (Wittke 1987).

Wihrend der Mensch mit lediglich 2 x 107 Sinneszellen im Bereich der
gesamten Riechschleimhaut ebenso wie alle Primaten zu den Mikrosmaten, d.h. zu
den Tieren mit geringem Geruchsvermdgen, zihlt, gelten Insektivoren, Nage-, Huf-
und Raubtiere als Makrosmaten. So besitzt das Kaninchen beispielsweise 10°
Riechsinneszellen, der Hund sogar 2,3 x 10® (Penzlin 1996). Um von landlebenden
Wirbeltieren olfaktorisch wahrgenommen werden zu konnen, muss eine Substanz
fliichtig, fettloslich und mindestens zweiatomig sein. Jedoch sind nicht alle
Substanzen, die diese Bedingungen erfiillen, fiir Wirbeltiere riechbar. Aquatische
Tiere dagegen registrieren wasserlosliche Duftstoffe, wie beispielsweise
Aminosduren und Nukleotide (Mombaerts 2001). Die Zahl der riechbaren
Substanzen ist unbekannt (Penzlin 1996).

Volatile Substanzen werden iiber spezialisierte, olfaktorisch-sensorische
Neurone (OSN) im Riechepithel der Nase wahrgenommen. Diese OSNs stellen
primére, bipolare Sinneszellen dar (Hatt 1995), und sind bei den Sdugetieren nur im
dorsalen Bereich der Nasenhohle lokalisiert (Penzlin 1996, Wittke 1987). Diese
Zellen detektieren Geruchsmolekiile durch spezifische G-Protein gekoppelte
Riechrezeptoren (Breer 2001, Buck and Axel 1991, Lancet 1986, Mombaerts 2001,
Reed 1990, Touhara 2002), welche an der Oberfliche modifizierter Zilien sitzen.
Versuche, die Familie dieser olfaktorischen Rezeptoren (OR) strukturell-funktionell
oder evolutionsgeschichtlich zu klassifizieren, fiihrten dazu, dass sie in zwei
Gruppen unterteilt wurde: Klasse I Riechrezeptoren (auch fish-like OR genannt) und
Klasse II Riechrezeptoren (mammalian-like OR) (Breer 2001, Freitag et al. 1995,
Hatt 1995, 2003, Mezler et al. 2001, Mombaerts 2001, Ngai et al. 1993). Es wurde
postuliert, dass Klasse I Riechrezeptoren wasserldsliche Molekiile detektieren,

Klasse II Rezeptoren dagegen volatile Substanzen (Breer 2001, Mombaerts 2001).
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Die Zilien der OSNs ragen in eine Schleimschicht, welche die Oberfliche der
Nasenschleimhaut bedeckt. Bei terrestrisch lebenden Tieren miissen die lipophilen
Duftmolekiile in diesem wissrigen Medium geldst werden, um zu den
Riechrezeptoren diffundieren und an diese binden zu konnen (Randall et al. 2002,
Wittke 1987). Dies wird durch kleine, wasserlosliche odorantbindende Proteine
gewihrleistet (Breer 2001). Vermutlich gibt es hunderte verschiedener
Riechrezeptoren, die alle zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten Rezeptoren
(GPCR) gehoren. Jeder einzelne Riechrezeptor wird von einem eigenen Gen codiert
(Alberts and Johnson 2001, Hatt 2003), so dass die Gene fiir die olfaktorischen
Rezeptoren etwa 1 % aller Gene beim Séuger reprasentieren und somit die grof3te
Genfamilie des Sduger-Genoms bilden (Mombaerts 1999, 2001, Randall et al. 2002,
Touhara 2002). OR, die sensitiv sind fiir spezifische Duftmolekiile, werden nur in
ganz bestimmten Regionen des Epithels exprimiert (den sogenannten
Expressionszonen), und zwar symmetrisch fiir beide Nasenhilften (Hatt 2003,
Mombaerts 2001, Schmidt and Zimmermann 1987, Strotmann et al. 1995).

Bei den meisten Riechrezeptoren wird nach Bindung des addquaten Liganden
eine Signalkaskade ausgeldst, in deren Verlauf die Konzentration des 2™ messengers
cAMP verdndert wird (Breer 2001). Werden die Rezeptoren durch Bindung von
Geruchsmolekiilen stimuliert, so aktivieren sie ein geruchsspezifisches, trimeres G-
Protein (Goir) (Lancet et al. 1993, Mombaerts 2001, Zufall et al. 1994). Dieses
wiederum aktiviert die Adenylatzyklase, welche die Bildung von cAMP katalysiert.
Im weiteren Verlauf der Kaskade werden cAMP-gesteuerte Kationenkanile in der
Membran der Zilien gedffnet (Broillet and Firestein 1996b, 1999, Hatt 2003), durch
welche es zum Einstrom ein- und zweiwertiger Kationen (Na" und Ca’") in die Zelle
kommt. Die Zelle wird depolarisiert und ein Nervenimpuls gelangt iiber das Axon in
den Bulbus olfactorius des Gehirns (Alberts and Johnson 2001, Hatt 2003,
Mombaerts 2001, Randall et al. 2002, Schmidt and Zimmermann 1987). Vermutlich
kann die Offnung eines einzigen oder sehr weniger Kanile schon ein
Aktionspotential auslosen (Penzlin 1996).

Andere Riechrezeptoren benutzen zusétzlich den Inositol-Phospholipid-
Signalweg. Die Bindung eines Liganden an einen solchen Rezeptor erhoht neben der
cAMP-Konzentration auch die von IP; (Breer 1993, Breer and Shepherd 1993, Hatt
2003). In der Folge werden IP;-gesteuerte Ca’*-Kanile in der Plasmamembran
gedffnet. Uber den weiteren, intrazelluldren Transduktionsmechanismus ist bisher
nur wenig bekannt (Schmidt and Zimmermann 1987, Zufall and Munger 2001).

Jede Riechzelle spricht auf spezifische Geruchsmolekiile an. Es ist allerdings
noch unklar, ob jedes olfaktorische Neuron {iber einen einzigen Rezeptortyp verfiigt

(Mombaerts 2001), der die Gesamtheit dieser Geruchsmolekiile erkennt, oder aber
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iiber verschiedene Rezeptoren, von denen jeder nur ein spezifisches Geruchsmolekiil
detektiert (Alberts and Johnson 2001, Mombaerts 2001).

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten zeigen, dass Gene fiir olfaktorische
Rezeptoren nicht ausschlieBlich im olfaktorischen Epithel exprimiert werden,
sondern zusitzlich in anderen Geweben (Vanti et al. 2003). So wurde mittels PCR
(polymerase chain reaction) und in situ Hybridisierung der Riechrezeptor OL1 im
sich entwickelnden Herz der Ratte nachgewiesen, wihrend der Nachweis des
olfaktorischen Rezeptorproteins OL2 in der Milz der Ratte und in einer Insulin-
sezernierenden Zelllinie der Maus (MIN6) gelang (Blache et al. 1998, Drutel et al.
1995). Auch der potentielle Riechrezeptor RAlc wird neben dem Riechepithel
zusitzlich in distinkten Hirnarealen exprimiert (Conzelmann et al. 2000, Raming et
al. 1998). Weber et al. (2002) konnten schlieBlich zeigen, dass der olfaktorische
Rezeptor MOL2.3 im Riechepithel, der Area postrema (AP) und dem Nucleus
tractus solitarii (NTS) des Hirnstamms sowie in verschiedenen autonomen Ganglien
der Maus exprimiert wird (Kapitel 1.1.2). Aus dem Hoden des Menschen konnten
sogar Uber 50 verschiedene OR kloniert werden (Mombaerts 2001). Weitere OR
konnten im Notochord des Huhnes (Nef and Nef 1997) sowie in erythroiden Zellen
von Mensch und Maus nachgewiesen werden (Feingold et al. 1999, Mombaerts
2001). Scheinbar hat die Tatsache, dass die Familie der olfaktorischen Rezeptoren
auBergewohnlich viele verschiedene Liganden detektieren kann, dazu gefiihrt, dass
OR im Laufe der Evolution spezifische, chemosensorische Aufgaben in nicht-
olfaktorischen Zelltypen tibernommen haben (Mombaerts 2001).

In jlingster Zeit hdufen sich Berichte mit Hypothesen, denen zufolge
olfaktorischen Rezeptoren noch weitere Funktionen neben der Chemodetektion von
Geruchsmolekiilen zukommen sollen. Fiir den murinen Riechrezeptor OR3
beispielsweise wird aufgrund seines Expressionsmusters beim Embryo eine Rolle bei
der Entwicklung des olfaktorischen Systems diskutiert (Nef et al. 1992). Auch Wang
et al. (1998) postulieren fiir OR eine wichtige Funktion in der Embryogenese.
Aufgrund kiirzlich durchgefiihrter receptor-swapping und knock-out Experimente
wird einigen olfaktorischen Rezeptorproteinen eine bedeutende Rolle in der Zell-
Zell-Erkennung und Zell-Positionierung wéhrend der Ontogenese zugesprochen
(Mombaerts et al. 1996, Rodriguez et al. 1999, Wang et al. 1998). Eine Hypothese
hierzu ist die ,,area code ““ Hypothese (Drutel et al. 1995, Hood et al. 1977). Danach
wird die spezifische, topologische Positionierung von Zellen und deren Interaktionen
mit anderen Zellen des Verbandes durch ein hierarchisch strukturiertes System von
Zell-Oberflichenmarkern determiniert. Individuelle Zellen besitzen demnach
spezifische molekulare ,,Adressen”, und konnen entsprechende ,,Adressen* auf
anderen Zellen detektieren. Grundvoraussetzung fiir dieses Konzept ist eine enorme

Vielfalt an molekularen Markern, fiir die eine besonders grofe Multigenfamilie
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postuliert wurde (Hood et al. 1977). Die Entdeckung der Superfamilie olfaktorischer
Rezeptoren, die von der bislang groften Genfamilie (mehr als tausend Gene) kodiert
werden, hat diese heptahelikalen Rezeptoren in den Blickpunkt des Interesses
geriickt (Dreyer 1998).

1.1.1 G-Protein gekoppelte Rezeptoren

Olfaktorische Rezeptoren gehdren zur Superfamilie der G-Protein gekoppelten
Rezeptoren, welche die grofte Familie unter den Zelloberflachen-Rezeptoren bilden
(Christopoulos and Kenakin 2002, Rios et al. 2001). GPCR vermitteln die
Zellantwort auf Signalmolekiile, welche sowohl in bezug auf ihre Struktur als auch
ihre Funktion sehr unterschiedlich sein konnen (Alberts and Johnson 2001). Als
extrazelluldre Signale kommen z.B. Peptide, Aminosdure-Derivate, aber auch
sensorische Stimuli wie Duftstoffe in Frage (Gurrath 2001, Nordheim and Lammers
2003, Rios et al. 2001).

Alle bekannten GPCR weisen eine &dhnliche Struktur auf und sind sehr
wahrscheinlich miteinander verwandt. Die Rezeptoren bestehen aus einer einzelnen
Polypeptid-Kette, welche durch sieben hydrophobe Transmembrandurchginge und
eine Disulfidbriicke zwischen der ersten und zweiten extrazelluliren Schlaufe
charakterisiert ist (Baldwin 1993, Nordheim and Lammers 2003).

GPCR sind iiber trimere, GTP-bindende Proteine (G-Proteine) funktionell an
ihre Zielenzyme oder -ionenkanéle gekoppelt. Trimere G-Proteine bestehen aus drei
unterschiedlichen Polypeptidketten (o, p und y). Die a-Untereinheit bindet und
hydrolysiert GTP und bindet je nach G-Protein an verschiedene Effektorproteine
(Nordheim and Lammers 2003). Die B- und y-Untereinheit bilden einen Komplex
(By), welcher das G-Protein in der cytoplasmatischen Seite der Plasmamembran
verankert (Alberts and Johnson 2001). In der inaktiven Form liegt das G-Protein als
Trimer vor, an dessen o-Untereinheit GDP gebunden ist. Wird der GPCR durch
Bindung eines Liganden aktiviert, so tauscht die a-Untereinheit ihr GDP gegen GTP.
In Folge dessen bewegt sich die a-Untereinheit durch laterale Diffusion minimal von
By weg und bindet stattdessen an ein entsprechendes Enzym.

Die Bindung eines Liganden an einen GPCR 16st also eine Kette von
Ereignissen aus, welche die Konzentration eines oder mehrerer intrazelluldrer
Signalmolekiile (2™ messenger) dndert. Als 2" messenger fungieren in den meisten
Zellen cAMP, cGMP, IP;, DAG oder Ca* (Alberts and Johnson 2001, Nordheim
and Lammers 2003). Diese wiederum dndern das Verhalten bestimmter zelluldrer
Proteine. In Abhingigkeit vom Rezeptortyp kann dasselbe Signalmolekiil die

intrazelluldre Konzentration des jeweiligen o messengers erh6hen oder erniedrigen.
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Der Unterschied basiert auf der Art des G-Proteins (Forth et al. 2001, Klinke and
Silbernagel 2003).

Einige G-Proteine konnen lonenkanile in Plasmamembranen der Zielzellen
direkt aktivieren oder inaktivieren, und so die Permeabilitit und Erregbarkeit d&ndern.
Andere trimere G-Proteine regulieren die Aktivitit von Ionenkandlen weniger direkt.
Sie phosphorylieren Kanidle oder bewirken die Synthese oder Spaltung zyklischer
Nukleotide, welche wiederum lonenkanéle aktivieren oder inaktivieren (Alberts and
Johnson 2001, Forth et al. 2001). Solche durch zyklische Nukleotide gesteuerte
Ionenkanéle spielen bei der Olfaktion eine bedeutende Rolle (Broillet and Firestein
1996b, 1999, Hatt 2003).

GPCR «<—— Ligand

extrazelluldr NH,
N # S0080000800008000000000000880004
intrazellular

intrazellulire Effektoren:
Botenstoffe Enzyme
= 2" messenger Kaniile

Abbildung 1: Die Signalkaskade G-Protein gekoppelter Rezeptoren
(GPCR)

Nach extrazelluldrer Bindung eines Liganden an den GPCR induziert eine
Konformationsédnderung des entsprechenden GPCR die Aktivierung eines
membranassoziierten G-Proteins. Je nach Art des G-Proteins wird anschlieBend die
Konzentration intrazelluldrer 2™ messenger gedndert oder es werden (direkt oder
indirekt) Ionenkanédle oder Enzyme beeinflusst.

1.1.2  Der MOL2.3-Rezeptor

Durch verschiedene molekularbiologische Ansétze, insbesondere durch die
gezielte Amplifikation von DNA-Sequenzen mittels PCR oder die systematische
Sequenzierung von cDNA-Klonen sind in jiingster Zeit eine Reihe neuer G-Protein
gekoppelter Rezeptoren (GPCR) identifiziert worden (Berthold et al. 2003, Simon
and Barnard 2003, Vanti et al. 2003). Die funktionelle Bedeutung sowie endogene
Liganden dieser Rezeptoren sind bislang unbekannt; sie werden dementsprechend als
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Orphan-Rezeptoren (orphan, engl.: Waise) bezeichnet (Howard et al. 2001,
Marchese et al. 1999, Saito et al. 1999, Vassilatis et al. 2003, Wise et al. 2004).

Im Rahmen solcher Ansétze konnte ein cDNA Klon aus einer Genbank des
Rattengehirns isoliert werden, welcher fiir einen neuen, putativen GPCR codiert
(RAlc; rat Class I OR gene) (Raming et al. 1998). Vergleiche der
Aminosduresequenz des RAlc-Rezeptors mit der Sequenz anderer Rezeptoren
zeigten eine geringe, aber signifikante Homologie (24-30 %) zu weiteren GPCR (v.a.
Peptidhormon-Rezeptoren und Rezeptoren fiir Adenosin und Melatonin). Eine
dhnliche Sequenz-lIdentitit wurde zu olfaktorischen Rezeptoren (OR) gefunden.
Mittels in situ Hybridisierung konnte gezeigt werden, dass der RAlc-Rezeptor im
olfaktorischen Epithel der posterioren Nasenhdhle exprimiert wird. Weitere
Hybridisierungssignale konnten in eng umschriebenen Bezirken des vierten
Gehirnventrikels und im frontalen Cortex nachgewiesen werden (Conzelmann et al.
2000).

Auf der Suche nach RAlc verwandten Genen der Maus wurde ein orthologes
Gen entdeckt: Das MOL2.3-Gen. Dieses Gen weist eine Sequenz-Identitdt von etwa
30 % mit Genen olfaktorischer Rezeptoren von Sdugern und Fischen auf (Freitag et
al. 1995). Eine weiterfilhrende phylogenetische Analyse ergab, dass das MOL2.3-
Rezeptorprotein ndher mit Klasse I Riechrezeptoren verwandt ist als mit den Klasse
II Riechrezeptoren der Sduger (Abbildung 2) (Kapitel 1.1). Weiterhin besitzt der
MOL2.3-Rezeptor einen vergroBerten, dritten extrazelluldren Loop, wie es fiir Klasse
I OR charakteristisch ist. Die genaue funktionelle Bedeutung dieses Loops ist zwar
noch unbekannt, jedoch konnte fiir verschiedene GPCRs gezeigt werden, dass ihm
eine wichtige Rolle bei der Ligandenerkennung zukommt (Li et al. 1996, Minami et
al. 1995, Strader et al. 1994). In situ Hybridisierungsstudien zeigten, dass der
MOL2.3-Rezeptor, wie auch der RAlc-Rezeptor, in der Area postrema (AP)
(Abbildung 3a) und im Nucleus tractus solitarii (NTS) der Medulla oblongata
exprimiert wird. Auch in der dorsalen Zone des olfaktorischen Epithels konnte die
Expression des MOL2.3-Rezeptors nachgewiesen werden (Abbildung 3b)
(Conzelmann et al. 2000).

Im Laufe der Embryonalentwicklung wird der MOL2.3-Rezeptor der Maus
erstmals an den Tagen EI1/E12 exprimiert. Zu diesem Zeitpunkt konnten
Hybridisierungssignale vor allem in der dorsalen Region der sich entwickelnden
Nasenhohle sowie im Mesenchym zwischen olfaktorischem Epithel und Bulbus
olfactorius gefunden werden (= 200 Zellen). In der Medulla oblongata zeigte sich
erst am Tag E17 die Expression des MOL2.3-Rezeptors (ca. 80 Zellen im Gehirn;
zur selben Zeit 2.000 Zellen im olfaktorischen Epithel). Wahrend der anschlieBenden
prd- und postnatalen Periode kommt es zu einem fast exponentiellen Anstieg der

Zahl in situ positiver Zellen. Am 20. Tag post natum (PN20) konnten im
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olfaktorischen Epithel bereits 30.000 MOL2.3-reaktive Zellen nachgewiesen werden.
Zum selben Zeitpunkt wurde in der Area postrema und im Nucleus tractus solitarius
ein Maximum von etwa 1.200 Zellen mit eindeutigem Signal gefunden. Nach dem
Tag PN20 kommt es zu einem langsamen Abfall der Zahl MOL2.3-positiver Zellen
im NTS (= 750 Zellen bei Tieren nach dem Tag PN42) (Conzelmann et al. 2000).

rat OL1
human olf3
rat OL2

rat ORS5
mouse 150

fish rl
} Klasse I

xenopus r116 Riechrezeptoren
mol2.3

‘I human A2B
human ML1B
human MSH

Klasse II
Riechrezeptoren

Abbildung 2 : Verwandtschaftsdiagramm des MOL2.3-Rezeptors

Der Stammbaum zeigt, dass der MOL2.3-Rezeptor ndher mit den Klasse I
Riechrezeptoren der Fische verwandt ist als mit den Klasse II OR. Auch die
Homologie zu anderen GPCR (human A2B, human ML1B, human MSH) ist grof3.

Bei den Zellen des Nasenepithels, welche den MOL2.3-Rezeptor exprimieren,
handelt es sich um olfaktorische, sensorische Neurone (OSN). Es ist allerdings
unklar, in welchem Segment der OSN der MOL2.3-Rezeptor lokalisiert ist. Die
Axone der MOL2.3-positiven Riechneurone projizieren von der Nasenhdhle durch
die Lamina cribrosa in den Bulbus olfactorius. Sie ziehen zunichst iiber die
Oberfliache des Bulbus, um dann an definierten Stellen zu konvergieren (Abbildung
3c). Die MOL2.3-positiven Axone enden schlieBlich in individuellen Glomerula des
Bulbus olfactorius (Conzelmann et al. 2000).

Weber et al. (2002) konnten nachweisen, dass das MOL2.3-Rezeptorprotein
dariiber hinaus in Subpopulationen zweier autonomer Kopfganglien, des Ganglion
sphenopalatinum (SPG) sowie des Ganglion cervicale craniale (CCG), exprimiert
wird (Abbildung 4).
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s Y

Abbildung 3: MOL2.3-positive Signale in der Area postrema des
Hirnstamms und im olfaktorischen Epithel

Auf dem linken Bild sind in situ Hybridisierungssignale zu sehen, welche die
Expression des MOL2.3-Rezeptors in der Area postrema belegen (A).

Mittels X-Gal-Farbung konnte gezeigt werden, dass die Axone der MOL2.3-
positiven OSN (B, Pfeil) zum Bulbus olfactorius projizieren, um dort an einzelnen
Glomerula (Pfeil) zu konvergieren (C) (Conzelmann et al. 2000).

CCG

o, SPG

\

Abbildung 4 : Nachweis der Expression des MOL2.3-Rezeptorproteins in
cranialen Ganglien mittels in situ Hybridisierung (Weber et al. 2002)
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Die linken Abbildungen zeigen X-Gal gefdarbte Sagittal- (A) bzw. Coronal-
schnitte (C) durch den Kopf einer MOL2.3-IGITL Maus. Es sind deutliche Signale
im Ganglion cervicale craniale (CCG) (A) und im Ganglion sphenopalatinum (SPG)
(A, C) zu sehen. Die rechten Abbildungen zeigen schematisch die Lage der Ganglien
(B, D) (Weber et al. 2002).

Vom SPG aus ziehen Fasern MOL2.3-exprimierender Zellen zu den lateralen
Nasendriisen und den Harderschen Driisen. Dort entzweigen sich die Faserbiindel
und einzelne Fasern ziehen durch das gesamte Driisengewebe. Weitere Nervenfasern
ziehen zu bestimmten Teilen cranialer BlutgefiBle, z.B. im Muskelgewebe des
Unterkiefers und der Zunge (Abbildung 5).

AuBerhalb des Kopfes konnten ebenfalls MOL2.3-positive Gewebe dargestellt
werden (Abbildung 5). So entsendet das CCG MOL2.3-positive Fasern zur Herzbasis
und feine Faserzweige zur Herzspitze sowie zu BlutgefiBwinden im Herzbereich
(Weber et al. 2002). Weitere Projektionsgebiete MOL2.3-positiver Fasern konnten
als Ganglia cervicothoracica (C8-Th10) und Truncus sympathicus (sympathischer
Grenzstrang) identifiziert werden. Die MOL2.3-Rezeptor exprimierenden Zellen der
Ganglia cervicothoracica projizieren in Wéinde distinkter pulmonaler Alveolen
(Weber et al. 2002).

e M

YRR,

®

Abbildung 5 : Innervationsgebiete MOL2.3-positiver Zellen

Fasern MOL2.3-positiver Zellen ziehen in die Nasenhohle, zur lateralen
Nasendriise (A, Sagittalschnitt) und zur Harderschen Driise (B, Coronalschnitt). Bild
C zeigt zahlreiche blau gefirbte Fasern im Bereich der Blutgefifle des Unterkiefers;
eine vergroBerte Aufnahme eines Blutgefdfles verdeutlicht, dass die Wénde der
Gefialle von X-Gal-positiven Fasern innerviert werden (D). Auch das Herz gehort zu
den Organen, in denen positive Signale gefunden wurden (E). AuBlerdem projizieren
MOL2.3-positive Fasern zum Truncus sympathicus (F) (Weber et al. 2002).
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Uber potentielle Liganden und die physiologische Funktion des MOL2.3-
Rezeptors ist bislang nichts bekannt. Im Folgenden sollen einige Hypothesen hierzu
erldutert werden:

Wie bereits erwidhnt, scheinen Klasse I Riechrezeptoren (fish-like) spezialisiert
zu sein auf die Interaktion mit wasserloslichen Stoffen, wohingegen Klasse II OR
fliichtige Stoffe detektieren (Kapitel 1.1) (Breer 2001, Freitag et al. 1995, Freitag et
al. 1998, Mezler et al. 2001, Mombaerts 2001). Die nahe Verwandtschaft des
MOL2.3-Rezeptors mit Klasse I OR ldsst vermuten, dass der Rezeptor
moglicherweise mit spezifischen nicht-fliichtigen Molekiilen interagiert. Diese
Vermutung wird durch die hohe Aminosduresequenz-Homologie zu bestimmten
Peptid- und Adenosinrezeptoren gefestigt (Abbildung 2), deren Liganden ebenfalls
wasserldslich sind (Conzelmann et al. 2000).

Da in der Area postrema, einem der circumventrikuliren Organe (Ganong
2000), MOL2.3-positive Zellen detektiert wurden, kann angenommen werden, dass
der Rezeptor an der Perzeption zirkulierender, hydrophiler ,,Liganden®, also der
Kommunikation zwischen Zirkulation und ZNS beteiligt ist (Conzelmann et al.
2000).

Die Tatsache, dass wihrend der Embryonalentwicklung MOL2.3-positive Zellen
zwischen Nasenhohle und Bulbus olfactorius detektiert werden konnten, konnte
dariiber hinaus die oben erwidhnte ,,area code Hypothese (Kapitel 1.1) (Dreyer
1998, Hood et al. 1977) unterstiitzen.

1.2 Die transgene Mauslinie MOL2.3-1GITL

Definitionsgemdll besitzt ein transgenes Tier definierte Verdnderungen im
Genom, die nicht durch klassische Ziichtung oder zufillige Mutagenese zu erreichen
wiren (Def. TiHo Hannover; http://www.tiho-hannover.de/einricht/zucht/mol_gen/
molbiol 5 biotechnik transgene.pdf).

Schon zu Beginn der 1980er Jahre wurden gentechnische Methoden benutzt, um
fremde DNA in Méusen zu exprimieren. Im weiteren Verlauf der Arbeiten wurden
Verfahren entwickelt, mit denen in transgenen Méiusen Gene gezielt inaktiviert
werden konnen (s.g. Knock-outs). Méuse bieten den groen Vorteil, dass man durch
Einfiihrung der Gene in Inzucht-Stamme Tiere erhalten kann, deren genetischer
Hintergrund weitestgehend identisch ist.

Um die Zellen, welche den MOL2.3-Rezeptor exprimieren, einwandfrei
identifizieren zu kdnnen, wurde eine transgene Mauslinie generiert. Zur Herstellung
der Mauslinie wurde das von Mombaerts et al. (1996) etablierte Prinzip angewandt:
Durch homologe Rekombination wurde der MOL2.3-Genlocus so modifiziert, dass
IGITL eingefiigt wurde (IRES-GFP-IRES-tau-lacZ; IRES, internal ribosome entry
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site). IRES ist ein in die nicht-translatierte RNA integriertes RNA-Segment, welches
die Initilerung der Translation vermittelt. IRES-Sequenzen bilden komplexe
Sekundér- und Tertidrstrukturen aus, interagieren mit den Translationsmechanismen
und werden von einem Start-Codon gefolgt (Jaag et al. 2003, Wimmer and Nomoto
1993). Als Ergebnis wurde unter genspezifischer Promotor-Kontrolle eine
sogenannte bicistronische mRNA transkribiert. Auf dieser mRNA ist die Information
fiir den MOL2.3-Rezeptor und fiir die spezifischen Markerproteine green fluorescent
protein (GFP) (Tsien 1998) und tau-B-Galaktosidase (fau-lacZ) kodiert (Callahan
and Thomas 1994) (Abbildung 6). Die IRES-Sequenzen garantieren, dass die
Markerproteine GFP und tau-lacZ nicht an den MOL2.3-Rezeptor gekoppelt
exprimiert werden, da dessen Konformation sich sonst signifikant &ndern wiirde. Das
histologische Markerenzym [-Galaktosidase wurde mit dem Mikrotubulus-
assoziierten Protein ,fau* fusioniert, damit sdmtliche Fortsidtze der Zelle sichtbar
gemacht werden konnen (Callahan and Thomas 1994, Drubin and Kirschner 1986).
Das GFP dient als Marker fiir Zellkorper, da es nicht in die Fortsdtze der Neuronen
transportiert wird (Conzelmann et al. 2000).

Eine histologische Farbung (lacZ) bzw. die Anregung mit Licht einer definierten
Wellenldnge (ARW 480 nm, EWL 510 nm fiir GFP) erlauben es nun, diejenigen

Zellen zu visualisieren, die das distinkte Rezeptorprotein exprimieren.
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Abbildung 6 : Wildtyp Locus des MOL2.3 Gens sowie die MOL2.3-IGITL
Mutation nach homologer Rekombination

Durch homologe Rekombination wurde das Transgen IGITL (IRES-GFP-IRES-
tau-lacZ) hinter dem Gen fiir den MOL2.3-Rezeptor auf der DNA eingefiigt. Das
Ergebnis der Transkription dieser DNA mit dem mutierten Genlocus war eine
mRNA, die fiir den MOL2.3-Rezeptor und die histologischen Markerproteine GFP
und tau-lacZ codiert. Mit Hilfe des GFP konnen die Somata der MOL2.3-Rezeptor
exprimierenden Zellen visualisiert werden. Das tau-lacZ dient als histologischer
Marker fiir die Zellfortsitze. (MOL, mouse olfactory like; IRES, internal ribosome
entry site; GFP, green fluorescent protein, tau-lacZ, tau-f-Galaktosidase; DNA,
Desoxyribonukleinsdure; mRNA, Boten-Ribonukleinséure)

1.3 Das Ganglion sphenopalatinum

1.3.1 Anatomie des Ganglion sphenopalatinum

Beim Ganglion sphenopalatinum (SPG) (syn. Ganglion pterygopalatinum oder
MECKEL Ganglion) handelt es sich um ein parasympathisches Ganglion; es ist
somit ein Teil des autonomen (syn. vegetativen) Nervensystems (VNS) (Akasu and

22



Kapitel 1: Einleitung

Nishimura 1995, Kahle 2001, Reuss 2003). Das VNS steuert die Aktivitdt der
inneren Organe und steht, im Gegensatz zum somatischen Nervensystem, nicht unter
willkiirlicher, bewusster Kontrolle (Klimaschewski 2003). Vegetatives und
somatisches Nervensystem diirfen aber nicht als vollig voneinander getrennt
betrachtet werden. Wiahrend die beiden Nervensysteme in der Peripherie
morphologisch und in ihren Effekten meist klar voneinander getrennt werden
konnen, ist diese Trennung zentral, besonders im oberen Hirnstamm, im
Hypothalamus und im GroBhirn, nicht méglich (Schmidt and Thews 2000). Es
bestehen zahlreiche Verbindungen zwischen verschiedensten somatischen und
autonomen Zentren im ZNS, sowie zwischen peripheren autonomen Nervenzellen
(Janig 2000). Das VNS kann in einen peripheren und einen zentralen Teil
untergliedert werden. Im VNS gibt es z.B. Efferenzen, welche die Viszero- und
Sekretomotorik garantieren. In den meisten vegetativen Ganglien divergiert ein
priagangliondres Axon auf viele postganglionidre Zellen, und ebenso konvergieren
viele praganglionidre Axone auf eine postgangliondre Zelle. Di- und Konvergenz
finden wahrscheinlich nur zwischen Neuronen der gleichen vegetativen Endstrecke
statt, nicht aber zwischen funktionell verschiedenen Neuronen (Janig 2000).
Entwicklungsgeschichtlich unterscheidet man im VNS einen sympathischen, einen
parasympathischen und einen enterischen Anteil (Klimaschewski 2003). Der
Parasympathikus wiederum, zu dem wie bereits erwdhnt das SPG gehort, kann in
einen Kopf- und einen Sacralteil gegliedert werden.

Der Parasympathikus ist als Antagonist des Sympathikus fiir die trophotropen,
d.h. die den Stoffwechsel- und Erndhrungszustand des Organismus betreffenden
Funktionen verantwortlich. Die Perikarya der praganglionidren Neurone des Kopfteils
des Parasympathikus liegen in distinkten Kerngebieten des Hirnstamms oder der
pontinen Region des Mesencephalon: Nucleus accessorius oculomotorius (Ncl.
Edinger-Westphal) (Ursprungskern fiir NIII, N. oculomotorius), Ncl. salivatorius
superior (syn. cranialis) (Ursprungskern fiir NVII, N. facialis), Ncl. salivatorius
inferior (syn. caudalis) (Ursprungskern fiir NIX, N. glossopharyngeus), Ncl. dorsalis
nervi vagi (Ursprungskern fiir NX, N. vagus) und Ncl. ambiguus (Ursprungskern fiir
NIX, N. glossopharyngeus und NX, N. vagus) (Abbildung 8) (Janig 2000, Kahle
2001). Die Axone dieser prigangliondren Neurone bilden zusammen mit anderen,
teils motorischen (NIII), teils sensorischen (NIX, X) Nervenfasern die III., VII., IX.
und X. Hirnnerven, und ziehen mit diesen in die Peripherie. Hier werden die
pragangliondren Axone der viszeroefferenten Kerne (viszeromotorisch und -
sekretorisch) meist organnah in parasympathischen Hirnnervenganglien auf die
zweiten, postgangliondren Neurone des Parasympathikus umgeschaltet. Neben der
parasympathischen Wurzel besitzt jedes parasympathische Ganglion eine

sympathische und eine sensible Wurzel, deren Fasern ohne Unterbrechung efferent
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bzw. afferent durch das Ganglion ziehen. Die aus dem Ganglion abgehenden Aste
enthalten dann sowohl parasympathische als auch sympathische und sensible Fasern
(Kahle 2001).

Die Axone der prigangliondren Neurone des Nucleus salivatorius superior
bilden die parasympathische Wurzel des SPG (Akasu and Nishimura 1995, Contreras
et al. 1980, Janig 2000, Kahle 2001, Larsen 1999). Ein kleiner Teil der Afferenzen
des sphenopalatinen Ganglions zieht zu einer Zellgruppe am rostralen Pol des
Nucleus tractus solitarii (Contreras et al. 1980). Die Fasern des Nucleus salivatorius
superior ziehen im N. intermedius (Teil des N. facialis, NVII) in die Peripherie bis
zum Fazialisknie, wo ein Teil der parasympathischen Fasern den Hauptstamm des M.
intermedius verlésst, und als N. petrosus major weiterzieht (Reuss 2003). Der Nerv
gelangt iiber die Vorderfliche des Felsenbeins durch das Foramen lacerum an die
Schédelbasis. Nach dem Durchtritt durch den Canalis pterygoideus erreicht der Nerv
das SPG. Das Ganglion liegt in der Fossa pterygopalatina (Abbildung 7) (Kahle
2001).

Abbildung 7: Schematische Darstellung der Lage des Ganglion
sphenopalatinum

Das Ganglion sphenopalatinum stellt sich bei den verschiedenen Tierarten
anatomisch sehr unterschiedlich dar. So existiert es beispielsweise beim
Fleischfresser nur einfach (pro Korperhilfte), wahrend beim Pferd 4-5 kleine
Ganglien ausgebildet sind und bei Wiederkduern und Schwein sogar 4-10 (Nickel et
al. 1992). Cuthbertson et al. (1997) beschreiben, dass das SPG beim Schwein aus
einer Serie von 3-4 untereinander verschalteten Haupt-Mikroganglien, welche
jeweils 50-200 Neuronen enthalten, und vielen kleineren Mikroganglien besteht.

Die gangliondren Zellen sind groBtenteils multipolare Zellen, mit langen,
verzweigten Dendriten. Die intragangliondren Nervenfasern sind diinn und
unmyelinisiert (Akasu and Nishimura 1995). Im SPG wurden verschiedene Zelltypen
beschieben: Haupt-Neurone (principal neurons) und SIF-Zellen (SIF, small intensiv
fluorescent), sowie einig intermedidre Zellen (Kiyama et al. 1993, Leblanc and
Landis 1989). Die Hypothese, das SIF-Zellen die Vorldufer fiir autonome Neurone

24



Kapitel 1: Einleitung

darstellen, wurde von Leblanc and Landis (1989) weitestgehend widerlegt, da sie
zeigen konnten, das SIF-Zellen erst zu einem relativ spidten Zeitpunkt in der
Embryonalentwicklung erscheinen.

Die vom SPG abgehenden Nervendste fiihren postgangliondre, vaso- und
sekretomotorische Fasern zu Driisen und Blutgefilen im Bereich des Auges, der
Nasehohle und des Gaumens (Abbildung 8) (Akasu and Nishimura 1995, Seylaz et
al. 1988):

Ein Teil der das Ganglion verlassenden, postgangliondren Fasern zieht in den
Rami ganglionares zum N. maxillaris und erreicht iiber den N. zygomaticus und
seine Anastomose zum N. lacrimalis (Ramus communicans) die Tranendriise und die
Meibomschen Driisen (Jdnig 2000, Kahle 2001, Nickel et al. 1992).

Auch die Harderschen Driisen erhalten nervalen Eingang vom Ganglion
sphenopalatinum (Cuthbertson et al. 1997, Motosugi et al. 1992). Die Harderschen
Driisen, auch tiefe Nickhautdriisen genannt, liegen an der Medialfldche und unter den
oberflachlichen Nickhautdriisen (Nickel et al. 1992). Sie produzieren ein seros-
mukdses Sekret, das sich der Tranenfliissigkeit beimengt (Wiesner and Ribbeck
1991).

Die lateralen Nasendriisen, welche ventral der nasalen Turbinalien lokalisiert
sind, gehoren ebenfalls zu den sekretorisch innervierten Zielgeweben des SPG
(Grunditz et al. 1994).

Weitere parasympathische sekretorische Fasern ziehen in den Rami orbitales zu
den hinteren Siebbeinzellen und in den Rami nasales posteriores laterales zu den
Glandulae nasales der Nasenmuscheln (Hanazawa et al. 1993, Jeon et al. 1997, Lee
et al. 1995a). Die Glandulae nasales werden auflerdem iiber den N. nasopalatinus
und die Nn. palatini minores viszeromotorisch vom SPG innerviert (Hara et al. 1993,
Kahle 2001). Die sensible Innervation der Nasenhohle wird von den Rami
ganglionares garantiert.

Die Rami alveolares der sphenopalatinen Ganglien sorgen fiir die
viszeromotorische Innervation des Sinus maxillaris, der Nasenwand sowie der Zihne
(Reuss 2003).

Der vordere Bereich des Gaumens wird liber den N. nasopalatinus (incisivus)
versorgt, welcher vom SPG aus iiber die Nasenscheidewand und durch den Canalis
incisivus zum Gaumen zieht. Die Nervi palatini innervieren die Glandulae palatinae
des harten und weichen Gaumen (Hara et al. 1993), und fithren wie der N. petrosus
major afferente Geschmacksfasern fiir den weichen Gaumen (Kahle 2001). Diese
viszerosensiblen Fasern (Rami ganglionares) projizieren wiederum zum Nucleus
tractus solitarii, in welchem der MOL2.3-Rezeptor ebenfalls nachgewiesen werden
konnte (Kapitel 1.1) (Reuss 2003).
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Der Ramus pharyngeus, welcher vom SPG aus in die Peripherie zieht, innerviert
die Glandulae pharyngis (Hara et al. 1993, Reuss 2003). Auch der obere Pharynx
wird sensibel von den Rami ganglionares versorgt (Kahle 2001).

Auflerdem innerviert das SPG die Winde verschiedener Blutgefifle im
Kopftbereich parasympathisch (Hara et al. 1993, Owman et al. 1974). So konnte mit
Hilfe verschiedener Methoden gezeigt werden, dass die Arteria ophthalmica (Elsas et
al. 1996b), stromale Kapillaren (Lin et al. 1996) sowie die Blutgefile des Circulus
arteriosus cerebri und deren Abzweigungen (Edvinsson et al. 2001, Edvinsson et al.
1989, Suzuki et al. 1988) Nervenfasern vom SPG erhalten. Beim Circulus arteriosus
cerebri handelt es sich um einen an der Gehirnbasis lokalisierten geschlossenen, den
Hypophysenstiel umfassenden, linglichen Arterienring.

Fir die Ratte konnte zudem gezeigt werden, dass auch die Epiphyse

parasympathische Innervation vom SPG erhélt (Larsen 1999, Moller and Liu 1999).
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Abbildung 8 : Schematische Darstellung der pri- und postganglioniren
Fasern des Ganglion sphenopalatinum

Dargestellt sind die prigangliondren Neurone in den parasympathischen
Kerngebieten des Hirnstamms. Die Axone der prdgangliondren Neurone (grau)
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ziehen zum SPG, wo sie auf die postgangliondren Neurone umgeschaltet werden,
welche wiederum zu den verschiedenen Innervationsgebieten des SPG projizieren
(schwarze Linien). Die viszeromotorischen Fasern sind als durchgezogene Linien
dargestellt, die sensiblen Fasern als gestrichelte Linien (genaueres siche Text).

1.3.2 Physiologie des Ganglion sphenopalatinum

Die Hauptfunktion des SPG ist es, die oben genannten Driisen des gesamten
nasopharyngealen Bereichs parasympathisch viszeromotorisch und -sekretorisch zu
innervieren (Akasu and Nishimura 1995, Seylaz et al. 1988). AuBlerdem ist das SPG
fiir die sensible Innervation eines groBen Teils des nasopharyngealen Bereichs
verantwortlich (Kahle 2001).

Weiterhin konnte beobachtet werden, dass das SPG neurogen den cerebralen
Blutfluss beeinflusst. Durch das Ganglion kann der cerebrale Blutfluss sowohl
gesteigert als auch vermindert werden (Goadsby et al. 1996, Liu et al. 2002). Das
SPG scheint als Teil des parasympathischen Nervensystems eine protektive Funktion
fiir die cerebrale Zirkulation zu haben (Goadsby et al. 1996).

Zudem hidufen sich Hinweise darauf, dass das Ganglion eine grof3e Rolle bei der
Schmerzentstehung verschiedener Erkrankungen spielt. So wird das SPG immer
wieder in einen Zusammenhang mit der Sphenopalatinen- und Trigeminal-Neuralgie,
mit Migrine, Cluster-Kopfschmerz sowie dem Krankheitsbild des atypischen
Gesichtsschmerzes gebracht (Day 1999).

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass dem SPG eine Schliisselrolle bei der
Transmission neuronaler Signale von sowohl hoheren als auch peripheren Zentren
zukommt (Hoshino et al. 1998).

1.4 Transmittersysteme in vegetativen Ganglien

Neurotransmitter dienen der Erregungsiibertragung an chemischen Synapsen.
Die synaptische Ubertragung von den priganglioniren Axonen auf die
postgangliondren Neurone des Parasympathikus erfolgt dabei im wesentlichen
cholinerg (Janig 2000, Seylaz et al. 1988, Skok 2002, Suzuki and Hardebo 1993). In
der Literatur wird allerdings das Vorhandensein weiterer Transmittersysteme
beschrieben, wobei besonders dem Neuromodulator Stickstoffmonoxid (NO) eine
bedeutende Rolle zugesprochen wird (Goadsby et al. 1996, Kimura et al. 1997, Liu et
al. 2002, Nozaki et al. 1993). Auch dem Neuropeptid Pituitary adenylate cyclase
activating polypeptide (PACAP) wird eine funktionelle Rolle im SPG zugeschrieben
(Edvinsson et al. 2001, Elsas et al. 1996a).
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1.4.1 Das cholinerge System

Den wichtigsten Neurotransmitter aller prd- und postganglionédren
parasympathischen Neurone stellt Acetylcholin (ACh) dar, der Essigsdureester des
Aminoalkohols Cholin. Die Substanz wurde in der ersten Hilfte des 20. Jahrhundert
erstmals von Loewi und Dale als endogener Transmitter erkannt und als
,» Vagusstoff bezeichnet (Bennett 1997, 2000, Tansey 1991).

Cholinerge Zellen sind alle prigangliondren autonomen Neurone,
postgangliondr-parasympathische Neurone, zahlreiche Neurone des
Darmnervensystems sowie postganglionidr-sympathische Neurone zu den
Schweilldriisen und Motoneurone zur quergestreiften Muskulatur (Forth et al. 2001).

Der klassische Neurotransmitter Acetylcholin wird im Zytoplasma der
Perikarya, zum Teil auch in den jeweiligen Nervenendigungen, durch das Enzym
Cholinacetyltransferase (ChAT) aus Cholin und Acetyl-Coenzym A synthetisiert
(Lodish et al. 2001, Tohyama and Takatsuji 1998). Der vesikuldre Acetylcholin
Transporter (VACT) transportiert das Acetylcholin dann in die synaptischen
Vesikel (Gilmor et al. 1996, Roghani et al. 1994, Varoqui and Erickson 1996).
Ausloser fiir die Freisetzung des ACh in den synaptischen Spalt ist ein
Aktionspotential, welches an der priasynaptischen Membran ankommt. Dieses
bewirkt die Offnung spannungsgesteuerter Calciumkanile, durch die dann Ca®" in
die  Axonterminale einstromt. Die Erhohung der  intrazelluldren
Calciumkonzentration setzt den Mechanismus der Exozytose in Gang, durch den
schlieBlich das Acetylcholin aus den Speichervesikeln in den synaptischen Spalt
freigesetzt wird. ACh diffundiert durch den synaptischen Spalt zur postsynaptischen
Membran und bindet dort an den entsprechenden Rezeptor. Um eine schnelle und
kurzfristig wiederholbare, neuronale Signaliibertragung zu gewéhrleisten, muss
Acetylcholin schnell inaktiviert werden. Diese schnelle Inaktivierung garantiert das
Enzym Acetylcholinesterase, welches im Extrazelluldrraum ACh spaltet. Das hierbei
anfallende Cholin wird in die synaptische Endigung aufgenommen und dort
wiederverwertet (Lodish et al. 2001).

Die Rezeptoren fiir ACh sind in der postsynaptischen Membran der
entsprechenden, nachgeschalteten Zelle (postganglionidres Neuron oder
Effektorzelle) lokalisiert, oder aber prisynaptisch. Dale erkannte bereits 1914, dass
es zwei Familien von Acetylcholin-Rezeptoren (AChR) gibt. Nach zwei selektiven
Agonisten wurden die unterschiedlichen Gruppen als nicotinerge (nach dem Alkaloid
der Tabakpflanze) und muscarinerge Acetylcholin-Rezeptoren (nach einem Alkaloid,
welches z.B. im Fliegenpilz vorkommt) bezeichnet (Jinig 2000). Es gibt Zellen, die
nur einen dieser beiden Rezeptor-Typen exprimieren, es ist aber auch mdglich, dass

ein Neuron beide Typen gleichzeitig exprimiert (Tohyama and Takatsuji 1998).

29



Kapitel 1: Einleitung

Nicotinerge  Acetylcholin-Rezeptoren  (nAChR) sind  hochmolekulare
Glykoproteine, welche z.B. fiir die Ubertragung der Impulsaktivitit in vegetativen
Ganglien verantwortlich sind (Klimaschewski 2003). Sie bilden pentamere
Kationenkanile, die in der Membran postgangliondrer Neurone lokalisiert sind, also
auch in den Neuronen des SPG. Bindet Acetylcholin an einen solchen Rezeptor, so
erhoht sich die Kationenpermeabilitit der Zellmembran fiir monovalente Kationen
und Ca** (Adams and Nutter 1992, Girod et al. 2000, Gray et al. 1996, Rathouz et al.
1996, Rogers et al. 1997). ACh vermittelt hier also die synaptische Transmission.
Der Ca’’-Einstrom durch neuronale nAChR reguliert die Leitfdhigkeit anderer
Ionenkandle (Mulle et al. 1992) und die Freisetzung von Neurotransmittern
(Wonnacott 1997). Zusitzlich zur postsynaptischen Lokalisation kommen einige
nAChR in synaptischen Endigungen vor, wo sie einen signifikanten Ca**-Einstrom
bewirken und so die Neurotransmitterfreisetzung modulieren (sieche unten) (Skok
2002).

Pentamere neuronale nAChR sind generell aus vier unterschiedlichen
Untereinheiten (a, B, v und 6) zusammengesetzt. In neuronalen nAChR autonomer
Ganglien konnten bis jetzt jedoch vorrangig die Untereinheiten a3, o4, a5, a7, B3
und B4 in den verschiedensten pentameren Konfigurationen nachgewiesen werden
(Anand et al. 1993, Colquhoun and Patrick 1997, Skok 2002, Yu and Role 1998).
Die Bindungsstellen fiir ACh liegen auf den o—Untereinheiten. Die a3-Untereinheit
ist die am hiufigsten in autonomen Ganglien vorkommende o-Untereinheit und
bildet mit anderen a- und B-Untereinheiten heteromultimere nAChR. Sehr oft kommt
die Kombination a3/B4 vor, die auch als ,,Ganglien-Typ nAChR* bezeichnet wird
(Ragozzino et al. 1998). a3/p4 nAChR kommen auch in priasynaptischer Lokalisation
vor (Kulak et al. 2001). Auch homomere a7 Rezeptoren werden in vielen autonomen
Ganglien beschrieben, wo sie sowohl pri- als auch postsynaptisch lokalisiert sind (Si
and Lee 2001). a7 Rezeptoren sind gekennzeichnet durch schnelle Desensibilisierung
und eine hohe Ca®"-Permeabilitit (Girod et al. 2000, Gray et al. 1996, Skok 2002).
Die Ca’’-Permeabilitit der nAChR variiert zwischen den verschiedenen
Rezeptortypen deutlich. So ist der Ca*"-Strom durch 03/B4 nAChR geringer als
durch homomere a7 nAChR. Die Kombinationen verschiedener Untereinheiten
unterscheiden sich nicht nur zwischen den verschiedenen Ganglien, sondern auch
zwischen verschiedenen Neuronen eines Ganglions (Skok 2002).

Bei den muscarinergen AChR (mAChR) dagegen handelt es sich um GPCRs.
Man unterscheidet zur Zeit bei den mAChR die fiinf Untertypen M;-Ms. Die M-,
M;- und Ms-Rezeptoren stimulieren iiber ein G-Protein die Phosphatidylinosit-
spezifische Phospholipase C, M,- und My-Rezeptoren hemmen iiber G-Proteine die
Adenylatzyklase (M;) und/oder &ffnen K'-Kandle (M,). Auch in der
Gewebeverteilung der mAChR gibt es Unterschiede, aber auch Uberlappungen. M-
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Rezeptoren kommen vorwiegend in Neuronen vor, aber auch in der Lunge. M;-
Rezeptoren dagegen findet man besonders in den Membranen von Herzmuskelzellen,
sie konnten aber immunhistologisch auch in SPG nachgewiesen werden (siche unten)
(Liu et al. 2002). Mj-Rezeptoren spielen auBerdem eine bedeutende Rolle als
prasynaptische Autorezeptoren (Kitaichi et al. 1999, Lee et al. 2001, Rouse et al.
2000). M3-Rezeptoren kommen vor allem auf Driisen- und glatten Muskelzellen vor,
aber auch im ZNS.

Schon lange wird die Existenz modulatorischer Systeme diskutiert, welche die
ACh-Freisetzung kontrollieren. Es konnte gezeigt werden, dass solche
Kontrollsysteme sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem weit
verbreitet sind (Rouse et al. 2000), wobei die ACh-Freisetzung hoch- oder
herunterreguliert werden kann. Diese Regulation kann iiber ACh selbst
(Autoregulation) (Girod et al. 2000), oder aber iiber andere Neuromediatoren
(Heteroregulation) erfolgen (Re 1999). Die Autoregulation erfolgt {iber die Bindung
eines Agonisten an prasynaptische AChR. Die positive Modulation ist hierbei
nicotinerg vermittelt, die negative muscarinerg (M,-Rezeptoren) (D'Agostino et al.
2000, Fu et al. 1998, Girod et al. 2000, Kitaichi et al. 1999, Lee et al. 2001, Marchi et
al. 1999, Re 1999).

Die Existenz und die funktionelle Bedeutung des klassischen Neurotransmitters
Acetylcholin im SPG wurde bereits bei verschiedenen Tierarten untersucht. So
konnte ChAT als cholinerger Marker in Somata und Neuriten der Ratte
nachgewiesen werden (Hara et al. 1985, Liu et al. 2000c, Suzuki et al. 1990c, Suzuki
et al. 1990a). Laut Suzuki et al. (1989) sind es die Haupt-Neurone des SPG (Kapitel
1.3.1), welche ChAT-positiv sind. Bei der Katze sollen etwa 50 % aller neuronalen
Zellen ChAT-immunreaktiv sein (Kimura et al. 1997), beim Schwein 75 % (Yu et al.
1998). Vom SPG ausgehende, ChAT-immunreaktive Fasern, ziehen sowohl bei der
Ratte, als auch beim Schwein zu cerebralen Blutgefiaflen (Suzuki et al. 1990c, Suzuki
et al. 1990b, Yu et al. 1998), wobei die cholinerge Innervation cerebraler Blutgefilie
nicht ausschlieBlich vom SPG ausgeht (Dauphin et al. 1991).

Funktionell steht das cholinerge System des SPG folglich im Zusammenhang
mit der Steuerung des cerebralen Blutflusses (Seylaz et al. 1988, Suzuki and Hardebo
1993). Es konnte beobachtet werden, dass die Stimulation pri- und postganglionérer
Fasern des SPG der Ratte den cerebralen Blutfluss erhéht (Suzuki and Hardebo
1993). Die Steuerung der Vasomotorik wird allerdings nur indirekt durch
Acetylcholin gesteuert. So konnte fiir das Schwein gezeigt werden, dass ACh iiber
die Regulation der priasynaptischen NO-Freisetzung einen Einfluss auf die cerebrale,
neurogene Vasodilatation ausiibt (Yu et al. 1998). Eine detailliertere Beschreibung
dieses Mechanismus erfolgte bei der Ratte, bei welcher der immunhistochemische

Nachweis der Expression muscarinerger ACh-Rezeptoren (M,-Rezeptoren) in
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Somata und Dendriten gelang. Eine Aktivierung dieser prasynaptischen Rezeptoren
vermindert den Ca”**-Einstrom durch N-Typ Ca-Kanile, wodurch wiederum keine
NO-Freisetzung mehr erfolgt (Liu et al. 2002).

1.4.2 Das nitrerge System

Stickstoffmonoxid (NO) ist ein hochdiffusibles, kurzlebiges, endogen gebildetes
bioaktives Molekiil. Es kommt in Neuronen sowie in Endothel- und Immunzellen
vor, wo es als Neuromodulator oder Botenstoff fungiert (Alcayaga et al. 1999,
Anderson et al. 1995, Bredt et al. 1990, Forth et al. 2001). Stickstoffmonoxid wird
unter Katalyse des Enzyms Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) gebildet (Evans et al.
1995). NOS Kkatalysiert die Reaktion von L-Arginin zu Stickstoffmonoxid und L-
Citrullin (Bredt and Snyder 1990, Bult et al. 1990, Knowles et al. 1989). Es sind drei
Isoformen der NO-Synthase bekannt: Die neuronale NO-Synthase I (nNOS), die
induzierbare NO-Synthase II (iNOS) sowie die endotheliale NO-Synthase III (eNOS)
(Alderton et al. 2001, Evans et al. 1995, Forth et al. 2001). Die neuronale NO-
Synthase (nNOS) ist ein 10sliches Enzym, welches in der Zelle an Membranen
gebunden lokalisiert ist und durch Calcium aktiviert wird (Wenisch et al. 2000). So
fiihrt ein Aktionspotential, welches in einer Nervenendigung eintrifft, iiber den Ca*'-
Einstrom zur Aktivierung der NO-Synthase. Neurone mit NO-Synthase werden als
nitrerg bezeichnet (Boeckxstaens et al. 1993, Bredt and Snyder 1990, Evans et al.
1995).

Mehrere Besonderheiten unterscheiden NO von anderen Neurotransmittern. Bei
NO handelt es sich im Gegensatz zu anderen Transmittern um ein anorganisches
Molekiil, welches zudem gasformig und somit vollkommen membrangédngig ist. NO
wird auBBerdem nicht in Vesikeln gespeichert. Neuronal produziertes NO ist extrem
kurzlebig (Krukoff 1999, Lancaster 1994), die mittlere biologische Halbwertszeit
betrdgt 0,09-2 Sekunden im extravaskuldren Raum (Thomas et al. 2001), bzw. 1,8 ms
im Blut (Liu et al. 1998). Das anorganische Molekiil diffundiert leicht durch
biologische Membranen und kann im neuronalen System Strecken von bis zu
200 pm tiberwinden (Krukoff 1999, Lancaster 1997). Der Rezeptor fiir NO ist
folglich kein Zellmembranprotein, sondern eine l16sliche Guanylatzyklase, ein
zytoplasmatisches Enzym, das die Synthese von GTP zu cGMP katalysiert, welches
wiederum als intrazelluldrer 2™ messenger fungiert (de Vente et al. 2001, Murad
1999, Southam and Garthwaite 1993).

Im Zentralnervensystem ist NO an der langfristigen Modulation synaptischer
Transmission beteiligt (Arancio et al. 1996, Snyder 1992), im peripheren

Nervensystem dient es als atypischer Neurotransmitter (Sato and Kawatani 1996).
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Atypische deshalb, weil das Zielmolekiil kein Membranrezeptor ist, sondern ein
intrazelluldres Enzym.

NO kommt normalerweise in Form eines Radikals vor (Dawson et al. 1992,
Murad 1999), und wirkt als solches hochgradig cytotoxisch und bakteriostatisch
(Heiss et al. 1994, Kaplan et al. 1996, Lancaster 1995). Dies erkldrt die
Notwendigkeit einer schnellen Elimination von NO. In biologischen Fliissigkeiten
wird Stickstoffmonoxid innerhalb weniger Sekunden zu Nitrit und Nitrat oxidiert. Da
diese anorganischen Molekiile etwa 1000-fach weniger wirksam sind als NO ist
davon auszugehen, dass die Oxidation der Inaktivierung des NO dient (Forth et al.
2001).

In priaganglionidren, parasympathischen Neuronen des Hirnstamms, welche zum
SPG projizieren, konnte die Co-Lokalisation von nNOS und ChAT gezeigt werden.
Dies fiihrte zu der Hypothese, dass NO zum einen die cholinerge Transmission
priaganglionédrer Nervenendigungen im SPG beeinflussen (Zhu et al. 1997), und zum
anderen per se als parakriner Botenstoff fungieren konnte.

Verschiedene Arbeitsgruppen konnten indirekt liber den Nachweis der NOS
bzw. NADPH-Diaphorase (Dawson et al. 1991) die Synthese von NO in Zellsomata
und —neuriten des SPG zeigen. Zu den Tierarten, bei denen der NOS-Nachweis
gelang, gehoren die Ratte (Edvinsson et al. 2001, Hanazawa et al. 1994, Lee et al.
1995a, Lee et al. 1995b, Liu et al. 2000c, Morris et al. 1993, Uddman et al. 1998),
die Katze (Goadsby et al. 1996, Kimura et al. 1997), das Kaninchen (Runer et al.
1998), das Meerschweinchen (Shimizu et al. 2001), das Schwein (Yu et al. 1997, Yu
et al. 1998) und der Mensch (Uddman et al. 1999).

Retrograde Tracing-Studien mit dem Farbstoff 7rue Blue zeigten, dass
perivaskuldre, NOS-positive Nervenfasern aus dem Bereich des Circulus arteriosus
cerebri ihren Ursprung im SPG haben (Edvinsson et al. 2001). NO wird in der
cerebralen Zirkulation die Funktion zugesprochen, eine Dilatation von Blutgefassen
auszuldsen (Goadsby et al. 1996, Kimura et al. 1997, Nozaki et al. 1993). ACh soll
hier eine modulierende Funktion auf die NO-Freisetzung haben (Kimura et al. 1997,
Yu et al. 1998). Die GefiaBwinde der Arteria ophthalmica werden ebenfalls von
NOS-haltigen Nervenfasern des SPG innerviert (Elsas et al. 1996b). Auch bei der
nervosen Kontrolle der Nasenschleimhaut hinsichtlich Durchblutung und Sekretion
wird NO eine Rolle als nicht-cholinergem, parasympathischem Neurotransmitter
beigemessen (Hanazawa et al. 1993, Jeon et al. 1997, Lacroix et al. 1998, Lee et al.
1995b). Broillet und Firestein (1996b, 1997) und Schmachtenberg et al. (2003)
konnten zudem zeigen, dass NO direkt olfaktorische, durch zyklische Nukleotide
(cAMP, cGMP) gesteuerte lonenkandle aktivieren kann. Wie in Kapitel 1.1

beschrieben wurden, garantieren diese Kanile die Entstehung einer zelluldren

33



Kapitel 1: Einleitung

Depolarisation nach Bindung eines addquaten Liganden an einen olfaktorischen

Rezeptor.

1.4.3 Das PACAPerge System

Das Neuropeptid Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP)
wurde zuerst aus der Hypophyse des Schafes isoliert. Der Name des Peptids basiert
auf seiner Féahigkeit, in Zellkulturen der Hypophyse der Ratte die Adenylatzyklase zu
aktivieren. PACAP ist sehr eng mit dem Vasoaktiven Intestinalen Polypeptid (VIP)
verwandt, und Mitglied einer Familie regulatorischer Peptide (Miyata et al. 1989,
Miyata et al. 1990).

PACAP konnte in unterschiedlichen Strukturen des Korpers nachgewiesen
werden, vor allem in neuronalen Geweben, darunter auch das Ganglion
sphenopalatinum (Edvinsson et al. 2001, Elsas et al. 1996a, Liu et al. 2000b, Nielsen
et al. 1998, Uddman et al. 1999). Einige der PACAP-exprimierenden Neurone des
SPG projizieren zu Blutgefdssen des Circulus arteriosus cerebri (Edvinsson et al.
2001). Auch in den Trénendriisen und verschiedenen Blutgefdflen des Auges konnte,
ebenso wie in Zellen des SPG, PACAP-Immunreaktivitit nachgewiesen werden.
(Elsas et al. 1996a) stellten darauthin die Hypothese auf, dass neuronales PACAP im
Auge, welches moglicherweise im SPG produziert wird, an der glanduldren
Sekretion, der Regulation des Tonus der glatten Muskulatur sowie sensorischen
Prozessen beteiligt ist.

Basierend auf ihrer relativen Affinitét fiir PACAP und VIP konnen verschiedene
PACAP Bindungsstellen unterschieden werden: PACAP Typ I Rezeptoren binden
spezifisch PACAP und existieren in mindestens 7 Splicevarianten. Diese Rezeptor-
Isoformen sind an Phospholipase C- und/oder Adenylatzyklase-Aktivitidt gebunden.
Eine Ausnahme bildet eine Isoform, welche an die Aktivierung spannungsgesteuerter
Calciumkanile gekoppelt ist (Chatterjee et al. 1996, Pantaloni et al. 1996, Spengler
et al. 1993). PACAP Typ II Rezeptoren binden PACAP und VIP mit dhnlich hoher
Affinitdt und sind an Adenylatzyklase-Aktivitdt gekoppelt (Ishihara et al. 1992, Lutz
et al. 1993). Ein dritter PACAP Rezeptorsubtyp bindet sowohl PACAP als auch VIP
mit hoher Affinitdt und ist an Adenylatzyklase- und Phospholipase C-Aktivierung
gekoppelt (Inagaki et al. 1994).

In der Literatur wird beschrieben, dass weder mRNA fiir VPAC2- noch fiir
PACI1-Rezeptoren (VIP- bzw. PACAP-Rezeptoren; VPAC, VIP Typ PACAP; PACI,
PACAP Typ 1) im Ganglion sphenopalatinum des Menschen detektiert werden
konnte. Allerdings wurde mRNA fiir einen VPACI-Rezeptor nachgewiesen
(Knutsson and Edvinsson 2002).
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1.5 Ca’" als intrazellulirer Botenstoff

Calcium hat fiir die unterschiedlichsten Korperfunktionen eine herausragende
biologische Bedeutung. So ist es unter anderem essentiell fiir die Muskelkontraktion,
die Zellteilung, den Zilienschlag sowie fiir die Eischalen- und Knochenbildung.
AuBerdem ist Ca®* ein ubiquitdrer intrazellulirer Botenstoff. Damit Ca*" als
intrazelluldres Signal genutzt werden kann, muss die Ruhe-Konzentration im Zytosol
niedrig sein. Die Konzentration an freiem Ca®" im Zytosol jeder Zelle liegt bei < 10
"M/, wogegen die Konzentrationen in der Extrazelluldrflissigkeit, im
endoplasmatischen Retikulum (ER), im Zellkern und in den Mitochondrien (= 10
M/) hoch sind (Tsien and Poenie 1986). Es bestehen also deutliche
Konzentrationsgradienten zwischen dem Extra- und dem Intrazelluldrraum einerseits,
und dem Cytosol und den intrazelluliren Kompartimenten ER, Zellkern, und
Mitochondrien andererseits (Alberts and Johnson 2001).

Im Folgenden soll eine Ubersicht iiber den zelluliren Calciumstoffwechsel
gegeben werden (Abbildung 9):

Extrazelluldres Ca®" kann iiber spannungs- und rezeptorabhiingige Kanile ins
Zytosol gelangen. In Nervenzellen fiihrt eine durch ein Aktionspotential
hervorgerufene Depolarisation zur Offnung spannungsgesteuerter Ca**-Kanéle in der
Zellmembran. Es kommt zu einem Ca”"-Influx in die Nervenendigung, wodurch die
Sekretion von Neurotransmittern initiiert wird. Rezeptorabhingige Kanile konnen
entweder direkt durch einen Liganden reguliert werden (ligandengesteuerter Ca*'-
Kanal), oder aber indirekt iiber eine 2™ messenger Kaskade nach Aktivierung eines
GPCRs durch den entsprechenden Liganden (Nordheim and Lammers 2003). GPCR
konnen auBerdem iiber den 2" messenger Inositol-1,4,5-trisphosphat (IP;) eine
Freisetzung von Ca’" aus dem ER bewirken. Hierbei bindet ein entsprechendes
extrazelluldres Signalmolekiil an einen GPCR, welcher dann die Phospholipase C-f3
aktiviert. Dieses Enzym spaltet Phosphatidylinositol-4,5-bisphosphat (PIP,) zu IP;
und Diacylglycerol (DAG). Durch IP; wird die Rezeptoraktivierung an die Ca*'-
Freisetzung aus dem ER gekoppelt, denn IP; bindet an IPs-gesteuerte Ca®'-Kanile in
der Membran des ER und setzt so Ca*" aus dem ER frei. Der initiale cytosolische
Ca*"-Anstieg und DAG aktivieren eine Ca’'-abhingige Proteinkinase C (PKC),
welche bestimmte Proteine in der Zielzelle (z.B. lonenkanédle) phosphoryliert
(Alberts and Johnson 2001). IP;-vermittelte Ca®"-Rekrutierung aus dem ER kann
auch nach Aktivierung einer Rezeptor-Tyrosin-Kinase erfolgen (Nordheim and
Lammers 2003).

Wie bereits erwihnt, muss die Ca®"-Konzentration im Zytosol ruhender Zellen
niedrig gehalten werden, um die Signalmechanismen iiber den 2™ messenger Ca*" zu
ermoglichen. Zu diesem Zweck stehen der Zellen verschiedene Moglichkeiten zur
Verfiigung: In allen eukaryotischen Zellen befinden sich Ca®’-ATPasen in der
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Zellmembran, welche Ca®" aus der Zelle pumpen. Nerven- und Muskelzellen haben
einen zusitzlichen Na'/Ca*'-Austauscher in ihrer Zellmembran, welcher den Ca*'-
Efflux an einen Na'-Influx koppelt. Eine Ca**-ATPase in der Membran des ER
ermdglicht die Aufnahme groBer Ca*’-Mengen aus dem Zytosol gegen einen steilen
Konzentrationsgradienten (Alberts and Johnson 2001).

Die Wirkung des zytoplasmatischen Ca*” wird durch Bindung an verschiedene
intrazelluldire =~ Proteine  beeinflusst.  Calretinin  und  Calbindin  sind
Calciumbindungsproteine, welche den Ca®"-Spiegel abpuffern (Nordheim and
Lammers 2003). Calbindin dient zusitzlich dem transzelluliren Ca®"-Transport. Das
Calciumeffektorprotein Calmodulin dagegen ist ein vielseitiger, intrazelluldrer Ca*'-
Rezeptor und  vermittelt  verschiedene Ca’"-regulierte  Prozesse. Der
Ca**/Calmodulin-Komplex selbst besitzt keine enzymatische Aktivitit, sondern wirkt
durch Bindung an andere Proteine (Alberts and Johnson 2001). Die meisten
Ca’/Calmodulin-Effekte werden indirekt {iber Ca**/Calmodulin abhingige Protein-
Kinasen (CaM) vermittelt, welche wiederum Serin- oder Threonin-Reste von
Proteinen phosphorylieren. Die am besten untersuchte multifunktionelle CaM-Kinase
ist die CaM-Kinase II; sie konnte in allen tierischen Zellen nachgewiesen werden,
und kommt besonders im Nervensystem (hier vor allem in den Synapsen) in grosser
Menge vor (Alberts and Johnson 2001).

Ligandengesteuerter GPCR
Ca*-Kanal ‘@
Spannungs- @ AC G-Protein
gesteuerter N /
Ca*-Kanal

Rezeptor-Tyrosin-
Kinase

Ca’/Calmodulin

ECalretinin

Ca*-ATPase

@ IEi'C_aZJ:
Antiporter

Abbildung 9 : Der zelluliire Calciumstoffwechsel
Ca”" gelangt iiber Kanile in der Zellmembran und der Membran des ER ins
Zytosol. Calciumpumpen und Na“-Ca”"-Austauscher transportieren das Ca®" wieder
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aus der Zelle hinaus, bzw. zuriick ins ER. In der Zelle wird die Ca**-Wirkung durch
verschiedene Proteine beeinflusst (Details siehe Text). (AC, Adenylatzyklase; DAG,
Diacylgylcerin; PKA, Protein-Kinase A; PLC, Phospholipase C,)

1.6 Ziele der Arbeit

Um einerseits einen Hinweis auf die mogliche Bedeutung des MOL2.3-
Rezeptors im Rahmen der gangliondren Signaliibertragung zu erlangen, und
andererseits grundlegende Transmittercharakteristika des SPG zu erarbeiten, erfolgte
in dieser Arbeit eine detaillierte immunhistochemische und zellphysiologische
Charakterisierung  der  Rezeptor-exprimierenden  Zellen des  Ganglion
sphenopalatinum. Die Schwerpunkte wurden besonders auf das cholinerge und das
nitrerge Transmittersystem MOL2.3-positiver im Vergleich zu MOL2.3-negativen
Neuronen gelegt, aber auch das PACAPerge System wurde untersucht.

Mittels immunhistochemischer Methoden wurde eine Analyse des
neurochemischen Codes MOL2.3-positiver und -negativer Zellen durchgefiihrt. Vor
allem sollte die Expression von GFP, dem histologischen Marker fiir den MOL2.3-
Rezeptor, sowie die Expression des neuronalen Markers NSE, der cholinergen
Markerproteine ChAT und VAChT und des nitrergen Markers nNOS in den
gangliondren Zellen untersucht werden. Hier erfolgte auch eine quantitative
Erfassung der immunologisch detektierten Zellen, welche die Quantifizierung der
Co-Lokalisation der verschiedenen Antigene beinhaltete. Weiterhin wurde die
Expression der Botenstoffe PACAP und Substanz P untersucht, sowie deren Co-
Lokalisation mit dem MOL2.3-Rezeptor.

Um die Zellen funktionell zu untersuchen, war zunéchst die Etablierung einer
primdren Zellkultur notwendig. Anhand dieser Zellkultur erfolgte die
Charakterisierung der intrazelluliren Signaltransduktion mit Hilfe der Calcium-
Imaging Technik. Hauptaugenmerk war die detaillierte Untersuchung der cholinerg,
nitrerg und PACAPerg vermittelten Signaltransduktion der gangliondren Zellen.
Insbesondere sollte ermittelt werden, ob es bei den einzelnen Signalwegen
Unterschiede zwischen MOL2.3-positiven und —negativen Zellen gibt. Hierzu
wurden die Neurone der Zellkultur mit den potentiellen Liganden Acetylcholin, NO
und PACAP stimuliert. Durch Co-Stimulationen der Zellen mit Acetylcholin und NO
bzw. PACAP wurde eine etwaige gegenseitige Beeinflussung der verschiedenen
Transmittersysteme untersucht. Die Zellantworten der MOL2.3-positiven wie
—negativen Zellen auf die unterschiedlichen Stimulationen mit einem oder zwei
Liganden wurden quantitativ erfasst und statistisch ausgewertet.

Zunichst wurde erforscht, ob Acetylcholin, der klassische Neurotransmitter der
prasynaptischen Neurone, auch in den Zellen der gangliondren Kultur ein

intrazellulires Ca®’-Signal bewirkt. In diesem Zusammenhang wurde auBerdem
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untersucht, ob das  Antwortverhalten der Zellen dosisabhingig ist.
Grundvoraussetzung fiir die folgende detaillierte Charakterisierung der Acetylcholin-
Rezeptoren und die Untersuchung der Interaktion des cholinergen mit dem nitrergen
bzw. PACAPergen Transmittersystem war es, die Desensibilisierung der Zellen nach
repetitiver  Stimulation mit Acetylcholin einer konstanten Konzentration
auszuschlieflen.

Wie bereits erwihnt, bestehen deutliche Ca*'-Konzentrationsgradienten
zwischen dem Extra- und Intrazelluldrraum einerseits, sowie zwischen dem Cytosol
und verschiedenen zelluldren Kompartimenten andererseits. Deshalb sollte geklart
werden, ob eine FErhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration nach
Stimulation mit Acetylcholin auf dem Einstrom von Ca’" aus dem Extrazellulirraum,
oder aus intrazelluldren Speichern beruht.

Um die Acetylcholin-Rezeptoren der Zellen des SPG detaillierter zu
charakterisieren, wurde mit Hilfe selektiver nicotinerger und muscarinerger
Agonisten untersucht, welche funktionellen Acetylcholin-Rezeptor Subtypen in den
Zellen lokalisiert sind. Spezifische Blocker definierter nicotinerger Acetylcholin-
Rezeptoren sollten Hinweise auf im SPG exprimierte, funktionelle
Untereinheitskombinationen dieser Rezeptoren liefern.

Weiterhin sollte untersucht werden, ob die ACh-induzierte Aktivierung des
AChHR direkt zu einer Erhhung der intrazelluldren Calciumkonzentration fiihrt, oder
aber indirekt iiber die Offnung spannungsgesteuerter L- oder N-Typ Ca*"-Kanile.

Ein weiterer Hauptpunkt dieser Arbeit war die Klarung der Rolle des atypischen
Neurotransmitters Stickstoffmonoxid bei der gangliondren Signaltransduktion der
MOL2.3-positiven und -negativen Zellen. Zu diesem Zweck wurden die Zellen mit
zwei unterschiedlichen NO-Donoren stimuliert. Auch eine gegenseitige
Beeinflussung des cholinergen und des nitrergen Transmittersystems im SPG sollte
untersucht werden, indem zunidchst die Zellantworten auf Stimulation mit
Acetylcholin und NO gemessen wurden, und anschlieend eine Co-Applikation von
ACh und einem NO-Donor durchgefiihrt wurde. Der Einfluss einer basalen
Produktion von NO durch das Enzym nNOS auf die Zellantworten nach cholinerger
Stimulation wurde durch Enzym-Blockade der nNOS ermittelt.

Auch die Rolle des Neuropeptids PACAP fiir die Signalkaskade in den Zellen
des SPG wurde untersucht. Fiir das PACAPerge System wurde wie fiir das nitrerge
getestet, ob es unter Umstidnden mit dem cholinergen interferiert.

Weiterhin wurde die Frage nach der Existenz funktioneller Rezeptoren fiir die

klassischen Neurotransmitter Noradrenalin und Glutamat geklért.
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Kapitel 2: Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Geriite

Aqua bidest Anlage Milli-Q Biocel (Millipore, D-Eschborn)
Autoklav Systec 2540 EL (Systec, D-Wettenberg)
Calcium-Messsystem (Diagnostic Instruments - Visitron Systems, D-Puchheim)
mit Visicam CCD-Kamera (12 BIT digital CCD (charge-coupled device)
Kamera),
MAC 5000 Steuereinheit (Diagnostic Instruments - Visitron Systems, D-
Puchheim),
Ludl-Filterrad (Ludl Electronic Products Ltd, New York, USA),
Mikroskop Olympus IMT-2 (Olympus Optical, D-Hamburg) und
Zellkultur-Messkammer (W. G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
Computer: IBM kompatible Pentiumrechner
Deckglédschenstinder mit Wanne (W. G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
Fluoreszenzbinokular Wild M8 Z Diskus Zoom-Stereomikroskop (Wild, CH-
Heerburg)
Fluoreszenzmikroskop Olympus BX50 (Olympus Optical, D-Hamburg)
mit digitaler schwarz-weill Kamera (Spot Insight, Diagnostic Instruments -
Visitron Systems, D-Puchheim)
und dazu gehdriger Software (Spot Insight Software, Diagnostic Instruments,
Michigan, USA)
HeiBluftsterilisator ED 115/E2 (Binder GmbH, D-Tuttlingen)
Kryostat Typ HM 500 O (Microm GmbH, D-Walldorf)
pH-Meter 765 Calimatic (Kleinfeld Labortechnik, D-Hannover)
Pipetten (1000, 500, 200, 100, 50, 20, 100-1000, 10-100, 2-10, 0,5-2 ul) (Eppendorf
AG, D-Hamburg)
Schlauchpumpe Minipuls-3 (Abimed Analysen Technik, D-Langenfeld)
Schiittler (Roth, D-Karlsruhe)
Sicherheits-Bunsenbrenner (Fireboy) (Technomara, D-Fernwald)
Spectrophotometer UV DU-50 (Beckmann Instruments GmbH, D-Miinchen)
Thermoblock QBT (VWR, D-Darmstadt)
Thermohygrograph (W. Lambrecht GmbH, D-Goéttingen)
Tischriihr- und Heizgerdt Combimag (Roth, D-Karlsruhe)
Vakuumpumpe XF 54 230 50 (Millipore, D-Eschborn)
Waage: Mettler P1210N (Mettler Toledo, D-Gief3en)

39



Kapitel 2: Material und Methoden

Wasserbad BF 15 (Renner GmbH, D-Dannstadt)

2.1.2 Gebrauchsmaterial

Computerprogramme:
Adobe Photoshop, Version 7.0 (Adobe Systems GmbH, D-Unterschleiheim)
Graph Pad Prism®, Version 3.02 (GraphPad Software, Inc., San Diego, CA-
USA)
Metafluor, Version 4.5 (Diagnostic Instruments - Visitron Systems, D-
Puchheim)
Metamorph, Version 5.05 (Diagnostic Instruments - Visitron Systems, D-
Puchheim)
Sigmaplot, Version 8.0 (Jandel Scientific, Corte Madera, CA-USA)
Windows Microsoft Word, Version 6.0 (Microsoft Corporation , D-Miinchen)
Windows Microsoft Excel, Version 6.0 (Microsoft Corporation, D-Miinchen)
Exsiccator (MAGV, D-Rabenau)
Férbekiivetten fiir Objekttrager (MAGV, D-Rabenau)
Gewebeschalen, schwarz (MAGV, D-Rabenau)
Objekttragermappen (MAGV, D-Rabenau)
Operationsbesteck (Aesculap-Werke AG, D-Tuttlingen)
Plexiglasplatten fiir Immunhistochemie (W. G. Kerckhoff-Institut, D-Bad Nauheim)
Spatel (Roth, D-Karlsruhe)
Tierkdfige:
transparente Typ IV Polycarbonat-Kéfige (38 x 59 x 18 cm / Breite x Tiefe x
Hohe) (FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH, D-Emmerdingen)
transparente Typ III Polycarbonat-Kéfige (28 x 42 x 15 cm / Breite x Tiefe x
Hohe) (FA. Dipl.-Ing. W. Ehret GmbH, D-Emmerdingen)

2.1.3 Verbrauchsmaterial

Deckgliaschen 15 x 15 mm (fiir Zellkultur) (Menzel GmbH, D- Braunschweig)

Deckgliaschen 24 x 60 mm (fiir Inmunhistochemie) (Menzel GmbH, D-
Braunschweig)

Einmalkaniilen Sterican® 0,9 x 40 mm, 20 G (Braun, D-Melsungen)

Einstreu fiir Tierkédfige: Altromin Animal-Bedding (Altromin GmbH und Co KG, D-
Lage-Lippe)

Einwegspritzen (BD Plastipak, Becton-Dickinson, D-Heidelberg)

Flexiperm®-Mikro-12 Kammersysteme (Haereus, D-Hanau)
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Hahnbank, 5-fach (fiir Imaging) pub Medizintechnik GmbH & Co. KG, D-
Kirchseeon)

Kieselgel (Merck, D-Darmstadt)

Klingen fiir Aesculap-Rasiermesser (Aesculap-Werke AG, D-Tuttlingen)

Kiivetten fiir Photometer, 10 x 4 x 45 mm (Sarstedt, D-Niimbrecht)

Objekttriager 76 x 26 mm (Menzel GmbH, D-Braunschweig)

Parafilm® (Roth, D-Karlsruhe)

Pasteurpipetten, 230 mm (MAGV, D-Rabenau)

Petrischalen (Plastik), 94/16 mm (Sarstedt, D-Niimbrecht)

Petrischale (Glas), @ 11 cm (MAGV, D-Rabenau)

pH-Indikatorpapier (Merck, D-Darmstadt)

Reaktionsgefafe 0,5, 1,5 und 2 ml (Eppendorf AG, D-Hamburg)

Rohrchen, steril, 15 ml (Sarstedt, D-Niimbrecht)

serologische Pipetten 1, 5 und 10 ml (Sarstedt, D-Niimbrecht)

Sterikan-Indikatorband (MAGYV, D-Rabenau)

Teflonschlduche (Innendurchmesser 0,75 und 1,98 mm) (Kronlab, D-Sinsheim)

Tierfutter: Zucht-Diatfutter (Altromin GmbH und Co KG, D-Lage-Lippe)

Trockeneis (Balser, D-Lich)

Tygon®-Schliuche (fiir Perfusionspumpe), GroBe 0.110 und 0.081 (Abimed
Analysen Technik, D-Langenfeld)

2.1.4 Chemikalien

Acetylcholin (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Athanol, vergillt (Schmidt, D-Dillenburg)
Athanol, unvergillt (Merck, D-Darmstadt)
Antikdrper:
Primére Antikorper:
Goat-anti-GFP (DPC Biermann, D-Bad Nauheim)
Goat-anti-VAChT (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Rabbit-anti-ChAT (W. G. Kerckhoft-Institut, D-Bad Nauheim)
Rabbit-anti-GFP (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
Rabbit-anti-nNOS (Chemicon, Temecula, CA, USA)
Rabbit-anti-NSE (Polyscience, D-Eppelheim)
Rabbit-ani-PACAP (Bachem Biochemicals, D-Heidelberg)
Rabbit-anti-PGP9.5 (Ultra Clone, GB-Isle of Wight)
Rat-anti-SP (Fitzgerald Industries, Concord, MA, USA)
Sekundére Antikorper:
Alexa®488- donkey-anti-goat (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
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Alexa®488- donkey-anti-rabbit (MoBiTec GmbH, D-Géttingen)
Cy3™. donkey-anti-rabbit (Dianova, D-Hamburg)
Cy3™. donkey-anti-rat (Dianova, D-Hamburg)
Bethanechol (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Bovines Serum Albumin (BSA) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Calciumchlorid (CaCl,) (Merck, D-Darmstadt)
Carbodiimid (1-dthyl-3-(3-dimethyl-aminopropyl-) carbodiimid)(Sigma Aldrich,
D-Steinheim)
Citifluor® (Cityfluor LTD, GB-London)
Concanavalin A Typ V (Con A) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
®-Conotoxin MVIIA (Alomone Labs, Jerusalem, Israel)
®-Conotoxin MVIIC (Alomone Labs, Jerusalem, Israel)
w-Conotoxin SVIB (Alomone Labs, Jerusalem, Israel)
DEA (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid) (Alexis, D-Griinberg)
Dinatriumhydrogenphosphat (Na,HPO,) (Merck, D-Darmstadt)
Dispase I (Roche Diagnostics, D-Mannheim)
Dimethylsulfoxid (DMSO) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
DMPP (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
DNase (Roche Diagnostics, D-Mannheim)
EGTA (Ethylenglykol-bis-(B-aminoethyldther)-N,N,N",N"- tetraessigsdure) (Sigma
Aldrich, D-Steinheim)
Fura-2 Acetoxymethylester (MoBiTec GmbH, D-G6ttingen)
D-Glukose (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Glutamat (Monosodium-Salz) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
HEPES Natriumsalz (N-(2-Hydroxyethyl)-piperazin-N"-(2-ethansulfonsédure) (Sigma
Aldrich, D-Steinheim)
Kaliumchlorid (KCl) (Merck, D-Darmstadt)
Magnesiumchlorid (MgCl,) (Merck, D-Darmstadt)
MLA (Methyllycaconitin) (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Natriumchlorid (NaCl) (Merck, D-Darmstadt)
Natriumdihydrogenphosphat (NaH,PO4) (Merck, D-Darmstadt)
Nifedipin (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Nor-1 ((#)-(E)-Methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-methoxy-3-hexenamid)
(Alexis, D-Griinberg)
Noradrenalin (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Normal Horse Serum (NHS) (PAA Laboratories GmbH, A-Linz)
PACAP (Bachem Biochemicals GmbH, D-Heidelberg)
Paraffin (Erstarr.-P. 57-60 °C) (Merck, D-Darmstadt)
Paraformaldehyd (PFA) (Merck, D-Darmstadt)
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Poly-L-Lysin (Sigma Aldrich, D-Steinheim)
Saccharose (Merck, D-Darmstadt)

Tissue Tek®™ (Leica Instruments GmbH, D-Nussloch)
Toluidinblau (Fluka Chemie AG, CH-Buchs)

Triton X-100 (Sigma Aldrich, D-Steinheim)

2.2 Versuchstiere

2.2.1 MOL2.3-IGITL Miiuse

Als Versuchstiere wurden Tiere der transgenen Mauslinie MOL2.3-IGITL
(Conzelmann et al. 2000) eingesetzt. Die Tiere wurden freundlicherweise von Herrn
Dr. Strotmann (Institut fiir Physiologie, Universitidt Stuttgart-Hohenheim) zur
Verfligung gestellt.

Die Maiuse wurden in Gruppen von 2-4 Tieren in transparenten Typ IV
Polycarbonat-Kéfigen gehalten. Als Einstreu diente Altromin Animal-Bedding.
Zucht-Didtfutter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung. Die Tiere
wurden bei einem Licht- : Dunkel-Rhythmus von 12 : 12 Stunden gehalten (Beginn
der Tagphase um 7% Uhr). Die Umgebungstemperatur betrug 23 + 1 °C bei einer
relativen Luftfeuchtigkeit von 60 %. Temperatur sowie Luftfeuchtigkeit wurden
staindig mit Hilfe eines Thermohygrographen kontrolliert und aufgezeichnet. Der
Gesundheitszustand der Mause wurde taglich adspektorisch kontrolliert, ebenso das
Vorhandensein von geniigend Futter und frischem Trinkwasser.

Fiir die institutseigene Nachzucht wurden weibliche und ménnliche homozygote
MOL2.3-IGITL Mause zur Paarung fiir die Dauer von 14 Tagen in Zweierkéfigen
zusammen gehalten. Als Kéfige dienten transparente Typ III Polycarbonat-Kéfige.
Nach der Tragzeit (19-21 Tage) wurden die neugeborenen Miuse zundchst von den
Muttertieren aufgezogen. Im Alter von 21 Tagen wurden die Maiuse nach
Geschlechtern getrennt in Gruppen von 2-4 Tieren in Polycarbonat-Kéfige Typ IV
umgesetzt.

Fiir die Versuche wurden Tiere im Alter von einem bis siecben Tagen, sowie
adulte Tiere benutzt. Die Tiere wurden nach Abschluss aller Versuchsvorbereitungen
erst unmittelbar vor Versuchsbeginn aus dem Tierstall geholt. Hierzu wurden sie in
eine Styroporkiste mit Einstreu umgesetzt. Um die Zufuhr von ausreichend frischer
Luft zu gewihrleisten, befanden sich im Deckel der Kiste Locher. Aulerdem wurde
die Styroporkiste auf eine Warmflasche gestellt.

Vor dem Beginn der Studie wurde bei der zustindigen Tierschutzkommission
angezeigt, das eine Dekapitation von Mausen mit anschlieBender Gewebeentnahme
durchgefiihrt werden sollte (Projektnummer VI 63 — 19 ¢ 20/15 ¢ GI 18/2).
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2.2.2 Wistar Ratten

Fir einige Kontrollversuche wurden auBlerdem Wistar Ratten aus
institutseigener Zucht benutzt. Die Tiere wurden einzeln in transparenten Typ IV
Polycarbonat-Kifigen mit Altromin Animal-Bedding als Einstreu gehalten. Zucht-
Diitfutter und Wasser standen den Tieren ad libitum zur Verfiigung.

Die Ratten wurden wie die Miuse bei einem Licht- : Dunkel-Rhythmus von 12 :
12 Stunden (Beginn der Tagphase um 7% Uhr), einer Umgebungstemperatur von 23
+ 1 °C und einer relativen Luftfeuchtigkeit von 60 % gehalten.

Der Gesundheitszustand der Ratten wurde ebenfalls tdglich adspektorisch
kontrolliert, ebenso das ausreichende Vorhandensein von Futter und frischem
Trinkwasser.

Fiir die institutseigene Nachzucht wurden weibliche und mannliche Ratten zur
Paarung fiir die Dauer von 14 Tagen in Zweierkdfigen zusammen gehalten. Als
Kafige dienten Typ III Polycarbonat-Kéafige. Bis zum Erreichen des Absatzgewichtes
von 110 + 10 g wurden die Ratten von den Muttertieren aufgezogen, anschlieend
wurden die Tiere nach Geschlechtern getrennt in Gruppen von maximal 5 Tieren
umgesetzt.

Fir die Versuche wurden adulte Tiere benutzt. Die Tiere wurden nach
Abschluss aller Versuchsvorbereitungen erst unmittelbar vor Versuchsbeginn aus
dem Tierstall geholt.

Vor dem Beginn der Studie wurde bei der zustindigen Tierschutzkommission
angezeigt, das eine Dekapitation von Ratten mit anschlieBender Gewebeentnahme
durchgefiihrt werden sollte (Projektnummer VI 63 — 19 ¢ 20/15 ¢ GI 18/2).

2.3 Verwendete Elektrolytlosungen und Puffer

2.3.1 Losungen fiir die Inmunhistochemie

2.3.1.1 Phosphatpuffer (PB)

Fiir alle Wasch- und Inkubationsschritte des immunhistochemischen Protokolls
stellte 0,1 M Phosphatpuffer die Grundlage dar.

Der Phosphatpuffer (PB) wurde aus Stocklosungen einer 0,2 M/I
Dinatriumhydrogen-Phosphat (Na,HPO4)- und einer 0,2 M/l Natriumdihydrogen-
Phosphat (NaH,PO,)-Losung in Aqua bidest hergestellt. Die Stockldsungen konnten
bei Raumtemperatur (RT) gelagert werden. Durch Mischung der beiden
Stocklosungen (720 ml NaH,PO4 und 280 ml Na,HPO,) wurde ein 0,2 M/l PB
erhalten, welcher mit der gleichen Menge Aqua bidest (1 1) auf eine Molaritit von
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0,1 M/l verdiinnt wurde. Der gewiinschte pH-Wert von 7,4 wurde mit pH-
Indikatorpapier kontrolliert. Der PB wurde immer direkt vor den entsprechenden

Versuchen frisch angesetzt.

2.3.1.2 Prdinkubationspuffer

Um das Problem der unspezifischen Hintergrundfirbung bei der
Immunhistochemie zu minimieren, wurden bei den untersuchten Geweben zunéchst
unspezifische Bindungsstellen blockiert. Hierzu wurden die Gewebeschnitte mit dem
auf PB basierenden Prédinkubationspuffer inkubiert. In dem PB wurde unter
vorsichtigem Rithren 10 % normal horse serum und 0,3 % Triton X-100 gelost. Das
normal horse serum maskiert die unspezifischen Bindungsstellen, wahrend das
Triton X-100 als Detergens dient.

2.3.1.3 Inkubationspuffer

Sowohl die priméren als auch die sekundidren Antikorper, welche in der
Immunhistochemie am fixierten Gewebeschnitt eingesetzt wurden, wurden in
Inkubationspuffer gelost, dessen Grundlage ebenfalls 0,1 M/l PB darstellt. Diesem
wurden unter vorsichtigem Riihren 2 % normal horse serum und 0,1 % Triton X-100
zugegeben. Die entsprechenden Antikorper (Kapitel 2.4.1.3) wurden vorsichtig in

dem Inkubationspuffer gelost.

2.3.1.4 Paraformaldehydlosung (PFA 4 %)

Fiir die Immunbhistologie ist die Belassung des Antigens in seiner natiirlichen
Umgebung und in seiner natiirlichen Konformation von entscheidender Bedeutung.
Um dies zu gewihrleisten wurde das Gewebe fixiert, um die Antigene vor der
anschlieBenden chemischen sowie physikalischen Behandlung zu schiitzen. Die
Wirkung des Fixationsmittels Paraformaldehyd beruht auf der Kreuzvernetzung
reaktiver Gruppen in Polypeptidketten von Proteinen.

Die PFA-Losung wurde unmittelbar vor jedem Versuch frisch angesetzt. Um
eine 4 % PFA-Losung zu erhalten, wurde zunichst eine entsprechende Menge
Paraformaldehyd unter dem Abzug abgewogen und unter Riihren in PB geldst.
Nachdem die Losung auf 60 °C erhitzt worden war, wurde solange geriihrt bis sich
das PFA vollstindig geldst hatte und die Losung klar war. AbschlieBend wurde die
PFA-Losung filtriert und auf Eis auf 4 °C gekiihlt.
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2.3.1.5 Saccharoselésung (20 %)

Die Saccharose diente zum Auswaschen der Fixationsldsung sowie zur
Kryoprotektion der Gewebe, bevor diese eingefroren wurden.

Grundlage der 20 % Saccharoselosung war ebenfalls der PB. Saccharose wurde
in einer entsprechenden Menge abgewogen und unter Rithren zum PB gegeben. Nach
der vollstdndigen Auflésung der Saccharose wurde die Losung bis zur Verwendung
bei 4 °C gelagert.

2.3.2 Lésungen fiir die Primdrkultur

Fiir die Etablierung und Durchfiihrung der Primérzellkultur aus dem Ganglion
sphenopalatinum wurde ein sogenannter ,,Rat Ringer* Puffer verwendet.

Dieser war folgendermaflen zusammengesetzt (in mmol/l): NaCl 138; KCI 5;
CaCl, 1; MgCl, 1,5; HEPES 10; Glukose 10. Der pH-Wert wurde mit NaOH bzw.
HCI auf 7,4 eingestellt. Im fertigen Puffer wurde bovines Serum Albumin (BSA) in

einer Endkonzentration von 0,01 % gelost.

2.3.3 Losungen fiir die Ca2+-Imaging Messungen

2.3.3.1 Messpuffer

Die Zellen wurden wihrend der Imaging-Versuche kontinuierlich mit
Messpufter superfundiert. AuBerdem wurden samtliche Agonisten und Antagonisten
in diesem Puffer gelost. Bei dem Messpuffer, welcher in den Ca*'-Imaging
Versuchen eingesetzt wurde, handelt es sich um den oben beschriebenen Rat Ringer
Puffer.

2.3.3.2 High-Kalium Puffer

Die Vitalitdt der Zellen wurde mit Hilfe eines Puffers mit hoher Kalium-
Konzentration tiiberpriift. Der High-Kalium Puffer war folgendermalien
zusammengesetzt (in mmol/l): NaCl 43; KCI 100; CaCl, 1; MgCl, 1,5; HEPES 10;
Glukose 10. Der pH-Wert wurde mit NaOH bzw. HCI auf 7,4 eingestellt. Dem
fertigen Puffer wurde bovines Serum Albumin in einer Endkonzentration von 0,01 %

zugegeben.
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2.3.3.3 Calcium-Minimalpuffer

In einer der durchgefiihrten Versuchsserien sollte gekldart werden, ob eine
etwaige Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration durch Calcium aus dem
Extrazellularraum zustande kommt, oder ob das Calcium aus intrazelluliren
Speichern freigesetzt wird. Hierzu wurde ein Calcium-freier Puffer bendtigt, welcher
folgendermallen zusammengesetzt war (in mmol/l): NaCl 128; KCI 5; MgCl, 6;
HEPES 10; Glukose 10; EGTA 1. Der pH-Wert wurde mit NaOH bzw. HCI auf 7.4
eingestellt. Dem fertigen Puffer wurde bovines Serum Albumin in einer

Endkonzentration von 0,01 % zugegeben.
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2.4 Methoden

2.4.1 Immunhistochemie

2.4.1.1 Grundlagen der Immunhistochemie

Mit Hilfe der Immunhistochemie konnen unter Verwendung spezifischer mono-
bzw. polyklonaler Antikérper (meist IgG) Varianten antigener Strukturen in Zellen
und Geweben lokalisiert werden (Harlow and Lane 1988). Die Determinante des
Antigens (AG), an welche der Antikorper (Ak) bindet, wird Epitop genannt (DroBler
and Gemsa 2000, Liddell and Weeks 1996).

Antikdrper werden auch als Immunglobuline (Ig) bezeichnet. Es handelt sich um
Glykoproteine, welche von Plasmazellen produziert werden. Ein Antikorper besteht
aus zwei identischen schweren und zwei identischen leichten Polypeptidketten, die
tiber Disulfidbriicken so verkniipft sind, dass jede schwere Kette mit einer leichten
Kette und die beiden schweren Ketten miteinander verbunden sind (Abbildung 10).
Jede der vier Polypeptidketten besitzt eine variable Region an ihrem Aminoende und
eine konstante Region. Durch Verdauung mit der Protease Papain kann ein
Antikorpermolekiil in drei gleich groe Fragmente gespalten werden. Zwei
identische, sogenannte F,,-Fragmente (fragment antigen binding), welche
antigenbindende Aktivitdt besitzen, sowie ein F.-Fragment (fragment crystallizable)
das sich kristallisieren ldsst. Die variablen Regionen, die Teil der F,,-Fragmente sind,
enthalten sogenannte hypervariable Bereiche, welche fiir die Antigenbindung
verantwortlich sind (Janeway and Travers 1997). Innerhalb der hypervariablen
Bereiche gibt es einen Abschnitt, der als Paratop bezeichnet wird. Das Paratop stellt
die tatsachliche Bindungsstelle dar, die an das Epitop bindet (DroBler and Gemsa
2000). Erkennt das Paratop eines Antikorpers das entsprechende Epitop, so kommt es
zur reversiblen Bildung eines Antigen-Antikdrper-Komplexes mit hoher

Affinitdtskonstante Kp (Janeway and Travers 1997, Janeway et al. 1999).
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Abbildung 10 : Schematische Darstellung eines Antikorpermolekiils.

Jedes Antikdrpermolekiil besteht aus zwei schweren und zwei leichten Ketten,
die tlber Disulfidbriicken miteinander verbunden sind. Die aminoterminalen
Doménen jeder Kette sind variabel, alle anderen Dominen dagegen sind konstant.
Funktionell kann man das Molekiil in unterschiedliche Fragmente spalten: Zwei
identische antigenbindende F,-Fragmente und ein F.-Fragment, welches sich
kristallisieren lasst

Der histologische Nachweis von Antigen-Antikorper Komplexen im Gewebe
bzw. in der Zellkultur kann durch zahlreiche empfindliche Verfahren erfolgen. Man
unterscheidet direkte von indirekten Markierungsverfahren, sowie unterschiedliche
Arten der Markierung. Ist der primire Antikorper, dass heif3t der Antikérper, welcher
gegen das nachzuweisende Epitop im Gewebe gerichtet ist, markiert, so handelt es
sich um eine direkte Markierung. Bei den indirekten Markierungsverfahren ist der
primdre AntikOérper nicht markiert, er muss beispielsweise von einem sekundéiren,
markierten Antikorper detektiert werden. Die indirekte Markierung hat der direkten
gegeniiber den Vorteil, dass eine hohere Sensitivitit und eine geringere
Hintergrundfarbung erreicht werden kdnnen. Weiterhin gibt es verschiedene Arten
der Markierung: Man unterscheidet die Markierung mit Fluorophoren, Enzymen,
Radioisotopen oder Metallionen (Liddell and Weeks 1996).

In dieser Arbeit wurde als Markierung die indirekte Immunfluoreszenz (Coons
1958) gewihlt. Vorteile dieser Methode sind die hohe Sensitivitit sowie die geringe
Modifikation des Antikorpers. AuBBerdem sind Mehrfachmarkierungen moglich, so
dass  gleichzeitig  verschiedene  Antigene  detektiert ~werden  konnen.
Fluoreszenzmuster konnen weiterhin charakteristische diagnostische Anhaltspunkte

liefern. Ein Nachteil der Fluoreszenzmarkierung ist, dass Fluorophore bei Anregung
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im UV-Bereich relativ schnell ausbleichen; spezielle Einbettmedien verzogern dieses
Ausbleichen (Janeway and Travers 1997).

Bei der Anwendung indirekter Immunfluoreszenzverfahren detektiert im ersten
Schritt ein unmarkierter, spezifischer Primarantikdrper das Epitop. Das Signal liefert
im zweiten Schritt ein sekundérer, gegen die F.-Region der spezies-spezifischen
Immunglobuline gerichteter Antikdrper, der mit einem Fluoreszenzfarbstoff

gekoppelt ist. Die Fyp-Region des sekundiren Antikorpers ist gegen die konstante F-

Region des Primérantikorpers gerichtet (Abbildung 10; Abbildung 11) (Janeway et
al. 1999, Liddell and Weeks 1996).

i “ J[l\

Antigen Primédr-  Fluorochrom-  Antigen Primér-  Fluorochrom-
A antikorper A gekoppelter B antikdrper B gekoppelter
Sekundér- Sekundér-
antikorper A antikorper B

Abbildung 11: Prinzip der Doppelmarkierung mittels indirekter
Immunfluoreszenz

Die primédren Antikérper binden mit ihrem F,,-Fragment an das Epitop des
Antigens. Mit Hilfe eines Fluorochrom-gekoppelten Sekundarantikorpers, welcher
gegen das F.-Fragment des Primérantikérpers gerichtet ist, kann der Antigen-
Antikorper-Komplex sichtbar gemacht werden.

Die Lokalisation des Antigen-Antikorper Komplexes im Gewebeschnitt erfolgt
nach geeigneter Filterwahl mit einem Fluoreszenzmikroskop. Der iiber den Antigen-
Antikorper Komplex an das Gewebe gebundene Farbstoff wird mit Licht einer
definierten Wellenlédnge zur Fluoreszenz angeregt. Der Farbstoff emittiert darauthin
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Licht einer fiir ihn charakteristischen Wellenldnge im Bereich des sichtbaren
Spektrums. Durch selektive Filter sieht man im Fluoreszenzmikroskop nur Licht des
verwendeten Fluorochroms.

Der gleichzeitige Einsatz mehrerer Primdrantikérper aus unterschiedlichen
Tierspezies und an verschiedene Fluorophore gekoppelter Sekundérantikorper
ermoOglicht die parallele Detektion mehrerer Antigene (Doppel- oder
Dreifachmarkierung) in der zu untersuchenden Gewebestruktur (Abbildung 11)
(Liddell and Weeks 1996).

2.4.1.2 Neurotransmitter-Coding mittels Immunhistochemie

Im Gegensatz zu dem 1933 von Dale postulierten Prinzip, nach dem jedes
Neuron nur einen einzigen Typ von Transmitter freisetzt (Strata and Harvey 1999),
ist heute bekannt, dass ein Neuron oft mehr als nur einen Botenstoff synthetisiert.
Das spezifische Muster der Co-Lokalisation von Neurotransmittern stellt den
neurochemischen Code eines Neurons dar. Die Immunhistochemie ist eine wichtige
Methode, um den neurochemischen Code von Neuronen zu entschliisseln, und so
einen Hinweis auf die Funktion des entsprechenden Neurons zu erlangen.

Um Zellen des SPG, welche den MOL2.3-Rezeptor exprimieren, hinsichtlich
ihrer Transmitterausstattung zu charakterisieren, wurden Doppelmarkierungsstudien
mittels indirekter Immunfluoreszenz an sphenopalatinen Ganglien neugeborener
MOL2.3-IGITL Méuse durchgefiihrt.

Zur Identifikation der MOL2.3-Rezeptor exprimierenden Zellen wurden
Primérantikdrper gegen das GFP eingesetzt (Tsien 1998). Der zusitzliche
Primirantikdrper war jeweils gegen ein Zelltyp-spezifisches Markerprotein bzw.
gegen einen Neurotransmitter / Neuromodulator gerichtet. Es wurden Antikorper
gegen die neuronalen Markerenzyme Neuronen-spezifische Enolase (NSE) (Coronas
et al. 2000, Day 1992, Harre et al. 2003, Schemann et al. 1995), Protein Gen-
Produkt 9.5 (PGP9.5) (Day 1992), die cholinergen Marker Cholinacetyltransferase
(ChAT) (Kimura et al. 1997, Schemann et al. 1993, Suzuki et al. 1990a) und den
vesikuldren Acetylcholin-Transporter (VAChT) (Gilmor et al. 1996), die neuronale
Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS) (Edvinsson et al. 2001, Elsas et al. 1996b,
Gerstberger 1999, Kimura et al. 1997, Lin et al. 1996), das Pituitary adenylate
cyclase activating polypeptide (PACAP) (Dun et al. 1996, Edvinsson et al. 2001,
Elsas et al. 1996a, Nielsen et al. 1998) und das Protein Substanz P (SP) (Gibbins and
Morris 1987, Lindberg et al. 1986, Lundblad et al. 1983, Matsuda et al. 1996, Rossler
et al. 1993) verwendet (Tabelle 1; Tabelle 3).
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2.4.1.3 Verwendete Antikérper

2.4.1.3.1 Die Primdrantikorper

Fir das Neurotransmitter-Coding wurden verschiedene Priméarantikérper

verwendet, die in der folgenden Tabelle (Tabelle 1) ndher beschrieben werden:

Tabelle 1 : Ubersicht iiber die eingesetzten primiren Antikorper, die von
ihnen detektierten Antigene sowie ihre Herkunft und die Konzentration, in
welcher der jeweilige Antikorper eingesetzt wurde

primirer Bezeichnung des Antigens / | Herkunft und Konzentration des
Antikorper Marker spezifisch fiir Antikorpers
anti-GFP R1091P; DPC Biermann, D-
(polyklonal, Green Fluorescent Protein Bad Nauheim
made in goat) 1:500
anti-GFP A-6455; MoBiTec GmbH,
(polyklonal, Green Fluorescent Protein D-Goéttingen
made in rabbit) 1:500
anti-NSE . 16625; Polyscience,
Neuron Specific Enolase i
(polyklonal, D-Eppelheim
i i — neuronale Zellen
made in rabbit) 1:1000
Anti-PGP9.5 ] RA95101; Ultra Clone,
Protein Gene Product 9.5 )
(polyklonal, GB-Isle of Wight
i i — neuronale Zellen
made in rabbit) 1:500
anti-ChAT ) P3Yeb;W. G. Kerckhoff-
Cholinacetyltransferase ) ]
(polyklonal, . Institut, D-Bad Nauheim
] i — cholinerge Zellen
made in rabbit) 1:1000
anti-VAChT Vesikularer AB1578; Chemicon, Temecula,
(polyklonal, Acetylcholintransporter CA, USA
made in goat) — cholinerge Zellen 1:1000
anti-nNOS Neuronale Stickstoffmonoxid- 210-501-R025; Alexis,
(polyklonal, Synthase D-Griinberg
made in rabbit) — nitrerge Zellen 1:1000

anti-PACAP-38
(polyklonal,

made in rabbit)

Pituitary Adenylate Cyclase
Activating Polypeptide

030354; Bachem Biochemicals,
D-Heidelberg
1:1000

anti-SP
(polyklonal,

made in rat)

Substanz P
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10-S15; Fitzgerald Industries,
Concord, MA, USA
1:400
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2.4.1.3.1.1 Die anti-GFP Antikorper

GFP wird bei Tieren der transgenen Mauslinie MOL2.3-IGITL in allen Zellen
exprimiert, die das MOL2.3-Rezeptorprotein exprimieren (Conzelmann et al. 2000).
Da GFP ohnehin nur schwach fluoresziert (Cubitt et al. 1995), und wéhrend der
Fixation ausbleicht, wurde es in den immunhistochemischen Versuchen mittels eines
Antikorpers detektiert.

Der rabbit-anti-GFP Antikorper ist gegen das griin fluoreszierende Protein
(GFP) aus der Qualle Aequora victoria gerichtet (Technical Data Sheet, DPC
Biermann; Tsien 1998). Zur Herstellung des goat-anti-GFP Antikorpers diente ein
GST-GFP Fusionsprotein als Immunogen. Dieses ist vergleichbar mit der gesamten
Aminosduresequenz (246 Aminosiuren) des GFP, welches aus der Qualle dequora

victoria gewonnen werden kann (Technical Data Sheet, MoBiTec).

2.4.1.3.1.2 Der anti-NSE Antikérper

Bei der Neuronen spezifischen Enolase (NSE) handelt es sich um ein Enzym,
welches ausschlieBlich in Neuronen und neuroendokrinem Gewebe vorkommt
(Coronas et al. 2000, Day 1988, 1992, Gebke et al. 1998, Jurzak et al. 1994,
Schemann et al. 1995). Die NSE unterscheidet sich sowohl strukturell als auch
funktionell und immunologisch von allen anderen bekannten Enolasen. Mit einem
anti-NSE Antikorper, der gegen das gamma-gamma Enolase-Isoenzym gerichtet ist,
konnen folglich Neurone und Peptid-sezernierende neuroendokrine Zellen im SPG
der Maus nachgewiesen werden (Technical Data Sheet, Polyscience) (Vinores et al.
1984).

2.4.1.3.1.3 Der anti-PGP9.5 Antikorper

PGP9.5, ein Mitglied der Ubiquitin C-Terminale Hydroxylase Familie, ist ein
Neuronen-spezifisches Protein, welches sich strukturell und immunologisch von
NSE unterscheidet (Thompson et al. 1983). PGP9.5 ist im Zytoplasma von Neuronen
lokalisiert (Day 1992, Schemann et al. 1995). Immunhistologisch konnte PGP9.5
sowohl im zentralen als auch im peripheren Nervensystem nachgewiesen werden
(Thompson et al. 1983). Als Immunogen wurden die Reste 108-127 des loslichen
zytoplasmatischen Proteins PGP9.5 des Menschen verwendet (Technical Data Sheet,
Ultra Clone).
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2.4.1.3.1.4 Der anti-ChAT Antikérper

Die Cholinacetyltransferase (ChAT) ist wie bereits erwdhnt das ACh-
synthetisierende Enzym (Kapitel 1.4.1) (Lodish et al. 2001, Tohyama and Takatsuji
1998). ChAT wird innerhalb des Nervensystems ausschlieBlich in cholinergen
Neuronen exprimiert, und kann folglich zur spezifischen immunhistochemischen
Darstellung cholinerger Nervenzellen dienen (Arvidsson et al. 1997, Forth et al.
2001, Sann et al. 1995a, Sann et al. 1995b). Um den polyklonalen anti-ChAT-
Antikorper herzustellen wurde als Antigen das Peptid-3 eingesetzt. Peptid-3 ist ein
synthetisches Peptid, welches identisch ist mit einem Fragment des Enzyms ChAT
(Schemann et al. 1993, Schemann et al. 1995).

2.4.1.3.1.5 Der anti-VAChT Antikérper

Der vesikuldre Acetylcholin Transporter (VACHT) transportiert Acetylcholin in
die synaptischen Speichervesikel der neuronalen Zellen (Gilmor et al. 1996, Varoqui
and Erickson 1996). VAChT ist sowohl im Zytoplasma von Neuronen lokalisiert als
auch in den synaptischen Endigungen (Arvidsson et al. 1997, Parsons et al. 1993,
Schafer et al. 1994, Usdin et al. 1995, Weihe et al. 1996). Der anti-VAChT
Antikorper detektiert spezifisch das carboxyterminale Ende des vesikuldren
Acetylcholin Transporters (VAChOT). Als Immunogen fiir die Antikorper-Herstellung
diente ein synthetisches Peptid des klonierten VAChT der Ratte (Technical Data
Sheet, Chemicon).

2.4.1.3.1.6 Der anti-nNOS Antikorper

Das als atypischer Neurotransmitter fungierende Molekiill NO wird von der
Stickstoffmonoxid-Synthase (NOS) synthetisiert (Kapitel 1.4.2) (Bredt et al. 1990,
Bult et al. 1990, Evans et al. 1995, Knowles et al. 1989). Von den drei bekannten
Isoformen der NO-Synthase war fiir diese Arbeit nur die neuronale NO-Synthase
relevant (Alderton et al. 2001, Evans et al. 1995, Forth et al. 2001). Die nNOS findet
sich im Zytoplasma und ist meist membranassoziiert. Neurone mit NO-Synthase
werden als nitrerg bezeichnet. Der anti-nNOS Antikorper ist gegen die gereinigte
neuronale Stickoxid Synthase (nNOS / NOS 1) aus dem Gehirn des Schweins
gerichtet. Er erkennt spezifisch die nNOS und kreuzreagiert nicht mit i- oder eNOS
(Technical Data Sheet, Alexis).
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2.4.1.3.1.7 Der anti-PACAP Antikorper

Das Neuropeptid Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP)
erfiillt die Funktion eines regulatorischen Peptids (Kapitel 1.4.3) (Miyata et al. 1989,
Miyata et al. 1990), und konnte in unterschiedlichen Geweben nachgewiesen werden.
Als Immunogen zu Herstellung des anti-PACAP-Antikorpers wurde folgende
Antigen-Sequenz benutzt: H-His-Ser-Asp-Gly-Ile-Phe-Thr-Asp-Ser-Tyr-Ser-Arg-
Tyr-Arg-Lys-Gln-Met-Ala-Val-Lys-Lys-Tyr-Leu-Ala-Ala-Val-Leu-Gly-Lys-Arg-
Tyr-Lys-Gln-Arg-Val-Lys-Asn-Lys-NH; (Technical Data Sheet, Bachem).

2.4.1.3.1.8 Der anti-SP Antikérper

Substanz P (SP) ist ein Neuropeptid, welches zur Familie der Tachykinine
gehort (Forth et al. 2001). Erstmals wurde es 1931 von Euler und Gaddum im Gehirn
und im Darm von Pferden entdeckt (Tohyama and Takatsuji 1998). SP ist ein
Transmitter primdr afferenter Neurone und kommt in 20 % der Zellkérper in den
Spinal- und entsprechenden Ganglien der Hirnnerven vor, sowie in deren peripheren
und zentralen Fortsdtzen. Die Herstellung des Antikorpers erfolgte mit Hilfe des

Immunogens Substance-P-BSA (Technical Data Sheet, Fitzgerald).

2.4.1.3.2  Die Sekunddrantikorper

Um die Komplexe aus den primdren Antikorpern und den entsprechenden
Antigenen zu  visualisieren, wurden folgende  Fluorochrom-gekoppelte
Sekundérantikorper eingesetzt (Tabelle 2):

Tabelle 2: Ubersicht iiber die eingesetzten Fluorochrom-gekoppelten
sekundiren Antikorper, ihre Herkunft sowie die eingesetzten Konzentrationen

) Herkunft und Konzentration des
Sekundirer Antikorper Fluorochrom L
Antikorpers

A-11055; MoBiTec GmbH,
donkey-anti-goat Alexa™488 D-Goéttingen
1:500

A-21206; MoBiTec GmbH,
donkey-anti-rabbit Alexa®488 D-Géttingen
1:500

711-165-152; Dianova,
donkey-anti-rabbit Cy3™ D-Hamburg
1:800
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donkey-anti-rat

712-165-153; Dianova,
D-Hamburg
1:800

2.4.1.3.3  Kombinationen der Primdr- und Sekunddrantikérper

Zur Detektion der unterschiedlichen Antigene wurden die primdren und

sekundiren Antikorper in folgenden Kombinationen eingesetzt:

Tabelle 3 : Ubersicht iiber die Kombinationen der eingesetzten Primir- und
Sekundirantikorper zur Doppelmarkierung der verschiedenen Antigene

Primére Antikorper

Sekundére Antikdrper

Goat-anti-GFP
Rabbit-anti-NSE

Alexa®488-donkey-anti-goat
Cy3™-donkey-anti-rabbit

Goat-anti-GFP
Rabbit-anti-PGP9.5

Alexa"488-donkey-anti-goat
Cy3™-donkey-anti-rabbit

Goat-anti-GFP
Rabbit-anti-ChAT

Alexa®488-donkey-anti-goat
Cy3™-donkey-anti-rabbit

Rabbit-anti-GFP
Goat-anti-VAChT

Cy3™.-donkey-anti-rabbit
Alexa®488-donkey-anti-goat

Goat-anti-GFP
Rabbit-anti-nNOS

Alexa®488-donkey-anti-goat
Cy3™-donkey-anti-rabbit

Goat-anti-VAChT
Rabbit-anti-nNOS

Alexa®488-donkey-anti-goat
Cy3™.-donkey-anti-rabbit

Goat-anti-GFP
Rabbit-anti-PACAP

Alexa"488-donkey-anti-goat
Cy3™-donkey-anti-rabbit

Rabbit-anti-GFP
Rat-anti-SP

Alexa”488-donkey-anti-rabbit
Cy3™.-donkey-anti-rat

2.4.14 Versuchsdurchfiihrung

2.4.1.4.1  Herstellung der Prdparate fiir die immunhistochemischen
Untersuchungen des Ganglion sphenopalatinum

Der Antigennachweis wurde zum groften Teil an Gewebeschnitten ganzer
Kopfe transgener MOL2.3-IGITL Maéuse durchgefiihrt. Da es sich bei Substanz P
(SP) um ein Peptid handelt, das sehr schnell aus den Neuronen abtransportiert wird,

wurde der SP-Nachweis an einzeln herauspréparierten Ganglien durchgefiihrt.
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Die neonatalen Méuse (PN1) wurden mit einer Schere schnell dekapitiert.
Danach wurden der Unterkiefer sowie die Kopfhaut abprépariert. Zur
gewebsspezifischen Fixierung wurden die Kdpfe anschlieBend iiber Nacht bei 4 °C
in frischer 4 % gepufferter Paraformaldehydlosung immersionsfixiert. Darauthin
wurden die Kopfe solange in 20 % Saccharose-Losung verbracht, bis sie abgesunken
waren (etwa 8 Stunden). Die Saccharose-Losung sollte das Fixativ aus dem Gewebe
verdringen und kryoprotektiv wirken. AnschlieBend wurden die Kopfe in
pulverisiertem Trockeneis schockgefroren und bis zur weiteren Verwendung bei
—20 °C aufbewahrt.

Zur Préparation isolierter Ganglien fiir den Nachweis von SP wurde das
Markerprotein GFP genutzt. Nach rascher Dekapitation mittels Scherenschlag wurde
die Kopfhaut der Tiere dorsal mit einem Skalpell durchtrennt, so dass das Septum
deutlich zu sehen war. So war es moglich, den Kopf mit einer Einweg-
Mikrotomklinge genau in der Medianen zu spalten. Die beiden Kopthilften wurden
mit je zwei gebogenen Kaniilen auf einer mit Wachs gefiillten Petrischale fixiert.
Nach Benetzung der Schnittflichen mit Rat Ringer Puffer wurde unter einem
Fluoreszenzbinokular zunichst bei Durchlicht die Region der Fossa pterygopalatina,
in welcher sich das Ganglion sphenopalatinum befindet, aufgesucht. Anschliefend
konnte das GFP in den gangliondren Zellen durch Anregung mit Licht der
entsprechenden Wellenldnge (GFP plus-Filter; ARW 480 nm, EWL 510 nm) zur
Fluoreszenz angeregt werden. Das Ganglion konnte somit eindeutig identifiziert und
mit Hilfe zweier mikrochirurgischer Pinzetten herausprépariert werden. Jedes
einzelne Ganglion wurde unmittelbar nach der Préparation 60 Minuten lang bei
Raumtemperatur (RT) mit 4 % PFA-Losung fixiert. Nach dreimaligem Waschen in
PB erfolgte die Kryoprotektion mit 20 % Saccharoselosung fiir 2 Stunden bei RT in
einer feuchten Kammer. Zum Einfrieren wurden die Ganglien einzeln auf Parafilm
gelegt, mit einem Tropfen Tissue Tek™ bedeckt und im Kryostaten bei —20 °C
eingefroren. Die tiefgefrorenen Ganglien wurden bis zur weiteren Verwendung bei
—20 °C gelagert.

In einem Kryostaten wurden bei —21°C Kammertemperatur und -23 °C
Objekttemperatur 10 pm dicke serielle Gefrierschnitte der Kdpfe sowie der einzelnen
Ganglien angefertigt und auf mit Poly-L-Lysin beschichtete Objekttriger
aufgenommen. Die Beschichtung der Objekttriager erfolgte durch eine 5-miniitige
Inkubation in einer 10 % Poly-L-Lysin Losung bei RT mit nachfolgender Trocknung
im Wérmeschrank (42 °C). Die Objekttriger mit den anheftenden Gewebeschnitten
wurden iiber Nacht in einem Exsiccator mit Kieselgel bei 4 °C getrocknet und

danach bis zur weiteren Verwendung bei —20 °C autbewabhrt.
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2.4.1.4.2  Immunhistochemisches Protokoll

Zum immunhistochemischen Nachweis der verschiedenen Antigene wurden die
Objekttrager mit den anhaftenden Gefrierschnitten zundchst in Férbekiivetten drei
mal fiir je 5 Minuten in Phosphatpuffer rehydriert. Zur Abséttigung unspezifischer
Bindungsstellen erfolgte anschlieBend eine Inkubation fiir 60 Minuten bei RT in
Priinkubationspuffer. Wie die Prdinkubation, so wurde auch die nachfolgende
Inkubation mit den priméren polyklonalen Antikdrpern (Tabelle 1; Tabelle 3) mittels
Plattentechnik durchgefiihrt. Die Objekttrager mit den anhaftenden Gewebeschnitten
wurden dabei ,upside-down* auf Plexiglasplatten mit beidseitig erhohten Kanten
(125 um) gelegt. Zwischen Gewebeschnitt und Platte bildete sich ein schmaler Spalt,
welcher mittels kapillarer Krifte gleichmdBig mit je 200 pl serumhaltiger
Pufferlosung (Inkubationspuffer mit entsprechenden Antikorperseren) gefiillt werden
konnte. Diese Methode minimiert die Austrocknungsgefahr der Schnitte wéhrend der
Inkubation. Um sicher zu stellen, dass keine Austrocknungsartefakte auftreten,
wurden die Plexiglasplatten mit den Objekttrdgern zusdtzlich in einer
Instrumentendose aus rostfreiem Stahl mit wasserdampfgesittigter Atmosphire
aufbewahrt (4 °C; 24 h).

Um {iberschiissige, ungebundene primire Antikdrper zu entfernen, wurden die
Objekttrager im Anschluss an die Primérinkubation dreimal fiir je 5 Minuten mit
Phosphatpuffer in Kiivetten gewaschen. AnschlieBend erfolgte die Inkubation mit
den sekundidren Antikorpern (Tabelle 2; Tabelle 3) in Inkubationspuffer fiir 2
Stunden bei RT unter Lichtausschluss. Nach abschliefendem, dreimaligen Waschen
in Phosphatpuffer fiir je 5 Minuten wurden die Objekttriger mit den anhaftenden
Schnitten mit Deckglischen in Citifluor® gedeckelt.

2.4.1.5 Negativkontrollen

2.4.1.5.1  Nachweis der Spezifitit der Primdrantikorper

Zum Nachweis der Sperzifitit der eingesetzten priméren Antikdrper wurden
diese zundchst an Geweben der Ratte getestet, von welchen aus der Literatur bekannt
war, dass das nachzuweisende Antigen hier exprimiert wird. In nachfolgenden
Versuchen wurden dieselben Antikorper an den entsprechenden Geweben der
MOL2.3-IGITL Maus getestet.

58



Kapitel 2: Material und Methoden

2.4.1.5.1.1 Priparation der Gewebe

Die fiir die Kontrollversuche eingesetzten Ratten und Méuse wurden mit CO,
betdubt und anschlieBend dekapitiert. Als  Kontrollgewebe  wurden
Hinterwurzelganglien, Riickenmark, Stammhirn (aus dem Bereich der Area
postrema) sowie Hypothalamus pripariert.

Um Hinterwurzelganglien isolieren zu kdnnen, wurde die Haut direkt {iber der
Wirbelsdule mit einem Skalpell durchtrennt. Haut und Muskulatur wurden
abprépariert und der Wirbelkanal erdffnet, so dass die Hinterwurzelganglien sichtbar
waren. Die Ganglien konnten mittels einer Pinzette und Augenschere vom
umgebenden Gewebe abgelost werden.

Zur Gewinnung des Riickenmarks wurde der knocherne Teil der Wirbelsdule
dorsal mit einer Hohlmeisselzange aufgebrochen. Unter Durchtrennung der
afferenten und efferente Nerven mittels Schere konnte das Riickenmark aus dem
Wirbelkanal isoliert werden.

Um Gewebe aus dem Hypothalamus und dem Stammbhirn der Tiere isolieren zu
konnen, mussten zundchst die Kopfhaut und -muskulatur vom Schéddel abgelost
werden. Die Schadelknochen wurden mit einer Hohlmeisselzange aufgeschnitten, so
dass das Gehirn frei lag und aus der Schidelhdhle entnommen werden konnte. Die
Regionen des Hypothalamus sowie des Stammhirns wurden mit einem Skalpell vom
restlichen Gehirn abgetrennt.

Die isolierten Gewebe wurden im Anschluss an die Préparation in 4 % PFA-
Losung iiber Nacht bei 4 °C immersionsfixiert. Zur Kryoprotektion wurden die
Gewebe bis zum Absinken in 20 % Saccharose-Losung gelagert (4 °C).

Die Priparate wurden im Kryostaten bei —20 °C in Tissue Tek”™ eingefroren. Die
Anfertigung der Gewebeschnitte erfolgte auf die oben beschriebene Weise (Kapitel
2.4.1.4.1), mit dem Unterschied, dass die Schnittdicke 20 um betrug.

2.4.1.5.1.2 Immunhistochemisches Protokoll

Das verwendete Versuchsprotokoll fiir die Negativkontrollen entspricht dem,
welches fiir die Doppelmarkierungsstudien eingesetzt wurde (Kapitel 2.4.1.4.2). Da
allerdings nur jeweils ein Antigen detektiert werden sollte, wurde nur je ein Primér-

und Sekundédrantikorper eingesetzt.

2.4.1.5.2 Nachweis der Spezifitit der Sekunddrantikorper

Um die Spezifitit der sekundéren Antikdrper nachzuweisen, wurden in jedem

immunhistologischen Experiment bei zwei Objekttrigern dem Inkubationspuffer
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keine primiren Antikorper zugesetzt. Die Prdinkubation und die Inkubation mit den

sekundéren Antikdrpern erfolgten wie oben beschrieben.

2.4.1.6  Auswertung

Da Fluoreszenz-gekoppelte Antikorper verwendet wurden, erfolgte die
Auswertung der Gewebeschnitte mit einem Fluoreszenzmikroskop. Um die
Lokalisation der Alexa488®-markierten Antigen-Antikorper-Komplexe —bzw.
Strukturen zu visualisieren, wurde ein FITC-Filter (ARW 450-490 nm) benutzt,
wihrend Cy3™
Filter (ARW 510-530 nm) betrachtet wurden. Alexa488® emittiert griines Licht einer

Wellenlinge von 510-530 nm, Cy3™ rotes Licht einer Wellenlinge von 630-

-gekoppelte Antigen-Antikorper-Komplexe durch einen Rhodamin-

660 nm. Zur gleichzeitigen Lokalisation zweier markierter (Alexa488® und Cy3™)
Antigene wurde ein Doppelfilter benutzt. Die Gewebeschnitte wurden bei 400-facher
VergroBerung ausgewertet. Mittels einer digitalen schwarz-weill Restlicht-Kamera
und dazu gehdriger Software wurden digitale Bilder der immunhistologischen
Schnitte erstellt und mit der Software Metamorph dokumentiert und bearbeitet. Die
Helligkeit sowie der Kontrast der Bilder wurden mit der Bildbearbeitungssoftware
Adobe Photoshop angepasst. Mit derselben Software wurden die einzelnen Bilder zu
Bildtafeln zusammengestellt.

Um quantitative Aussagen machen zu konnen, wurden die immunreaktiven
Zellen gezdhlt. Hierfiir wurde bei der Fluoreszenzmikroskopie ein Objektiv mit
integriertem Koordinatensystem (10 x 10 Felder) benutzt.

Fiir jede Versuchsserie wurde die Immunhistologie an 5 Tieren durchgefiihrt.
Von jedem der 5 Tiere wurden 10 Gewebeschnitte ausgewihlt, welche gleichmaBig
durch das Ganglion verteilt waren. In diesen 10 Schnitten wurden die
immunreaktiven Zellen in abwechselnd 5 rechten und 5 linken Ganglien ausgezéhlt.
Es wurden zunéchst alle griin markierten Zellen gezihlt, danach die rot gefarbten und
zum Schluss die doppelt markierten Zellen. Da VAChHT nicht nur in den Perikarya
der Neuronen lokalisiert ist, sondern auch in deren synaptischen Endigungen, konnte
zusétzlich ermittelt werden, wie viele Zellen von Axonendigungen VAChT-
immunreaktiver Zellen kontaktiert wurden. Die ermittelten Zellzahlen wurden in ein
Koordinatensystem mit 10 x 10 Feldern eingetragen und anschlieBend zur
Auswertung und graphischen Darstellung in das Programm Graph Pad Prism®

eingegeben.
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2.4.2 Primdire Zellkultur des Ganglion sphenopalatinum der transgenen
MOL2.3-IGITL Maus

2.4.2.1 Grundlagen der Zellkultur

Die Zellkultur ist definiert als das in vitro-Wachstum von Zellen, welche aus
dem elterlichen Gewebe nach spontaner Auswanderung oder durch mechanische
oder enzymatische Vereinzelung gewonnen wurden (Freshney 1990).

Schon zu Beginn des 20. Jahrhunderts machte man sich Gewebekulturen
zunutze, um das Verhalten von Zellen zu studieren (Freshney 1990). Heute stellt die
Zellkultur eine unabkdmmliche Mdglichkeit dar, einzelne Zellen im Hinblick auf
thre Morphologie sowie ihre biochemischen, pharmakologischen und funktionellen
Eigenschaften zu untersuchen (Gebke et al. 1998, Gebke et al. 2000, Jurzak et al.
1995a, Jurzak et al. 1994). Man unterscheidet -etablierte Zellinien von
Primérkulturen. Primérkulturen sind Zell-, Gewebe- oder Organkulturen nach ihrer
Entnahme aus dem Organismus und vor der ersten Passage. Als Zellinien dagegen
werden Zellkulturen nach der ersten Passage bezeichnet. Passage meint den Transfer
von Zellen von einem Kulturgefdl in ein anders (Freshney 1990). Es ist davon
auszugehen, dass Zellen aus Primdrkulturen dem entsprechenden in vivo-Zelltyp
mehr dhneln als Zellen aus Zellinien (Morgan and Darling 1994).

Nach der Isolation des gewiinschten Gewebes aus dem Organismus miissen
dessen Zellen enzymatisch und/oder mechanisch aus dem Gewebeverband gelost
werden. In dieser Studie wurden die Ganglien zunichst enzymatisch dissoziiert, um
die interzelluldren Verbindungen zwischen den Zellen zu 16sen. Zu diesem Zweck
wurde die Protease Dispase I gewihlt. Aufgrund seiner milden proteolytischen
Eigenschaften 16st dieses Enzym das Gewebe zwar nur unvollstindig auf, bewirkt
allerdings auch keine nennenswerte Schddigung der Zellmembranen (Cruz et al.
1997, Frangakis and Kimelberg 1984, Frangakis et al. 1982, Gebke et al. 1998,
Gebke et al. 2000). Eine Protease mit hoherer Enzymaktivitit wiirde zur irreversiblen
Schéadigung der Zellmembranen bzw. ihrer intrinsischen Proteine fithren, was die
Ausbeute kultivierungsfahiger Zellen deutlich vermindern wiirde. Da die spéteren
funktionellen Untersuchungen der kultivierten Zellen auf Einzelzellniveau erfolgen
sollten, mussten die Zellen allerdings vollstindig aus dem Gewebeverband gelost
werden. Aus diesem Grund folgte der enzymatischen Dissoziation eine zusétzliche
mechanische, um die noch vorhandenen Zell-zu-Zell Kontakte zu zerstéren (Gebke
et al. 1998, Gebke et al. 2000, Jurzak et al. 1994). Sowohl bei der enzymatischen als
auch bei der mechanischen Dissoziation wird immer ein gewisser Teil der Zellen
lysiert, so dass aus ihnen DNA freigesetzt wird. Da DNA die Proteolyse
beeintrachtigt und die Reaggregation der Zellen fordert, wurde sie mit Hilfe des
Enzyms DNase hydrolysiert (Freshney 1990).
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2.4.2.2 Montage und Beschichtung der Zellkulturkammern

Da es sich beim Ganglion sphenopalatinum um eine sehr kleine neurogliale
Struktur handelt, mussten die Zellkulturkammern, in denen die Zellen kultiviert
wurden, eine moglichst kleine Grundfliche haben (Jurzak et al. 1994). Hierzu
wurden wiederverwendbare Flexiperm®-Mikro-l2 Kammersysteme in jeweils sechs
separierte Mikrokammern aufgeteilt (Grundfliche 28 mm?). Da Glas eine fiir die
Anheftung und das Wachstum von Zellen geeignete Oberfliche incl. deren
elektrischer Ladung tragt, wurden als Kammerboden, und somit auch
Adhidsionsmatrix, Deckgldschen benutzt. Ein weiteres Argument fiir Glas als
Substrat fiir die Zellen sind die optischen Eigenschaften des Glases (Freshney 1990).
Um die Ratio-Imaging Studien zur Messung der [Ca*"];, durchfiihren zu konnen,
muss die Adhdsionsmatrix der Zellen eine hohe Durchldssigkeit fiir
monochromatisches Licht entsprechender Wellenldnge bei vernachldssigbarer
optischer und chromatischer Abberation haben.

Die Deckglischen wurden auf die Unterseite der Flexiperm®-Mikrokammern
gelegt, wo sie sich fest anhefteten. In den so vorbereiteten Kammern wurden die
Deckgldschen fiir 2-3 Minuten mit jeweils 70 pl Carbodiimid (1-dthyl-3-(3-dimethyl-
aminopropyl-) carbodiimid (Cyanamid), 75 mg/ml) in Rat Ringer Puffer behandelt.
Nachdem das Carbodiimid mit einer Pipette abgesaugt worden war, erfolgte eine
Inkubation fiir 1 Stunde mit Concanavalin A Typ V (Con A, 10-15 mg/ml) in Rat
Ringer Puffer. Danach wurden die Kammern drei mal mit Puffer gewaschen. Die so
mittels Carbodiimid quervernetzten, Con A-beschichteten Kammern konnten mit
Puffer bedeckt in einer mit Parafilm® abgedichteten Petrischale bei 4°C aufbewahrt

werden.

2.4.2.3 Prdparation des Ganglion sphenopalatinum

Die Préparation des Ganglion sphenopalatinum erfolgte unter semisterilen
Bedingungen; es wurden hitze- oder dthanolsterilisierte Instrumente und Materialien
benutzt.

Fir die Zellkultur wurden 2-7 Tage alte Tiere der transgenen Mauslinie
MOL2.3-IGITL verwendet. Die Préparation der einzelnen Ganglien erfolgte nach
demselben Protokoll wie bei der Immunhistochemie zum Nachweis von SP (Kapitel
24.1.4).

Die Ganglien aller in den Versuch eingesetzten Tiere wurden in eiskaltem Rat
Ringer Puffer in einer Gewebeschale gesammelt. Um eine ausreichende Zelldichte zu
erhalten, wurden unmittelbar nacheinander die Ganglien von drei neugeborenen
MOL2.3-IGITL Méiusen prépariert.
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2.4.2.4 Weiterverarbeitung des Gewebes

Die vereinigten Ganglien aller Tiere wurden mittels einer feuerpolierten
Pasteurpipette aus der Gewebeschale in ein 15 ml Rohrchen transferiert. Nach
Zugabe von 2 ml Dispase [-Losung (0,7 U/ml) folgte eine Inkubation fiir 45 Minuten
im Thermoblock bei 37°C. Im Anschluss an die enzymatische Dissoziation wurde
durch dreimaliges Waschen mit vorgewdrmtem Rat Ringer Puffer die Dispase I-
Losung entfernt. Das Gewebe wurde in 1 ml Rat Ringer Puffer, dem 5 pl DNase
(2 U/ul) zugesetzt wurden, aufgenommen und einer mechanischen Dissoziation
unterzogen. Hierzu wurden die Gewebsfragmente solange durch die feuerpolierte
Offnung einer Pasteurpipette gesogen, bis das Gewebe nahezu vollstindig dissoziiert
war. Als Anhaltspunkt fiir den Grad der Dissoziation wurden das Fehlen sichtbarer
Gewebefragmente sowie eine milchige Triibung der Losung gewihlt. Wéhrend der
mechanischen Behandlung wurde darauf geachtet, dass keine gewebsschadigenden
Luftblasen entstehen (Chad et al. 1991).

AbschlieBend wurde die Zellsuspension auf die Kulturkammern verteilt
(200 pl/Kammer). Die Kammern wurden in einer Petrischale 1 Stunde bei RT im
Dunkeln stehen gelassen, damit die Zellen am Deckgldschen adhirieren konnten.
Wenn die Zellen nach ausreichender Kultivierungszeit an den Deckgldschen
angeheftet waren, konnten die Kammerwénde entfernt werden. Danach standen die
auf den Deckgldschen adhédrierten Zellen fiir funktionelle Untersuchungen zur

Verfligung.
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2.4.3 Messung der intrazelluliren Calciumkonzentration mittels Ratio-Imaging
Technik

2.4.3.1 Grundlagen der Ratio-Imaging Technik

Die Ratio-Imaging Technik bietet die Moglichkeit, die intrazelluldre
Konzentration freier Calciumionen ([Ca®'];,) kontinuierlich zu messen (Baylor and
Hollingworth 2000, Hinman and Sammak 1998). Damit stellt die Methode eine
effiziente Mdglichkeit zur Untersuchung der transmitterinduzierten, intrazelluldren
Signaltransduktion in lebenden Zellen wie Neuronen oder Astrozyten dar (Gebke et
al. 2000, Jurzak et al. 1995a).

Um Anderungen der [C:12+]iZ messen zu konnen, macht man sich selektive, Ca*'-
chelierende Fluoreszenzfarbstoffe zunutze (Moreton 1994). Die Entwicklung der
ersten Farbstoffe dieser Gruppe gelang Roger Tsien (Tsien 1980). Das Aquorin der
Leuchtqualle war der erste, wissenschaftlich in der Muskelforschung eingesetzten
Calciumindikator zur Messung der intrazelluldren Calciumkonzentration. Heute steht
eine grole Anzahl selektiver Fluoreszenzindikatoren zur Calcium-Messung zur
Verfiigung, wie beispielsweise Derivate des Calciumchelators EGTA (z.B. Quin-2,
Indo-1, Fura-2), des Fluoresceins (z.B. Fluo-3) oder des Rhodamins (z.B. Rhod-2)
(Grynkiewicz et al. 1985).

Die Farbstoffe werden in zwei groe Gruppen unterteilt: Die Wellenlédngen-
stabilen (wavelength stable) und die Wellenldngen-dndernden (wavelength shifting)
Fluoreszenzfarbstoffe. Bei den Wellenldngen-stabilen Fluoreszenzindikatoren, wie
z.B. Quin-2, dndert sich durch Calciumbindung nur die Emissionsintensitit, das
Exzitationsspektrum aber bleibt konstant. Mitglieder der Gruppe der Wellenlédngen-
dndernden Farbstoffe dndern nach Calciumbindung entweder ihre Exzitations- oder
thre Emissionsspektren (Moreton 1994, Ross 1989, Thomas and Delaville 1991,
Tsien 1980, 1989, Tsien and Poenie 1986) und erwiesen sich deshalb als besonders
geeignet fiir die intrazellulire Calcium-Konzentrationsmessung. Zu den
Wellenlidngen-édndernden Fluoreszenzindikatoren gehdrt auch das in dieser Arbeit
eingesetzte Fura-2 (Abbildung 13), dessen Exzitationsspektrum sich nach
Calciumbindung dndert (Roe et al. 1990, Tsien and Poenie 1986, Tsien et al. 1985).
Das Anregungsoptimum des freien, polyanionischen Indikators Fura-2 liegt bei
363 nm, der mit Calcium gesittigte Farbstoff dagegen wird maximal durch Licht
einer Wellenldnge von 340 nm angeregt. Das Emissionsmaximum bleibt mit etwa
510 nm konstant (calciumfreies Fura-2 512 nm, calciumbindendes Fura-2 505 nm)
(Abbildung 12) (Thomas and Delaville 1991, Tsien and Poenie 1986). In der Praxis

wird zur Messung der Fluoreszenzintensitit des Calcium-freien Farbstoffes
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allerdings nicht die optimalen Anregungswellenldngen von 363 nm benutzt, sondern
Licht einer Wellenldnge von 380 nm. Der Grund hierfiir ist, dass eine Wellenldnge
von 363 nm sehr nah am sogenannten isoemissiven Punkt des Fura-2-spezifischen
Spektralverhaltens liegt, bei dem die Fluoreszenzintensitit des Fura-2 unabhingig
von der Calciumkonzentration immer gleich ist (Abbildung 12). Bei einer
(Anregungswellenlinge) ARW von 380nm ist die Differenz  der
Fluoreszenzintensitit fiir Calcium-freies und —gesattigtes Fura-2 am grofBten.

Bei der Ratio-Imaging Technik wird der Quotient (Ratio) aus den gemessenen
Emissionsintensititen bei den beiden ARW 340 und 380 nm gemessen. Dieser
Quotient spiegelt das Verhiltnis von gebundenem zu freiem Indikator wider (Tsien
et al. 1985).

0.15 4 isoemissiver Punkt
0.10 1 / (360 nm)

Fluoreszenzintensitit

1
250 300 350 400 450
Anregungswellenldnge (nm)

Abbildung 12 : Exzitationsspektren von Fura-2

Das Diagramm zeigt die Fluoreszenzintensitit (Emissionswellenldnge 510 nm)
von Fura-2 in Abhédngigkeit von der Anregungswellenlénge (nm) in Anwesenheit
verschiedener Konzentrationen an freien Calciumionen ([Ca® g ( uM)).
Kurve 1: das gesamte Fura-2 ist mit Calcium geséttigt; Maximum bei 340 nm
Kurve 2: das gesamte Fura-2 liegt Calcium-frei vor; Maximum bei 363 nm
Die Pfeile zeigen die Fluoreszenzintensitdten bei den beiden in der Praxis des Ratio-
Imagings benutzten Anregungswellenldngen von 340 und 380 nm. Hier ist jeweils
die Differenz der Fluoreszenzintensitit fiir Ca*-freies und —gesittigtes Fura-2 am
grofiten.
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Der Vorteil des Einsatzes der Wellenldngen-dndernden Fluoreszenzindikatoren
gegeniiber den Wellenlédngen-stabilen liegt in der Moglichkeit zur Ratiobildung (Roe
et al. 1990). Imaging-Versuche werden durch verschiedene Faktoren beeinflusst. Bei
der Ratiomessung wirken sich viele dieser Faktoren im gleichen Mal3 auf beide
Anregungswellenldngen aus, sie werden dann bei der Quotientenbildung
herausgekiirzt. Die Messungen werden so unabhidngig von der intrazellulér
vorhandenen Menge an Indikatorsubstanz, einer eventuell ungleichmiBigen
Verteilung des Fluoreszenzfarbstoffs sowie der Zelldicke und einem Ausbleichen
(,,photo bleaching*) oder Austreten des Farbstoffes (Roe et al. 1990, Tsien and
Poenie 1986, Tsien et al. 1985).

Gemidl3 des Massenwirkungsgesetzes verhdlt sich die Ratio proportional zur
Konzentration des vorhandenen freien bzw. gebundenen Calciums. Aus der im
Versuch gemessenen Ratio (Emission (340 nm) / Emission (380 nm)) kann mit Hilfe
folgender Gleichung die absolute, intrazelluldre Calciumkonzentration errechnet
werden (Grynkiewicz et al. 1985):

(R - Rmin) Sf2
[Ca®']=KD x X
(Rmax - R) Sb2

Formellegende:

KD = Dissoziationskonstante des Fura-2 fiir Calcium

R = gemessene Ratio (Emission bei 340 nm ARW / Emission bei 380 nm ARW)
Rumin = Ratio bei calciumfreiem Fura-2

Rmax = Ratio bei calciumgesittigtem Fura-2

St = Emissionswerte des calciumfreien Fura-2 bei einer ARW von 380 nm

Sy2 = Emissionswerte des calciumgesittigten Fura-2 bei einer ARW von 380 nm

In dieser Arbeit wurde aus den gemessenen Ratios allerdings nicht die Ca*"-
Konzentration errechnet, da es ausreichte, die Ratiodnderung als Zeichen einer
Reaktion heranzuziehen.

Bei Fura-2 handelt es sich um ein stark negativ geladenes Molekiil, welches
nicht in der Lage ist, Zellmembranen zu permeieren. Um eine Farbstoffbeladung der
zu untersuchenden Zellen ohne Schidigung der Zellmembran zu ermdglichen,
wurden Acetoxymethylesterderivate der Fluoreszenzindikatoren entwickelt. Diese
sind lipophil und somit membranpermeabel, konnen allerdings keine Calciumionen
binden. In der Zelle wird der Fura-2 Acetoxymethylester durch zytoplasmatische

Esterasen hydrolysiert. Da das Fura-2 Molekiil nun membranimpermeabel ist, ist der
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Farbstoff in der Zelle ,,gefangen* (Tsien and Poenie 1986). AuBBerdem kann nur das

aktive Fura-2 Molekiil zweiwertige Kationen, vor allem freies Ca®* binden.
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Abbildung 13 : Strukturformel des Fura-2 Acetoxymethylester (Fura-2
AM)

Die grau hinterlegten Bereiche des Molekiils werden in der Zelle durch
zytoplasmatische Esterasen abgespalten. Fura-2 wird so membranimpermeabel, und
kann auBerdem als aktive Form Ionen binden.

2.4.3.2 Der Einsatz von Fura-2 Acetoxymethyl(AM)ester in der Primdrkultur

Um die calciumabhéngige Signaltransduktion in isolierten Neuronen des
Ganglion sphenopalatinum zu untersuchen, wurde als Indikatorfarbstoff Fura-2
gewihlt. So konnten etwaige Anderungen der intrazelluliren Calciumkonzentration
([Ca’"]i,) nach externer Stimulation mit verschiedenen Neurotransmittern und
Neuromodulatoren sowie Rezeptor- und Calcium-Kanal Blockern gemessen werden.

Um die zu untersuchenden Zellen der Primérkultur mit Fura-2 zu beladen,
wurde die Zellkulturkammer mit Messpuffer gefiillt, welcher 2 uM Fura-2 AM
enthielt (Fura-2 AM in Dimethylsulfoxid (DMSO); 1 mM Stammldsung bei —24 °C
gelagert). Wihrend der 45-miniitigen Inkubation bei RT unter Ausschluss von Licht
erfolgte die zellulire Aufnahme des Indikators. Im Anschluss an die Inkubation
wurde durch dreimaliges Waschen mit Messpuffer {iberschiissiger Fura-2 AM aus
der Kammer entfernt. Um das Deckgldschen mit den adhérierten Zellen in die
Messkammer einzuspannen, wurde zundchst die Flexiperm-Kammerwandung
entfernt. Das Deckglidschen wurde auf die mittige Offnung einer runden Stahlscheibe
gelegt, welche die Basis der Messkammer bildete (Abbildung 14). Zur Befestigung

des Deckglaschens wurde ein Teflonring, der gleichzeitig die AuBenwand der
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Messkammer bildete, mit vier Schrauben auf der Scheibe fixiert. Die Messkammer
konnte nun in eine hierfiir vorgesehene Offnung des Objekttisches des Mikroskops
eingesetzt werden. Nach Montage der Messkammer wurde diese sofort mit 900 pl
Messpuffer gefiillt (RT). An die Messkammer wurden Zu- und Abfluss einer
Schlauchpumpe in Form von gebogenen Kaniilen angeschlossen. Die Kaniile, iiber
die der Messpuffer in die Kammer geleitet wurde, reichte bis zum Boden der
Kammer, wihrend die Abflusskaniile lediglich die Fliissigkeitsoberfldche bertihrte.
Mit Hilfe der Schlauchpumpe wurde Messpuffer mit einer Flussrate von 2 ml/min
aus einem Reservoir durch die Messkammer geleitet. So konnten eine konstante
Fiilllung der Messkammer und ein kontinuierlicher Pufferwechsel bei minimaler
Turbulenz gewihrleistet werden.

Die Zellen wurden nun fiir 10 Minuten kontinuierlich mit Messpuffer
superfundiert, damit der in die Zellen aufgenommenen Fura-2 AM vollstindig

hydrolysiert werden konnte.

2.4.3.3 Der Imaging-Messstand

Da der eingesetzte Fluoreszenzindikator Fura-2 durch Calciumbindung sein
Exzitationsspektrum éndert, wurde monochromatisches Licht der Wellenlédngen 340
und 380 nm bendtigt. Dieses Licht wurde erzeugt, indem das Licht einer 100 Watt
Quecksilberlampe abwechselnd durch zwei unterschiedliche Filter eines rotierenden
Filterrades strahlte (Abbildung 14). Mit Hilfe des von einer Steuereinheit regulierten
Shutters wurden die Zellen vor Hitze und photo bleaching geschiitzt. Uber die
Kamera konnten die Belichtungszeit sowie die zeitlichen Abstinde zwischen den
Belichtungen reguliert werden. Das aus dem Filterrad austretende Licht der
entsprechenden Anregungswellenldngen wurde in ein inverses
Fluoreszenzmikroskop geleitet. Im Mikroskop wurde das Licht an einem
dichromatischen  Spiegel abgelenkt und durch ein Fluoreszenzobjektiv
(VergroBerungsfaktor 30x) in die Messkammer geleitet, wo es das Fura-2 zur
Fluoreszenz anregte. Das vom Fura-2 emittierte Licht gelangte von der Messkammer
aus wieder durch das Objektiv, durch einen Sperrfilter (515 nm) und iiber den
dichromatischen Spiegel in eine CCD-Restlichtkamera.

Die bei den beiden unterschiedlichen Anregungswellenldngen (340 und 380 nm)
dokumentierten Bilder wurden mit Hilfe der systemeigenen Software vermessen, und
aus den daraus resultierenden Werten die Quotienten (Emission bei 340 nm ARW /
Emission bei 380 nm ARW) gebildet, welche im Folgenden als Ratio angegeben

werden.
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Abbildung 14 : Schematische Darstellung des Imaging-Messstandes

2.4.3.4 Messprotokolle

Jede Versuchsreihe wurde an Zellen aus mehreren Préparationen durchgefiihrt.
Damit sollte erreicht werden, dass jeweils Zellen von unterschiedlich alten Tieren
aus verschiedenen Wiirfen untersucht werden, um individuelle Unterschiede
auszugleichen.

Mit Hilfe des Durchlichtbildes und des GFP-Filters (EGFP; ARW 488 nm,
EWL 510 nm) wurden Zellen fiir die Messung ausgewdihlt, wihrend mit Hilfe der
Imaging-Filter (ARW 340 und 380 nm) die erfolgreiche Beladung kontrolliert wurde.
Die jeweiligen Messungen erfolgten wie die vorausgegangenen Schritte bei RT. Die
zur Stimulation bzw. Blockade verwendeten Substanzen wurden als Aliquots bei
—20°C gelagert und erst unmittelbar vor der Messung aufgetaut. Je nach
Konzentration der eingefrorenen Stocklosungen und gewtlinschter Endkonzentration
der Substanzen wurden erstere mit Messpuffer (Kapitel 2.3.3.1) entsprechend
vorverdiinnt. Durch diese Vorverdiinnung wurde auch gewihrleistet, dass die
Konzentration des Losungsmittels, sofern dies nicht der Rat Ringer Puffer war,
weniger als 1% betrug. Die Applikation der Substanzen erfolgte auf zwei
unterschiedliche Weisen: In den meisten Féllen wurde der jeweilige substanzhaltige
Puffer in eine 10 ml Spritze pipettiert, welche iiber ein Schlauchsystem mit der
Messkammer in Verbindung stand (Abbildung 14). Durch Umschalten der
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entsprechenden 3-Wege-Hdhne einer Hahnbank wurde von Messpuffer auf
substanzhaltigen Puffer umgeschaltet und dieser in die Kammer geleitet. Bei
Verwendung von Substanzen, die sich bei Kontakt mit Licht, Sauerstoff oder Warme
sehr leicht zersetzen, wurde auf die Applikation {iber das Schlauchsystem verzichtet.
Hier wurden je 100 ul der Testlosungen vorsichtig als Bolus in die Messkammer
pipettiert. Durch dreimaliges Aufziehen und Zurilickpipettieren wurde eine
Durchmischung der Losungen mit dem Messpuffer erzielt. Vor der Applikation
wurde die Perfusion der Messkammer gestoppt. Die im Folgenden angegebenen
Konzentrationen entsprechen jeweils den in der Perfusionskammer errechneten. Mit
Hilfe des Farbstoffs Toluidinblau wurde ermittelt, ob bei Superfusionsstimulation der
Zellen die errechneten Konzentrationen in der Messkammer erreicht wurden. Die
Messkammer und der zuleitende Schlauch wurden mit Rat Ringer Puffer gefiillt, die
Spritze (welche in den folgenden Versuchen als Reservoir fiir die Liganden diente)
mit Toluidinblau. Zuvor war die Konzentration der Toluidinblau-Losung so
eingestellt worden, das photometrisch bei einer Wellenldnge von 630 nm eine
Extinktion von 0,80 erreicht wurde. In Kontrollversuchen wurde gezeigt, dass die
Extinktion der Toluidinblau-Losung bei Verdiinnung linear abnahm. Die
Toluidinblau-Losung aus der Spritze wurde nun iiber das Schlauchsystem in die
Messkammer geleitet, wo sie sich mit dem darin enthaltenen Messpuffer vermischte.
Der aus der Messkammer abgepumpte Puffer (Messpuffer vermischt mit
Toluidinblau) wurde sukzessiv in Fraktionen von je 500 ul aufgefangen.
AnschlieBend wurde die Extinktion jeder Fraktion dieses Uberstandes photometrisch
gemessen. Die Absorption wurde in einem Graphen gegen die Fraktion aufgetragen.
In dem Graphen ist zu sehen, dass die Extinktion in der Messkammer fiir eine kurze
Zeit nahezu den Wert der Ausgangsldsung erreichte (Abbildung 15). Somit ist fiir die
folgenden Versuche davon auszugehen, dass die Konzentrationen der Liganden in
der Messkammer kurzfristig dieselben Werte erreichen, wie in dem substanzhaltigen
Puffer in der Spritze.

Bei erfolgreicher Stimulation wurde die Messung bis zum Maximum der Ratio-

Anderung durchgefiihrt.
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Abbildung 15: Messung der Extinktion einer in die Messkammer
superfundierten Toluidinblau-Losung

In die mit Rat Ringer Puffer gefiillte Messkammer wurde Toluidinblau einer
Extinktion von 0,80 (630 nm) superfundiert. Die aus der Kammer abgepumpten
Uberstéinde wurden in Fraktionen zu je 500 ul gesammelt, ihre Absorption wurde mit
einem Photometer bestimmt. Nachdem eine Durchmischung des blauen Farbstoffes
mit dem Messpuffer stattgefunden hatte, wurde kurzfristig das Maximum der
Absorption erreicht. Basierend auf diesen Ergebnissen kann in folgenden Versuchen
davon ausgegangen werde, dass auch die superfundierten Liganden in der
Messkammer die maximalen Konzentrationen erreichen.

In Kontrollversuchen mit Messpuffer konnte gezeigt werden, dass weder das
Offnen der Hihne noch das Anhalten der Pumpe oder die Bolusapplikation direkt in

die Messkammer einen Einfluss auf die Fluoreszenz-Ratio hatten.

2.4.3.4.1 Kalium

Die Kaliumkonzentration im Zytosol von Neuronen ist deutlich hoher als die im
Extrazellulirraum. Da die Zellmembran selektiv permeabel fiir Kaliumionen ist,
stromen aufgrund des osmotischen Gradienten Kaliumionen aus der Zelle hinaus.
GroBere Anionen, fiir welche die Zellmembran impermeabel ist, bleiben im Inneren
der Zelle zuriick. Es entsteht ein Membranpotential, welches auf der Zytosolseite
negativ polarisiert ist. Dieses elektrochemische Potential verhindert einen volligen
Ausgleich der Kaliumionen-Konzentration.

Eine Erhohung der extrazelluldiren Kalium-Konzentration fiihrt zu einer
Depolarisation prisynaptischer Nervenendigungen, in deren Folge es zur Offnung
spannungsabhingiger Kationenkanidle kommt. Durch diese Kandle kommt es zu

einem Einstrom von Natrium- und Calciumionen in die Zelle. Um einen Hinweis auf
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die Vitalitit der untersuchten Zellen zu erhalten, wurden diese mit Kalium stimuliert.
Hierzu wurde High-Kalium Puffer (Kapitel 2.3.3.2) mit einer Kalium-Konzentration

von 100 mM/1 iiber eine Schlauchpumpe in die Messkammer superfundiert.

2.4.3.4.2 Acetylcholin

Durch Applikation von ACh sollte herausgefunden werden, ob die MOL2.3-
positiven und -negativen Neurone des SPG unterschiedlich auf Stimulation mit dem
wichtigsten klassischen Neurotransmitter reagieren. ACh wurde zum Teil iiber die

Perfusionspumpe, zum anderen Teil als Bolus in die Messkammer gegeben.

2.4.3.4.2.1 Dosisabhdingigkeit und Wiederholbarkeit

Zur Untersuchung einer calciumvermittelten Signaltransduktion durch
Acetylcholin in MOL2.3-positiven und -negativen Zellen wurden diese mit
Acetylcholin (Abbildung 16) in Konzentrationen von 10°, 10° und 107 M/
stimuliert. Zwischen den Applikationen wurde jeweils so lange gewartet, bis die
Fluoreszenz Ratio der Zellen wieder die Basallinie erreicht und diese fiir 5 Minuten
konstant gehalten hatte. Als Vorversuch fiir nachfolgende Versuchsserien wurde die
Wiederholbarkeit der Antwort getestet. Damit sollte untersucht werden, ob der ACh-
Effekt auswaschbar und vollstindig reversibel ist, und ob es bei den Zellen zu einer
Desensitisierung kommt. Hierzu wurden die Zellen dreimal mit Acetylcholin einer
konstanten Konzentration (10 M/l) superfundiert. Auch hier wurde zwischen den
Stimulationen gewartet, bis die Basallinie der Ratio erreicht und 5 Minuten lang
konstant geblieben war.

Fiir beide Versuchsserien wurde Acetylcholin in eine Spritze pipettiert und von

dort aus tiber eine Schlauchpumpe in die Messkammer geleitet.

I e
CH,—C—OCH, CH, —I‘|\I+—CH3 Cl~
CH,

Abbildung 16 : Strukturformel von Acetylcholin

Mit diesem klassischen Neurotransmitter sollte das Antwortverhalten der
cholinergen Rezeptoren MOL2.3-positiver wie -negativer Zellen des SPG
charakterisiert werden. Auch mogliche Interaktionen des cholinergen mit dem
nitrergen und dem PACAPergen System wurden untersucht.
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2.4.3.4.2.2 Herkunft des Calciums nach Stimulation mit Acetylcholin

Weiterhin sollte ermittelt werden, ob das Calcium, welches zu einem etwaigen
Anstieg der Fura-2 spezifischen Ratio fiihrt, von extrazelluldr oder aus intrazelluldren
Speichern stammt. In diesen Experimenten wurden die Zellen zu Beginn mit
Acetylcholin einer Konzentration von 10 M/I stimuliert, um ihr Antwortverhalten
zu demonstrieren. Nachdem iiber einen Zeitraum von 10 Minuten calciumfreier
Puffer (Kapitel 2.3.3.3) in die Messkammer geleitet wurde, so dass den Zellen kein
extrazelluldres Calcium mehr zur Verfligung stand, wurden die Zellen erneut mit
Acetylcholin (10 M/I) stimuliert. 10 Minuten nach dieser Stimulation wurde der
Puffer in der Messkammer wieder durch calciumhaltigen Messpuffer ersetzt. Nach

weiteren 10 Minuten erfolgte eine erneute Applikation von Acetylcholin (10 M/1).

2.4.3.4.2.3 Agonisten

Weiterhin erfolgte eine pharmakologische Charakterisierung der cholinerg
induzierten Erhohung der [Ca®];, durch Stimulation der Zellen mit Rezeptorsubtyp-
spezifischen Agonisten.

Wie bereits erwihnt (Kapitel 1.4.1) kann man nicotinerge und muscarinerge
Acetylcholin-Rezeptoren unterscheiden. Fiir nicotinerge Acetylcholin-Rezeptoren
(nAChR) ist eine grofle Anzahl natiirlicher sowie synthetischer potenter Liganden
bekannt. Ein synthetischer Agonist ist der klassische ,,ganglionére Agonist“ DMPP
(1,1-Dimethyl-4-phenylpiperaziniumiodid) (Boeckxstaens et al. 1993, Sharples and
Wonnacott 2001). DMPP ist membranimpermeabel, da es ein quarternéres nitrogenes
Atom besitzt. DMPP zeigt nur eine geringe Selektivitdt zwischen den neuronalen
nAChR Subtypen (Sharples and Wonnacott 2001). Ein muscarinerger Agonist ist der
Carbaminsdureester Bethanechol, welcher resistent ist gegen Acetylcholin-
abbauende Cholinesterasen (Forth et al. 2001).

Bethanechol (Abbildung 17) und DMPP (Abbildung 18) wurden in
Konzentrationen von 10 M/l, Bethanechol zusitzlich von 10 M/l eingesetzt. Um
die funktionelle Co-Expression der beiden verschiedenen Rezeptorsubtypen in
einzelnen Zellen zu untersuchen, wurden in jedem Versuch beide cholinergen
Agonisten sequentiell appliziert, wobei jeder Stimulation eine Auswaschphase folgte.
Die Reihenfolge der Applikation der beiden Agonisten in  der
Superfusionsstimulations-Studie erfolgte randomisiert. Der Applikation der
jeweiligen Agonisten ging dabei eine Kontrollstimulation mit Acetylcholin (10 M/1)
voraus. Aullerdem wurde jeder Versuch erst nach einer abschliefenden Applikation
von Acetylcholin (10 M/I) beendet, um zu iiberpriifen, ob sich die Reaktivitit der
entsprechenden Zelle gedndert hat.
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Abbildung 17 : Strukturformel von Bethanechol
Mit dem Carbaminsdurcester Bethanechol wurde untersucht, ob die
gangliondren Zellen funktionelle muscarinerge Acetylcholinrezeptoren exprimieren.

P /CHS _
N N+ I
N \CHS

Abbildung 18 : Strukturformel von DMPP
DMPP gilt als klassischer Agonist fiir in Ganglien vorkommende nicotinerge
Acetylcholin-Rezeptoren.

2.4.3.4.2.4 Nicotinerge Acetylcholin-Rezeptor Blocker

Neuronale nAChR autonomer Ganglien sind aus den Untereinheiten o3, o4, a5,
a7, B3 und B4 zusammengesetzt (Skok 2002). In autonomen Ganglien kommen vor
allem heteromere o34 und homomere a7 nAChR vor. Mit Hilfe spezifischer
Acetylcholin-Rezeptor Blocker ermittelt werden, welche Kombinationen an
Untereinheiten in den MOL2.3-positiven und -negativen Zellen vorkommen.

Der N/P/Q-Typ Ca**-Kanal Blocker w-Conotoxin MVIIC blockiert selektiv
a3p4 nAChR (Kulak et al. 2001, Skok 2002). Das Toxin hat keinen Einfluss auf a7
nAChR (Sharples and Wonnacott 2001). MLA (Abbildung 19) dagegen ist ein
extrem potenter und selektiver Antagonist a7 homomerer nAChR (Sharples and
Wonnacott 2001, Skok 2002).

In den Versuchen wurde zundchst jeweils das Antwortverhalten der Zellen auf
Stimulation mit ACh (10™* M/1) untersucht. Nach 5-miniitiger Auswaschphase folgte
eine Stimulation von zweiminiitiger Dauer mit einem der beiden nAChR-Blocker
(Bolusapplikation von MLA 10 M/l und ®-Conotoxin MVIIC 10° M/I; jeweils
Endkonzentration in der Messkammer), um zu zeigen, ob der jeweilige Blocker
selbst einen Einfluss auf den zelluliren Ca”’-Spiegel hat. Nachdem die Zellen
wiederum ausreichend lange mit Puffer superfundiert worden waren, wurden sie
erneut mit dem jeweiligen Blocker inkubiert. Nach zwei Minuten wurde zusitzlich
zu dem Blocker ACh in die Kammer pipettiert. Am Ende eines jeden Versuchs stand

wiederum die Stimulation mit ACh alleine.
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Abbildung 19 : Strukturformel von MLA
Der nicotinerge Acetylcholin-Rezeptor Antagonist MLA blockiert selektiv
homomere a7 AChR, welche hdufig in autonomen Ganglien lokalisiert sind.

2.4.3.4.3 Calcium-Kanal Blocker

In Neuronen dienen spannungsgesteuerte Calciumkandle der Transduktion
elektrischer Signale. Die Kanile ermoglichen einen voriibergehenden Ca®"-Einstrom
entlang eines elektrischen und konzentrationsabhingigen Gradienten vom
Extrazellulirraum in die Zelle hinein. Man unterscheidet Calciumkanile vom L-
(long-lasting), N- (neuronal), P- (kommt in Purkinje-Zellen vor), Q- (weil Q der
nichste Buchstabe im Alphabet nach P ist) und R-Typ (resistant) (Ertel et al. 2000).

In neuronalen Zellen des SPG der Ratte konnten immunhistologisch N-Typ
Calciumkanile in Somata und in Neuriten lokalisiert werden (Liu et al. 2000c).
Diesen Kanédlen wird eine bedeutende Rolle bei der Regulation der neuronalen
Calciumstrome und der Freisetzung des Neuromodulators NO zugesprochen (Liu et
al. 2000c, Liu et al. 2002).

Um zu differenzieren, welcher der verschiedenen Kanile in einem Zelltyp
exprimiert wird, kann man sich bestimmter Calciumkanal-Blocker bedienen.

Bei Conotoxinen handelt es sich um hochtoxische Peptide tropischer
Meeresschnecken der Familie Conus. Conotoxine werden, basierend auf ihrer
Struktur und biologischen Aktivitdt, in verschiedene Familien klassifiziert. Nur
Vertreter der m-Conotoxin Familie besitzt die pragnante Eigenschaft, Calciumkanile
zu blockieren (Cox and Dunlap 1994, Forth et al. 2001, Kochegarov 2003), und so
die Ausschiittung von Neurotransmittern zu verhindern (Kochegarov 2003, Olivera
etal. 1987, Vega et al. 1995).
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Das zur Stoffgruppe der Dihydropyridine gehdrende Nifedipin (Abbildung 20)
blockiert kurzfristig und selektiv L-Typ Calciumkanile (Garcia et al. 2003).
Dihydropyridine binden mit einer hohen Affinitdt an inaktive (geschlossene)
Calciumkanile und modulieren die spannungsgesteuerte Offnungswahrscheinlichkeit
(Forth et al. 2001, Kochegarov 2003).

NO,
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Abbildung 20 : Strukturformel von Nifedipin
Nifedipin bindet selektiv. und mit hoher Affinitdt an inaktive,
spannungsgesteuerte L-Typ Calciumkanéle und blockiert diese.

Mit Hilfe dieser selektiven Calciumkanalblocker sollte untersucht werden, ob
die Aktivierung des Acetylcholin-Rezeptors zur Offaung von L- oder N-Typ
Calciumkandlen fiihrt.

Die N-Typ Calciumkanalblocker m-Conotoxin SVIB (reversibler N-Typ Ca*"-
Kanal Blocker) und o-Conotoxin MVIIA (reversibler N -Typ Ca’"-Kanal Blocker)
wurden in einer Konzentration von 10 M/l eingesetzt (Hirata et al. 1997, Sanger et
al. 2000). Das jeweils verwendete Toxin wurde bei ausgeschalteter Pumpe direkt in
die Messkammer pipettiert. Nach zweiminiitiger Inkubation, in welcher das Toxin an
den Rezeptor binden konnte, wurde Acetylcholin (10 M/I) als Bolus in die Kammer
gegeben.

Nifedipin wurde ebenfalls in einer Konzentration von 10 M/l eingesetzt. Die
Applikation erfolgte auf dieselbe Weise wie bei den w-Conotoxinen.

Jeweils vor und nach der kombinierten Applikation von ACh und dem
jeweiligen Blocker wurden die Zellen mit ACh (10 M/I) alleine stimuliert.
Zwischen den Applikationen wurden die Zellen iiber mindestens fiinf Minuten mit
Puffer superfundiert.

2.4.3.4.4  Stickstoffmonoxid

Der atypische, volatile Neurotransmitter oder —modulator Stickstoffmonoxid

(NO) konnte sowohl in priagangliondren Neuronen des SPG nachgewiesen werden
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als auch in den gangliondren Neuronen selbst (Kapitel 1.4.2). Mit Hilfe der
folgenden Versuchsreihen sollte untersucht werden, ob NO bei den Zellen des SPG
eine Zellantwort auslosen kann, und ob NO einen Einfluss auf die cholinerg
vermittelte Signaltransduktion dieser Zellen hat. Zur Untersuchung einer etwaigen
gegenseitigen Beeinflussung dieser beiden Transmittersysteme wurden zwei
verschiedene Versuchsansitze gewihlt: Zum einen wurden Co-Stimulationen mit
ACh und NO durchgefiihrt, zum anderen wurde die endogene, enzymatische nNOS-
Aktivitdt kompetitiv gehemmt und gepriift, ob dies das Antwortverhalten der Zellen
auf cholinerge Stimulation hin dndert. Aulerdem sollte gekldrt werden, ob zwischen

den MOL2.3-positiven und —negativen Zellen Unterschiede bestehen.

2.4.3.4.4.1 NO-Donoren

In dieser Versuchsreihe sollte gezeigt werden, ob die gangliondren Zellen durch
den  Neuromodulator NO zu einer Erhdhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration angeregt werden konnen. DEA (2-(N,N-Diethylamino)-
diazenolat-2-oxid) und Nor-1 ((£)-(E)-Methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-
methoxy-3-hexenamid) stellen hochpotente NO-Donoren dar (Feil et al. 2002,
Ferrero et al. 1999, Takeuch et al. 2001, Ueki et al. 2002, Yu et al. 2002). Da beide
Substanzen sehr schnell NO freisetzen, welches wiederum innerhalb kurzer Zeit
durch Oxidation inaktiviert wird (Ueki et al. 2002), wurde sowohl DEA als auch
Nor-1 unmittelbar nach Pridparation der Applikationslosungen als Bolus mit einer
Konzentration von 10> M/l (Endkonzentration in der Kammer 10~ M/1) direkt in die
Messkammer pipettiert.

Sowohl fiir DEA als auch fiir Nor-1 wurde zum einen die Auswirkung des NO-
Donors alleine auf die [(3212+]iZ untersucht, als auch der Einfluss von NO auf die
cholinerge Signaltransduktion. Hierzu wurden ACh und der jeweilige NO-Donor

gleichzeitig in die Messkammer pipettiert.

HECﬁHﬁEHa 0 i N
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Abbildung 21: Strukturformel von DEA

DEA setzt den atypischen, gasformigen Neuromodulator Stickstoffmonoxid frei,
welcher Zellmembranen durch Diffusion iiberwinden kann. Mit Hilfe von DEA
wurde untersucht, ob die Zellen des SPG reaktiv sind fiir NO.
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Abbildung 22: Strukturformel von Nor-1

Auch Nor-1 ist ein hochpotenter NO-Donor, welcher in dieser Arbeit zur
Untersuchung der nitrergen Aktivierung MOL2.3-positiver und —negativer Zellen
diente.

2.4.3.4.4.2 Vinyl-L-NIO

Bei Vinyl-L-NIO (Abbildung 23) handelt es sich um eine Substanz, welche
hochselektiv die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase hemmt (Bretscher et al.
2003, Herring et al. 2000, Sullivan et al. 2002). Da Vinyl-L-NIO mit L-Arginin um
das aktive Zentrum der nNOS konkurriert, handelt es sich um eine kompetitive
Hemmung. Die Inaktivierung der nNOS durch Vinyl-L-NIO ist Ca**/Calmodulin-
abhédngig. In Anwesenheit von NADPH und Sauerstoff (O,) ist die Hemmung
irreversibel. Unter den bislang bekannten nNOS-inaktivierenden Substanzen stellt
Vinyl-L-NIO das potenteste und selektivste nNOS-spezifische L-Arginin-Analogon
dar (Babu and Griffith 1998).

Es wurden Versuchsserien durchgefiihrt, in denen der Einfluss der Hemmung
der nNOS auf die cholinerge Signaltransduktion untersucht wurde. Vinyl-L-NIO
wurde als Bolus in die Messkammer pipettiert, so dass eine Endkonzentration von
10 M/1 erreicht wurde. Nach Inkubation mit Vinyl-L-NIO erfolgte die Stimulation
der Zellen mit ACh in Anwesenheit des nNOS-Blockers. Auch hier standen am
Beginn und am Ende jedes Versuchs Stimulationen mit ACh.
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Abbildung 23 : Strukturformel von Vinyl-L-NIO
Vinyl-L-NIO hemmt kompetitiv und hochselektiv die neuronale Isoform des
Enzyms Stickstoffmonoxid-Synthase.
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2.4.3.4.5 PACAP

Auch das Neuropeptid PACAP scheint eine Rolle bei der Signaltransduktion in
Zellen des SPG zu spielen (Kapitel 1.4.3). Mit den Versuchen sollte gezeigt werden,
ob die MOL2.3-Rezeptor exprimierenden und nicht-exprimierenden Zellen auf
extrazellulires PACAP reagieren. AuBlerdem wurde eine eventuelle Beeinflussung
der cholinergen Signaltransduktion durch PACAP untersucht, indem Co-
Stimulationen mit ACh und PACAP durchgefiihrt wurden. PACAP wurde ebenfalls
als Bolus in einer Konzentration von 10~ M/l (Endkonzentration in der Kammer) in

die Messkammer appliziert.

2.4.3.4.6 Noradrenalin

Noradrenalin (NA) (Abbildung 24) reprisentiert einen der klassischen
neuronalen Botenstoffe im Zentralnervensystem und in den postganglionir-
sympathischen Neuronen (Forth et al. 2001). Bei den Rezeptoren fiir Noradrenalin
handelt es sich um G-Protein gekoppelte Rezeptoren, welche in die Membranen der
Zielzellen integriert sind. Man unterscheidet a;-, az-, Bi-, B2- und B3-Adrenozeptoren.
a;-Rezeptoren sind postsynaptisch lokalisiert, ay-, B;- und B,-Rezeptoren dagegen
pri- und postsynaptisch. f3-Rezeptoren scheinen vor allem in Fettzellen exprimiert
zu werden (Frey and Loscher 1996). Das Ausmal} der Freisetzung von Noradrenalin
wird durch priasynaptische Adrenoceptoren (Autorezeptoren) reguliert. ;-
Rezeptoren steuern iiber den 2nd messenger IP; Ca*"-Kanile, a,-Rezeptoren
unterbrechen iiber eine Konzentrationsverminderung des 2™ messengers cAMP
einen K'-Ruhestrom und B-Rezeptoren erhdhen die K'-Leitfihigkeit iiber cAMP
(Frey and Loscher 1996).

Neben den Adrenoceptoren in den Membranen der sympathischen Neurone und
der Zielzellen konnten diese Rezeptoren auch in Membranen einiger
postgangliondrer parasympathischer Neurone nachgewiesen werden. So finden sich
z.B. a;-Rezeptoren im Ganglion cardiacum der Ratte, welche zur Aktivierung von
Ca’"-Kanilen fiihren (Ishibashi et al. 2003), o-Rezeptoren in intracardialen Ganglien,
welche Ca**-Strome hemmen (Xu and Adams 1993) und B,-Rezeptoren in
parasympathischen Ganglien in der Trachea vom Frettchen, welche die ganglionére

Transmission inhibieren (Skoogh 1986, Skoogh and Svedmyr 1989).
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Abbildung 24 : Strukturformel von Noradrenalin

Da in der Literatur die Expression von Adrenoceptoren in postganglioniren,
parasympathischen Ganglien beschrieben wird, sollte in dieser Studie mit
Noradrenalin getestet werden, ob solche Rezeptoren auch hier lokalisiert sind.

In dieser Versuchsserie wurde untersucht, ob die gangliondren Zellen auf
Stimulation mit extrazellulirem Noradrenalin mit einer Erhohung der [Ca®]
reagieren. Noradrenalin wurde in einer Konzentration von 10 M/l wie oben

beschrieben iiber die Pumpe in die Messkammer geleitet.

2.4.3.4.7 Glutamat

Die Aminosdure Glutamat (Abbildung 25) ist in Neuronen des zentralen
Nervensystems weit verbreitet und reprisentiert den wichtigsten exzitatorischen
Neurotransmitter. Auch im peripheren, insbesondere autonomen Nervensystem
konnte die Existenz von Glutamat nachgewiesen werden (McCall 1988, Senba et al.
1991).

HOOC\/\<COOH
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Abbildung 25 : Strukturformel von Glutamat

Durch Applikation von Glutamat sollte untersucht werden, ob in den Neuronen
des SPG Rezeptoren fiir diesen wichtigsten exzitatorischen Neurotransmitter
existieren.

Die Gruppe der Glutamat-Rezeptoren kann in ionotrope und metabotrope
Rezeptoren unterteilt werden. Die ionotropen Rezeptoren (ligandenaktivierte
Ionenkanéle) lassen sich dariiber hinaus in NMDA- (N-Methyl-D-aspartat) sowie
nicht-NMDA Rezeptorsubtypen differenzieren (Hollmann et al. 1989, Masu et al.
1991, Moriyoshi et al. 1991). Die nicht-NMDA Rezeptoren sind die sogenannten
AMPA- und Kainat-Typen. Im Falle der AMPA-Rezeptoren konnten 4 Subtypen,
und zwar GluR1-4, kloniert werden (Hollmann et al. 1989). Im SPG der Ratte
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konnten immunhistochemisch Glul-3 Rezeptoren in Hauptneuronen und SIF-Zellen,
sowie Glu4 Rezeptoren in SIF-Zellen lokalisiert werden (Kiyama et al. 1993).

In dieser Versuchsreihe sollte getestet werden, ob funktionelle Glutamat-
Rezeptoren auch in den Zellen des SPG der Maus vorkommen. Hierzu wurde
Glutamat in einer Konzentration von 10~ M/l iiber die Schlauchpumpe in die

Messkammer geleitet.

2.4.3.5 Auswertung

Der Anstieg der [Ca’'];, in den gangliondren Zellen der Primirkultur wurde mit
Hilfe eines bildgebenden, computergestiitzten Verfahrens, mit welchem mehrere
Zellen gleichzeitig erfasst werden konnten, bestimmt. Die Aufzeichnung der
Calciumstrome erfolgte in Nicht-Echtzeit auf Einzelzellniveau. Die durch die CCD-
Kamera gemessenen Intensitidtswerte der Lichtemission bei 515 nm nach Anregung
einzelner Fura-2 beladener Zellen mit den fiir Fura-2 spezifischen Wellenldngen von
340 und 380 nm wurden wechselweise in den Computer eingelesen. Wéhrend der
Stimulationen wurden die Fluoreszenz-Intensititen alle zwei Sekunden gemessen,
wiéhrend der Auswaschphasen alle fiinf Sekunden, um ein iiberméfliges Ausbleichen
des Fura-2 zu verhindern. Der vom Computer ermittelte Quotient (340 nm/380 nm
Ratio) wurde in Abhéngigkeit von der Zeit in einem Koordinatensystem aufgetragen.
Die gemessenen Werte wurden gespeichert und zur Bearbeitung und Darstellung in
das Programm Sigmaplot® exportiert.

Fir jede applizierte Substanz wurde prozentual ermittelt, wie viele der
untersuchten Zellen stimuliert werden konnten. Bei der Auswertung wurden nur
solche Zellen beriicksichtigt, welche am Ende einer Versuchsreihe auf Stimulation
mit Acetylcholin oder Kaliumchlorid noch mit einer Erhéhung der Ratio reagierten.
Fiir die reagierenden Zellen wurden der arithmetische Mittelwert (MW) +
Standardfehler des Mittelwertes (S.E.M.) der Ratiodnderung errechnet. Die Daten
wurden mit Hilfe des Computer-Programms Graph Pad Prism® in Form von
Balkendiagrammen dargestellt.

Ebenfalls mittels der Graph Pad Prism®-Software wurden statistische
Untersuchungen durchgefiihrt. Es wurden zum einen die MW der Ratiodnderungen
innerhalb einer Versuchsreihe verglichen, zum anderen die MW entsprechender
Stimulationen bei MOL2.3-positiven und -negativen Zellen. Als statistischer Test
wurde der nicht-parametrische Mann-Whitney U Ranking Test gewdhlt. Signifikante
Unterschiede zwischen den Mittelwerten der Ratioerhohungen der einzelnen

Versuchsabschnitte wurden folgendermafen kenntlich gemacht (Tabelle 4):
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* (2P 0,01 - 0,05), ** (2P 0,001 - 0,01) und *** (2P < 0,001) beim Vergleich
wiederholter Stimulationen mit Acetylcholin und beim Vergleich von Acetylcholin
mit Acetylcholin in Kombination mit einem weiteren Liganden oder Blocker.

# (2P 0,01 — 0,05), ## (2P 0,001 - 0,01) und ### (2P < 0,001) beim Vergleich
von Stimulationen mit Acetylcholin mit einem anderen Liganden bzw. Blocker.

x (2P 0,01 - 0,05), xx (2P 0,001 - 0,01) und xxx (2P < 0,001) beim Vergleich
zweier Liganden bzw. Blocker untereinander und beim Vergleich eines Liganden
bzw. Blocker mit Acetylcholin in Kombination mit einem weiteren Liganden oder
Blocker.

Bei 2P > 0,05 werden die Daten als nicht signifikant unterschiedlich

voneinander definiert.

Tabelle 4 : Kennzeichnung signifikanter Unterschiede bei der statistischen
Auswertung der Anderungen der Fluoreszenz Ratio

Acetylcholin Acetylcholin + Ligand bzw.
weiterer Ligand Blocker

bzw. Blocker

Acetylcholin * % "
Acetylcholin +
weiterer Ligand * * X
bzw. Blocker
Ligand bzw.
# X X
Blocker
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Kapitel 3: Ergebnisse

3.1 Immunhistochemie

3.1.1 Kontrollen

Fir den immuncytochemischen WNachweis parasympathisch relevanter
Transmittersysteme bzw. deren Schliisselenzyme in Neuronen des Ganglion
sphenopalatinum der neonatalen MOL2.3-IGITL Maus wurde zunédchst in
Vorversuchen die Spezifitit der einzusetzenden polyklonalen Antikdrper an
neuronalen Gewebsstrukturen des ZNS adulter Ratten und Mé&use mit bekannter
Antigenexpression getestet. Hierzu wurden die Antikérper unter identischen
Versuchsbedingungen (Ak-Konzentration, Puffersystem, Inkubationsdauer und
—temperatur, Typ und Fluorophor des zweiten Antikorpers) eingesetzt.

NSE und PGP9.5 werden im Zytoplasma von Neuronen exprimiert und dienen
als bewdhrte Markerproteine fiir den immuncytochemischen Nachweis von
Neuronen (Day 1992). Beide Antigene konnten sowohl bei der adulten Ratte, als
auch bei der MOL2.3-IGITL Maus in zahlreichen Zellen der unterschiedlichsten
neuronalen Gewebe dargestellt werden (Thompson et al. 1983), so z.B. auch in
Neuronen der Area postrema des Gehirnstamms (Vinores et al. 1984). In den
immunmarkierten Zellen beider Tierarten war das Zytoplasma deutlich gefarbt, die
Nuclei dagegen nicht (Abbildung 26; Abbildung 27).

Die Existenz von ChAT und VAChHT, welchen in dieser Arbeit als cholinergen
Markern eine bedeutende Rolle zukam, wird in priganglionidren Neuronen des
vegetativen NS, spinalen Motoneuronen, einigen Zellen des Cortex und der vorderen
pridoptischen Region, postganglionédr-parasympathischen Neuronen, zahlreichen
Neuronen des Darmnervensystems und postgangliondr-sympathischen Neuronen fiir
die Innervation der Schweilldriisen beschrieben (Forth et al. 2001, Tohyama and
Takatsuji 1998). Mittels der in den vorliegenden Versuchen eingesetzten Antikorper
gegen ChAT und VAChT konnten in den beschriebenen neuronalen Geweben
(Cortex, Hirnstamm, Motoneuronen des Riickenmarks, Hinterwurzelganglien)
zahlreiche Neurone detektiert werden, so dass von einer fiir beide Nagerspezies
hohen Antigenspezifitit beider Antikdrper ausgegangen werden konnte (Arvidsson et
al. 1997, Koch and Berg 1993) (Abbildung 26; Abbildung 27). Der anti-VAChT-
Antikorper markierte in vielen Geweben synaptische Endigungen, besonders
ausgeprigt im Hirnstamm und im cerebralen Cortex (Gilmor et al. 1996).

Neuronale NOS als NO-generierendes Enzym ist ebenfalls sehr weit verbreitet
im zentralen und peripheren Nervensystem, unter anderem im cerebralen Cortex, im

Intermediolateralhorn des Riickenmarks, in Hinterwurzelganglien und im Ganglion
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submandibulare (Ceccatelli et al. 1994, Dawson et al. 1991, de Vente et al. 2001,
Gonzalez-Hernandez and Rustioni 1999, Morris et al. 1993, Soinila et al. 1996). In
all diesen Geweben der Ratte und der Maus konnten mittels des anti-nNOS-Ak
immunreaktive Zellen nachgewiesen werden (Abbildung 26; Abbildung 27).

Das Tachykinin Substanz P (SP) wird in weiten Gebieten des Gehirns, im
Riickenmark sowie in autonomen und Hinterwurzel-Ganglien exprimiert (Dun et al.
1996, Gibbins and Morris 1987, Hardebo et al. 1992, Lundblad et al. 1983). Dabei
findet sich der Neurotransmitter oder —modulator nicht nur im Zytoplasma der
Zellen, sondern zuséitzlich in deren Fasern (Tohyama and Takatsuji 1998). In den
Kontrollversuchen am Riickenmark und an Hinterwurzelganglien konnte auch fiir
den anti-SP-Antikorper gezeigt werden, dass dieser spezifisch ist (Abbildung 26;
Abbildung 27).

50 pm

Abbildung 26 : Nachweis der Spezifitiat der eingesetzten Primarantikorper
an der Ratte

Mit dem anti-NSE Antikdrper konnten Neurone in der Area postrema detektiert
werden. Die cholinergen Marker ChAT und VAChT farbten Somata von
Motoneuronen in der grauen Substanz des Riickenmarks, wo auch VAChT-
immunreaktive synaptische Endigungen zu beobachten waren. Der anti-nNOS-
Antikdrper wurde unter anderem am Ganglion submandibulare untersucht, wo er ein
deutliches zelluldres Signal lieferte. Im Riickenmark konnten SP-positive Somata
und Nervenfasern detektiert werden.

84



Kapitel 3: Ergebnisse

Abbildung 27 : Nachweis der Spezifitit der eingesetzten Priméirantikorper
an der MOL2.3 —-IGITL Maus

Der Antikorper gegen NSE markierte auch bei der Maus Neurone in der Area
postrema. ChAT und VAChT detektierten als cholinerge Markerproteine wie bei der
Ratte Somata von Motoneuronen in der grauen Substanz des Riickenmarks, wo
VAChHT zusitzlich zu den Somata in synaptischen Endigungen zu finden war. Der
anti-nNOS-Antikorper markierte unter anderem Neurone im Lateralhorn des
Brustmarks. Im Riickenmark konnten zahlreiche SP-immunreaktive Nervenfasern
und einzelne Neurone dargestellt werden.

3.1.2 Morphologie des Ganglion sphenopalatinum

Wie bereits in der Einleitung beschrieben wurde, stellt sich das SPG bei den
verschiedenen Tierarten als nicht einheitlich dar (Kapitel 1.3.1) (Nickel et al. 1992).
Bei der Auswertung der immunhistochemischen Versuche dieser Arbeit zeigte sich,
dass bei der Maus, ebenso wie beim Fleischfresser, nur jeweils ein Ganglion auf
jeder Seite ausgebildet war (Abbildung 28). Die ipsi- und kontralateralen Ganglien
der neonatalen Maus erwiesen sich fluoreszenzmikroskopisch betrachtet von
einheitlicher Struktur und nicht, wie z.B. beim Schwein beschrieben (Cuthbertson et
al. 1997), aus Mikroganglien zusammen gesetzt. In den coronalen Gewebsschnitten
des Kopfes der transgenen Maus zeigte sich der Querschnitt des Ganglions an dessen
rostralen und caudalen Enden als nahezu rund, wéhrend zur Mitte des Ganglions hin
der Querschnitt eine mehr trianguldre Form annahm. Bei hoher Zelldichte und
kompakter Konfiguration der Neurone im SPG der Maus konnten in einigen
Schnitten zusétzlich Nervenfasern dargestellt werden, die aus dem Ganglion
herauszogen.

Auch bei der Pridparation der sphenopalatinen Ganglien unter dem

Fluoreszenzbinokular fiir die Zellkultur stellte sich das Ganglion als einzelnes,

85



Kapitel 3: Ergebnisse

solides Gewebe dar. Es waren deutliche, ebenfalls z.T. griin fluoreszierende

Faserziige zu erkennen, die vom Ganglion aus nach rostral bzw. caudal zogen.

3.1.3 GFPund NSE

In einer ersten Versuchsserie sollte ermittelt werden, in welchem Prozentsatz der
Neurone des Ganglion sphenopalatinum das MOL2.3-Rezeptorprotein exprimiert
wird. Zu diesem Zweck wurden immunhistochemische Doppelmarkierungsstudien
durchgefiihrt. Die eingesetzten Antikdrper waren zum einen gegen das Protein GFP
gerichtet, welches als Transgen mit dem MOL?2.3-Rezeptor co-exprimiert wird, zum
anderen gegen das neuronale Markerenzym Neuronen spezifische Enolase (NSE)
(Abbildung 28).

Bei der quantitativen fluoreszenzmikroskopischen Auswertung der Priparate
zeigte sich, dass in beiden sphenopalatinen Ganglien neonataler MOL2.3-1GITL
Maiuse eine groBe Zahl NSE-immunreaktiver Zellen lokalisiert war (1043 £ 75 pro
Tier (arithmetischer Mittelwert = S.E.M.)) (Abbildung 29, a-c). Diese NSE-positiven
Zellen waren in allen Préparaten gleichmédBig tiber das gesamte Ganglion verteilt
(Abbildung 28). Die Auszdhlung der GFP-positiven Zellen ergab, dass im
Durchschnitt 584 + 45 Zellen pro Tier eine deutliche Immunreaktivitit fiir GFP
aufwiesen. 557 + 49 Zellen pro Tier waren sowohl von den anti-NSE- als auch von
den anti-GFP-Antikorpern detektiert worden. Prozentual gesehen bedeutet das, dass
53,2 = 1,4 % der NSE-positiven Zellen ebenfalls immunreaktiv waren fiir GFP,
wihrend der tiberwiegende Teil der GFP-exprimierenden Zellen (95,4 + 1,3 %) auch
NSE-immunreaktiv war (Abbildung 29, d & e).

Da es sich bei NSE um ein Markerprotein fiir Neuronen handelt (Vinores et al.
1984), weisen diese Ergebnisse darauf hin, dass etwa die Hailfte der neuronalen
Zellen des Ganglion sphenopalatinum den MOL2.3-Rezeptor exprimierten, welcher
tiber die GFP-positive Immunfluoreszenz detektiert werden konnte. Nur etwa 5 %
aller MOL2.3-positiven Zellen erwiesen sich als nicht immunreaktiv fiir NSE.

Immunhistochemische Doppelmarkierungsstudien mit Antiseren gegen GFP und
einen weiteren neuronalen Marker, das Protein PGP9.5 (PGP, protein gene product),
fiihrten zu vergleichbaren Ergebnissen. Sowohl die absoluten und relativen
Zellzahlen waren dhnlich, als auch die Tatsache, dass beide Antigene gleichmiBig

durch das Ganglion verteilt vorkamen (Daten nicht gezeigt).
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Abbildung 28: Transmitterspezifische, immunfluoreszenzhistochemische
Charakterisierung des Ganglion sphenopalatinum der MOL2.3-1GITL Maus

In der linken und der mittleren Spalte der oberen vier Zeilen sind jeweils die
griinen GFP-spezifischen Signale bzw. roten NSE-, ChAT-, VAChT oder nNOS-
spezifischen Signale zu sehen; die rechten Spalte zeigt die Uberlagerung der beiden
Signale.

Die unterste Zeile zeigt die Ergebnisse der VAChT- (links, griine Signale) und
nNOS- (mitte, rote Signale) Doppelmarkierung (rechts, Uberlagerung der griinen
VAChHT- und der roten nNOS-Signale).
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Die Pfeile in den Abbildungen der rechten Spalte weisen auf jeweils eindeutig
immunreaktive Zellen hin (% griin, — rot, » doppelt markiert).
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Abbildung 29 : Immunhistochemische Lokalisation des GFP-gekoppelten
MOL2.3-Rezeptorproteins, der Neuronen-spezifischen Enolase (NSE) sowie
deren Co-Lokalisation

Das linke Balkendiagramm zeigt die absolute Zahl GFP- (a) und NSE- (b)
immunreaktiver (ir), sowie doppelt markierter Zellen (c) als arithmetische
Mittelwerte £ S.E.M. (Standardfehler des Mittelwertes) von fiinf Tieren (10
Ganglien).

Das rechte Diagramm demonstriert den prozentualen Anteil doppelt markierter
Zellen bezogen auf die GFP- (d) und NSE- (e) immunpositiven Zellen. Die Balken
geben die arithmetischen Mittelwerte + S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien) an.

3.1.4 GFPund ChAT

Das Ganglion sphenopalatinum reprisentiert, wie bereits erwihnt, ein
parasympathisches Ganglion. Um die Frage der Co-Lokalisation des MOL2.3-
Rezeptors mit cholinergen Markern zu kliren, wurden immunhistochemische
Doppelmarkierungen mit Antikdrpern durchgefiihrt, die spezifisch gegen GFP, als
Marker fiir den MOL2.3-Rezeptor, und gegen die Cholinacetyltransferase (ChAT)
gerichtet waren (Abbildung 28). Das Enzym ChAT stellt das alleinige
Schliisselenzym fiir die Synthese des klassischen Neurotransmitters Acetylcholin dar
und kommt im zentralen wie peripheren Nervensystem ausschlieBlich in cholinergen
Zellen vor (Kapitel 2.4.1.3.1.4).

Bei der quantitativen Erfassung dieser Versuchsreihe fielen sehr viele ChAT-
immunreaktive Zellen auf, die genau wie die zuvor beschriebenen, NSE-positiven
Zellen gleichmdBig tiber das Ganglion verteilt waren (Abbildung 28). Pro Tier
konnte eine durchschnittliche Zahl von 776 + 41 cholinergen Zellen ermittelt
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werden. Mittels des GFP-Antikorpers konnten 593 + 47 gangliondre Zellen als
MOL2.3-positiv identifiziert werden. Bei 551 &+ 46 Zellen war zu erkennen, dass eine
Doppelmarkierung durch beide Antikorper stattgefunden hat (Abbildung 30, a-c).

Aus diesen absoluten Zellzahlen wurde berechnet, dass 92,9 + 0,6 % aller
MOL2.3-positiven Zellen ebenfalls immunreaktiv fiir ChAT und demzufolge
cholinerg waren, wihrend 70,9 + 3,2 % der ChAT-positiven Zellen das Protein GFP
exprimierten (Abbildung 30, d & e).
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Abbildung 30 : Immunhistochemische Lokalisation des GFP-gekoppelten
MOL2.3-Rezeptorproteins, der Cholin-Acetyltransferase (ChAT) sowie deren
Co-Lokalisation

Das linke Balkendiagramm zeigt die absolute Zahl GFP- (a) und ChAT- (b)
immunreaktiver (ir), sowie doppelt markierter Zellen (c) als arithmetische
Mittelwerte +£ S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien).

Das rechte Diagramm demonstriert den prozentualen Anteil doppelt markierter
Zellen bezogen auf die GFP- (d) und ChAT- (e) immunpositiven Zellen. Die Balken
geben die arithmetischen Mittelwerte +£ S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien) an.

3.1.5 GFPund VAChT

Erginzend zu der Studie mit dem cholinergen Marker ChAT wurde eine weitere
Versuchsreihe mit einem anderen cholinergen Marker durchgefiihrt. Der vesikulédre
Acetylcholin-Transporter (VAChT) ist nicht nur im Zytoplasma der Zellen
lokalisiert, wie es bei ChAT der Fall ist, sondern auch in Vesikelmembranen im
Bereich der synaptischen Endigungen. Die Detektion von VAChHT sollte auf Grund

dieser Tatsache nicht nur Aufschluss dariiber geben, ob es sich bei der
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entsprechenden Zelle um eine cholinerge Zelle handelt, sondern zusitzlich
Informationen dariiber liefern, wohin die VAChT-positiven Zellen projizieren bzw.
welche Zellen neuronale Informationen von cholinergen Zellen erhalten (Abbildung
28).

Doppelmarkierungsstudien zum Nachweis von VAChT und dem MOL2.3-
Indikator GFP zeigten, dass in den untersuchten Ganglien im Mittel 785 + 145 Zellen
pro Tier VAChT exprimierten, wahrend sich 593 + 110 Neurona als GFP-positiv
erwiesen. 530 + 99 Zellen waren doppelt markiert (Abbildung 31, a-c). Von allen
GFP-exprimierenden Zellen wurden 548 + 23 pro Tier von VAChT-positiven
Nervenzellendigungen kontaktiert. In der Umgebung der iibrigen 45 + 6 GFP-
positiven Zellsomata konnte keine VAChT-Immunreaktivitit festgestellt werden
(Daten nicht gezeigt).

Prozentual betrachtet zeigte sich, dass 89,4 £ 16,5 % der GFP-immunreaktiven
Zellen gleichzeitig positiv fiir VAChT waren und 67,5 + 12,4 % der cholinergen
Zellen den MOL2.3-Rezeptor exprimieren (Abbildung 31, d & e). Die GFP-positiven
Zellen, welchen von VAChT-immunreaktiven synaptischen Endigungen umgeben
waren, machen 92,3 + 1,1 % aller GFP-positiven Zellen aus (Daten nicht gezeigt).

Sowohl die absoluten als auch die relativen Zellzahlen der beiden

Versuchsreihen, in denen cholinerge Marker eingesetzt wurden, stimmen gut

uberein.
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Abbildung 31 : Immunhistochemische Lokalisation des GFP-gekoppelten
MOL2.3-Rezeptorproteins, des  vesikuliren  Acetylcholin-Transporters
(VACHKT) sowie deren Co-Lokalisation
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Das linke Balkendiagramm zeigt die absolute Zahl GFP- (a) und VAChT- (b)
immunreaktiver (ir), sowie doppelt markierter Zellen (c) als arithmetische
Mittelwerte +£ S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien).

Das rechte Diagramm demonstriert den prozentualen Anteil doppelt markierter
Zellen bezogen auf die GFP- (d) und VAChT- (e) immunpositiven Zellen. Die
Balken geben die arithmetischen Mittelwerte + S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien)
an.

Zusammenfassend zeigten die Doppelmarkierungsstudien mit Antikdrpern
gegen die beiden cholinergen Markerproteinen und GFP, dass nahezu alle MOL2.3-
positiven Zellen cholinerg waren, wihrend etwa 70 % der cholinergen Zellen das
MOL2.3-Rezeptorprotein nicht exprimierten.

3.1.6 GFPundnNOS

Zum Nachweis der Existenz nitrerger Zellen im SPG wurde ein Antikérper
eingesetzt, welcher spezifisch gegen die neuronale Stickstoffmonoxid-Synthase
(nNOS) gerichtet ist (Abbildung 28). Eine durchschnittliche Anzahl von 522 + 37
Zellen pro Tier konnte immunhistologisch als nNOS-positiv identifiziert werden. 607
+ 38 Zellen erwiesen sich als eindeutig GFP-immunreaktiv und 452 + 46 sind von
beiden Antiseren detektiert worden (Abbildung 32, a-c). Auch in diesem Versuch
stimmt die ermittelte absolute Zahl GFP-positiver Zellen mit den Zahlen der
vorangegangenen Versuche iiberein.

Bezogen auf die Gesamtzahl MOL2.3-positiver Zellen erwiesen sich 73,8 =+
3,1 % als nitrerg. Von den nNOS-immunreaktiven Zellen zeigten 85,9 + 3,2 % eine
Co-Lokalisation von nNOS und GFP (Abbildung 32, d & e).

Nahezu alle Zellen, die den MOL2.3-Rezeptor exprimieren, waren diesen
Ergebnissen zufolge nitrerg. AuBBerdem zeigte sich, dass im SPG der neonatalen
MOL2.3-IGITL Maus wesentlich weniger nitrerge MOL2.3-negative als -positive

Zellen existieren.
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Abbildung 32 : Immunhistochemische Lokalisation des GFP-gekoppelten
MOL.2.3-Rezeptorproteins, der neuronalen Stickstoffmonoxid-Synthase (nNOS)
sowie deren Co-Lokalisation

Das linke Balkendiagramm zeigt die absolute Zahl GFP- (a) und nNOS- (b)
immunreaktiver (ir), sowie doppelt markierter Zellen (c) als arithmetische
Mittelwerte +£ S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien).

Das rechte Diagramm demonstriert den prozentualen Anteil doppelt markierter
Zellen bezogen auf die GFP- (d) und nNOS- (e) immunpositiven Zellen. Die Balken
geben die arithmetischen Mittelwerte £ S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien) an.

3.1.7 VAChT und nNOS

Um das Neurotransmitter-Coding der Zellen des Ganglion sphenopalatinum in
Bezug auf deren Ausstattung mit cholinergen und nitrergen Neurotransmittern zu
komplettieren, wurde in dieser Versuchsreihe untersucht, in welchem Mall VAChT
und nNOS co-lokalisiert waren (Abbildung 28).

Die hier ermittelten Zellzahlen von durchschnittlich 823 + 9 VAChHT-
immunreaktiven und 648 + 15 nNOS-positiven Zellen pro Tier stimmen
weitestgehend mit den Zahlen der vorherigen Versuche iiberein. Es konnte weiterhin
festgestellt werden, dass 602 + 14 Zellen pro Tier von beiden Antikdrpern detektiert
wurden (Abbildung 33, a-c). Von allen nNOS-positiven Zellen pro Tier waren 568 +
17 Zellen pro Tier von VAChT-immunreaktiven synaptischen Endigungen umgeben.
Bei den iibrigen 81 = 8 nNOS-ir Zellen gab es fluoreszenzmikroskopisch keinen
Hinweis darauf, dass sie von vorgeschalteten Zellen cholinerg innerviert wurden
(Daten nicht gezeigt).

Die prozentuale Verteilung der beiden Antigene sieht folgendermafen aus: 73,1

+ 1,7 % der VAChT-positiven, also cholinergen Zellen, erwiesen sich gleichzeitig als
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nitrerg, wihrend fast alle nitrergen neuronalen Zellen VAChT co-exprimierten (92,9
+ 0,5 %) (Abbildung 33, d & e). Cholinerge Zellen projizierten zu 87,5 £ 1,2 % der
nitrergen Zellen.

1250+ 100~

1000+
754 ==

750

504
5004

254

absolute Zahl ir Zellen
i
relative Zahl ir Zellen (%)

2504

Abbildung 33 : Immunhistochemische Lokalisation von VAChT und nNOS,
sowie deren Co-Lokalisation

Das linke Balkendiagramm zeigt die absolute Zahl VAChT- (a) und nNOS- (b)
immunreaktiver (ir), sowie doppelt markierter Zellen (c) als arithmetische
Mittelwerte + S.E.M. von flinf Tieren (10 Ganglien).

Das rechte Diagramm demonstriert den prozentualen Anteil doppelt markierter
Zellen bezogen auf die VAChT- (d) und nNOS- (e) immunpositiven Zellen. Die
Balken geben die arithmetischen Mittelwerte + S.E.M. von fiinf Tieren (10 Ganglien)
an.

3.1.8 GFP und PACAP

Mit Hilfe eines spezifischen Antikorpers konnte in den Zellen des Ganglion
sphenopalatinum auflerdem das regulatorische Polypeptid PACAP nachgewiesen
werden. In dieser Versuchsreihe erfolgte zwar keine Quantifizierung der Antigen-
Expression, es konnte aber eindeutig gezeigt werden, dass PACAP sowohl in

MOL2.3-positiven wie auch —negativen Zellen exprimiert wurde (Abbildung 34).
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Abbildung 34 : Immunhistochemischer Nachweis von GFP und PACAP im
SPG

Die linke Abbildung zeigt griin markierte, GFP-positive Zellen, die mittlere
PACAP-immunreaktive Zellen. Auf dem rechten Bild ist die Uberlagerung der
PACAP- und GFP-positiven Signale zu sehen.

Die Pfeile in den Abbildungen der rechten Spalte weisen auf jeweils eindeutig
immunreaktive Zellen hin (% griin, — rot, » doppelt markiert).

3.1.9 GFPundSP

Da das SPG sehr oft mit chronischer Migridneerkrankung beim Menschen in
Zusammenhang gebracht wird, sollte abschlieBend immunhistochemisch untersucht
werden, ob Substanz P (SP) in den MOL2.3-positiven Zellen co-exprimiert wird. Fiir
SP wird postuliert, dass es besonders in Nervenfasern vorkommt, die der
Schmerzwahrnehmung dienen (Tohyama and Takatsuji 1998).

Auch hier erfolgte lediglich der qualitative Nachweis, dass SP sowohl in GFP-
immunreaktiven als auch —negativen Zellen lokalisiert werden konnte (Abbildung

35). Auf eine Quantifizierung wurde verzichtet.

50 um 50 um 50 pm

Abbildung 35 : Immunhistochemischer Nachweis von GFP und SP

Die linke Abbildung zeigt griin markierte, GFP-positive Zellen, die mittlere
einzelne SP-immunreaktive Zellen. Auf dem rechten Bild ist die Uberlagerung der
SP-positiven und GFP-positiven Signale zu sehen.
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Die Pfeile in den Abbildungen der rechten Spalte weisen auf jeweils eindeutig
immunreaktive Zellen hin (# griin, » doppelt markiert).

3.2 Zellkultur

In der primiren neuronalen Zellkultur des Ganglion sphenopalatinum konnten
im Durchlichtmikroskop sowohl grof3e als auch kleine Zellen dargestellt werden. Die
Zellen waren tiberwiegend abgerundet und ihre Zellmembran erschien regelmafig.
Zwischen den runden Zellen waren vereinzelt unregelmifBlig geformte Zellen zu
erkennen, welche die Priparation und/oder Dissoziation offensichtlich nicht ohne
Zellmembranschiden iiberstanden haben.

Im Fluoreszenzmikroskop waren bei Anregung mit monochromatischem Licht
einer entsprechenden Wellenlinge (EGFP; ARW 488 nm, EWL 510 nm) ebenfalls
groBBe und kleine, deutlich griin fluoreszierende Zellen sichtbar, welche eindeutig
GFP- und somit auch MOL2.3-positiv waren. Neben diesen stark fluoreszierenden,
GFP-positiven Zellen waren in allen Kulturen zusétzlich kleine Zellen mit deutlich
schwicher ausgeprigten Fluoreszenzeigenschaften zu sehen. Bei diesen Zellen
handelte es sich um sogenannte SIF-Zellen (SIF, small intensiv fluorescent) (Leblanc
and Landis 1989) mit ausgepridgter Autofluoreszenz. Die Autofluoreszenz war
deutlich schwicher ausgeprigt als die GFP-spezifische Fluoreszenz der MOL2.3-
positiven Zellen, so dass davon auszugehen ist, dass allgemein die GFP-Fluoreszenz
die Autofluoreszenz liberstrahlte. Weiterhin gab es Zellen beider GroBenklassen, die
keine Autofluoreszenz aufwiesen und nicht fluoreszierten, wenn sie mit Licht der
GFP-anregenden Wellenldnge angeregt wurden. Diese Zellen waren eindeutig als
GFP-negativ zu bezeichnen, so dass davon ausgegangen werden konnte, dass sie das
MOL2.3-Rezeptorprotein nicht exprimierten.

Die Zellen mit intakter Zellmembran lieBen sich ausnahmslos mit dem
Fluoreszenzfarbstoff Fura-2 beladen. Nach der 45-miniitigen Inkubation mit Fura-2
Acetoxymethylester fluoreszierten die Zellen sowohl bei Anregung mit Licht einer
Wellenlidnge von 340 nm als auch 380nm.

Im Laufe der Calcium-Imaging Versuche stellte sich heraus, dass der
iiberwiegende Teil der groBen, abgerundeten Zellen ein deutliches, Transmitter-
induziertes Antwortverhalten zeigte, unabhingig von der Expression des MOL2.3-
Rezeptors. In diesen Zellen konnte auch nach lange dauernden Versuchen (ca. 60
Minuten) noch eine beispielsweise Kalium-induzierte Erhoéhung der [Ca®"]
ausgelost werden (z.B. Kapitel 3.3.2.3). Die kleinen Zellen dagegen schienen
weniger responsiv zu sein. Dies spiegelte sich zum einen darin wider, dass der Anteil
reagierender Zellen im Vergleich zu den grofen Zellen deutlich geringer war; zum
anderen war die Hohe der Anderung der Ratio nach Stimulation kleiner als bei den

Zellen grofBeren Durchmessers. Auch hier fiel kein Unterschied zwischen MOL2.3-
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positiven und -negativen Zellen auf. Die Zellen mit unregelméBiger Zellmembran
konnten mit keiner der getesteten Agenzien zu einer Erhohung der [Ca®"];, angeregt

werden.

Abbildung 36 : Fluoreszenzmikroskopische Darstellung MOL2.3-positiver
Zellen in der Priméarkultur (EGFP; ARW 488 nm, EWL 510 nm)

Die Fotos zeigen isolierte, dissoziierte Zellen (1 Stunde nach Dissoziation) der
neuronalen Primérkultur des SPG. Die GFP-Fluoreszenz ist deutlich zu erkennen,
ebenso wie der GroBenunterschied zwischen grofen und kleinen gangliondren
Zellen.

3.3 Calcium-Imaging

Im Folgenden sollen die Ergebnisse der Calcium-Imaging Versuche zusammen-
gefasst werden.

Die Zellen wurden zwischen einer und vier Stunden nach der Dissoziation
untersucht; die Dauer der Versuche betrug 5-75 Minuten. Aus einer
Zellkulturkammer konnten gleichzeitig 1-10 Zellen geimagt werden, wobei der
Anteil MOL2.3-positiver bzw. —negativer Zellen von Préparation zu Prédparation

stark variierte.

3.3.1 Kalium

Eine erhohte Konzentration an extrazellulirem Kalium (High-Kalium-Puffer,
[K'] 100 mM; Stimulationsdauer 10 Sekunden) wurde in vielen Versuchen als
Kontrollstimulus eingesetzt. Er diente dazu, die Vitalitit der isolierten ganglionédren
Neurone nachzuweisen, welche auf Transmitterapplikation hin nicht mit einer
Erhohung der [Ca”];, reagiert hatten. Zellen, die am Ende eines Versuchs nicht auf
den K'-Stimulus reagierten, wurden als funktionseingeschriinkt definiert und somit
in der Auswertung nicht beriicksichtigt.

Abbildung 37A zeigt, dass 97,0 % der 67 untersuchten MOL2.3-positiven
Zellen auf den K'-Stimulus mit einer Erhdhung der 340/380 nm Fluoreszenz Ratio
reagierten. Von den 30 untersuchten MOL2.3-negativen Zellen reagierten 96,7 % auf
K'-Stimulation (Abbildung 37A, b).
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Der Mittelwert der Ratioerh6hung lag bei den MOL2.3-positiven Zellen bei 0,54
+ 0,04, bei den MOL2.3-negativen Zellen bei 0,42 + 0,05 (arithmetischer Mittelwert
+ S.E.M.), wie das Balkendiagramm in Abbildung 37B zeigt. Diese Werte wichen
nicht signifikant voneinander ab (P > 0,05).
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Abbildung 37 : Stimulation MOL2.3-positiver und -negativer Zellen mit
extrazellulirem K"

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
(a) (n = 67) und -negativer (b) (n = 30) Zellen nach Superfusionsstimulation mit K"
in einer Konzentration von 10™" M.

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der reagierenden MOL2.3-positiven (a) (n = 65) und -negativen (b) (n = 29)
Zellen als arithmetischer Mittelwert £ S.E.M. wider.

Die Ratiodnderungen der MOL2.3-positiven und —negativen Zellen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Abbildung 38 zeigt den Kurvenverlauf eines Versuchs, in dem eine MOL2.3-
positive Zelle mit 100 mM K' im Superfusionspuffer stimuliert wurde. Die
Ganglienzelle reagierte, wie es fiir Neurone typisch ist, mit einem steilen Anstieg der
Fluoreszenz Ratio, welche nach dem Maximum steil wieder abfiel. Bei Superfusion

MOL2.3-negativer Zellen zeigten sich vergleichbare Kurvenverldufe (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 38 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit K™ [100 mM/1] fiir 10
Sekunden

Charakteristisch ist der steile Anstieg der Ratio auf den Maximalwert. Der
Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir n = 65 Zellen.

3.3.2  Acetylcholin

Da es sich beim Ganglion sphenopalatinum wie bereits erwdhnt um ein
parasympathisches Ganglion handelt, sollte zundchst das Antwortverhalten sowohl
der MOL2.3-positiven als auch der MOL2.3-negativen Zellen charakterisiert und

miteinander verglichen werden.

3.3.2.1 Stimulation mit Acetylcholin

Die Stimulation der SPG-Neurone mit Acetylcholin in einer Konzentration von
10 M/I (2-3 min) fiihrte nach Applikation mittels Perfusionspumpe bei 100 % der
untersuchten MOL2.3-positiven Zellen zu einer Erhohung der [Ca®'];, (Abbildung
39A, a) (n = 173). Nach Bolusapplikation konnte bei 99,1 % der untersuchten Zellen
eine Erhohung der Fluoreszenz Ratio beobachtet werden (Abbildung 39A, b) (n =
109).

98



Kapitel 3: Ergebnisse

Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der reagierenden Zellen erhohte sich nach
Applikation iiber die Pumpe um 0,51 + 0,02 (Abbildung 39B, a), nach
Bolusapplikation um 0,71 + 0,04 (arithmetischer Mittelwert £ S.E.M.) (Abbildung
39B, b) (n = 108), wobei sich die Bolusapplikation als hochsignifikant stérkerer
Stimulus erwies (2P <0,001).

Diese deutlich hohere Ratiodnderung nach Bolusapplikation gegeniiber der
Applikation iiber die Pumpe ldsst sich durch die niedrige Flussrate der Pumpe von
2 ml/min erkldren. Die Acetylcholin-Konzentration in der Messkammer erhohte sich
nur langsam, wenn das ACh tiber die Pumpe in die Kammer gepumpt wurde. Wurde
ACh als Bolus in die Kammer pipettiert, so stieg die ACh-Konzentration schlagartig
auf den gewiinschten Wert von 10 M/l an (vergleiche Kapitel 2.4.3.4). Dies
bestéitigen auch die Graphen in Abbildung 41. Die Kurvenverldufe zweier, mit ACh
(10* M/1) stimulierter, MOL2.3-positiver Zellen zeigen, dass die Maxima der
Fluoreszenz Ratio bei Bolusapplikation in Bezug auf den Stimulationsbeginn friiher
erreicht wurden als bei Applikation via Pumpe. AufBlerdem verdeutlichen die
Graphen, dass die mittlere Ratioerh6hung bei ACh-Superfusion deutlich geringer ist
als bei Applikation als Bolus.
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Abbildung 39 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin
(ACh)

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh in einer Konzentration von 10™ M/l iiber die
Pumpe (a) (n = 173) bzw. nach Bolusapplikation (b) (n = 109).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der reagierenden Zellen als arithmetischen Mittelwert £ S.E.M. wider. Balken
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a zeigt die Ratiodnderung nach ACh-Applikation iiber die Pumpe (n = 173), Balken b
nach Applikation als Bolus (n = 108).

*#* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die
Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Von den untersuchten MOL2.3-negativen Zellen reagierten 89,1 % auf
Stimulation mit Acetylcholin {iber die Pumpe (Abbildung 40A, a) (n = 110). Nach
Bolusapplikation konnte bei 96,6 % der untersuchten Zellen eine Erhohung der
Fluoreszenz Ratio beobachtet werden (Abbildung 40A, b) (n = 59).

Die mittlere Ratiodnderung betrug nach Applikation iiber die Pumpe 0,45 + 0,03
(Abbildung 40B, a) (n = 98), nach Bolusapplikation 0,62 = 0,05 (arithmetischer
Mittelwert £ S.E.M.) (Abbildung 40B, b) (n = 57) (2P < 0,001). Eine vergleichende
Analyse zwischen MOL2.3-positiven und —negativen Zellen zeigte, dass die ACh-
Applikation iiber die Perfusionspumpe bei den MOL2.3-positiven Zellen zu etwas
hoheren Ratiodnderungen fiihrte als bei den —negativen Zellen (2P < 0,05), wihrend

sich bei Bolusapplikation kein Unterschied feststellen lieB3.
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Abbildung 40 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh ( 10 M/1) iiber die Pumpe (a) (n = 110)
bzw. als Bolus (b) (n = 59).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der reagierenden Zellen als arithmetischen Mittelwert £ S.E.M. wider. Der
schwarze Balken (a) zeigt die Ratiodnderung nach ACh-Applikation iiber die Pumpe
(n = 98), der graue Balken (b) nach Applikation als Bolus (n = 57).
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*#* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die

Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Abbildung 41 : 340/380 nm Ratio Signal einzelner MOL2.3-positiver Zellen
des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin (107 M/I)
iiber die Pumpe (links) bzw. als Bolus (rechts)

Die Kurvenverldufe sind reprisentativ fiir n = 173 (Pumpe) bzw. 109 Zellen

(Bolus).

3.3.2.2 Dosisabhdngigkeit

Nachdem gezeigt werden konnte, dass Acetylcholin sowohl in MOL2.3-
positiven als auch -negativen Zellen eine Erhhung der [Ca’'];, bewirkt, sollte in der
nichsten Versuchsreihe untersucht werden, ob die Acetylcholin-induzierte [Ca2+]iz—
Erhohung dosisabhéngig ist.

Stimulation mit Acetylcholin in einer Konzentration von 10° M/l fiihrte bei
37,5 % der untersuchten MOL2.3-positiven Zellen zu einer Erhéhung der [Ca®'li,
(Abbildung 42A, a). Auf Stimulation mit Acetylcholin in Konzentrationen von 107
M/1 (Abbildung 42A, b) und 10 M/l (Abbildung 42A, c) reagierten jeweils 100 %
der untersuchten Zellen mit einer Erhhung der Fluoreszenz Ratio (n = 16).
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Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen erhdhte sich nach
Superfusion mit ACh 10°M/1 um 0,07 + 0,02 (n = 16; 0,18 + 0,02 bei den
reagierenden Zellen, n = 6) (Abbildung 42B, a), mit ACh 10° M/l um 0,22 + 0,03
(Abbildung 42B, b) und mit ACh 10* M/l um 0,34 + 0,04 (Abbildung 42B, c)
(arithmetischer Mittelwert £ S.E.M.) (n = 16). Wie Abbildung 42B zeigt,
unterscheiden sich die Anderungen der Ratio nach Stimulation mit ACh

unterschiedlicher Konzentration hochsignifikant (2P < 0,001) voneinander.
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Abbildung 42 : Stimulation MOLZ2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin
steigender Konzentration

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach sequentieller Stimulation mit ACh in Konzentrationen von 10 M/1 (a),
10° M/1 (b) und 10 M/1 (¢) (n = 16).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen bei Zugabe von ACh in Konzentration von 107 M/I
(a), 10° M/1 (b) und 10™* M/I (c) als arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n =
16).

**% kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhohungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die
Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Auch die /ag-Phasen zwischen dem Beginn der Stimulation und dem Beginn des
Ratioanstiegs (t,-t;), dem Erreichen des Maximums (t3-t;) und dem Erreichen der
basalen Ratiowerte (t4-t;) unterschieden sich bei sequentieller Stimulation mit ACh

steigender Konzentrationen. So begann der Anstieg der Fluoreszenz Ratio umso
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frither nach Beginn der Superfusion, je héher die Konzentration des ACh war. Das
Maximum der Ratiodnderung wurde bei den niedrigeren ACh-Konzentrationen (107
und 10” M/1) frither erreicht als bei Superfusion mit ACh in einer Konzentration von
10 M/1, was dadurch zu erkldren ist, das die Ratio sich auf umso groflere Werte
steigerte, je hoher die Konzentration des eingesetzten ACh war. Auch die Dauer der
Erhohung der [Ca®];, war von der Konzentration des superfundierten ACh abhingig,
so dass nach hoheren Konzentrationen des applizierten ACh die Ratio-Basallinie

spater wieder erreicht wurde als nach niedrigeren Konzentrationen.

Tabelle 5: Dauer zwischen dem Beginn der Superfusion (t;) und des
Ratioanstiegs (t;), dem Erreichen des Maximums (t3) und der basalen
Ratiowerte (t4) bei Stimulation mit ACh verschiedener Konzentrationen

Finale [ACh] in der Dauer t; —t; Dauer t; — t; Dauer t4 — t;
Messkammer (Sekunden) (Sekunden) (Sekunden)
10° M/1 10 32 197
10° M/1 7 29 220
10 M/ 3 48 245

In dieser Versuchsreihe wurden ebenfalls neben MOL2.3-positiven auch
MOL2.3-negative Zellen untersucht. Von den MOL2.3-negativen Zellen reagierten
36,4 % auf Stimulation mit Acetylcholin einer Konzentration von 10° M/
(Abbildung 43A, a). Auf Stimulation mit Acetylcholin einer Konzentration von 107
M/1 (Abbildung 43A, b) und 10 M/I (Abbildung 43A, c) reagierten jeweils 100 %
der untersuchten Zellen mit einer Erh6hung der Fluoreszenz Ratio (n = 11).

Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen erhdhte sich nach
ACh 10 M/l um 0,07 + 0,02 (n = 11; 0,15 + 0,02 bei den reagierenden Zellen, n = 4)
(Abbildung 43B, a), nach ACh 10° M/l um 0,25 + 0,03 (Abbildung 43B, b) und nach
ACh 10°* M/l um 0,42 + 0,03 (Abbildung 43B, c) (arithmetischer Mittelwert +
S.E.M.) (n = 11). Auch hier sind die Unterschiede in der Ratiodnderung signifikant.

Bei dieser Versuchsserie war kein signifikanter Unterschied zwischen den
Ratioerh6hungen bei vergleichbarer Stimulation der MOL2.3-positiven und —
negativen Zellen festzustellen (2P > 0,05). Beide Zellpopulationen reagierten
vergleichbar dosisabhidngig auf sequentielle Stimulationen mit ACh steigender

Konzentrationen.
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Abbildung 43 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin
steigender Konzentration

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach sequentieller Stimulation mit ACh in Konzentrationen von 107
M/I (a), 10° M/ (b) und 10 M/1 (c) (n = 11).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen bei Zugabe von ACh in Konzentration von 10° M/
(a), 10° M/I (b) und 10 M/I (c) als arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n =
11).

* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* (2P < 0,05), ** (2P < 0,01)
und *** (2P < 0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen

Stimulationen wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test
verglichen.

In der folgenden Abbildung (Abbildung 44) ist der Original-Ratioverlauf eines
Versuchs widergegeben, in dem eine MOL2.3-positive Zelle mit ACh in den
Konzentrationen 10°, 10° und 10” M/l superfundiert wurde. Der Graph zeigt
deutlich, dass die Ratio des untersuchten Neurons zunidchst auf einer ruhigen
Basallinie verlief und nach der ersten Stimulation mit ACh (10°M/1) deutlich
anstieg. Nachdem die Ratio nach einiger Zeit die Basallinie wieder erreicht hatte,
und die Zelle mit hoher konzentriertem ACh (10° M/1) stimuliert wurde, stieg die
Ratio auf einen hoheren Wert an als bei der ersten Stimulation. Die dritte Stimulation
mit ACh (10* M/1) bewirkte dann, dass die Ratio auf den hochsten Wert dieses
Versuchs anstieg.

Da sich kein Unterschied zwischen MOL2.3-positiven und -negativen
Zellpopulationen feststellen lieB, soll hier auf die Darstellung eines Ratioverlauf

einer MOL2.3-negativen Zelle verzichtet werden.
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Abbildung 44 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin
steigender Konzentration (10°°,10° und 10" M/1)

Zu erkennen ist die deutliche Dosisabhingigkeit der Zellantworten. Der
Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir n = 11 Zellen.

3.3.2.3 Wiederholbarkeit

Als Voraussetzung fiir nachfolgende Versuchsreihen musste geklart werden, ob
repetitive Stimulationen mit Acetylcholin einer konstanten Konzentration bei den
untersuchten Zellen zu einem Desensibilisierungsphédnomen fiihrten.

Zur Klérung dieser Frage wurden die Zellen sequentiell und bei vergleichbaren
Zeitabstinden mit Acetylcholin einer Konzentration von 10™* M/I superfundiert. Bei
100 % der untersuchten MOL2.3-positiven Zellen konnte eine Erh6hung der [Caz+]iZ
nach allen drei Applikationen beobachtet werden (Abbildung 45A, a-c) (n = 19).

Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen erhohte sich nach
der ersten ACh-Applikation um 0,39 + 0,03 (Abbildung 45B, a), nach der zweiten
Applikation um 0,41 £ 0,04 (Abbildung 45B, b) und nach der dritten Applikation um
0,32 + 0,04 (Abbildung 45B, c) (arithmetischer Mittelwert + S.E.M.) (n = 19). Die
statistische Auswertung der Daten zeigte, dass diese Werte nicht signifikant

voneinander abweichen (2P > 0,05).
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Fiir die Zellen konnte also gezeigt werden, dass nach wiederholter Stimulation
mit ACh (10 M/l) keine Desensibilisierung auftrat. Aufgrund dieser Ergebnisse
konnte fiir alle nachfolgenden Versuchsreihen mit Co-Applikation eines weiteren
Neurotransmitters  bzw.  Subtyp-spezifischen = Antagonisten/Agonisten  oder
Kanalblockers davon ausgegangen werden, dass eine, bezogen auf den ersten ACh-
Stimulus, signifikant hohere oder niedrigere Ratiodnderung der Zellen durch die

Wirkung der zusitzlich applizierten Liganden bzw. Blocker zustande kommen sollte.
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Abbildung 45: Repetitive Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit
Acetylcholin gleicher Konzentration

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach dreifach wiederholter Stimulation mit ACh einer konstanten
Konzentration von 10™ M/1 (n=19).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen bei repetitiver Applikation von ACh einer
Konzentration von 10 M/1 als arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n = 19).

Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Wie bei den MOL2.3-positiven Zellen, fiihrte eine dreimalig wiederholte
Stimulation mit Acetylcholin einer Konzentration von 10 M/l auch bei 100 % der
untersuchten MOL2.3-negativen Zellen zu einer Erhéhung der [Ca®];, (Abbildung
46A, a-c) (n=11).

Die 340/380 nm Fluoreszenz Ratio der untersuchten Zellen erhdhte sich nach
der ersten ACh-Applikation um 0,34 + 0,05 (Abbildung 46B, a), nach der zweiten
Applikation um 0,36 £+ 0,04 (Abbildung 46B, b) und nach der dritten Applikation um
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0,33 + 0,06 (Abbildung 46B, c) (arithmetischer Mittelwert + S.E.M.) (n = 11). Die
gemessenen Werte wichen, wie bereits bei dem MOL2.3-positiven Zellen zu
beobachten war, nicht signifikant voneinander ab (2P > 0,05). Auch bei den
MOL2.3-negativen Zellen kann also davon ausgegangen werden, dass bei
Stimulation mit ACh kein Desensibilisierungsphdnomen auftrat.

Wie schon im vorangegangenen Versuch, so war auch hier kein Unterschied
zwischen MOL2.3-Rezeptor exprimierenden und nicht exprimierenden Zellen zu
erkennen (2P > 0,5).
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Abbildung 46 : Repetitive Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit
Acetylcholin

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach dreifach wiederholter Stimulation mit ACh einer konstanten
Konzentration von 10 M/l (n = 11).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen bei repetitiver Applikation von ACh einer
Konzentration von 10 M/I als arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n = 11).

Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Der Graph der folgenden Abbildung (Abbildung 47) zeigt den Kurvenverlauf
eines Ratio Imaging Versuchs, bei welchem eine im Fluoreszenzmikroskop eindeutig
als MOL2.3-positiv identifizierte Ganglienzelle wiederholt mit ACh (10 M/1)
superfundiert wurde. Der Graph verdeutlicht die hinsichtlich /ag-Phase, maximaler
Ratio und Dauer des intrazelluliren Calciumsignals vergleichbaren Antwortmuster
des untersuchten SPG-Neurons.
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Die MOL2.3-negativen Zellen zeigten vergleichbare Ratioverldufe (Daten nicht
gezeigt).
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Abbildung 47 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach repetitiver Stimulation mit
Acetylcholin einer konstanten Konzentration von 10™* M/

Auch nach wiederholter Stimulation der Zellen ist keine Desensibilisierung
erkennbar. Der Kurvenverlauf ist reprisentativ fiir n = 19 Zellen.

3.3.2.4 Herkunft des Calciums nach Stimulation mit Acetylcholin

Nachdem in vorangegangenen Versuchen nachgewiesen werden konnte, dass
Acetylcholin in den ganglioniren Zellen eine Erhdhung der [Ca®'];, bewirkt, stellte
sich nun die Frage, ob die Calciumionen von extrazelluldr oder aus intrazelluldren
Speichern stammten.

Alle 40 untersuchten Zellen reagierten auf die Zugabe von ACh (10 M/l) mit
einer Erhohung der Fluoreszenz Ratio um durchschnittlich 0,40 + 0,03 (Abbildung
48A & B, a). Nach Austausch des Calcium-haltigen (Ca*" 1 mM/1) gegen einen Ca*'-
freien, EGTA-haltigen Messpuffer wurden die Zellen erneut mit ACh superfundiert.
Lediglich bei 2 Zellen (5 %) konnte ein Anstieg der Fluoreszenz Ratio verzeichnet
werden (Abbildung 48A, b). Der gemittelte Anstieg aller Zellen lag bei 0,02 + 0,01
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(n = 40; 0,31 + 0,12 bei den reagierenden Zellen, n = 2) (Abbildung 48B, b). Die
dritte Stimulation mit ACh, nach Austausch des Ca**-freien Puffers gegen den Ca*'-
haltigen bewirkte wieder einen Ratioanstieg bei 100 % der Zellen um 0,38 + 0,03
(Abbildung 48A & B, c).

Die Erhohung der [Ca2+]iZ basierte also eindeutig auf einem Einstrom
extrazelluldren Calciums ins Zytosol der Zellen.
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Abbildung 48 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin bei
An- und Abwesenheit von extrazelluliirem Calcium

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh bei Anwesenheit von extrazelluldirem Calcium (a),
bei Abwesenheit von Ca’’, (b) und einem ACh-Kontrollstimulus bei Anwesenheit
von Ca*’, (c) (n = 40). ACh wurde jeweils in einer Konzentration von 10 M/1
eingesetzt.

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach den oben genannten Applikationen als
arithmetischen Mittelwert = S.E.M. wider (a-c) (n = 40).

**% kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die
Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Von den 16 untersuchten MOL2.3-negativen Zellen reagierten 81,3 % auf die
Zugabe von ACh (10 M/1) (Abbildung 49A, a). Die Erhoéhung der Fluoreszenz
Ratio betrug durchschnittlich 0,30 = 0,09 (n = 16; 0,37 = 0,09 bei den reagierenden
Zellen, n = 13) (Abbildung 49B, a). Durch ACh-Stimulation bei Abwesenheit

extrazelluldren Calciums konnte bei 75 % der Zellen kein Anstieg der Fluoreszenz
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Ratio beobachtet werden. Der Ratioanstieg lag im Mittel aller Zellen bei 0,09 + 0,04
(n = 16; 0,34 + 0,08 bei den reagierenden Zellen, n = 4) (Abbildung 49A & B, b).
Der finale Kontrollstimulus mit ACh nach Austausch des Ca*'-freien Puffers gegen
den Ca*"-haltigen konnte einen Ratioanstieg bei 100 % der Zellen um 0,33 + 0,08
auslosen (Abbildung 49A & B, c). Auch hier sind die Ratiodnderungen nach
Stimulation mit ACh bei Anwesenheit extrazelluldren Calciums signifikant hoher als
ohne Calcium im Extrazelluldrraum.

Wie schon bei alleiniger Applikation von ACh iiber die Pumpe zu beobachten
war, stieg die Fluoreszenz Ratio der MOL2.3-positiven Zellen bei der ersten
Stimulation auf signifikant hohere Werte als bei den —negativen Zellen (2P < 0,01).
Bei den beiden folgenden Stimulationen lie sich statistisch kein Unterschied
zwischen den beiden Gruppen ermitteln (2P > 0,05).
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Abbildung 49 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin bei
An- und Abwesenheit von extrazellulirem Calcium

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh bei Anwesenheit von extrazellulirem
Calcium (a), bei Abwesenheit von Ca*’., (b) und einem Kontrollstimulus bei
Anwesenheit von Ca*", (c) (n = 16). ACh wurde jeweils in einer Konzentration von
10 M/1 eingesetzt.

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach den oben genannten Applikationen als
arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n = 16).

* kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* (2P < 0,05), ** (2P < 0,01)).
Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Das Calcium-Imaging Diagramm in Abbildung 50 zeigt, dass die Ratio-
Basallinie der Zelle nach Austausch des 1 mM/l Calcium-haltigen Puffers gegen den
Calcium-freien deutlich weniger schwankte und langsam auf niedrigere Werte
absank. Erneute Superfusion mit Calcium-haltigem Puffer bewirkte das Ansteigen
der basalen [C32+]iz, welche auch wieder stiarker schwankte als bei Abwesenheit
extrazelluliren Calciums. Auch dies liefert einen Hinweis darauf, dass aus dem
Extrazelluldrraum stammendes Calciums eine grofle Bedeutung fiir die Zellfunktion
hat.
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Abbildung 50 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin bei An-
und Abwesenheit extrazelluliren Calciums

Im Gegensatz zu der deutlichen Erhdhung der intrazelluldren
Calciumkonzentration nach Stimulation mit Acetylcholin (10 M/1) in Ca*"-haltigem
Puffer konnte nach Austausch des Ca**-haltigen gegen einen Ca**-freien Puffer kein
Anstieg mehr beobachtet werden. Nach erneuter Superfusion mit Ca®"-haltigen
Puffer war der Ratio-Peak reproduzierbar. Der Kurvenverlauf ist reprisentativ fiir n
=40 Zellen.
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3.3.2.5 Nicotinerger/muscarinerger Acetylcholin-Rezeptor Subtyp

Wie bereits erwdhnt, unterscheidet man innerhalb der Gruppe der Acetylcholin-
Rezeptoren muscarinerge und nicotinerge Rezeptorsubtypen. Durch Stimulation der
Zellen mit Rezeptorsubtyp-spezifischen Agonisten erfolgte eine detailliertere
Charakterisierung der Acetylcholin-vermittelten Signaltransduktion.

100 % der MOL2.3-positiven Zellen, welche in dieser Versuchsreihe eingesetzt
wurden, reagierten auf den ersten ACh-Stimulus (10 M/1) mit einer Erhéhung der
[Ca®"]i, (Abbildung 51A, a) (n = 14). Die mittlere Ratioerhbhung betrug 0,53 + 0,06
(Abbildung 51B, a). Ebenfalls bei allen getesteten Zellen konnte nach Stimulation
mit dem nicotinergen Agonisten DMPP (10° M/l) ein Ratioanstieg von
durchschnittlich 0,45 + 0,05 verzeichnet werden (Abbildung 51A & B, b). Im
Gegensatz dazu konnte die Superfusion des muscarinergen Agonisten Bethanechol in
einer Konzentration von 10 M/I nur bei 28,6 % der Zellen eine [Ca*"];,-ErhShung
bewirken (Abbildung 51A, c). Auch lag die Ratioerhohung mit 0,04 £+ 0,02 (n = 14;
0,12 £ 0,00 bei den reagierenden Zellen, n = 4) deutlich unterhalb der bei Stimulation
mit ACh und DMPP (Abbildung 51B, c). Der abschlieBende ACh-Stimulus (10
* M/1) fithrte wiederum bei allen Zellen zu einer deutlich messbaren Anderung der
Fluoreszenz Ratio um 0,45 + 0,05 (Abbildung 51A & B, d).

MOL2.3-positiven  Zellen exprimieren diesen Ergebnissen zufolge
ausschlieBlich  nicotinerge  Acetylcholin-Rezeptoren  (nAChR). In  den
Zellmembranen einiger Zellen fanden sich moglicherweise neben den nicotinergen
Rezeptoren zusitzlich Rezeptoren, welche auf Stimulation mit dem muscarinergen
Agonisten Bethanechol reagiert haben. Dies konnte auf eine mogliche, limitierte
Expression muscarinerger AChR hinweisen, oder aber durch eine Cross-Reaktivitit
von Bethanechol mit nicotinergen AChR bedingt sein. Jede Zelle, die auf
Bethanechol reagiert hat, hat auch auf DMPP reagiert. Es ist also davon auszugehen,
dass keine MOL2.3-positive Zelle des SPG ausschlieBlich muscarinerge AChR

exprimiert.
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Abbildung 51 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin,
DMPP und Bethanechol

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/I) (a), DMPP (10”° M/I) (b), Bethanechol
(10 M/1) (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (10 M/1) (d) (n = 14).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10'4 M/1) (a), DMPP (10
>M/l) (b), Bethanechol (10° M/l) (c¢) und ACh (10 M/1) (d) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 14).

### / xxx kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die

Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

In denselben Versuchsreihen wurden auch die Reaktionen MOL2.3-negativer
Zellen gemessen. Dabei ergaben sich folgende Werte: Auf den ersten ACh-Stimulus
(10* M/l) antworteten 100 % der untersuchten Zellen (n = 13) mit einer
Ratioerhdhung von 0,45 £+ 0,06 (Abbildung 52A & B, a). Ebenfalls alle Zellen
reagierten mit einer Ratioerhohung von 0,35 + 0,06 auf Stimulation mit DMPP (10~
M/l) (Abbildung 52A & B, b), dagegen nur 23 % auf Bethanechol (107 M/l)
(Abbildung 52A, c). Hier betrug die durchschnittliche Anderung der Fluoreszenz
Ratio 0,03 £ 0,02 (n = 13; 0,13 = 0,02 bei den reagierenden Zellen, n = 3)
(Abbildung 52B, c). Der Kontrollstimulus mit ACh (10 M/1) konnte die Ratio von
100 % der ausgewerteten Zellen um 0,38 + 0,05 erhdhen (Abbildung 52A & B, a-d).

Bei den MOL2.3-negativen Zellen spiegelt sich ein dhnliches Bild wider wie
schon bei den MOL2.3-positiven: Alle untersuchten Zellen exprimierten nicotinerge

Acetylcholinrezeptoren. Einige dieser Zellen co-exprimierten moglicherweise
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muscarinerge Rezeptoren, wohingegen keine Zelle gefunden wurde, die
ausschlieflich auf muscarinerge Stimulation reagierte. Auch bei der Hohe der
Ratioanstiege lief3 sich statistisch kein Unterschied zwischen MOL2.3-positiven und
—negativen Zellen errechnen (2P > 0,05).
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Abbildung 52 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin,
DMPP und Bethanechol

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/1) (a), DMPP (10 M/l) (b),
Bethanechol (10 M/1) (¢) und einem ACh-Kontrollstimulus (10'4 M/1) (d) (n=13).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10'4 M/1) (a), DMPP (10
>M/l) (b), Bethanechol (10° M/l) (c¢) und ACh (10 M/1) (d) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 13).

### / xxx kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die

Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Alle Zellen dieser Versuchsreihe wurden jeweils am Anfang und am Ende des
Versuchs mit ACh (10 M/l) stimuliert. Die cholinergen Agonisten wurden so
appliziert, dass DMPP und Bethanechol randomisiert alternierend als zweiter
Stimulus eingesetzt wurden. So konnte im Verlauf der Versuche deutlich gezeigt
werden, dass die vorherige Applikation des einen Agonisten keinen Einfluss auf die
Wirkung des zweiten Agonisten hatte. In Abbildung 53 ist ein Ratioverlauf eines
Experiments gezeigt, in welchem die MOL2.3-positive Zelle zuerst mit dem

muscarinergen Agonisten Bethanechol superfundiert wurde, und danach mit einer
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deutlichen Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration auf nicotinerge
Stimulation mit DMPP reagierte.

Da zwischen den MOL2.3-positiven und —negativen Zellen statistisch keine
Unterschiede zu ermitteln waren, wird auch hier kein Diagramm fiir MOL2.3-

negative Zellen gezeigt.
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Abbildung 53 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin und
cholinergen Agonisten

Nach Stimulation mit Acetylcholin (10 M/I), dem nicotinergen Agonisten
DMPP (10° M/1) und einem ACh-Kontrollstimulus (10™* M/l) wurden signifikant
groflere Ratiodnderung gemessen als nach Stimulation mit dem muscarinergen
Agonisten Bethanechol (10° M/1). Der Kurvenverlauf ist reprisentativ fiir n = 4
Zellen.

3.3.2.6 Nicotinerge Rezeptorsubtypisierung

3.3.2.6.1 Homomere a7 nAChR und MLA

Bislang konnte in dieser Arbeit gezeigt werden, dass sowohl MOL2.3-positive
als auch negative Zellen nAChR exprimieren. Wie in Kapitel 2.4.3.4.2.4 beschrieben,
sind nAChR aus fiinf verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt. Mit Hilfe der
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spezifischen nAChR Blocker MLA und ®-Conotoxin MVIIC sollte genauer
bestimmt werden, aus welchen Untereinheiten der nAChR der Zellen des SPG
zusammengesetzt ist, bzw. ob in den Zellen verschiedene nAChR exprimiert werden.

12 Zellen wurden in einer Versuchsreihe eingesetzt, in der die Zellen mit MLA
superfundiert wurden. MLA blockiert selektiv homomere a7 nAChR.

Bei allen 12 Zellen stieg nach einer ersten ACh-Applikation (10 M/l) die
Fluoreszenz-Ratio um durchschnittlich 0,78 = 0,11 (Abbildung 54A & B, a). Bei
keiner Zelle war nach Zugabe von MLA (10° M/l) alleine ein Verénderung der
[Ca’]i, zu beobachten (Abbildung 54A, b). Die mittlere Ratiodnderung war
demzufolge nicht quantifizierbar (Abbildung 54B, b). Auf Co-Stimulation mit MLA
und ACh reagierten 25 % der untersuchten Zellen iiberhaupt nicht; die mittlere
Ratioerh6hung der responsiven Zellen war mit 0,23 + 0,05 (n = 12; 0,31 £ 0,03 bei
den reagierenden Zellen, n = 9) signifikant geringer war als bei der ersten
Stimulation mit ACh (2P < 0,001) (Abbildung 54A & B, c). Der den Versuch
abschlieBende ACh-Kontrollstimulus 16ste wieder bei 100 % der Zellen einen Ratio-
Anstieg aus. Dieser war mit 0,65 = 0,10 wiederum signifikant hoher als der Ratio-
Peak nach Acetylcholin Co-Applikation mit MLA (2P <0,01) (Abbildung 54A & B,
d). Gegeniiber dem ersten ACh-Stimulus bestand kein signifikanter Unterschied (2P
>0,05).

In etwa % aller Zellen des SPG, welche den MOL2.3-Rezeptor exprimieren,
sind diesen Daten zufolge homomere a7 nAChR lokalisiert. Diese konnten reversibel
durch MLA gehemmt werden. Da allerdings die Zellantworten nach Blockade der a7
nAChR nicht vollstindig unterblieben, ist davon auszugehen, dass in den Zellen
zusdtzlich nAChR-Subtypen vorkommen, die selbst als ,port of entry* fiir
extrazellulires Calcium dienen, oder aber sekundir zur Offnung z.B.
spannungsabhingiger Calciumkanéle in der Plasmamembran der SPG-Neurone
fiihren.
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Abbildung 54 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
MLA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/l) (a), MLA (10° M/l) (b), ACh nach
Inkubation mit MLA (c¢) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 12).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (a), MLA (b), ACh nach
Inkubation mit MLA (c¢) und ACh (d) als arithmetischen Mittelwert = S.E.M. wider
(n=12).

* / # / x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (** (2P < 0,01), *** / ### / xxx
(2P < 0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen
wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Im Laufe der Versuche konnten die Ratio-Verldufe von 11 MOL2.3-negativen
Zellen ausgewertet werden. Alle Zellen zeigten nach der ersten Applikation von ACh
(10*M/1) einen mittleren Ratio-Anstieg von 0,60 + 0,08 (Abbildung 55A & B, a).
Bei lediglich einer der untersuchten Zellen (9,1 %) konnte die alleinige Zugabe von
MLA (10° M/1) in die Perfusionskammer eine Erhéhung der Ratio von 0,02 + 0,02
(n=11; 0,25 bei der reagierenden Zelle, n = 1) auslésen (Abbildung 55A & B, b).
Applikation von ACh am Ende einer Inkubation mit MLA bewirkte bei etwa der
Hilfte aller Zellen einen Einstrom von Calcium (54,6 %) (Abbildung 55A, c). Die
durchschnittliche Ratiodnderung betrug 0,11 £ 0,04 (n = 11; 0,15 + 0,04 bei den
reagierenden Zellen, n = 6), und war damit signifikant niedriger als die
Ratiodnderung nach alleiniger ACh-Applikation (2P < 0,001) (Abbildung 55B, c).
Auf den Kontrollstimulus mit ACh reagierten am Ende des jeweiligen Versuchs

wieder alle 11 Zellen mit einer Anderung der Fluoreszenz-Ratio von 0,44 + 0,07
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(Abbildung 55A & B, d). Diese Ratiodnderung wiederum war signifikant hoher als
diejenige nach Co-Stimulation mit MLA (2P <0,001) und es lieB sich statistisch kein
Unterschied in Bezug auf die erste ACh-Applikation errechnen (2P > 0,05).

Auch die MOL2.3-negativen Zellen des Ganglions exprimieren demzufolge
funktionelle, homomere a7 nAChR, welche reversibel durch MLA hemmbar sind.
Auch in den MOL2.3-negativen Zellen ist der a7 nAChR nicht der einzige Weg fiir
Calcium, in die Zelle zu gelangen.

Dieser a7 nAChR-Blocker fiihrte bei den beiden unterschiedlichen
Zellpopulationen (MOL2.3-positiv und -—negativ) zu keinen unterschiedlichen
Ergebnissen (2P > 0,05).
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Abbildung 55 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
MLA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (a), MLA (b), ACh nach Inkubation mit
MLA (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n=11).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (a), MLA (b), ACh nach
Inkubation mit MLA (c) und ACh (d) als arithmetischen Mittelwert = S.E.M. wider
(n=11).

*Ek% | ### kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die
Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Der Graph in Abbildung 56 zeigt den Ablauf eines der oben beschriebenen

Versuche. Es ist deutlich erkennbar, dass die Fluoreszenz Ratio nach der ersten und
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letzten Stimulation, jeweils mit ACh einer Konzentration von 10" M/1, auf etwa
gleiche Werte anstieg. Die alleinige Superfusion mit MLA hat nur bei sehr wenigen
Zellen eine geringe Schwankung der Ratio-Basallinie ausgeldst; bei der Zelle in
diesem Versuch blieb die Basallinie konstant. Um die homomeren a7 nAChR vor der
zweiten ACh-Applikation zu blockieren, wurden die Zellen zunichst fiir 2 Minuten
mit MLA inkubiert. Superfusions-Stimulation der in Primdrkultur gehaltenen
Neurone des SPG mit ACh (10 M/I) wihrend MLA-bedingter Rezeptorblockade
induzierte eine transiente Erhohung der [Ca%]iZ bei signifikant reduzierter
Signalamplitude, verglichen mit den singuldren prd- und poststimulatorischen
Kontrollapplikationen von ACh (10 M/1) per se.
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Abbildung 56 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin und
MLA

Der selektive a7 nAChR-Antagonist MLA hat den Calciumeinstrom nach
Stimulation mit Acetylcholin deutlich gehemmt. Nach Auswaschen des Antagonisten
wurden wieder Ratiodnderungen erreicht wie vor der Blockade. Der Kurvenverlauf
ist reprédsentativ fiir n = 12 Zellen.
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3.3.2.6.2 Heteromere a3p4 nAChR und cw-Conotoxin MVIIC

Das von marinen Kegelschnecken gebildete w-Conotoxin MVIIC blockiert
selektiv a3p4 nAChR, einen nAChR-Subtyp, dessen Existenz neben der homomerer
a7 Rezeptoren in vegetativen Ganglien beschrieben wurde (Sharples and Wonnacott
2001, Skok 2002).

Auf den ersten ACh-Stimulus (10™* M/1) reagierten auch in dieser Versuchsreihe
100 % der untersuchten MOL2.3-positiven Zellen (n = 12) (Abbildung 57A, a). Die
Ratio dnderte sich im Mittel um 0,60 £+ 0,11 (Abbildung 57B, a). Das w-Conotoxin
MVIIC (10° M/l; Konzentration in der Messkammer) alleine, als Bolus in die
Messkammer pipettiert, fiihrte bei keiner einzigen Zelle per se zu einer Anderung der
intrazelluldren Calciumkonzentration (Abbildung 57A & B, b). Bei ACh-Zugabe (10
*M/l) nach zweiminiitiger Vorinkubation mit ®-Conotoxin MVIIC (10° M/1;
Konzentration in der Messkammer) reagierten 16,7 % der Zellen iiberhaupt nicht
mehr. Die Ratioerh6hung der Zellen betrug nur noch 0,33 £ 0,08 (n = 12; 0,40 + 0,08
bei den reagierenden Zellen, n = 10) (Abbildung 57A & B, c¢), was allerdings dem
ersten ACh-Stimulus gegeniiber statistisch nicht signifikant war (2P > 0,05). Auf die
finale Applikation von ACh (10 M/1) hin erhéhte sich die Ratio aller Zellen um 0,33
+ 0,05 (Abbildung 57A & B, d). Auch diese Erhohung ist im Vergleich zu den
bisherigen Stimulationen mit ACh (mit und ohne ®-Conotoxin MVIIC) nicht
signifikant unterschiedlich (2P > 0,05). Die Blockade von o34 nAChR hat
demzufolge nur bei wenigen Zellen einen Einfluss auf das Antwortverhalten der
Zellen gegentiber cholinerger Stimulation.

Ein geringer Teil der MOL2.3-positiven Zellen scheint also 034 nAChR zu
exprimieren, da nach deren Blockade nicht mehr alle untersuchten Zellen auf den

ACh-Stimulus hin mit einer Erhéhung der Fluoreszenz Ratio reagierten.
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Abbildung 57 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
®-Conotoxin MVIIC

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10™ M/1) (a), @-Conotoxin MVIIC (10 M/1) (b),
ACh nach Inkubation mit @-Conotoxin MVIIC (c) und einem ACh-Kontrollstimulus
(d) (n=12).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10™* M/1) (a), ®-Conotoxin
MVIIC (10 M/1) (b), ACh nach Inkubation mit @-Conotoxin MVIIC (c) und ACh
(d) als arithmetischen Mittelwert = S.E.M. wider (n = 12).

### | xxx kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die
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Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Auch bei der Untersuchung MOL2.3-negativer Zellen im Hinblick auf die
funktionelle Expression spezifischer a3f34 nAChR wurden am Anfang und Ende
eines jeden Versuchs alle Zellen mit ACh (10 M/1) stimuliert. Wie schon bei den
MOL2.3-positiven Zellen beobachtet, reagierten auch 100 % der MOL2.3-negativen
Zellen auf diese externen Stimulationen (Abbildung 58A, a & ¢) (n = 10). Die
mittlere Ratioerhohung betrug bei der ersten ACh-Applikation 0,69 + 0,10
(Abbildung 58B, a), bei der zweiten 0,42 £+ 0,06 (Abb. 3.X.B, d). Das w-Conotoxin
MVIIC alleine hatte keinen Einfluss auf die Fluoreszenz Ratio der Zellen (Abbildung
58A & B, b). Nach Inkubation mit m-Conotoxin MVIIC (10 M/1) konnte ACh bei
10 % der untersuchten Zellen keine Erhohung der [Ca®];, mehr auslosen (Abbildung
58A, c). Diese resultierte in einem Ratioanstieg der Zellen von 0,31 + 0,05 (n = 10;

0,34 + 0,03 bei den reagierenden Zellen, n = 9), welcher signifikant niedriger war als
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bei der ersten ACh-Applikation (2P < 0,01) (Abbildung 58B, c). Bei den MOL2.3-
negativen Zellen hat die Blockade der a334 nAChR also einen deutlicheren Einfluss
auf die Signaltransduktion als bei den MOL2.3-positiven Zellen.

Auch mit w-Conotoxin MVIIC waren keine unterschiedlichen Ratiodnderungen

zwischen MOL2.3-positiven und —negativen Zellen zu erzielen (2P > 0,05).
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Abbildung 58 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
®-Conotoxin MVIIC

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10'4 M/1) (a), ®-Conotoxin MVIIC (10
SM/l) (b), ACh nach Inkubation mit w-Conotoxin MVIIC (c) und einem ACh-
Kontrollstimulus (d) (n = 10).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/1) (a), ®-Conotoxin
MVIIC (10° M/1) (b), ACh nach Inkubation mit o-Conotoxin MVIIC (c¢) und ACh
(d) als arithmetischen Mittelwert £ S.E.M. wider (n = 10).

* / # / x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (** (2P < 0,01), ### / xxx (2P <
0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Da nach Blockade der a3p4 nAChR durch ®-Conotoxin MVIIC nicht alle
Zellen auf Co-Applikation von ACh reagierten, ist davon auszugehen, dass ein

geringer Prozentsatz (20 %) der MOL2.3-positiven aber auch -negativen Zellen des
SPG a3p4 nAChR exprimierte.
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Nach diesen Versuchen kann allerdings keine Aussage dariiber getroffen
werden, ob die a3p4 und die homomeren a7 nAChR in denselben Zellen co-
exprimiert werden oder aber in verschiedenen Zellen des SPG lokalisiert sind.

Abbildung 59 zeigt, dass die in dem entsprechenden Versuch untersuchte Zelle
nach Inkubation mit ®-Conotoxin MVIIC mit einer niedrigeren Erhoéhung der
Fluoreszenz-Ratio auf ACh-Stimulation reagierte als ohne vorherige Blockade der
a3B4 nAChR.

Das Bild bei den MOL2.3-negativen Zellen entsprach grundsatzlichen dem bei

den —positiven.
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Abbildung 59 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin und -
Conotoxin MVIIC

Der selektive a3p4 nAChR-Antagonist ®-Conotoxin MVIIC konnte den
Calciumeinstrom nach Stimulation mit Acetylcholin nicht vermindern. Nach
Auswaschen des Antagonisten wurden wieder Ratiodnderungen erreicht wie vor der
Blockade. Der Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir n = 12 Zellen.

3.3.3 Spannungsabhiingige Calcium-Kandile und o-Conotoxine bzw. Nifedipin

Mit Hilfe der selektiven Calcium-Kanal Blocker m-Conotoxin MVIIA bzw. ®-
Conotoxin SVIB und Nifedipin sollte untersucht werden, ob die Erhohung der
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intrazelluldren Calciumkonzentration nach cholinerger Stimulation —neben der
erhohten Offenwahrscheinlichkeit a7- bzw. a3p4-spezifischer nAChR- durch eine
zusitzliche Offnung spannungsgesteuerter Calcium-Kanile des N- oder L-Typs

bedingt sein konnte.

3.3.3.1 N-Typ Calcium-Kandle und w-Conotoxine

Bei den w-Conotoxinen handelt es sich um hochaktive kurzkettige Peptide,
synthetisiert von Vertretern mariner Kegelschnecken. Das ®-Conotoxin MVIIA
reprisentiert einen reversiblen Antagonisten von N-Typ Ca**-Kanilen; m-Conotoxin
SVIB dagegen blockiert irreversibel spannungsabhingige N-Typ Ca**-Kaniile.

Nach Priméarstimulation kultivierter SPG-Neurone mit ACh (10™* M/1) wurde die
Superfusionspumpe angehalten und die Zellen fiir 5 Minuten mit ®-Conotoxin
MVIIA-haltigem Puffer (10° M/I) inkubiert. Darauf folgte eine wiederholte
Applikation von ACh. Nach diesem Stimulus wurde wiederum einige Minuten
abgewartet, bis ein finaler ACh-Stimulus erfolgte. Wie aus Abbildung 60A deutlich
zu ersehen ist, reagierten die untersuchten MOL2.3-positiven Zellen jeweils zu
100 % mit einer Erhohung der Fluoreszenz Ratio auf die verschiedenen
Stimulationen (Abbildung 60A, a-c). Auch bei der Hohe der Ratioanstiege konnte
kein signifikanter Unterschied zwischen den verschiedenen Stimulationen festgestellt
werden (2P > 0,05). Die Ratio stieg bei der ersten ACh-Applikation um 0,77 + 0,09
(Abbildung 60B, a). ACh nach Inkubation mit dem Ca’"-Kanal Blocker 15ste eine
Ratioerhdhung von 0,90 £ 0,11 aus, und die letzte Zugabe von ACh bewirkte eine
Anstieg der Ratio um 0,85 £ 0,10 (Abbildung 60B, b & c).

Mit dem irreversiblen Blocker w-Conotoxin SVIB (10° M/l) konnten die
Resultate der oben beschriebenen Versuchsreihe bestétigt werden. Auch eine
Inkubation mit diesem N-Typ Ca®’-Kanal Blocker zeigte keinen Einfluss auf die
Grofe des Calcium-Einstroms nach Stimulation mit ACh (Daten nicht gezeigt).

Diese Ergebnisse sprechen eindeutig dafiir, dass die Erhohung der [Ca®'];, nach
cholinerger Stimulation MOL2.3-positiver Zellen nicht durch eine sekundére

Offnung spannungsgesteuerter N-Typ Calcium-Kanile zustande kam.
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Abbildung 60 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
®-Conotoxin MVIIA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10*M/l) (a), ACh nach Inkubation mit -
Conotoxin MVIIA (10 M/1) (b) und einem ACh-Kontrollstimulus (c) (n = 21).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/1) (a), ACh nach
Inkubation mit ®-Conotoxin MVIIC (10° M/1) (b) und ACh (c) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 21).

Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Die Ratiodnderungen der MOL2.3-negativen Zellen dieser Versuchsreihe
wurden ebenfalls gemessen und ausgewertet. Alle Zellen reagierten auf die initiale
ACh-Applikation (10 M/1) mit einem Ratio-Peak von 0,54 + 0,18 (Abbildung 61A
& B, a) (n = 13). Priinkubation mit w-Conotoxin MVIIA (10 M/l) bewirkte, dass
eine Zelle vollstindig gehemmt wurde, und nur 92,3 % der Zellen einen Anstieg der
Ratio um 0,47 £ 0,12 (n = 13; 0,50 £ 0,12 bei den reagierenden Zellen, n = 12)
zeigten (Abbildung 61A & B, b). Auf den dritten ACh-Stimulus, ohne unmittelbar
vorangegangene Inkubation mit dem Toxin, antworteten wiederum 100 % der Zellen
mit einer Ratioerh6hung von 0,58 + 0,14 (Abbildung 61A & B, c¢). Auch bei den
MOL2.3-negativen Zellen waren die Anderungen der Ratio bei den
unterschiedlichen Stimulationen nicht signifikant unterschiedlich (2P > 0,05).

Das m-Conotoxin SVIB (10 M/I) blockierte ebenfalls nur bei einem extrem
geringen Anteil der untersuchten Zellen die intrazelluldire Calcium-

Konzentrationserhdhung nach cholinerger Stimulation (Daten nicht gezeigt).
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Zusammenfassend ldsst sich nach diesen Versuchen sagen, dass Calcium nach
cholinerger Stimulation MOL2.3-negativer Zellen nur bei einem sehr kleinen Teil

der untersuchten Zellen durch N-Typ Ca**-Kanile in die Zelle stromte.
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Abbildung 61 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
®-Conotoxin MVIIA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/I) (a), ACh nach Inkubation mit
w-Conotoxin MVIIA (10~ M/1) (b) und einem ACh-Kontrollstimulus (c) (n = 13).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10'4 M/l) (a), ACh nach
Inkubation mit ®-Conotoxin MVIIC (10° M/1) (b) und ACh (c) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 13).

Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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ACh wurde in diesen Versuchen iiber die Perfusionspume in die Messkammer
superfundiert. Die Abbildung 62 zeigt die Ratio-Peaks nach der cholinergen
Stimulation MOL2.3-positiver Zellen. Es ist klar zu sehen, dass die Applikation des
o-Conotoxin MVIIA selbst keine Auswirkung auf die intrazellulére
Calciumkonzentration und damit die Fluoreszenz Ratio hatte, und dariiber hinaus die

cholinerge Induktion des zellulidren Ca**-Signals nicht zu modifizieren vermochte.
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Abbildung 62 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin, ACh
nach Inkubation mit @-Conotoxin MVIIA und einem ACh-Kontrollstimulus

Blockade der N-Typ Calciumkanile bewirkt keine Vermidnerung der
Ratiodnderung nach cholinerger Stimulation. Der Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir
n =13 Zellen.

3.3.3.2 L-Typ Calcium-Kandle und Nifedipin

Nifedipin blockiert kurzfristig und selektiv die Offnungswahrscheinlichkeit
spannungsgesteuerter L-Typ Calcium-Kandle. Da in den oben beschriebenen
Versuchen gezeigt werden konnte, dass der verbleibende, nAChR-unabhingige Ca**-
Einstrom nach cholinerger Stimulation nicht durch N-Typ Ca*"-Kanile erfolgt, sollte
nun untersucht werden, ob L-Typ Kanile fiir den Ca**-Einstrom verantwortlich sind.

Alle MOL2.3-positiven Zellen dieser Versuchsreihe zeigten auf die erste
Stimulation mit ACh (10™* M/1) eine Erhéhung der Ratio von 0,48 + 0,09 (Abbildung
63A & B, a) (n = 13). Nifedipin (10 M/l) 16ste bei 15,4 % der Zellen einen
Ratioanstieg von 0,09 £ 0,06 (n = 13; 0,58 £ 0,03 bei den reagierenden Zellen, n = 2)
aus (Abbildung 63A & B, b). Nachdem die Zellen mit Nifedipin priainkubiert worden
waren, konnte ACh bei 30,8 % der Zellen keine Anderung der [C'(12+]iZ mehr
bewirken. Diese spiegelte sich in einer durchschnittlichen Ratiodnderung von 0,17 £+

0,04 (n = 13; 0,24 = 0,04 bei den reagierenden Zellen, n = 9) wieder, was einen
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signifikanten Unterschied im Vergleich zu der ersten ACh-Stimulation bedeutet (2P
<0,01) (Abbildung 63A & B, ¢). Der finale ACh-Stimulus, ohne vorherige Blockade
der Ca®-Kanile, fithrte bei allen untersuchten Zellen zu einem Anstieg der
Fluoreszenz Ratio um 0,24 + 0,04 (Abbildung 63A & B, d). Auch dieser Wert ist
statistisch gesehen signifikant niedriger als der beim ersten ACh-Stimulus.

Den gerade dargestellten Ergebnissen zufolge bewirkte eine Stimulation mit
Acetylcholin bei etwa 30 % der MOL2.3-positiven Zellen den Einstrom von Ca®'
ausschlielich durch spannungsgesteuerte L-Typ Calcium-Kanéle. Bei den anderen
Zellen gelangte moglicherweise zumindest ein Teil des Calciums iiber L-Typ Kanile
ins Zellinnere. Ermittelt man nidmlich den arithmetischen Mittelwert = S.E.M. der
Ratiodnderung der 9 Zellen, welche nach Nifedpin-Applikation noch responsiv
waren, so sieht man, dass dieser mit 0,24 + 0,04 deutlich von der Ratiodnderung bei
ACh-Stimulation ohne Calcium-Kanal Blockade abweicht. Neben den L-Typ
Calcium-Kanilen muss es hier also noch einen anderen Weg fiir die Calciumionen

ins Zytoplasma geben, so z.B. die oben beschriebenen a7 und a334 nAChR.
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Abbildung 63 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
Nifedipin

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10™ M/1) (a), Nifedipin (10 M/I) (b), ACh nach
Inkubation mit Nifedipin (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 13).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10* M/1) (a), Nifedipin
(10*M/l) (b), ACh nach Inkubation mit Nifedipin (c¢) und ACh (d) als
arithmetischen Mittelwert = S.E.M. wider (n = 13).
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* /| # kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* (2P < 0,05) und ** / ## (2P <
0,01)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Bei den MOL2.3-negativen Zellen sind die Resultate denen der positiven Zellen
vergleichbar: Die untersuchten Zellen reagierten zu 100 % auf die ACh-
Stimulationen (10™* M/) am Anfang und am Ende eines jeden Versuchs (Abbildung
64A, a & d) (n = 12). Die Ratioerhdhung nach der ersten ACh-Applikation betrug
0,47 £ 0,08 (Abbildung 64B, a). Die alleinige Inkubation der Zellen mit Nifedipin
(10 M/1) 16ste bei 41,7 % der Zellen einen Ratio-Peak aus; die mittlere Anderung
der Fluoreszenz Ratio lag bei 0,10 = 0,04 (n = 12; 0,24 + 0,05 bei den reagierenden
Zellen, n = 5) (Abbildung 64A & B, b). Blockade der L-Typ Ca*"-Kanile durch
fiinfminiitige Inkubation mit Nifedipin bewirkte bei 25 % der Zellen ein vollstindige
Hemmung des Calciumionen-Einstroms nach cholinerger Stimulation. Dieser
resultierte in einem Ratioanstieg nach Stimulation mit ACh von durchschnittlich 0,19
+ 0,06 (n=12; 0,25 + 0,07 bei den reagierenden Zellen, n = 6) (Abbildung 64A & B,
¢). Am Ende des Versuchs reagierten die Zellen mit einer Erhohung der Fluoreszenz
Ratio von 0,22 + 0,05 auf die ACh-Applikation.

Auch hier waren die Ratioanstiege nach Blockade der L-Typ Calcium-Kanéle
signifikant niedriger als vor der Inkubation mit dem Toxin. Es scheint also wie bei
den MOL2.3-positiven Zellen so zu sein, dass ein Teil des Calciums nach
cholinerger Stimulation {iber spannungsgesteuerte Ca’-Kanile ins Zellinnere
gelangt, ein anderer Teil der Ca®"-Ionen iiber die nicotinergen a7 und a3p4 AChR.

Die Ratiodnderungen der MOL2.3-positiven Zellen wichen nicht signifikant von
denen der —negativen ab (2P > 0,05).

129



Kapitel 3: Ergebnisse

100- 1.00- iz
)
%k
' %k
|
0- 0.00- i
C d

a b ¢ d

~J
T
]
~J
i

n
<
=
n
L

responsive Zellen (%)
A Ratio (340/380 nm)

[\
s
-
[\
i

Abbildung 64 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
Nifedipin

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/1) (a), Nifedipin (10 M/1) (b),
ACh nach Inkubation mit Nifedipin (c¢) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n =
12).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/1) (a), Nifedipin
(10*M/) (b), ACh nach Inkubation mit Nifedipin (c) und ACh (d) als
arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n = 12).

* / # kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhohungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* (2P < 0,05) und ### (2P <
0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Der Graph in der folgenden Abbildung (Abbildung 65) zeigt den zeitlichen
Ratio-Verlauf einer MOL2.3-positiven Zelle. Bei dieser Zelle konnte die Calcium-
Antwort nach cholinerger Stimulation durch Blockade der L-Typ Ca*"-Kanile
vermindert, nicht jedoch vollstandig unterbunden werden. Sowohl bei den MOL2.3-
positiven als auch -negativen Zellen stromen nach cholinerger Stimulation
extrazelluldre Calciumionen iiber a7 und a334 nAChR ins Zytoplasma der Zellen,

sowie zusétzlich iiber L-Typ Calcium-Kanile.
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Abbildung 65 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin,
Nifedipin, ACh nach Inkubation mit Nifedipin und einem ACh-
Kontrollstimulus

Nach Inkubation mit dem L-Typ Calcium-Kanal Blocker Nifedipin war die
Ratioerhohung nach cholienerger Stimulation signifikant vermindert. Der
Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir n = 12 Zellen.

3.3.4 Stickstoffmonoxid (NO)

Das gasformige Molekiil NO dient im peripheren Nervensystem als atypischer
Neurotransmitter. Da in den immunhistochemischen Experimenten dieser Arbeit
gezeigt werden konnte, dass die Zellen des SPG das Stickstoffmonoxid-
synthetisierende Enzym nNOS enthalten (Kapitel 91), und auBlerdem in der Literatur
die Lokalisation der nNOS in prigangliondren zentralen Kerngebieten des SPG
beschrieben wird, sollte mit Hilfe der zellphysiologischer Untersuchungsmethode
Calcium-Imaging die Frage nach NO-mediierten intrazelluldren Calciumsignalen
geklart werden. Hier sollten speziell die Responsivitit der Zellen auf nitrerge
Stimulation, die intrinsische nitrerge Aktivitdt und die Modulation der cholinergen
Aktivierung studiert werden. Zu diesem Zweck wurden die synthetischen,
hochpotenten NO-Donoren DEA (2-(N,N-Diethylamino)-diazenolat-2-oxid) und
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Nor-1 ((¥)-(E)-Methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-methoxy-3-hexenamid),
sowie der spezifische nNOS-Blocker Vinyl-L-NIO eingesetzt.

3.3.4.1 Synthetische NO-Donorsubstanzen: DEA

Im Laufe der Versuche konnten 51 MOL2.3-positive und 35 MOL?2.3-negative
Zellen auf die Wirkung des NO-Donors DEA in einer Endkonzentration von 107 M/1
in der Messkammer untersucht werden. 70,6 % der griin fluoreszierenden Zellen
reagierten mit einer Ratioerhéhung von 0,24 + 0,06 (Abbildung 66A & B, a),
wihrend sich die Ratio von 80 % der GFP-negativen Zellen um durchschnittlich 0,33
+ 0,05 erhohte (Abbildung 66A & B, b). Statistisch ist der Unterschied des
Ratioanstiegs signifikant (2P < 0,001).
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Abbildung 66 : Stimulation MOL2.3-positiver und -negativer Zellen mit
extrazellulirem DEA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
(a) (n = 51) und -negativer (b) (n = 35) Zellen nach Stimulation mit DEA einer
Konzentration von 10~ M/I.

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der reagierenden MOL2.3-positiven (a) (n = 36) bzw. -negativen (b) (n = 28)
Zellen als arithmetischer Mittelwert £ S.E.M. wider.

xxx kennzeichnet signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die
Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Die folgende Abbildung (Abbildung 67) zeigt den Verlauf der Fluoreszenz
Ratio einer MOL2.3-positiven Zelle nach Stimulation mit DEA bei -einer
Finalkonzentration des NO-Donors von 10~ M/l in der Messkammer. Es ist klar zu
erkennen, dass die Ratio nach DEA-Applikation von einer konstanten Basallinie aus
ansteigt.

Um auszuschlieBen, dass die Ratioerhohungen der Zellen von dem DEA-
»Muttermolekiil* (Strukturformel sieche Abbildung 21) ausgelost wurden, wurde zu
einigen Zellen inaktiviertes, NO-depletiertes DEA gegeben. Um DEA zu
inaktivieren, wurde es 24 Stunden lang Licht, Raumtemperatur und Sauerstoff
ausgesetzt. Keine der Zellen, zu denen das inaktivierte DEA gegeben wurde, zeigte

darauthin eine Ratioerh6hung.
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Abbildung 67 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven

Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit dem NO-Donor DEA
Der Kurvenverlauf ist reprisentativ fiir n = 36 Zellen.

Durch Co-Stimulation der Zellen mit ACh (10™* M/1) und DEA (10~ M/1) sollte

untersucht werden, ob Stickstoffmonoxid einen Einfluss auf die zelluldre, cholinerg

vermittelte Signaltransduktion hat.
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Hierzu wurden die Zellen zunichst mit ACh einer Konzentration von 10™ M/l
stimuliert, um ihr Antwortverhalten zu demonstrieren. Hier zeigte sich wie schon in
vorangegangenen Versuchen, dass 100 % der Zellen auf diesen Stimulus hin mit
einer Erhohung der [Ca®"]i reagierten (Abbildung 68A, a) (n = 25). Die
Ratioerhdhung betrug 0,64 + 0,05 (Abbildung 68B, a). Auf die folgende
Bolusapplikation mit 10~ M/l DEA reagierten 76 % der untersuchten Zellen mit
einer Ratioerhdhung von 0,23 + 0,02 (n = 25; 0,16 + 0,01 bei den reagierenden
Zellen, n = 19) (Abbildung 68A & B, b). Um die Zellen mit DEA und ACh zu co-
stimulieren, wurden die Substanzen in randomisiert alternierender Sequenz mit
einem mittleren zeitlichen Abstand von 2 Sekunden als Boli bei sistierender
Superfusion in die Messkammer pipettiert. Es konnte gezeigt werden, dass nach Co-
Stimulation mit beiden Substanzen alle Neurone mit einer Erhéhung der [Ca2+]iZ
reagierten (Abbildung 68A, c). Der mittlere Anstieg der Fluoreszenz Ratio mit
Werten von 0,46 + 0,05 erwies sich jedoch gegeniiber der zuvor durchgefiihrten
Kontrollstimulation mit ACh (10™ M/1) alleine als signifikant erniedrigt (2P < 0,01)
(Abbildung 68B, c). Die poststimulatorische Kontrollapplikation von ACh l6ste
wiederum bei allen untersuchten Zellen eine Erhohung der Ratio um 0,48 + 0,05 aus
(Abbildung 68A & B, d). Auch dieser Wert liegt noch signifikant unter dem, welcher
bei der ersten Zugabe von ACh gemessen wurde (2P < 0,05), jedoch weicht er
statistisch nicht signifikant vom durchschnittlichen Ratioanstieg bei Co-Stimulation
mit ACh und DEA ab (2P > 0,05).

NO als Neuromodulator scheint demzufolge bei den MOL2.3-positiven Zellen
einen hemmenden Einfluss auf die Signaltransduktion nach cholinerger Stimulation
zu haben.
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Abbildung 68 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
DEA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/l) (a), DEA (107 M/l) (b), ACh co-
appliziert mit DEA (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 25).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10'4 M/1) (a), DEA (10
3 M/1) (b), ACh co-appliziert mit DEA (c) und ACh (d) als arithmetischen Mittelwert
+ S.E.M. wider (n = 25).

* / # / x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* (2P < 0,05), ** (2P < 0,01)
und ### / xxx (2P < 0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen
Stimulationen wurden mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test
verglichen.

Bei den entsprechenden Untersuchungen an MOL2.3-negativen Zellen ergaben
sich folgende Zahlen: Von den 25 Zellen, deren Daten in der Auswertung
beriicksichtigt wurden, reagierten 80 % auf den ersten ACh-Stimulus (10 M/I)
(Abbildung 69A, a). Die mittlere Ratiodnderung betrug 0,59 + 0,09 (Abbildung 69B,
a). Auf Stimulation mit DEA (10 M/l) hin kam es bei 84 % der Zellen zu einem
Anstieg der [Ca®']i,, welcher in einer mittleren Ratiodnderung von 0,28 + 0,06 (n =
25; 0,33 £ 0,06 bei den reagierenden Zellen, n = 21) resultierte (Abbildung 69A & B,
b). Co-Applikation von DEA und ACh konnte ebenfalls bei 84 % der Zellen einen
Ratioanstieg bewirken, welcher bei 0,48 + 0,07 (n = 25; 0,57 £ 0,07 bei den
reagierenden Zellen, n = 21) lag (Abbildung 69A & B, c). Auf den jeweils letzten
Stimulus einer jeden Versuchsreihe, ACh 10™* M/1, reagierten 88 % der Zellen mit
einer durchschnittlichen Ratiodnderung von 0,47 + 0,07 (Abbildung 69A & B, d).
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Die Zahlen in Abbildung 69A kamen folgendermallen zustande: Die meisten
Zellen (18) antworteten auf alle 4 Stimulationen. 2 Zellen reagierten auf alle Stimuli,
mit Ausnahme von DEA. Jeweils 2 der insgesamt 25 Zellen reagierten entweder
ausschlieflich auf DEA oder den zweiten ACh-Stimulus. Lediglich bei einer Zelle
war zu beobachten, dass sie auf Stimulationen mit DEA reagierte (DEA und DEA in
Kombination mit ACh), nicht aber auf einzeln appliziertes ACh.

Bei diesen Versuchsreihen scheint sich also ein Unterschied zwischen MOL2.3-
positiven und MOL2.3-negativen Zellen abzuzeichnen. Bei den MOL2.3-positiven
Zellen war nach Stimulation mit DEA in Kombination mit ACh sowie bei der darauf
folgenden zweiten ACh-Applikation der Anstieg der Ratio im Vergleich zur ersten
Stimulation mit ACh signifikant erniedrigt (Abbildung 69B, a, ¢ & d). Bei den
MOL2.3-negativen Zellen dagegen erwiesen sich die Unterschiede der Anderungen
der Fluoreszenz Ratio bei den drei entsprechenden Stimulationen (1. ACh, ACh +
DEA, 2. ACh) statistisch als nicht signifikant (Abbildung 69B, a, ¢ & d).

Die durch Bolusapplikation des NO-Donors DEA induzierte Erhohung der
freien [Ca*'];, erwies sich bei den MOL2.3-positiven Zellen gegeniiber den MOL2.3-

negativen Neuronen als signifikant erniedrigt (2P <0,01).
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Abbildung 69 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
DEA

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10” M/l) (a), DEA (10> M/l) (b), ACh co-
appliziert mit DEA (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 25).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/1) (a), DEA (10°
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> M/1) (b), ACh co-appliziert mit DEA (c) und ACh (d) als arithmetischen Mittelwert
+ S.E.M. wider (n = 25).

# / x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (# / x (2P < 0,05) und ## (2P <
0,01)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Im Folgenden soll beispielhaft die Ratio-Kurve einer MOL2.3-positiven Zelle
gezeigt werden (Abbildung 70). Bei dieser Zelle konnte DEA nur eine geringe
Erhohung der [Ca®];, ausldsen. Der Ratioanstieg nach Co-Applikation von DEA und

ACh war deutlich geringer als nach Stimulation mit ACh alleine.
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Abbildung 70 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin, DEA,
ACh co-appliziert mit DEA und einem ACh-Kontrollstimulus

Durch den NO-Donor wurde der Calcium-Einstrom nach cholinerger
Stimulation gehemmt. Der Kurvenverlauf ist reprdsentativ fiir n = 25 Zellen.
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3.3.4.2 Synthetische NO-Donorsubstanzen: Nor-1

Nor-1 ((£)-(E)-Methyl-2-[(E)-hydroxyimino]-5-nitro-6-methoxy-3-hexenamid)
ist neben DEA ein weiterer potenter NO-Donor. Hier werden lediglich vorlaufige
Daten von jeweils n = 6 MOL2.3-positiven und —negativen Zellen angegeben.

Auch in dieser Versuchsreihe wurden die MOL2.3-positiven mit den —negativen
Neuronen des SPG hinsichtlich ihrer nitrergen Stimulierbarkeit verglichen. Von den
jeweils 6 untersuchten Zellen reagierten 66,7 % der MOL2.3-positiven und 33,3 %
der -negativen auf Stimulation mit Nor-1 in einer Endkonzentration von 10~ M/l in
der Messkammer (Abbildung 71A). Die reagierenden MOL2.3-positiven Zellen
zeigten eine durchschnittliche Ratiodnderung von 0,16 = 0,04 (arithmetischer
Mittelwert £ S.E.M.), die MOL2.3-negativen Zellen von 0,17 + 0,09 (arithmetischer
Mittelwert + Standardabweichung des Mittelwertes) (Abbildung 71B).
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Abbildung 71 : Stimulation MOL2.3-positiver und -negativer Zellen mit
extrazellulirem Nor-1

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
(a) (n = 6) und -negativer (b) (n = 6) Zellen nach Stimulation mit Nor-1 einer
Konzentration von 10~ M/1.

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der reagierenden MOL2.3-positiven (a) (n = 4) (arithmetischer Mittelwert +
S.E.M.) bzw. -negativen (b) (n = 2) Zellen (arithmetischer Mittelwert + SA.) wider.

Der Ratioverlauf, welcher in Abbildung 72 dargestellt ist, zeigt das
charakteristische =~ Antwortverhalten einer MOL2.3-positiven  Zelle nach

Bolusapplikation von Nor-1 einer Konzentration von 10~ M/l. Bei nahezu allen
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untersuchten Zellen, egal ob MOL2.3-positiv oder -negativ, blieb die Ratio-
Basallinie nach dem Nor-1-Stimulus auf einem etwas hohere Niveau (etwa 0,05-0,1)

als vor dem Stimulus.
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Abbildung 72 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Nor-1
Der Kurvenverlauf ist repriasentativ fiir n = 4 Zellen.

Mit Nor-1 wurden, ebenso wie mit DEA, Co-Stimulationsexperimente mit
Acetylcholin durchgefiihrt. Auch bei diesen Versuchen reagierten 100 % der
untersuchten MOL2.3-positiven Zellen auf Bolusapplikation von ACh (10 M/I) mit
einer Ratioerh6hung von durchschnittlich 1,10 £+ 0,24 (Abbildung 73A & B, a) (n =
6). 66,7 % der Zellen zeigten nach Stimulation mit Nor-1 (10 M/1) eine Erh6hung
der Ratio um 0,10 £ 0,04 (n = 6; 0,16 £ 0,03 bei den reagierenden Zellen, n = 4)
(Abbildung 73A & B, b). Auf die gleichzeitige Applikation von Nor-1 und ACh hin
war wiederum bei allen Zellen ein Ratioanstieg zu beobachten (Abbildung 73A, ¢ &
d). Das Maximum der Ratioerh6hung betrug bei Co-Stimulation von ACh und Nor-1
im Schnitt 0,45 £ 0,11, bei der abschlieBenden ACh-Applikation 0,82 + 0,21
(Abbildung 73B, ¢ & d). Die statistische Auswertung mit dem Mann-Whitney U
Ranking Test zeigte, dass sich die erste ACh-Stimulation, die Co-Stimulation mit
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ACh und Nor-1 sowie die zweite ACh-Stimulation nicht signifikant voneinander
unterschieden (2P > 0,05). Demzufolge hat NO keinen Einfluss auf die cholinerge
Signaltransduktion.
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Abbildung 73 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
Nor-1

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/l) (a), Nor-1 (10° M/1) (b), ACh co-
appliziert mit Nor-1 (¢) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 6).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (lO'4 M/1) (a), Nor-1 (10
M/l) (b), ACh co-appliziert mit Nor-1 (c) und ACh (d) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 6).

## / xx kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (## / xx (2P < 0,01). Die
Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Es wurden auBlerdem 6 MOL2.3-negative Zellen im Hinblick auf ihr
Antwortverhalten nach Stimulation mit Nor-1 und Acetylcholin untersucht. Alle
Zellen zeigten eine Erhohung der [Ca2+]iZ nach der ersten und der letzten
Bolusapplikation von ACh (10™* M/1), sowie nach Co-Applikation von Acetylcholin
und Nor-1 (Abbildung 74A, ab & c). Die Applikation von Nor-1 einer
Konzentration von 10~ M/l bewirkte bei lediglich 33,3 % der Zellen einen Anstieg
der Fluoreszenz Ratio (Abbildung 74A, b). Die Ratiodnderung betrug nach der ersten
Applikation von ACh 0,79 + 0,23 (n = 6; 0,17 £ 0,09 (MW £ SA) bei den
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reagierenden Zellen, n = 2), wihrend Nor-1 eine durchschnittliche Erhéhung der
Ratio von lediglich 0,06 £ 0,04 ausloste(Abbildung 74B, a, b). Nor-1 und ACh
erhohten die Ratio der Zellen bei Co-Applikation im Mittel um lediglich 0,29 + 0,06
(Abbildung 74B, c). Nach dem finalen ACh-Bolus war bei den Zellen ein Ratio-
Anstieg von 0,34 + 0,13 zu messen (Abbildung 74B, d). Wie es schon bei den
MOL2.3-positiven Zellen der Fall war, weichen auch bei den MOL2.3-negativen
Zellen die Ratiodnderungen der Stimulationen mit Acetylcholin sowie mit
Acetylcholin und Nor-1 nicht signifikant voneinander ab (2P > 0,05).

Auch hier ist kein Unterschied in der Hohe der Ratiodnderung zwischen den

MOL2.3-positiven und —negativen Zellen nachzuweisen (2P > 0,05).
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Abbildung 74 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
Nor-1

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/I) (a), Nor-1 (10° M/I) (b), ACh
co-appliziert mit Nor-1 (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 6).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/1) (a), Nor-1 (10"
M/l) (b), ACh co-appliziert mit Nor-1 (c) und ACh (d) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 6).

# / x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (# / x (2P < 0,05) und ## (2P <
0,01)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Die folgende Abbildung mit dem Ratioverlauf eines der eben beschriebenen
Versuche an einer MOL2.3-positiven Zelle zeigt, dass der Ratioanstieg nach Co-
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Stimulation mit Nor-1 und ACh deutlich niedriger ist als nach alleiniger cholinerger
Stimulation. Die abschliefende Applikation von ACh resultiert in einer geringeren

Erhohung der Fluoreszenz Ratio als die erste cholinerge Stimulation.
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Abbildung 75 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin, Nor-1,
ACh co-appliziert mit Nor-1 und einem ACh-Kontrollstimulus

Die Ratioerhdhung nach Co-Applikation von Nor-1 und ACh unterschied sich
nicht signifikant von der nach Stimulation mit ACh alleine. Der Kurvenverlauf ist
reprasentativ fiir n = 6 Zellen.

3.3.4.3 Vinyl-L-NIO

Mit Vinyl-L-NIO, einem spezifischen Antagonisten der zytoplasmatischen,
neuronalen (nicht jedoch endothelialen oder immunologisch aktiven) Isoform des
Enzyms nNOS (Babu and Griffith 1998, Bretscher et al. 2003), sollte untersucht
werden, ob endogen vorhandenes NO einen Einfluss auf die Signalkaskade nach
Stimulation mit ACh hat. Es ist davon auszugehen, dass wenige Sekunden nach der
Applikation von Vinyl-L-NIO kein NO mehr in der Messkammer vorhanden ist.
Dies liegt einerseits daran, dass NO wie bereits erwahnt (Kapitel 2.4.3.4.4) innerhalb
weniger Sekunden zu Nitrit oder Nitrat oxidiert wird (Ueki et al. 2002), und
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andererseits durch die kompetitive Hemmung der nNOS kein NO mehr synthetisiert
wird. Demzufolge miisste sich ein eventueller Einfluss des NO auf die cholinerge
Signaltransduktionskaskade nachweisen lassen, wenn die Zellen erst mit Vinyl-L-
NIO inkubiert werden, und anschlieBend (bei Abwesenheit endogenen
Stickstoffmonoxids) sofort mit Acetylcholin stimuliert werden.

Ein erster Stimulus mit Acetylcholin in einer Konzentration von 107 M/l
bewirkte bei allen MOL2.3-positiven Zellen dieser Versuchsreihe einen Anstieg der
basalen Fluoreszenz Ratio um 0,84 £ 0,10 (Abbildung 76A & B, a) (n = 11). Keine
Zelle reagierte auf die alleinige Applikation von Vinyl-L-NIO (10” M/I) (Abbildung
76A & B, b). Nach Prdinkubation der Zellen mit Vinyl-L-NIO konnte nach
Stimulation mit ACh eine Erhéhung der intrazelluldren Calciumkonzentration bei
allen Zellen beobachtet werden, welche einen Ratioanstieg von 0,70 £ 0,08 bewirkte
(Abbildung 76A & B, c). Nachdem die Zellen das Ratio-Basalniveau wieder erreicht
und iiber einige Zeit gehalten hatten, wurden sie erneut mit ACh stimuliert, um eine
Postkontrolle messen zu konnen. Dies fiihrte erneut bei allen untersuchten Zellen zu
einem Anstieg der Fluoreszenz Ratio, welche im Mittel 0,52 £ 0,07 betrug
(Abbildung 76A & B, d). Interessanter Weise weicht die Ratiodnderung, welche
durch Stimulation mit ACh nach nNOS-Hemmung durch Vinyl-L-NIO bewirkt
wurde, statistisch gesehen nicht signifikant von der Ratiodnderung bei der ersten
ACh-Stimulation ab (2P > 0,05). Dagegen ist der Anstieg der Ratio bei der letzten
ACh-Applikation signifikant niedriger als bei der ersten (2P < 0,05).

Vinyl-L-NIO kénnte also den Ca®"-Einstrom nach Stimulation mit ACh

langfristig negativ zu beinflussen.
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Abbildung 76 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
Vinyl-L-NIO

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/1) (a), Vinyl-L-NIO (10° M/1) (b), ACh
nach Inkubation mit Vinyl-L-NIO (c¢) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n=11).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/l) (a), Vinyl-L-
NIO (10° M/l) (b), ACh nach Inkubation mit Vinyl-L-NIO (c) und ACh (d) als
arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n=11).

* / # / x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhohungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* (2P < 0,05) und ### / xxx (2P
< 0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden
mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

In dieser Versuchsreihe konnten weiterhin Daten fiir 11 MOL2.3-negative
Zellen erhoben werden. Auch hier reagierten die Zellen zu 100 % auf Stimulation
mit exogenem ACh einer Konzentration von 10°*M/l, wobei die mittlere
Ratioénderung 0,73 + 0,17 betrug (Abbildung 77A & B, a). Vinyl-L-NIO (10 M/I)
konnte bei keiner Zelle einen Calcium-Einstrom auslosen, eine Ratiodnderung war
demzufolge nicht quantifizierbar (Abbildung 77A & B, b). Nach Inkubation der
Zellen mit Vinyl-L-NIO erhdhte sich die Fluoreszenz Ratio aller untersuchten Zellen
um 0,70 + 0,14, was kein signifikanter Unterschied ist gegeniiber der ersten
Stimulation mit ACh, der keine nNOS-Blockade vorausging (Abbildung 77A & B,
¢). Die abschlieBende Kontrollstimulation mit ACh bewirkte bei allen untersuchten
Zellen einen Anstieg der Ratio um 0,50 £ 0,11 (Abbildung 77A & B, d). Dieser Wert
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unterscheidet sich nicht signifikant von denen bei den vorausgegangenen
Stimulationen mit ACh und ACh nach Vinyl-L-NIO-Applikation.

Auch hier scheint demzufolge ein Unterschied zwischen MOL2.3-positiven und
-negativen Zellen feststellbar zu sein. Wo bei den MOL2.3-Rezeptor exprimierenden
Zellen eine Blockade der endogenen nNOS einen langfristigen, hemmenden Effekt
auf die cholinerge Signaltransduktionskaskade zu haben scheint, hat die nNOS-
Hemmung bei den MOL2.3-negativen Zellen keinerlei Auswirkungen. Die
Ratiodnderungen weichen allerdings zwischen positiven und negativen Zellen nicht
signifikant voneinander ab (2P > 0,05).
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Abbildung 77 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
Vinyl-L-NIO

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/) (a), Vinyl-L-NIO (10 M/1)
(b), ACh nach Inkubation mit Vinyl-L-NIO (c¢) und einem ACh-Kontrollstimulus (d)
(n=11).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10™ M/l) (a), Vinyl-L-
NIO (10° M/l) (b), ACh nach Inkubation mit Vinyl-L-NIO (c) und ACh (d) als
arithmetischen Mittelwert + S.E.M. wider (n=11).

### / xxx kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten
der Ratioerh6hungen der einzelnen Versuchsabschnitte (2P < 0,001). Die

Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem nicht-
parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Der in der folgenden Abbildung (Abbildung 78) dargestellte Graph zeigt das

Antwortverhalten einer MOL2.3-positiven Zelle. Es ist deutlich zu sehen, dass die
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Stimulation mit ACh zu Beginn des Versuchs, sowie die ACh-Applikation nach
zweiminiitiger Inkubation mit Vinyl-L-NIO zu etwa gleich groBen Anderungen der
Ratio fiithrten. Der Stimulus am Ende des Versuchs mit ACh dagegen bewirkte einen
deutlich geringeren Anstieg der Ratio, was auf einen langfristig hemmenden Effekt

des Vinyl-L-NIO auf die cholinerge Signaltransduktion zuriickzufiihren sein konnte.

ACh ACh ACh
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Abbildung 78 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin, dem
nNOS-Blocker Vinyl-L-NIO, ACh nach Inkubation mit Vinyl-L-NIO und einem
ACh-Kontrollstimulus

Der Ratioanstieg nach cholienerger Stimulation wurde nach nNOS-Blockade
mittels Vinyl-L-NIO langfristig vermindert. Der Kurvenverlauf ist représentativ fiir n
=11 Zellen.

3.3.5 PACAP

Bei PACAP handelt es sich nicht um einen klassischen Neurotransmitter,
sondern um ein regulatorisches Polypeptid mit potentieller neuromodulatorischer
Wirkung. Basierend auf den immunhistochemischen Versuchen dieser Arbeit, in
denen die Expression von PACAP in MOL2.3-positiven wie —negativen Zellen
gezeigt werden konnte (Kapitel 93), sollte nun die Responsivitit der Zellen

gegeniiber Stimulation mit PACAP untersucht werden.
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Bei den getesteten MOL2.3-positiven Zellen konnte zugegebenes PACAP in
40,4 % der Fille eine Erhohung der intrazelluliren Calciumkonzentration ausldsen
(Abbildung 79A, a) (n = 57). Diese Erhohung spiegelte sich in einer
durchschnittlichen Ratiodnderung von 0,25 £ 0,05 wider (Abbildung 79B, a) (n =
23). Bei den MOL2.3-negativen Zellen konnten dhnliche Werte ermittelt werden: So
reagierten 11 der 23 Zellen (47,8 %) mit einem Ratio-Peak von 0,18 + 0,02
(Abbildung 79A & B, b). Die Erhohungen der Fluoreszenz Ratio wichen statistisch
nicht signifikant voneinander ab, so dass im Hinblick auf das Antwortverhalten
gegeniiber Stimulation mit PACAP kein Unterschied zwischen MOL2.3-positiven

und -negativen Zellen festgestellt werden konnte.
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Abbildung 79 : Stimulation MOL2.3-positiver und -negativer Zellen mit
PACAP

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
(a) (n = 57) sowie -negativer (b) (n = 23) Zellen nach Stimulation mit PACAP einer
Konzentration von 107 M/I

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der reagierenden MOL2.3-positiven (a) (n = 23) bzw. -negativen (b) (n = 11)
Zellen als arithmetischer Mittelwert + S.E.M. wider.

Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit dem
nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Ein fiir sowohl MOL2.3-positive als auch -negative Zellen typischer Ratio-Peak
nach Stimulation mit PACAP soll in der folgenden Abbildung (Abbildung 80)
gezeigt werden. Die maximale Ratiodnderung der Zelle von 0,28 wurde innerhalb

von 1-2 Sekunden nach Zugabe von PACAP gemessen. Von dem Maximum der
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Kurve aus fiel die Fluoreszenz Ratio zundchst sehr schnell wieder um 0,21 ab, das

Basalniveau der Ratio wurde erst nach langerer Zeit wieder erreicht (Abbildung 80,
Abbildung 83).
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Abbildung 80 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit PACAP
Der Kurvenverlauf ist reprisentativ fiir n = 23 Zellen.

Nachdem auch fiir PACAP gezeigt werden konnte, dass die Zellen des SPG
responsiv fiir dieses Polypeptid sind, sollte iiberpriift werden, ob die intrazelluldren
Signalwege fiir PACAP und ACh interagieren.

Auf die initiale Bolusapplikation von ACh (10 M/l) hin war bei 96,3 % der
Zellen ein mittlerer Ratioanstieg von 0,60 £ 0,07 (n = 28; 0,62 £ 0,07 bei den
reagierenden Zellen, n = 27) messbar (Abbildung 81A & B, a) (n = 28). PACAP (10
"M/1) alleine konnte bei 60,7 % der Zellen eine Calcium-Konzentrationserhdhung
bewirken, welche in einem Ratioanstieg von 0,16 + 0,05 (n = 28; 0,27 £ 0,07 bei den
reagierenden Zellen, n = 17) resultierte (Abbildung 81A & B, b). Die gleichzeitige
Applikation von PACAP und ACh lieB die Fluoreszenz Ratio von 89,3 % der
untersuchten Zellen um 0,32 £ 0,04 (n = 28; 0,37 £ 0,04 bei den reagierenden Zellen,

n = 25) ansteigen, was sich signifikant von den Werten der ersten cholinergen
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Stimulation unterscheidet (Abbildung 81A & B, ¢). Die den Versuch abschlieBende
Bolusapplikation von ACh alleine bewirkte, wie die vorangegangene Co-
Stimulation, einen Ratioanstieg bei 89,3 % der 28 untersuchten Zellen (Abbildung
81A, d). Auch die GroBe des Ratioanstiegs (0,35 £ 0,05 (n = 28; 0,39 £ 0,05 bei den
reagierenden Zellen, n = 25)) unterschied sich nicht signifikant von der vorherigen
Stimulation (2P > 0,05).

Diese Versuche resultierten also in der Beobachtung, dass das regulatorische
Polypeptid PACAP einen hemmenden Einfluss auf die Erhohung der [Ca*'];,, zu
welcher es im Verlauf der cholinergen Signaltransduktionskaskade der MOL2.3-

positiven Zellen kommt, hat.
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Abbildung 81 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Acetylcholin und
PACAP

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-positiver
Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/l) (a), PACAP (107 M/) (b), ACh co-
appliziert mit PACAP (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 28).

Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhohung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10 M/1) (a), PACAP (10°
"M/l) (b), ACh co-appliziert mit PACAP (c) und ACh (d) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 28).

* / #/ x kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (** / xx (2P < 0,01) und ### (2P
< 0,001)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden
mit dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.
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Die entsprechenden Versuche bei den MOL2.3-negativen Zellen ergaben
folgende Werte: 90 % der Zellen reagierten mit einer Ratiodnderung von 0,58 + 0,10
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(n =10; 0,65 £ 0,09 bei den reagierenden Zellen, n = 9) auf den erst ACh-Stimulus
(10* M/1) (Abbildung 82A & B, a) (n = 10). PACAP (107 M/1) alleine konnte bei
60 % der Zellen eine Reaktion in Form eines Anstiegs der [Ca’'];, auslosen, wihrend
dies bei PACAP in Kombination mit ACh bei 80 % der untersuchten Zellen der Fall
war (Abbildung 82A, b & c). Der Anstieg der Fluoreszenz Ratio lag bei PACAP bei
0,10 £ 0,03 (n = 10; 0,17 £ 0,03 bei den reagierenden Zellen, n = 6), bei PACAP
zusammen mit ACh dagegen bei 0,27 £ 0,07 (n = 10; 0,34 £ 0,07 bei den
reagierenden Zellen, n = 8) (Abbildung 82B, b & c). Auf die finale Stimulation mit
ACh als Bolus hin war eine Ratio-Erhdhung von 0,24 + 0,06 (n = 10; 0,26 £ 0,06 bei
den reagierenden Zellen, n = 9) bei insgesamt 90 % der Zellen messbar (Abbildung
82A & B, d). Statistisch gesehen wichen die Ratiodnderungen sowohl nach der Co-
Stimulation von PACAP und ACh, als auch nach der letzten ACh-Stimulation,
signifikant von der bei der ersten Applikation mit ACh ab (2P < 0,05). Demzufolge
ist davon auszugehen, dass PACAP auch bei den MOL2.3-negativen Zellen den
Calcium-Einstrom nach cholinerger Stimulation hemmt. Diese Hemmung hilt bei
den negativen Zellen lédnger an als bei den positiven.

Bei der GroBe der Ratiodnderungen lédsst sich statistisch kein Unterschied
zwischen MOL2.3-positiven und —negativen Zellen errechnen (2P > 0,05).
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Abbildung 82 : Stimulation MOL2.3-negativer Zellen mit Acetylcholin und
PACAP

Balkendiagramm A zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-
negativer Zellen nach Stimulation mit ACh (10 M/l) (a), PACAP (107 M/1) (b),
ACh co-appliziert mit PACAP (c) und einem ACh-Kontrollstimulus (d) (n = 10).
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Diagramm B gibt die durchschnittliche Erhéhung der 340/380 nm Fluoreszenz
Ratio der untersuchten Zellen nach Applikation von ACh (10'4 M/1) (a), PACAP (10
"M/l) (b), ACh co-appliziert mit PACAP (c) und ACh (d) als arithmetischen
Mittelwert = S.E.M. wider (n = 10).

* | # kennzeichnen signifikante Unterschiede zwischen den Mittelwerten der
Ratioerhdhungen der einzelnen Versuchsabschnitte (* /# (2P < 0,001) und ## (2P <
0,01)). Die Ratiodnderungen nach den unterschiedlichen Stimulationen wurden mit
dem nicht-parametrischen Mann-Whitney U Ranking Test verglichen.

Da die Substanzen als Bolus appliziert wurden, stieg die Fluoreszenz Ratio nach
Stimulation mit ACh unmittelbar nach Zugabe bis zu ihrem Maximum an. Der Abfall
der Ratio erfolgte direkt nach dem Maximum der Kurve. Auch nachdem PACAP als
Bolus in die Messkammer pipettiert wurde, konnte ein steiler Ratioanstieg
beobachtet werden. Dieser fiel allerdings nur sehr langsam ab, so dass das
Basalniveau der Ratio erst nach einigen Minuten wieder erreicht wurde. Wurde
PACAP dagegen mit ACh co-appliziert, so sah die Form des Ratio-Peaks sehr
dhnlich der nach alleiniger Stimulation mit ACh aus: Die Ratio stieg sofort auf ihren

maximalen Werte an, und fiel danach unmittelbar wieder auf den Ausgangswert ab.
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Abbildung 83 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Acetylcholin,
PACAP, ACh co-appliziert mit PACAP und einem ACh-Kontrollstimulus
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Verglichen mit dem Ratioanstieg nach cholinerger Stimulation war der Anstieg
der Ratio nach Co-Applikation von ACh mit PACAP signifikant vermindert. Der
Kurvenverlauf ist repriasentativ fiir n = 10 Zellen.

3.3.6 Noradrenalin

20 MOL2.3-positive Zellen wurden mit dem sympathischen Ubertriigerstoff
Noradrenalin (NA) in einer Konzentration von 10 M/l superfundiert. Bei keiner
dieser Zellen konnte eine Erhohung der Fluoreszenz Ratio beobachtet werden
(Abbildung 84).
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Abbildung 84 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Noradrenalin
Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-

positiver Zellen nach Stimulation mit Noradrenalin einer Konzentration von 10™ M/I
(n=20).

Der Graph in Abbildung 85 zeigt deutlich, dass die Fluoreszenz Ratio der Zelle
nach Zugabe von Noradrenalin auf Basalniveau blieb. Als Erkldarung hierzu kommen
zwei Moglichkeiten in Frage: Zum einen kann es sein, dass die entsprechende Zelle
keine Rezeptoren fiir das eingesetzte Noradrenalin exprimiert, zum anderen war die
Zelle unter Umstdnden bei der Prédparation oder der Dissoziation so beschadigt
worden, dass sie nicht mehr vital war. Um dies zu kontrollieren, wurden alle Zellen
nach der Noradrenalin-Applikation mit High-Kalium Puffer (100 mM K)

superfundiert. Da auf diesen Stimulus hin eine Erhdhung der Fluoreszenz Ratio
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messbar war, ist davon auszugehen, dass die Zelle auch zum Zeitpunkt der NA-

Applikation noch vital war, und demzufolge keine Adrenoceptoren besitzt.
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Abbildung 85 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Noradrenalin
Noradrenalin bewirkte keine Erhohung der Fluoreszenz-Ratio der Zelle, der

Kontrollstimulus mit Kalium dagegen schon. Der Kurvenverlauf ist reprasentativ fiir
n =20 Zellen.

3.3.7 Glutamat

In der Versuchsreihe, in der Glutamat (Glu) in einer Konzentration von 10~ M/
als Stimulus verwendet wurde, reagierte ebenfalls keine Zelle (Abbildung 86).

Auch diese Zellen wurden nach ausgebliebener Zellantwort auf den Glutamat-
Stimulus mit High-Kalium Puffer superfundiert. Die hohe K'-Konzentration
bewirkte bei allen Zellen einen Anstieg der intrazelluliren Calciumkonzentration,

welche sich in einem Anstieg der Fluoreszenz Ratio wiederspiegelte (Abbildung 87).
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Abbildung 86 : Stimulation MOL2.3-positiver Zellen mit Glutamat
Das Balkendiagramm zeigt den prozentualen Anteil responsiver MOL2.3-

positiver Zellen nach Stimulation mit Glutamat einer Konzentration von 10~ M/l (n
=20).
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Abbildung 87 : 340/380 nm Ratio Signal einer einzelnen MOL2.3-positiven
Zelle des Ganglion sphenopalatinum nach Stimulation mit Glutamat
Glutamat bewirkte keine Erhohung der Fluoreszenz-Ratio der Zelle, der

Kontrollstimulus mit Kalium dagegen schon. Der Kurvenverlauf ist reprdsentativ fiir
n =20 Zellen.

3.4. Ubersicht iiber die Unterschiede zwischen MOL2.3-positiven und —
negativen Zellen

Zusammenfassend lédsst sich sagen, dass die MOL2.3-positiven und —negativen
Zellpopulationen sich nur in wenigen Punkten voneinander unterscheiden.

Bei den Versuchsreihen, in denen die Zellen auf ihr Antwortverhalten gegeniiber
cholinerger Stimulation untersucht wurden stellte sich heraus, dass die MOL2.3-
negativen Zellen auf Stimulation mit ACh (10 M/1) weniger stark reagierten als die
—positiven. Sowohl der prozentuale Anteil responsiver Zellen als auch die
durchschnittliche Ratiodnderung der MOL2.3-negativen Zellen war den -positiven
Zellen gegeniiber erniedrigt (Kapitel 3.3.2.1).

Extrazellulires ACh bewirkte bei 25 % der MOL2.3-negativen Zellen einen
Ratioanstieg bei Abwesenheit extrazelluliren Calciums, dagegen nur bei 5 % der —
positiven Zellen (Kapitel 3.3.2.4).
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Die Responsivitit der MOL2.3-positiven Zellen auf cholinerge Stimulation nach
Blockade der a7 nAChR mit MLA war grofer als die der —negativen Zellen. Auch
die Ratioerhhung der positiven Zellen wich, im Gegensatz zu der der negativen
Zellen, nicht signifikant von der Erhohung nach Stimulation mit ACh alleine ab
(Kapitel 3.3.2.6.1).

Das w-Conotoxin MVIIC, ein Blocker a34 nAChR, konnte bei den MOL2.3-
negativen Zellen den Ratioanstieg nach cholinerger Stimulation vermindern. Bei
beiden Zellgruppen blockierte das Toxin bei einigen Zellen den Ca*"-Einstrom nach
Stimulation mit ACh vollstindig (Kapitel 3.3.2.6.2).

Stimulation mit ACh bei gleichzeitiger Gabe des N-Typ Ca”*"-Kanal Blockers -
Conotoxin MVIIA bewirkte bei den MOL2.3-negativen Zellen eine insgesamt
geringere Ratioerh6hung als bei den positiven Zellen. Wenige negative Zellen
zeigten nach der Blockade gar keinen Anstieg der Ratio mehr. Allerdings hatte das
Toxin bei beiden Zellpopulationen keinen signifikanten Einfluss auf die cholinerge
Signaltransduktion. Dieses Ergebnis deckt sich also mit dem, dass die negativen
insgesamt etwas weniger responsiv sind als die positiven Zellen (Kapitel 3.3.3.1).

Auf Stimulation mit dem NO-Donor DEA reagierten die MOL2.3-negativen
Zellen deutlicher als die —positiven. Aullerdem scheint DEA bei den MOL2.3-
positiven Zellen einen hemmenden Einfluss auf den Ca**-Einstrom nach cholinerger
Stimulation zu haben (Kapitel 3.3.4.1).

Der nNOS-Blocker Vinyl-L-NIO hat bei den MOL2.3-positiven Zellen einen
langfristig hemmenden Effekt auf die cholinerge Signaltransduktion, was bei den —
negativen weniger ausgepragt schien (Kapitel 3.3.4.3).

PACAP bewirkte sowohl bei den MOL2.3-positiven als auch —negativen Zellen
eine Verminderung des Ca’’-Einstroms nach Stimulation mit ACh. Bei den
negativen Zellen scheint diese Hemmung léngerfristig zu sein als bei den positiven
Zellen (Kapitel 3.3.5).
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Kapitel 4: Diskussion

Bei der Maus stellt sich das vegetative Ganglion sphenopalatinum (SPG) als
einheitliches Gebilde dar, wie es auch fiir den Fleischfresser beschrieben ist (Nickel
et al. 1992). Bei Schwein, Wiederkduer und Pferd dagegen gibt es mehrere kleine
Ganglien (Cuthbertson et al. 1997, Nickel et al. 1992), und es wire denkbar, dass bei
diesen Haustierspezies funktionell differenzierte Makro- und Mikroganglien
existieren, welche sich durch eine unterschiedliche Rezeptor- und
Transmitterausstattung sowie reziproke nervale Verschaltung auszeichnen. Da bei
der Maus, wie in der vorliegenden Arbeit nachgewiesen, spezifische Marker fiir die
verschiedenen Neurotransmitter- und —modulatoren gleichméBig iiber das gesamte
Ganglion verteilt waren (Kapitel 3.1.2), ist bei dieser Spezies davon auszugehen,

dass das SPG als eine funktionelle Einheit angesehen werden kann.

4.1 Das cholinerge System

Beim SPG handelt es sich um ein parasympathisches Ganglion, dessen
postganglionidre Neurone in erster Linie cholinerge Nervenzellen darstellen (Forth et
al. 2001). Der aus der Familie der olfaktorischen, G-Protein gekoppelten
Rezeptorproteine  stammende  MOL2.3-Rezeptor wird den  quantitativen
immunhistochemischen Studien dieser Arbeit zufolge fast ausschlieBlich in diesen
neuronalen Zellen des SPG exprimiert; er konnte in etwa der Hélfte der Neurone des
Ganglions anhand seiner GFP-Markierung detektiert werden (Kapitel 3.1.3). Bislang
wurde fiir verschiedene Tierarten gezeigt, dass die gangliondren Zellen die
cholinergen Marker ChAT oder VAChT exprimieren (Hara et al. 1985, Kimura et al.
1997, Liu et al. 2000a, Suzuki et al. 1990c, Suzuki et al. 1989, 1990a, Yu et al.
1998). Auch fiir die Maus konnte in dieser Arbeit erwartungsgemil nachgewiesen
werden, dass die Neurone der sphenopalatinen Ganglien eindeutig cholinerg sind, da
fast alle Zellen immunreaktiv fiir ChAT und VAChT, Schliisselenzyme des
cholinergen Systems, waren. Sowohl cholinerge als auch nicht-cholinerge, MOL2.3-
positive wie -negative Zellen wurden zudem von VAChT-positiven cholinergen
synaptischen Endigungen innerviert (Kapitel 3.1.4, 3.1.5). Diese Innervation kann
sowohl von anderen cholinergen Zellen des SPG stammen als auch von
praganglionéren, parasympathischen Neuronen aus zentralen Kerngebieten des SPG
(Zhu et al. 1997). Rezeptoren fiir das aus den cholinergen Endigungen freigesetzte
Acetylcholin befinden sich den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge auf nahezu allen
postgangliondren Neuronen des SPG, da die Zellen fast ausnahmslos auf
extrazelluldr appliziertes ACh mit einem Anstieg der intrazelluldren

Calciumkonzentration reagierten (Kapitel 3.3.2.1). Die
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Calciumkonzentrationserhohung erwies sich als streng dosisabhidngig (Kapitel
3.3.2.2), wobei es offensichtlich keine Rolle spielte, ob die cholinerg innervierten
Zellen selbst cholinerg waren. Es ist auch nicht auszuschlieBen, dass in der
priasynaptischen Membran solch cholinerger Nervterminalen Autorezeptoren fiir
ACh exprimiert sind, welche die cholinerge Signalkette positiv oder negativ
modulieren (D'Agostino et al. 2000, Fu et al. 1998, Girod et al. 2000, Kitaichi et al.
1999, Lee et al. 2001, Marchi et al. 1999, Re 1999, Rouse et al. 2000, Skok 2002).
AuBerdem konnten priasynaptische ACh-Rezeptoren parakrin-retrograd durch ACh
aus nachgeschalteten, postgangliondren Zellen stimuliert werden, wobei auch hier
positive oder negative Riickkopplungsmechanismen denkbar sind.

Die Erhohung der intrazelluldren Calciumkonzentration in den ganglionédren
Zellen nach Stimulation mit einem cholinergen Agonisten basierte fast ausschlieSlich
auf dem Einstrom extrazelluldren Calciums in die Zellen. Nur bei einigen wenigen
Zellen schien eine geringe Menge Calcium aus intrazelluldren Speichern freigesetzt
zu werden (Kapitel 3.3.2.4).

Die Tatsache, dass es Zellen gibt, welche ausschlieBlich nicotinerge oder
muscarinerge Acetylcholinrezeptoren exprimieren, und Zellen, in denen beide
Rezeptor-Subtypen gleichzeitig vorkommen (Tohyama and Takatsuji 1998), gilt
auch fiir das SPG. So konnte mit den Calcium-Imaging Versuchen dieser Studie
gezeigt werden, dass es in diesem Ganglion tiiberwiegend Zellen gab, die
ausschlieBlich nAChR exprimierten, aber auch einige Zellen, in denen neben den
nicotinergen zusitzlich muscarinerge Rezeptoren vorkamen. Keine der untersuchten
Zellen exprimierte jedoch ausschlieBlich muscarinerge AChR (Kapitel 3.3.2.5). In
der Literatur wird die Expression muscarinerger M,-Rezeptoren in hoher Dichte fiir
das SPG der Ratte beschrieben (Liu et al. 2002). Die dargestellten, nicht kongruenten
Befunde einer lediglich marginalen Présenz funktioneller muscarinerger Rezeptoren
in der vorliegenden Arbeit fiir das SPG der Maus und der hohen Dichte funktioneller
M,-Rezeptoren im SPG der Ratte lassen sich zum einen durch die unterschiedliche
Tierspezies erkldaren, zum anderen durch das Alter der in den Versuchen eingesetzten
Tiere. Wahrend die Miuse in dieser Studie maximal 8 Tage alt waren, benutzten Liu
et al. (2002) Ratten im Alter von 3-16 Wochen. Ein entscheidender Unterschied der
beiden Untersuchungen bestand darin, dass Liu et al. Zellen einer Primérkultur nach
1-3-wochiger Kultivierung in die Versuche einsetzten, wéhrend in der vorliegenden
Studie frisch préaparierte Zellen untersucht wurden. Da die Dauer der Kultivierung
von Zellen bekanntermallen einen Einfluss auf die Expression und die Funktionalitdt
von Rezeptoren hat (Jurzak et al. 1995b), konnte die Rezeptorausstattung der
kultivierten Zellen deutlich von den Verhiltnissen in vivo abweichen. Hier bietet die
fiir diese Arbeit etablierte Kurzkultur den Vorteil, dass die Ausstattung der Zellen

mit Rezeptoren den in vivo Verhiltnissen relativ nahe kommt. Der Nachteil akut
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dissoziierter Zellen besteht darin, dass die verbleibende Zeit zur Regeneration von
wihrend der Praparation moglicherweise enzymatisch degenerierten Rezeptor- und
Kanalproteinen limitiert ist.

Nicotinerge AChR sind - wie bereits erwdhnt — pentamere Proteine, die aus
verschiedenen Untereinheiten zusammengesetzt sind (Kulak et al. 2001, Ragozzino
et al. 1998, Si and Lee 2001, Skok 2002). Unterschiedliche Subtypen der nAChR
hinsichtlich ihrer pentameren Zusammensetzung sind zum einen fiir verschiedene
vegetative Ganglien einer Spezies, zum anderen sogar fiir einzelne Neurone eines
Ganglions beschrieben (Skok 2002). In autonomen Ganglien spielen vor allem
heteromere a3B4 Rezeptoren, welche auch als ,,Ganglien-Typ nAChR* bezeichnet
werden (Ragozzino et al. 1998), sowie homomere a7 Rezeptoren eine Rolle (Si and
Lee 2001, Skok 2002). Beide Rezeptorsubtypen konnen prid- und postsynaptisch
lokalisiert sein (Kulak et al. 2001, Si and Lee 2001). Mit Hilfe selektiver nAChR-
Blocker konnte in dieser Studie gezeigt werden, dass a7 nAChR sowohl in MOL2.3-
positiven als auch —negativen Zellen des SPG exprimiert werden, wéhrend die
Untereinheitszusammensetzung a3p4 vorrangig in MOL2.3-negativen Zellen
vorzukommen scheint (Kapitel 3.3.2.6). Eine eventuelle prasynaptische Lokalisation
der Rezeptoren konnte nicht untersucht werden, da in den ganglionidren Kulturen des
SPG nur Zellen identifizierbar waren, nicht aber synaptische Endigungen. Fiir
nicotinerge AChR im Allgemeinen wird eine ausgeprigte Ca’’-Permeabilitit
postuliert (Adams and Nutter 1992, Girod et al. 2000, Gray et al. 1996, Rathouz et al.
1996, Rogers et al. 1997), wobei der Ca**-Strom durch a7 nAChR deutlich groBer ist
als derjenige durch a3p4 nAChR (Girod et al. 2000, Gray et al. 1996, Skok 2002). In
den Calcium-Imaging Studien dieser Arbeit zeigte sich, dass bei den MOL2.3-
negativen Zellen die Erh6hung der intrazelluldren Calciumkonzentration durch ACh
nach Blockade der a7 nAChR in einem groBeren Ausmall gehemmt wurde als nach
Blockade der a3p4 Rezeptoren. Die konnte zum einen dafiir sprechen, dass der
Anteil nicotinerger a7 Rezeptoren grofer ist als der der a3B4 Rezeptoren, zum
anderen konnte das Ergebnis darauf basieren, dass a7 nAChR besser permeabel fiir
Calcium sind als a3p4 Rezeptoren. So wiirde bei etwa gleicher Anzahl der beiden
Rezeptor-Subtypen der Ca*"-Einstrom nach Blockade von o7 Rezeptoren deutlicher
sinken als nach 034 nAChR-Blockade.

Fir o7 nAChR ist unter anderem eine schnelle Desensibilisierung
charakteristisch (Girod et al. 2000, Gray et al. 1996, Skok 2002). Durch die in dieser
Arbeit durchgefiihrten Wiederholungsstimulationen mit ACh einer konstanten
Konzentration konnte eindeutig gezeigt werden, dass es bei den gangliondren Zellen
nicht zu einer Desensibilisierung kommt (Kapitel 3.3.2.3). Im Falle der MOL2.3-
negativen Zellen konnte eine etwaige Desensibilisierung der a7 Rezeptoren unter

Umstédnden durch a3B4 Rezeptoren kompensiert werden, bei den MOL2.3-positiven
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Zellen kommt eine solche Kompensation allerdings nicht in Frage, da diese den
Ergebnissen dieser Studie zu Folge keine oder lediglich eine geringe Anzahl an
funktionellen a334 nAChR exprimierten.

Der Einstrom extrazelluldren Calciums in die Zellen kann zum einen direkt
durch die AChR erfolgen oder sekundér durch spannungsgesteuerte Calciumkanile.
Da in der Literatur beschrieben wird, dass der Calcium-Einstrom durch nAChR die
Leitfdhigkeit anderer lonenkandle reguliert, wire es durchaus denkbar, dass es
nAChR-bedingt zu Pridepolarisationen der Zelle kam, welche sekundir die Offnung
spannungsgesteuerter Ca’ -Kanile bewirkten (Mulle et al. 1992). Liu et al. (2000c)
konnten immunhistochemisch und zellphysiologisch die Expression und
Funktionalitit spannungsgesteuerter Ca>*-Kanile des N-Typs in einer Zellkultur des
SPG der Ratte zeigen. In dieser Arbeit wurde nachgewiesen, dass Ca’"-Kanile des
N-Typs, sofern diese auch im SPG der Maus exprimiert werden, nicht sekundéir
durch die Aktivierung nicotinerger AChR gedffnet wurden. Dagegen existierten
Ca*"-Kanile des L-Typs in den postganglionédren Zellen des SPG, deren Blockade in
einem herabgesetzten Calcium-Signal nach cholinerger Stimulation resultierte
(Kapitel 3.3.3).

Weder die alleinige Blockade der nAChR-Subtypen a3p4 und a7, noch die
Blockade lediglich der Ca*"-Kanile des L-Typs konnten den Calcium-Einstrom nach
cholinerger Stimulation vollstindig unterbinden. Folglich ist davon auszugehen, dass
extrazelluldres Calcium sowohl in den MOL2.3-positiven als auch —negativen Zellen
des SPG summarisch (a) direkt tiber die nAChR und (b) zusétzlich durch die

indirekte Offnung spannungsgesteuerter Calciumkanile nach intrazellulir gelangte.
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Abbildung 88: Das cholinerge System im Ganglion sphenopalatinum

Die schematische Abbildung A zeigt, dass innerhalb des SPG sowohl MOL2.3-
positive (grau) als auch -negative Zellen (weil}) cholinerg sind. Die iiberwiegend
nicotinergen Acetylcholin-Rezeptoren der gangliondren Zellen (egal ob MOL2.3-
positiv oder —negativ bzw. cholinerg oder nicht-cholinerg) konnen durch ACh aus
iibergeordneten Kerngebieten des Hirnstamms oder aus postgangliondren Zellen
stimuliert werden. In den MOL2.3-positiven Zellen werden nur o7 nAChR
exprimiert, in den —negativen zusitzlich a3p4.

In Abbildung B ist zu sehen, dass ACh aus postganglionidren Zellen unter
Umstinden auch retrograd prasynaptische AChR stimulieren kann. AuBerdem ist
hier dargestellt, dass Ca®" aus dem Extrazelluldrraum iiber die nAChR in die Zellen
einstromt, sowie zusitzlich iiber sekundir gedffnete spannungsgesteuerte Ca”'-
Kanile des L-Typs.

4.2 Das nitrerge System und dessen Interaktion mit dem cholinergen System

NO spielt im autonomen Nervensystem eine wichtige Rolle als nicht-adrenerger,
nicht cholinerger (NANC) Neurotransmitter (Bredt 1999). Im Gegensatz zu den
klassischen chemischen Neurotransmittern Acetylcholin und Noradrenalin kann NO
Informationen nicht nur an distinkten Loci (Synapsen) unidirektional iibertragen,

sondern aufgrund seiner hochdiffusiblen Eigenschaften dreidimensional und
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unabhingig von Synapsen, Membranen oder Transportern (Garthwaite and Boulton
1995). Die nNOS findet sich oft co-lokalisiert mit klassischen Neurotransmittern; im
ZNS beispielsweise reguliert NO inhibitorische und exzitatorische sympathische und
parasympathische Effekte in verschiedenen autonomen Zentren (Krukoff 1999). In
den Vorversuchen dieser Arbeit konnte die Expression der nNOS in vegetativen
Kerngebieten des Hirnstamms der Ratte und der Maus gezeigt werden (Kapitel
3.1.1), was einen Hinweis auf die regulatorische Funktion von NO in diesen
autonomen Zentren liefert. Beim Kaninchen konnte nNOS als generierendes
Schliisselenzym des volatilen Botenstoffes NO innerhalb des ZNS unter anderem in
priaganglionéren, parasympathischen Neuronen des Hirnstamms lokalisiert werden,
welche zum SPG projizieren (Zhu et al. 1997). Von der Ratte (Edvinsson et al. 2001,
Hanazawa et al. 1994, Lee et al. 1995a, Lee et al. 1995b, Liu et al. 2000c, Morris et
al. 1993, Uddman et al. 1998), der Katze (Goadsby et al. 1996, Kimura et al. 1997),
dem Kaninchen (Runer et al. 1998), dem Meerschweinchen (Shimizu et al. 2001),
dem Schwein (Yu et al. 1997, Yu et al. 1998) und dem Menschen (Uddman et al.
1999) ist bekannt, dass nNOS auch in Neuronen des SPG exprimiert wird. Bei der
MOL2.3-IGITL Maus erwiesen sich % aller MOL2.3-positiven Zellen als nitrerg,
und etwa 85 % der nitrergen Zellen als GFP-positiv (Kapitel 3.1.6), so dass davon
auszugehen ist, das der groffte Teil der nitrergen Zellen den orphan Rezeptor
MOL2.3 exprimiert. AuBerdem zeigte sich, dass etwa 75 % aller cholinergen Zellen
auch nitrerg sind, und die nitrergen Zellen fast ausnahmslos cholinerg. Eine
Innervation mit VAChT-immunreaktiven Synapsen konnte bei fast allen cholinergen
und/oder nitrergen Zellen festgestellt werden (Kapitel 3.1.7).

Fir das in den gangliondren Zellen gebildete NO wurde von verschiedenen
Autoren postuliert, dass es eine zentrale Rolle bei der neurovaskuldren Kontrolle
verschiedener cranialer Blutgefille spielt (Goadsby et al. 1996, Hanazawa et al.
1997, Jeon et al. 1997, Kimura et al. 1997, Kondo et al. 2000, Lacroix et al. 1998,
Lee et al. 1995b, Nozaki et al. 1993, Okamura et al. 2002, Toda et al. 2000a, Toda et
al. 1993, Toda and Okamura 1996, Yamamoto et al. 1993). Insbesondere an
Blutgefdlen des Circulus arteriosus cerebri und anderen cerebralen Blutgefdflen
(Edvinsson et al. 2001, Goadsby et al. 1996, Kimura et al. 1997, Nozaki et al. 1993,
Okamura et al. 2002, Toda et al. 1993, Toda and Okamura 1996, Toda et al. 2000b),
an der Arteria ophthalmica (Elsas et al. 1996b) und choroidalen sowie retinalen
Arterien des Auges (Toda et al. 1993, Yamamoto et al. 1993) iibt NO eine
vasodilatatorische Funktion aus. Auch an der vaskuldren und sekretorischen
Kontrolle der respiratorischen Nasenschleimhaut, der Nasendriisen und der
Blutgefdlle in der Nasenschleimhaut ist NO beteiligt (Hanazawa et al. 1994, Jeon et
al. 1997, Kondo et al. 2000, Lacroix et al. 1998, Lee et al. 1995b). Die massive
Anhdufung des NO-synthetisierenden Enzyms nNOS in neuronalen Zellen des SPG
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der Maus spricht dafiir, dass die oben genannten, vom SPG innervierten Gewebe
auch bei dieser Tierart nitrerg innerviert werden. In Zellkulturen des Hippocampus
der Ratte zeigte sich, dass NO bei langfristigen Reaktionen auch als retrograder
Botenstoff agieren kann. NO wird dort in postsynaptischen Zellen synthetisiert,
diffundiert durch den Extrazellulirraum und beeinflusst vorgeschaltete Neurone
(Arancio et al. 1996), ein Mechanismus, der auch im SPG in dhnlicher Weise
funktionieren konnte.

Bei Stimulation isolierter Neurone des SPG der MOL2.3-IGITL Maus konnte in
dieser Arbeit beobachtet werden, dass der liberwiegende Teil der ganglionédren Zellen
NO-responsiv war (Kapitel 3.3.4.1, 3.3.4.2). Der aus exogen zugegebenen NO-
Donoren freigesetzte atypische Neuromodulator diffundiert demzufolge in die
untersuchten Zellen (Lancaster 1997) und bewirkt dort einen Anstieg der
intrazelluldren Calciumkonzentration. Die Herkunft des ins Zytoplasma strémenden
Calciums nach Stimulation mit NO-Donoren wurden in dieser Arbeit nicht
untersucht. NO kann Ca*" aus Mitochondrien freisetzen (Horn et al. 2002), oder
spannungsgesteuerte Ca>'-Kanile des L- und P-Typs 6ffnen (Ohkuma et al. 1998).
Wie in dieser Studie schon fiir ACh beschrieben, wire es denkbar, dass auch NO die
Ca”**-Kanile des L-Typs der Neurone des SPG 6ffnet. In vivo kénnte NO sowohl aus
synaptischen Endigungen prégangliondrer Neurone stammen (Zhu et al. 1997) als
auch aus postgangliondren Zellen des SPG.

Das nitrerge Markerenzym nNOS ist in priaganglionidren Kerngebieten des SPG
wie auch im SPG selbst mit cholinergen Markern [ChAT im Hirnstamm (Zhu et al.
1997); ChAT und VAChHT im SPG, eigene Ergebnisse] co-lokalisiert. Somit ist eine
Interaktion der cholinergen und nitrergen Transmission prd-, intra- und
postgangliondrer Nervenendigungen und Neurone im SPG denkbar.

Der klassische Neurotransmitter ACh und der NANC-Transmitter NO kdnnten
zeitgleich freigesetzt werden, und synergistische Effekte auf nachgeschaltete Zellen
ausiiben, wie z.B. die Relaxation glatter Muskelzellen in der cerebralen Zirkulation
(Kimura et al. 1997, Morales et al. 1995).

Uber den Einfluss von Acetylcholin auf das nitrerge System, insbesondere im
SPG, gibt es verschiedene Hinweise. ACh moduliert bei der Innervation der
cerebralen Vaskularisierung von Katze und Schwein durch das SPG die
prasynaptische NO-Freisetzung, welche wiederum eine Vasodilatation bewirkt
(Kimura et al. 1997, Yu et al. 1998). Die These wird durch die Ergebnisse dieser
Arbeit unterstiitzt, da die Innervation nitrerger Neurone durch cholinerge Zellen (pré-
oder postganglionir) nachgewiesen werden konnte (Kapitel 3.1.7). Weiterhin zeigte
sich bei den Calcium-Imaging Versuchen, dass cholinerge Stimulation ganglionirer
Zellen, egal ob MOL2.3-positiv oder —negativ, zu einem signifikanten Einstrom

extrazelluldaren Calciums fiihrte (Kapitel 3.3.2.1). Die daraus resultierende Calcium-
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Konzentrationserhohung kann das in postgangliondren Zellen lokalisierte,
membranstidndige Enzym nNOS aktivieren, welches NO produziert (Boeckxstaens et
al. 1993, Bredt and Snyder 1990, Evans et al. 1995, Wenisch et al. 2000). Der
gleiche Mechanismus wird auch beziiglich der Vasodilatation der Arteria
ophthalmica des Affen postuliert. Hier soll ACh aus Neuronen des Hirnstamms,
welches tiber das Ganglion geniculatum zum SPG projizieren, die nervale NO-
Freisetzung auslosen (Ayajiki et al. 2000). Liu et al. (2002) beschreiben die negative
Beeinflussung der NO-Freisetzung aus priasynaptischen Nervenendigungen des SPG
der Ratte durch ACh. ACh soll hier iiber die Aktivierung prasynaptischer M, AChR
den Calcium-Einstrom durch N-Typ Calciumkanéle vermindern. Ohne Calcium kann
die nNOS kein NO produzieren, so dass die cerebrale Vasodilatation gehemmt wird
(Boeckxstaens et al. 1993, Bredt and Snyder 1990, Liu et al. 2000c). Die
immunhistochemischen Doppelmarkierungen an sphenopalatinen Ganglien der Maus
weisen auf neuronale Co-Lokalisation der Marker ChAT bzw. VAChT und nNOS
hin (Kapitel 3.1.7). Solche cholinerg-nitrergen Neurone konnten im Sinne einer
Autoregulation fiir den eben beschriebenen Mechanismus verantwortlich sein.
Ebenso kann ACh aus benachbarten Synapsen, sei es von Neuronen des SPG oder
aber anderer Herkunft, fiir diese Art der Modulation verantwortlich sein. Die beiden
soeben beschriebenen Moglichkeiten der positiven sowie negativen Beeinflussung
der NO-Bildung durch ACh widersprechen sich nicht. Die endogene nNOS
postgangliondrer Neurone des SPG kann durch ACh aus pré- oder intragangliondren
Zellen aktiviert werden und NO produzieren, indem ACh iiber den Einstrom von
Ca®" durch den nAChR selbst und sekundir durch spannungsgesteuerte Ca*-Kanile
des L-Typs zu einer Erhdhung der intrazelluliren Ca*"-Konzentration fiihrt. Die fiir
diese Signalkette notwendigen, Transmitter-synthetisierenden Enzyme und
funktionellen Rezeptoren konnten in dieser Arbeit nachgewiesen werden. Wie bereits
oben erwihnt, kann ACh in der Peripherie iiber die Aktivierung von M-Rezeptoren
eine verminderte Bildung von NO bewirken, indem es einen Ca*"-Einstrom blockiert
(Liu et al. 2002). Somit konnte ACh auf gangliondrer Ebene eine neurogen
vermittelte Vasodilatation der vom SPG innervierten Blutgefile bewirken, auf
postgangliondrer Ebene konnte ACh (unter Umstidnden aus Nerven, die nicht vom

SPG kommen) diese Dilatation hemmen.
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Abbildung 89: Der Einfluss von Acetylcholin auf die NO-Synthese

In postganglionidren Neuronen des SPG bewirkt die Stimulation eines nAChR
(a7 oder a3B4) den Einstrom von Calcium in die Zelle. Ca** kann iiber den nAChR
selbst oder durch sekundir gedffnete L-Typ Ca”**-Kanile ins Zytoplasma gelangen.
Ca”" aktiviert die nNOS, welche daraufhin NO produziert.

In den synaptischen Endigungen werden durch Bindung von ACh an M,-
Rezeptoren N-Typ Ca’"-Kanidle gehemmt, so dass kein Calcium in die Zelle
gelangen kann. Somit kann auch die nNOS nicht aktivert werden, NO zu bilden.

Auch in anderen neuronalen Strukturen wurden Hinweise auf eine
Beeinflussung der nitrergen Signaltransduktion durch ACh gefunden. Beispielsweise
induziert die nicotinerge Stimulation von a7 nAChR in Hinterwurzelganglien die
Bildung und Freisetzung von NO. Dieser Effekt ist durch Blockade von a7 nAChR,
nNOS und spannungsgesteuerter Ca>*-Kanile hemmbar (Haberberger et al. 2003).
Auch hier scheint es demzufolge einen Zusammenhang zwischen der Aktivierung
nicotinerger o7 Rezeptoren und der Offnung spannungsgesteuerter Ca”"-Kanilen zu
geben, wie sie in dieser Arbeit fiir das SPG gezeigt werden konnte. In der Retina
aktiviert ACh iiber nAChR den NO/cGMP-Signalweg (Blute et al. 2003). Eine durch
Phenylepinephrin induzierte Vasokonstriktion in der Mikrozirkulation des
Diinndarms vom Meerschweinchen wird indirekt durch ACh gehemmt, indem ACh
die Freisetzung von NO bewirkt (Kotecha and Coffa 1999). Die Verminderung der
NO-Bildung durch Stimulation von nAChR wird in Zellen einer corticalen Zellkultur
der Ratte beschrieben (Sheng et al. 1993). Ebenso wird die NO-induzierte
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Vasodilatation an Ciliar-Arterien des Schweines durch ACh aus cholinergen Nerven
gehemmt (Toda et al. 1997).

Uber einen modulierenden Einfluss des nitrergen Systems auf die cholinerge
Signaltransduktion im SPG gibt es bislang keine Informationen. In der Retina der
Ratte und im choroidalen Gewebe des Hiithner-Embryos konnte die ACh-Freisetzung
durch NO vermindert werden (Gray et al. 1999, Okada et al. 2001). In cholinergen
Synapsen des Ganglion buccale von Aplysia dagegen bewirkt NO eine erhohte ACh-
Freisetzung. Auch im SPG ist sowohl die Hemmung also auch die Steigerung der
ACh-Freisetzung durch NO denkbar, da viele Zellen NO-responsiv sind, und fast alle
Zellen cholinerg. Die zellphysiologischen Untersuchungen an Zellen des SPG
zeigten, dass hinsichtlich der Interaktion zwischen nitrergem und cholinergem
System ein Unterschied zwischen MOL2.3-positiven und —negativen Zellen zu
verzeichnen ist. Bei den MOL2.3-negativen Zellen bewirkte die Co-Applikation von
DEA und ACh eine Erhohung der intrazelluliren Ca®’-Konzentration, die derjenigen
nach alleiniger Applikation von ACh nahezu entsprach. Bei den MOL2.3-positiven
Zellen dagegen verminderte die zusitzliche Applikation von DEA die Ca®'-
Konzentrationserhohung nach cholinerger Stimulation (Kapitel 3.3.4.1). Eine
Desensibilisierung der Zellen durch wiederholte Stimulation mit ACh ist
auszuschlieBen, da die schon beschriebenen Vorversuche dies widerlegen (Kapitel
3.3.2.3). NO scheint hier also die cholinerge Signaltransduktion zu beeintrachtigen.
Auch im autonomen, primdr sensorischen Ganglion petrosum der Katze konnte
beobachtet werden, dass NO einen hemmenden Einfluss auf die ACh-Antwort der
Zellen hat (Alcayaga et al. 1999). NO vermindert hier die Sensibilitit des Rezeptors
fir ACh und reduziert so die Amplitude und die Frequenz von durch ACh
ausgelosten Aktionspotentialen. Nach Entfernung des NO-Donors bzw. Zugabe eines
NOS-Blockers war dieser Effekt reversibel (Alcayaga et al. 1999). Die Hemmung
der ACh-Antwort MOL2.3-positiver Zellen des SPG durch NO scheint lédnger
anzuhalten als im Ganglion petrosum, da auch die Erhohung der intrazelluliren Ca®*-
Konzentration durch Stimulation mit ACh nach einer ldngeren Ruhephase deutlich
erniedrigt war. Ein weiterer moglicher Mechanismus fir die Hemmung der
cholinergen Transmission durch NO wird weiter unter besprochen. Auch der nNOS-
Blocker Vinyl-L-NIO hat einen Effekt auf die Antwort der MOL2.3-positiven Zellen
nach cholinerger Stimulation, der allerdings erst zeitlich verzdgert eintrat. Anders als
nach den eben beschriebenen Beobachtungen erwartet, hemmt auch der nNOS-
Blocker die ACh-Antwort (Kapitel 3.3.4.3). Aufgrund dieser Ergebnisse wire es
denkbar, dass endogen in MOL2.3-positiven Zellen synthetisiertes NO eine
cholinerge Stimulation dieser Zellen triggert, so dass mehr Ca’" ins Zytoplasma
gelangt. Da Vinyl-L-NIO sogar in den kultivierten Zellen des SPG eine Reaktion

auslosen konnte, ohne dass eine Stimulation der endogenen nNOS vorausging, ist
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davon auszugehen, dass auch in vivo eine stindige nNOS-Aktivitdt vorliegt. Eine
zusétzliche Stimulation einer solchen Zelle mit NO konnte diesen positiven Effekt
hemmen. Uber den Mechanismus, wie NO den Ca**-Einstrom nach cholinerger
Stimulation hemmt, konnten in dieser Arbeit keine Hinweise gefunden werden. In
der Literatur wird von einer Hemmung spannungsgesteuerter Ca’’-Kanile des N-
Typs corticaler Neuronen durch NO berichtet (Ohkuma et al. 1998). Mit dieser
Studie konnte zwar nicht die Existenz von Ca’’-Kanilen des N-Typs im SPG
ausgeschlossen werden, wohl aber deren Aktivierung durch ACh. Somit ist ein

Antagonismus von NO und ACh an diesen Kanilen auszuschlie3en.

ACh —_,
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Abbildung 90: Modulation nicotinerger AChR durch NO in MOL2.3-
positiven Zellen

Eine basale Aktivitdit der endogenen nNOS triggert die cholinerge
Signaltransduktion in der Zelle. Zusitzliche Stimulation dieser Zelle mit NO einer
hohen Konzentration vermindert die Sensibilitit des nicotinergen a7 AChR. (=

fordert, 4 hemmt)

NO spielt auch bei der Olfaktion eine bedeutende, allerdings noch kaum
untersuchte Rolle. Die ersten Untersuchungen, die in Bezug auf die
Signaltransduktion im olfaktorischen System gemacht wurden, zeigten, dass hier die
2™ messenger cAMP und IP; involviert sind (Breer 2001, Broillet and Firestein
1996a, Hatt 2003). In den letzten Jahren hdufen sich Berichte, denen zufolge auch
der intrazelluldre Botenstoff cGMP eine Rolle bei der Olfaktion spielt (Breer 1993,
Breer et al. 1992, Breer and Shepherd 1993, Juilfs et al. 1997, Meyer et al. 2000,
Moon et al. 1998). Dies ist allerdings nicht, wie die Beteiligung von cAMP und IPs,
in allen OSN der Fall, sondern nur in einzelnen Zellen (Juilfs et al. 1997, Meyer et al.
2000). Starke Stimulation mit Duftstoffen kann in olfaktorischen sensorischen

Neuronen eine Antwort der NO/cGMP-Kaskade auslosen, welche molekulare
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Mechanismen triggert, unter anderem adaptive Prozesse, die dem olfaktorischen
Neuroepithel die Bewiltigung starker Stimuli ermdglichen (Breer 1993, Breer et al.
1992, Breer and Shepherd 1993, Redkozubov 2000, Zufall and Leinders-Zufall
1998). NO bzw. cGMP haben hier also unter Umsténden eine Schutzfunktion gegen
zu starke Stimulation inne. Eine solche Schutzfunktion konnte auch eine Erklarung
fiir die Hemmung der cholinergen Antwort in den MOL2.3-positiven Zellen des SPG
durch NO liefern. NO kann in den olfaktorischen sensorischen Neuronen wie in
anderen Zellen die Synthese von cGMP induzieren (de Vente et al. 2001, Murad
1999, Southam and Garthwaite 1993). cGMP wiederum vermag es, verschiedene
Vorginge zu beeinflussen. Beispielsweise 6ffnet cGMP durch zyklische Nukleotide
gesteuerte Kationenkanile. In Neuronen von Mollusken spielt cGMP so eine Rolle
bei der Entstehung von Ca*'-Peaks durch Ca**-Stréme (Paupardin-Tritsch et al.
1986). Dies erklart auch, warum nach cGMP-Stimulation isolierter olfaktorischer
Rezeptoren Strome gemessen werden konnten, die die gleichen elektrischen
Eigenschaften haben wie Strome nach Odorant-Stimulation. Hier war keine
Desensitisierung zu beobachten (Firestein et al. 1991, Zufall et al. 1991). NO kann
aber nicht nur indirekt iiber cGMP fungieren, sondern auch direkt olfaktorische,
zyklisch Nukleotid-gesteuerte Ionenkanéle aktivieren (Broillet and Firestein 1996b,
1997, Leinders-Zufall et al. 1997, Schmachtenberg et al. 2003, Wenisch et al. 2000).
Ein weiterer moglicher Mechanismus fiir die Hemmung der ACh-Antwort durch NO
in MOL2.3-positiven Zellen konnte anhand der eben beschriebenen Sachverhalten
folgendermaBBen aussehen: NO bindet an durch zyklische Nukleotide gesteuerte
Kationenkanidle und 6ffnet diese direkt oder indirekt, indem es die Synthese von
¢GMP induziert. Uber den Kationenkanal stromt Ca’’ in die Zelle, was zu einem
Anstieg der intrazelluldren Calciumkonzentration fiihrt. Eine erhohte intrazellulédre
Calciumkonzentration kann die Aktivitit nAChR hemmen, wie fiir das Ganglion
cervicale superior demonstriert werden konnte (Skok 2002). Die in dieser Arbeit
durch hohe Dosen an NO induzierte Suppression der Reaktivitit MOL2.3-positiver
Zellen auf cholinerge Stimulation konnte in vivo durchaus auch aus der Bindung
eines addquaten Liganden an den MOL2.3-Rezeptor resultieren, der daraufhin die
NO/cGMP-Kaskade auslosen konnte. Aktivierung des MOL2.3-Rezeptors konnte so
die Zellen vor tiberméfBiger Stimulation mit ACh, unter Umstdnden auch mit anderen

Liganden, schiitzen.
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Abbildung 91: Hemmung der cholinergen Signaltransduktion in MOL2.3-
positiven Zellen

NO offnet direkt oder iiber cGMP Nukleotid-gesteuerte Kationenkanéle. Die
daraus resultierende Erhdhung der intrazelluliren Ca”-Konzentration vermindert die
Aktivitdt nAChR.

Stimulation des MOL2.3-Rezeptors mit dem adédquaten Liganden konnte
ebenfalls diese NO/cGMP-Kaskade auslosen. (= fordert, + hemmt)

Auch eine negative Riickkopplung von cGMP konnte bei der Ratte beobachtet
werden, wo Duftstoff-Stimulation cGMP-Bildung bewirkt, welche wiederum {iiber
die Bildung von cAMP die cGMP-Synthese negativ reguliert (Moon et al. 1998). Des
weiteren scheint ¢cGMP in Entwicklungsprozesse olfaktorischer sensorischer

Neuronen involviert zu sein (Ingi and Ronnett 1995, Kafitz et al. 2000).

4.3 Das PACAPerge System und dessen Interaktion mit dem cholinergen
System

Fiir das Vorkommen von PACAP-Rezeptoren im SPG gab es bislang lediglich
Hinweise, da beim Menschen mRNA fiir einen PACAP-Rezeptor detektiert werden
konnte (Knutsson and Edvinsson 2002). Mit den Calcium-Imaging Versuchen dieser
Arbeit konnten funktionelle PACAP-Rezeptoren in fast der Hilfte aller gangliondren
Neurone lokalisiert werden, egal ob diese MOL2.3-positiv oder —negativ waren
(Kapitel 3.3.5). Nachdem die Expression des Neuropeptids PACAP im SPG schon
fiir die Katze (Elsas et al. 1996a), die Ratte (Edvinsson et al. 2001, Liu et al. 2000b,
Nielsen et al. 1998)) und den Menschen (Uddman et al. 1999) gezeigt werden
konnte, gelang dies in der vorliegenden Arbeit auch bei der Maus. Auch PACAP-
Immunreaktivitidt konnte sowohl in MOL2.3-positiven als auch —negativen Zellen
detektiert werden (Kapitel 3.1.8). Dieses PACAP konnte PACAP-Rezeptoren an
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benachbarten postgangliondren Neuronen des SPG stimulieren, oder an den PACAP-
exprimierenden Neuronen selbst. Uber PACAP in Kerngebieten des Hirnstammes,
die dem SPG {iibergeordneten sind, gibt es in der Literatur keinerlei Hinweise. Der
PACAP-Rezeptor ist im SPG mit nAChR co-lokalisiert, so dass eine gegenseitige
Beeinflussung dieser verschiedenen Rezeptoren durchaus denkbar ist (Kapitel 3.3.5).
PACAP kann iiber den cAMP-Signalweg die Sensitivitdt nicotinerger o7 und a3-
spezifischer AChR im Ganglion ciliare des Hithnerembryos erhohen (Margiotta and
Pardi 1995). In denselben Zellen kann PACAP aber auch o7 nAChR
Adenylatzyklase-unabhéngig blockieren (Pardi and Margiotta 1999). Diese Blockade
wird nicht tiber den cAMP-Weg vermittelt, sondern {iber den Phospholipase C — IP3-
Signalweg, welcher intrazellulires Ca’" mobilisieren kann (Pardi and Margiotta
1999). In den zellphysiologischen Untersuchungen des SPG zeigte sich, dass Co-
Stimulation mit PACAP den Einstrom von Ca’" ins Zytoplasma MOL2.3-positiver
und —negativer Zellen als Resultat cholinerger Stimulation verminderte (Kapitel
3.3.5). Eine Desensibilisierung durch ACh konnte ausgeschlossen werden (Kapitel
3.3.2.3). Das Vorkommen von a7 nAChR in MOL2.3-positiven wie —negativen
Zellen des SPG der Maus, sowie deren offensichtliche Co-Lokalisation mit PACAP-
Rezeptoren legt nahe, dass auch in diesem Ganglion eine Desensibilisierung der
Zellen fiir ACh durch PACAP stattfindet. Die PACAPergen Neurone des SPG
innervieren, ebenso wie die nitrergen Neurone, Blutgefdle des Circulus arteriosus
cerebri (Edvinsson et al. 2001) und des Auges, sowie die Tranendriisen (Elsas et al.
1996a). Die Funktion des postganglioniren PACAP konnte ebenfalls eine
Beeinflussung des cholinergen Systems sein, bzw. iliber eine Modifikation des
cholinergen Systems vermittelt werden. So wurde fiir unterschiedliche Gewebe eine
Beeinflussung der Freisetzung von ACh durch PACAP beschrieben. In der Trachea
beispielsweise hemmt PACAP die Freisetzung von ACh aus Nervenendigungen,
indem es prisynaptisch die cholinerge Transmission moduliert, was zu einer
verminderten Schleimbildung fiihrt (Liu et al. 1999). Ebenfalls in der Trachea
blockiert PACAP eine durch elektrische Feldstimulation induzierte Kontraktion der
glatten Muskulatur, ohne aber die Sensitivitét fiir ACh zu vermindern (Shigyo et al.
1998). In den Bronchien aktiviert PACAP die Na'/K'-ATPase und bewirkt so eine
Dilatation von Bronchien, die zuvor durch ACh kontrahiert waren (Kanemura et al.
1993). PACAP inhibiert demzufolge im Atmungssystem sowohl cholinerge als auch
nicht-cholinerge Mechanismen (Shigyo et al. 1998). Im Herz dagegen scheint
PACAP cher einen stimulierenden Einfluss auf die cholinerge Funktion zu haben
indem es die Freisetzung von ACh induziert (Hirose et al. 1997a, Hirose et al. 1997b,
Seebeck et al. 1996), ebenso wie an cholineren Terminalen des Hippocampus
(Roberto and Brunelli 2000). Auch im Plexus myentericus steigert PACAP Ca®'-

abhingig die ACh-Freisetzung, welche wiederum eine Kontraktion der glatten
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Muskulatur des Ileum bewirkt (Fox-Threlkeld et al. 1999, Katsoulis et al. 1993).
Wihrend der Neuromodulator NO, wie oben beschrieben, eine Dilatation der vom
SPG innervierten Blutgefidle garantiert, konnte PACAP iiber die Modulation der
ACh-Freisetzung antagonistisch auf den NO-Effekt wirken. Wie oben beschrieben
kann die Stimulation nicotinerger a7 Rezeptoren in Hinterwurzelganglien die
Synthese von NO induzieren (Haberberger et al. 2003). So kdnnte PACAP iiber die
Blockade der AChR eine NO-Synthese vermindern. Andererseits wére es ebenfalls
moglich, dass PACAP und NO sich in ihren Wirkungen ergéinzen bzw. verstirken,
indem NO direkt eine Vasodilatation bewirkt und PACAP indirekt iiber die
Hemmung der ACh-Freisetzung. PACAP vermag aber auch auf direktem Weg eine
Verminderung der ACh-induzierten Kontraktion der glatten Muskulatur des
Gastrointestinaltraktes auszulosen, welche nicht iber AChR vermittelt wird (Mungan
et al. 1992). In diesem Zusammenhang ist besonders interessant, dass PACAP-27 die
Freisetzung von NO auslosen kann (Fox-Threlkeld et al. 1999). Dieses NO wére im
Stande, glatte Muskelzellen des Darms zu dilatieren, ebenso wie es fiir die glatten
Muskelzellen von BlutgefdaBwinden beschrieben ist (Goadsby et al. 1996, Kimura et
al. 1997, Nozaki et al. 1993). Da nNOS in einem sehr hohen Prozentsatz der
gangliondren Zellen lokalisiert ist, und fast die Hélfte aller Zellen auf exogene
Stimulation mit PACAP reagieren, ist auch eine solche Interaktion denkbar. Der
durch PACAP bewirkte Anstieg der intrazelluldren Ca**-Konzentration konnte die
endogene nNOS aktivieren, was wiederum zu einer NO-Produktion fiithren wiirde.
Fox-Threlkeld et al. (1999) beschreiben zwar, dass nur PACAP-27 eine NO-
Freisetzung induzieren kann, nicht aber das in dieser Arbeit eingesetzte PACAP-38,

allerdings konnte dies von Gewebe zu Gewebe unterschiedlich sein.
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Abbildung 92: Mégliche intrazellulire Aktionen von PACAP
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In MOL2.3-positiven Zellen konnte PACAP die Sensitivitidt von a7 nAChR AC-
abhingig erhdhen oder aber PLC-abhéngig hemmen. In MOL2.3-negativen Zellen
kann die Sensitivitdt der nAChR (a7 und a3p4) AC-abhéngig gesteigert bzw. PLC-
vermittelt (a7) gehemmt werden. Uber die Offnung spannungsgesteuerter Ca’'-
Kanile kann PACAP die nNOS aktivieren, NO zu synthetisieren. Uber die Erhéhung
der intrazelluldren Calciumkonzentration kann die Freisetzung von ACh aus den
synaptischen Vesikeln gesteigert werden, oder aber iliber andere Mechanismen
gehemmt.

(AC, Adenylatzyklase; PLC, Phospholipase C)

4.4 Substanz P

Das Vorkommen von Substanz P ist charakteristisch fiir Neurone, die der
Schmerzwahrnehmung dienen. Liu et al. (2000c) gelang der Nachweis von SP in
Neuronen des SPG der Ratte, wihrend andere Autoren zwar keine Hinweise fiir das
Vorkommen von SP in neuronalen Somata, aber in Nervenfasern bzw. synaptischen
Endigungen finden konnten (Grunditz et al. 1994, Lindberg et al. 1986, Lundblad et
al. 1983, Motosugi et al. 1992, Suzuki et al. 1989). Der SP-Rezeptor konnte in vom
SPG innervierten Blutgefdlen sowie in Neuronen des SPG nachgewiesen werden
(Shimizu et al. 1999). Das Neurotransmitter-Coding dieser Arbeit zeigte, dass SP in
MOL2.3-positiven wie —negativen Zellen exprimiert wird (Kapitel 3.1.9). SP konnte
demzufolge bei der sensiblen Innervation von weichem Gaumen, Nasenhohle und

Pharynx die Schmerzwahrnehmung vermitteln (Kahle 2001).

4.5 Noradrenalin und Glutamat

Wihrend der klassische Neurotransmitter Noradrenalin im vegetativen
Nervensystem normalerweise nicht in parasympathischen Neuronen vorkommt,
konnte in einigen parasympathischen, postgangliondren Neuronen die Existenz von
Noradrenalinrezeptoren nachgewiesen werden (Ishibashi et al. 2003, Skoogh 1986,
Skoogh and Svedmyr 1989, Xu and Adams 1993). Keine Berichte gibt es dagegen
tiber die etwaige Expression funktioneller Adrenoceptoren im SPG. Auch in dieser
Arbeit konnte keine Reaktivitit MOL2.3-positiver Zellen des SPG auf Stimulation
mit Noradrenalin hin gezeigt werden (Kapitel 3.3.6).

Kiyama et al. (1993) konnten mittels Immuncytochemie die Existenz von
Glutamatrezeptoren im Ganglion sphenopalatinum der Ratte nachweisen: In den
meisten Hauptneuronen und SIF-Zellen des Ganglions wurden GluR1- und GluR2/3-
immunreaktive Zellen identifiziert. GluR4-Immunreaktivitit konnte nur in SIF-
Zellen gezeigt werden. Im Gegensatz dazu zeigte in der vorliegenden Arbeit keine
der untersuchten MOL2.3-positiven Zellen eine Erhhung der intrazelluliren Ca®*-

Konzentration auf Stimulation mit Glutamat (Kapitel 3.3.7).
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4.6 Schlussbetrachtung und Ausblick

Die Neurone des parasympathischen Ganglion sphenopalatinum werden
cholinerg innerviert und sind selbst auch cholinerg. Ein grofler Teil der cholinergen
Neurone exprimiert zusdtzlich NO und PACAP, sowie Rezeptoren fiir diese
Neurotransmitter bzw. -modulatoren. Zwischen den drei in dieser Arbeit nédher
charakterisierten unterschiedlichen Transmittersystemen des SPG existieren
ausgepragte neuronale Interaktionen. Eine gegenseitige Beeinflussung der Systeme
wire aufgrund der in dieser Studie beobachteten Ergebnisse in vielerlei Hinsicht
denkbar. So konnte Acetylcholin im Sinne einer Autoregulation seine eigene
Freisetzung  triggern  oder iiber die  Erhohung der intrazelluldren
Calciumkonzentration die Synthese von NO induzieren. Auch eine Verminderung
der NO-Freisetzung durch ACh ist nicht auszuschlieBen. NO selbst wiederum kdénnte
im Gegenzug die ACh-Freisetzung steigern oder hemmen. AufBlerdem kann NO
ebenso wie das Polypeptid PACAP die Sensibilitit von nAChR vermindern. PACAP
kann nicht nur eine Sensibilititsverminderung bewirken, sondern — je nach 2™
messenger — auch eine Erhoéhung. Zudem wire eine Beeinflussung der ACh-
Freisetzung aus Neuronen durch PACAP ebenso denkbar wie eine Steigerung der
NO-Synthese.

Der orphan Rezeptor MOL2.3 konnte den Ergebnissen dieser Arbeit zufolge
iiber die Stimulation eines cGMP-vermittelten Signalwegs in adaptive Prozesse des
SPG involviert sein. So wire eine Hemmung der Aktivitit der nAChR durchaus
denkbar, was als physiologische Schutzfunktion gegen iiberméfige Stimulation
interpretiert werden konnte.

Um weitere Hinweise auf die Funktion des MOL2.3-Rezeptors zu erlangen,
wire die Untersuchung eines sympathischen, MOL2.3-exprimierenden Ganglion
interessant. Auflerdem wére selbstverstindlich die Identifizierung des adidquaten
Liganden fiir den MOL2.3-Rezeptor ein wesentlicher Schritt zu Aufkldrung der

Funktion.
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Zusammenfassung

Olfaktorische Rezeptorproteine (OR) gehodren zur Superfamilie der G-Protein
gekoppelten Rezeptoren, wobei einige der transmembranalen OR nicht nur in
chemosensorischen, primiren Sinneszellen des olfaktorischen Epithels, sondern auch
in anderen Geweben nachweisbar sind. So ermdglichte die Co-Expression des griin
fluoreszierenden Proteins (GFP) mit dem kiirzlich identifizierten OR MOL2.3, einem
orphan Rezeptor mit unbekanntem endogenen bzw. exogenen Liganden, in der
transgenen Mauslinie MOL2.3-IGITL die molekularbiologische und fluoreszenz-
mikroskopische Lokalisation des MOL2.3-Genprodukts zundchst in spezifischen,
olfaktorisch sensorischen Neuronen der murinen Riechschleimhaut. GFP-positive
Zellen konnten zusitzlich in distinkten Arealen des Hirnstammes (4rea postrema,
Nucleus tractus solitarii) sowie in umschriebenen Zellpopulationen cranialer und
thorakaler Ganglien des Sympathikus (Ganglion cervicale craniale, Ganglia cervico-
thoracica) bzw. Parasympathikus (Ganglion sphenopalatinum) demonstriert werden.
Zielgewebe, welche efferent von Neuronen des parasympathischen Ganglion
sphenopalatinum (SPG), inklusive zahlreichen, das MOL2.3-Gen exprimierenden
Zellen, innerviert werden, sind die lateralen Nasendriisen, die Harder schen Driisen
sowie bestimmte Segmente cranialer Blutgefalle.

Die Transkription eines OR-Gens wie MOL2.3 in gangliondren Einheiten des
autonomen Nervensystems wirft nun die Frage nach (1) der moglichen Funktion
dieses orphan Rezeptors in den exprimierenden Zellen, bzw. (2) mdglicherweise
unterschiedlichen funktionellen Charakteristika MOL2.3-positiver versus MOL2.3-
negativer Ganglienzellen der Maus auf.

In der vorliegenden Arbeit konnte zundchst demonstriert werden, dass der
MOL2.3-Rezeptor - identifiziert {iber den co-exprimierten histologischen Marker
GFP - in etwa 50 Prozent aller SPG-Neurone der MOL2.3-IGITL Maus exprimiert
wird. Der gleichzeitige, fluorometrische Nachweis zweier Antigene ermdglichte die
detaillierte, immunhistochemische Analyse der murinen, SPG-intrinsischen und
GFP-positiven =~ Neurone und die  Erarbeitung ihres  zellspezifischen
,Neurotransmitter-Coding*. So ergab sich eine signifikante Co-Lokalisation des
orphan Rezeptors mit den cholinergen Markerproteinen Cholin-Acetyl Transferase
(ChAT, >90 %) und vesikuldrer Acetylcholin Transporter (VAChT, 90 %), sowie der
neuronalen Stickstoffmonoxid Synthase (nNOS, 75 %) als generierendem Enzym des
volatilen Botenstoffs Stickstoffmonoxid (NO). Zahlreiche dieser als nitrerg,
cholinerg oder cholinerg/nitrerg klassifizierbaren MOL2.3-positiven Neurone
erwiesen sich dariiber hinaus als cholinerg innerviert, sei es auf klassisch efferente
oder retrograd auto- bzw. pararegulatorische Art und Weise. Einige GFP-positive

Neurone des SPG neonataler Maéuse co-exprimierten die peptidergen
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Neuromodulatoren Pituitary adenylate cyclase activating polypeptide (PACAP) bzw.
Substanz P (SP).

In funktionellen, zellphysiologischen Versuchsansidtzen - durchgefiihrt an
Kurzzeit-kultivierten ~ Ganglienzellen des murinen SPG - sollte mittels
mikrospektrofluorometrischer Ratio-Imaging Technik (Fura-2) die Bedeutung der
immuncytochemisch nachgewiesenen endogenen Neurotransmitter/-modulatoren fiir
die intrazelluldre Signaltransduktion vergleichend in MOL2.3-positiven und
-negativen Neuronen ermittelt, und die Daten miteinander verglichen werden. In
vitro Untersuchungen an MOL2.3-positiven wie -negativen Zellen konnten fiir beide
Zelltypen eine dosisabhidngige, wiederholbare und nicht desensibilisierbare
Stimulierbarkeit mit Acetylcholin nachweisen, wobei der Anstieg der intrazelluléren
Calcium-Konzentration ([Ca®'];) auf dem Einstrom extrazelluldren Calciums in die
Zelle beruhte. Mit Subtyp-spezifischen, cholinergen Rezeptoragonisten konnten die
Acetylcholinrezeptoren (AChR) als iiberwiegend nicotinerg definiert werden, wobei
einzelne Zellen zusétzlich muscarinerge AChR exprimierten. Die nicotinergen AChR
der MOL2.3-positiven und -negativen Zellen lieBen sich als homomere o7
Rezeptoren klassifizieren, diejenigen der MOL2.3-negativen Zellen zusitzlich als
heteromere o3pB4 Proteine. Nach cholinerger Stimulation der Zellen stromte
extrazellulires Calcium zum einen durch die genannten nAChR Subtypen ins
Zytoplasma, zum Teil auch durch sekundédr gedffnete, spannungsabhédngige
Calciumkanile des L-Typs, wie mit Co-Stimulationen durch selektive Calciumkanal-
Blocker demonstriert werden konnte.

Die repetitive Superfusion der Zellpraparationen mit Acetylcholin bei
Ausschluss einer Desensibilisierung der Zellen ermdglichte weiterhin eine
detaillierte Charakterisierung der cholinergen Signaltransduktion MOL?2.3-positiver
und —negativer Zellen im Hinblick auf eine etwaige modulatorische Rolle von NO
oder PACAP. Stimulation mit den potenten NO-Donoren DEA und Nor-1 per se
aktivierten ebenso eine intrazelluldre Signaltransduktionskaskade, bestimmt durch
den Anstieg der [Ca2+]iz. Co-Stimulationen der Zellen mit Acetylcholin und DEA
zeigten dartiber hinaus, dass freigesetztes NO einen transient hemmenden Einflufl auf
die cholinerge Aktivierung der MOL2.3-positiven Zellen, nicht aber der MOL2.3—
negativen Zellen bewirkte. Diese Beobachtung konnte mit der Expression des
MOL2.3-Rezeptors in direktem Zusammenhang stehen. Olfaktorische Rezeptoren
konnen, wie auch NO selbst, cGMP-vermittelt unspezifische Kationenkanile
aktivieren, woraufhin sekundér die Aktivitdt des nAChR vermindert wird.

Etwa die Hélfte der gangliondren Zellen erwies sich als responsiv fiir das
Neuropeptid PACAP, welches — im Unterschied zu NO - zudem eine Hemmung der
Zellantwort auf Acetylcholin in beiden, nicht nur den MOL2.3-positiven

Neuronentypen induzierte. Diese Hemmung diirfte auf einer Desensibilisierung der
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Zusammenfassung

a7 nAChR durch PACAP beruhen. Das Neuropeptid PACAP konnte im Rahmen der
Zell-spezifischen Funktionen des SPG z.B. die Sensitivitit nicotinerger AChR, die
Freisetzung von Acetylcholin, oder mittels Aktivierung von Calciumkanélen des L-
Typs die NO-Synthese modulieren. Die gangliondren Neuronen zeigten sich als
nicht-responsiv fiir Noradrenalin und Glutamat.

Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass zwischen den hier
charakterisierten Transmittersystemen des Ganglion sphenopalatinum der neonatalen
Maus komplexe hemmende wie auch aktivierende Interaktionen mdoglich sind. Der
MOL2.3-Rezeptor konnte demzufolge im Ganglion sphenopalatinum eine essentielle
Rolle bei adaptiven neuronalen Prozessen spielen und die Zellen so vor Stimulation

mit zu starken Stimuli schiitzen.
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Summary

Olfactory receptor proteins belong to the superfamily of G-protein coupled
receptors. Certain members of the transmembranal olfactory receptor group appear to
be expressed not only in chemosensory neurons of the olfactory epithelium but also
in other tissues. In the transgenic mouse line MOL2.3-IGITL, a recently identified
olfactory receptor gene encoding an orphan receptor with yet unknown endo- or
exogenous ligand is co-expressed with green-fluorescent protein (GFP). Employing
expression of GFP as histologically identifiable marker protein, the MOL2.3 gene
product can be detected in olfactory sensory neurons of the mouse nasal epithelium.
GFP-positive cells can additionally be localized in distinct areas of the brainstem
(area postrema, nucleus tractus solitarius) and cell populations within certain
sympathetic (cervical cranial and cervicothoracic ganglia) and parasympathetic
(sphenopalatine ganglion) cranial and thoracic ganglia. Target tissues innervated by
sphenopalatine ganglionic cells in general are the lateral nasal glands, the Harderian
glands and distinct sections of cranial blood vessels. All these tissues receive input
from MOL2.3 gene expressing sphenopalatine ganglionic cells.

Transcription of an olfactory receptor gene like MOL2.3 in neurons of the
autonomic nervous system raises the interesting question about (1) a putative
functional role of the encoded orphan receptor protein in these cells and (2) different
functional characteristics of MOL2.3-positive versus —negative ganglionic cells.

Within the autonomic sphenopalatine ganglion of newborn mice, some 50 % of
all ganglionic cells express the orphan olfactory receptor MOL2.3, detectable via
GFP-positive immunofluorescence. Neurochemical transmitter coding reveals
distinct patterns of MOL2.3 co-localization preferentially with choline acetyl
transferase (ChAT >90 %), vesicular acetylcholine transporter (VAChT 90 %) as
well as neuronal nitric oxide synthase (nNOS 75 %). High numbers of these
nitrergic, cholinergic or cholinergic/nitrergic MOL2.3-positive neurons receive
innervation from cholinergic cells, whether of classical efferent or auto- e.g.
pararegulatory origin. A few MOL2.3 positive neurons also express pituitary
adenylate cyclase activating peptide (PACAP) and substance P (SP).

In functional, cell physiological approaches, using the ratio imaging method
(fura-2), the role of the immunohistocemically detected endogenous
neurotransmitters/-modulators for intracellular signal transduction should be defined
and compared between MOL2.3-positive and -—negative cells. In vitro signal
transduction studies of MOL2.3-positive as well as —negative cells revealed dose-
dependent, repetitive and non-desensitizing rises in intracellular calcium
concentration due to stimulation with acetylcholine (ACh). The rise in intracellular

calcium was based on extracellular calcium influx. The ACh receptors (AChR) in the
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Summary

sphenopalatine ganglionic cells predominantly belonged to the nicotinergic subtype
whereas some cells additionally expressed muscarinic receptors. The nicotinic
acetylcholine receptors (nAChR) of the MOL2.3-positive cells proved to be of the a7
subtype; in MOL2.3-negative cells the subunit-compositions a334 as well as a7 were
expressed. Co-stimulation experiments with selective calcium channel blockers
demonstrated, that after cholinergic stimulation calcium entered the cytosol through
nAChR as well as secondary opened L-type calcium channels.

Repetitive superfusion of the cell preparation with acetylcholine at 10™* M/I
excluded desensitisation phenomena and allowed detailled characterization the
cholinergic signal transduction in MOL2.3 positive and -negative cells with regard to
the putative modulatory role of NO or PACAP. Stimulation with the potent nitrergic
substances DEA and Nor-1 also activated an intracellular signal transduction
cascade, which finally resulted in an increase in intracellular calcium. Co-application
of ACh and DEA led to significantly reduced elevations in intracellular calcium as
compared to cholinergic stimulation without NO in MOL2.3-positive but not
-negative cells. These observations could be linked to the expression of the MOL2.3-
receptor. Olfactory receptors are, as NO per se, able to activate cyclic nucleotide
gated cation channels in a cGMP-dependent manner, followed by decreased activity
of nAChR.

About half of the ganglionic cells proved responsive to stimulation with the
neuropeptide PACAP. PACAP caused an inhibition of the cholinergically induced
cellular responses, which was seen not only in MOL2.3-positive but also -negative
cells. This inhibition could be the result of a desensitisation of a7 nAChR by
PACAP. However, PACAP might be involved in various cellular functions. For
example it could in- or decrease the nAChR-sensitivity or the liberation of ACh. Via
activation of L-type calcium-channels PACAP could further induce or increase NO-
synthesis. The ganglionic neurons did not respond to norepinephrine or glutamate.

Summarizing the results of this study there are different, inhibitory as well as
activating interactions between the different transmitter-systems in the murine
sphenopalatine ganglion. The MOL2.3-receptor might play an essential role in

adaptive neuronal processes to protect the cells against strong stimuli.
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