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1. Einleitung

Die peripheren Nervenendigungen von unmyelinisierten, primar afferenten
Nervenfasern sind entscheidend fir die Transduktion und Transformation von
thermischen und nozizeptiven Sinnesreizen. Wegen der geringen GroRRe dieser
Strukturen sind sie fir konventionelle elektrophysiologische Untersuchungstechniken
nicht zuganglich. Deshalb werden bei experimentellen Studien in der Regel die
relativ grol3en Zellkérper von unmyelinisierten Afferenzen in Hinterwurzelganglien als
Modellmembran fir die peripheren Nerventerminalen verwendet. In der vorliegenden
Arbeit wurde hingegen untersucht, ob evtl. auch an der axonalen Membran von
unmyelinisierten Nervenfasern im peripheren Nervenstamm entsprechende
Eigenschaften von Nervenendigungen gefunden werden kénnen. Isolierte Segmente
von peripheren Nerven koénnen auch von Patienten gewonnen werden und
funktionelle Untersuchungen an den unmyelinisierten Nervenfasern in diesen
Praparaten sind maoglicherweise fur das Verstandnis der Pathophysiologie von
Neuropathien hilfreich. Spezifisch wurde untersucht, ob die axonale Membran eine
Chemosensitivitat fir Purine besitzt. Freisetzung von ATP aus verletzten Zellen

erregt die peripheren Endigungen von nozizeptiven Afferenzen.

Die vorliegende Arbeit widmet sich somit der Methodik zur Bestimmung der
Erregungsleitungsbeeinflussung von unmyelinisierten Axonen in isolierten
Nervsegmenten in vitro. Sie zeigt anhand einer computergesteuerten Analyse das
Vorhandensein erregungsleitungsbeeinflussender Rezeptoren an der axonalen
Membran nozizeptiver Nervenfasern und legt hierbei bestehende Gemeinsamkeiten

und Unterschiede verschiedener Praparatgruppen unterschiedlicher Spezies dar.

Dabei wird verdeutlicht, dass die Mdglichkeit der Potentialableitung an einzelnen
unmyelinisierten Nerven und die computergestiitzte Verarbeitung durch das
Programm QTRAC® gut verifizierbare Ergebnisse liefert und somit eine sehr gute
Erganzung zu den bisher verfigbaren In-vivo-Studien und Patch-Clamp-Versuchen

darstellt.



Aktionspotential und Stimulation von Nervenfasern

Grundlage  fur  die Erregungsleitung  an Nervenfasern  stellt  das
Ruhemembranpotential dar, welches hauptsachlich auf einem Diffusionspotential fur
Kaliumionen beruht. Es betragt etwa —80 mV.

Durch verschiedene Einflisse, z.B. Rezeptoraktivierung, Verletzung, Anlegen von
elektrischem Strom, kann dieses Potential positiv (Depolarisation) oder negativ
(Hyperpolarisation) verandert werden. Bis zu einem gewissen Grenzwert erfolgt
diese Veranderung lokal, d.h. es erfolgt keine Weiterleitung der Potentialanderung
entlang der Membran. Fir menschliche Nervenfasern betragt diese Schwelle etwa
-60 mV. Kommt es durch einen Reiz zu einer Depolarisation, welche diese Schwelle
Uberschreitet, so entsteht ein Aktionspotential, das sich entlang der Membran stets
mit gleicher Struktur und Amplitude im Sinne einer ,Alles oder Nichts“-Reaktion
ausbreitet. Hierbei werden kurzzeitig Na'-Kanale aktiviert, Natrium stromt in die
Nervenfaser ein, das Membranpotential bricht zusammen bzw. wird sogar positiv
(Overshoot). Dieser Einstrom lasst sich linear steigern durch eine vorherige
Membranhyperpolarisation bis —100mV. Durch einen allmahlichen Anstieg der K-
Leitfahigkeit kommt es nachfolgend wieder zur Repolarisation, wobei wiederum eine
kurzzeitige Hyperpolarisation entstehen kann. Die Na'-K*-Pumpe sorgt indes fir
einen standigen Ausgleich der lonenverteilung.

Durch die in Folge eines lokalen Aktionspotentials entstehende Ladungsdifferenz zu
den benachbarten Membranabschnitten kommt es entlang der Membran zu
entsprechenden lonenstromen zum Ausgleich dieser Differenzen. Diese
Umverteilungen fuhren an unmyelinisierten Nervenfasern wiederum zu einer
Depolarisation der angrenzenden Bereiche, welche bei ausreichender Stéarke auch
hier wieder neue Aktionspotentiale erzeugen kann. Somit kommt es durch eine
immer neue Auslosung von Aktionspotentialen zur Weiterleitung einer einmal

erzeugten Erregung Uber die gesamte Lange der Nervenfaser.

Purinozeptoren

Neben der mechanischen Reizauslésung spielt die chemische Aktivierung von
sensorischen Neuronen eine wichtige Rolle im somatosensorischen System. In der
Vergangenheit konnte eine Vielzahl von entsprechenden Rezeptoren identifiziert

werden. Neben Rezeptoren fur Acetylcholin, Adrenalin, Aminoséuren, Bradykinin,

4



Capsaicin, Serotonin etc. scheinen hierbei nach neueren Beobachtungen auch
solche fur ATP und weitere Adenosinnukleotide eine ernstzunehmende Rolle vor
allem im Schmerzgeschehen zu spielen. Diese Rezeptoren werden als
Purinozeptoren bezeichnet.

Erste Hinweise auf eine Wirkung von ATP an sensorischen Neuronen gab es bereits
vor uber 40 Jahren [32]. Bis dahin existierte eine dogmatische Einteilung von Nerven
hinsichtlich ihrer Transmittersubstanzen in adrenerg und cholinerg. Der Nachweis
von ATP als Neurotransmitter erfolgte allerdings erst 1970 [16]. Zwei Jahre spéater
wurde der Begriff "purinerger” Nerven gepragt [11]. Eine Vielzahl von Versuchen mit
sehr unterschiedlichen Ergebnissen folgte in den Jahren darauf, was zeigte, dass die
Gruppe der Purinozeptoren sehr umfangreich und vielgestaltig ist. Als Konsequenz
erfolgte 1978 eine Unterteilung in durch Adenosin aktivierte P1-Rezeptoren und P2-
Rezeptoren, welche vorwiegend durch ATP stimuliert werden [12]. Weitere
notwendige Differenzierungen innerhalb der P2-Gruppe fuhrten 1985 zur Benennung
der Typen P2X und P2Y [17]. Basis fur diese Einteilung war zum damaligen
Zeitpunkt die durch P2X initiierte Vasokonstriktion und Kontraktion glatter Muskulatur
im Gegensatz zu der via P2Y hervorgerufenen Vasodilatation und Muskelrelaxation.
In der Folge konnten weitere P2-Rezeptoren mit unterschiedlichen physiologischen
Wirkungsmustern und Affinitat zu verschiedenen Purinen bestimmt werden, und
diesen wurden verschiedene Buchstaben zugeordnet: P2T und P2Z [28], P2U [58]
und P2D [64]. Bei genaueren Untersuchungen all dieser Gruppen zeigte sich aber,
dass diese teils spezifische Gemeinsamkeiten aufweisen, welche eine andere,
systematische Einteilung sinnvoll machen. Aus diesem Grunde wurde 1994 eine
neue Nomenklatur und Klassifikation verabschiedet, welche bis heute Giultigkeit
besitzt [25]. In dieser existieren nur zwei Hauptgruppen von P2-Rezeptoren: P2X und
P2Y. Alle weiteren, oben genannten Gruppen wurden diesen zugeordnet. Grundlage
fur die Differenzierung zwischen diesen beiden Gruppen bildet der Mechanismus der
Kanalaktivierung, welche bei P2X durch direkte Ligandenbindung an die
Kationkanéle erfolgt ("ionotrop™), wahrend er bei P2Y Uber G-Protein-Aktivierung mit
cAMP als second messenger vermittelt wird ("metabotrop™). Aktivierung von P2X-
Rezeptoren resultiert somit in einer relativ schnellen, kurzen Reaktion, wahrend die
via P2Y vermittelte Antwort einen vergleichsweise tragen Verlauf zeigt. Derzeit gibt
es innerhalb der P2X-Gruppe 7 bekannte Subtypen, in der P2Y-Gruppe 8. Bei den
P1-Rezeptoren sind zudem 4 Subtypen bekannt (A1, A2a, A2b, A3) [8].



Die P2X-Subtypen bestehen aus glykosylierten Proteinen mit intrazellularen C- und
N-Termini, zwei transmembranalen Anteilen und einer extrazellularen Schleife [18,
86]. Ein lonenkanal wird dabei aus 3 oder 4 solcher Proteine gebildet [15, 18].
Hierbei kann es sich sowohl um Homomere als auch um Heteromere der P2X-
Subeinheiten handeln [81]. Diese Kandle sind durchlassig fur mono- und divalente
Kationen [86]. a,3-meATP gilt als effektiver Agonist an P2X-Rezeptoren [14].

Einen besonderen Status im Hinblick auf die Thematik dieser Arbeit nimmt der
Subtyp P2X3 ein, da seine Préasenz als spezifisch fur dinne und mittlere sensorische
Neuronen gilt [20, 46]. Es konnten aber auch die Subtypen 1 bis 6 in sensorischen
Neuronen des Ganglion spinale, Ganglion trigeminale und Ganglion inferius nervi
vagi nachgewiesen werden [87]. Neben P2X3 gilt P2X2 als wichtigster fur die
Vermittlung nozizeptiver Stimuli verantwortlicher Subtyp. Beide scheinen dabei
sowohl als Homomere als auch als Heteromere vorzukommen [75, 80, 81]. Im
Gegensatz zu reinen P2X3-Rezeptoren zeigen in Oozyten geformte P2X2/3-
Rezeptoren eine dem P2X2-Subtyp entsprechende deutlich langsamere
Desensitisierung und ausgepragte pH-Abhangigkeit [46, 57, 79]. Allerdings scheint
es doch deutliche Unterschiede in den Reaktionsmustern rekombinanter und nativer
P2X-Rezeptoren zu geben [56].

Die P2Y-Subtypen besitzen einen intrazellularen C-Terminus, 7 transmembranale
Anteile mit entsprechenden intra- und extrazellularen Schleifen sowie einen
extrazellularen N-Terminus. Die P2Y-Rezeptor-vermittelten Reaktionen erfolgen auf
Grund der Wirkungsweise Uber ein second-messenger-System deutlich langsamer
als die durch P2X hervorgerufenen [14]. Als starkster Agonist gilt 2-Methylthio-ATP
[14].

Threshold Tracking

Das konventionelle Verfahren zur Messung der Erregbarkeit von Nervenfasern
besteht darin, den zu untersuchenden Nerven mit fester supramaximaler Reizstarke
und —dauer zu stimulieren. Uber Elektroden wird das Summenaktionspotential
abgeleitet und quantitative sowie qualitative Parameter des Antwortsignals bestimmt.
Die dieser Arbeit zu Grunde liegende Methode des ,Threshold Tracking” wurde
erstmals 1970 von Joseph Bergmans beschrieben [3]. Sie ist dem herkbmmlichen
Verfahren insofern tberlegen, als die gewonnenen Ergebnisse unabhangig von der



Anzahl der erregten Nervenfasern sowie der Lange und der Leitungsgeschwindigkeit
der Nerven sind. Der physiologische Hintergrund dieses Verfahrens besteht darin,
dass die einzelnen Fasern eines Nerven unterschiedliche Schwellen zur Auslésung
eines Aktionspotentials besitzen. Wird nun mit einer geringeren als der zur
Auslosung eines maximalen Summenaktionspotentials notwendigen Stromstarke
gereizt, so ist die Starke des erzeugten Summenaktionspotentials proportional zur
Anzahl der aktivierten Nervenfasern. Somit kann trotz der Alles-oder-Nichts-Antwort
einer singularen Nervenfaser das SAP auf prozentuale Anteile der Maximalreaktion
reduziert werden.

Ein solcher prozentualer Anteil wird willkirlich als Schwelle (Threshold) festgelegt.
Kommt es nun durch verschiedenartige Einflisse (Reizung des Nerven,
Rezeptorreaktionen, pathologische Veranderungen etc.) zu einer Anderung der
Erregungsschwellen der Nervenfasern, so ist eine Anderung des
Stimulationsstromes (oder der Stimulationsdauer) notwendig, um die Reizantwort
konstant zu halten. Die ndtige Stromanderung ist somit ein sehr guter Indikator zur
Bestimmung der Erregbarkeitsénderung des Nerven.

Anfanglich verhinderten allerdings technische Schwierigkeiten die routinemafige
Umsetzung des von Bergmans entwickelten Verfahrens. Erst 1979 konnte mit dem
.rThreshold tracker erstmals ein Geréat vorgestellt werden, welches den
regeltechnischen Anforderungen dieser Methode gerecht wurde [69]. In den 80er und
90er Jahren wurde die Technik des Threshold Tracking vor allem von Bostock
weiterentwickelt und durch die moderne Computertechnik einem breiteren
Anwendungsspektrum zuganglich gemacht. Die Verfahren von Bostock und das von
ihm entwickelte MS-DOS-Programm QTRAC® liegen der Methode dieser Arbeit zu

Grunde.



2. Fragestellung und Ziel

Ziel der Untersuchung war es, die Beeinflussung der Erregungsleitung
unmyelinisierter Axone durch verschiedene Substanzgruppen, insbesondere durch
Purine, zu bestimmen und dabei Gemeinsamkeiten und Unterschiede zwischen den
einzelnen Préparateklassen festzustellen. Hierzu wurde die Wirkung verschiedener
korpereigener Substanzen als auch Fremdsubstanzen auf die Praparate untersucht
und die Mdglichkeit zur Blockade dieser Wirkungen bestimmt. Auf diesem Wege
sollte zudem der Versuch einer Charakterisierung der vorhandenen Rezeptoren
erfolgen.

Mit dem Verfahren des ,in vitro Threshold Tracking” kam hierbei eine géanzlich neue
Technik zum Einsatz. Es sollte untersucht werden, inwiefern dieses Verfahren der
gestellten Fragestellung gerecht werden kann, und ob es eine Verbesserung zu den
bisher verwendeten Methoden darstellt.

Die umfassende Auseinandersetzung mit der hierzu bislang verfligbaren Literatur
dient der Einordnung der dabei gewonnenen Erkenntnisse in den aktuellen Stand

des zu dieser Thematik verfligbaren Wissens.



3. Material und Methode

Methode

Als zur Bestimmung der Beeinflussbarkeit der Erregungsleitung von Nervenfasern zu
Grunde liegendes Verfahren wurde die von Bostock beschriebene Methode des in
vivo Threshold Tracking mittels des Programmes QTRAC fir die Untersuchung an

Nervenfasern in vitro modifiziert.

Abbildung 1 verdeutlicht die Durchfihrung des Threshold Tracking und die dabei
erzielten Auswirkungen der genutzten Versuchsparameter. Als Beispiel dient die

Applikation von a,B-meATP (20 yuM) an einem Praparat des N. vagus der Ratte.
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Abb. 1: Threshold Tracking am N. vagus der Ratte

Die Abbildung zeigt verschiedene Kurvenverlaufe eines Threshold-Tracking-
Messdurchganges an einem Vagus-Praparat der Ratte, alle aufgezeichnet mit
dem Programm QTRAC. Hierbei wurden 3 Stimulus-Konditionen getestet und
durch 3 entsprechende Kandle des Programmes QTRAC gesteuert und
dargestellt.

In Kanal 1 wurde durch einen regelmalRigen supramaximalen Stimulus die
Maximalamplitude des C-Faser-Summenaktionspotentials erzeugt. Der hierzu
erzeugte Stimulationsstrom blieb stets konstant. Die Applikation von a,B-
meATP flhrte dabei zu einer geringfligigen Anderung der Peak-Amplitude.

In Kanal 2 wurde die Zielamplitude des Summenaktionspotentials auf 40% der
in Kanal 1 erzeugten Maximalamplitude festgelegt (,Schwelle®). Der erzeugte
Stimulationsstrom wurde vom Computer so geregelt, dass dieser Wert
weitgehend konstant blieb (,Schwellenstrom®). Im dargestellten Beispiel
reduzierte a,-meATP den Strom, welcher zum Erreichen der Schwelle benétigt
wurde.
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In Kanal 3 wurde das gleiche Protokoll wie fiir Kanal 2 genutzt, dem Testimpuls
ging jedoch zusatzlich ein hyperpolarisierender Prapuls mit einer Starke von
40% des Testimpulses und einer Dauer von 50 ms voran. Hierdurch wurde die
durch a,B-meATP hervorgerufene Reduktion des notwendigen
Schwellenstromes noch weiter verstarkt. Derartige hyperpolarisierende
Prapulse wurden in allen im Rahmen dieser Arbeit durchgefiihrten Experimente
genutzt.

Praparate

Die Untersuchung wurde durchgefiihrt an 86 Nervpraparaten, welche folgenden

Gruppen entstammten:

- Ratten-Vagus: 30 Praparate
- Ratten-Suralis: 26 Praparate
- humaner Suralis: 30 Praparate

Die Rattenpraparate wurden enthnommen von Wistar-Ratten mit einem Gewicht
zwischen 250 und 450 g. Die Entnahme der Nerven erfolgte am lebenden Objekt
nach Vollanasthesie mit Chlorhydrat (50 mg / 100 g Korpergewicht, i.p.). Nach der

Entnahme wurden die Ratten durch eine intrakardiale Uberdosis Chlorhydrat getotet.

Die humanen Nerven stammen von Patienten der chirurgischen Poliklinik des
Klinikums Innenstadt der Ludwig-Maximilians-Universitat Minchen. Das Alter der
Patienten betrug 35 bis 89 Jahre, der Mittelwert lag bei 63 Jahren. Die Entnahme der
Nerven erfolgte im direkten Anschluss an eine Amputation von Ober- bzw.
Unterschenkel noch wahrend der Operation. Operationsindikation war in allen Fallen
eine periphere arterielle Verschlusskrankheit. Die Genehmigung fur die
Nerventnahme erfolgte durch die Ethikkommission der LMU Minchen. Die
Aufklarung der Patienten und eine schriftliche Einverstandniserklarung erfolgte am
Vortag der Operation. Eine Kopie des Aufklarungsbogens befindet sich im Anhang.

Bei allen Praparaten wurde das Epi- und Perineurium entfernt und isolierte Segmente
von etwa 25 mm Lange gewonnen. Die humanen Nerven sowie der Ratten-Suralis

wurden zuséatzlich in mehrere einzelne Faszikel dissoziiert.
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Die Lagerung der Préaparate erfolgte in HEPES-Nahrldsung bei einer Temperatur von
5C. Diese enthielt 118mM NaCl, 3mM KCI, 1.5mM CaCl,, 1ImM MgCl, 25mM
NaHCO3;, 1.2mM H,PO,4 und 5mM Glucose. Die maximale Lagerungsdauer bis zur

Durchfiihrung der Versuche betrug 36 Stunden.

Setup

Die gewonnenen Praparate wurden im Anschluss bis maximal 36 Stunden nach ihrer
Entnahme in die Versuchsanordnung eingegliedert. Zur Lagerung und Versorgung
der Nerven wéahrend der Versuche diente hierbei eine Kunststoffkammer, welche
3 ml Organbad enthielt. Der Nerv wurde an beiden Enden in eine Saugelektrode
eingefiihrt (Abstand ca. 5 mm) und die Elektrode am Ubergang zum Organbad mit
Vaseline isoliert. Eine der Elektroden diente hierbei als Stimulationselektrode, die
andere als Messelektrode zur Ableitung der Membranpotentiale [29]. Eine
indifferente Elektrode war am Rand der Kunststoffkammer angebracht.

Die Kammer war integriert in einen Perfusionskreislauf mit einer FlieRgeschwindigkeit
von 12 ml/min. Das als Perfusionslésung dienende Organbad entsprach in seiner
Zusammensetzung der zur Lagerung der Praparate verwendeten Nahrlésung. Es
erfolgte eine Durchgasung mit 95% O, und 5% CO,, die Temperatur des
Organbades betrug fur alle hier dargestellten Messdurchgange 37<C.

Die elektrische Stimulation erfolgte durch ein Elektrostimulationsgerat des Typs A395
der Firma WPI (Sarasota, USA), welches durch eine Steuerkarte Typ DT2812 (Data
Translation) angesteuert wurde.

Die computergestitzte Regelung des Eingangssignals nach Modulation durch einen
Verstarker sowie die Auswertung des abgeleiteten Membranpotentials und die
Aufzeichnung und  Darstellung der Messwerte wurde mittels des
Computerprogramms QTRAC® durchgefiihrt (© Institute of Neurology, London).
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Abb. 2: Schema der Versuchsanordnung

Das zu untersuchende Nervsegment befindet sich im Zentrum der
Kunststoffkammer, locker aufgespannt zwischen zwei Saugréhrchen, welche
mit Vaseline gegen das Hauptlumen der Kammer isoliert sind. Die Kammer wird
standig mit Nahrlésung durchspilt. Je eine Elektrode befindet sich in den
beiden Saugrbhrchen sowie am Rand der Kammer, eingetaucht in die
Perfusionslosung. Angeschlossen daran sind der Stimulator und der Verstarker,
welche ihrerseits mit der zentralen Computereinheit verbunden sind.

QTRAC ist ein MS-DOS-basiertes Programm, welches am Londoner Institute of
Neurology speziell fir Threshold-Tracking-Experimente in vivo entwickelt wurde.
Dieses ist jedoch ohne softwareseitige Modifikationen auch fir In-vitro-Studien
nutzbar. In der vorliegenden Arbeit wurde die Version 4.4 eingesetzt. Die Software
gestattet die simultane Darstellung verschiedener Messwerte, wie des generierten
Summenaktionspotentials, der Schwellenwertkurven und der Peak-Kurven. Hierbei

kbnnen mehrere Kanale mit unterschiedlichen Stimulationsparametern (Starke des
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Prapulses, Ausmald der Stromstarkeanderung etc.) definiert werden und diese
gemeinsam oder getrennt in unterschiedlichen Spuren dargestellt werden. Diese
Parameter kénnen zudem auch wahrend der laufenden Messungen jederzeit

modifiziert werden.

Die Dauer der Versuche betrug zwischen 36 und 446 Minuten, Grinde fur die
Beendigung waren in der Regel ein deutliches Absinken des Peak-Wertes oder eine
signifikant ~ verminderte Reaktionsfahigkeit — auf  regelméaRig  applizierte
Kontrollsubstanzen. Auch Probleme mit dem Perfusions- oder Stimulations- und

Messsystem fihrten in einigen Fallen zum Abbruch der Versuche.

Prifsubstanzen

Die auf ihre Rezeptorwirkung hin untersuchten und im Rahmen dieser Arbeit
beriicksichtigten Substanzen waren a,3-Methylen-ATP (a,-meATP), B,y-Methylen-
ATP (B,y-meATP), Adenosin, Adenosindiphosphat (ADP), Adenosintriphosphat
(ATP), CGS-21680, Cyclopentyladenosin (CPA), Diadenosinpentaphosphat (Ap5A)
und N-Ethylcarboxamido-Adenosin (NECA).

Als Rezeptorblocker / Antagonisten der erzielten Nervantworten kamen Alloxazin,
1,3-Dipropyl-8-Cyclopentaxanthin ~ (DPCPX), MRS-1220, Pyridoxalphosphat-
Disulfonsaure (PPADS) und Trinitrophenyl-ATP (TNP-ATP) zum Einsatz.

Erworben wurden die verwendeten Substanzen von den Firmen Biotrend (KolIn,
Deutschland), Molecular Probes (Leiden, Niederlande) und Sigma (Deisenhofen,

Deutschland). Die Lagerung erfolgte den Herstellervorschriften entsprechend.

Durchfiuhrung

Nach Vorbereitung des Setup (Aufbau des Perfusionssystems, Aufflllen der
Perfusionslosung und Regulierung der Durchflussmenge, Einstellen der Temperatur
und der Durchgasung) erfolgte die Entnahme der Faszikel aus der Nahrlésung und
die Eingliederung in die Kunststofftkammer. Hierzu wurden die Enden der Faszikel
mittels einer Pipette in die Saugelektrodenréhrchen ca. 5-10 mm eingesogen und die
in die Lo6sung reichenden Enden der RoOhrchen mit Vaseline abgedichtet.

Anschliel3end erfolgte der Anschluss des Messsystems. Je eine Elektrode wurde an
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den Enden der Faszikel in die Elektrodenrohrchen eingebracht (Reizelektrode,
Messelektrode). Eine indifferente Elektrode wurde am Rand der Kunststoffkammer in
die Perfusionslésung eingetaucht. Nach Konnektierung aller elektrischen
Verbindungen, Einschalten von Computer, Verstarker und Elektrostimulationsgerat
sowie Wahl der Vorverstarkung und Offseteinstellung wurde das Programm QTRAC
gestartet.

Der erste Schritt nach dem Laden einer Konfigurationsdatei zur Voreinstellung
gebrauchlicher Programmparameter diente hierbei der Optimierung des
Grundsignals, um ein Rauschen und auftretende Artefakte zu minimieren. Hierzu
wurde gegebenenfalls die Isolierung der Saugelektroden nochmals optimiert und die
Empfindlichkeit der voreingestellten Messparameter moduliert.

Nach Einstellung des Stimulationsgerates, Stimulation des Nerven und grafischer
Darstellung des Summenaktionspotentials erfolgte die Festlegung des Messbereichs
zur Bestimmung der Amplitude. Hierzu wurde ein zeitliches Messfenster definiert
(Fensterstart und -breite), innerhalb welchen das Programm Minimum und Maximum
der Messwerte bestimmt.

Jetzt wurde der Nerv mittels manueller Festlegung der Reizstarke wiederholt
stimuliert, um die zum Erreichen des maximalen Summenaktionspotentials
notwendige Stromstarke zu definieren. AbschlieBend zur Voreinstellung der
Programmparameter erfolgte die Festlegung der Stimulationsdauer (Testwidth),
welche zwischen 0,7 ms und 2 ms betrug. Gegebenenfalls konnte bei einer hohen
Schwankungsbreite des Antwortsignals eine zusatzliche Signalglattung durch
Bestimmung des Mittelwertes einer beliebigen Anzahl von
Summenaktionspotentialen erreicht werden. Dies war jedoch nur selten erforderlich,
und es mussten auch nie mehr als 3 Signale hierfur hinzugezogen werden, um somit
eine ausreichend schnelle Verfolgung der Messschwelle zu gewahrleisten.

Nach der Definition aller genannten Parameter wurde die Messreihe gestartet und
die fur die Messung genutzte Schwellenamplitude festgelegt. Diese konnte fir jeden
Messkanal beliebig eingestellt und auch wahrend des Testverlaufs stets verandert
werden. Standardfestlegung fur die zu dieser Auswertung hinzugezogenen Daten
waren 30 - 40% der eingangs definierten Maximalamplitude.

Das Programm QTRAC bietet die Mdoglichkeit, eine Anzahl von Messkanélen
festzulegen, welchen verschiedene Messparameter zugewiesen werden kénnen. In

den durchgefiihrten Messungen wurden in der Regel 3 Kanéle genutzt, die sich

15



durch die Starke des verwendeten Prapulses unterschieden. Hintergrund hierbei ist
die Beobachtung, dass bei Einsatz eines hyperpolarisierenden Stromes vor der
Ausloésung des Testimpulses die Erregungsfahigkeit des Nerven erhoht wird [29]. Die
genutzten Prapulse der 3 Messkandle betrugen 0%, 20% und 40% der
Stimulationsamplitude und besal3en eine Dauer von 50 ms.

Weitere genutzte fakultative Einstellparameter waren die Festlegung des ,Tracking
Error®, d.h. der notwendigen Abweichung von der gewiinschten Schwellenamplitude,
bei welcher eine Anderung des Stimulationsstromes durch des Programm QTRAC
ausgelost werden sollte, sowie eines Schrittmusters, mit welchem festgelegt wurde,
in welchen Schritten diese Stromstarkené&nderung erfolgen sollte (in der Regel 1, 4,
8, 16).

Nach dem Erreichen der Schwellenamplitude fir alle Messkanale wurden nochmals
etwa 5 Minuten abgewartet, um einen ausgewogenen Verlauf der Messkurven im
Sinne eines ,steady state” zu erreichen.

Die zu nutzenden Prifsubstanzen wurden in entsprechender Menge bereitgestellt,
um mit dem in den jeweils vorgesehenen Messzylindern enthaltenen Volumen die
gewilnschte Konzentration zu ergeben. Pulverférmige Substanzen wurden hierzu
mittels einer elektronischen Laborwaage abgewogen und mit einer geringen Menge
Perfusionsflissigkeit gelost.

Bei erster Nutzung einer Prifsubstanz wurde 3 — 5 Minuten vor Messbeginn ein
Scheinwechsel durchgefuhrt, bei welchem Zu- und Abfluss des Perfusionssystems
aus dem Hauptperfusionsbehdlter in den fir die entsprechende Substanz zu
nutzenden Messzylinder mit vortemperierter Perfusionslésung umgesetzt wurden.
Eine signifikante Anderung des Antwortsignals sollte hierbei nicht erfolgen,
anderenfalls wurde Durchgasung und Temperatur der Lésung kontrolliert und
korrigiert und im Anschluss ein erneuter Scheinwechsel durchgefuhrt. Nach
erfolgreichem  Scheinwechsel, welcher in der Dokumentation und im
Programmprotokoll zeitlich festgehalten wurde, wurde die Priufsubstanz mit einer
Eppendorf-Pipette in den Messzylinder pipettiert.

Der Zeitpunkt der Zugabe wurde wiederum sowohl im Programmprotokoll als auch in
der Versuchsdokumentation protokolliert. Wurde eine Prifsubstanz erneut getestet,
so wurde bei Testbeginn der Zulauf des Perfusionssystems in den die Testsubstanz
enthaltenden Messzylinder umgesetzt, der Ablauf erfolgte fir 2 Minuten in das

Abfallgefal3, um eine Verdinnung der Testsubstanz zu verhindern. Im Anschluss
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wurde der Ablauf ebenfalls in den Messzylinder mit der Testsubstanz umgesetzt.

Die Zeit bis zum Erreichen der Nervkammer durch die Prufsubstanz betrug rund 30
Sekunden. Die Dauer einer Messung betrug in der Regel 3 - 5 Minuten. Dieser
Zeitraum wurde bei positiver Reaktion durch das Vorhandensein eines Peaks im
Kurvenverlauf bestimmt. Zur Beendigung einer Messung wurde wiederum der
Zeitpunkt protokolliert, der Zulauf des Perfusionssystems in den HEPES-
Vorratsbehalter und der Ablauf in das Abfallgefal? umgesetzt. Nach 3 Minuten

Auswaschzeit wurde der Ablauf ebenfalls in den HEPES-Vorratsbehélter umgesetzt.
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4. Ergebnisse

In allen Praparatgruppen ist eine klare Abhangigkeit der Erregbarkeit der Axone von
der Zugabe verschiedener Substanzen erkennbar.

Hierbei konnten jedoch starke Reaktionsunterschiede zwischen den einzelnen
Praparatgruppen in Bezug auf die jeweiligen Substanzgruppen dargestellt werden.
Die Ergebnisse sind daher sowohl nach Praparattypen als auch nach
Substanzgruppen einzeln aufgefuhrt.

Die Methode des Threshold Tracking, abgewandelt fir die Arbeit mit in-vitro-
Praparaten erwies sich bei einem Schwellenstrom von 40% des Maximalstromes als
sehr verlasslich. Insbesondere das Verfahren mit hyperpolarisierenden Prapulsen
lieferte gute Ergebnisse. Abbildung 1 macht dies am Beispiel der Applikation von a,f3-
meATP (20 yM) an einem Praparat des N. suralis der Ratte deutlich. In den
folgenden Abbildungen des Ergebnisteils wird daher zumeist auf die Darstellung aller
Kanale verzichtet, und es werden in der Regel nur Messungen mit derartigen

Prapulsen dargestellt.
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Nervus vagus der Ratte:

Die den Wistar-Ratten entnommenen Vagus-Praparate erwiesen sich fir die im
Rahmen dieser Arbeit durchgefluhrten Versuche als am besten geeignet. Sie
zeichneten sich durch ein sehr stabiles und wenig storanfalliges Antwortsignal aus,
welches die geringsten Schwankungen aufwies. Die durchgefiihrten Messungen

unterlagen an den einzelnen Praparaten somit auch der besten Reproduzierbarkeit.

100% =3 mV

stim.

1 ms

Abb. 3: abgeleitetes Summenaktionspotential eines Praparates des Nervus
vagus der Ratte

Abgebildet ist im oberen Anteil der Ausschnitt einer Momentaufnahme des in
Messspur 1 des Programmes QTRAC® dargestellten Eingangssignals der
Datenverarbeitungssequenz. Er zeigt ein unmanipuliertes
Summenaktionspotential eines Vagus-Praparates der Ratte bei einer der
maximalen Amplitude entsprechenden Reizstarke. Darunter befindet sich eine
schematische, zeitsynchrone Abbildung des daflr genutzten Reizstromes.

Der erste Peak entspricht der direkten Ableitung des Reizstromes auf das
Messsystem. Der zweite Peak ist ausgelost durch das reaktive
Summenaktionspotential langsam leitender Faserpopulationen des Faszikels
(C-Fasern). Der zwischen den beiden horizontalen Balken befindliche Bereich
entsprichnt 100% der fur die weiteren Berechnungen und submaximalen
Reizungen des Praparates zugrundeliegenden Amplitude.

Zwischen verschiedenen Praparaten des Nervus vagus der Ratte kam es jedoch
auch hier in Bezug auf die jeweiligen Prufsubstanzen zu starken Unterschieden
hinsichtlich  der Auspragung der Schwellenwertanderung. Die typischen
Reaktionsunterschiede zwischen den verschiedenen genutzten Substanzen waren

aber bei allen Praparaten gleichermaf3en ausgepragt.
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10 min

Abb. 4: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus vagus der Ratte unter
Applikation von a,B-meATP, ATP, Ap5A sowie Blockade durch iso-PPADS

Dargestellt ist der Kurvenverlauf des erzeugten Reizstromes notwendig zur
Erzeugung eines Summenaktionspotentials der C-Fasern des Ratten-Vagus-
Praparates, welches in seiner Amplitude 40% der Maximalamplitude der selben
Faserpopulation entspricht. Zur Optimierung des Signals wurde ein
hyperpolarisierender Préapuls mit einer Starke von 20% des eigentlichen
Reizstromes und einer Dauer von 50 ms vorgeschaltet.

Applikation von 20uM a,B-meATP, 100uM ATP und 40uM Ap5A flr jeweils 2
Minuten resultierte in einer signifikanten Reduktion des benétigten Stromes zur
Konstanthaltung des Antwortsignals. a,f-meATP und Ap5A erzeugten hierbei
eine sehr heftige Reaktion mit steilem Verlauf sowohl der Onset- als auch der
Return-Phase und einer groBen Amplitude von 22,3% fur a,8-meATP und
19,8% fur Ap5A. Der Verlauf bei Applikation von ATP hingegen stellte sich in
allen Anteilen wesentlich langsamer und weniger stark ausgepragt dar. Die
Schwellenreduktion fir ATP betrug 8,6%. Durch gleichzeitige Applikation von
isS0-PPADS in einer Konzentration von 50 yM konnte die Wirkung von a,-
meATP und Ap5A nahezu vollstandig blockiert werden, wohingegen die ATP-
Wirkung kaum beeinflusst wurde.

Die starkste Reaktion an den Ratten-Vagus-Praparaten zeigte sich, wie in Abb. 4
dargestellt, bei Applikation von a,B-meATP, einem Agonisten von P2X-Rezeptoren.
Die dabei zu verzeichnende Steigerung der Erregbarkeit war am Vagus der Ratte
auBerdem deutlich groRBer als bei den anderen Praparaten. Die mittlere
Schwellenanderung betrug 18,8% fiur die a,B-meATP-Standardkonzentration von 20
MM (n=14), mit einem Maximum von 34,4%. Fur die verwendeten Konzentrationen 1,
5 10, 20 wund 40 upM zeigte sich hierbei eine nahezu lineare

Konzentrationsabhangigkeit (vgl. Abb. 5).
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Der unspezifische P2X-Purinozeptor-Antagonist iso-PPADS konnte die erzeugte a,B-
meATP-Wirkung in den verwendeten Konzentrationen von 10 yuM und 50 yM deutlich
reduzieren (Abb. 4). Die durchschnittliche Reduktion betrug etwa 85%. TNP-ATP, ein
spezifischerer Antagonist fur P2X1-, P2X3- und heteromere P2X2/3-Rezeptoren,
erzeugte jedoch dariiber hinaus in einer Konzentration von 10 yM stets eine nahezu

komplette Blockade der a,f-meATP-Wirkung.

Ap5A (Diadenosinpentaphosphat, 5 bis 40 uyM) zeigte am Ratten-Vagus ebenfalls
die von allen Praparatetypen starkste Reaktion. Die Senkung der Reizschwelle war
geringfligig schwacher als die in den entsprechenden Konzentrationen durch a,B-
meATP erzeugte und deutlich starker als die durch ATP (100 bis 300 pM)
hervorgerufenen. Hierbei zeigte sich, wie in Abb. 5 dargestellt, wiederum eine
deutliche lineare Konzentrationsabhéngigkeit fir die getesteten Konzentrationen
zwischen 5 und 40 uM. Die Schwellenwertreduktion lag fir 5 uM bei 2,8%, fir 10 uM
bei 5,5%, flir 20 yM bei 13,2% und fir 40 uM bei 24,1%. Ebenfalls &hnlich wie bei
a,B-meATP konnte diese Reaktion auch bei Ap5A durch iso-PPADS sowie TNP-ATP
(je 10 uM) deutlich reduziert werden, wenngleich nicht ganz so stark (jeweils etwa
609%).
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peak
1.5 mV
threshold current
20%
2&1M 10—HM 5?'\" 1M 10 min
o,B-meATP
B
peak
1.35 mV
threshold current
28%
ApSA Ap5A ApSA ApSA 10 min

40yM  20uM  10uM  5uM

Abb. 5: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus vagus der Ratte unter
Applikation von (A) a,-meATP und (B) Ap5A in verschiedenen
Konzentrationen

Die Abbildung zeigt in beiden Teilen zwei zur gleichen Zeit registrierte Spuren
des QTRAC-Programmes. Alle 4, in (A) und (B) dargestellten Kurvenabschnitte
entstammen dem selben Praparat und Messvorgang. Jeweils die obere und die
untere Kurve beider Abbildungsteile entsprechen hierbei der selben Spur mit
entsprechend identischen Messparametern.

Die untere Kurve der beiden Abbildungen zeigt analog zu Abbildung 4 den
Verlauf des Schwellenstromes, welcher zur Erzeugung eines C-Faser-
Summenaktionspotentials einer Starke von 40% des maximalen
Summenaktionspotentials  verantwortlich ist.  Auch hier ist ein
hyperpolarisierender Prépuls von 40% des Schwellenstromes mit einer Dauer
von 50 ms vorgeschaltet.
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In der jeweils oberen Kurve ist der entsprechende Peak-Wert des als Reaktion
auf den Reizstrom erzeugten Summenaktionspotentials dargestellt.

(A) zeigt vier auf einander folgende Applikationsvorgange von a,f-meATP mit
Konzentrationen von 20 yM, 10 yM, 5 yM und 1 yM. Appliziert wurde jeweils fur
3 Minuten im Abstand von 10 Minuten.

Deutlich erkennbar ist wiederum der sehr heftig einsetzende und steile Verlauf
der erzeugten Erregbarkeitsanderung sowie die ebenfalls sehr steile
Ruckkehrphase mit einem geringfigig Uber das Ausgangsniveau
UberschieRenden Verlauf.

(B) stellt eine entsprechende Messreihe mit Ap5A in Konzentrationen von 40,
20, 10 und 5 yM, wiederum mit einer Applikationsdauer von je 3 Minuten und
Abstéanden von 12 Minuten, dar. Die Onset-Phase ist hierbei sogar noch steiler
ausgepragt als bei a,f-meATP, die Return-Phase nur unwesentlich kirzer. Gut
sichtbar ist auch wieder die Uberschiel}ende Reaktion bei Ruckkehr zum
Normalniveau.

In beiden Schwellenwertkurven ist die Konzentrationsabhangigkeit der
Erregbarkeitsanderung gut zu erkennen.

Der in der jeweils oberen Kurve dargestellte Peak-Verlauf zeigt jedoch, dass
diese Darstellung der Schwellenreduktion noch nicht ideal ist: die reaktive
Regelung des Reizstromes durch die Versuchsapparatur ist fir solche vor allem
bei den hoheren Konzentrationen sehr heftigen Reaktionen nicht schnell genug,
um den Peak-Wert konstant halten zu konnen. Daraus resultieren die
deutlichen Ausschlage in den Peak-Kurven, welche wiederum in einer
ungenigenden Auslenkung der Schwellenwert-Kurve resultieren.

ATP zeigte in allen getesteten Konzentrationen (100 bis 300 pM) deutlich geringere
Effekte als die durch a,f-meATP und Ap5A hervorgerufenen. Hierbei konnte jedoch
auf Grund der starken Bandbreite zwischen den einzelnen untersuchten Faszikeln fur
die getesteten Konzentrationen keine direkte Konzentrationsabhangigkeit festgestellt
werden. Die mittlere Schwellenwertreduktion betrug fir 100 yM 5,4% (n=24), fur 200
MM 4,8% (n=6) und fur 300 uM 4,6% (n=3).

Im Gegensatz zur Wirkung von a,-meATP und Ap5A zeigten die mittels ATP
erzeugten Reaktionen eine sich relativ langsam entwickelnde Senkung der
Erregungsschwelle. Des Weiteren wurde diese Schwellenreduktion durch TNP-ATP
nur geringfugig reduziert (<20% bei 10 yM). Der durch TNP-ATP hervorgerufene
Effekt auf die Wirkung der an den Ratten-Vagus-Praparaten getesteten Substanzen

war teilweise reversibel nach einer Auswaschzeit von 15 Minuten.
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Anders als die Wirkung von a,B-meATP und Ap5A lie3 sich die erzielte ATP-Wirkung
durch iso-PPADS (10 uM, 50 gM) nicht reduzieren (Abb. 4 und 6).

Auch bei der gleichzeitigen Applikation des selektiven Al-Adenosinrezeptor-Blockers
DPCPX (1 uM) zeigte sich keinerlei Anderung (Abb. 6).

| 5%

— — — — — ATP 200uM
DPCPX1uM
PPADS 40uM

10 min

Abb. 6: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus vagus der Ratte unter
Applikation von ATP, DPCPX und PPADS

Abgebildet ist die zugehdrige Schwellenwertkurve zur Erzeugung fortlaufender
C-Faser-Summenaktionspotentiale eines Ratten-Vagus-Praparates, welche in
ihrer Amplitude 40% der Maximalamplitude entsprechen. Der vorgeschaltete
hyperpolarisierende Prapuls besal? eine Starke von 40% des Reizstromes und
eine Dauer von 50 ms.

Es erfolgte eine wiederholte Applikation von 200uM ATP mit einer Dauer von
jeweils 3 Minuten und Pausen von 15 Minuten. Hierbei zeigt sich die gute
Konstanz der erzeugten Erregbarkeitssteigerung bei mehrfacher ATP-
Applikation. 6 Minuten vor der dritten ATP-Applikation erfolgte die Zugabe des
Al-Adenosinrezeptor-Blockers DPCPX in einer Konzentration von 1 uM in die
Perfusionslosung, 8 Minuten vor der flinften ATP-Applikation wurde zuséatzlich
40uM iso-PPADS hinzugefugt. Beide Substanzen konnten keine erkennbare
Anderung der Reaktion des Vagus-Faszikels auf ATP erzeugen.

Eine gleichartige Reaktion wie die durch ATP hervorgerufene zeigte sich am Ratten-
Vagus auch bei Applikation von Adenosindiphosphat , wie in Abb. 7 dargestellt ist.
Die erzeugte Schwellenreduktion von 7,7% fir 100 uM (n=2) lag dabei ebenfalls auf

vergleichbarem Niveau.
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o,B-meATP 40uM  ATP 100uM ADP 100uM 5 min

Abb. 7: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus vagus der Ratte unter
Applikation von a,B-meATP, ATP und ADP

Die Abbildung zeigt den Kurvenverlauf des erzeugten Reizstromes notwendig
zur Auslésung von Summenaktionspotentialen der C-Fasern des Ratten-Vagus-
Praparates, welche in ihrer Amplitude 40% der Maximalamplitude entsprechen.
Es wurde ein hyperpolarisierender Préapuls mit einer Starke von 40% des
eigentlichen Reizstromes und einer Dauer von 50 ms vorgeschaltet.

Appliziert wurden nacheinander a,8-meATP (40 uM; 1 min; 24,3%), ATP ( 100
MM; 4 min; 9,0%) und ADP (100 pM; 4 min; 8,2%). Gut erkennbar ist hierbei
der im Gegensatz zu der kurzen, heftigen und stark ausgepragten Reaktion auf
a,B-meATP nahezu identische Verlauf der Schwellenwertkurven bei Applikation
von ATP und ADP mit einer vergleichsweise langsamen Steigerung der
Erregbarkeit, deutlicher Sattigungskinetik und langer Konstanz des erreichten
Niveaus sowie trotz der hoheren Konzentration wesentlich geringeren
Amplitude.

Auch Adenosin zeigte am Ratten-Vagus-Praparat eine Reaktion, die bei gleicher
Konzentration sowohl vom Verlauf als auch nahezu vom Ausmalfd der durch ATP
erzeugten entsprach (Abb. 8A). Es wurde eine mittlere Schwellenwertreduktion von
3,4% fur 100 pM (n=12) sowie 4,4% fir 200 uM (n=4) erzielt.

Durch Applikation des A2-Adenosinrezeptor-Agonisten CGS-21680 konnte mit einer
mittleren Schwellenwertreduktion von 3,6% fur 100 uM ein mit der Adenosinreaktion
fur diese Konzentration vergleichbarer Wert festgestellt werden. Auch das Profil der
Reaktion zeigte die gleiche Charakteristik (Abb. 8B).

Die Werte fur den A2-Adenosinrezeptor-Agonisten NECA lagen mit 3,8% fir 10 yM
leicht und mit 6,7% fir 30 yM deutlich Gber dem 100uM-Adenosin-Referenzwert.
Jedoch wurde diese Messung flr beide Konzentrationen nur je einmal durchgefuhrt.
Der 100uM-Adenosin-Wert hatte mit 5,8% fur diesen Faszikel ebenfalls deutlich Gber
dem entsprechenden Mittelwert gelegen (Abb. 8C).
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Adenosin 100uM ATP 100uM 5min
B
5,7 %
CGS-21680 ATP 100uM CGS-21680 10 min
50uM 100uM
C
7%
Adenosin NECA NECA 10 min
100uM 10uM 30uM

Abb. 8: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus vagus der Ratte unter
Applikation von Adenosin und Adenosinrezeptor-Agonisten sowie ATP

Abgebildet ist in allen Teilen der Ausschnitt der Schwellenwertkurve einer
Erregbarkeitsmessung an verschiedenen Praparaten des Ratten-Vagus. Hierzu
wurden in allen drei Fallen Summenaktionspotentiale der langsam leitenden
Faserpopulationen erzeugt, deren Starke 40% des maximal erzeugbaren SAP
dieser Fasern betrug. Der hyperpolarisierende Prapuls betrug in (A) und (C)
40%, in (B) 30%.

In (A) ist im direktem Vergleich die Applikation von Adenosin und ATP in
identischer Konzentration von 100 yM dargestellt. Hier zeigt sich, dass der
Verlauf beider Schwellenwertreduktionen sowohl quantitativ
(Schwellenreduktion Adenosin 4,6% / ATP 3,6%) als auch qualitativ nahezu
identisch ist. Beide zeigen lber den Zeitraum der Applikation einen moderaten,
relativ gleichmaRig verlaufenden Anstieg der Erregbarkeit der Nervenfasern,
welche sich nach Beendigung der Applikation schnell wieder bis zum
Ausgangswert verringert.
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(B) zeigt den Verlauf der durch den A2-Adenosinrezeptor-Agonisten CGS-
21680 in einer Konzentration von 50 yM vor und 100 uM nach vergleichender
Applikation von 100 uyM Adenosin erzeugten Schwellenreduktion. Auch der
Kurvenverlauf von CGS-21680 Dbesitzt die fuar (A) beschriebenen
Eigenschaften. Das Ausmall der Schwellenreduktion unterscheidet sich
geringfugig fur beide Applikationen (3,2% / 4,1%), es ist etwas geringer als das
durch ATP erzeugte (5,7%).

In (C) ist der direkte Vergleich der Erregbarkeitssteigerung bei Applikation des
A2-Adenosinrezeptor-Agonisten NECA in Konzentrationen von 10 yM und 30
MM mit der durch 100uM Adenosin erzeugten abgebildet. Auch fir NECA zeigt
sich der zuvor beschriebene moderate Anstieg der Erregbarkeit mit
ausgepragter Sattigungskinetik. Die Ruckkehr zum Ausgangsniveau nhach
Beendigung der Applikation ist geringgradig langsamer ausgepragt als bei
Adenosin. Das Ausmal der Schwellenreduktion ist fur 10 uM deutlich geringer
(3,5%), fur 30 uM geringfugig starker (6,9%) als bei Adenosin-Applikation
(5,3%).
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Nervus suralis der Ratte:

Die Resultate am Ratten-Suralis unterschieden sich deutlich von den am Ratten-
Vagus gesehenen. Der zeitliche Verlauf der Reizung und der resultierenden
Summenaktionspotentiale  glich dem der Nervus-vagus-Praparate, die
Maximalamplitude der C-Faser-SAPs war aber nur etwa halb so grof3. Insgesamt
betrachtet waren die durch die Suralen generierten Signale deutlich unruhiger, die

Schwellenwertkurven zeigten somit einen wesentlich zackenférmigeren Verlauf.

100% = 1,2 mV

N

stim.
const.

1.5 ms

Abb. 9: abgeleitetes Summenaktionspotential eines Praparates des Nervus
suralis der Ratte

Abgebildet ist analog zu Abbildung 3 im oberen Anteil der Ausschnitt einer
Momentaufnahme des in Messspur 1 des Programmes QTRAC® dargestellten
Eingangssignals der Datenverarbeitungssequenz. Er zeigt ein unmanipuliertes
Summenaktionspotential eines Suralis-Praparates der Ratte bei einer der
maximalen Amplitude entsprechenden Reizstarke. Darunter befindet sich eine
schematische, zeitsynchrone Abbildung des dafir genutzten Reizstromes.

Der erste Peak entspricht der direkten Ableitung des Reizstromes auf das
Messsystem und ist in der Abbildung nach oben abgeschnitten. Der zweite
Peak ist ausgelost durch das reaktive Summenaktionspotential langsam
leitender Faserpopulationen des Faszikels (C-Fasern). Der zwischen den
beiden horizontalen Balken befindliche Bereich entspricht 100% der fur die
weiteren Berechnungen und submaximalen Reizungen des Praparates
zugrundeliegenden Amplitude.
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Abb. 10: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis der Ratte unter
Applikation von Adenosin, a,8-meATP, ATP und Ap5A

Beide Abbildungen zeigen typische Ausschnitte aus Schwellenwertmessungen
an zwei verschiedenen Praparaten des Nervus suralis der Ratte. Es wurden
Summenaktionspotentiale der langsam leitenden Axone der Nerven erzeugt,
welche 40% der maximalen Summenaktionspotentiale der selben Fasern
entsprechen. Der verwendete hyperpolarisierende Prépuls betrug 40% der
genutzten Reizstromstarke.

Es zeigt sich in beiden Kurven der im Vergleich zum Vagus der Ratte typische
unruhigere Signalverlauf. Die durch Applikation der Purinrezeptor-Agonisten
a,B-meATP, ATP und Ap5A erzeugten Kurvenausschlage zeigen alle nahezu
die gleiche Gestalt. Sie sind gekennzeichnet durch eine rapide Zunahme der
Erregbarkeit und eine kurze Dauer sowie eine rasche Ruckkehr zum
Ausgangsniveau.

Die Reaktion auf Adenosin-Applikation hingegen kennzeichnet ein vergleichbar
langsamer Verlauf mit wesentlich flacherer Gestalt sowohl der Onset- als auch
der Return-Phase.

Applikation von ATP induzierte in einigen Fallen eine Zunahme der C-Faser-
Erregbarkeit. Im Gegensatz zum Ratten-Vagus-Praparat konnte diese Reaktion
jedoch nicht immer erzielt werden.

Der Verlauf der positiven ATP-Reaktionen zeigte ein deutlich anderes Profil als im
Vagus-Praparat. Die Onset-Phase war wesentlich steiler und der Peak bereits nach
einer deutlich kirzeren Zeitspanne erreicht. Die Dauer der Schwellensenkung betrug

bis zu funf Minuten.
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Durch Applikation von a,B-meATP konnte regelmafRig eine Schwellenreduktion
erzielt werden. Diese Anderungen besaRen eine gute Konzentrationsabhangigkeit fiir
jeweils am selben Praparat durchgefihrte Messungen, wie in Abbildung 11

dargestellt.

peak

0.5 mV

threshold current

10 %

o,3-meATP o,B-MmeATP  o,3-meATP  o,f-meATP
40 uM 20 uM 10 uM 5uM

5min

Abb. 11: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis der Ratte unter
Applikation von a,8-meATP in verschiedenen Konzentrationen

Analog Abbildung 5 zeigt die Abbildung im unteren Teil den generierten
Reizstrom zur Auslésung eines C-Faser-Summenaktionspotentials mit einer
Amplitude von 40% des maximal erzeugbaren Summenaktionspotentials dieser
Faserpopulation, in der oberen Kurve ist fortlaufend der entsprechende Peak-
Wert des resultierenden SAP dargestellt.

Es wurden insgesamt vier Applikationsvorgange von a,8-meATP in
Konzentrationen von 40 yM, 20 uM, 10 uyM und 5 yM durchgefuhrt. Appliziert
wurde jeweils fur 2 Minuten. Es zeigt sich wieder der in Abbildung 10
beschriebene Reaktionsverlauf. Wie auch am Praparat des Nervus vagus der
Ratte gesehen, bildet die Peak-Kurve keinen rein linearen Verlauf, sondern
weist zu den Zeitpunkten der Applikation eine signifikante Erhdhung auf,
ausgelost durch eine zu langsame Regelung des Reizstromes durch das
Steuerungsprogramm. Die Ausschldage der Schwellenwertkurve geben das
Ausmali der Erregbarkeitsdnderungen des Axons somit nur bedingt wieder.

Die Wirkungen von a,B-meATP zeigten stets einen schnellen Beginn und eine relativ
kurze Dauer. Die Anderung der Erregungsleitung war so rapide, dass es initial zu

einer deutlichen Erhéhung des Peaks kam, bevor dieser durch die Regulation des
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Stimulationsstromes wieder auf 40% des maximalen Summenaktionspotentials
reduziert werden konnte. Die Ruckkehr zum Ausgangsniveau zeigte hierbei héaufig
einen deutlich zweiphasigen Charakter, bestehend aus einer schnellen und einer
langsamen Komponente.

Blockieren lie3en sich diese Reaktionen durch vorherige Applikation von iso-PPADS
in einer Konzentration von 100 uM (Abb. 12A) sowie durch Applikation von TNP-ATP
in einer Konzentration von 20 yM (Abb. 12B). Diese Effekte zeigten eine gute

Reversibilitat.
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Abb. 12: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis der Ratte unter
Applikation von a,8-meATP sowie Antagonisierung durch PPADS und TNP-
ATP

Beide Abbildungen zeigen den Kurvenverlauf des erzeugten Reizstromes
notwendig zur Auslésung von C-Faser-Summenaktionspotentialen der Ratten-
Suralis-Praparate, welche in ihrer Amplitude 40% der Maximalamplitude
entsprechen. Es wurde bei beiden Versuchen ein hyperpolarisierender Prépuls
mit einer Starke von 40% des eigentlichen Reizstromes und einer Dauer von 50
ms vorgeschaltet. In beiden Fallen konnte durch a,p-meATP in einer
Konzentration von 20 yM eine deutliche Reduktion der Erregungsschwelle
herbeigefiihrt werden. (B) zeigt hierbei aber einen fir a,8-meATP eher
untypischen Verlauf mit relativ langsamer Reaktion des Faszikels.

Dargestellt in (A) ist die vollstdndige Blockade der Reaktion auf 20uM a,B-
meATP durch iso-PPADS in einer Konzentration von 100 uM. 6 Minuten nach
Applikation von a,B-meATP mit einer deutlichen Schwellenstromsenkung wurde
PPADS fiur 10 Minuten appliziert. Die direkt im Anschluss erfolgte erneute
Applikation von a,B-meATP erzeugte keine signifikante Reaktion.

(B) zeigt die teilweise Antagonisierung der a,f-meATP-Wirkung durch TNP-
ATP. 8 Minuten nach dreiminutiger Applikation von 20uM a,B-meATP wurde
Uber einen Zeitraum von 3 Minuten gleichzeitig 20uM TNP-ATP und a,-meATP
in gleicher Konzentration appliziert. Die hierdurch erzeugte Schwellendnderung
war mit 2,3% deutlich geringer als die durch a,8-meATP allein ausgeldste
(5,1%). Bei erneuter alleiniger Applikation von a,8-meATP nach weiteren 8
Minuten zeigte sich eine zumindest teilweise Reversibilitat dieses Effektes
(Schwellendnderung 3,0%).
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Die Applikation von ADP (100 uM) sowie von B,y-meATP (100 uM, P2X1-Agonist)
lieferte keine Reaktion.

Adenosin erzeugte ebenso wie ATP nur gelegentliche Anstiege der C-Faser-
Erregbarkeit. Diese zeigten einen relativ langsamen Verlauf (Abb. 10), welcher in
seinem Profil dem der bereits am Ratten-Vagus beschriebenen Reaktion auf
Adenosin entsprach, mit einer allméhlichen Senkung der Erregungsschwelle, einem

Peak nach etwa 3 Minuten und langsamer Riuckkehr zum Ausgangsniveau.

Die Wirkung von Ap5A am Ratten-Suralis-Praparat ist dargestellt in Abb. 13. Sie ist
vergleichbar der durch a,8-meATP induzierten, der Anstieg der Erregungsleitung war
jedoch nicht ganz so rapide und konnte somit durch das Threshold Tracking besser
verfolgt werden, was sich in einer geringeren Peak-Anderung ausdriickt. Auch das
Ausmal der Schwellenreduktion war geringer mit einer durchschnittlichen Anderung
von 2,2% fir 20 yM (n=1), 2,4% fur 40 yM (n=4), 6% fur 50 yM (n=7) und 5,3% flr
100 yM (n=1). Die zweiphasige Gestalt der Desensitisierung war aber auch hier
meist gut erkennbar.

TNP-ATP konnte die durch Ap5A erzielte Reaktion in einer Konzentration von 1 yM

um 76,9%, in einer Konzentration von 10 yM um 86,3% reduzieren.
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Abb. 13: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis der Ratte unter
Applikation von Ap5A

Dargestellt ist wiederum in beiden Teilen der Ausschnitt der
Schwellenwertkurve einer Erregbarkeitsmessung an verschiedenen Praparaten
des Ratten-Suralis. Hierzu wurden in beiden Fallen Summenaktionspotentiale
der C-Fasern erzeugt, deren Starke 40% des maximal erzeugbaren SAP dieser
Fasern entsprach. Der hyperpolarisierende Prapuls betrug jeweils 40%. Im
oberen Anteil von (A) ist zusatzlich der zeitgleiche Verlauf des Peak-Wertes des
resultierenden Summenaktionspotentials der C-Fasern bei der Applikation von
50uM Ap5A dargestellt. Hierbei wird wieder deutlich, dass auf Grund der sehr
schnellen  Senkung der Erregungsschwelle der Regelkreis der
Steuerungssoftware den Reizstrom nicht schnell genug anpassen kann, was zu
einer deutlichen Anderung des SAP und somit zu einer ungeniigenden
Auslenkung der Schwellenwertkurve fiihrt. Dennoch zeigt die im unteren Anteil
von (A) dargestellte Schwellenwertkurve bei einmaliger Applikation von Ap5A in
einer Konzentration von 50 yM Uber 3 Minuten sehr schon die Charakteristik
des Verlaufes der Erregbarkeitssteigerung mit einer kurzen, linearen Onset-
Phase und einer raschen Ruckkehr zum Ausgangsniveau.

In (B) abgebildet ist der Schwellenwertverlauf bei auf einander folgenden
Applikationen von Ap5A in Konzentrationen von 100 pyM, 40 yM und 20 uM Uber
einen Zeitraum von jeweils 3 Minuten. Die Schwellendnderungen betrugen
5,3% (100 uM), 4,1% (40 yM) und 2,2% (20 pM).
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Nervus suralis des Menschen:

Die Gestalt und Gro3e der am humanen Suralis erzeugten Summenaktionspotentiale
sowie der erhaltenen Kurvenverlaufe unterscheidet sich grundsatzlich kaum von den
am Suralis der Ratte gesehenen. Dennoch gibt es bezuglich der spezifischen

Reaktionen auf die applizierten Testsubstanzen deutliche Unterschiede.

100% = 1,2 mV

-

stim.
const.

1.5 ms

Abb. 14 : abgeleitetes Summenaktionspotential eines Préparates des Nervus
suralis des Menschen

Abgebildet ist im oberen Anteil der Ausschnitt einer Momentaufnahme des in
Messspur 1 des Programmes QTRAC® dargestellten Eingangssignals der
Datenverarbeitungssequenz. Er zeigt ein unmanipuliertes
Summenaktionspotential eines Vagus-Préaparates des Menschen bei einer der
maximalen Amplitude entsprechenden Reizstarke. Darunter befindet sich eine
schematische, zeitsynchrone Abbildung des daflir genutzten Reizstromes.

Der erste Peak entspricht der direkten Ableitung des Reizstromes auf das
Messsystem. Er ist in nach oben verkirzt dargestellt. Der zweite Peak ist
ausgelost durch das reaktive Summenaktionspotential langsam leitender
Faserpopulationen des Faszikels (C-Fasern). Der zwischen den beiden
horizontalen Balken befindliche Bereich entspricht 100% der flr die weiteren
Berechnungen und submaximalen Reizungen des Praparates
zugrundeliegenden Amplitude.
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Abb. 15: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis des Menschen unter
Applikation von ATP, a,8-meATP, Adenosin und Ap5A

Die  Abbildung zeigt  einen charakteristischen  Ausschnitt  der
Schwellenwertkurve eines Praparates des Nervus suralis des Menschen,
aufgezeichnet bei der Erzeugung von fortlaufenden Summenaktionspotentialen
der C-Faser-Population, welche 40% der maximalen Summenaktionspotentiale
dieser Fasern entsprechen. Den eigentlichen Testimpulsen wurde jeweils ein
hyperpolarisierender Prapuls von 40% der genutzten Reizstromstarke und einer
Dauer von 50 ms vorgeschaltet.

Der Kurvenverlauf weist den fir diesen Praparattyp typischen unruhigen
Charakter auf.

Der menschliche Nervus vagus reagiert, wie abgebildet, mit einer deutlichen
Erregbarkeitssteigerung auf die Applikation der Adenosinrezeptor-Agonisten
ATP (300 yM, 100 pM) und Adenosin (100 yM), wahrend sich bei der Zugabe
der P2X-Agonisten a,f-meATP (40 yM) und Ap5A (20 pM) keine Reaktion
zeigt.

Durch die Applikation des P2X-Agonisten a,B-meATP konnte in nahezu allen Fallen
(11 von 12; 20-80 uM) keine Anderung der Erregbarkeit produziert werden (Abb. 15).

ATP konnte am menschlichen Suralis die von allen Substanzen grofite
Schwellenanderung erzeugen. Diese war auch deutlich gré3er als die ATP-induzierte
Schwellenanderung an den anderen Praparatetypen. Der Mittelwert fur 100 uM
betrug 7,4% (n=30). Hierbei zeigte sich ebenfalls eine deutliche lineare
Konzentrationsabhangigkeit, dargestellt in Abb. 16A.

Im Vergleich zu den anderen Praparaten hatte die Zunahme der Erregbarkeit am
humanen Suralis einen relativ langsamen Verlauf und eine lange Dauer, welche bis
zu 10 Minuten betrug. Besonders die Onset-Phase besal} eine ausgesprochen flache
Gestalt. Die Reaktion zeigte in der Regel auch bei wiederholter Applikation eine gute
Reproduzierbarkeit (Abb. 16B), nur in wenigen Fallen kam es bei erneuter ATP-

Applikation zu einer verminderten Schwellenreduktion.
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Abb. 16: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis des Menschen bei
Applikation von ATP

Beide Schwellenwertkurven entstammen der gleichen Spur der genutzten
Software, aufgenommen an verschiedenen Praparaten humaner Suralen. Als
Schwelle wurde in (A) ein Summenaktionspotential von 40% , in (B) von 33%
des maximalen C-Faser-SAP festgelegt. Die Starke des hyperpolarisierenden
Prapulses betrug 20% des Reizstromes bei einer Dauer von 50 ms.

In beiden Kurven deutlich sichtbar ist der fur die ATP-Applikation am humanen
Suralis typische langsame Verlauf der Onset- und der Return-Phase und die
lange Dauer der Erregbarkeitssteigerung der C-Fasern.

(A) zeigt gut die im Verlauf eines Einzelversuches feststellbare
Konzentrationsabhangigkeit der ATP-induzierten Schwellenreduktion des
Nerven bei Konzentrationen zwischen 10 yM und 1000 pM.

Der Kurvenverlauf in (B) verdeutlicht die gute Konstanz der bei wiederholter
ATP-Gabe jeweils erzeugten Reaktion, welche in den meisten Fallen
festgestellt werden konnte. Hier wurde drei mal ATP in einer Konzentration von
100 uM dber einen Zeitraum von 1:30 Minuten appliziert. Die zwischen den
Applikationsvorgangen liegenden Abstande betrugen je 18:30 Minuten.

Die Wirkung von ATP auf die C-Faser-Summenaktionspotentiale konnte, wie in Abb.
17A dargestellt, durch iso-PPADS (P2X-Antagonist, 50 ygM) nicht beeinflusst werden.
Alloxazin (A2-Antagonist, 10 uM) hingegen reduzierte jedoch stets deutlich die ATP-

Wirkung oder blockierte sie teilweise sogar vollstandig (Abb. 17B).
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Auch der Al-Antagonist DPCPX (1 uM) konnte eine Reduktion der ATP-Reaktionen

hervorrufen.

A
‘ 10 %
ATFE 100uM ATP 100um 5 min
PRADS 50uM
B

7,6 %

ATP 100uM ATP100uM  ATP 100uM

Alloxazin 30uM 5 min

Abb. 17: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis des Menschen bei
Applikation von ATP und spezifischen Rezeptorantagonisten

Die Abbildung zeigt zwei Abschnitte von Schwellenwertkurven verschiedener
Nervus-suralis-Praparate des Menschen. Diese wurden erzeugt durch eine
wiederholte Stimulation der verwendeten Faszikel zur Erzeugung von C-Faser-
Summenaktionspotentialen mit einer Amplitude von 40% der jeweiligen
Maximalamplitude, bei einem vorgeschalteten Prapuls von 40% des
Reizstromes.

In (A) wurde der Perfusionslosung 8 Minuten nach Applikation von 100uM ATP
Uber 3 Minuten iso-PPADS in einer Konzentration von 50 uM zugegeben. Nach
weiteren 10 Minuten wurde erneut ATP in der gleichen Konzentration Uber den
gleichen Zeitraum appliziert. Hierbei zeigt sich, dass die ATP-Antwort durch
50uM PPADS weder quantitativ noch qualitativ signifikant beeinflusst werden
kann.

Dargestellt in (B) ist ebenfalls die Applikation von 100uM ATP uber 3 Minuten.
Bei erneuter Applikation 8 Minuten nach der Zugabe von Alloxazin in einer
Konzentration von 30 uM zeigt sich eine vollstandige Blockade der ATP-
induzierten Erregbarkeitssteigerung. 6 Minuten nach dem Auswaschvorgang
konnte durch ATP-Gabe gleicher Konzentration und Dauer wieder eine
deutliche Schwellenreduktion erzeugt werden, wenngleich mit 4,9% geringer als
die ursprunglich erzielte (6,8%).
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Adenosin senkte den Schwellenwert  fir das  Auslosen eines
Summenaktionspotentials einer Starke von 40% des Maximalwertes in ahnlicher
Weise wie ATP und damit gleichfalls starker als in allen anderen Préaparateklassen
(Abb. 15). Die mittlere Schwellenreduktion betrug ftr 100 yM 5,5%.

Auch hier konnte durch den A2-Adenosinrezeptor-Antagonisten Alloxazin wieder
ebenso wie bei ATP die Verminderung des Schwellenwertes blockiert werden (Abb.
18).

Der A3-Adenosinrezeptor-Antagonist MRS-1220 produzierte hingegen weder eine

Anderung der Reaktion auf ATP noch der auf Adenosin.

5%
Adenosin Adenosin Adenosin
100uM 100uM 100uM
Alloxazin 30uM 5min

Abb. 18: Verlauf der Erregungsschwelle am Nervus suralis des Menschen bei
Applikation von ATP und Antagonisierung durch Alloxazin

Dargestellt ist erneut ein an einem menschlichen Nervus-suralis-Praparat
generierter Kurvenverlauf entsprechend dem benotigten Reizstrom zur
kontinuierlichen Erzeugung von C-Faser-Summenaktionspotentialen mit einer
Amplitude von 40% der an diesen Fasern aktuell erzeugbaren
Maximalamplitude. Der zur Signaloptimierung genutzte Prapuls betrug 40% des
erzeugten Reizstromes bei einer Dauer von 50 ms.

Es handelt sich um den selben Faszikel, welcher auch in Abbildung 17 genutzt
wurde. Analog des dort gezeigten Versuches zur Blockade der ATP-Wirkung
erfolgte 14 Minuten nach dreiminutiger Applikation von 100uyM Adenosin die
Verabreichung von Alloxazin in einer Konzentration von 30 gM. Nach einer
Perfusionszeit von 7 Minuten wurde erneut Adenosin unter den genannten
Parametern appliziert. Dabei zeigt sich eine vollstandige Blockade der zuvor
erzielten Erregbarkeitssteigerung. Die 6 Minuten nach Auswaschen des
Alloxazin durchgefuihrte Kontrollapplikation des Adenosin flhrte mit einer
Schwellenreduktion von 4,9% zu einer mit der anfanglich erzielten Reduktion
identischen Reaktion.
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Vergleichbare Schwellenanderungen wie ATP und Adenosin rief ebenfalls der A2B-
Adenosinrezeptor-Agonist NECA hervor, mit einer mittleren Amplitude von 7,6% fur
30 uM.

Andererseits konnten jedoch durch den selektiven Al-Adenosinrezeptor-Agonisten
CPA sowie den spezifischen A2A-Adenosinrezeptor-Agonisten CGS-21680 (beide 30
uM) keine Anderungen der Erregbarkeit erzielt werden.

Die Ergebnisse fur ApSA zeigten sich recht uneinheitlich. Fir eine Konzentration von
20 M liel3 sich nur in 2 von 5 Fallen eine Reaktion erzielen, der Mittelwert dieser
beiden Schwellenreduktionen betrug 2,5%. Mit einer Konzentration von 40 uM
wurden nur 2 Versuche durchgefuhrt, beide mit positiver Reaktion und einem
Mittelwert von 5,1%. Die einmalige Applikation in einer Konzentration von 50 yM
erzeugte eine Kurvenanderung von 3%, die zweimalige Applikation von 60 uM
resultierte in einer mittleren Anderung von 2,5%. Der qualitative Vergleich der
positiven  Ap5A-Reaktionen zeigte zumeist relativ langsam verlaufende

Kurvenanderungen sowohl hinsichtlich der Onset- als auch der Return-Phase.
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5. Diskussion

Ergebnisse

Mit der vorliegenden Methode des Threshold Tracking lassen sich sehr gute
guantitative und qualitative Aussagen zur Mdglichkeit der in vitro Beeinflussung der
Erregbarkeit von peripheren unmyelinisierten Nervenfasern sowohl unter
physiologischen als auch nichtphysiologischen Bedingungen treffen.

Hierbei ist vor allem deutlich geworden, dass diese Erregbarkeitsdnderungen sich
nicht nur an den Nervenendigungen, sondern auch im axonalen Verlauf des Nerven
erzeugen lassen. Bei der vorliegenden Arbeit kamen stets nur Praparate zum
Einsatz, welche axonalen Abschnitten der Nerven entstammten, eine Wirkung der
genutzten Substanzen und Parameter an den Nerventermini wurde somit
ausgeschlossen. Entsprechende Ergebnisse fur verschiedene Arten von Rezeptoren
gab es bereits in vergangenen Studien [8, 55, 72], so wurde beispielsweise ein
Wandern von Adenosin-Al-Rezeptoren durch axoplasmatischen Fluss entlang der
Ratten-vagus-Fasern  beobachtet [42]. Auch fur P2X3 konnte durch
immunohistochemische Untersuchungen bereits ein Transport in zentrale und
periphere neuronale Fortsatze festgestellt werden [83]. Die meisten sich mit P2X-
Rezeptoren befassenden Arbeiten betreffen jedoch Somata oder Termini der
untersuchten Neuronen.

Des Weiteren zeigten sich bei den in der vorliegenden Arbeit beschriebenen
Versuchen signifikante Unterschiede zwischen den verschiedenen untersuchten
Praparatgruppen hinsichtlich der Reaktion auf die zur Anwendung gekommenen
Substanzgruppen. Daraus lasst sich auf Unterschiede beziglich der abzuleitenden
Verteilung der unterschiedlichen Rezeptortypen oder auf verschiedene
pharmakologische Profile der einzelnen Rezeptortypen an verschiedenen Spezies
schlieBen. So konnten in der Vergangenheit zum Beispiel fur P2X4 bereits
unterschiedliche Reaktionsmuster fir Praparate an Menschen und Ratten festgestellt
werden [36].
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N. vagus der Ratte

Der Nervus vagus enthélt Fasern peripherer sensorischer Neurone, deren Zellkérper
sich im Ganglion inferius nn. vagi befinden. Diese entsprechen einem Anteil von etwa
80% der ca. 30000 im zervikalen Vagus enthaltenen Fasern. Etwa 70% dieser

sensiblen Fasern gehoéren zu unmyelinisierten Neuronen abdominaler Viszera [31].

Ein depolarisierender Effekt am isolierten N. vagus der Ratte konnte am Beispiel von
ATP in der Vergangenheit vor allem festgestellt werden fur die im Ggl. inf. nn. vagi
enthaltenen Somata [38, 48, 49, 75]. Einzelne Studien weisen aber auch bereits auf

maogliche Rezeptoren an der axonalen Membran hin [76, 77].

Aus den vorliegenden Daten der Praparate des N. vagus der Ratte wird deutlich,
dass an den untersuchten Faszikeln die applizierten Prifsubstanzen a,f-meATP und
Ap5A auch in deutlich niedrigeren Konzentrationen wesentlich starkere
Schwellenstromsenkungen hervorrufen konnten als beispielsweise ATP, ADP und
Adenosin. Selbst in einer Konzentration von 300 pM konnten durch ATP nur
vergleichsweise geringe Anderungen erzeugt werden. Dies erscheint interessant, da
ATP als wahrscheinlichster naturlicher Agonist flr die mit der Erregung nozizeptiver
Neurone hauptsachlich assoziierten P2X-Rezeptoren angesehen wird [7, 13, 14, 18,
45, 53, 68], bei welchen es sich neben dem Subtyp P2X2 in erster Linie um den
Subtyp P2X3 zu handeln scheint [7, 14, 15, 18, 21, 26, 68, 87]. Es gibt aber auch
vermehrt Hinweise darauf, dass aus beiden Untereinheiten bestehende
Heteromultimere in die Erregung peripherer sensibler Neurone involviert seien [21,
23, 45, 75, 80, 82]. Hierbei scheint es jedoch spezifische Unterschiede sowohl
zwischen verschiedenen Spezies als auch zwischen verschiedenen sensiblen

Neuronen innerhalb eines Individuums zu geben [82, 87].

o,B-meATP qilt als klassischer Agonist an P2X-Purinozeptoren [14]. Die gute
Wirksamkeit dieser Substanz an den verwendeten Praparaten impliziert somit das
Vorhandensein dieser Rezeptoren am axonalen Anteil der Neuronen. Bestétigt wird
dies durch die Antagonisierung der a,B-meATP-Wirkung mittels 10-50 pM iso-
PPADS, einem unspezifischen Antagonisten der P2X-Rezeptoren [43, 57] (vgl. Abb.
4). Dieses Ergebnis harmoniert mit dem einer Arbeit von Tresize et al. aus dem Jahre

1994 [77]. Die im Gegensatz zu Tresize gemachte Feststellung, dass PPADS keine
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komplette Blockade der a,B-meATP-Wirkung erzielen kann, lieRe sich durch eine
partielle Wirkung tGber P2X4-Rezeptoren erklaren, welche deutlich weniger PPADS-
sensitiv sind als die Ubrigen Subtypen der P2X-Klasse [57, 67].

TNP-ATP wurde jedoch beschrieben als spezifischerer P2X-Agonist mit einer
bevorzugten Wirkung an P2X1-, P2X3- und P2X2/3-Rezeptoren [57, 81]. Die an den
verwendeten Praparaten erzielte vollstandige Blockade der durch a,f-meATP
erzielten Reaktion durch diese Substanz engt somit das mdgliche Wirkungsspektrum
von a,B-meATP am Ratten-Vagus auf diese 3 Unterklassen von P2X-Purinozeptoren
ein.

Gegen eine Involvierung von P2X1-Rezeptoren spricht dabei allerdings, dass am
isolierten Ratten-Vagus eine Wirkungslosigkeit von B,y-meATP beschrieben wurde
[78], welches als relativ spezifischer Agonist an dieser Rezeptorgruppe gilt [57]. Auch
Virginio et al. konnten am Ggl. inferius der Ratte keine P2X1-Rezeptoren feststellen
[80].

Fur die Aktivierung von P2X3-Rezeptoren spricht auch die Gestalt der erzeugten
Schwellenwertédnderung, mit einer sehr raschen Desensitisierung und kurzen Dauer
[23, 51, 57, 75], wohingegen aktuelle Untersuchungen fur heteromere P2X2/3-
Rezeptoren eine im Vergleich zu homomeren P2X1- und P2X3-Rezeptoren eher
langsame Desensitisierung feststellen konnten [46, 57, 75].

Als moglicher selektiver Antagonist zur Diskriminierung zwischen homomeren P2X3-
und heteromeren P2X2/3-Rezeptoren in sensorischen Neuronen der Ratte wurde
Diinosin-Pentaphosphat (Ip(5)l) vorgeschlagen [23]. Dieses stand jedoch bei der
Durchfuihrung der geschilderten Versuche nicht zur Verfigung. Bisherige Studien am
Ganglion inferius deuten zum einen auf ein Vorhandensein von P2X3-Rezeptoren [7,
26], anderen Veroffentlichungen zufolge konnte aber der native a,f-meATP-
sensitive Rezeptor hier durchaus auch ein P2X2/3-Heteromer sein [21, 23, 75, 80].
Liu et al. stellten folgende Rangordnung von Agonisten fur die Erregung heteromerer
P2X2/3-Rezeptoren an sensorischen Neuronen auf: Ap5A > a,-meATP >>
B,y-meATP > UTP [51]. TNP-ATP wurde hierbei als sehr guter Antagonist beurteilt.
AuBBerdem erwies sich a,B-meATP in diesem Zusammenhang als ineffektiv an
rekombinanten homomeren P2X2-Rezeptoren [51, 56, 57]. Allerdings konnten
verschiedene Autoren in kulturisierten Neuronen des Ggl. inferius durchaus

Immunoreaktivitat fir P2X2-Rezeptoren nachweisen [75, 80, 82, 87].

43



Das gesamte Spektrum der Rezeptoraffinitait von Ap5A und anderen
Diadenosinpolyphosphaten ist derzeit noch nicht vollstandig geklart, diskutiert wird
eine Wirkung an P2X- und P2Y-Rezeptoren [63, 65, 85], A1-Adenosinrezeptoren [71]
sowie spezifischen Dinukleotidrezeptoren [27, 62]. Die starke Wirkung von Ap5A auf
die in den geschilderten Versuchen genutzten Vagus-Praparate weist auf eine
mogliche physiologische Rolle des Nukleotids bei der Transduktion
schmerzauslésender Reize hin. Die verwendeten Konzentrationen erscheinen
jedenfalls in diesen GroRenordnungen auch in vivo méglich [10].

Ahnlich der a,-meATP-Wirkung konnten auch die durch Ap5A erzeugten
Reaktionen sowohl durch iso-PPADS als auch durch TNP-ATP deutlich reduziert
werden, was wiederum eine Hauptwirkung an P2X1-, P2X3- und P2X2/3-Rezeptoren
nahe legt, mit der gleichen Einschrankung fur P2X1, wie oben genannt. Gleiches gilt
auch fir die Form der erzeugten Anderung der Schwellenwertkurve, welche mit inrer
rapiden Anderung und ihrer kurzen Dauer diese Rezeptorzuordnung bestatigen
kann. Zudem konnten Liu et al. fir Ap5A ebenso wie fur a,8-meATP geschildert eine
Ineffektivitat an P2X2-Rezeptoren nachweisen [51].

Mogliche Quellen flir Ap5A in Saugetieren wurden bereits in einigen Studien
beschrieben [40, 54], als wahrscheinlichste Hauptquelle fur die Erregung nozizeptiver
Neurone scheinen hierbei aber nur aktivierte Thrombozyten eine ernstzunehmende
Rolle zu spielen, in welchen Diadenosinpolyphosphate aus ATP synthetisiert und in
serotoninergen dichten Granula gespeichert werden [24, 10].

Die Tatsache, dass PPADS und TNP-ATP die Ap5A-Wirkung an den Vagus-Axonen
zwar deutlich reduzieren, aber dennoch nicht ganzlich blockieren konnten, leitet zu
der Vermutung, dass neben P2X-Purinozeptoren noch weitere Rezeptoren in die
Wirkung des Dinukleotids involviert sind. Tatséchlich wurde, wie bereits erwahnt, in
der Vergangenheit Uber eine Reihe moglicher weiterer Diadenosinpolyphosphat-
sensibler Rezeptoren berichtet. So wurde beispielsweise am Hippocampus der Ratte
neben einer P2X- auch eine Al-Adenosin-Rezeptor-vermittelte Wirkung
nachgewiesen [40]. An humanen zerebrokortikalen Synapsen wurden auf3erdem
spezifische Dinukleotidrezeptoren als Vermittler der Ap5A-Reaktion identifiziert [62].
Allerdings scheint der Anteil dieser Rezeptoren an der Gesamtwirkung im Ratten-
Vagus nur relativ gering zu sein, sonst hatte der Verlauf der aufgezeichneten
Schwellenwertkurve eine andere Struktur, und die Wirkung der verwendeten P2X-

Rezeptor-Antagonisten ware deutlich geringer. Dies allein lasst jedoch keine
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definitiven  Ruckschlisse Uber die physiologische in-vivo-Bedeutsamkeit

beispielsweise von Adenosinrezeptoren zu.

Die ATP-vermittelte Reaktion unterscheidet sich am N. vagus der Ratte deutlich von
den fur a,-meATP und AP5A beschriebenen. Dies betrifft, wie oben bereits erwahnt,
das Ausmal} der erzielten Schwellenreduktion, aber auch der Verlauf der Kurve zeigt
erhebliche Unterschiede. Im Gegensatz zu der kurzen, heftigen Reaktion, welche
neben weiteren Faktoren auf eine Wirkung an P2X-Purinozeptoren deutet, zeigt sich
bei der Applikation von ATP eine deutlich langsamere, flachere Gestalt. Diese
erweist sich im direkten Vergleich als nahezu identisch mit der durch Adenosin in
gleicher Konzentration vermittelten Reaktion.

Auch die Tatsache, dass die ATP-Wirkung an den verwendeten Ratten-Vagus-
Praparaten durch TNP-ATP kaum und durch den unspezifischen P2X-Rezeptor-
Antagonisten PPADS gar nicht beeinflusst werden konnte, spricht gegen eine
Ubertragung der Theorie von einer in erster Linie Uber P2X-Purinozeptoren
vermittelten Wirkung des ATP an unmyelinisierten sensorischen Neuronen auf den
Ratten-Vagus. Speziell an homomeren P2X3-Rezeptoren der Ratte wurde zudem in
der Vergangenheit eine starkere Potenz von ATP im Vergleich zu a,8-meATP
festgestellt [20, 26], wahrend in den hier beschriebenen Versuchen a,f-meATP stets
eine wesentlich starkere Reaktion erzeugte. (Jedoch nehmen Brouns et al. durchaus
eine ATP-Wirkung auf P2X3-Rezeptoren an sensiblen Nervenendigungen der
Ratten-Lunge an, deren Ursprung im Ganglion inferius des N. vagus zu liegen
scheint [7]. Thomas et al. beschreiben aul3erdem auch eine Wirkung von ATP auf
P2X2- und P2X2/3-Rezeptoren in kulturisierten Neuronen des Ggl. inferius [75].)

Die im Vergleich mit ATP und Adenosin nahezu identische Wirkung der A2-
Adenosinrezeptor-Agonisten CGS-21680 (A2a) und — wenngleich bei geringerer
Konzentration — NECA (A2b) [52] verstarkt aber zudem den bereits gewonnenen
Eindruck einer in erster Linie Uber Adenosinrezeptoren erzielten Vermittlung der
ATP-Wirkung.  Adenosin-A2-Rezeptoren  gelten als  Hauptvermittler  der
Adenosinantwort an peripheren sensorischen Neuronen [18, 22]. Ihr Vorhandensein
konnte bereits nachgewiesen werden fir Somata und zentrale Termini des Nervus
vagus der Ratte, allerdings konnten in dieser Studie Reaktionen auf den Adenosin-
A2a-Agonisten CGS-21680 nur bei gleichzeitiger Prasenz des Al-Agonisten PACPX
beobachtet werden [19].

45



Die Ursache fur eine nur geringgradige Vermittlung der ATP-Reaktion tUber P2X-
Rezeptoren bei dafur moglicherweise fast ganzlicher Wirkung uUber Adenosin-
Rezeptoren in den verwendeten Praparaten konnte in einem Abbau des ATP zu
Adenosin liegen [18]. Uber die Existenz von hierfir verantwortlichen
Ektonukleotidasen wurde in der Vergangenheit mehrfach berichtet [6, 18, 27, 44, 45,
50, 73, 89, 90, 91]. Hierbei entwickelte sich des Weiteren die Erkenntnis, dass
sowohl a,B-meATP als auch Ap5A diesem Abbau in wesentlich geringerem Malie
als ATP zu unterliegen scheinen, was die deutlich starkere Wirksamkeit dieser
beiden Substanzen erklaren konnte [10, 84, 85]. Entsprechende Inhibitoren zur
Uberprifung des Einflusses solcher Enzyme kamen jedoch im Rahmen der
beschriebenen Versuche nicht zum Einsatz.

Die moglichen Quellen extrazellularen ATPs sind vielfaltig, identifiziert werden
konnten beispielsweise sympathische Nerven, Endothelzellen, Tumorzellen [13] und
Merkel-Zellen [18].

Nimmt man an, dass die ATP-Reaktion in erster Linie Uber eine Wirkung an
Adenosinrezeptoren ausgelost wird, so ist natirlich im Umkehrschluss davon
auszugehen, dass Adenosin in vivo in der Lage sein sollte, eine ahnliche
stimulierende Potenz auf die Neurone des Ratten-Vagus ausuben. Die nahezu

identischen Kurvenverlaufe in den hier vorgestellten Messungen weisen darauf hin.

Inzwischen ist in einer an isolierten Nervenfasern des Ratten-Vagus durchgefiihrten
Studie berichtet worden, dass auch eine ATP-Wirkung an P2Y-Rezeptoren von
Schwann-Zellen wesentlich zu dem an unmyelinisierten Axonen beobachteten

erregenden Effekt von ATP beitragen kénnte [34].

N. suralis der Ratte

An den Praparaten des N. suralis der Ratte waren die Unterschiede zwischen den
einzelnen getesteten Substanzen nicht so gravierend wie am N. vagus gesehen, die
erzielten Schwellenreduktionen waren zudem meist deutlich geringer. Aber auch hier
zeigte sich bei Applikation von a,B-meATP trotz geringerer Dosierung die im direkten

Vergleich zu den anderen Substanzen starkste Reaktion. In Kombination mit einer
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wiederum sehr rapiden Senkung der Erregungsschwelle deutet dies auf das
dominierende Vorhandensein von ionotropen P2X-Rezeptoren auch am Ratten-
Suralis. Unterstltzen lasst sich diese Feststellung weiterhin durch die vollstandige
Blockade der erzielten Reaktionen mittels des P2X-Antagonisten iso-PPADS.
Ahnlich den Beobachtungen am Vagus-Praparat lasst sich die durch a,B-meATP
erzielte Reaktion auch am Suralis durch Applikation von TNP-ATP deutlich
reduzieren, wenngleich nicht zu 100 Prozent. Dies weist wiederum auf einen hohen
Anteil von dem TNP-ATP-Wirkungsspektrum entsprechenden Rezeptoren der
Gruppen P2X1, P2X3 oder P2X2/3 hin. Die Involvierung weiterer Rezeptoren der
P2X-Gruppe in die a,B-meATP-Antwort bleibt aber auf Grund der verbliebenen
Restsensibilitdt  wahrscheinlich.  Tatséchlich konnten in vorangegangenen
immunohistochemischen  Studien an  Hinterwurzel-Ganglionzellen  neben
dominierenden P2X3-Reaktionen durchaus Nachweise der Gruppen P2X1, P2X2,
P2X4, P2X5 und P2X6 erbracht werden [1, 87]. Eine erst kirzlich veroffentlichte
Studie zeigte fur die P2X-Purinozeptor-mRNA in L5-Hinterwurzel-Ganglienzellen
gesunder adulter Ratten folgende Auspragung: P2X3 >> P2X4 > P2X6 > P2X5
= P2X2 > P2X1 [39].

Eine Hauptwirkung tber P2X1-Rezeptoren kann auch in den hier beschriebenen
Versuchen auf Grund der fehlenden Reaktion auf den selektiven P2X1-Agonisten
B,y-meATP ausgeschlossen werden. Allerdings konnte in verschiedenen von
Petruska et al. vertffentlichten Studien an Spinalganglien P2X1-Immunoreaktivitat
primar in kleinen Neuronen festgestellt werden [59, 60, 61]. Diese trat sowohl allein
als auch in Kombination mit P2X3-Reaktivitat auf, wobei ATP stets schnelle
elektrophysiologische Reaktionen erzeugen konnte.

Im Gegensatz zu der am N. vagus beobachteten sehr raschen Desensitisierung der
durch a,B-meATP erzielten Reaktionen zeigte die Ruckkehr der Schwellenwertkurve
zum Normalniveau an den Praparaten des N. suralis haufig einen zweiphasigen
Charakter, bestehend aus einer schnellen und einer langsameren Komponente (vgl.
Abb. 11). Ursache hierfur kdonnte das Vorhandensein von beiden verbleibenden
maoglichen Haupt-Rezeptortypen, sowohl homomeren P2X3-Rezeptoren mit schneller
Desensibilisierung als auch heteromeren P2X2/3-Rezeptoren mit verhaltnismalig
langsamerer Desensibilisierung, sein. Tatsachlich wurde in der Vergangenheit bereits
haufig Uber eine entsprechende Prasenz beider Rezeptortypen an Hinterwurzel-
Neuronen von Ratten berichtet [21, 26, 59, 60, 82, 87], wobei P2X3-Rezeptoren
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vorwiegend an kleinen und P2X2/3-Rezeptoren an mittelgro3en Neuronen lokalisiert
werden konnten [5, 79]. Sowohl Grubb et al. als auch Burgard et al. identifizierten in
Hinterwurzel-Ganglien drei Neuronentypen: langsam desensitisierende mit P2X2/3-
Rezeptoren, schnell desensitisierende mit P2X3-Rezeptoren und ,gemischte” mit
den Eigenschaften beider Rezeptortypen [9, 30]. Andere Autoren hingegen konnten
mittels immunohistochemischer Versuche an Hinterwurzel-Ganglionzellen nur eine
geringe Heteropolymerisation von P2X-Rezeptoren nachweisen [1]. Die Tatsache,
dass a,8-meATP bei den Versuchen am Ratten-Suralis eine deutlich starkere Potenz
aufwies als ATP, konnte auch hier gegen ein Uberwiegen von P2X3-Rezeptoren

sprechen [26].

Ap5A konnte an den Suralis-Praparaten der Ratte ebenso wie an den Vagus-
Praparaten die zweitstarkste Reaktion erzeugen. Im Gegensatz zum Vagus war
diese Reaktion im Vergleich mit der durch a,B-meATP erzielten deutlich geringer,
aber trotzdem in den verwendeten Konzentrationen dennoch ausreichend, um auch
hier eine physiologische Rolle im Schmerzgeschehen mdglich erscheinen zu lassen.
Durch TNP-ATP konnte hier ebenfalls der Grolteil der erzeugten Schwellenreduktion
blockiert werden, was erneut eine Dominanz von Rezeptoren der Gruppen P2X1,
P2X3 und P2X2/3 belegt, mit der oben beschriebenen Einschrankung fir P2X1. Die
verbliebene Reaktion deutet aber auch hier wiederum darauf hin, dass noch weitere
Rezeptoren in die Vermittlung der erzeugten Erregung involviert sind.

Die zweiphasige, auf eine Wirkung sowohl an P2X3- als auch an P2X2/3-Rezeptoren
hinweisende Struktur der Desensitisierung konnte meist auch bei der Reaktion auf
Ap5A beobachtet werden, wenngleich nicht gar so deutlich ausgepragt wie bei a,B-
meATP.

Obgleich ATP auch am Suralis-Praparat der Ratte eine selbst in wesentlich héheren
Konzentrationen zumeist nur deutlich geringere Reaktion erzielen konnte als a,B-
meATP und Ap5A, so war der qualitative Verlauf diesen Reaktionen hier doch
ahnlicher. Die wahrscheinlich vorwiegende Wirkung Uber Adenosinrezeptoren, wie
sie am N. vagus ja auf Grund des langsamen Kurvenverlaufs anzunehmen war,
scheint am N. suralis also nicht in gleichem Mal3e vorzuliegen. Mdglicherweise ist die
Aktivitat von ATP-spaltenden Ektonukleotidasen in dieser Region ja geringer

ausgepragt. So finden sich in veroéffentlichten Studien zum Ganglion spinale
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ebenfalls zahlreiche Hinweise auf eine Wirkung von ATP an P2X-Rezeptoren [z.B.
15, 23, 59, 68]. Hierbei konnten 3 Reaktionsmuster - schnell, langsam und ,gemischt*
- unterschieden werden [9, 30, 66]. Andererseits konnte in der hier prasentierten
Studie PPADS die ATP-vermittelte Schwellenanderung aber nicht immer vollstandig
blockieren, was ebenso wie die teilweise lange Reaktionsdauer wiederum nicht far
eine ausschlief3lich P2X-Rezeptor-vermittelte Reaktion spricht.

Ein &hnliches Ergebnis hinsichtlich der unterschiedlichen Potenzen von ATP und a,B-
meATP konnte auch eine Studie am Nervus lingualis der Ratte verzeichnen, mit
einer zehnmal groBeren minimalen Wirkkonzentration von ATP [70]. Auch hier
zeigten sich schnelle und langsame Komponenten der erzielten Reaktionen.
Demgegenuber stellten sowohl Chen et al. als auch Garcia-Guzman et al. an P2X3-
Rezeptoren der Ratten-Hinterwurzel eine starkere Potenz von ATP im Vergleich zu
a,B-meATP fest [20, 26], und Rae et al. zeigten auch im Vergleich zu Ap5A eine
starker ausgepragte ATP-Reaktion [68].

Unklar bleibt auf3erdem die Ursache fur das gelegentliche vollstandige Ausbleiben
einer Reaktion auf ATP. Die Angaben bisher veroffentlichter Studien zur ATP-
Sensitivitat von Neuronen im Ganglion spinale der Ratte schwanken zwischen 35
und 96 Prozent [2, 15, 30]. Li et al. konnten in Patch-Clamp-Versuchen an
Hinterwurzel-Zellen der Ratte fur kleine Neuronen eine hohe ATP-Sensitivitat mit
schneller Desensitisierung und fur mittlere Neuronen eine geringe ATP-Affinitat mit
langsamer Desensitisierung feststellen, wohingegen grof3e Neuronen keinerlei ATP-
Affinitat aufwiesen [47].

Ahnliche Beobachtungen wie fir ATP gelten in dieser Hinsicht auch fur Adenosin ,
welches ebenso nur gelegentliche Schwellenreduktionen induzieren konnte. Bei
positiver Reaktion waren die erzielten Anderungen der Threshold-Kurve &hnlich gro
wie die durch ATP erzielten, der Verlauf zeigte aber im Gegensatz dazu stets die fur
P1-Rezeptoren typische langsame Struktur sowohl der Onset- als auch der Return-

Phase.
Eine generelle signifikante Prasenz von Adenosinrezeptoren am Nervus suralis der

Ratte bleibt somit zumindest vorerst zweifelhaft und bedarf weiterer Untersuchungen.

Kaelin-Lang et al. fanden beispielsweise fir A2a-Rezeptoren kodierende Gene
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lediglich in grofen Neuronen des Ganglion spinale [37], welche nicht zu den

langsamen C-Faser-Potentialen der hier vorgestellten Versuche beitragen.

humaner N. suralis

Die Ergebnisse der an den Praparaten des Nervus suralis des Menschen gemachten
Untersuchungen zeigten teilweise gravierende Unterschiede zu den an den oben

beschriebenen Praparatetypen erzielten.

So legt vor allem das nahezu vollstandige Ausbleiben jeglicher Reaktion auf die
Applikation von a,B-meATP den Schluss nahe, dass P2X-Rezeptoren am humanen
Suralis keine Rolle fiir die Transduktion nozizeptiver Stimuli spielen.

Zu einem entsprechenden Ergebnis kam auch eine kirzlich veroffentlichte Studie von
Lang et al. [45]. Garcia-Guzman et al. konnten am Menschen zwar cDNA finden,
welche eine Ubereinstimmung von 93% mit der fir Ratten-P2X3-Rezeptoren
kodierenden besitzt, allerdings konnte entsprechende mRNA nur nachgewiesen
werden im Ruckenmark und im Herzen, nicht an peripheren Nerven [26]. Im
Gegensatz dazu konnten aber Yiangou et al. mittels spezifischer Antikorper durchaus
P2X3-Immunoreaktivitdt an etwa 60% von kleinen und mittleren Neuronen humaner

Hinterwurzel-Ganglienzellen nachweisen [88].

Auch der langsame Verlauf der positiven Reaktionen auf Ap5A deutet darauf hin,
dass diese Schwellendnderungen nicht durch P2X-Rezeptoren vermittelt sind. Hier
scheinen andere, weiter oben bereits aufgefihrte Rezeptoren eine entsprechende
Rolle zu spielen.

Auf Grund der sehr inhomogenen Reaktionen wurde auf eine weitere Untersuchung
der Ap5A-Reaktion mittels Rezeptor-spezifischer Antagonisten jedoch verzichtet. Die
Ursache fir das teilweise vollstdndige Ausbleiben einer Reaktion auf Ap5A bleibt
unklar. Mdglich wére eine Hauptwirkung Uber Rezeptortypen, welche nur an einer

geringen Zahl der im Nervus suralis vorhandenen Axone ausgepragt ist.

Die Annahme eines Fehlens von P2X-Rezeptoren am Nervus suralis der Ratte kann

auch durch die unter Applikation von ATP durchgefiihrten Messreihen nicht widerlegt
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werden. Der langsame Verlauf sowohl der Onset- als auch der Return-Phase spricht
gegen eine Vermittlung dieser Reaktion Uber ionotrope P2X-Rezeptoren. Bestatigt
wird dies durch die Tatsache, dass der unspezifische P2X-Antagonist PPADS
keinerlei Anderung der ATP-Reaktion hervorrufen konnte.

Im direkten Vergleich erwies sich die ATP-Reaktion als sowohl quantitativ als auch
qualitativ sehr dhnlich der durch Adenosin in gleichen Konzentrationen erzeugten.
Dies lasst im Zusammenhang mit der Blockade der ATP-Wirkung durch die
verwendeten Adenosinrezeptor-Antagonisten auf eine dominierende Wirkung des
ATP am humanen Suralis tUiber entsprechende Adenosinrezeptoren schliel3en.

Eine kirzlich veroffentlichte Studie [45] legte ebenfalls dar, dass die durch ATP an
humanen Suralen erzielte Reaktion Uber Adenosin-Al-, Adenosin-A2- und P2Y-
Nukleotid-Rezeptoren, jedoch nicht Gber P2X-Rezeptoren vermittelt wird.

Allerdings sind im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit gleichartige Ergebnisse flr
ATP ja bereits am N. vagus der Ratte beobachtet worden, welcher sich aber
durchaus als im Besitz von P2X-Rezeptoren erwies. Die alleinige Wirkung von ATP
Uber Adenosinrezeptoren ist also zwar als mdgliches Indiz, jedoch nicht als
unbedingter Beleg fur ein Fehlen von P2X-Purinozeptoren am menschlichen Suralis
zu werten, vielmehr kdnnten diese Ergebnisse auch durch die bereits fir den Ratten-
Vagus aufgefuhrten Grinde wie beispielsweise den ATP-Abbau durch

Ektonukleotidasen hervorgerufen sein.

Die gute Wirksamkeit von Adenosin belegt die dominierende Prdsenz von P1-
Rezeptoren am humanen N. suralis und deutet auf eine physiologische Rolle
naturlicher Agonisten dieser Rezeptoren in der Vermittlung nozizeptiver Stimuli hin.
Die Tatsache, dass der A2-Adenosinrezeptor-Agonist Alloxazin [4, 67] die
Adenosinwirkung ebenso wie die ATP-Wirkung vollstandig blockieren konnte, deutet
auf ein Uberwiegen dieses Subtyps innerhalb der Gruppe der Adenosinrezeptoren
hin. Diese Annahme wird dadurch verstarkt, dass sich sowohl der A1-Agonist CPA
[41] als auch der A3-Antagonist MRS-1220 als wirkungslos erwiesen. Weiter
spezifizieren lasst sich die Wirkung an den A2-Rezeptoren noch dahingehend, dass
das vorwiegend an A2b-Rezeptoren agierende NECA vergleichbare
Schwellenanderungen wie ATP und Adenosin hervorrufen konnte, wahrend CGS-
21680 (A2a-Agonist, [4, 52] ) keine Reaktion hervorrief.
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Verfahren

Die Methode des Threshold Tracking, abgewandelt fir die Arbeit mit in-vitro-
Praparaten, erwies sich bei einem Schwellenstrom von 40% des Maximalstromes an
allen Praparattypen als sehr verlasslich. Insbesondere das Verfahren mit
hyperpolarisierenden  Prapulsen lieferte  gute  Ergebnisse mit einem
schwankungsarmen Signalverlauf und konstanten, reproduzierbaren Messverlaufen.
Durch die Wahl des geeigneten Prapulses konnte sowohl die Quantitat der
Schwellenanderungen als auch die Qualitat des Signalverlaufs positiv beeinflusst
werden (vgl. Abb. 1).

Die an einem Praparattyp durch eine bestimmte Substanz erzielte Reaktion erwies
sich zumeist als gut reproduzierbar. Jedoch konnte auch festgestellt werden, dass es
zwischen den einzelnen Préparaten eines Typs eine teilweise starke interindividuelle
Variabilitdt hinsichtlich des Ausmalles der durch die jeweiligen Substanzen
erzeugten Schwellenwertreduktion gab. Dies spiegelt sich in mitunter sehr grof3en
Standardabweichungen wieder. Hierbei konnte aber keine Abhangigkeit durch
offensichtliche latrogen verursachte Faktoren, wie Dbeispielsweise die
Lagerungsdauer der Nervpraparate in der Nahrlésung, festgestellt werden. Primar ist
natirlich eine unterschiedliche Verteilung der Rezeptoren an den untersuchten
axonalen Segmenten denkbar. Des Weiteren ist, in erster Linie bei den humanen
Praparaten, eine krankheitsbedingte Schadigung der Nerven in Erwédgung zu ziehen.
So stellten Horn et al. bei Diabetes-Patienten eine geringere Membranleitfahigkeit
von Neuronen des Nervus medianus fest [33]. Die Bedingungen bei der Praparation,
Lagerung und Eingliederung in die Versuchsapparatur wurden soweit moglich fur alle
Praparate gleich gehalten. Eine gewisse mechanische Traumatisierung insbesondere
bei der Separation der Faszikel sowie beim Entfernen der bindegewebigen Anteile ist
jedoch nicht auszuschlieR3en. Der kritischste Punkt ist sicherlich die Eingliederung der
Nervsegmente in die Kunststoffkammer. Hierbei sind in erster Linie Abweichungen
bei der Isolierung der Saugelektroden, ein nicht identischer elektrischer Widerstand
innerhalb der Saugelektroden und eine unterschiedliche Umspulung mit Nahr- und

Priflosung denkbar. Auch kénnen eventuell verbliebene Bindegewebsanteile auf den
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Axonen die Oberflache sowohl fur die N&ahrstoffversorgung als auch fur die zur
Reaktion zur Verfiigung stehenden Rezeptoren reduziert haben.

Weitere mdgliche Fehlerquellen nach Fertigstellung des Setup konnten
beispielsweise in einer unterschiedlichen Zusammensetzung der Spullésung oder
Abweichungen in der Gassattigung liegen. Zur Minderung dieser Einflussfaktoren
wurden vor der ersten Applikation einer Substanz stets Scheinwechsel durchgefihrt.
Um den Effekt eines anfangs nur gering konzentrierten Erreichens der Nervkammer
durch die Prifsubstanz mit langsamem Anstieg bis zur gewiinschten Konzentration
zu minimieren, wurde das Volumen der Nahrlésung im Applikationsgefafd
entsprechend gering gehalten (50 bis 100 ml). Der Ablauf der Spullésung in das
Abfallgefa? nach Applikationsbeginn betrug mit 2 Minuten ein Mehrfaches der
Durchlaufzeit des Perfusionssystems, was die Gefahr einer Verwasserung der
gewahlten Konzentration minimierte. Die Uberprifung der Abhangigkeit der
Schwellenanderungen von der Temperatur der Losung zeigte in der untersuchten
Bandbreite (30T bis 38<C) nur einen unsignifikanten Z usammenhang. Alle in dieser
Arbeit einbezogenen Messungen wurden bei einer Solltemperatur von 37C

durchgefuhrt.

Der Verlauf der durch eine bestimmte Substanz erzeugten Reaktionen war aber
dennoch auch bei verschiedenen Préparaten stets reproduzierbar. Bei grél3eren
Abweichungen hinsichtlich der Quantitat musste zur Bestimmung eines verlasslichen
Mittelwertes die Anzahl der durchgefuihrten Versuche entsprechend grol3 gewahit
werden. Dem direkten Vergleich zweier oder mehrerer Substanzen dienten
aulRerdem idealerweise aufeinander folgende Messungen an ein und demselben
Praparat. Die dabei beobachteten prozentualen Unterschiede konnten meist auch an
anderen Praparaten in ahnlichem Ausmald beobachtet werden. Vor allem zur
bestméglichen Beurteilung der durch einen bestimmten Antagonisten erzielten
Blockade beziehungsweise Reduktion einer Schwellensenkung erwies sich dies als
vorteilhaft. Ebenso wurde oftmals die gute Konzentrationsabhangigkeit der
Messergebnisse einer Prifsubstanz bei der Auswertung der Mittelwerte nicht so gut
deutlich. Auch hier konnten direkt auf einander folgende Messungen am gleichen
Praparat wesentlich aussagekraftigere Resultate liefern.
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Ein direkter Zusammenhang zwischen den Messergebnissen und der
Lagerungsdauer der Nervsegmente in der gekuhlten HEPES-N&ahrlésung unter den
angegebenen Bedingungen konnte nicht festgestellt werden. Anders war dies
hinsichtlich der Versuchsdauer. Hier wurde bei langen Versuchen teilweise sichtbar,
dass die Amplituden der Summenaktionspotentiale (Peak-Kurve der erzeugten
Antwortsignale) zum Ende der Versuche leicht abfielen. Dies resultierte aber nicht
zwangsweise in einer entsprechenden Anderung des Verlaufs der Schwellenwert-
Kurve, da diese ja stets auf einem prozentualen Anteil der maximalen Amplitude des

registrierten Signals beruhte.

Unabhéngig davon zeigten aber in den meisten Fallen auch die Schwellenwert-
Kurven keinen komplett horizontalen Verlauf, sondern einen leichten Anstieg oder
Abfall bzw. bei langeren Versuchen auch Kombinationen von Beidem. Als ursachlich
erwies sich oft ein leichter Drift des Ausgangssignals des verwendeten Stimulators.
Dies hatte jedoch generell keinen signifikanten Einfluss auf das Ausmal3 der durch
die verwendeten Substanzen erzeugten Ausschlage im Kurvenverlauf. Lediglich bei
steiler ansteigenden oder abfallenden Kurven musste der Bezugspunkt zur
Bestimmung der Maxima der erzeugten Schwellenwertanderungen durch Verbindung
der Werte vor und nach der erzeugten Reaktion interpoliert werden.

Trotzdem, wenn auch nicht in Zusammenhang mit dem generellen Verlauf der
Schwellenwert-Kurve, konnte gelegentlich die Beobachtung gemacht werden, dass
bei wiederholter Verwendung einer Testsubstanz nach einer gewissen Zeit die durch
diese erzielte Schwellenwertreduktion deutlich geringer wurde (Tachyphylaxie). Als
Ursachen hierfur sind natirlich zum Einen die Ausbildung einer Rezeptortoleranz
gegenuber den spezifischen wirksamen reaktiven Gruppen der Testsubstanzen, zum
Anderen aber auch eine mogliche generelle Reduktion der Reaktionsfahigkeit der

Nerven zu diskutieren.

Problematisch erscheint derzeit noch die richtige Einstellung der Trackingparameter
(v.a. ,Tracking Time* , ,Tracking Error“, Schrittmodus), um ein ideales Ergebnis fur
die gewunschten Darstellungen zu erzielen. Hierbei ist festzustellen, dass das
Tracking bei sehr heftigen Anderungen des Schwellenwertes zu langsam ist, um die

Maximalamplitude solcher Reaktionen genau genug darstellen zu kdnnen. Eine
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deutliche Anderung des stets zusatzlich zum Schwellenwert aufgezeichneten
erzeugten Peak-Wertes weist auf diese Falle hin (vgl. Abb. 5A). Eine entsprechende
Gegenmal3nahme bestinde in einer Modifizierung der Reizanderungsparameter
dahingehend, dass auf eine Abweichung des Reaktionssignals aus dem festgelegten
Fensterbereich hinaus mit einer starkeren Adjustierung des Reizstromes zu
Kompensation dieser Abweichung reagiert wirde. Dies fuhrt jedoch andererseits bei
allen Schwellenwertanderungen, die vom vorgegebenen Fensterbereich nur leicht
abweichen oder sehr langsam ablaufen, in einer im Protokoll deutlich starkeren und

heftigeren Darstellung der Schwellenwertdnderung, als dies eigentlich der Fall ist.

Eine weitere mdgliche Ursache, welche die richtige Darstellung sehr schnell
ablaufender Reaktionen behindern koénnte, liegt im Flissigkeitsvolumen der
Nervkammer begriindet. Hierdurch besteht die Mdoglichkeit, dass die applizierte
Prifsubstanz die Nervsegmente initial nur in sehr starker Verdinnung erreicht und
die gewlnschte Konzentration am Wirkungsort nur mit entsprechender Verzégerung
erzielt wird. Dies kadme beispielsweise als Grund dafir in Betracht, dass eine
eventuell vorhandene sehr rapide ablaufende Reaktion auf P2X-Rezeptor-Agonisten
am humanen Suralis in Folge einer zu langen Zeitspanne zwischen der Rezeptor-
Kopplung der ersten Agonisten und dem Erreichen der gewtinschten Konzentration
nicht aufgezeichnet werden wirde. Dies stinde auch im Einklang mit den
Ergebnissen von Rong et al. am N. lingualis der Ratte, wo Bolus-Applikation von
P2X3-Agonisten an nozizeptiven Fasern stets eine deutliche Reaktion hervorrufen
konnte, wahrend intra-arterielle Perfusion kaum positive Resultate lieferte [70].
Allerdings erwies sich fur die Praparate der Ratte die vorgestellte Methode ja auch
fur P2X-Agonisten als praktikabel, hier stellte wie beschrieben eher das elektronische

System einen limitierenden Faktor dar.

Das MaR der Ubertragbarkeit der in dieser Arbeit auf Grund der verwendeten
Methode gewonnenen Ergebnisse auf intakte Nervenfasern in vivo bleibt letztendlich
noch offen. Stebbing et al. konnten bei einer vergleichenden Studie zwischen der
Wirkung von P2X-Rezeptor-Agonisten an mittels Hochwiderstands-Mikroelektroden
gereizten in toto isolierten Neuronen des Ggl. spinale der Ratte und Patch-Clamp-
Versuchen an entsprechenden akut dissoziierten Ganglienzellen nur eine geringe

Ubereinstimmung feststellen (14% zu 87% positive Reaktionen) [74].
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6. Zusammenfassung

In der vorliegenden Arbeit wurden die Wirkungen von Neuroliganden, insbesondere
von Agonisten an purinergen Rezeptoren, auf die Erregbarkeit unmyelinisierter
Axonen in peripheren Nerven verschiedener Spezies untersucht. Unmyelinisierte
Axone sind wegen ihrer geringen GroRRe fur intrazellulare elektrophysiologische
Techniken nicht zugénglich. Deshalb wurden Effekte der applizierten Agonisten und
Antagonisten Uber Erregbarkeitsverdanderungen der Axone mit Hilfe von

extrazellularen Schwellenwertbestimmungen (threshold tracking) gemessen.

In allen Préparategruppen konnten dabei deutliche Reaktionen auf die Applikation
von Purinozeptor-Agonisten eine Existenz von entsprechenden Rezeptoren am

axonalen Verlauf der peripheren Neuronen belegen.

Die Ergebnisse am Nervus vagus der Ratte zeigen vor allem eine Prasenz von P2X-
Rezeptoren an den zum C-Faser-Summenaktionspotential beitragenden Axonen.
Die durch a,B-meATP und Ap5A erzeugten Reaktionen weisen hierbei auf eine
dominierende Wirkung an P2X3-Rezeptoren hin, aber auch P2X2/3-Rezeptoren
kobnnten einen mdglichen Beitrag leisten. Ein Einfluss weiterer P2X-Subtypen
erscheint denkbar, spielt aber offenbar keine signifikante Rolle.

ATP erreicht seine deutlich geringere Wirkung an Ratten-Vagi nicht vordergriindig via
P2X-Rezeptoren. Vielmehr scheint hier nach Abbau zu Adenosin eine Stimulation
von Adenosin-A2a- und -A2b-Rezeptoren den hauptsachlichen Faktor darzustellen,

wobei eine geringe Wirkung auch an Al-Rezeptoren nicht auszuschliel3en ist.

Auch die Ergebnisse an den Praparaten des Ratten-Suralis stehen im Einklang mit
dem Vorhandensein von P2X- und mdoglicherweise auch Adenosinrezeptoren. Das
mittels der an P2X-Purinozeptoren wirksamen Substanzen aufgestellte
Wirkungsprofil &hnelt dabei prinzipiell dem des N. vagus. Der gréf3te Unterschied
liegt hier offenbar in der neben der P2X3-Wirkung deutlich starker ausgepragten
Wirkung von a,-meATP und Ap5A an heteromeren P2X2/3-Rezeptoren.

Einen weiteren wesentlichen Unterschied zum Vagus-Nerven stellt die Reaktion auf

Applikation von ATP dar. Hier zeigten sich zumeist Anzeichen flir eine
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vordergrindige Rolle von P2X-Rezeptoren in der Vermittlung der ATP-Wirkung. Dies
deutet auf eine deutlich geringere Hydrolyse durch Ekto-ATPasen hin.

Einzelne Faszikel gaben ebenfalls Hinweise auf eine Aktivierung von
Adenosinrezeptoren. In den meisten Fallen lieferte die Applikation von Adenosin

jedoch keine Reaktion.

Die am humanen Suralis-Praparat erzielten Resultate unterschieden sich deutlich
von denen der Ratte. Ein signifikanter Einfluss von P2X-Rezeptoren auf die
erzeugten C-Faser-Summenaktionspotentiale konnte hier nicht nachgewiesen
werden. So lieferte die Applikation von a,f-meATP keine positiven Reaktionen, und
auch das Profil der durch Ap5A erzielten Wirkung zeigte keine Hinweise auf eine
Vermittlung Gber P2X-Purinozeptoren. Indessen gibt es im Unterschied zum Suralis
der Ratte starke Indizien fur die Uberwiegende Prasenz von Adenosinrezeptoren.
Diese erwiesen sich als hauptverantwortlich fur die Wirkung von ATP auf Axone

menschlicher Suralis-Nerven.

Hinsichtlich der fir die beschriebenen Versuche gewéhlten Methode lasst sich
abschlieRend festhalten, dass sich die Technik des in vitro Threshold Tracking als
eine sehr gute Grundlage zur Untersuchung der Erregbarkeit von unmyelinisierten
Axonen erwies. Sie stellt somit eine sehr hilfreiche Erweiterung der herkdmmlichen

elektrophysiologischen Untersuchungsmethoden an peripheren Nerven dar.
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7. Abkirzungen und Synonyme der verwendeten Substan  zen

Abklrzungen

a,B-meATP
B,y-meATP
ADP

Ap5A

ATP
Bz-ATP
CGS-21680

CPA
DPCPX

MRS 1220

NECA
PPADS

TNP-ATP

Synonyme

Alloxazin

Adenosin-5'(a,B-Methylen)-Diphosphat
Adenosin-5'(B,y-Methylen)-Diphosphat
Adenosindiphosphat
P1,P5-Di(-Adenosin-5’)-Pentaphosphat
Adenosin-5’-Triphosphat
2’-3’-0O-(4-Benzoylbenzoyl-)Adonosin-5’-Triphosphat
2-p-(2-Carboxyethyl)Phenethylamino-5'-N-
Ethylcarboxamidoadenosin
N6-Cyclopentyladenosin
8-Cyclopentyl-1,3-Dipropylxanthin /
1,3-Dipropyl-8-Cyclopentaxanthin
9-Chloro-2-(2-furanyl)-5-([Phenylacetyl]Amino)[1,2,4]-
Triazolo[1,5-c]Quinazolin
5’-(N-Ethylcarboxamido)Adenosin
Pyridoxalphosphat-6-Azo-(Benzen-2,4-Disulfonséure-)
Tetrasodiumsalz
2',3'-0-(2,4,6-Trinitrophenyl)ATP

Benzo[g]Pteridin-2,4(1H,3H)-Dion
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e LMIU

MEDIZINISCHE FAKULTAT DER UNIVERSITAT MUNCHEN

Klinikum der Universitat Miinchen  Physiologisches Institut Maximilians—
Klinik fur Anaesthesiologie Lehrstuhl fiir Neurosiylogie Universitat
Direktor: Prof. Dr. Dr. h.c. K. Peter Vorstand: Pror. G. ten Bruggencate Miinchen

Prof. Dr. P. Grafe
Physiologisches Institut
Pettenkoferstr. 12

Patienteninformation und 80336 Minchen
. - .. Tel: 089-5996-221 (-241)
Einwilligungserklarung Fax: 089-5996-216
zu Untersuchungen uber die Schmerzleitung Dr. D. Imnich
Klinik fir Anaesthesiologie
von Nervenfasern z.Zt. Physiologisches
Institut

Pettenkoferstr. 12
80336 Miinchen

(Chemosensitivitat isolierter humaner Tel: 089-5996-258 (-241)
Fax: 089-5996-216

nozizeptiver Nervenfasern)

Miinchen, 7.12.2000

Sehr geehrte Patientin, sehr geehrter Patient,

leider musste bei Ihnen wegen nicht zu beseitigender krankhafter VeranderunGesfiader, der
Nerven oder anderer Gewebe die arztliche Entscheidung getroffen werden, elieémet &xtremitat
(Beine, Arm) zu entfernen.

Dieses Vorgehen ist medizinisch notwendig um weitere Krankheitsfolgeneviudbreitung der

Erkrankung, massive Infektionen oder unertragliche Schmerzen zu vermeiden.

Da chronische Schmerzen - wie Sie vielleicht selber gemerkt haben - moét rufriedenstellend
behandelt werden kénnen, untersuchen wir die Schmerzleitung Uber Nerven und deren Reaktion auf
verschiedene Substanzen. Ein besseres Verstandnis der Schmerzentstehung uhterzalfrety
konnte dann zur Entwicklung neuer Medikamente und Methoden fir eine erfolgreichere
Schmerzbekampfung fuhren.

Fir unsere Untersuchungen benétigen wir Nervenfasern, die nur wenige Zentingesenda Aus
diesem Grund mdchten wir Sie bitten, dass wir von dem bereits abgetrennten Tgilel@it&t nach
der Operation ein Stlick Nervenfaser herausnehmen und untersuchen dirfen.

Die Entnahme der Nervenfaser beeinflusst in keinerlei Hinsicht den Ablauipeeat®n, der
Narkose oder Ihre sonstige medizinische Versorgung, da sie erdara@peration stattfindet.
Aufgrund der Bestimmungen fir Forschungen an menschlichem Gewebe bedarf es aber lhrer

schriftlichen Zustimmung fir dieses Vorgehen. Vorausgesetzt Sie sind &imaens



mdchten wir Sie zusatzlich bitten einige wenige Fragen zur Intensitat undé@lmkr Schmerzen

und Uber die bisher erfolgte Schmerztherapie zu beantworten.

Datenschutz

Nur die zustdndigen Wissenschaftler und autorisierte Personetter Gesundheitsbehdrden haben
im Rahmen der gesetzlichen Vorschriften Zugang zu den gesammelten Bat Diese Personen
unterliegen der Schweigepflicht und sind zur Beachtung des Datschutzes verpflichtet. Die
Bearbeitung der Daten erfolgt ausschlief3lich zu statistischen unglissenschaftlichen Zwecken
und sie werden ausnahmslos darin nicht namentlich genannt.

Auch in etwaigen Verdffentlichungen der Daten werden Sie nicht naemtlich genannt

Wir mdchten Sie darauf hinweisen, dass lhre Zustimmung zur Enthnahme des Nertiatssite

freie Willensentscheidung sein sollte. Eine Ablehnung hat keinerlei nachtedigen fur Sie. Sie

kénnen darlUber hinaus zu jedem Zeitpunkt ohne Angabe von Griinden und ohne nachteilige Folgen
Ihre Zustimmung widerrufen.

Wir danken lhnen fir Ihre Mitarbeit

Dr. D. Irnich Prof. Dr. P. Grafe

Ich erklare mich mit der Teilnahme an der Studie einverstanden.

Ort, Datum Unterschrift

Der Patient wurde von mir schriftlich und miindlich

ausfuhrlich und unter Einrdumung einer ausreichenden Bedenkzeit tiber die Studie informier

Ort, Datum Unterschrift









Lebenslauf

Name:
Geburtsdatum:

Geburtsort:

Staatsangehorigkeit:

Schulbildung:

Wehrdienst:

Studium:

Beruf:

Johannes Polten
25. April 1976
Bernburg
deutsch

Grund- und Oberschule in Leipzig
09.1982 — 01.1992

High School in Camden (Australien)
01.1992 —12.1992

Gymnasium in Leipzig
01.1993 — 06.1994

Schulabschluss: Abitur 06.1994

Soldat im Sanitatsdienst
10.1994 — 09.1995

Hochschulstudium Zahnmedizin, Universitat Leipzig
10.1995 - 09.2000

Abschluss: Staatsexamen 09.2000

wissenschaftlicher Angestellter des Physiologischen
Institutes der Ludwig- Maximilians-Universitat Minchen
12.2000 - 03.2001

wissenschaftlicher Angestellter der Klinik und Poliklinik
fur Zahnéarztliche Prothetik und Werkstoffkunde des
Universitatsklinikums Leipzig

03.2001 — 02.2003

Assistent in privater Zahnarztpraxis in Leipzig
seit 03.2003






Mein Dank gilt den Mitarbeitern der Neurophysiologie der Universitat Minchen, welche
mich bei meiner Arbeit begleitet haben, fir die herzliche Aufnahme und die stets
angenehme Zeit, die ich mit ihnen verbringen durfte. Besonders erwédhnen méchte ich
hierbei Frau Christa Muller, Herrn Dr. Ralf Burgstahler, Herrn Dr. Dominik Irnich, Herrn
Prof. David Tracey und allen voran Herrn Prof. Peter Grafe fur die freundliche
Betreuung, die intensive fachliche Unterstiitzung, das Vertrauen und die Geduld, welche

mir entgegengebracht wurden.

Speziellen Dank schulde ich auch meiner Familie, die meiner Arbeit viel Zeit opfern

musste und mich trotzdem immer tatkréaftig unterstitzt hat.



