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1 Einleitung

1 Einleitung

1.1 Neuropathischer Schmerz

Die Wahrnehmung von Schmerzen (Nozizeption) ermoglicht es dem Organismus,

adidquat auf potenziell schiddliche Reize zu reagieren. Der akute nozizeptive Schmerz er-

fiillt somit eine biologisch sinnvolle Warnfunktion. Neuropathischer Schmerz hingegen

tritt meist chronisch und oft ohne duflere Reizeinwirkung auf und dient somit keiner

physiologischen Funktion. Die International Association for the Study of Pain (IASP)

definiert neuropathischen Schmerz als einen ,,Schmerz, der durch eine primire Lésion

oder Dysfunktion des Nervensystems ausgelost oder hervorgerufen wird* (Merskey and

Bogduk 1994). In Tabelle 1.1 sind verschiedene Schmerzbegriffe und ihre Definitionen

laut IASP, sowie weitere, in dieser Arbeit hdufig vorkommende Begriffe aufgelistet und

erklart.

Tabelle 1.1: Schmerzbezeichnungen der IASP (Merskey and Bogduk 1994) und andere wichtige Begriffe

Schmerzbezeichnung

Definition

Schmerz
Neuropathischer Schmerz

Neuropathie

Allodynie
Hyperalgesie

Hypoalgesie

Pariésthesie

Dysisthesie
Pronozizeptive Wirkung
Antinozizeptive Wirkung

Schmerz ist eine unangenehme Empfindung und ein emotionales Erlebnis, das mit
einem aktuellen oder potenziellen Gewebeschaden einhergeht

Schmerz, der durch eine primére Lésion oder Dysfunktion des Nervensystems aus-
gelost oder hervorgerufen wird

Eine Funktionsstorung oder eine pathologische Verdnderung in einem Nerv.

In einem Nerv: Mononeuropathie

In mehreren Nerven: Mononeuropathie multiplex

Wenn diffus und bilateral: Polyneuropathie

Schmerz, der durch einen Reiz hervorgerufen wird, der normalerweise nicht
schmerzhaft ist. Verdnderung der Qualitit der Reizwahrnehmung

Gesteigerte Empfindlichkeit gegeniiber normalerweise schmerzhaften Reizen
Verinderung der Quantitit der Reizwahrnehmung

Verminderter Schmerz als Reaktion auf einen normalerweise schmerzvollen Reiz
Kribbeln, Ameisenlaufen

Unangenehme Paristhesie

Verstirkte Schmerzwahrnehmung; Schmerz-fordernde Wirkung

Verminderte Schmerzwahrnehmung; Schmerz-lindernde Wirkung

Auf Anregung von Woolf und Bennett wird seit 1998 an einer ergidnzenden mechanis-

menbasierten Definition fiir neuropathischen Schmerz gearbeitet (Woolf et al. 1998).

Diese Definition soll statt der anatomischen Lokalisation der Nervenschidigung die je-

weils zugrundeliegenden Pathomechanismen in den Vordergrund stellen (Baron 2000a).

Da neuropathische Schmerzen als Begleiterscheinung bzw. Komplikation einer Vielzahl
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von unterschiedlichen Erkrankungen auftreten konnen (sieche Tabelle 1.2), sind die
Pathomechanismen duBerst vielseitig und fiir eine endgiiltige mechanismenbasierte De-
finition noch nicht ausreichend aufgeklirt (Backonja 2003; Hansson and Dickenson

2005).

Tabelle 1.2: Einige neuropathische Schmerzsyndrome bzw. Erkrankungen und Atiologien, die mit neuro-
pathischen Schmerzen einhergehen konnen und ihre Einteilung nach der anatomischen Lokalisation

Peripheres Nervensystem: Mononeuropathie

Chronische Radikulopathien (Bandscheibenvorfall, Tumoren, Knochenmetastasen, Lyme Radikulitis)
Posttraumatische/postchirurgische Neuropathie (Mastektomie, Herniorrhaphie, Thorakotomie)
Phantomschmerz *(O'Hagan 2006)

Postzoster Neuralgie

Trigeminusneuralgie/Tic douloureux

Diabetische Mononeuropathie

Engpasssyndrome (Karpaltunnel Syndrom, Schultergiirtelkompressionssyndrom)

Polyarteritis nodosa

Neuralgische Schulteramyotrophie

Interkostale Neuralgie

Ischémische Neuropathie

Peripheres Nervensystem: Polyneuropathie

Diabetes mellitus

Hypothyreose

Alkoholismus

Vitamin B-Mangel

Multiples Myelom

Erbkrankheiten (Morbus Fabry, Amyloidose, Charcot-Marie-Tooth disease, Dominant-erbliche sensorische Neuropathie)
Bakterielle Infektionen (Bannwarth-Syndrom (Neuroborreliose), Lepra Neuropathie)

Virale Infektionen (Guillain-Barré-Syndrom (Eppstein-Barr-Virus), Aids-Neuropathie)

Medikamente (Chemotherapeutika, Antiretrovirale Substanzen, Cyclosporin, Chlorapmhenicol, Metronidazol)
Toxine (Thallium, Arsen, Quecksilber, Blei, Alkohol)

Laminitis beim Pferd (Hufrehe) *(Jones et al. 2007)

Zentrales Nervensystem

Multiple Sklerose

Querschnittsldsion

Parkinson-Syndrom

Hirninfarkt (v.a. Thalamus, Hirnstamm)
Syringomyelie *(Rusbridge and Jeffery 2008)
Komplexe neuropathische Erkrankungen

Komplexes regionales Schmerzsyndrom I (Sympathische Reflexdystrophie)

Komplexes regionales Schmerzsyndrom II (Kausalgie)

*vereinzelte Veroffentlichungen iiber neuropathische Schmerzsyndrome beim Tier.

Die Erforschung der Pathomechanismen chronischer neuropathischer Schmerzen, spe-
ziell peripherer Neuropathien, wird vor allem durch Tiermodelle ermoglicht (Wall and
Gutnick 1974; Bennett and Xie 1988; Seltzer et al. 1990; Kim and Chung 1992;
Decosterd and Woolf 2000). Alle diese Schmerzmodelle nutzen den N. ischiadicus, der
sich als sehr grofer, leicht zugédnglicher gemischter Nerv fiir eine experimentelle peri-
phere Nervenschddigung anbietet. Aulerdem innerviert er die plantare Oberflidche des

FuBles, die sich gut fiir sensorische Testungen eignet (Hogan 2002). Beim Chronic
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Constriction Injury (CCI) Modell nach Bennett und Xie wird der linke N. ischiadicus
locker mit vier chromierten Catgut Fiaden umschlungen (Bennett and Xie 1988). Die
Konstriktion der BlutgefiBe, die den Nerven versorgen, fiihrt zu einer Odematisierung

und im Bereich der Ligaturen zu einer Selbststrangulation des Nerven.

Tabelle 1.3: Pathomechanismen neuropathischer Schmerzen im peripheren und zentralen Nervensystem

Pathomechanismen im peripheren Nervensystem (Ap-, Ad- und C-Fasern)

Sensibilisierung peripherer Nozizeptoren

Durch eine Entziindungsreaktion und Ausschiittung von Entziindungsmediatoren kommt es zu einer Aktivierung
von Proteinkinasen und einer verstirkten Phosphorylierung von intrazelluldren Rezeptoren, Proteinen und
Enzymen. Hierdurch wird die Erregungsschwelle der Nozizeptoren herabgesetzt (Clatworthy et al. 1995; Tracey
and Walker 1995).

Ektopische (spontane) Entladungen

Durch eine Phosphorylierung, Neubildung und veriinderte Expression von Na*-Ionen Kanilen wird die Erregbar-
keit primdrer Afferenzen erhoht (Wall and Gutnick 1974; Dib-Hajj et al. 1999; Costigan and Woolf 2000;
Schaible 2007).

Ephaptische Entladungen

Durch Verlust der Myelinscheide kann es zu einer Weiterleitung von Aktionspotenzialen von AB- auf C-Fasern
kommen (Blumberg and Janig 1982; Amir and Devor 2000).

Sympathisch-afferente Kopplung

Eine Expression von o Adrenozeptoren auf nozizeptiven Fasern fithrt zur Kopplung des sympathischen und des
nozizeptiven Systems (Wasner and Baron 1998; Baron et al. 1999).

Pathomechanismen im zentralen Nervensystem (Dorsalhorn des Riickenmarks)

Sensibilisierung sekundirer Neurone

Durch den verstérkten afferenten Input aus der Peripherie kommt es zu einer Verstérkung der exzitatorischen
glutamatergen synaptischen Ubertragung und zur Rekrutierung von NMDAR (Wind-up) (Mendell and Wall 1965;
Dickenson 1990).

Spinale Reorganisation
AP-Fasern sprieBen in Lamina I und II ein und nehmen Kontakt zu nozizeptiv spezifischen sekundéiren Neuronen
auf (Woolf et al. 1992; Nakamura and Myers 1999).

Verlust der endogenen Inhibition (Disinhibition)

e Verschiebung des Anionengradienten durch aktivierte Gliazellen und exzitatorische Wirkung von Glycin iiber
den GlyR (Coull et al. 2003; Coull et al. 2005)

e Apoptotischer Zelltod von inhibitorischen Interneuronen (Moore et al. 2002)
e Fehlender Input von mechanosensitiven AB-Fasern fiihrt im Sinne der Gate-Control Theorie (Melzack and
Wall 1965) zu einer verminderten Inhibition (Narikawa et al. 2000)

e Verminderte Inhibition tiber GlyR nach Entziindungsreaktion (Ahmadi et al. 2002; Muller et al. 2003; Harvey
et al. 2004)

Elektronenmikroskopische (Basbaum et al. 1991) und histologische (Nuytten et al.
1992) Untersuchungen des geschéddigten Nerven offenbaren einen massiven Verlust von
AB-Fasern sowie eine grofSe Anzahl an unterbrochenen Ad-Fasern und pathologischen

Veridnderungen in vielen C-Fasern. Durch eine Entziindungsreaktion kommt es aufler-
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dem zu einer peripheren Sensibilisierung der primédren Afferenzen. Im Dorsalhorn des
Riickenmarks kommt es durch die periphere Sensibilisierung und den erhohten
afferenten Input zur zentralen Sensibilisierung der sekundidren Neurone. Als adaptive
Immunantwort kommt es nach der CCI-Operation zu einer Aktivierung von Gliazellen
und T-Lymphozyten im Dorsalhorn des Riickenmarks (Hu et al. 2007). Zur Veran-
schaulichung der vielfiltigen peripheren und zentralen Pathomechanismen, die im Ver-
lauf einer Neuropathie auftreten konnen und die in ihrer Gesamtheit zur Auspriagung
neuropathischer Schmerzen und einer Hyperalgesie und Allodynie fiihren, siehe

Tabelle 1.3.

In der Klinik prisentieren sich neuropathische Schmerzen hiufig als eine Kombination
sowohl negativer als auch positiver sensorischer Phdnomene (Suzuki and Dickenson
2000; Backonja 2003; Sommer 2003). Die negativen sensorischen Phdnomene duflern
sich als vermindertes oder fehlendes Schmerzempfinden oder Taubheit (Hypalgesie und
Hypasthesie). Sie sind Ausdruck eines teilweisen oder kompletten Verlustes von

afferenten Fasern (Suzuki and Dickenson 2000).

A Hyperalgesie

Allodynie 7 B A

Schmerzreaktion
N

v

Reizintensitit

Bild 1.1: Vereinfachte Darstellung der Beziehung zwischen der physiologischen Schmerzwahrnehmung eines gesun-
den Individuums (A) und der verdnderten Schmerzwahrnehmung eines Individuums mit neuropathischen Schmerzen
(B) adaptiert aus (Hogan 2002). Reize geringer Intensitit, die bei gesunden Individuen keine Schmerzreaktion aus-
16sen, rufen bei Individuen mit neuropathischen Schmerzen eine Schmerzreaktion hervor (Allodynie). Reize, die auch
physiologischerweise als schmerzhaft empfunden werden, werden jetzt als stirker schmerzhaft empfunden
(Hyperalgesie).

Positive sensorische Phdnomene duflern sich als Missempfindungen (Dysésthesien und
Parésthesien), spontane Schmerzen, die entweder kontinuierlich oder intermittierend

auftreten konnen und evozierte Schmerzen (Hyperalgesie und Allodynie) (Bild 1.1).
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Die evozierten Schmerzen konnen mithilfe einer Reihe von Instrumenten sowohl zur
klinischen Diagnostik (Hansson 2002), als auch zur Quantifizierung neuropathischer
Schmerzen im Tierversuch herangezogen werden. Die haufigsten klinischen Symptome
bei allen neuropathischen Schmerzen sind spontane Schmerzen und eine mechanische

Allodynie (Backonja and Stacey 2004; Maag et al. 2006).

In der Gesamtbevolkerung treten neuropathische Schmerzen zurzeit mit einer Privalenz
von 6,9 (Bouhassira et al. 2007) bis 8 Prozent (Torrance et al. 2006) auf. 20-24 Prozent
aller Diabetiker, 25-50 Prozent der Patienten, die eine Herpes Zoster Infektion erleiden
(Schmader 2002) und 23-28 Prozent der Patienten mit multipler Sklerose (Boivie et al.
1994; Baron 2000b; Rog et al. 2007) entwickeln neuropathische Schmerzen. Hiufig ist
die Lebensqualitit dieser Patienten durch Depressionen, Angstzustinde und Schlaf-
storungen vermindert (Schmader 2002; Breivik et al. 2006; Davies et al. 2006; Jensen et
al. 2007). Da viele neuropathische Schmerzsyndrome bei ilteren Patienten héufiger
auftreten und die Bevolkerung in den Industrieldandern dank besserer medizinischer
Versorgung immer dlter wird, ist davon auszugehen, dass die Priavalenz neuropathischer

Schmerzen in Zukunft zunehmen wird (Dworkin 2002).

Die Therapie neuropathischer Schmerzen stellt bis heute eine Herausforderung dar und
die Therapieerfolge sind hiufig unbefriedigend. Nur zwischen 40-60 Prozent der Patien-

ten erleben eine teilweise Linderung ihrer Schmerzen (Dworkin et al. 2007).

Bedenkt man, dass die World Health Organisation (WHO) und die European Federation
of IASP Chapters (EFIC) die Schmerzbehandlung bzw. die Schmerzlinderung zum uni-
versellen Menschenrecht erkldrt haben (Cousins et al. 2004), dann entsteht ein akuter
Bedarf, das Wissen um die grundlegenden Pathomechanismen neuropathischer

Schmerzen zu erweitern und neue Therapieansitze zu entwickeln.
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1.2 Die glycinerge Neurotransmission

1.2.1 Glycin als inhibitorischer Neurotransmitter

Ein wichtiger Pathomechanismus, der unter anderem fiir die Entstehung und Aufrecht-
erhaltung neuropathischer Schmerzen verantwortlich ist, ist der Verlust der endogenen
glycinergen Inhibition (Disinhibition) im Riickenmark (Sivilotti and Woolf 1994;
Zeilhofer 2005).

Die sekundiren Neurone im Dorsalhorn des Riickenmarks, die von afferenten mechano-
sensitiven AB-Fasern und nozizeptiven Ad- und C-Fasern kontaktiert werden und die
fiir die Weiterleitung schmerzhafter Reize verantwortlich sind, stehen normalerweise
unter standiger inhibitorischer Kontrolle. Hierbei iibernimmt Glycin neben GABA im
Riickenmark die Aufgabe des inhibitorischen Neurotransmitters (Curtis and Watkins
1960; Aprison and Werman 1965). Glycin bindet hier an den strychnin-sensitiven
Glycin-Rezeptor (GlyR) (Graham et al. 1983), der zur Familie der pentameren
Liganden-gesteuerten lonenkanile gehort (Betz 1990). Durch die Bindung von Glycin
offnet sich der fiir Chlorid-Ionen permeable Kanal und Chlorid-Ionen stromen entlang
des elektrochemischen Gradienten in die Zelle ein. Der Einstrom von Chlorid-lonen
durch den Ionenkanal bewirkt eine Hyperpolarisation der postsynaptischen Membran,
was auch als Inhibitorisches Postsynaptisches Potenzial (IPSP) bezeichnet wird. Durch
die Summation mehrerer IPSP wird die Wahrscheinlichkeit, dass das sekundire Neuron
ein Aktionspotenzial aufbauen kann, verringert. Die Reizweiterleitung wird somit ge-
dampft. Glycin wird zum einen von spinalen inhibitorischen Interneuronen und zum
anderen auch direkt von absteigenden Bahnen aus dem Hirnstamm ausgeschiittet (Kato
et al. 2006). Die inhibitorischen Interneurone konnen einerseits von primédren mechano-
rezeptiven (Narikawa et al. 2000) und nozizeptiven Afferenzen (Lu and Perl 2003; Zhou
et al. 2008), andererseits von absteigenden, antinozizeptiven Fasern aus dem Hirnstamm
aktiviert werden (Zeilhofer 2005). Auch die Motoneurone im Riickenmark stehen unter
glycinerger inhibitorischer Kontrolle (Kandel et al. 2000). Es gibt mehrere Pathomecha-
nismen, die zu einem Verlust bzw. einer verminderten glycinergen Inhibition fiihren

koOnnen:
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Im Verlauf einer Neuropathie kann es in der Peripherie zu einem Untergang von
ApB-Fasern kommen. Da diese normalerweise inhibitorische Interneurone im Sinne
der Gate-Control-Theorie (Melzack and Wall 1965) aktivieren (Narikawa et al.
2000), fiihrt ihr Verlust zu einer verminderten Aktivierung der inhibitorischen Inter-

neurone und dadurch zu einer verminderten Inhibition.

Durch den exzitatorischen Neurotransmitter Glutamat kann es zu einem apoptotisch-
en Untergang inhibitorischer Interneurone kommen. Glutamat, das von nozizeptiven
Afferenzen nach einer peripheren Sensibilisierung im Verlauf einer Neuropathie
verstirkt ausgeschiittet wird, kann iiber eine Offnung des NMDA-Rezeptors und
einem iibermiBigen Einstrom von Kalzium exzitotoxisch wirken (Olney 1969;
Kemp and McKernan 2002). Hinweise auf einen apoptotischen Untergang inhibito-
rischer Interneurone gibt es in einer Studie von Moore et al. (Moore et al. 2002).
Untersuchungen von Polgar et al. konnen den selektiven Untergang inhibitorischer

Interneurone nicht bestétigen (Polgar et al. 2003; Polgar et al. 2004).

Gliazellen, die durch eine periphere Nervenschadigung aktiviert werden (Watkins et
al. 2001; Marchand et al. 2005; Tsuda et al. 2005; Hu et al. 2007), konnen ebenfalls
zu der zentralen Disinhibition beitragen (Coull et al. 2003; Keller et al. 2007). Der
Grad der Gliazell-Proliferation korreliert mit der Ausprigung der neuropathischen
Schmerzen (Jergova and Cizkova 2007; Echeverry et al. 2008). Der von Gliazellen
ausgeschiittete Brain Derived Neurotrophic Factor (BDNF) bindet an seinen neuro-
nalen TrkB-Rezeptor und vermittelt dadurch eine Herunterregulierung des K*/CI -
Kotransporters KCC2 (Rivera et al. 2004). Der KCC2-Transporter ist beim adulten
Lebewesen normalerweise dafiir zustindig, die intrazelluldre Chloridkonzentration
gering zu halten (Payne et al. 2003). Ist die intrazelluldre Chloridkonzentration
durch eine verminderte Expression des KCC2-Transporters erhoht, dann fiihrt eine
Bindung von Glycin an den Glycin-Rezeptor und eine Offnung des Ionenkanals zu
einem Ausstrom von Chlorid aus der Zelle entlang seines elektrochemischen Gra-
dienten. Dadurch kommt es an der postsynaptischen Zellmembran zu einer ver-
minderten Hyperpolarisation oder sogar zu einer Depolarisation (Prescott et al.
2006). Die Depolarisation der Zellmembran oder auch das Exzitatorische Post-
synaptische Potenzial (EPSP) macht es wahrscheinlicher, dass das sekundire

Neuron ein Aktionspotenzial aufbauen kann. Somit iibt Glycin unter diesen Um-
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stinden eine exzitatorische Funktion iiber den normalerweise inhibitorischen

Glycin-Rezeptor aus.

¢ Auch lang andauernde periphere Entziindungen konnen zu einer Reduzierung der
glycinergen inhibitorischen Kontrolle in Neuronen der Lamina I des Riickenmarks
beitragen (Miiller et al. 2003). Bei entziindlichen Schmerzen und neuropathischen
Schmerzen mit entziindlicher Komponente kann es, iiber die Bildung von Prosta-
glandin-E2 und einer Aktivierung des PGE-Rezeptors, zu einer Proteinkinase-A-
abhingigen Phosphorylierung eines speziell in den oberfldachlichen Schichten
(Lamina I und II) des Dorsalhorns des Riickenmarks exprimierten Glycin-Rezeptors
mit einer a3-Untereinheit (GlyRa3) kommen, wodurch dieser gehemmt wird
(Ahmadi et al. 2002; Harvey et al. 2004). Dieser Mechanismus der Disinhibition
scheint jedoch nicht hauptverantwortlich fiir die Entstehung neuropathischer
Schmerzen zu sein, da auch Miuse, denen sowohl der GlyRa3 (GlyRa37/") als auch
der Prostaglandin-E2 Rezeptor (EP27") fehlen, im CCI-Modell genauso wie Wild-
Typ Miuse neuropathische Schmerzen entwickeln (Hosl et al. 2006).

Eine Verstirkung der glycinergen Neurotransmission iiber eine verstirkte GlyR-Akti-
vierung kann der Disinhibition entgegenwirken. So kann eine kontinuierliche intra-
thekale Applikation von Glycin die Ausprigung neuropathischer Schmerzen im CCI-
Modell iiber eine verstirkte GlyR-Aktivierung verhindern (Huang and Simpson 2000)
bzw. abschwichen (Simpson et al. 1996; 1997). Auch die nach einer CCI-Operation
endogen erhohte Glycinkonzentration im Dorsalhorn des Riickenmarks auf der
operierten Seite wirkt iiber den GlyR antinozizeptiv (Satoh and Omote 1996). Neben
der antinozizeptiven Wirkung von Glycin ist auch die Immobilitét, die durch Inhala-
tionsnarkotika ausgelost wird, teilweise GlyR-vermittelt (Zhang et al. 2003). In einem
Modell fiir spinalen Schock, bei dem es zu einem Verlust der spinalen Reflexe und einer
schlaffen Lahmung kommt, ist die endogene Glycinkonzentration gemessen durch

Mikrodialyse 2- bis 3-mal hoher als in der Kontrollgruppe (Simpson et al. 1993).

Zwei seltene Erkrankungen, denen eine fehlerhafte glycinerge Neurotransmission zu-
grunde liegt, sind die glycinerge Enzephalopathie und die Hyperekplexie (Eulenburg et
al. 2006).
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Bei der glycinergen Enzephalopathie wird Glycin nicht ordnungsgeméfl durch das
Glycin-Abbau-Enzym, welches sich in der Mitochondrienmembran von Astrozyten
befindet (Sato et al. 1991), abgebaut und reichert sich im Liquor cerebrospinalis an. Die

klinischen Symptome dieses Uberangebotes an Glycin beinhalten unter anderem eine

muskuldre Hypotonie und generelle Lethargie (Applegarth and Toone 2004; 2006).

Die Hyperekplexie (auch: startle syndrome, stiff baby syndrome) duBert sich bei neu-
geborenen Babys durch Krampfanfille, die zu einer Muskelrigiditidt fithren. Grund-
legende Mechanismen der Hyperekplexie sind zum einen eine Fehlfunktion des Glycin-
Rezeptors im Sinne einer Kanalopathie und zum anderen eine Mutation des Glycin-
Transporter-2, der nicht mehr in der Lage ist, Glycin in das prasynaptische Neuron zu
transportieren (Rees et al. 2006; Harvey et al. 2008). Das inhibitorische Neuron verarmt
an Glycin und die klinischen Symptome der Hyperekplexie sind demnach die einer

Unterversorgung mit Glycin.

1.2.2 Glycin als exzitatorischer Neurotransmitter

Neben seiner inhibitorischen Wirkung iiber den GlyR hat Glycin auch eine exzitatori-
sche Wirkung. Als obligater Koagonist von Glutamat bindet Glycin an den NMDA-
Rezeptor (NMDAR) (Johnson and Ascher 1987; Kleckner and Dingledine 1988; Budai
et al. 1992). Das Glycin, das am NMDAR bindet, stammt zum groen Teil aus den
Astrozyten, die Glycin mithilfe des Glycin-Transporter-1 sowohl aus dem synaptischen
Spalt aufnehmen, als auch in den synaptischen Spalt entlassen konnen. AuBerdem
diffundiert Glycin im Sinne eines Spill-overs aus glycinergen Synapsen heraus (Titmus

et al. 1996) und kann so glutamaterge Synapsen erreichen (Ahmadi et al. 2003).

Der NMDAR gehort zusammen mit dem AMPA- und dem Kainat-Rezeptor (die zu-
sammen als non-NMDAR bezeichnet werden) zur Familie der ionotropen Glutamat-
Rezeptoren (Danysz and Parsons 1998) und ist, neben Na*- und K*-Ionen auch fiir Ca®*-
Ionen permeabel. Im Gegensatz zu den GIlyR, die sich hauptsédchlich im Riickenmark
befinden, kommt der NMDAR auch in supraspinalen Bereichen vor (Danysz and

Parsons 1998).

Der NMDAR ist bei normalen, negativen Membranpotenzialen durch ein Mg2+—10n, das
sich innerhalb des Ionenkanals befindet, blockiert (Mayer et al. 1984; Nowak et al.

1984). Er nimmt daher an der physiologischen Schmerzverarbeitung nicht teil. Erst
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durch eine Sensibilisierung peripherer Nerven im Verlauf einer Neuropathie, wird die
postsynaptische Membran durch die Ausschiittung von Glutamat und die Aktivierung
der non-NMDA Rezeptoren stark genug depolarisiert, sodass das Mg”*-Ion aus dem
NMDAR entlassen wird (Mayer et al. 1984). Wenn es nun gleichzeitig zur Bindung von
Glutamat und Glycin kommt, dann kann sich der NMDAR o6ffnen (Johnson and Ascher
1987; Larson and Beitz 1988). Der Einstrom von Na'- und K*-Ionen bewirkt eine Depo-
larisation der Zellmembran und wirkt somit exzitatorisch. Auerdem ist der NMDAR
auch fiir Kalzium-Ionen permeabel. Nach einer CCI-Operation ist die intrazelluldre Kal-
ziumkonzentration in spinalen Neuronen ipsilateral der Lasion erhoht (Kawamata and
Omote 1996). Kalzium hat als sekundirer Botenstoff vielfiltige Auswirkungen auf das
postsynaptische Neuron. Durch das einstromende Kalzium kommt es zu einer direkten
Phosphorylierung des NMDAR in Neuronen des Dorsalhorns (Zou et al. 2000; Guo et
al. 2002), wodurch die Aufhebung des Mg2+—Blocks auch schon bei negativeren Mem-
branpotenzialen erleichtert wird. Auch die Offenzeiten des Kanals werden ldnger
(Millan 1999). Die Aktivierung intrazelluldrer Proteinkinasen (CaMKII, PKC) fiihrt
unter anderem zu einem verstdarkten Einbau von AMPA-Rezeptoren in die Zellmem-
bran, wodurch es zu einer weiteren Potenzierung der exzitatorischen glutamatergen

Neurotransmission kommt (Li et al. 1999; Boehm et al. 2006).

Da fiir eine Aktivierung des NMDAR drei Bedingungen gleichzeitig erfiillt sein miissen
(1. Depolarisation der Zellmembran und Entfernung des Mg**-Ions, 2. Bindung von
Glutamat, 3. Bindung von Glycin), wird der NMDAR auch als Koinzidenzdetektor be-
zeichnet (Collingridge and Singer 1990). Er spielt eine entscheidende Rolle bei der syn-
aptischen Plastizitdt und bei der Entstehung und Aufrechterhaltung neuropathischer
Schmerzen. Das Phidnomen, dass eine wiederholte Applikation von schmerzhaften Rei-
zen die Reizantwort kurzfristig erhoht, wird als Wind-up bezeichnet (Mendell and Wall
1965) und durch den NMDAR vermittelt (Costigan and Woolf 2000). Im Hippokampus
wird das gleiche Phidnomen als Long Term Potentiation (LTP) bezeichnet und stellt die
molekulare Grundlage fiir Lernprozesse und Gedéchtnisbildung dar (Bliss and Lomo

1973).
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1.2.3 Die Glycin-Transporter und ihre Inhibitoren

Die Glycinkonzentration im synaptischen Spalt und damit auch die Neurotransmitter-
wirkung von Glycin sowohl am inhibitorischen GlyR als auch am exzitatorischen
NMDAR, wird durch Glycin-spezifische Glycin-Transporter (GlyT) reguliert (Lechner
2006). Eine Hemmung der GlyT durch spezifische Inhibitoren fiihrt zu einer Erhohung
der extrazelluldren Glycinkonzentration (Atkinson et al. 2001; Whitehead et al. 2004)
und stellt somit eine Moglichkeit dar, die glycinerge und glutamaterge Neurotransmis-

sion zu beeinflussen.

Die Glycin-Transporter (GlyT) gehoren zur Familie der Na'/Cl -abhingigen Trans-
porter, zu denen auch die Transporter fiir Monoamine (Serotonin, Norepinephrin und
Dopamin) und die Transporter fiir den inhibitorischen Neurotransmitter GABA gehoren
(Nelson 1998; Chen et al. 2004). Die Aufnahme von Glycin in die Zelle durch GlyT ist
energetisch an den transmembrandsen Natrium-Gradienten gekoppelt, der durch die
Na/K*-ATPase aufrechterhalten wird (Eulenburg et al. 2005). Die GlyT nehmen
Glycin aus dem synaptischen Spalt auf und beenden somit die Neurotransmitterwirkung
von Glycin sowohl am GlyR als auch am NMDAR (Johnston and Iversen 1971; Lopez-
Corcuera et al. 2001). Es gibt zwei verschiedene Glycin-spezifische GlyT (GlyT1 und
GlyT?2), die sich sowohl in ihrem Verbreitungsmuster als auch in ihrer physiologischen

Funktion unterscheiden (siehe Bild 1.2).

1.2.3.1 Der Glycin-Transporter-1

Der Glycin-Transporter-1 (GlyT1) ist in den meisten Regionen des ZNS weit verbreitet
und wird hauptsdchlich von Astrozyten exprimiert (Adams et al. 1995; Zafra et al.
1995a; Jursky and Nelson 1996). Er ist mit dem NMDAR kolokalisiert (Smith et al.
1992), was auf eine wichtige Rolle des GlyT1 speziell bei der Kontrolle der glutamater-
gen Neurotransmission hinweist (Bergeron et al. 1998; Cubelos et al. 2005; Gabernet et
al. 2005). AuBerdem kommt der GlyT1 auch in prd- und postsynaptischen Neuronen
von glutamatergen (Cubelos et al. 2005; Raiteri et al. 2005) und GABA/glycinergen
Synapsen vor (Raiteri et al. 2001; Raiteri et al. 2008) (siehe auch Bild 1.2). Im Riicken-
mark und Hirnstamm werden GlyT1 zusammen mit dem GlyT2 in der Nihe von GlyR
exprimiert und nehmen hier Einfluss auf die inhibitorische glycinerge Neurotrans-

mission (Aragon and Lopez-Corcuera 2003; Eulenburg et al. 2005).
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Der GlyT1 transportiert ein Glycin-Molekiil zusammen mit einem Chlorid-Ion und zwei
Natrium-Ionen in die Zelle (Roux and Supplisson 2000). Ist die intrazelluldre Natrium-
konzentration erhoht oder ist die Zellmembran depolarisiert, kann der GlyT1 Glycin
auch wieder aus der Zelle heraustransportieren (Aragon and Gimenez 1986; Sakata et
al. 1997; Supplisson and Roux 2002; Aubrey et al. 2005), wo es dann fiir die Bindung
an den NMDAR zur Verfiigung steht. In glutamatergen Synapsen reduziert der GlyT1
die Glycinkonzentration unter die Séattigungsgrenze der Glycin-Bindungsstelle am
NMDAR und limitiert somit dessen Aktivierung (Supplisson and Bergman 1997;
Berger et al. 1998; Bergeron et al. 1998). Die Hauptaufgabe des GlyT1 ist es, Glycin
aus dem synaptischen Spalt zu entfernen und somit die Neurotransmitterwirkung von

Glycin zu beenden (,,Glycine Clearance).

Homozygote Knockout-Méause (GlyT17/7), denen das Gen fiir den GlyT1 fehlt (Gomeza
et al. 2003a), sterben 6-14 Stunden nach der Geburt, hochstwahrscheinlich als Folge
einer hochgradigen Ateminsuffizienz. Sie zeigen kaum spontane motorische Aktivitit,
reagieren nur schwach auf starke mechanische Stimuli und sind hochgradig atem-
insuffizient. Elektrophysiologische Messungen mithilfe der Whole-Cell-Patch-Clamp
Technik und die Verabreichung von Strychnin zeigen, dass die beobachteten Symptome
durch eine Uberaktivierung des GlyR durch eine erhohte Glycinkonzentration im
synaptischen Spalt vermittelt werden (Gomeza et al. 2003a). Die Symptome dieser
iiberméBigen Glycinwirkung bei GlyT1-Knockout-Mdusen dhneln den klinischen

Symptomen der humanen glycinergen Enzephalopathie.

Bei heterozygoten Miusen (GlyT17/"), die halb so viele GlyT1 exprimieren wie Wild-
Typ Miuse, ist die Glycinaufnahme um 50 Prozent reduziert. Diese Méuse entwickeln
sich normal und zeigen in einem Verhaltensexperiment verbesserte Gedachtnisleistung-
en, welche iiber eine verstirkte NMDAR-Aktivierung vermittelt sind (Tsai et al. 2004).
Elektrophysiologische Messungen zeigen, dass exogen zugefiihrtes Glycin die
NMDAR-vermittelte Neurotransmission bei diesen Miusen nicht weiter verstirken
kann. Dies deutet darauf hin, dass die Glycin-Bindungsstelle bei heterozygoten

(Gly1*/") Knockout-Miusen mit Glycin gesittigt ist (Tsai et al. 2004).

Ein natiirlich vorkommender selektiver GlyT1-Inhibitor ist Sarkosin (N-methyl-Glycin)
(Liu et al. 1993; Supplisson and Bergman 1997). Sarkosin ist ein Substrat des GlyT1
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und hemmt die Aufnahme von Glycin kompetitiv. Der ECsyp Wert von Sarkosin betrigt
150 uM (Lopez-Corcuera et al. 1998). Als Strukturanalogon von Sarkosin wurde NFPS
((N-[3-(4fluorophenyl)-3-(4"-phenylphenoxy)propyl)]Sarkosin) entwickelt, das auch
als ALX-5407 bekannt ist (Atkinson et al. 2001; Aubrey and Vandenberg 2001; Herdon
et al. 2001) (Bild 2.1). ALX-5407 bindet irreversibel an eine extrazellulire Bindungs-
stelle des GlyT1, die nicht identisch mit der Ionen-Bindungsstelle und Glycin-
Bindungsstelle ist (Mallorga et al. 2003), und hemmt dadurch die Aufnahme von
Glycin. Durch Mikrodialyse am lebenden Tier konnte nachgewiesen werden, dass die
Glycinkonzentration im préfrontalen Kortex nach der oralen Verabreichung von

ALX-5407 ansteigt (Atkinson et al. 2001).

1.2.3.2 Der Glycin-Transporter-2

Der Glycin-Transporter-2 (GlyT2) ist weniger weit verbreitet als der GlyT1 und wird
hauptséchlich in der prisynaptischen Zellmembran von glycinergen Nervenendigungen
im Riickenmark, im Hirnstamm und im Cerebellum exprimiert (Jursky and Nelson
1995; 1996). Er ist somit hauptsidchlich auf das inhibitorische System beschrinkt
(Jursky and Nelson 1995; Poyatos et al. 1997). Er befindet sich in einiger Entfernung
von den aktiven Zonen der Glycin-Ausschiittung, die auf den synaptischen Spalt be-
schrinkt ist (Zafra et al. 1995a; Poyatos et al. 1997; Spike et al. 1997; Mahendrasingam
et al. 2000). Zusitzlich kommt er auch auf Astrozyten vor (Raiteri et al. 2008) (siehe
auch Bild 1.2). Im Riickenmark und im Hirnstamm {iiberlappen sich die Verbreitungs-

muster des GlyT2 und des GlyT1 (Eulenburg et al. 2005).

Der GlyT2 transportiert ein Glycin-Molekiil zusammen mit einem Chlorid-Ion und drei
Natrium-Ionen in die Zelle (Roux and Supplisson 2000). Da die extrazelluldre Natrium-
konzentration unter physiologischen Bedingungen hoher ist als die intrazelluldre
Natriumkonzentration, entsteht ein starkes elektrochemisches Gefille, welches es dem
GlyT2 ermoglicht, 100-mal so schnell zu arbeiten wie der GlyT1 (Supplisson and Roux
2002). Der GlyT2 eignet sich, aufgrund seiner Stochiometrie, besser als der GlyTl1,
Glycin in die Zelle aufzunehmen. Aus demselben Grund kann der GlyT2 jedoch nicht
wie der GlyT1 in entgegen gesetzter Richtung arbeiten und Glycin in den synaptischen
Spalt zuriick entlassen (Roux and Supplisson 2000). Bedingt durch seine Lokalisation

und seine Stochiometrie wird dem GlyT2 die Aufgabe zugeschrieben, Glycin wieder in
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die préasynaptische glycinerge Zelle aufzunehmen (Roux and Supplisson 2000;
Legendre 2001; Supplisson and Roux 2002; Gomeza et al. 2003b), damit es dann von
dem unspezifisch arbeitenden Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter (VIAAT) in
die priasynaptischen Vesikel aufgenommen werden kann (Dumoulin et al. 1999) und
dadurch wieder fiir eine inhibitorische Neurotransmission zur Verfiigung steht

(,,Glycine Recycling®).

Homozygote Knockout-Miduse, denen der GlyT2 (GlyT27/") fehlt, sterben in der
zweiten Woche post partum, wahrscheinlich aufgrund der Unfihigkeit, Nahrung auf-
zunehmen (Gomeza et al. 2003b). Sie weisen komplexe neuromotorische Auffillig-
keiten auf. Zu diesen gehoren Spastizitit, ein erhohter Muskeltonus, starker Tremor und
die Unfihigkeit sich aus der Riickenlage wieder aufzurichten. Elektrophysiologische
Messungen von Riickenmarkkulturen und hypoglossalen Motoneuronen in situ zeigen
eine verminderte Amplitude der GlyR-vermittelten IPSP. Durch die fehlenden GlyT2
verarmen die prasynaptischen Neurone also an Glycin, wodurch Glycin dann fiir eine
inhibitorische Neurotransmission nicht mehr zur Verfiigung steht. Die Symptome der

GlyT2-Knockout-Miuse dhneln denen der humanen Hyperekplexie (Zhou et al. 2002).

Der GlyT2 kann durch ALX-1393 (O-[(2-Benzyloxyphenyl-3-fluorophenyl)methyl]-L-
Serin) selektiv gehemmt werden (Lechner 2000; Xu et al. 2005; Luccini and Raiteri
2007) (Bild 2.1).
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Bild 1.2: Vereinfachte Darstellung der Lokalisierung und Funktion der Glycin-Transporter-1 und -2. Adaptiert aus (Supplisson and Roux 2002). Beide Transporter spielen eine Rolle bei
der Kontrolle der extrazelluldren Glycinkonzentration in der glycinergen Synapse und limitieren den Spill-over zu benachbarten glutamatergen Synapsen. Der GlyT?2 befindet sich haupt-
sdchlich in der priasynaptischen Membran des inhibitorischen Neurons und ist dafiir verantwortlich, Glycin wieder in die Zelle aufzunehmen, wo es dann durch VIAAT in présynaptische
Vesikel gefiillt werden kann und somit wieder fiir die inhibitorische Neurotransmission am GlyR zur Verfiigung steht (,,Glycine Recycling®). Der GlyT1 befindet sich hauptséchlich in
Astrozyten und kann Glycin sowohl aufnehmen (,,Glycine Clearance®), als auch wieder ausschiitten. Der GlyT1 hilt die Glycinkonzentration in der glutamatergen Synapse unter der
Sattigungsgrenze fiir die Glycin-Bindungsstelle am NMDAR und nimmt so Einfluss auf die exzitatorische glutamaterge Neurotransmission. Weitere Informationen zum besseren Ver-
stiandnis der Grafik sind dem Kapitel 1.2 und speziell dem Abschnitt 1.2.3 zu entnehmen.
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1.3 Die Beeinflussung der glycinergen Neurotransmission durch
Glycin-Transporter-Inhibitoren

Die Hemmung der GlyT durch Glycin-Transporter-Inhibitoren stellt eine interessante
neue Moglichkeit dar, iiber eine Modulation der Glycinkonzentration im synaptischen
Spalt, die glycinerge und die glutamaterge Neurotransmission zu beeinflussen. Speziell
bei der Behandlung neuropathischer Schmerzen konnte die Verstirkung der glycinergen

Inhibition der pathologischen Disinhibition entgegenwirken.

Andere Inhibitoren von Neurotransmittertransportern, zum Beispiel fiir Serotonin und
Noradrenalin, werden seit Langem erfolgreich als Antidepressiva eingesetzt (Iversen

2006).

1.3.1 Die Beeinflussung der glycinergen Neurotransmission durch Inhibitoren des
Glycin-Transporter-1

Der GlyT1-Inhibitor ALX-5407 war zu Beginn der vorliegenden Arbeit noch nicht auf

seine Wirkung auf die Nozizeption bei neuropathischen Schmerzen getestet worden.

ALX-5407 und andere spezifische Inhibitoren des GlyT1 demonstrieren in vielen in
vitro (Berger et al. 1998; Bergeron et al. 1998; Chen et al. 2003; Bradaia et al. 2004;
Lim et al. 2004; Martina et al. 2004; Xu et al. 2005) und in vivo Studien (Chen et al.
2003; Kinney et al. 2003; Whitehead et al. 2004; Lipina et al. 2005; Perry et al. 2008)
die Fihigkeit, durch eine Erhohung der Glycinkonzentration in der Nihe des NMDAR,
die exzitatorische NMDAR-vermittelte Neurotransmission zu verstirken. Eine Ver-
stirkung der NMDAR-vermittelten exzitatorischen Neurotransmission durch die
Hemmung des GlyT1 ist speziell bei der Behandlung der Schizophrenie von Interesse,
da diese unter anderem eine Unterfunktion der NMDAR-vermittelten Neurotrans-
mission zur Ursache hat (Millan 2002; Coyle et al. 2003; Stahl 2007). Da der NMDAR
in supraspinalen Bereichen des ZNS fiir die LTP verantwortlich ist und daher bei Lern-
und Gedichtnisprozessen involviert ist, konnte eine Potenzierung der NMDAR-vermit-
telten Neurotransmission durch eine Hemmung des GlyT1 auch bei kognitiven Stérung-

en wie z. B. Morbus Alzheimer von Vorteil sein (Singer et al. 2008).

Hinweise darauf, dass eine Inhibition des GlyT1 neben der Potenzierung der exzitato-

rischen Neurotransmission iiber den NMDAR auch die inhibitorische Neurotransmis-
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sion iiber den GlyR verstirkt, gibt es in der Studie von Gomeza et al. (Gomeza et al.
2003a). Die inhibitorische glycinerge Neurotransmission ist bei Knockout-Méusen, die
keine GlyT exprimieren und bei denen sich Glycin daher im synaptischen Spalt an-
reichert, verstdarkt. Auch Menschen, die an der glycinergen Enzephalopathie leiden und
bei denen sich Glycin aufgrund einer verringerten Enzymaktivitit anreichert, zeigen

Symptome einer iibermiBigen Inhibition (Lethargie, Muskelschwiiche).

Ebenso wird auch eine Hemmung der GlyT1 durch spezifische Inhibitoren iiber eine
Erhohung der Glycinkonzentration in der Ndhe von GlyR zu einer Verstarkung der
GlyR-vermittelten Neurotransmission fithren konnen. Diese Potenzierung der inhibito-
rischen Neurotransmission im Dorsalhorn des Riickenmarks konnte der in Abschnitt
1.2.1 beschriebenen Disinhibition entgegenwirken und so die Auspridgung neuropathi-

scher Schmerzen vermindern.

1.3.2 Die Beeinflussung der glycinergen Neurotransmission durch Inhibitoren des
Glycin-Transporter-2

Der GlyT2-Inhibitor ALX-1393 wurde von Lechner et al. intrathekal verabreicht und
demonstrierte in einem Modell fiir entziindlichen Schmerz antinozizeptive Eigenschaf-
ten (Lechner 2000). Die Wirkung von ALX1393 auf neuropathische Schmerzen ist noch

nicht untersucht worden.

Eine Hemmung des GlyT?2 fiihrt im Riickenmark in der Nihe des inhibitorischen GlyR
zu einer erhohten Glycinkonzentration. Die Potenzierung der GlyR-vermittelten Neuro-
transmission ist speziell bei der Behandlung neuropathischer Schmerzen von Interesse,
da diesen unter anderem ein Verlust bzw. eine verminderte glycinerge Inhibition
zugrunde liegt. Da die glycinerge Neurotransmission auch bei Erkrankungen, die mit
einer Spastizitidt einhergehen, vermindert sein kann (Simpson et al. 1995; Harvey et al.
2008), wire eine Verstirkung der GlyR-vermittelten Inhibition durch eine Hemmung

des GlyT2 auch fiir diese Indikationen vorteilhaft (Caulfield et al. 2001).

Neben einer inhibitorischen Wirkung iiber eine Erhohung der Glycinkonzentration in
der Nihe von GlyR konnte eine Hemmung des GlyT2 jedoch auch dazu fiihren, dass die
prasynaptischen glycinergen Vesikel an Glycin verarmen und somit kein Glycin fiir die
inhibitorische Neurotransmission zur Verfiigung steht (Gomeza et al. 2003b; Rousseau

et al. 2008).
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1.4 Zielvorstellung

Ziel der Arbeit war es, den Einfluss des Glycin-Transporter-1-Inhibitors ALX-5407 und
des Glycin-Transporter-2-Inhibitors ALX-1393 auf das nozizeptive Verhalten von
Ratten im Chronic Constriction Injury Modell fiir neuropathischen Schmerz zu unter-

suchen.
Hierbei sollten folgende Fragen geklirt werden:

¢ Kommt es durch die einmalige intrathekale Applikation der Glycin-Transporter-Inhi-

bitoren zu einer signifikanten Beeinflussung neuropathischer Schmerzen?

e Falls es zu einer Beeinflussung der Nozizeption kommt, treten dann sowohl antinozi-

zeptive Effekte als auch pronozizeptive Effekte auf?
e Kommt es zu einer Beeinflussung der Nozizeption der unverletzten, gesunden Pfote?

e Treten nach der Applikation von Glycin-Transporter-Inhibitoren zusitzliche neuro-

logische und/oder motorische Wirkungen auf?

Erste Ergebnisse zu diesem Vorhaben wurden bereits publiziert (Hermanns et al. 2008a)
bzw. auf dem Deutschen Anisthesie Congress im Jahr 2008 vorgestellt (Hermanns et al.

2008b).



2 Material und Methoden 19

2 Material und Methoden

2.1 Glycin-Transporter-Inhibitoren

Die beiden Glycin-Transporter-Inhibitoren stammten von der Firma Sigma (Deisen-
hofen, Deutschland). Die Substanzen wurden vor Versuchsbeginn in 100%igem Di-
methylsulfoxid (DMSO) nach Herstellerangaben gelost. Die jeweiligen Konzen-
trationen (10 pg, 50 pg und 100 pg gelost in 10 pl 100%igem DMSO) wurden in kleine
Reaktionsgefile gefiillt und bei -20 °C eingefroren. Am Versuchstag wurden die Sub-
stanzen bei Zimmertemperatur nach Bedarf aufgetaut und randomisiert intrathekal
appliziert. Die Untersucher waren den jeweils verabreichten Dosierungen und Sub-

stanzen gegeniiber verblindet.

o) H O
HoN
2 /Y ~ N\)J\OH
OH
Glycin Sarkosin

(N-methyl-Glycin)

O HaN,,
O - Hel j
o o

0
oo oC
CHa

COCH

F
F
ALX-5407 ALX-1393
N-[3-(4"fluorophenyl)-3-(4"-phenylphenoxy)propyl]- O-[(2-Benzyloxyphenyl-3-fluorophenyl)methyl]L-
Sarkosin Serin

Bild 2.1: Die Strukturformeln von Glycin (Agonist am GlyR und obligater Koagonist von Glutamat am NMDAR),
Sarkosin (natiirlich vorkommender selektiver GlyT1-Inhibitor), ALX-5407 (selektiver GlyT1-Inhibitor) und
ALX-1393 (selektiver GlyT2-Inhibitor).
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2.1.1 Der Glycin-Transporter-1-Inhibitor ALX-5407

ALX-5407 ist ein potenter, selektiver Glycin-Transporter-1-Inhibitor (Atkinson et al.
2001; Aubrey and Vandenberg 2001; Mallorga et al. 2003). Eine synonyme Be-
zeichnung fiir ALX-5407 ist NFPS (N-[3-(4fluorophenyl)-3-(4"-phenylphenoxy)-
propyl]Sarkosin). ALX-5407 besteht aus einem Sarkosin-Grundgeriist mit einem
grofen, sperrigen, hydrophoben Rest (siehe Bild 2.1). ALX-5407 hat eine ECsy von
2,8 nM und bindet damit irreversibel an den GlyT1. Anders als Sarkosin, ein natiirliches
Substrat und Hemmer des GlyT1, ist ALX-5407 kein Substrat des GlyT1. Die Summen-
formel von ALX-5407 ist Cy4HoyNO3;*HCI. ALX-5407 hat eine molare Masse von
429,91 g/mol. Es hat eine Loslichkeit in DMSO von ~16 mg/ml. ALX-5407 wurde in
Dosen von 10 pg, 50 ug und 100 pg gelost in 10 ul 100%igem DMSO jeweils acht

Tieren pro Gruppe intrathekal verabreicht.

2.1.2 Der Glycin-Transporter-2-Inhibitor ALX-1393

ALX-1393 ist ein Inhibitor des Glycin-Transporter-2 (Lechner 2000; Xu et al. 2005;
Luccini and Raiteri 2007). ALX-1393 ist ein Serin-Derivat und sein synonymer Name
ist O-[(2-Benzyloxyphenyl-3-fluorophenyl)methyl]-L-Serin (Bild 2.1). Die Summen-
formel von ALX-1393 ist C,3H2»,NO4F und die molare Masse betrigt 395,42 g/mol. Die
Loslichkeit von ALX-1393 in DMSO ist ~20 mg/ml. ALX-1393 wurde in Dosen von
10 pg, 50 ug und 100 pg geldst in 10 pul 100%igem DMSO jeweils acht Tieren pro
Gruppe intrathekal verabreicht.

2.2 Kontrollsubstanzen bzw. Losungsmittel

Laut Herstellerangaben sind die beiden Glycin-Transporter-Inhibitoren ALX-5407 und
ALX-1393 ausschlieBlich in DMSO 16slich. Als Kontrolle wurde daher einer Versuchs-
gruppe (n = 8) 10 ul 100%iges DMSO intrathekal verabreicht. Um mogliche Wirkungen
des DMSO auf die Nozizeption auszuschlieBen, wurde einer weiteren Gruppe (n = 8)

10 pl 0,9%iges NaCl intrathekal appliziert.
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2.2.1 DMSO
Dimethylsulfoxid (DMSO) hat eine geringe Toxizitit und wird héufig als potentes
Losungsmittel fiir wasserunlosliche Substanzen eingesetzt (Vignes 2000). Das DMSO

stammte von der Firma Sigma.

2.2.2 Na(Cl

Das NaCl (Isotone Kochsalzlosung 0.9 %) stammte von der Firma Braun/Melsungen.

2.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere wurden ménnliche Wistar Ratten eingesetzt (n = 122). Die Ratten
stammten aus der eigenen Zucht der Tierversuchsanlage Diisseldorf, sodass eine
Quarantdne und eine Adaptationszeit entfielen. Der mikrobielle Status der Tiere war
konventionell, die Haltung war offen. Bei Versuchsbeginn wogen die Tiere zwischen
300-400 g. Wiihrend des Versuchs wurden die Tiere einzeln in Makrolon®-Kiifigen vom
Typ 3 (800 cm?, Hohe 15 cm) gehalten. Die Einstreu bestand aus entstaubtem Weich-
holzgranulat (Lignocell, Fa. J. Rettemaier und Sohne) und wurde wochentlich ge-
wechselt. Die Raumtemperatur betrug 22 + 2 °C. Die relative Luftfeuchtigkeit lag bei
50 £5 %. Pro Stunde wurde die Raumluft 16- bis 20-mal gewechselt. Die Beleuchtung
fand mit weilem Kunstlicht statt. Die Lichtintensitidt lag bei 300-320 Lux. Der Tag-
Nacht Rhythmus dauerte 12 Stunden, wobei die Tagphase von 06:00 bis 18:00 Uhr und
die Nachtphase von 18:00 bis 06:00 Uhr dauerte. Das Futter (Alleinfutter fiir Ratten und
Mause, Haltung, 10 mm, Fa. Sniff Spezialdiiten GmbH, Soest) wurde ad libitum an-
geboten. Das entkeimte Wasser (ozonisiert und mit HCl angesduert) hatte einen

pH-Wert von 2,6-3 und wurde ebenfalls ad libitum in Glasflaschen angeboten.

2.4 Schmerztestungen

Die Schmerztestungen wurden entsprechend den ethischen Richtlinien der IASP zu
Untersuchungen von experimentellem Schmerz am wachen Tier (Zimmermann 1983)
und mit Genehmigung des Landesamtes fiir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz
Nordrhein-Westfalen (AZ 50.05-230-43/06) durchgefiihrt. Die Schmerztestungen
fanden im Zeitraum zwischen 8:00 bis 16:00 Uhr in der Tierversuchsanlage der Uni-

versitit Diisseldorf statt.



2 Material und Methoden 22

2.4.1 Testung des Pfotenriickzugs-Schwellenwertes (PWT) und der mechanischen
Allodynie mit dem Aesthesiometer ®

Der physiologische Pfotenriickzugs-Schwellenwert (Paw Withdrawal Threshold, PWT)
und die Auspriagung einer mechanischen Allodynie als Anzeichen eines neuro-
pathischen Schmerzes wurden mit dem Dynamic Plantar Aesthesiometer® (Ugo Basile,
Cat.No. 37400) quantifiziert. Dieses Gerit basiert auf den in der Neurologie und
Schmerzforschung seit Langem eingesetzten von Frey-Filamenten (Frey 1896). Mit
dhnlichen Methoden wird auch in der Klinik eine Allodynie beim Menschen

diagnostiziert (Boivie et al. 1994).

Bild 2.2: Versuchsaufbau zur Messung der mechanischen Allodynie und des PWT mit dem Aesthesiometer®. Links
im Bild sieht man die digitale Anzeige und rechts im Bild das Versuchstier in der Plexiglasbox auf dem Draht-
geflecht. Unter der Ratte sieht man den runden Spiegel, der eine genaue Positionierung des Metallfilaments unter der
Pfote ermoglicht.

Die Versuchstiere wurden hierzu in zwei aneinander geschweilite Plexiglasboxen
(39 x 21 x 14 cm) gesetzt, die sich auf einem erhoht stehenden, engmaschigen Draht-
geflecht befanden (siehe Bild 2.2). Unter diesem Drahtgeflecht konnte das Aesthesio-
meter frei bewegt werden. Die exakte Positionierung des von Frey-Filaments unter der
Hinterpfote der Ratte wurde durch einen Spiegel erleichtert (siehe Bild 2.3). Nach
Druck auf den sich seitlich am Gerit befindlichen Ausloser bewegte sich das gerade,
stumpfe Metallfilament (Durchmesser 0,5 mm) durch einen Elektroantrieb innerhalb
von 20 Sekunden 12 mm nach oben. Hierdurch wird ein nicht schmerzhafter

mechanischer Reiz auf die plantare Oberfldache der Hinterpfote der Ratte ausgeiibt. Zog
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die Ratte ihren Fufl weg, wurde die Messung beendet und der Messwert konnte an einer
digitalen Anzeige abgelesen werden. Pro Pfote wurden 6 bis 7 Messungen durchgefiihrt.
Der Messwert wird an der digitalen Anzeige in Gramm angegeben und wird als Pfoten-

riickzugs-Schwellenwert oder als Paw withdrawal threshold (PWT) bezeichnet.

Bild 2.3: Aesthesiometer® zur Messung der statischen, mechanischen Allodynie und des physiologischen PWT. Zu
Erkennen ist das stumpfe, nicht schmerzhafte von Frey-Filament und der Spiegel zur einfachen Positionierung unter
der Pfote der Ratte. In der zylindrischen Apparatur befindet sich ein Elektromotor, der das von Frey-Filament nach
dem Druck auf den Ausloser kontinuierlich nach oben bewegt und so das Filament gegen die Pfote driickt.

Ist der PWT im Vergleich zur Kontrolle groer, dann spricht man von einem antinozi-
zeptiven Effekt, da das Versuchstier den Reiz erst in einer groBeren Intensitdt als
schmerzhaft empfindet. Dementsprechend spricht man von einem pronozizeptiven
Effekt, wenn der PWT Kkleiner ist, die Ratte ihren Ful} also schon bei Reizen geringerer

Intensitidt wegzieht.
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2.4.2 Testung der Pfotenriickzugs-Latenz (PWL) und der thermalen
Hyperalgesie mit dem Plantar Test®

Die physiologische Pfotenriickzugs-Latenz (Paw Withdrawal Latency, PWL) und die
Ausbildung einer thermalen Hyperalgesie als Anzeichen eines neuropathischen
Schmerzes wurden mit dem Plantar Test 7370 (Ugo Basile Inc., Comerio, Italien)
untersucht. Dieser Test basiert auf einer Methode, die 1988 von Hargreaves zuerst be-

schrieben wurde (Hargreaves et al. 1988).

Bild 2.4: Messung der thermalen Hyperalgesie und der PWL mit dem Plantar Test®. Links im Bild sieht man die
digitale Anzeige, an dem die PWL abgelesen werden kann. Die Ratten befinden sich in drei Plexiglasboxen. Der
mobile Infrarotstrahler (silberner Zylinder in der Mitte des Bildes) lésst sich frei unter den Ratten bewegen.

Die Versuchstiere befanden sich wihrend des Versuchs in drei zusammengeschweiflten
Plexiglasboxen (24 x 15 x 19 cm), in denen sie sich frei bewegen konnten (Bild 2.4).
Nach einer Eingewohnungsphase, in der die Tiere exploratives Verhalten zeigten,
kamen die Tiere zur Ruhe und die Schmerztestung konnte begonnen werden. Hierzu
wurde der mobile Infrarotstrahler mithilfe eines Fadenkreuzes unter der Hinterpfote der
Ratte positioniert (siehe Bild 2.5). Nach Druck auf den Ausloser erzeugt der Infrarot-
generator fokussierte Hitzestrahlen mit einer Intensitdt von 50 Watt/Sekunde. Dieser
thermale Reiz ist ein schmerzhafter Reiz. Wenn die Ratte den Hitzereiz als schmerzhaft
wahrgenommen hatte und ihre Pfote wegzog, schalteten sich der Infrarotgenerator und

der Sekundenzihler automatisch ab. Ein hidufig zu beobachtendes Verhalten nach der
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Schmerzwahrnehmung war das Wegziehen und ausgiebige Belecken der betroffenen
Pfote. Die PWL konnte dann an dem 3-stelligen LED-Display in 0,1 Sekunden
Schritten abgelesen werden. Um eine Uberhitzung der einzelnen Pfoten zu vermeiden,
wurde dieselbe Pfote nicht direkt anschlieBend wieder getestet. AuBBerdem schaltete sich
der Hitzereiz automatisch nach 32,8 Sekunden ab. Die Schmerztestung wurde an beiden

Hinterpfoten jeweils 6- bis 7-mal durchgefiihrt.

¢
22.10 11:16

Bild 2.5: Der mobile Infrarotgenerator wird mithilfe des Fadenkreuzes unter der plantaren Oberfliche des Fufles der
Hintergliedmalle positioniert. Nach Druck auf den Ausloser tritt in der Mitte des Fadenkreuzes ein fokussierter,
schmerzhafter Hitzestrahl aus.

Der Messwert (PWL) gibt die Zeit in Sekunden an, bei der die Ratte ihren Fu3 weg-
zieht. Ist die PWL im Vergleich zur Kontrolle verldngert, dann spricht man von einem
antinozizeptiven Effekt, da das Versuchstier den Reiz jetzt erst in einer groferen Inten-
sitdt als schmerzhaft empfindet. Dementsprechend spricht man von einem pronozi-

zeptiven Effekt, wenn die PWL im Vergleich zur Kontrolle verkiirzt ist.
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2.5 Operationen

2.5.1 Operationsvorbereitung

Vor der Operation wurden die Tiere (n = 122) tierdrztlich untersucht. Das Korperge-
wicht wurde ermittelt, um die Narkose genau dosieren zu konnen. Die Versuchstiere
wurden mit 60 mg/kg Pentobarbital (Narcoren®, Merial) i.p. narkotisiert. Nach Er-
16schen der Flucht-, Stell- und Lidreflexe wurden der Nackenbereich und der linke
Oberschenkel rasiert und desinfiziert (Dibromol Tinktur farblos, Trommsdorff Arznei-
mittel). Um die Augen vor dem Austrocknen zu schiitzen, wurde ein Augengel
appliziert (Visdic Augengel, Dr. Mann Pharma). Intraoperativ wurden die Tiere durch
eine Wirmematte im OP-Bereich und eine Wirmeflasche und/oder Wirmelampe in der
Aufwachphase vor Auskiihlung geschiitzt. Um dem Fliissigkeitsverlust entgegenzu-
wirken, wurden 5 ml 0,9%iges NaCl s.c. verabreicht. Nach den Operationen standen die
Tiere unter tierdrztlicher Beobachtung, bis sie vollstindig aus der Narkose erwacht

waren. Zeigten die Tiere Lihmungserscheinungen, wurden sie umgehend euthanasiert.

2.5.2 Operation der linken HintergliedmafBe nach dem Chronic Constriction
Injury Modell fiir neuropathischen Schmerz von Bennett und Xie

Bennett und Xie haben 1988 das Chronic Constriction Injury Modell (CCI-Modell) als
Tiermodell einer peripheren Mononeuropathie etabliert (Bennett and Xie 1988). Hierbei
wird der linke N. ischiadicus durch vier lockere Catgut Ligaturen geschidigt. Zehn bis
zwolf Tage nach der Operation bildet sich dann an der linken Pfote eine Allodynie und

Hyperalgesie aus.

Die Tiere wurden fiir die Operation in rechter Seitenlage mit einem sterilen Tuch abge-
deckt. Das Operationsfeld blieb frei. Der Hautschnitt wurde caudal des linken Ober-
schenkelknochens in einer Verbindungslinie des Sitzbeinhockers und des Knies ange-
legt. Dann wurden die Muskelbduche des M. bizeps femoris mit einer Schere stumpf
voneinander getrennt. Mithilfe eines Wundspreizers wurde das Operationsfeld iiber-
sichtlich freigehalten. Der linke N. ischiadicus wurde vorsichtig, ohne ihn direkt zu be-
rithren, von seiner bindegewebigen Hiille befreit. Proximal der Trifurkation wurden
dann vier lockere Ligaturen mit 3-0 Catgut um den Nerv gelegt (Bild 2.6). Die Muskel-
faszie wurde mit 5-0 Vicryl Fiden genédht. Die Hautnaht erfolgte mit 5-0 Prolene Féiden.
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Bild 2.6: Das Chronic Constriction Injury Modell fiir neuropathischen Schmerz. Zu erkennen sind die vier lockeren
Catgut Ligaturen um den freigelegten N. ischiadicus.

2.5.3 Implantation eines intrathekalen PE10 Katheters

Die Methode der intrathekalen Katheterisierung von Ratten wurde 1976 zuerst von
Yaksh und Rudy beschrieben (Yaksh and Rudy 1976). Mithilfe des Katheters ist es
moglich, Medikamente direkt subarachnoidal zu verabreichen und so deren Wirkung

auf das Riickenmark zu untersuchen.

Die Katheter (PE10 Katheter, Polyethylenschlauch, Sinux Portex Ltd. U.K.) wurden am
OP-Tag auf 12 cm Liénge zurechtgeschnitten. Der Innendurchmesser der Katheter be-
trug 0,28 mm, der AuBendurchmesser 0,61 mm. Bis zur OP wurden die Katheter in
einer mit Alkohol gefiillten Petrischale aufbewahrt. Vor der Implantation wurden die

Katheter griindlich mit NaCl abgespiilt, sowie auf ihre Durchldssigkeit iiberpriift.

Die Ratten wurden in Bauchlage auf ca. 5 cm hoch gestapelten Kompressen gelagert.
Mithilfe eines Stereotakts (Trent Wells. Inc., So.Gate, Calif.) wurde der Kopf so fixiert,
dass er sich einfach nach oben und unten, jedoch nicht nach lateral bewegen lieB3. Es
wurde darauf geachtet, dass der Kopf gerade fixiert war, kein Exophthalmus vorlag und
die Ohren sich in entspannter, normaler Haltung befanden (Malkmus and Yaksh 2004).
Der Hautschnitt mit einem 13er Skalpell (Braun Aesculab AG) erfolgte medial in der

Genickgegend. Als Orientierungspunkte diente die Protuberantia occipitalis und das
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Tuberculum dorsale des Atlas, bzw. der etwas besser zu tastende Processus spinalis des
Axis. Dann wurde die Faszie des M. rectus capitis dorsalis major und die des M. rectus
capitis minor durchtrennt. Ein mikrochirurgischer Wundspreizer half die Muskeln aus-
einanderzuhalten. Mit einem scharfen Loffel wurde dann die Membrana atlantooccipita-
lis anterior und posterior freigelegt. Diese spannt sich vom vorderen bzw. hinteren

Atlasbogen zur vorderen bzw. hinteren Grenze des Foramen magnum (Bild 2.7).

Bild 2.7: Operationssitus nach Freilegung der hier leicht schimmernden Membrana atlantooccipitalis. Das Opera-
tionsfeld wird durch einen mikrochirurgischen Wundspreizer iibersichtlich freigehalten. Die Fixierung des Kopfes ge-
schieht mithilfe eines Stereotakts.

Dann wurde sehr vorsichtig die Membrana atlantooccipitalis mit einem 11er Skalpell in
sagittaler Richtung angeritzt. Da die Membrana atlantooccipitalis fest mit der Dura
mater verwachsen ist und die Arachnoidea durch den intrathekalen Druck eng an die
Dura gepresst wird, wurde so der subarachnoidale Raum er6ffnet. Durch die ca. 1 mm
lange Offnung floss bis zum Druckausgleich Liquor cerebrospinalis ab. Nun wurde der
Kopf des Tieres maximal gebeugt. Der vorbereitete Katheter wurde durch die Offnung
in den Wirbelkanal eingefiihrt und langsam und vorsichtig 8 cm in dorsocaudale
Richtung vorgeschoben. Mittels eines Kunststoffklebers (Stabiloplast Kunststoff 488,
Renfert GmbH) wurde der Katheter am Hinterhauptsbein fixiert. Aulerdem verschloss
der Kleber die Offnung in der Membrana atlantooccipitalis und verhinderte so einen
weiteren Verlust von Liquor cerebrospinalis. Zur zusitzlichen Fixation des Katheters

wurde er zusammen mit der Muskelnaht verndht. Die Muskelnaht erfolgte mit resorbier-
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barem Nahtmaterial (5-0 Vicryl, Ethicon). Die Hautnaht erfolgte mit nicht-resorbierba-
rem Nahtmaterial (5-0O Prolene, Ethicon). AbschlieBend wurde der Katheter mithilfe
einer Mikroliter Spritze (Hamilton Bonaduz AG) mit 10 pl NaCl gespiilt. Das Ende des
Katheters wurde mithilfe eines Feuerzeugs angeschmolzen und durch Druck eines

Nadelhalters verschlossen.

2.6 Versuchsprotokoll

Der Tierversuch fand mit Genehmigung des Landesamtes fiir Natur, Umwelt und Ver-
braucherschutz Nordrhein-Westfalen statt (AZ 50.05-230-43/06). Die Schmerztestung-
en und Operationen fanden zwischen 8:00 bis 16:00 Uhr in der Tierversuchsanlage der

Universitdt Diisseldorf statt. Zur Veranschaulichung des zeitlichen Ablaufs des

Versuchs sieche Tabelle 2.1.

Tabelle 2.1: Zeitlicher Versuchsablauf

Tag 1 Schmerztestungen (Aesthesiometer und Plantar Test)
Operationen (CCI und intrathekale Katheterisierung)

Tag 2 bis 12 Tigliche Kontrolle der Versuchstiere (post OP Monitoring)

Tag 12 Schmerztestungen
Applikation der Test- bzw. Kontrollsubstanzen i.t.
Schmerztestungen 5 min post Applikation
Schmerztestungen 10 min post Applikation
Schmerztestungen 30 min post Applikation
Schmerztestungen 60 min post Applikation
Schmerztestungen 120 min post Applikation
Schmerztestungen 240 min post Applikation

Euthanasie der Versuchstiere

CCI = Chronic Constriction Injury; i.t. = intrathekal.

Am ersten Versuchstag wurde eine erste Schmerztestung (Plantar Test und Aesthesio-
meter) durchgefiihrt. Diese Messwerte stellen die physiologischen Schwellenwerte der
PWL und des PWT dar. Anschlieend fanden am selben Tag die beiden Operationen
(CCI und intrathekale Katheterisierung) statt. Nach den Operationen wurden die Tiere
einzeln gehalten, um ein gegenseitiges Belecken der OP-Wunde und eine Beschiddigung

des Katheters zu verhindern.

In den néchsten 10 bis 12 Tagen wurden die Ratten téglich tierdrztlich untersucht (post
OP Monitoring). Hierbei wurden neben dem Gewicht auch andere Befunde, die Riick-

schliisse auf postoperative Schmerzen und das Allgemeinbefinden der Tiere zulassen
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(z. B. Brillenbildung, Korperhaltung, Pflegezustand) notiert. Gab es Anzeichen fiir
starke Schmerzen und Leiden, oder traten Ldhmungserscheinungen auf, wurden die

Tiere umgehend euthanasiert.

Am 10. bis 12. Tag nach den Operationen wurden erneut die Schwellenwerte der PWL
und des PWT bestimmt. Eine signifikante Reduzierung der PWL und des PWT an der
operierten GliedmaBe zeigt die erfolgreiche Ausprigung neuropathischer Schmerzen an.
Ratten, bei denen sich an der linken, operierten Gliedmaf3e ein neuropathischer Schmerz

entwickelt hatte, wurden in die Studie aufgenommen.

Die Testsubstanzen (ALX-5407 und ALX-1393) und die Kontrollsubstanzen (NaCl und
DMSO) wurden am Versuchstag bei Zimmertemperatur aufgetaut. Dann wurden sie
intrathekal appliziert. Hierzu wurden die Ratten mit einem Tuch fixiert, der Katheter
wurde mit einer Schere erdffnet und die Substanzen mit einer Mikroliter Spritze
(Hamilton Bonaduz AG) verabreicht. Um sicher zu gehen, dass die Substanzen nicht im
Katheter verblieben, wurde der Katheter anschlieBend mit 10 pl 100%igem DMSO ge-
spiilt. Dann wurde der Katheter mithilfe eines Feuerzeugs angeschmolzen und durch
Druck mit einem Nadelhalter verschlossen. Da die Studie verblindet war, wussten die
Untersucher zu keinem Zeitpunkt, welche Substanz in welcher Konzentration verab-

reicht worden war. In Tabelle 2.2 sind die Versuchsgruppen anschaulich dargestellt.

Tabelle 2.2: Versuchsgruppen-Ubersicht

=]

ng/10 ul DMSO

CCI + GLYT 1-Inhibitor ALX-5407 i.t. 10 8
CCI + GLYT I-Inhibitor ALX-5407 i.t. 50 8
CCI + GLYT 1-Inhibitor ALX-5407 i.t. 100 8
CCI + GLYT2-Inhibitor ALX-1393 i.t. 10 8
CCI + GLYT2-Inhibitor ALX-1393 i.t. 50 8
CCI + GLYT2-Inhibitor ALX-1393 i.t. 100 8
CCI + NaCl i.t. (Kontrolle) 8
CCI + DMSO i.t. (Kontrolle) 8

CCI = Chronic Constriction Injury; i.t. = intrathekal; n = Anzahl der Tiere pro Gruppe.

Nachdem die Substanzen appliziert waren, fanden nun nach 5, 10, 30, 60, 120 und

240 Minuten jeweils beide Schmerztestungen (Plantar Test und Aesthesiometer) statt.
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Tiere, bei denen nach Verabreichung der Substanzen Nebenwirkungen auftraten,
wurden einer neurologischen Untersuchung unterzogen. Hierbei wurden das Allgemein-
verhalten und der Bewusstseinszustand, sowie die Haltung und der Gang des Tieres
notiert. AnschlieBend wurden der Flexor-Reflex (Zwischenzehen-Reflex) und der
Pannikulus-Reflex (Kontraktion der Hautmuskulatur des Rumpfes) mithilfe einer
Pinzette iiberpriift. Schmerzhafte Reize wurden durch Kneifen mit der Pinzette zu-
gefiigt. Kam es daraufhin zu LautduBerungen, Abwehr- bzw. Fluchtreaktionen und zu
einer Hinwendung des Tieres zum schmerzhaften Reiz, wurde dies als bewusste
Schmerzwahrnehmung gedeutet. Nur Tiere, bei der diese neurologische Untersuchung
keinen besonderen Befund ergab, wurden weiteren Schmerztestungen unterzogen.
Tiere, die permanent gelihmt waren, oder deren Reflexe verzogert waren, wurden von

der Untersuchung ausgeschlossen.

Am Ende des Versuchs wurden die Tiere mit einer Uberdosis Pentobarbital (150 mg/kg
1.p.) eingeschlifert.

2.7 Statistische Auswertung

Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler (SEM) dargestellt. Die Pfotenriick-
zugs-Latenzen (PWL), die Pfotenriickzugs-Schwellenwerte (PWT) und die Flichen
unter den Kurven zwischen den Gruppen, wurden mittels einfaktorieller Varianzanalyse
(ANOVA) und LSD post Hoc Test verglichen (SPSS 16). P < 0,05 wurde als signifikant
angenommen. Die Berechnung der Flichen unter der Kurve wurde mithilfe der Trapez-

regel durchgefiihrt.
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3 Ergebnisse

3.1 Ergebnisse zur Methodik

3.1.1 Erfolgsrate der Operationen

Insgesamt wurden fiir diese Studie 122 Tiere operiert. Von diesen 122 Tieren fielen 58
Tiere operationsbedingt aus. Griinde fiir das Ausscheiden aus der Studie waren post-
operative Lahmungen, Tod wihrend der Operation, Verlust des intrathekalen Katheters
und eine Wundinfektion (siehe Tabelle 3.1). Alle 64 Tiere, die nach den Operationen
nicht euthanasiert werden mussten, entwickelten neuropathische Schmerzen an der
operierten Gliedmale (siehe Abschnitt 3.1.2) und konnten in die Studie aufgenommen

werden.

Tabelle 3.1: Erfolgsrate der beiden Operationen und Griinde fiir den Ausfall

Anzahl Prozent %

Insgesamt fiir die Studie operierte Tiere n=122

Erfolgreich operierte Tiere 64 52.46

Ausgefallene Tiere 58 47.54
Ausfall durch Katheterisierung

Postoperative Lihmung 46 37,70

Tod wihrend OP 7 5,74

Katheter verloren* 4 3,28

‘Wundinfektion 1 0,82
Ausfall durch CCI

Autotomie* 1 0,82

* Das Tier mit der Autotomie hatte auch den Katheter verloren, und kommt daher in beiden Kategorien vor.

3.1.2 Kontrolle der Ausprigung einer Allodynie und Hyperalgesie

Um die Ausprigung einer Allodynie und Hyperalgesie und damit den Erfolg des CCI-
Modells fiir neuropathische Schmerzen zu iiberpriifen, wurden der erste Messwert (vor
der CCI-Operation) und der zweite Messwert (10 bis 12 Tage nach der CCI-Operation)
miteinander verglichen und in einem Blockdiagramm dargestellt (PWT bzw.
PWL £+ SEM; n=64; p<0,05). Der Messwert vor der CCI-Operation spiegelt die
physiologischen Pfotenriickzugs-Latenzen (PWL) bzw. Schwellenwerte (PWT) der ge-
sunden, nicht operierten Tiere wieder. Der zweite Messwert verdeutlicht, wenn er signi-
fikant erniedrigt ist, die erfolgreiche Ausprigung einer Hyperalgesie und Allodynie

nach der CCI-Operation an der linken Pfote.
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3.1.2.1 Auspriagung der mechanischen Allodynie an der linken Pfote

10 bis 12 Tage nach der CCI-Operation an der linken Pfote hat sich bei allen untersuch-
ten Tieren an der linken Pfote eine signifikante mechanische Allodynie ausgeprigt
(44,0 £0,6 g vor der CCI vs. 21,8 £0,6 g nach der CCI; Mittelwert + SEM; n = 64;
*p <0,05; Bild 3.1). Die Werte der rechten Pfote unterscheiden sich nicht signifikant

von den physiologischen Ausgangswerten.

PWT vor CClund PWT nach CCI

*

50.00 -
45.00 4
40.00
35.00 -

5 30.00 -
E 25.00 -
8- 20.00 -
15.00 -
10.00 -
5.00 -
0.00

O Linke Pfote
B Rechte Pfote

Vor CCI nach CCI

Bild 3.1: Darstellung der physiologischen Werte des PWT der rechten und linken Pfote vor der CCI und der Aus-
pragung einer mechanischen Allodynie an der linken operierten Pfote nach der CCI. (PWT =paw withdrawal
threshold; Mittelwert + SEM; * p <0,05; n = 64).

3.1.2.2 Ausprigung der thermalen Hyperalgesie an der linken Pfote

10 bis 12 Tage nach der CCI-Operation der linken Pfote hat sich bei allen untersuchten
Tieren eine signifikante thermale Hyperalgesie an der operierten linken Gliedmal3e ent-
wickelt (9,7 + 0,3 s vor der CCI vs. 7,5 +0,2 s nach der CCI; Mittelwert + SEM; n = 64;
*p <0,05; Bild 3.2).

Die PWL der rechten, nicht operierten Pfote ist nach der CCI-Operation der linken
GliedmaBe signifikant verldangert (10,0 = 0,3 vor der CCI vs. 11,7 £ 0,2 s nach der CCI;
Mittelwert + SEM; n = 64; *p < 0,05; Bild 3.2).
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Bild 3.2: Darstellung der physiologischen Werte der PWL der rechten und linken Pfote vor der CCI und der Aus-
priagung einer thermalen Hyperalgesie der linken Pfote nach der CCIL. Die PWL der rechten Pfote ist signifikant ver-
langert (PWL = paw withdrawal latency; Mittelwert + SEM; *p < 0,05; n = 64).

3.1.3 Ergebnisse der Kontrollsubstanzen DMSO und NaCl

3.1.3.1 Wirkung von DMSO und NaCl auf die mechanische Allodynie der linken Pfote

Die Verlaufskurve nach der Applikation von DMSO liegt zu allen Zeitpunkten knapp
unterhalb der Kurve von NaCl. Dieser pronozizeptive Trend von DMSO auf die mecha-

nische Allodynie der linken Pfote ist nicht signifikant (Bild 3.3).

Die Fliche unter der Kurve von DMSO ist kleiner als die von NaCl. Ein signifikanter
Unterschied der Wirkungen von DMSO und NaCl auf die mechanische Allodynie der
linken Pfote liegt nicht vor (Bild 3.3).

3.1.3.2 Wirkung von DMSO und NaCl auf die thermale Hyperalgesie der linken Pfote

Die Verlaufskurve von DMSO liegt wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums
knapp unterhalb der Kurve von NaCl. Dieser pronozizeptive Trend auf die thermale
Hyperalgesie der linken Pfote ist zu keinem Zeitpunkt signifikant im Vergleich zu NaCl
(Bild 3.4).

Die Fliche unter der Kurve von DMSO ist kleiner als die von NaCl. Die Gesamt-
wirkungen von DMSO und NaCl auf die thermale Hyperalgesie der linken Pfote unter-

scheiden sich nicht signifikant voneinander (Bild 3.4).
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Bild 3.3: Effekte von NaCl und DMSO auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der mechanischen Allodynie der linken Pfote
mit dem Aesthesiometer. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der intrathekalen Applikation an. Rechts: Darstellung der Fliche unter der Kurve.
(Mittelwert + SEM; *p < 0,05; n = 8).

PWL in sec
o
|

thermale Hyperalgesie linke Pfote

vor CCI

0

5 10 30 60 120
Zeit (min)

240

—0— NaCl
—0—DMSO

Flache unter der Kurve

3500 ~

3000 -

2500 -

2000 -

1500 +

1000

500 -

Hyperalgesie Linke Pfote (DMSO/NacCl)

oDMSO
@ NaCl

Bild 3.4: Effekte von NaCl und DMSO auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der thermalen PWL der linken Pfote mit dem
Plantar Test. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der intrathekalen Applikation an. Rechts: Darstellung der Fliache unter der Kurve.
(Mittelwert + SEM; *p < 0,05; n = 8).
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Bild 3.5: Effekte von NaCl und DMSO auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung des mechanischen PWT der rechten
unverletzten Pfote mit dem Aesthesiometer. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der intrathekalen Applikation an. Rechts: Darstellung der Fliche
unter der Kurve. (Mittelwert + SEM; *p <0,05; n = 8).
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Bild 3.6: Effekte von NaCl und DMSO auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der thermalen PWL der rechten unverletzten
Pfote mit dem Plantar Test. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Der Pfeil zeigt den Zeitpunkt der intrathekalen Verabreichung an. Rechts: Darstellung der Fliche unter der Kurve.
(Mittelwert + SEM; *p<0,05; n=8 Ratten pro Gruppe).
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3.1.3.3 Wirkung von DMSO und NaCl auf den mechanischen PWT der rechten Pfote

Die Applikation von DMSO oder NaCl hat zu keinem Zeitpunkt einen signifikanten Ef-
fekt auf den mechanischen PWT der rechten unverletzten Pfote (Bild 3.5).

Die Flichen unter der Kurve von DMSO und NaCl, die die Gesamtwirkung der beiden
Substanzen auf den mechanischen PWT der rechten Pfote darstellen, unterscheiden sich

nicht signifikant voneinander (Bild 3.5).

3.1.3.4 Wirkung von DMSO und NaCl auf die thermale PWL der rechten Pfote

Die Kurven von DMSO und NaCl bei der Messung der thermalen PWL der rechten

Pfote unterscheiden sich zu keinem Zeitpunkt signifikant voneinander (Bild 3.6).

Die Flachen unter der Kurve von DMSO und NaCl, die die Gesamtwirkung der beiden
Substanzen auf die thermale PWL der rechten Pfote darstellen, unterscheiden sich nicht

signifikant voneinander (Bild 3.6).

Die beiden Kontrollsubstanzen DMSO und NaCl haben keine signifikante Wirkung auf
die Nozizeption der linken und rechten Pfote von Ratten im CCI-Modell fiir neuro-
pathischen Schmerz. Die Wirkungen der beiden Kontrollsubstanzen unterscheiden sich

nicht signifikant voneinander.

Da die Testsubstanzen ALX-5407 und ALX-1393 in DMSO gel6st wurden, wird in den
folgenden Abbildungen die DMSO-Gruppe als Kontrolle dargestellt.

3.1.4 Post OP Monitoring

Das Korpergewicht der Tiere wurde regelméfig kontrolliert. Im Verlauf des Versuchs
verloren die Versuchstiere durchschnittlich 31,8 + 1,8 g bzw. 8,98 £ 0,5 Prozent ihres
Korpergewichts. Andere Parameter wie z. B. der Pflegezustand und die Korperhaltung

wurden notiert, aber nicht quantifiziert.
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3.2 Die Wirkung von ALX-5407 auf die Nozizeption von Ratten im
Chronic Constriction Injury Modell fiir neuropathischen Schmerz

Die mithilfe des Aesthesiometers gemessenen Pfotenriickzugs-Schwellenwerte (PWT)
und die mithilfe des Plantar Tests gemessenen Pfotenriickzugs-Latenzen (PWL) sind als
Verlaufskurven dargestellt. Hierbei reprdsentieren die einzelnen Punkte die Mittel-
werte = SEM der Messwerte von jeweils 8 Tieren zu einem bestimmten Zeitpunkt. Auf
der Y-Achse ist entweder der PWT in Gramm (beim Aesthesiometer) oder die PWL in
Sekunden (beim Plantar Test) dargestellt, bei der die Tiere ihre Pfote wegziehen. Auf
der X-Achse wird die Messung vor der CCI-Operation (vor CCI), die Messung 10-12
Tage nach der CCI-Operation (0) und die Messungen nach der Applikation von
ALX-5407 (nach 5, 10, 30, 60, 120 und 240 Minuten) abgebildet. Der schwarze Pfeil
markiert den Zeitpunkt der intrathekalen Applikation von ALX-5407. Ein signifikantes
Ergebnis (p < 0,05) ist durch ein Sternchen (*) gekennzeichnet.

Um die Gesamtwirkung der einzelnen Konzentrationen im gesamten zeitlichen Verlauf
der Untersuchung besser miteinander vergleichen zu konnen, wurde die Fliche unter
der Kurve mithilfe der Trapezregel berechnet (vom Zeitpunkt O bis 240 min nach der
Applikation) und in einem Blockdiagramm dargestellt. Die Balken reprisentieren die

Mittelwerte + SEM von jeweils 8 Tieren; *p < 0,05.

3.2.1 Die Wirkung von ALX-5407 auf die linke, neuropathische Pfote

3.2.1.1 Wirkung auf die mechanische Allodynie der linken Pfote (Bild 3.7)

Fiinf und zehn Minuten nach der Verabreichung von 10 pg ALX-5407 ist ein statistisch
signifikanter antinozizeptiver Effekt auf die mechanische Allodynie der verletzten Pfote
im Vergleich zur Kontrolle aufgetreten (31,5 +3,2 g vs. 21,4 +2,6 g nach 5 min und
31,2+29 g vs. 19,2 £3,2 g nach 10 min; *p < 0,05; n = 8). Im weiteren zeitlichen Ver-

lauf liegt die Kurve oberhalb der Kontrolle ohne statistische Signifikanz zu erreichen.

30 Minuten nach der Verabreichung von 50 pg ALX-5407 bis zum Ende der Untersuch-
ung kann ein pronozizeptiver Trend auf die mechanische Allodynie der verletzten Pfote

beobachtet werden, der nicht statistisch signifikant ist.
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Fiinf und zehn Minuten nach der Applikation von 100 pg ALX-5407 kann ein signifi-
kanter antinozizeptiver Effekt auf die mechanische Allodynie der verletzten Pfote im
Vergleich zur Kontrolle beobachtet werden (30,0 £4,0 g vs. 21,4 +2,6 g nach 5 min;
28,4 £3,7 g vs. 19,2 + 3,2 g nach 10 min; *p <0,05; n = 8). Im weiteren Verlauf ist ein

antinozizeptiver Trend zu beobachten, der nicht statistisch signifikant ist.

Die Flichen unter der Kurve nach Verabreichung von 10 pg, 50 pg und 100 pg
ALX-5407 unterscheiden sich nicht signifikant von der der Kontrolle. Ein pronozi-
zeptiver Trend der mittleren Konzentration auf die mechanische Allodynie der linken
Pfote, sowie ein antinozizeptiver Trend auf die mechanische Allodynie bei der
niedrigen und hohen Konzentration sind zu erkennen. Im Vergleich der verschiedenen
Konzentrationen untereinander ist ein antinozizeptiver Effekt der niedrigen und der
hohen Konzentration bzw. ein pronozizeptiver Effekt der mittleren Konzentration auf
die mechanische Allodynie der linken Pfote zu erkennen (6647 + 868 bei 10 pg und
6895 + 754 bei 100 pg vs. 4152 + 366 bei 50 pg; *p <0,05; n = 8).

3.2.1.2 Wirkung auf die thermale Hyperalgesie der linken Pfote (Bild 3.8)

Nach Applikation von 10 pg ALX-5407 verlauft die Kurve wihrend der gesamten Mes-
sung oberhalb der Kontrolle. Dieser antinozizeptive Trend auf die thermale Hyperalge-

sie der verletzten Pfote ist zu keinem Zeitpunkt signifikant.

Die Applikation von 50 pg ALX-5407 hat keinen statistisch signifikanten Effekt auf die

thermale Hyperalgesie der verletzten Pfote.

Die Applikation von 100 pg ALX-5407 hat nach 5, 10 und 30 Minuten einen statistisch
signifikanten antinozizeptiven Effekt auf die thermale Hyperalgesie der verletzten Pfote
im Vergleich zur Kontrolle (9,2+1,0s vs. 6,5+0,5s nach Smin; 92+0,6s vs.
5,6 £0,5 s nach 10 min; 8,0 £0,6 s vs. 6,1 £0,5 s nach 30 min; *p <0,05; n=8). Bis
zum Ende der Messungen ist ein antinozizeptiver Trend ohne statistische Signifikanz zu

beobachten.

Im Vergleich zur Kontrolle unterscheiden sich die Flichen unter der Kurve nicht signi-
fikant voneinander. Ein antinozizeptiver Trend von ALX-5407 auf die thermale Hyper-
algesie der verletzten linken Pfote ist sowohl in der niedrigen, als auch in der hohen

Konzentration zu beobachten.
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3.2.2 Die Wirkung von ALX-5407 auf die rechte, unverletzte Pfote

3.2.2.1 Wirkung auf den mechanischen PWT der rechten Pfote (Bild 3.9)

Die Verlaufskurve des mechanischen PWT der unverletzten Pfote nach Applikation von
10 pg ALX-5407 verlauft wihrend der gesamten Versuchsdauer oberhalb der Kontrolle.
Dieser antinozizeptive Trend ist zu keinem Zeitpunkt signifikant im Vergleich zur

Kontrolle.

10 Minuten nach der Applikation von 50 pg ALX-5407 verlauft die Kurve bis zum
Ende der Messungen unterhalb der Kontrolle. Dieser tendenziell pronozizeptive Effekt
auf den mechanischen PWT der unverletzten Pfote ist zunéchst nicht statistisch signifi-
kant. 120 Minuten nach der Applikation ist dann ein statistisch signifikanter pronozi-
zeptiver Effekt im Vergleich zur Kontrolle zu beobachten (35,0 +3,2 g vs. 41,5+28 ¢
nach 120 min; *p < 0,05; n = §).

Die Verlaufskurve nach der Applikation von 100 pg ALX-5407 verlduft meist knapp
oberhalb der Kontrolle. Ein statistisch signifikanter Effekt auf den mechanischen PWT

der unverletzten Pfote ist nicht zu beobachten.

Die Fliache unter der Kurve ist bei einer Dosierung von 50 pg ALX-5407 signifikant
kleiner als die der Kontrolle (8915 + 609 vs. 10126 + 546; *p <0,05; n=38). In einer
Dosierung von 10 pg und 100 ug ALX-5407 sind die Unterschiede im Vergleich zur
Kontrolle nicht signifikant, es ist jedoch ein antinozizeptiver Trend bei beiden Dosie-
rungen im Vergleich zur Kontrolle zu erkennen. Im Vergleich zur mittleren (50 pg)
Konzentration sind diese Unterschiede signifikant (11003 £316 bei 10 pg und
10888 =278 bei 100 pg vs. 8915 + 609 bei 50 pg; *p < 0,05; n = 8).

3.2.2.2 Wirkung auf die thermale PWL der rechten Pfote (Bild 3.10)

Die Verabreichung von ALX-5407 hat in allen drei Konzentrationen keinen statistisch
signifikanten Effekt auf die thermale PWL der unverletzten Pfote. Ein pronozizeptiver
Trend ohne statistische Signifikanz ist 30 min nach der Applikation von 50 pg
ALX-5407 zu sehen.
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Bild 3.7: Effekte von ALX-5407 auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der mechanischen Allodynie der linken Pfote mit dem
Aesthesiometer. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Rechts: Darstellung der Fldche unter der Kurve. (Mittelwert + SEM; *p < 0,05; n = 8).
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Bild 3.8: Effekte von ALX-5407 auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der thermalen Hyperalgesie der linken Pfote mit dem
Plantar Test. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Rechts: Darstellung der Fliche unter der Kurve. (Mittelwert + SEM; *p <0,05; n = 8).
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Bild 3.9: Effekte von ALX-5407 auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung des mechanischen PWT der rechten unverletzten Pfote
mit dem Aesthesiometer. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Rechts: Darstellung der Flidche unter der Kurve. (Mittelwert £ SEM; *p < 0,05; n = 8).
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Bild 3.10: Effekte von ALX-5407 auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der thermalen PWL der rechten unverletzten Pfote
mit dem Plantar Test. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs. Rechts: Darstellung der Fliche unter der Kurve. (Mittelwert + SEM; *p < 0,05; n = 8).
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3.3 Die Wirkung von ALX-1393 auf die Nozizeption von Ratten im
Chronic Constriction Injury Modell fiir neuropathischen Schmerz

Die mithilfe des Aesthesiometers gemessenen Pfotenriickzugs-Schwellenwerte (PWT)
und die mithilfe des Plantar Tests gemessenen Pfotenriickzugs-Latenzen (PWL) sind als
Verlaufskurven dargestellt. Hierbei reprdsentieren die einzelnen Punkte die Mittel-
werte £ SEM der Messwerte von jeweils 8 Tieren (bzw. von 6 Tieren in der Versuchs-
gruppe, die 100 pg ALX-1393 erhielt). Auf der Y-Achse ist entweder der PWT in
Gramm (beim Aesthesiometer) oder die PWL in Sekunden (beim Plantar Test), bei der
die Tiere ihre Pfote wegziehen, dargestellt. Auf der X-Achse wird die Messung vor der
CClI-Operation (vor CCI), die Messung 10-12 Tage nach der CCI-Operation (0) und die
Messungen nach der Applikation von ALX-1393 (nach 5, 10, 30, 60, 120 und 240
Minuten) abgebildet. Der schwarze Pfeil markiert den Zeitpunkt der intrathekalen
Applikation von ALX-1393. Ein signifikantes Ergebnis (p <0,05) ist durch ein Stern-

chen (*) gekennzeichnet.

Um die Gesamtwirkung der einzelnen Konzentrationen im gesamten zeitlichen Verlauf
der Untersuchung besser miteinander vergleichen zu konnen, wurde die Fliche unter
der Kurve mithilfe der Trapezregel berechnet (vom Zeitpunkt O bis 240 Minuten nach
der Applikation) und in einem Blockdiagramm dargestellt. Die Balken reprdsentieren

die Mittelwerte + SEM von jeweils 8 bzw. 6 Tieren. *p < 0,05.

3.3.1 Die Wirkung von ALX-1393 auf die linke, neuropathische Pfote

3.3.1.1 Wirkung auf die mechanische Allodynie der linken Pfote (Bild 3.11)

Die Kurve nach Verabreichung von 10 pg ALX-1393 verlduft 5, 10 und 60 Minuten
nach Applikation oberhalb der Kontrolle, allerdings ohne statistische Signifikanz zu

erreichen.

Nach der Applikation von 50 pg ALX-1393 gibt es keinen statistisch signifikanten Ef-

fekt auf die mechanische Allodynie der verletzten Pfote.

Die Applikation von 100 pg ALX-1393 hat zu allen Zeitpunkten der Untersuchung
einen antinozizeptiven Effekt auf die mechanische Allodynie der verletzten Pfote, der

nach 5, 10 und 240 Minuten statistisch signifikant im Vergleich zur Kontrolle ist
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(36,033 ¢g vs. 21,4 +2,6 g nach 5min; 28,1 £3,4 g vs. 19,2+ 3,2 g nach 10 min;
36,0 £5,4 g vs. 22,1 + 3,8 g nach 240 min; *p < 0,05; n = 6).

Der antinozizeptive Effekt von 100 pg ALX-1393 auf die mechanische Allodynie der
linken Pfote ist im gesamten zeitlichen Verlauf statistisch signifikant im Vergleich zur
Kontrolle (7604 £ 711 vs. 5388 £ 626; *p <0,05; n=6). Auch im Vergleich mit der
niedrigen und der mittleren Konzentration ist der antinozizeptive Effekt von 100 pg
ALX-1393 signifikant (7604 £ 711 bei 100 pg vs. 5655 + 571 bei 10 pg und 5046 + 383
bei 50 pg; *p <0,05; n = 6).

3.3.1.2 Wirkung auf die thermale Hyperalgesie der linken Pfote (Bild 3.12)

Die Kurve nach Verabreichung von 10 pg ALX-1393 verlduft nach 10 Minuten bis zum
Ende der Untersuchung oberhalb der Kontrolle. Dieser antinozizeptive Effekt auf die
thermale Hyperalgesie der verletzten Pfote ist zu keinem Zeitpunkt statistisch signifi-

kant.

Die Kurve nach Applikation von 50 pg ALX-1393 verlduft nach 5 Minuten bis zum
Ende der Untersuchung oberhalb der Kontrolle. Dieser antinozizeptive Effekt auf die
thermale Hyperalgesie der verletzten Pfote ist zu keinem Zeitpunkt statistisch signi-

fikant.

Direkt nach der Applikation von 100 pg ALLX-1393 bis zum Ende der Untersuchung,
verlduft die Kurve oberhalb der Kontrolle. Dieser antinozizeptive Effekt auf die ther-
male Hyperalgesie der verletzten Pfote ist zu jedem Zeitpunkt der Untersuchung statis-
tisch signifikant im Vergleich zur Kontrolle (10,5 +2,4 s vs. 6,5+ 0,5 s nach 5 min;
9,1+1,1s vs. 6,0+0,5s nach 10min; 9,1+09s vs. 6,1 +£0,5s nach 30 min;
10,6 +3,4s vs. 5,8 +0,4s nach 60 min; 12,0+3,1s vs. 6,5+0,6 s nach 120 min;
12,3 £0,9 s vs. 7,6 £ 0,3 s nach 240 min; *p <0,05; n = 6). AuBlerdem liegen die Mess-
werte 5, 60, 120 und 240 Minuten nach der Applikation oberhalb des physiologischen
Messwertes vor der CCI (10,5 = 2,2 s nach 5 min; 10,64 + 3,4 nach 60min; 12,0 £3,1 s
nach 120 min; 12,2 £ 0,1 s nach 240 min vs. 9,95 £ 0,7 s vor der CCI-Operation; n = 6).

Im gesamten zeitlichen Verlauf hat die Applikation von 100 pg ALX-1393 im Ver-
gleich zur Kontrolle einen signifikanten antinozizeptiven Effekt auf die thermale Hyper-

algesie der linken Pfote (2747 +526 vs. 1577 + 84; *p <0,05; n=6). Auch im Ver-
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gleich zu der niedrigen und mittleren Konzentration ist dieser antinozizeptive Effekt
signifikant (2747 £ 526 vs. 1882 + 124 bei 10 pug und 2080 + 143 bei 50 pg; *p <0,05;
n = 06).

3.3.2 Die Wirkung von ALX-1393 auf die rechte, unverletzte Pfote

3.3.2.1 Wirkung auf den mechanischen PWT der rechten Pfote (Bild 3.13)

Die Applikation von ALX-1393 hat in allen 3 Konzentrationen keinen statistisch signi-
fikanten Effekt auf den mechanischen PWT der unverletzten Pfote. Die Kurve der nie-
drigen Konzentration verlduft knapp oberhalb, die der hohen Konzentration verlduft im

gesamten Verlauf oberhalb der Kontrolle ohne statistische Signifikanz zu erreichen.

Die Flichen unter der Kurve nach Applikation von ALX-1393 sind groBer als die der
Kontrolle, unterscheiden sich jedoch in keiner Konzentration signifikant von der der

Kontrolle.

3.3.2.2 Wirkung auf die thermale PWL der rechten Pfote (Bild 3.14)

Die Applikation von 10 pg ALX-1393 hat keinen signifikanten Effekt auf die thermale
PWL der unverletzten Pfote.

Nach Applikation von 50 pg ALX-1393 liegt die Verlaufskurve ab 10 Minuten bis
120 Minuten nach der Applikation oberhalb der Kontrolle. Dieser antinozizeptive Trend

auf die thermale PWL der unverletzten Pfote ist nicht statistisch signifikant.

Nach der Verabreichung von 100 pg ALX-1393 liegt die Kurve nach 10 Minuten bis
zum Ende der Untersuchung oberhalb der Kontrolle. Dieser antinozizeptiver Trend auf
die thermale PWL der rechten Pfote erreicht 60 Minuten nach der Applikation statis-
tische Signifikanz im Vergleich zur Kontrolle (12,8 £2,6 s vs. 9,3 £0,8 s; *p <0,05;
n = 06).

Die Flichen unter der Kurve unterscheiden sich in keiner Konzentration signifikant von
der Kontrolle. Es ist jedoch mit steigender Konzentration von ALX-1393 ein tendenziell
antinozizeptiver Effekt auf die thermale PWL der rechten Pfote zu beobachten, der mit

steigender Konzentration zunimmt.
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Bild 3.12: Effekte von ALX-1393 auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Messung der thermalen Hyperalgesie der linken Pfote mit dem
Plantar Test. Links: Darstellung des zeitlichen Verlaufs.. Rechts: Darstellung der Fldche unter der Kurve. (Mittelwert £ SEM; *p < 0,05; n = 8 bzw.6).
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3.3.3 Neuromotorische Auswirkungen nach der Applikation von ALX-1393
Nach der intrathekalen Applikation von 100 pg ALX-1393 waren bei vier von acht
Tieren neuromotorische Auffilligkeiten zu beobachten. Diese Tiere wurden umgehend

neurologisch untersucht (sieche Abschnitt 2.6; Seite 31).

Bei zwei Tieren kam es zu reversiblen Lahmungserscheinungen. Diese Tiere konnten,
nachdem die Lidhmung voriibergegangen war, weiter in die Untersuchung aufge-
nommen werden. Bei zwei weiteren Tieren waren die Lihmungen permanent, sodass
keine weiteren Messungen durchgefiihrt werden konnten. Die Messdaten der Versuchs-
gruppe, die mit 100 pg ALX-1393 behandelt wurden, stammen also insgesamt von
sechs Tieren (n = 6), von denen vier Tiere keine neuromotorischen Wirkungen und zwei

Tiere reversible neuromotorische Wirkungen zeigten.

Alle Tiere waren wihrend des gesamten Beobachtungszeitraums bei vollem Bewusst-

sein.

e Ein Tier zeigte 5 Minuten nach der Applikation eine Paralyse beider Vorderglied-
mafen. Die Reflexe an den Hintergliedmaen waren vorhanden und vollstindig.
Nach 10 Minuten konnte die Ratte wieder eine normale Haltung einnehmen. Die
neurologische Untersuchung ergab jetzt keinen besonderen Befund. Die restlichen

Messungen konnten wie geplant durchgefiihrt werden.

¢ Ein weiteres Tier zeigte 5 Minuten nach der Applikation eine vollstdndige Paralyse
beider HintergliedmaBen. Die Schmerzwahrnehmung war vorhanden. Nach 10
Minuten waren sowohl die Hinter- als auch die Vordergliedmafen vollstandig schlaff
gelihmt. Die Ratte konnte sich aus der Riickenlage nicht selbststindig wieder in die
Bauchlage bringen. Das Tier reagierte nicht mehr auf schmerzhafte Reize. Die
Atmung erschien erschwert. Nach 30 Minuten konnte sich das Tier wieder normal
aufrichten und es reagierte wieder auf schmerzhafte Reize. Die Reflexe an der
rechten Hintergliedmalle waren schwach vorhanden. Die linke Hintergliedmalle war
immer noch schlaff gelihmt. Nach 60 Minuten konnte die Ratte wieder eine normale
Haltung einnehmen und die neurologische Untersuchung ergab jetzt keinen besonde-
ren Befund. Die nachfolgenden Messungen konnten wie geplant durchgefiihrt

werden.
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¢ Ein Tier kratzte sich 5 Minuten nach der Applikation heftig hinter den Ohren. Nach
10 Minuten prigte sich eine vollstindige Paralyse aller GliedmalBlen aus. Das Tier
konnte sich nicht mehr aufrichten und es zeigte eine erschwerte Atmung. Nach 30
Minuten konnte sich die Ratte wieder aus der Riickenlage in die Bauchlage bringen.
Die Vorderbeine waren immer noch geldhmt. Auch nach 240 Minuten blieben die

Vorderbeine gelahmt. Es wurden keine Messungen durchgefiihrt.

e Ein Tier zeigte 5 Minuten nach der Applikation eine beginnende Lihmung durch
Gleichgewichtsstorungen beim Wegziehen der Fiie. Nach 10 Minuten prégte sich
eine Paralyse beider HintergliedmaBlen aus. Die Atmung war erschwert. Nach
30 Minuten waren die HintergliedmaBen immer noch vollstindig geldhmt und
schmerzfrei. Nach 60 Minuten waren die Reflexe am rechten Hinterbein vollstandig
und vorhanden. Die linke Hintergliedmalle blieb gelihmt. Schmerzhafte Reize
wurden jedoch wieder wahrgenommen. Nach 120 Minuten war der Flexorreflex
hinten links und rechts vorhanden, an der linken HintergliedmaBle jedoch verzogert.
Bis zum Ende der Untersuchung blieb eine mittelgradige Parese der linken Hinter-
gliedmalle bestehen. Das Tier reagierte sehr empfindlich auf Beriihrungen. Es

wurden keine Messungen durchgefiihrt.
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3.4 Zusammenfassung der Ergebnisse

3.4.1 Zusammenfassung der Wirkungen von ALX-5407

Der GlyT1-Inhibitor ALX-5407 hat dosisabhéngig unterschiedliche Wirkungen auf die
Nozizeption von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz: In der niedrigen
(10 pg) und der hohen (100 pg) Dosierung treten antinozizeptive Effekte, in der mittle-
ren Dosierung (50 pg) treten pronozizeptive Effekte auf. Die pronozizeptive Wirkung
ist vor allem an der rechten, unverletzten Pfote zu erkennen. In keiner Dosierung treten

erkennbare Nebenwirkungen auf. (Tabelle 3.2).

3.4.2 Zusammenfassung der Wirkungen von ALX-1393

Der GlyT2-Inhibitor ALX-1393 hat dosisabhiingig tendenziell antinozizeptive Wirkung-
en auf die Nozizeption von Ratten im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz. Signi-
fikante stark antinozizeptive Effekte treten nur in der hohen (100 pg) Dosierung auf. In
keiner Dosierung treten pronozizeptive Wirkungen auf. Nach der Applikation der hohen
Dosierung konnen zusitzliche neuromotorische Wirkungen beobachtet werden. Diese

dufern sich als Parese, Paralyse, Atemdepression und Anésthesie (Tabelle 3.2).

Tabelle 3.2: Effekte der GlyT-Inhibitoren

ALX-5407 ALX-1393
10 pg 50 pg 100 pg 10 ng 50 pg 100 pg
Mechanische G ol § : off _ _ - H§
Linke Al Anti Pro Anti Anti
Pfote
Thermale. _ _ Anti * = - Anti **
Hyperalgesie
Mechanischer . § #$ - §
Anti ° Pro *™ Anti ° — — —
Rechte PWT
Pfote Thermale
—_ —_ —_ —_— —_ 1k
PWL Anti
Parese
Zusatzhche il
neuromotorische = = — - - N .
. emdepression
Wirkungen P
Anisthesie

— : keine signifikante Wirkung; Anti: antinozizeptive Wirkung; Pro: pronozizeptive Wirkung; *: signifikantes
Ergebnis aus den Verlaufskurven im Vergleich zur Kontrolle; #: signifikantes Ergebnis der Fliche unter der Kurve im
Vergleich zur Kontrolle; §: signifikantes Ergebnis der Fldche unter der Kurve im Vergleich der Gruppen unter-
einander; (n = 8 bzw. 6; *p < 0,05).
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4 Diskussion

4.1 Diskussion der Methodik

Schmerz beinhaltet — laut Definition der IASP — eine bewusste Wahrnehmung bzw.
Empfindung (Tabelle 1.1). Um eine Aussage dariiber machen zu konnen, ob Glycin-
Transporter-Inhibitoren antinozizeptive (Schmerz-lindernde) oder pronozizeptive
(Schmerz-fordernde) Eigenschaften haben, sind daher Verhaltensbeobachtungen von
unbetdubten, wachen Tieren unumginglich. Auch die vielféltigen Pathomechanismen,
die bei der Entstehung und Aufrechterhaltung von chronischen neuropathischen
Schmerzen eine Rolle spielen (sieche Tabelle 1.3), lassen sich nicht in ihrer Komplexitit
in vitro nachstellen. Der Tierversuch ist somit bei der Erforschung chronischer
Schmerzen nicht vollstdndig zu ersetzen. Um weitere Informationen iiber die Mechanis-
men der Schmerzverarbeitung und im Speziellen den Einfluss der Glycin-Transporter-
Inhibitoren zu erlangen, konnte der Tierversuch sinnvoll durch elektrophysiologische
Messungen mithilfe der Patch Clamp Technik und immunohistochemische Methoden

ergianzt werden.

4.1.1 Die Glycin-Transporter-Inhibitoren ALX-5407 und ALX-1393

4.1.1.1 Der Glycin-Transporter-1-Inhibitor ALX-5407

ALX-5407 war der erste potente und selektive GlyT1-Inhibitor und ist daher von sehr
wichtiger Bedeutung bei der Erforschung der Funktion und Pharmakologie des GlyT1
(Atkinson et al. 2001; Aubrey and Vandenberg 2001; Herdon et al. 2001), sowie seiner
Bedeutung bei der Regulierung der NMDAR-vermittelten Neurotransmission (Berger et
al. 1998; Bergeron et al. 1998; Chen et al. 2003). ALX-5407 hat eine ECsy von 2,8 nM
und bindet irreversibel an den GlyT1. Zu Beginn unserer Studie war ALX-5407 noch
nicht intrathekal verabreicht worden, um dessen Wirkung auf die Nozizeption zu unter-
suchen. Die von uns gewihlten Dosierungen (10, 50 und 100 pg ALX-5407 intrathekal
pro Tier) orientieren sich an der Studie von Lechner et al., die den GlyT2-Inhibitor
ALX-1393 schon in einer Dosierung von 40 pg intrathekal verabreicht haben (Lechner
2000).
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4.1.1.2 Der Glycin-Transporter-2-Inhibitor ALX-1393

ALX-1393 ist ein selektiver GlyT2-Inhibitor (Xu et al. 2005; Luccini and Raiteri 2007),
der Ratten schon in einer Dosierung von 40 pg intrathekal verabreicht wurde und in
einem Modell fiir entziindlichen Schmerz eine analgetische Wirkung hatte (Lechner
2000). Die von uns gewéhlten Dosierungen (10, 50 und 100 pg ALX-1393 intrathekal)
orientieren sich an dieser Studie. Andere hochselektive Inhibitoren des GlyT2
(Caulfield et al. 2001; Ho et al. 2004; Wolin et al. 2004a; Wolin et al. 2004b) sind noch

nicht in vivo getestet worden.

4.1.1.3 Intrathekale Dosierungen

Zu Beginn unserer Studie waren die Glycin-Transporter-Inhibitoren zwar schon von
verschiedenen Arbeitsgruppen speziell im Bereich der Schizophrenie-Forschung (Chen
et al. 2003; Kinney et al. 2003; Perry et al. 2008) und der Schmerzforschung (Lechner
2000) in unterschiedlichen Dosierungen in vivo verabreicht worden, ihr Einfluss nach
intrathekaler Applikation auf neuropathische Schmerzen wurde jedoch erstmalig in
unserer Studie und in den gleichzeitig verdffentlichten Studien von Morita et al. (Morita

et al. 2008) und Tanabe et al. (Tanabe et al. 2008) untersucht.

Hierbei wurden sehr unterschiedliche Dosierungen pro Kilogramm Korpergewicht

verabreicht, wie aus Tabelle 4.1 ersichtlich wird:

Tabelle 4.1: Intrathekale(i.t.) Dosierungen von ALX-5407 und ALX-1393 in ug/kg KG

Glycin-Transporter-Inhibitor ~ug/kg Spezies Literaturangabe
29
143 Ratte (Hermanns et al. 2008a)
ALX-5407 286
142 Maus (Tanabe et al. 2008)
29
143 Ratte (Hermanns et al. 2008a)
286
ALX-1393 0.04
0.12 Maus (Morita et al. 2008)
0.4
114 Ratte (Lechner 2000)

~ = ungefihr; i.t. = intrathekal.

Die von uns verwendeten Dosierungen orientieren sich an der Studie von Lechner et al.
(Lechner 2000), die den GlyT2-Inhibitor ALX-1393 im Mikrogramm-Bereich intra-

thekal verabreicht haben und damit sehr viel hoher liegen, als die jeweiligen
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Dosierungen von Morita und Tanabe (Morita et al. 2008; Tanabe et al. 2008) (siehe
Tabelle 4.1). So konnen Morita et al. nach der intrathekalen Applikation von nur
~0.4 ng/kg KG ALX-1393 bei Méusen antinozizeptive Effekte beobachten (Morita et al.
2008), wihrend in der vorliegenden Studie signifikante antinozizeptive Wirkungen von

ALX-1393 bei Ratten erst bei einer Dosierung von ~286 ng/kg KG registriert wurden.

Da kleinere Tiere im Vergleich zu groleren Tieren, bedingt durch ihren schnelleren
Stoffwechsel und ihre auf das Korpergewicht bezogene grofiere Korperoberflache, nor-
malerweise immer hohere Dosierungen eines Wirkstoffs bzw. einer Substanz pro Kilo-
gramm Korpergewicht benotigen (Loscher et.al. 2000), sind die oben beschriebenen Be-
obachtungen unerwartet. Anscheinend liegen starke Spezies-spezifische Unterschiede in
der Verstoffwechselung der GlyT-Inhibitoren und der Empfindlichkeit gegeniiber

diesen Substanzen bei Miusen und Ratten vor.

Moglicherweise hat auch die Art des Losungsmittels einen Einfluss auf die Dosierung
und Effektivitdt der Glycin-Transporter-Inhibitoren. Wéhrend die GlyT-Inhibitoren in
unserer Studie nach Herstellerangaben in 100%igem DMSO gel6st wurden, benutzten
Morita et al. (Morita et al. 2008) und Tanabe et al. (Tanabe et al. 2008) verschiedene
Konzentrationen von 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin. Die verschiedenen Losungs-
mittel konnten zu verdnderten pharmakologischen Eigenschaften der GlyT-Inhibitoren
fithren, und so die unterschiedliche Effektivitét der stark unterschiedlichen Dosierungen

in den genannten Studien erklédren (siehe auch Kapitel 4.1.2).

Moglicherweise haben die GlyT-Inhibitoren auch tatsdchlich in einem sehr groflen
Dosisbereich messbare Wirkungen auf die Nozizeption. So ist es zumindest denkbar,
dass z. B. das Fehlen einer antinozizeptiven Wirkung bei der von uns verwendeten
niedrigen Dosierung ALX-1393 durch Wechselwirkungen von Glycin am exzitatorisch-
en NMDAR bedingt sind. Uber diesen Mechanismus konnte der antinozizeptive Effekt,
den eine noch geringere Dosierung moglicherweise ausiibt, iiberlagert werden. Bei einer
hoheren Dosierung wire dann wieder eine dominierende antinozizeptive Wirkung

denkbar; diese konnte auch so von uns gemessen werden.

4.1.1.4 Applikationswege

In der vorliegenden Arbeit wurden die GlyT-Inhibitoren durch einen intrathekalen

Katheter in den Subarachnoidalraum appliziert. Dieser Applikationsweg hat den Vorteil,
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dass die GlyT-Inhibitoren sicher, direkt und ohne zeitliche Verzogerung in unmittelbare
rdumliche Ndhe zum Ort der primédren Schmerzverarbeitung (Dorsalhorn des Riicken-
marks) verbracht werden konnen. Die Messwerte der Schmerztestungen, die sich direkt
an die intrathekale Applikation anschlielen, spiegeln somit den Einfluss der GlyT-In-
hibitoren wieder. Pharmakokinetische Einflussfaktoren (Aufnahme, Verteilung, Meta-
bolismus, Ausscheidung), denen Substanzen z. B. nach oraler, intraperitonealer und
subkutaner Applikation ausgesetzt sind, werden durch den direkten intrathekalen Appli-

kationsweg weitestgehend minimiert.

Nachteil der intrathekalen Verabreichung ist der hohe chirurgische Aufwand der
Katheter-Implantation (siehe Abschnitt 2.5.3) und die mit diesem Eingriff verbundenen
erheblichen Ausfille (Tabelle 3.1). In mehreren Studien konnte die Effektivitit von oral
(Perry et al. 2008), intraperitoneal (Lipina et al. 2005) und intravends (Chen et al. 2003)

verabreichten GlyT-Inhibitoren schon nachgewiesen werden.

Es ist daher sinnvoll, die Effektivitit der GlyT-Inhibitoren auf die Ausprigung neuro-
pathischer Schmerzen auch nach oraler, intraperitonealer und subkutaner Applikation zu
testen, da diese sehr viel einfacher durchzufiihren sind und fiir das Versuchstier keine
grof3e Belastung darstellen. Auch im Hinblick auf einen moglichen klinischen Einsatz
der GlyT-Inhibitoren bei der Schmerztherapie sind andere Applikationsarten der intra-

thekalen Applikation vorzuziehen.

4.1.2 Die Kontrollsubstanzen bzw. Losungsmittel DMSO und NaCl
Die beiden GlyT-Inhibitoren ALX-5407 und ALX-1393 sind laut Herstellerangaben in
100%igem DMSO l6slich. Daher wurde 100%iges DMSO als Losungsmittel bzw. als

Kontrolle gewihlt.

DMSO hat eine geringe Toxizitit und wird hdufig als potentes Losungsmittel fiir
wasserunlosliche Substanzen eingesetzt (Vignes 2000). In etlichen Studien konnte je-
doch eine Wirkung von DMSO unter anderem auf die Nozizeption festgestellt werden
(Becker et al. 1969; Evans et al. 1993; Kubota et al. 1998; Gurtovenko and Anwar
2007; Fossum et al. 2008). Daher muss ein Einsatz von DMSO, gerade bei der Erfor-
schung von Schmerzen, kritisch betrachtet werden. Auch die Bewegungsaktivitdt wird
durch DMSO vermindert (Colucci et al. 2008). In einer Studie von Lu et al. konnte auch

eine Beeinflussung der glutamatergen Neurotransmission nachgewiesen werden, wobei
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DMSO in einer 0,5 bis 1,5%igen Konzentration die Wirkung von Glutamat am

NMDAR und AMPAR vermindert (Lu and Mattson 2001).

Um diese mogliche Wirkung von DMSO auf das nozizeptive Verhalten der Ratten zu
quantifizieren, wurde einer zweiten Kontrollgruppe NaCl verabreicht. Die beiden
Kontrollsubstanzen DMSO und NaCl haben keine signifikant unterschiedliche Wirkung
auf die Nozizeption (sieche Abschnitt 3.1.3). Es kann jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass DMSO die pharmakologischen Eigenschaften (Resorption, Verteilung,

Metabolismus und Elimination) der Glycin-Transporter-Inhibitoren beeinflusst.

Um den physiologischen Gegebenheiten moglichst nahe zu kommen, wire es daher
sinnvoll, die GlyT-Inhibitoren in kiinstlichem Liquor cerebrospinalis statt in DMSO zu
16sen bzw. als zweite Kontrollgruppe Liquor-Ersatz statt NaCl zu verabreichen. An-
gaben zur Loslichkeit von ALX-5407 und ALX-1393 in kiinstlichem Liquor cerebro-

spinalis liegen jedoch nicht vor.

Eine mogliche Alternative zu DMSO ist das Losungsmittel 2-Hydroxypropyl-B-Cyclo-
dextrin (HBC), das schon von mehreren Arbeitsgruppen in vivo intrathekal verwendet
wurde (Chen et al. 2003; Lipina et al. 2005; Morita et al. 2008; Tanabe et al. 2008). Fiir
dieses Losungsmittel liegen keine Hinweise auf eine Beeinflussung der Nozizeption vor
(Yaksh et al. 1991). Angaben iiber die Loslichkeit der Glycin-Transporter-Inhibitoren in
HBC liegen jedoch ebenfalls nicht vor.

4.1.3 Die Schmerztestungen

Der Einfluss der GlyT-Inhibitoren auf neuropathischen Schmerz wurde in dieser Studie
durch die Messung der mechanischen Allodynie und der thermalen Hyperalgesie
quantifiziert. Diesen beiden Charakteristika fiir neuropathischen Schmerz liegen zwar
teilweise unterschiedliche Pathomechanismen zugrunde (Costigan and Woolf 2000;
Suzuki and Dickenson 2000; Bridges et al. 2001), da eine genaue Abgrenzung der bei-
den Eigenschaften jedoch nur per Definition méglich ist und wir aufgrund von Ver-
haltensbeobachtungen nicht auf die zugrunde liegenden ursidchlichen Pathomechanis-
men schlieBen konnen, werden in der Diskussion der Ergebnisse beide Messwerte ge-
meinsam als GroBenordnung fiir den neuropathischen Schmerz und die Wirkung der je-
weiligen GlyT-Inhibitoren betrachtet. Zur Veranschaulichung des Zusammenhangs der

Allodynie und Hyperalgesie siehe auch Bild 1.1.
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Zusitzlich zur Messung und Quantifizierung evozierter Schmerzen wire auch die Quan-
tifizierung spontaner chronischer Schmerzen, die ein Hauptsymptom klinischer neuro-
pathischer Schmerzen darstellen, sinnvoll. Im Verlauf dieser Dissertation wurde unter
anderem zu diesem Zweck ein Pain Score fiir Ratten im CCI-Modell entwickelt (siehe
8.2). Der Einsatz dieses Pain Scores bei zukiinftigen Studien wird zeigen, ob er ein ge-
eignetes Instrument ist, die chronischen spontanen Schmerzen in diesem Modell zu

quantifizieren.

4.1.3.1 Die Messung des PWT und der Allodynie mit dem Aesthesiometer®

Die Messung des mechanischen Paw withdrawal threshold (PWT) und der mechani-
schen Allodynie mithilfe des Aesthesiometers ist einfach durchzufiihren. Dank des
Spiegels kann das von Frey-Filament exakt unter der Pfote der Ratte platziert werden
(Bild 2.3). Auch Ratten, die nach der CCI-Operation eine Schonhaltung der linken

GliedmaBe einnehmen, kdnnen so exakt gemessen werden.

4.1.3.2 Die Messung der PWL und der Hyperalgesie mit dem Plantar Test®

Die Messung der thermalen Paw withdrawal latency (PWL) und der thermalen Hyper-
algesie mithilfe des Plantar Tests war, im Gegensatz zur Messung des mechanischen
PWT nicht ganz so einfach durchzufiihren. Nach der CCI-Operation konnten hiufig

verschiedene Schonhaltungen beobachtet werden, die die Messung erschwerten.

Zum einen verlagerten die Tiere, bedingt durch eine Schonhaltung der linken Glied-
malle, ihr Gewicht hdufig auf die rechte Seite. Dadurch war die rechte Pfote weniger gut
sichtbar, weil sie unter einer Hautfalte des Tieres verschwand. Eine genaue Positionie-
rung des Infrarotstrahlers unter der Pfote wurde somit erschwert (siche Bild 2.5). Ver-
gleicht man die physiologischen PWL-Werte der rechten Pfote vor der CCI-Operation
mit den Werten nach der CCI-Operation, dann féllt auf, dass diese nach der CCI-
Operation signifikant verldngert sind (siehe Bild 3.2). Auch Satoh und Omote konnten
in ihrer Studie nach einer CCI-Operation verldngerte PWL der unverletzten Pfote beob-
achten (Satoh and Omote 1996). Mit groBer Wahrscheinlichkeit sind diese Ergebnisse
Messfehler, die sich aus der Tatsache ergeben, dass die exakte Positionierung des Infra-

rotstrahls, im Gegensatz zur exakten Positionierung des von Frey-Filaments durch einen
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Spiegel, nicht immer moglich ist. Die Messwerte der rechten Pfote sind daher mit

groBer Wahrscheinlichkeit fehlerhaft verldngert.

Zum anderen kam es zu einer Schonhaltung der linken, CCI-operierten Gliedmale. Die
linke Pfote wurde hdufig aufgekriimmt und eingerollt gehalten, sodass die plantare
Oberflidche der Pfote nicht plan auflag. Oft hielten die Tiere die linke Pfote auch hoch
und setzten sie gar nicht auf. Wihrend das Metallfilament des Aesthesiometers sich so
weit nach oben bewegt, bis es die plantare Oberflache der Pfote beriihrt und so auch
Pfoten gemessen werden konnen, die hochgehalten werden, muss der Infrarotstrahl zu-
erst die Distanz durch die Luft iiberbriicken. Hierdurch wird der Hitzereiz erst nach
einer lingeren Zeit als schmerzhaft empfunden, wodurch die Messwerte der thermalen

Hyperalgesie der linken Pfote fehlerhaft verlangert sein konnen.

Die Messung der thermalen Hyperalgesie scheint, im Gegensatz zur Messung der me-
chanischen Allodynie mit einem erhohten Risiko von Fehlmessungen belastet zu sein.
Hierbei kommt es zu fehlerhaft verlingerten Werten sowohl an der linken, neuro-
pathischen als auch an der rechten, gesunden Pfote. Dies ist bei der Interpretation der

erhobenen Daten zu beriicksichtigen.

4.1.4 Das Chronic Constriction Injury Modell

Das von Bennett und Xie entwickelte Modell einer peripheren Mononeuropathie ist ein
hiufig genutztes Modell, um neuropathische Schmerzen zu erforschen (Bennett and Xie
1988). Die Operation ist einfach durchzufiihren und fiihrte in dieser Studie bei allen
operierten Tieren zur erfolgreichen Ausprigung einer mechanischen Allodynie und
einer thermalen Hyperalgesie an der linken Pfote (Bild 3.1 und Bild 3.2). Die Mess-
werte der linken Pfote nach Applikation der GlyT-Inhibitoren spiegeln demnach den
Einfluss der GlyT-Inhibitoren auf die Nozizeption der neuropathischen Gliedmalle

wieder.

Pathophysiologische Prozesse nach der CCI-Operation der linken Pfote finden auf der
rechten Seite nicht bzw. nur in einem sehr geringen Umfang statt (Bennett and Xie
1988; Jergova and Cizkova 2007; Echeverry et al. 2008). Berichte iiber neuropathische
Schmerzen auf der kontralateral der Nervenlision befindlichen Seite wie z. B. nach dem
Spinal-Nerve-Ligation-Modell bei Ratten (Arguis et al. 2008) und nach einer intra-
dermalen Capsaicin-Injektion beim Menschen (Shenker et al. 2008), liegen fiir das CCI-
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Modell nicht vor. Auch unsere Ergebnisse zeigen keine Verdnderung des PWT der
rechten Pfote vor und nach der CCI-Operation der linken Pfote (Bild 3.1). Somit
reprasentieren die Messwerte der rechten Pfote den Einfluss der GlyT-Inhibitoren auf
die Nozizeption der gesunden, nicht neuropathischen Gliedmafle. Die von uns beob-
achteten verldngerten PWL der rechten Pfote sind aller Wahrscheinlichkeit nach auf

Fehlmessungen zuriickzufiihren (siehe auch Kapitel 4.1.3.2).

Von 122 operierten Tieren zeigte ein Tier eine Autotomie der linken Pfote nach der
CCI-Operation (Tabelle 3.1). Hierbei kam es zu einem kompletten Verlust aller
Phalangen von vier Zehen. Dieses Ergebnis deckt sich mit dem Ergebnis von Bennett
und Xie, die auch bei 2 von 148 operierten Tieren eine Autotomie beobachteten, bei der
mehr als eine Zehe oberhalb der distalen Phalanx abgenagt wurde (Bennett and Xie

1988).

4.1.5 Die intrathekale Katheterisierung

Um die Glycin-Transporter-Inhibitoren direkt in die Nihe des Dorsalhorns des Riicken-
marks applizieren zu konnen, wurde ein intrathekaler Katheter (PE10) in den sub-
arachnoidalen Raum eingefiihrt (Yaksh and Rudy 1976). Der intrathekale Katheter hatte
einen duleren Durchmesser von 0,61 mm. Bedenkt man, dass der Wirbelkanal von einer
Ratte mit einem Korpergewicht von 300 g einen durchschnittlichen Durchmesser von
3,68 mm und das Riickenmark einen durchschnittlichen Durchmesser von 3,08 mm hat,
dann bleiben nur 0,60 mm fiir den subarachnoidalen Raum {iibrig (Hubel and Stromberg
1986). Das Risiko einer direkten Verletzung des Riickenmarks oder der versorgenden
BlutgefidBe durch den Katheter, der in den subarachnoidalen Raum vorgeschoben wird,

ist dementsprechend hoch.

Insgesamt fielen etwa 48 Prozent aller operierten Tiere aus der Studie aus (Tabelle 3.1).
In einer Studie von Tsang kam es nach intrathekaler Katheterisierung mit einem PE10

Katheter zu einer Ausfallquote von insgesamt 57 Prozent (Tsang et al. 1997).

Da sowohl die postoperativen Liahmungen, der Tod wihrend der OP, der Verlust des
Katheters und die Wundinfektion im Nackenbereich als direkte Folge der intrathekalen
Katheterisierung zu betrachten sind, ist die intrathekale Katheterisierung in dieser
Studie fiir 100 Prozent der ausgefallenen Tiere verantwortlich (Tabelle 3.1). Im Sinne

der 3R’s von Russel und Burch (Reduction, Refinement, Replacement) (Russel and
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Burch 1959) ist es daher zwingend erforderlich bei dhnlichen Studien in der Zukunft
diinnere Katheter (z. B. der Fa. Alzet®) zu benutzen. Hierdurch wiirde es durch eine
Verbesserung (Refinement) der Methode zu einer Verminderung (Reduction) der Tier-
zahlen kommen. AuBlerdem konnte auch durch die Wahl einer anderen Applikationsart

die hohen Verluste durch die intrathekale Katheterisierung vermieden werden.

4.1.5.1 Postoperative Lihmungen (Tabelle 3.1)

Insgesamt kam es bei 37,7 Prozent der operierten Tiere zu post-operativen Lihmungser-
scheinungen. In der von Tsang durchgefiihrten Studie fielen ebenfalls 38 Prozent der
operierten Tiere durch Lahmungserscheinungen aus (Tsang et al. 1997). Verantwortlich
fiir die postoperativen Lihmungen waren in der Studie von Tsang intrathekale Blu-
tungen (Tsang et al. 1997). Andere Studien, in denen ebenfalls eine intrathekale
Katheterisierung mit dem PE10 Katheter durchgefiihrt wurde, berichten von Ausfall-
quoten durch postoperative Lihmungen von 21 (Poon et al. 2005), bzw. 10 Prozent
(Dobos et al. 2003). In einer von unserer Arbeitsgruppe anschlieBend durchgefiihrten
Studie, wurden Katheter mit einem AuBendurchmesser von 0,36 mm (Alzet®) ein-
gesetzt. In dieser Studie kam es zu keinen postoperativen Lihmungserscheinungen (un-
veroffentlichte Daten unserer Arbeitsgruppe). Auch Tsang et al. konnten durch den
Gebrauch diinnerer Katheter (AuBlendurchmesser 0,35 mm) die Anzahl der Tiere mit
postoperativen Lahmungserscheinungen vermindern (38 Prozent mit PE10 Katheter vs.

9,5 Prozent mit den diinneren Kathetern) (Tsang et al. 1997).

4.1.5.2 Tod wihrend der Operation (Tabelle 3.1)

Etwa sechs Prozent der operierten Tiere fielen durch Tod wihrend der Operation bzw.
wihrend der Narkose aus der Studie aus. In der Studie von Tsang starben 19 Prozent der
Tiere direkt wihrend der Operation (Tsang et al. 1997). Bei diesen Tieren war es zu di-
rekten Verletzungen des Gehirns bzw. des Riickenmarks durch den PE10 Katheter ge-
kommen (Tsang et al. 1997). Es kann davon ausgegangen werden, dass es auch in unse-
rer Studie zu direkten Verletzungen des Riickenmarks wihrend der Katheterisierung ge-
kommen ist, und somit die Katheterisierung hauptverantwortlich fiir den Tod wéhrend
der Operation ist. Es ist nicht auszuschlieBen, dass einige Todesfille wéahrend der
Operation auch auf eine mogliche Uberdosierung des Narkosemittels Pentobarbital

zuriickzufiihren sind. Pentobarbital hat nur eine geringe therapeutische Breite. Andere
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Narkotika wie z. B. Ketamin konnen jedoch die Rezeptoren, die an der glycinergen und
glutamatergen Neurotransmission teilnehmen, direkt beeinflussen und die Ausbildung

einer Hyperalgesie erheblich vermindern. Sie fallen daher als Alternative aus.

4.1.5.3 Verlust des intrathekalen Katheters (Tabelle 3.1)

Vier Tiere (3,3 Prozent der operierten Tiere) konnten nicht in die Studie aufgenommen
werden, da sie im Verlauf des Versuchs den intrathekalen Katheter verloren und ihnen
aufgrund des fehlenden Katheters keine Substanzen intrathekal verabreicht werden
konnten. Der Verlust des Katheters kam nur in der Anfangsphase der Studie vor, und
wurde durch ein sorgfiltigeres Festkleben des Katheters am Hinterhauptsbein, sowie ein

zusitzliches Verknoten und Festnidhen des Katheters in der Wunde verhindert.

4.1.5.4 Wundinfektion (Tabelle 3.1)

Nur eins von 122 operierten Tieren fiel aufgrund einer Wundinfektion im Nacken-

bereich aus.

4.1.6 Das post OP Monitoring

Das Korpergewicht der Tiere wurde tidglich kontrolliert und dokumentiert (sieche Ab-
schnitt 3.1.4.). Der Gewichtsverlust von durchschnittlich etwa 9 Prozent, tritt laut der
Federation of European Laboratory Animal Science Associations (FELASA) bei Be-
lastungen auf, die als mittelgradig einzustufen sind (FELASA 1994). Andere Befunde,
die auf Schmerzen oder Leiden hinweisen wie z. B. die bei Ratten typische ,,Brillen-

bildung* wurden notiert, aber nicht quantifiziert.

Um die Dokumentation tierschutzrelevanter Informationen zu erleichtern und mogliche
postoperative und spontane chronische Schmerzen quantifizieren zu kénnen, wurde im
Verlauf dieser Dissertation ein Pain Score entwickelt (siehe Abschnitt 8.2). Dieser Pain
Score lehnt sich an vorhandene Pain Scores an (French et al. 2000; Roughan and
Flecknell 2001; Mogil and Crager 2004; Roughan and Flecknell 2004) und modifiziert
diese fiir den Einsatz, speziell fiir das Chronic Constriction Injury Modell. Ob der Pain
Score ein geeignetes Hilfsmittel ist, um die postoperativen und chronischen Schmerzen
zu quantifizieren, muss durch den FEinsatz des Pain Scores in zukiinftigen Studien

evaluiert werden.
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Die Tatsache, dass die Tiere in der vorliegenden Arbeit ca. 9 Prozent an Korpergewicht
verloren, deutet darauf hin, dass in der postoperativen Phase Belastungen aufgetreten
sind und die Tiere moglicherweise von einer peri- bzw. postoperativen Analgesie profi-

tieren konnten.

Ublicherweise werden Tieren im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz keine an-
algetischen Substanzen verabreicht, da die Befiirchtung besteht, diese konnten die Er-
gebnisse des Versuchs beeinflussen. Des Weiteren besteht die Befiirchtung, dass die so
gewonnenen Daten von anderen Schmerzforschern, die keine analgetische Behandlung

der Versuchstiere durchfiihren, angezweifelt werden konnten.

Mithilfe eines Pain Scores und auch mit den schon eingesetzten Schmerztestungen
(Aesthesiometer und Plantar Test) sollte in einer Folgestudie untersucht werden, ob der
Einsatz analgetischer Substanzen vor allem in den ersten ein bis zwei Tagen nach der
Operation (Behandlung des postoperativen Wundschmerzes) fiir die Tiere eine Verbes-
serung der Versuchsbedingungen darstellt und ob es zu einer Beeinflussung der Ergeb-

nisse kommt.

Sollte sich herausstellen, dass eine kurzfristige postoperative Analgesie die Belastungen
der Versuchstiere im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz vermindert und es nicht
zu einer Beeinflussung der Ausprigung neuropathischer Schmerzen kommt, dann

konnten die Bedingungen der Versuchstiere in diesem Modell verbessert werden.
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4.2 Die Wirkung des Glycin-Transporter-1-Inhibitors ALX-5407
Der GlyT1-Inhibitor ALX-5407 hatte in dieser Studie sowohl pronozizeptive als auch

antinozizeptive Wirkungen auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell

fiir neuropathischen Schmerz. Nebenwirkungen wurden nicht beobachtet (Siehe Ab-

schnitt 3.2 und Tabelle 3.2).

ALX-5407 hemmt den GlyT1 (Atkinson et al. 2001) und verhindert so die Aufnahme
von Glycin. Durch Mikrodialyse konnte nachgewiesen werden, dass die extrazellulédre
Glycinkonzentration im préfrontalen Cortex von Ratten 30 Minuten nach der oralen
Verabreichung von 10 mg/kg ALX-5407 um 40 Prozent gegeniiber des Basalwertes an-
steigt (Atkinson et al. 2001). Dieser Effekt hélt iiber die gesamte gemessene Zeitdauer
von 90 Minuten an. Die Erhohung der Glycinkonzentration durch die Verabreichung
einer niedrigeren Dosierung (1 mg/kg ALX-5407) ist weniger stark ausgepréagt und hélt
auch weniger lange an. In einer Untersuchung von Whitehead et al. konnte nach-
gewiesen werden, dass der selektive GlyT1-Inhibitor Org-24598 die Glycin-
konzentration im Dorsalhorn des Riickenmarks von Ratten dosisabhidngig erhoht

(Whitehead et al. 2004).

Es ist daher anzunehmen, dass auch in unserer Studie die Glycinkonzentration im
Dorsalhorn des Riickenmarks proportional zu den applizierten ALX-5407 Dosen an-

steigt.

Die in unserer Studie beschriebenen antinozizeptiven Effekte von ALX-5407 hielten
iber einen Zeitraum von 240 Minuten an. Im Gegensatz hierzu beobachteten Tanabe et
al. einen antinozizeptiven Effekt, der sich im Verlauf der Untersuchung abschwichte
und am Ende der Untersuchung (nach 120 Minuten) nur noch knapp oberhalb der Aus-
gangswerte lag (Tanabe et al. 2008). Die von uns beobachtete langanhaltende Wirkung
von ALX-5407 konnte zum einen durch die starke Bindungskraft von ALX-5407 und
zum anderen durch die von uns verabreichten hohen Konzentrationen zu erklidren sein

(siehe Tabelle 4.1).

Der GlyT1 befindet sich hauptsédchlich in der Zellmembran von Astrozyten, die sowohl
glutamaterge Synapsen als auch glycinerge Synapsen umgeben. Die Hauptaufgabe des

GlyT1 ist es, Glycin aus dem synaptischen Spalt aufzunehmen. Der GlyT1 limitiert
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auch den Spill-over von Glycin aus der glycinergen zur glutamatergen Synapse.
Speziell in der Nihe von NMDAR hat er auflerdem die Aufgabe, die Glycin-
konzentration unter der Sattigungsgrenze fiir Glycin an der Glycin-Bindungsstelle am

NMDAR zu halten (Supplisson and Roux 2002).

Eine Inhibition des GlyT1 birgt somit die Moglichkeit, durch die Beeinflussung der
Glycinkonzentration, sowohl die inhibitorische Neurotransmission iiber den GlyR, als
auch die exzitatorische Neurotransmission iiber den NMDAR positiv zu beeinflussen.
Aus diesem Grund war es denkbar, dass durch eine Hemmung des GlyT1 durch
ALX-5407 sowohl antinozizeptive Effekte als auch pronozizeptive Effekte auftreten
konnen. In einer fritheren Studie dieser Arbeitsgruppe konnten nach der intrathekalen
Verabreichung von Nocistatin, einem Neuropeptid, das die Ausschiittung von Glycin
und GABA verhindert, ebenfalls dosisabhidngig sowohl pro- als auch antinozizeptive
Wirkungen beobachtet werden, wobei die pronozizeptiven Effekte NMDAR-vermittelt
waren (Muth-Selbach et al. 2004).

4.2.1 Die antinozizeptive Wirkung von ALX-5407
In einer Dosierung von 10 pg und 100 pg hatte der GlyT1-Inhibitor ALX-5407 antinozi-

zeptive Wirkungen.

Die antinozizeptive Wirkung des GlyT1-Inhibitors ALX-5407 ist hochstwahrscheinlich
auf eine verstirkte Aktivierung von inhibitorischen GlyR durch die erhohte Glycin-

konzentration zuriickzufiithren.

In Studien, in denen Glycin direkt intrathekal verabreicht wurde, konnte gezeigt
werden, dass eine erhohte Glycinkonzentration die Auspriagung einer Allodynie und
Hyperalgesie im CCI-Modell fiir neuropathischen Schmerz verhindern (Huang and
Simpson 2000) bzw. reduzieren (Simpson et al. 1996; 1997) kann. Um nachzuweisen,
dass die antinozizeptive Wirkung einer erhohten Glycinkonzentration iiber den GlyR
vermittelt wird, kann der selektive Hemmer des GlyR, Strychnin, zum Einsatz kommen.
Morita et al. zeigen in einer Studie, die fast zeitgleich mit unseren Daten veroffentlicht
wurde, dass die intrathekale Verabreichung von Strychnin die zuvor beobachteten anti-
nozizeptiven Effekte des GlyT1-Inhibitors Org-25935 verhindert (Morita et al. 2008).
Die verminderten antinozizeptiven Effekte durch eine Hemmung des GlyR mit

Strychnin beweist, dass die antinozizeptive Wirkung iiber den GlyR vermittelt wurde.
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Auch Satoh und Omote (Satoh and Omote 1996) konnen nach der Verabreichung von
Strychnin und der dadurch bedingten Hemmung des GlyR eine stirkere Ausprigung der
thermalen Hyperalgesie beobachten. Ein weiterer Beweis fiir die GlyR-vermittelte anal-
getische Wirkung einer durch GlyT1 erhohten Glycinkonzentration zeigt ebenfalls die
Studie von Morita et al: Ein Knock-down des GlyRa3 fiihrt dazu, dass der GlyT1-In-
hibitor Org-25935 seine antinozizeptive Wirkung nicht mehr ausiibt (Morita et al.

2008).

Die Hemmung des GlyT1 fiihrt auch in der Ndhe des NMDAR zu einer erhohten
Glycinkonzentration und dadurch auch zu einer verstirkten Aktivierung des exzitatori-
schen Rezeptors. Primire Afferenzen (AB-, Ad- und C-Fasern) nehmen im Riickenmark
synaptischen Kontakt sowohl direkt zu Projektionsneuronen als auch zu lokalen Inter-
neuronen auf. Befindet sich nun der durch die erhohte Glycinkonzentration verstéirkt
aktivierte NMDAR in der postsynaptischen Zellmembran eines inhibitorischen Inter-
neurons, dann wird dieses Interneuron mit einer verstirkten Ausschiittung von Glycin
und GABA reagieren. Als Endergebnis der NMDAR-Aktivierung konnte so eine ver-
starkte Inhibition und somit eine antinozizeptive Wirkung entstehen (Petrenko et al.
2003). Hinweise auf diesen Wirkmechanismus konnen einer in vivo Studie von Gu und
Huang entnommen werden. Sie zeigt, dass die antinozizeptive Wirkung von Gabapentin
einer erhohten Aktivitdit von NMDAR zuzuschreiben ist (Gu and Huang 2002). Neuere
Studien konnen diesen antinozizeptiven Wirkmechanismus von Gabapentin iiber eine

NMDAR-AKktivierung jedoch nicht bestédtigen (Cheng and Chiou 2006).

Die durch den GlyT2 aufgenommene Menge an Glycin bestimmt den Phinotyp des in-
hibitorischen Neurons (Rousseau et al. 2008). So konnte gezeigt werden, dass eine
Hemmung (Rousseau et al. 2008) oder ein Fehlen des GlyT2 (Gomeza et al. 2003b)
dazu fiihrt, dass das inhibitorische Neuron an intrazellulirem Glycin verarmt.
Infolgedessen werden die prasynaptischen Vesikel dann hauptsidchlich mit GABA
befiillt.

Nach einer Hemmung des GlyT]1 steigt nun die extrazelluldre Glycinkonzentration an.
Der GlyT?2 arbeitet ungehindert weiter. Es ist denkbar, dass es dem Vesicular Inhibitory
Amino Acid Transporter (VIAAT) hierdurch erméglicht wird, Glycin verstirkt in pré-
synaptische Vesikel einzubauen. Da GABA und Glycin beide unspezifisch durch
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VIAAT transportiert werden (Wojcik et al. 2006), wird eine erhohte intrazelluldre
Glycinkonzentration im Sinne einer kompetitiven Hemmung dazu fithren, dass die
Vesikel hauptsdchlich mit Glycin gefiillt sind und die glycinerge Neurotransmission im
Gegensatz zur GABAergen Neurotransmission zunimmt. Eine Verschiebung der in-
hibitorischen Neurotransmission von einer normalerweise gemischten GABA/glycin-
ergen Neurotransmission zu einer hauptsdchlich glycinergen Neurotransmission durch
eine erhohte Verfiigbarkeit von Glycin, konnte fiir die Verdnderungen der Schmerz-

wahrnehmung in dieser Studie mit verantwortlich sein.

Die erhohte Glycinkonzentration durch die Hemmung des GlyT1 kann auch zu direkten
Veridnderungen des NMDAR fiihren und so die exzitatorische Neurotransmission beein-
flussen. In einer Patch Clamp Studie von Neuronen des Hippokampus konnte nach-
gewiesen werden, dass es zu einer Glycin-induzierten Herunterregulierung des
NMDAR und dadurch zu einer verminderten exzitatorischen Neurotransmission kommt
(Nong et al. 2003). Eine hohe Glycinkonzentration bereitet demnach den NMDAR auf
dessen Internalisierung vor, die dann durch die Bindung von Glutamat ausgelost wird.
Innerhalb von Minuten wird der NMDAR dann aus der Zellmembran entfernt und in die
Zelle aufgenommen. Der internalisierte NMDAR steht somit nicht mehr fiir die exzita-
torische Neurotransmission zur Verfiigung (Nong et al. 2003). Eine verminderte Exzita-

tion konnte zu den antinozizeptiven Effekten von ALX-5407 beitragen.

Die Tatsache, dass die hohe Dosierung ALX-5407 dhnlich stark ausgeprigte antinozi-
zeptive Wirkungen hat wie die niedrige Dosierung, konnte darauf hinweisen, dass es
eine natiirliche Grenze fiir die Beeinflussung der glycinergen Neurotransmission durch
GlyT1-Inhibitoren gibt. Heterozygote GlyT1'/~ Miuse reagieren auf exogen zugefiihrtes
Glycin nicht mehr mit einer verstirkten NMDAR-Aktivierung, was darauf hindeutet,
dass die Glycinkonzentration, die bei diesen Méusen erhoht ist, zu einer Sattigung des
NMDAR fiihrt (Tsai et al. 2004). Andererseits zeichnen sich sowohl Ratten und Miuse,
denen der GlyT1-Inhibitor ALX-5407 in hoher Dosierung oral zugefiihrt wurde (Perry
et al. 2008), als auch Méuse, denen der GlyT1 fehlt (Gomeza et al. 2003a), durch eine
schwache motorische Aktivitit, Atemdepression und Hypotonie aus. Diese Symptome
sind aller Wahrscheinlichkeit nach iiber GlyR vermittelt. Somit ist es also denkbar, dass

durch eine noch hohere Dosierung des GlyT1-Inhibitors ALX-5407 moglicherweise
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noch weitere antinozizeptive Effekte iiber eine stirkere Aktivierung des inhibitorischen

GlyR bis zum Auftreten von Nebenwirkungen erreicht werden konnten.

Wihrend in der vorliegenden Arbeit sowie auch in der Studie von Tanabe (Tanabe et al.
2008) Nebenwirkungen nach der intrathekalen Applikation von ALX-5407 ausblieben,
konnten Perry et al. Nebenwirkungen auf die Bewegungs- und Atemtitigkeit von Ratten

und Miusen beobachten (Perry et al. 2008):

Vier bis fiinf Stunden nach der oralen Verabreichung von 30 mg/kg ALX-5407 kam es
bei Ratten zu einer erhohten Bewegungsaktivitit und ataktischen Bewegungen. Die
Phase der Hyperaktivitit dauerte ca. zwei bis drei Stunden. AnschlieBend wurden Atem-
depressionen und Seitenlagen beobachtet. 24 Stunden nach der Applikation von
ALX-5407 befanden sich die Tiere in Seitenlage und sie atmeten schwer und flach
(Perry et al. 2008). Maiuse entwickelten nach der Applikation von ALX-5407
(3-20 mg/kg, i.p.) eine dosisabhingige Atemdepression.

Die Beobachtungen von Perry et al. dhneln sowohl den von Gomeza et al. (Gomeza et
al. 2003a) gemachten Beobachtungen an GlyT17/~ Knockout-Mé&usen als auch unseren
Beobachtungen nach Verabreichung des GlyT2-Inhibitors ALX-1393 und den
klinischen Symptomen der humanen glycinergen Enzephalopathie. Hochstwahrschein-
lich sind diese Symptome auf eine verstirkte Aktivierung der GlyR zuriickzufiihren.
Sowohl die von uns als auch die von Tanabe et al. (Tanabe et al. 2008) gewihlten intra-
thekalen Dosierungen von ALX-5407 sind sehr viel geringer, als die in der Studie von
Perry et al. oral verabreichten Dosierungen (Perry et al. 2008), was die Nebenwirkungen
erklaren kann. Auf die verschiedenen Dosierungen und Applikationsarten wird in

Abschnitt 4.1.1.3 und 4.1.1.4 genauer eingegangen.

Ein weiterer denkbarer Mechanismus, der zu der antinozizeptiven Wirkung des GlyT1-
Inhibitors ALX-5407 beitragen konnte, ist die Aktivierung von prasynaptischen GlyR in
der Zellmembran glycinerger Neurone, die im Sinne eines positiven Feedbacks zu einer
verstdrkten Ausschiittung von Glycin fithren (Jeong et al. 2003) und somit eine noch
starkere Aktivierung der postsynaptischen inhibitorischen GlyR bewirken. Eine ver-
starkte Aktivierung prasynaptischer NMDAR in glutamatergen Synapsen im Dorsalhorn
des Riickenmarks vermindert die Ausschiittung von Glutamat (Bardoni et al. 2004) und

konnte somit iiber eine verminderte Exzitation antinozizeptiv wirken.
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Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass der wahrscheinlichste Wirkmecha-
nismus fiir die antinozizeptive Wirkung des GlyT1-Inhibitors ALX-5407 die Ver-
starkung der GlyR-vermittelten inhibitorischen Neurotransmission ist. Zwar kommt es,
wie in Abschnitt 4.2.2 beschrieben, bei der mittleren Konzentration zu pronozizeptiven
Effekten, die hochstwahrscheinlich iiber eine Aktivierung der exzitatorischen NMDAR
bedingt ist, es iiberwiegen jedoch nach Verabreichung der niedrigen und der hohen

Konzentration die inhibitorischen, hochstwahrscheinlich GlyR-vermittelten Effekte.

4.2.2 Die pronozizeptive Wirkung von ALX-5407

Die intrathekale Verabreichung von ALX-5407 in einer Dosierung von 50 pg hatte in
dieser Studie tendenziell pronozizeptive Wirkungen auf die mechanische Allodynie der
linken, neuropathischen Pfote (Bild 3.7) und eine signifikant pronozizeptive Wirkung

auf den mechanischen PWT der rechten, gesunden Pfote (Bild 3.9).

Die von uns beobachteten pronozizeptiven Wirkungen sind aller Wahrscheinlichkeit

nach durch eine verstirkte NMDAR-vermittelte Neurotransmission bedingt.

Auch Morita et al. konnten eine pronozizeptive Wirkung nach Verabreichung des
GlyT1-Inhibitors Org-25935 auf die Nozizeption von Schein-operierten Tieren fest-
stellen. AuBerdem trat die antinozizeptive Wirkung des GlyT1-Inhibitors auf die mecha-
nische Allodynie der neuropathischen Tiere im Vergleich mit der direkt einsetzenden
antinozizeptiven Wirkung eines GlyT2-Inhibitors zeitlich verzogert auf (Morita et al.
2008). Durch eine Blockierung der Glycin-Bindungsstelle des NMDAR konnte die pro-
nozizeptive Wirkung des GlyT1-Inhibitors auf die Schein-operierten Tiere stark abge-
mildert werden. Der verzogerte Eintritt der antinozizeptiven Wirkung des GlyT1-Inhibi-
tors auf die neuropathischen Tiere konnte verhindert und die antinozizeptive Wirkung
sogar noch potenziert werden (Morita et al. 2008). Somit ist es wahrscheinlich, dass die
Aktivierung des NMDAR durch die erhohte Glycinkonzentration nach Hemmung des

GlyT1 einer antinozizeptiven Wirkung entgegenwirkt bzw. pronozizeptiv wirkt.

Das Spill-over von Glycin aus der glycinergen zur glutamatergen Synapse (Ahmadi et
al. 2003) wird normalerweise durch den GlyT1 reduziert. Die Hemmung des GlyT1
wird daher das Glycin Spill-over erleichtern. Somit wird die Glycinkonzentration in der
Nihe der NMDAR stark ansteigen. Die Aktivierung des NMDAR durch eine GlyT1-

Inhibitor-vermittelte Erhohung der Glycinkonzentration konnte bereits in vielen in vivo
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und in vitro Studien nachgewiesen werden (Ahmadi et al. 2003; Chen et al. 2003;
Kinney et al. 2003; Martina et al. 2004).

In der vorliegenden Arbeit und in der Studie von Morita et al. (Morita et al. 2008) wird
zum ersten Mal nachgewiesen, dass eine GlyT1-Inhibitor-vermittelte Aktivierung von

NMDAR zur Auspriagung neuropathischer Schmerzen im Tiermodell beitragt.

Tanabe et al. konnten zwar keine pronozizeptive Wirkungen nach intrathekaler Appli-
kation von ALX-5407 bei Miusen in einem Modell fiir neuropathischen Schmerz beob-
achten, es kam jedoch supraspinal zu einer Verstirkung der LTP im Hippokampus
(Tanabe et al. 2008). Dies weist, wie auch schon andere Studien (Tsai et al. 2004), auf
den moglichen therapeutischen Einsatz von GlyT1-Inhibitoren bei kognitiven Erkrank-
ungen wie z. B. Morbus Alzheimer und Demenz hin. GlyT1-Inhibitoren werden auch
als eine neue therapeutische Option zur Behandlung der Schizophrenie untersucht, bei
der moglicherweise eine Unterfunktion des NMDAR vorliegt (Coyle et al. 2003; Javitt
2008).

Neben der Aktivierung des exzitatorischen NMDAR konnte auch eine verstarkte GlyR-
Aktivierung zur Auspriagung der neuropathischen Schmerzen bzw. zur pronozizeptiven
Wirkung von ALX-5407 beitragen. Im Verlauf einer Neuropathie kann es durch den
von Gliazellen ausgeschiitteten BDNF zu einer TrkB-vermittelten Herunterregulierung
des KCC2 kommen (Rivera et al. 2004; Coull et al. 2005). Hierdurch wird der Anionen-
gradient derartig verdndert, dass eine Bindung von Glycin an den GlyR nun eine exzita-
torische Wirkung auf das postsynaptische Neuron ausiibt (siche auch Abschnitt 1.2.1,
Seite 7). Dies konnte fiir die pronozizeptive Wirkung des GlyT1-Inhibitors ALX-5407

mit verantwortlich sein (Coull et al. 2003).

Gegen diesen Pathomechanismus als Grundlage fiir die von uns beobachteten pronozi-
zeptiven Wirkungen spricht, dass die pronozizeptiven Effekte vor allem an der rechten,
nicht neuropathischen Pfote beobachtet werden konnten (Bild 3.9). Da die rechte Seite
nicht operiert wurde, und daher nur eine sehr geringe Aktivierung von Mikrogliazellen
auf dieser Seite zu erwarten ist (Jergova and Cizkova 2007; Echeverry et al. 2008), ist
es unwahrscheinlich, dass es hier zu den von Coull et al. beschriebenen Verianderungen
des Anionengradienten gekommen ist (Coull et al. 2003). Morita et al. zeigen, dass eine

Applikation von Strychnin die mechanische Allodynie in einem Modell fiir neuro-
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pathischen Schmerz bis zu 3 Tage nach der Operation abschwiicht (Morita et al. 2008).
In der frithen Phase nach der Operation findet also offensichtlich eine GlyR-vermittelte
Verstiarkung der Schmerzwahrnehmung statt. Wird Strychnin zehn Tage nach der Ope-
ration verabreicht, wirkt Strychnin wieder pronozizeptiv (Morita et al. 2008). Es ist da-
her wahrscheinlich, dass der von Coull et al. beschriebene Pathomechanismus haupt-

sdchlich in der Entstehungsphase von neuropathischen Schmerzen eine Rolle spielt.

Warum es gerade an der nicht operierten Pfote bzw. in der Studie von Morita et al.
(Morita et al. 2008) bei den Schein-operierten Tieren zu pronozizeptiven Wirkungen
des GlyT1-Inhibitors kommt, ist nicht leicht zu verstehen. Die pronozizeptive Wirkung
ist — wie oben dargestellt — hochstwahrscheinlich NMDAR-vermittelt. Der NMDAR
nimmt an der normalen Schmerzverarbeitung nicht teil, da er durch ein Mg**-Ion
blockiert ist. Erst durch eine lang andauernde Depolarisation der postsynaptischen Zell-
membran z. B. im Verlauf einer Neuropathie, wird der Mg2+—B10ck gelost. Erst jetzt
kann der NMDAR iiberhaupt an der glutamatergen Neurotransmission teilnehmen. Die
Pathomechanismen, die zur Ausprigung der Hyperalgesie und Allodynie an der linken
CCl-operierten Pfote fiihren, haben an der rechten Seite nicht stattgefunden. Dement-
sprechend sollte auch der NMDAR nicht aktiviert sein und sich auch nicht durch eine

Erhohung der Glycinkonzentration beeinflussen lassen.

Moglicherweise sind andere, sowohl spinale als auch supraspinale Mechanismen, fiir
die pronozizeptive Wirkung von ALX-5407 auf die rechte unverletzte Pfote verantwort-

lich:

In der Zellmembran von glutamatergen Neuronen im Hirnstamm befinden sich préa-
synaptische GlyR, deren Aktivierung eine Ausschiittung von Glutamat bewirken
(Turecek and Trussell 2001). Es ist vorstellbar, sollte es solche prisynaptischen GlyR
auch in der Zellmembran glutamaterger Neurone im Riickenmark geben, dass eine er-
hohte Glycinkonzentration nach Hemmung des GlyT1 zu einer verstirkten Glutamat-
Ausschiittung fiihrt. Die erhohte Glutamatkonzentration fithrt dann iiber eine Aktivie-
rung von non-NMDAR zur Depolarisation der Zellmembran und zur Rekrutierung von
NMDAR, wodurch die exzitatorische Neurotransmission verstiarkt wird. Ob ein solcher
prasynaptischer GlyR auch in glutamatergen Synapsen des Riickenmarks zu einer ver-

stiarkten Ausschiittung von Glutamat fiihrt, ist nicht bekannt, konnte jedoch die pronozi-
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zeptive Eigenschaft des GlyT1-Inhibitors auf die unverletzte Pfote erkldren. Auch eine
Aktivierung von NMDAR, die sich in der prisynaptischen Zellmembran glutamaterger
Neurone befinden, fiihrt zu einer verstirkten Ausschiittung von Substanz P und vermut-
lich Glutamat (Liu et al. 1994; Liu et al. 1997), wodurch die exzitatorische Wirkung auf

das postsynaptische Neuron zunehmen konnte.

Moglicherweise kommt es nach der lokalen intrathekalen Applikation des GlyT1-In-
hibitors ALX-5407 auch zu einer Diffusion der Substanz in supraspinale Bereiche des
ZNS. Da sich der GlyT1 auch hier befindet (Zafra et al. 1995b; Cubelos et al. 2005), ist
es moglich, dass es auch in diesen Bereichen zu einer Erhohung der Glycinkonzentra-
tion und einer Beeinflussung der glutamatergen Neurotransmission kommt. Ein Einfluss
der Erhohung der Glycinkonzentration durch GlyT1-Inhibitoren in der Ndhe von supra-
spinalen NMDAR konnte schon in mehreren in vitro und in vivo Studien nachgewiesen
werden (Chen et al. 2003; Tanabe et al. 2008). Hier wurden vor allem positive Wirk-
ungen auf das Erinnerungsvermdgen bzw. die Ausprigung einer LTP beobachtet.
Moglicherweise ist die Aktivierung supraspinaler NMDAR fiir die pronozizeptive

Wirkung in unserer Studie mit verantwortlich.

Wie im Abschnitt 4.2.1 beschrieben, kann der NMDAR bei einer bestimmten Glycin-
konzentration gesittigt sein, sodass eine weitere Erhohung der Glycinkonzentration
nicht mehr zu einer Verstirkung der NMDAR-vermittelten Neurotransmission fiihren
kann (Tsai et al. 2004). Ebenso ist es denkbar, dass auch der GlyR mit Glycin gesittigt
sein kann, sodass es zu keiner weiteren inhibitorischen GlyR-vermittelten Neurotrans-
mission kommt. Unter diesen Umstidnden kann dann moglicherweise die exzitatorische
Neurotransmission tiber den NMDAR vorherrschen und zu den beobachteten pronozi-
zeptiven Wirkungen nach der Verabreichung der mittleren ALX-5407 Konzentration
beitragen. Eine durch die hohe Glycinkonzentration ausgeloste Desensitisierung des
GlyR ist ein weiterer moglicher Mechanismus, der zu einer verminderten inhibitorisch-
en Wirkung iiber den GlyR beitragen konnte (Jones and Westbrook 1996; Legendre
2001).

Eine verstirkte Aktivierung der exzitatorischen NMDAR in glutamatergen Synapsen
durch die Hemmung des GlyT1 kann bei der Behandlung von Erkrankungen, die mit

einer NMDAR-Hypofunktion einhergehen von Vorteil sein. Bei der Behandlung neuro-
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pathischer Schmerzen stehen diese NMDAR-vermittelten pronozizeptiven Eigenschaf-
ten einem therapeutischen Einsatz der GlyT1-Inhibitoren entgegen. Die Tatsache, dass
es in der mittleren Konzentration zu pronozizeptiven, in der niedrigen und der hohen
Konzentration jedoch zu antinozizeptiven Wirkungen gekommen ist, zeigt, wie wichtig

die Feinabstimmung der Glycinkonzentration bei der Schmerzverarbeitung ist.

4.3 Die Wirkung des Glycin-Transporter-2-Inhibitors ALX-1393
Der GlyT2-Inhibitor ALX-1393 hatte in dieser Studie eine dosisabhingig tendenziell

antinozizeptive Wirkung auf das nozizeptive Verhalten von Ratten im CCI-Modell fiir
neuropathischen Schmerz. In der hohen Dosierung (100 pg ALX-1393) waren diese
Effekte signifikant antinozizeptiv. In dieser Dosierung traten bei vier von acht Tieren
zusitzliche neuromotorische Wirkungen auf (Paresen, Paralysen, Atemdepressionen,

Anésthesie) (siehe Abschnitt 3.3.3).

Der GlyT?2 befindet sich hauptsidchlich in der prisynaptischen Zellmembran glycinerger
Neurone (Zafra et al. 1995b; Poyatos et al. 1997) und ist dort mit dem GlyR kolokali-
siert (Jursky and Nelson 1995). Der GlyT2 ist fiir die Wiederaufnahme von Glycin aus
dem synaptischen Spalt der inhibitorischen, glycinergen Synapse verantwortlich, damit
die prasynaptischen Vesikel wieder mit Glycin gefiillt werden konnen (,,Glycine
Recycling®) (Gomeza et al. 2003b). Durch die Hemmung des GlyT2 mit dem GlyT2-In-
hibitor ALX-1393 kommt es daher vor allem in der Nihe von inhibitorischen GlyR zu

einer erhohten Glycinkonzentration.

Die Glycinkonzentration wird — vergleichbar wie im Abschnitt 4.2 fiir den GlyT1-
Inhibitor ALX-5407 dargestellt — mit der Dosierung des GlyT2-Inhibitors positiv

korrelieren.

4.3.1 Die antinozizeptive Wirkung von ALX-1393
Die Applikation von 100 ng ALX-1393 hat eine starke antinozizeptive Wirkung auf die
Nozizeption der linken, neuropathischen Pfote und die Messwerte der thermalen Hyper-

algesie liegen teilweise oberhalb der physiologischen Messwerte vor der CCI-Operation

(Bild 3.12).
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Die von uns beobachtete antinozizeptive Wirkung ist aller Wahrscheinlichkeit nach

GlyR-vermittelt.

Auch Morita et al. konnten nach der intrathekalen Verabreichung von ALX-1393 eine
schnell einsetzende und lang andauernde verminderte mechanische Allodynie in einem
Modell fiir neuropathischen Schmerz beobachten. Diese antinozizeptive Wirkung von
ALX-1393 auf die mechanische Allodynie konnte durch eine Hemmung des GlyR mit
Strychnin antagonisiert werden. Somit ist die antinozizeptive Wirkung von ALX-1393

iiber den GlyR vermittelt (Morita et al. 2008).

Nach der Verabreichung des GlyT2-Inhibitors ALX-1393 konnen in der vorliegenden

Studie ausschlieBlich antinozizeptive Effekte beobachtet werden.

Zum einen erklart sich dies aus der Tatsache, dass eine Hemmung des GlyT2, der
hauptsichlich in der pridsynaptischen Zellmembran glycinerger Neurone exprimiert
wird, die Glycinkonzentration auch hauptsédchlich in der glycinergen Synapse erhohen
wird. Hierdurch kommt es zu einer verstidrkten GlyR-Aktivierung, zu einer Verstirkung

der Inhibition und letztendlich zu einer Schmerzlinderung.

Zum anderen wird der GlyT1 nach Hemmung des GlyT2 ungestort weiter Glycin aus
dem synaptischen Spalt entfernen. So wird ein Spill-over zu benachbarten glutamater-
gen Synapsen und somit auch eine verstirkte NMDAR-Aktivierung vermutlich ver-
hindert. Die verminderte Exzitation wird dazu beitragen, dass die inhibitorischen
Wirkungen von Glycin iiberwiegen konnen und es als Endergebnis der glycinergen

Neurotransmission zu den beobachteten antinozizeptiven Effekten kommt.

Neben Glycin wird auch GABA mit derselben Affinitit von VIAAT in die prasynap-
tischen Vesikel von inhibitorischen Interneuronen im Dorsalhorn des Riickenmarks ein-
gebaut (Jonas et al. 1998; Wojcik et al. 2006). Durch eine Hemmung des GlyT2 wird,
genau wie durch ein GlyT2-Knock-out, weniger Glycin in der pridsynaptischen Zelle
vorhanden sein. Der VIAAT wird hochstwahrscheinlich mehr GABA in die Vesikel
einbauen, wodurch sich die im Riickenmark hédufig gemischte GABA/glycinerge inhibi-
torische Neurotransmission zugunsten der GABAergen Neurotransmission verschiebt
(Gomeza et al. 2003b; Xu et al. 2005). Die verdnderte Zusammensetzung der pré-
synaptischen Vesikel beeinflusst die inhibitorische Neurotransmission (Chery and de

Koninck 1999; Li et al. 2003; Lu et al. 2008) und wird damit auch die Schmerzver-
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arbeitung wesentlich beeinflussen. Es ist denkbar, dass die veridnderte Zusammen-
setzung der prisynaptischen Vesikel iiber eine Verschiebung zugunsten der GABA-
ergen Inhibition moglicherweise zu den beobachteten antinozizeptiven Effekten von

ALX-1393 beitrigt.

4.3.2 Die neuromotorischen Wirkungen von ALX-1393

Bei vier von acht Tieren kam es direkt nach der Applikation von 100 ng ALX-1393 zu
stark ausgeprigten neuromotorischen Wirkungen. Diese Tiere waren teilweise voriiber-
gehend, teilweise bleibend schlaff geldhmt, hatten einen verringerten Muskeltonus, ver-
zogerte Reflexe, waren atemdepressiv und zeigten fehlende Reaktionen auf schmerz-

hafte Reize (siehe Abschnitt 3.3.3).

Nebenwirkungen dieser Art wurden weder in der Studie von Lechner (Lechner 2000), in
der 40 ng ALX-1393, noch in der Studie von Morita et al. (Morita et al. 2008), in der
10 ng ALX-1393 intrathekal verabreicht wurden, beobachtet, was mit groBer Wahr-
scheinlichkeit auf die niedrigeren Dosierungen im Vergleich zu unserer Studie (siehe

Tabelle 4.1) zuriickzufiihren ist.

Die neuromotorischen Wirkungen in unserer Studie sind mit groer Wahrscheinlichkeit

GlyR-vermittelt.

So dhnelt die klinische Symptomatik der in dieser Studie beobachteten schlaffen
Liahmung der klinischen Symptomatik der humanen glycinergen Enzephalopathie. Bei
dieser seltenen Erbkrankheit kommt es durch die fehlerhaft arbeitende Glycin-Synthase
(baut Glycin ab) zu einer erhohten Glycinkonzentration (Applegarth and Toone 2004;
2006) und einer verstiarkten Glycin-Wirkung am GlyR. Symptome sind unter anderen
ein schwacher Muskeltonus, schwache Reaktionen auf duflere Reize, Lethargie und eine
schwerwiegende Atemdepression. Perry et al. (Perry et al. 2008) konnten neuro-
motorische Nebenwirkungen dieser Art nach der oralen Applikation des GlyT1-Inhibi-
tors ALX-5407 beobachten. Auch diese Effekte sind auf eine starke GlyR-Aktivierung
zuriickzufiihren. In einem Modell fiir spinalen Schock ist die Glycinkonzentration endo-
gen stark erhoht (Simpson et al. 1993). Hierdurch kommt es iiber die verstirkte Aktivie-
rung von GlyR auf Motoneuronen im Riickenmark (Kandel et al. 2000) zu einer

schlaffen Lihmung und dem Verlust der spinalen Reflexe (Simpson et al. 1993). Auch
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die Immobilitit, die durch Inhalationsnarkotika ausgeldst wird, ist teilweise liber den

GlyR vermittelt (Zhang et al. 2003).

Die verstirkte Aktivierung des inhibitorischen GIlyR iiber eine Erhohung der Glycin-
konzentration durch den GlyT2-Inhibitor ALX-1393 ist also aller Wahrscheinlichkeit

nach fiir die beobachteten neuromotorischen Wirkungen verantwortlich.

Interessanterweise sind die klinischen Symptome der GlyT2"/~ Knockout-Miuse genau
gegensitzlich zu den in dieser Studie beobachteten Wirkungen der Hemmung des

GlyT2:

Mause, denen das Gen fiir den GlyT?2 fehlt, sind klinisch durch einen erhohten Muskel-
tonus, Spastizitit und elektrophysiologisch durch eine verminderte Amplitude der durch
GlyR-vermittelten IPSP gekennzeichnet (Gomeza et al. 2003b). Der Phinotyp der
GlyT2-Knockout-Miuse &dhnelt somit stark den Symptomen der humanen Hyperek-
plexie, bei der die glycinerge Neurotransmission sowohl prasynaptisch am GlyT?2 als

auch postsynaptisch am GlyR gestort ist (Rees et al. 2006; Harvey et al. 2008).

Eine mogliche Erkldrung fiir diese Diskrepanz ist die entwicklungsabhéngig unter-
schiedliche intrazelluldre Chloridkonzentration. Im embryonalen Leben und bis ca. eine
Woche post partum arbeitet der KCC2-Transporter, der beim adulten Tier dafiir zu-
standig ist, die intrazelluldre Chloridkonzentration gering zu halten, noch nicht aus-
reichend (Rivera et al. 1999; Payne et al. 2003; Cordero-Erausquin et al. 2005). Hier-
durch bewirkt eine Glycin-vermittelte Aktivierung des GlyR einen Ausstrom von
Chlorid-Ionen und eine Depolarisation und dadurch exzitatorische Wirkungen auf das

postsynaptische Neuron.

Die von Gomeza et al. notierten Symptome (Spastizitit und erhohter Muskeltonus)
(Gomeza et al. 2003b) konnten demnach, ebenso wie die von uns gemachten Beobacht-
ungen (schlaffe Lihmung und verminderter Muskeltonus) auf eine verstiarkte Aktivie-

rung des GlyR zuriickzufiihren sein.

Diese Hypothese wird von Gomeza et al. nicht unterstiitzt. Bei elektrophysiologischen
Messungen von GlyT27/~ Riickenmarkneuronen konnten Gomeza et al. nachweisen,
dass es zu einer reduzierten Amplitude von IPSP kommt, und eine Inhibition des GlyR
durch Strychnin zu einer vollstindigen Blockierung dieser inhibitorischen Potenziale

fiihrt (Gomeza et al. 2003b). Diese Ergebnisse weisen also auf eine verminderte inhibi-
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torische Glycin-vermittelte GlyR-Aktivierung hin und unterstiitzen die Theorie, dass der
GlyT2 hauptsichlich fiir ein Wiederauffiillen der prasynaptischen Vesikel verantwort-
lich ist (Supplisson and Roux 2002). Die beobachteten Symptome der Spastizitit und
des erhohten Muskeltonus sind demnach hochstwahrscheinlich durch eine verminderte

Inhibition durch eine Verarmung der priasynaptischen Vesikel an Glycin zu erklédren.

Die in der vorliegenden Arbeit durchgefiihrte einmalige intrathekale Applikation des
GlyT2-Inhibitors ALX-1393 scheint nicht zu einer Verarmung der prisynaptischen
Vesikel zu fiihren, da es zu lang andauernden und stark ausgepridgten antinozizeptiven
Wirkungen und keinerlei pronozizeptiven Wirkungen oder einer erhohten Spastizitit
und einem erhohten Muskeltonus gekommen ist. Um die Frage zu kldren, ob eine
wiederholte Gabe von GlyT2-Inhibitoren zu pronozizeptiven Wirkungen (iiber eine
Verarmung der prasynaptischen Vesikel) fiihrt, wurde in der Studie von Morita et al.
6mal in 4-tdgigen Abstinden der GlyT2-Inhibitor Org-25543 i.v. verabreicht. Der anti-
nozizeptive Effekt des GlyT2-Inhibitors nahm wihrend des gesamten Versuchsablaufes
nicht ab, und war durch Strychnin antagonisierbar (Morita et al. 2008). Somit kommt es
also auch durch eine wiederholte Applikation des GlyT2-Inhibitors nicht zu einer Ver-
armung der priasynaptischen Vesikel an Glycin und dadurch zu einer verminderten

glycinergen Neurotransmission.

Da die GlyT2 in den Zeitriumen zwischen den von Morita et al. (Morita et al. 2008)
durchgefiihrten Applikationen jedoch méglicherweise die Vesikel wieder mit Glycin ge-
fiillt haben konnten, wire es interessant, die Wirkungen einer kontinuierlichen GlyT2-
Inhibition zu untersuchen. Kidme es, wie in der Studie von Gomeza et al (Gomeza et al.
2003b) zu Nebenwirkungen, die auf eine verminderte glycinerge Inhibition (Spastizitit,
erhohter Muskeltonus und Tremor) hinweisen, dann wire die physiologische Bedeutung
der GlyT2, namlich fiir eine Wiederauffiillung der prasynaptischen Vesikel zu sorgen,

im lebenden, adulten Tier geklirt.

Es wird diskutiert, dass selektive GlyT2-Inhibitoren, die die Glycinkonzentration in der
Néhe von inhibitorischen GlyR erhohen, als potenzielle Muskelrelaxantien, Analgetika
und Andisthetika therapeutisch zum Einsatz kommen konnten (Caulfield et al. 2001;
Aragon and Lopez-Corcuera 2005). Die von uns beobachteten Wirkungen nach der

intrathekalen Verabreichung von 100 ng ALX-1393 bestirken die Vermutung, dass
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GlyT2-Inhibitoren in den oben genannten Indikationen von Bedeutung sein konnten:
Neben der stark ausgeprigten antinozizeptiven Beeinflussung der mechanischen Allo-
dynie und thermalen Hyperalgesie hatte der GlyT2-Inhibitor ALX-1393 in der hohen
Konzentration dariiber hinaus auch stark muskelrelaxierende und analgetische Wirk-
ungen. Die Atemdepression war aller Wahrscheinlichkeit ebenfalls durch die starke
Muskelrelaxation bedingt. Das Bewusstsein der Tiere war wihrend der gesamten Unter-
suchung nicht erkennbar beeintréachtigt. Ob die analgetischen und muskelrelaxierenden
Wirkungen von ALX-1393 therapeutisch z. B. wihrend einer Spinal-Analgesie oder bei
Erkrankungen, die mit einer Spastizitit einhergehen genutzt werden konnen, bedarf

weiterer Untersuchungen.
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4.4 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit lassen die Beantwortung der im Abschnitt 1.4 formulierten

Fragen wie folgt zu:

¢ Durch eine einmalige intrathekale Applikation der GlyT-Inhibitoren ALX-5407 und
ALX-1393 kann das nozizeptive Verhalten von Ratten im Chronic Constriction

Injury Modell fiir neuropathischen Schmerz signifikant beeinflusst werden.

e Es treten sowohl antinozizeptive als auch pronozizeptive Effekte auf. Die Hemmung
des GlyT1 durch ALX-5407 zeigt in dieser Studie sowohl antinozizeptive (hochst-
wahrscheinlich GlyR-vermittelte), als auch pronozizeptive (héchstwahrscheinlich
NMDAR-vermittelte) Wirkungen. Der GlyT2-Inhibitor ALX-1393 hat in dieser
Studie ausschlieBlich antinozizeptive Wirkungen, die mit groBer Wahrscheinlichkeit

GlyR-vermittelt sind.

¢ Die Nozizeption der unverletzten, gesunden Pfote wird durch den GlyT1-Inhibitor
ALX-5407 signifikant beeinflusst. In einer Dosierung von 50 pug treten pronozi-

zeptive Wirkungen an der rechten Pfote auf.

e AusschlieBlich nach der Verabreichung von 100 pg des GlyT2-Inhibitors ALX-1393
konnen zusétzliche neuromotorische Wirkungen beobachtet werden. Es kommt zu
teils reversiblen, teils irreversiblen Paresen, Paralysen, Atemdepressionen und einer

stark ausgeprigten Anisthesie.

Die vorliegende Studie zeigt erstmals den Einfluss von intrathekal verabreichten GlyT-
Inhibitoren auf die Nozizeption von Ratten im Chronic Constriction Injury Modell fiir
chronischen neuropathischen Schmerz. Die Tatsache, dass sowohl antinozizeptive und
pronozizeptive Wirkungen als auch zusétzliche neuromotorische Wirkungen auftreten,
zeigt eindrucksvoll die wichtige Rolle der GlyT bei der Feinabstimmung der Glycin-
konzentration im synaptischen Spalt und bei der Verarbeitung schmerzhafter Reize bei

chronischen neuropathischen Schmerzen.

In Folgestudien sollen nun die Effekte einer prdemptiven, kontinuierlichen Applikation
der beiden GlyT-Inhibitoren untersucht werden. Moglicherweise kann so, dhnlich wie

durch die kontinuierliche Applikation von Glycin, die Auspridgung neuropathischer
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Schmerzen reduziert oder verhindert werden. Die stark analgetischen Effekte des
GlyT2-Inhibitors ALX-1393 konnten so vielleicht durch eine geringere Dosierung bei
einer kontinuierlichen Applikation nebenwirkungsfrei erreicht werden. Auf der anderen
Seite konnte eine langandauernde Hemmung des GlyT2, vergleichbar mit der Aus-
schaltung des GlyT2-Gens (Glyt2”/~ Knockout-Miuse), aber auch zu einer Verarmung
der prisynaptischen Vesikel an Glycin und dadurch zu einer verminderten glycinergen

Inhibition fithren.

Die beobachteten neuromotorischen Wirkungen nach Verabreichung des GlyT2-Inhibi-
tors ALX-1393, insbesondere die stark ausgeprigte Andsthesie und die gute Muskel-
relaxation (schlaffe Lahmung), weisen auf einen potenziellen Einsatz als Spinal-Anal-
getikum und als Muskelrelaxanz hin. In einer Folgestudie konnten hierzu z. B. Ver-
gleiche mit gebrauchlichen Spinal-Analgetika stattfinden. Speziell konnte man sich hier
mit der Frage beschiftigen, ob durch die intrathekale Applikation des GlyT2-Inhibitors

ALX-1393 eine chirurgische Toleranz erreicht wird.

Wihrend die antinozizeptiven Wirkungen des GlyT1-Inhibitors ALX-5407 hochstwahr-
scheinlich durch eine Aktivierung des GlyR bedingt sind, sind die pronozizeptiven
Wirkungen aller Wahrscheinlichkeit nach durch eine Aktivierung des NMDAR zu er-
kldren. Da bei der Behandlung neuropathischer Schmerzen eine Aktivierung der GlyR,
bei der Schizophrenie-Behandlung bzw. einer NMDAR-Hypofunktion dagegen eine
Aktivierung der NMDAR gewiinscht ist, konnte der GlyT1-Inhibitor moglicherweise
bei beiden Indikationen zum Einsatz kommen. Es wire interessant, den GlyT1-Inhibitor
ALX-5407 in einer Folgestudie in mehreren Dosierungen zu verabreichen und parallel
hierzu die Erhohung der Glycinkonzentration in vivo durch Mikrodialyse zu bestimmen.
So konnten im Sinne einer Dosisfindung genauere Aussagen dariiber gemacht werden,

bei welcher Dosierung welche Rezeptoren stirker aktiviert werden.

Eine weitere Studie konnte sich mit verschiedenen Applikationsarten der GlyT-Inhibito-
ren beschiftigen. Dies ist sowohl im Sinne des Tierschutzes als auch im Hinblick auf
einen moglichen klinischen Einsatz sinnvoll. Konnten die gewiinschten Eigenschaften
der GlyT-Inhibitoren auch durch eine intraperitoneale oder subkutane Applikation er-
reicht werden, dann wire diese Applikationsart der intrathekalen Applikation, die mit

einem grofen technischen Aufwand und hohen Tierverlusten einhergeht, vorzuziehen.
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S Zusammenfassung

Ein wichtiger Faktor bei der Entstehung und Aufrechterhaltung neuropathischer
Schmerzen ist ein Verlust der glycinergen Inhibition im Riickenmark. Hier ist Glycin
der wichtigste inhibitorische Neurotransmitter, hat aber, als obligater Koagonist von
Glutamat am NMDA-Rezeptor, auch exzitatorische Wirkungen. Die Glycinkonzentra-
tion im synaptischen Spalt wird durch den Glycin-Transporter-1 und den Glycin-Trans-
porter-2 reguliert. Uber eine Hemmung der Glycin-Transporter kann die glycinerge

Neurotransmission beeinflusst werden.

Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Frage zu kldren, ob die intrathekal verab-
reichten Glycin-Transporter-Inhibitoren ALX-5407 und ALX-1393 iiber eine Erhohung
der Glycinkonzentration im synaptischen Spalt die Nozizeption von Ratten in einem
Tier-Modell fiir neuropathischen Schmerz beeinflussen konnen. Da Glycin sowohl am
inhibitorischen Glycin-Rezeptor, als auch am exzitatorischen NMDA-Rezeptor bindet,

konnten gegensitzliche Wirkungen erwartet werden.

Als Modell fiir neuropathischen Schmerz diente das Chronic Constriction Injury
Modell, bei dem es zehn bis zwolf Tage nach einer Schidigung des linken N. ischiadi-
cus zur Auspriagung einer Allodynie und Hyperalgesie als messbare Charakteristika fiir
neuropathischen Schmerz kommt. Ein intrathekaler PE10 Katheter wurde in den Wir-
belkanal der Ratten eingefiihrt, um die beiden Glycin-Transporter-Inhibitoren (jeweils
drei Dosierungen: 10, 50 und 100 pg geldst in 10 pl 100%igem DMSO; n = 8) in die
direkte Nihe des Dorsalhorns des Riickenmarks verabreichen zu konnen. AnschlieBend
wurden iiber einen Zeitraum von 240 Minuten die mechanische Allodynie mithilfe eines
von Frey-Filaments und die thermale Hyperalgesie mithilfe einer modifizierten

Hargreaves Methode bestimmt.

Der Glycin-Transporter-1-Inhibitor ALX-5407 hatte dosisabhingig gegensitzliche
Wirkungen auf die Nozizeption der Ratten: In der niedrigen und der hohen Dosierung
konnten antinozizeptive Effekte, in der mittleren Konzentration pronozizeptive Effekte
beobachtet werden. Die pronozizeptiven Effekte waren am deutlichsten an der gesunden

Pfote zu erkennen. In keiner Dosierung traten erkennbare Nebenwirkungen auf. Der
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Glycin-Transporter-2-Inhibitor ALX-1393 hatte ausschlieflich in der hohen Dosierung
stark antinozizeptive Effekte. In dieser Dosierung waren jedoch auch bei vier von acht
Tieren neuromotorische Auffilligkeiten zu beobachten: Es kam zu teilweise voriiber-
gehenden, teilweise permanenten schlaffen Lihmungen, einem herabgesetzten Muskel-

tonus, einer erschwerten Atmung und einer fehlenden Reaktion auf schmerzhafte Reize.

Die pronozizeptive Wirkung des Glycin-Transporter-1-Inhibitors ALX-5407 ist hochst-
wahrscheinlich durch eine verstirkte Aktivierung des exzitatorischen NMDA-Rezeptors
zu erklédren. Die antinozizeptiven Effekte der beiden Glycin-Transporter-Inhibitoren und
die neuromotorischen Wirkungen des Glycin-Transporter-2-Inhibitors ALX-1393 sind
hochstwahrscheinlich durch eine verstdrkte Inhibition iiber den Glycin-Rezeptor ver-

mittelt.

Die Ergebnisse dieser Studie zeigen, dass die Beeinflussung der Glycinkonzentration
tiber die einmalige intrathekale Verabreichung spezifischer Glycin-Transporter-Inhibi-
toren in vivo eine Moglichkeit darstellt, die Auspridgung neuropathischer Schmerzen
signifikant zu beeinflussen. Die Erforschung der glycinergen Neurotransmission
mithilfe der Glycin-Transporter-Inhibitoren ALX-5407 und ALX-1393, konnte vielver-
sprechend zur Entwicklung potenter und vielseitiger Medikamente beitragen. Neben der
Behandlung von neuropathischen Schmerzen konnten diese moglicherweise auch als
Muskelrelaxantien und als Analgetika sowie bei der Behandlung der Schizophrenie und

bei kognitiven Erkrankungen zum Einsatz kommen.
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6 Summary

Effects of intrathecally applied glycine transporter inhibitors
ALX-5407 and ALX-1393 on the nociceptive behaviour of rats in the

chronic constriction injury model of neuropathic pain

An important factor in the development and maintenance of neuropathic pain is a loss of
glycinergic inhibition in the spinal cord. Here glycine is the major inhibitory neuro-
transmitter, but it also has excitatory functions as an obligate co-agonist of glutamate at
the NMDA receptor. Glycine concentration in the synaptic cleft is controlled by glycine
transporter 1 and glycine transporter 2. Inhibition of these two glycine transporters can

influence glycinergic neurotransmission.

The goal of this study was to determine whether the intrathecal application of glycine
transporter inhibitors ALX-5407 and ALX-1393, which would raise glycine levels in
the synaptic cleft, can influence the nociception of rats. As glycine acts on both the
inhibitory glycine receptor and the excitatory NMDA receptor, we expected to see

differential effects.

Bennett and Xie’s chronic constriction injury model was used as a model for neuro-
pathic pain. Hyperalgesia and allodynia develop ten to twelve days after loose ligation
of the left sciatic nerve and can be measured to quantify neuropathic pain. An intrathe-
cal PE10 catheter was inserted into the vertebral canal to enable application of both gly-
cine transporter inhibitors (three dosages respectively: 10, 50 and 100 pg dissolved in
10 ul 100 % DMSO; n=38) in the vicinity of the dorsal horn of the spinal cord.
Following the treatment, mechanical paw withdrawal threshold was measured using a
von Frey-filament and thermal paw withdrawal latency was measured using a modified

Hargreaves method. Both measurements were made for 240 minutes.

The glycine transporter 1 inhibitor ALX-5407 had dose dependent differential effects on
the nociception of rats. Antinociceptive effects were obtained after application of the
low and the high concentrations and pronociceptive effects were obtained after applica-

tion of the intermediate concentration. The pronociceptive actions were most prominent
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in the uninjured right paw. There were no side effects. The glycine transporter 2
inhibitor ALX-1393 exerted exclusively antinociceptive effects that were significant
only after application of the high concentration. Additionally, at the high concentration,
we observed severe neurological side effects in four of eight animals (pareses, paralysis,

respiratory depression and analgesia).

The pronociceptive effects of glycine transporter 1 inhibitor ALX-5407 can be ex-
plained by an increased activation of NMDA receptor through unhampered spill over of
synaptically released glycine. The antinociceptive effects of both glycine transporter
inhibitors and the neurological side effects of the glycine transporter 2 inhibitor

ALX-1393 are likely to be mediated by the glycine receptor.

This study shows, that neuropathic pain behaviour can be significantly influenced in
vivo by manipulating glycine concentration through a singular intrathecal injection of
specific glycine transporter inhibitors. The study of glycinergic neurotransmission with
the aid of glycine transporter inhibitors promises future development of potent and
versatile therapeutics. These may have potential to treat neuropathic pain, act as muscle
relaxants and analgesics and also function as cognitive enhancers and treatments for

schizophrenia.
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8 Anhang

8.1 Abkiirzungsverzeichnis

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsiure
AMPAR AMPA Rezeptor
BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

CaMKII Calcium-Calmodulin abhingige Proteinkinase II

CCI Chronic Constriction Injury

DMSO Dimethylsulfoxid

ECso Half maximal effective concentration

EP2 Prostaglandin-E2 Rezeptor

EPSP Exzitatorisches Postsynaptisches Potenzial
EFIC European Federation of IASP Chapters
FELASA Federation of European Laboratory Animal Science Associations
GABA Gamma-Aminobuttersidure

Glu Glutamat

Gly Glycin

[Gly] Glycin Konzentration

GlyT Glycin-Transporter

GlyTl1 Glycin-Transporter-1

GlyT2 Glycin-Transporter-2

GlyR Glycin Rezeptor

HBC 2-Hydroxypropyl-B-Cyclodextrin

HCI Salzsaure
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IASP
L.p.
IPSP
i.t.
KCC2
KG
LTP
NaCl
NFPS
NMDA
NMDAR

OP

PGE
PKC
PWL
PWT
SEM
TrkB
VIAAT
Vs.
WHO

ZNS

International Association for the Study of Pain
Intraperitoneal

Inhibitorisches Postsynaptisches Potenzial

Intrathekal

Kalium-Chlorid-Kotransporter-2

Korpergewicht

Long Term Potentiation

Natriumchlorid

N[3-(4"-fluorophenyl)-3-(4 phenylphenoxy)propyl]Sarkosin
N-Methyl-D-Aspartat

NMDA Rezeptor

Operation

Signifikanz

Prostaglandin E

Protein Kinase C

Paw Withdrawal Latency. Die Pfotenriickzugs-Latenzzeit in sec
Paw Withdrawal Threshold. Der Pfotenriickzugs-Schwellenwert in g
Standard Error of Mean (Standardfehler des Mittelwerts)
Tropomyosin-related Kinase B Rezeptor

Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter

versus

World Health Organisation

Zentrales Nervensystem
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8.2 Pain Score fiir Ratten im Chronic Constriction Injury Modell

Punkte Korpergewicht

Tag 0

Tag 1

Tag 2

Tag 3

Tag 12

0: 0 % Abnahme bzw. Gewichtszunahme
1: 0-10 % Abnahme
2: 10-20 % Abnahme
3: >20% Abnahme
AuBeres Erscheinungsbild: Fellpflege
0: Fell glatt, gldnzend und anliegend
1: Fell leicht struppig und matt. Ggr. Brillenbildung
2: Fell struppig und matt. Mgr. Brillenbildung
3: Fell extrem struppig und matt. Hgr. Brillenbildung
AuBeres Erscheinungsbild: Hydratationszustand
0: Fell glatt, glinzend und anliegend. Hautelastizitét erhalten
1: Ggr. Piloerrection. Hautelastizitdt ggr. vermindert
2: Mgr. Piloerrection. Hautelastizitdt mgr. vermindert
3: Hgr. Piloerrection. Hautelastizitét hgr. vermindert
Autotomie
0: keine Autotomie
1: wunde Stellen an der Pfote
2: abgebissene Krallen
3: Autotomie
Gang und Korperhaltung bei Bewegung
0: normaler Gang und normale Korperhaltung
1: Ggr. Lahmheit/Lihmung. Gliedmale wird leicht belastet
2: Mgr. Lahmheit/Lihmung. Gliedmafle wird kaum belastet
3: Hgr. Lahmheit/Lahmung. Gliedmafle wird gar nicht belastet
Gesamt Pain Score
0: Physiologischer Zustand
1-5: Ggr. Abweichung vom physiologischen Zustand
6-10:  Mgr. Abweichung vom physiologischen Zustand
11-15: Hgr. Abweichung vom physiologischen Zustand
Ggr. = Geringgradig; Mgr. = Mittelgradig; Hgr. = Hochgradig.

Voraussetzungen fiir die Nutzung des Pain Scores:

Der Untersucher ist mit der Physiologie, dem normalen Erscheinungsbild und Ver-

halten der Ratten vertraut.

Zuerst werden die Tiere nur beobachtet, um Stress-bedingte Verhaltensdnderungen

durch Manipulationen zu vermeiden. Zum Schluss wird das Gewicht bestimmt.

Dieser Pain Score ist noch nicht angewandt worden und seine Aussagekraft muss

sich in der praktischen Anwendung erst noch herausstellen.
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