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EINLEITUNG 1

1 Einleitung

1.1 Schmerz: Definition und Funktion

Schmerz ist eine wissenschatftliche Herausforderlagt Definition dernternational
Association for the Study of Pain ist Schmerz ,eine unangenehme Empfindung und ein
emotionales Erlebnis, das mit einem aktuellen opetenziellen Gewebeschaden
einhergeht” (Merskey and Bogduk 1994).

Schmerz ist weder einheitlich qualifizierbar nochutmal messbar und ist immer
subjektiv. Dieser Umstand macht die Erkennung uedriilung von Schmerzen vor

allem bei Tieren zu einer besonderen Herausforderun

Schmerz hat eine Schutz- und Warnfunktion fir dega@ismus. Um den Korper vor

potenzieller Schadigung zu bewahren, ist ein Watesy von grofl3er Bedeutung. Diese
Aufgabe erfullt bei einem gesunden Organismus daeszaptive Stimulus-abhéngige

sensorische System. Dieses sorgt dafur, dass bBeteReize fiur die Dauer ihrer

Bedrohung als schmerzhaft empfunden werden unglegthzeitig in der Lage, durch

selektive, schwellenwertabhangige Fahigkeiten, miak schadigende Reize von

harmlosen zu unterscheiden (Costigan, Scholz 0ap).

Schmerz ist eine lebenserhaltende biologische kmkies Organismus. Angeborene
(kongenitale) und erworbene Analgesie (z.B. durelprh) filhren zu unabsichtlichen

Verletzungen und Verstimmelungen (Handwerker 1999).

Neben der Problematik der Behandlung, besonderscliconischen Schmerzen, liegt
eine wesentliche Schwierigkeit in ihrer Beurteiluftidgenke and Erhardt 2001). Die
Unfahigkeit von Individuen, Schmerz verbal zu konmiaieren, trifft keine Aussage
Uber die Méglichkeit der Schmerzempfindung und @wendigkeit einer adaquaten
analgetischen Behandlung. Schmerz ist immer einektibes Empfinden. Dartber
hinaus stellt er fast immer ein multifaktoriellesesghehen dar, welches haufig mit
irrationalen Werten, wie Angst und Stress einher@elenke and Erhardt 2001). Diese
Komplexitat sowie  die  zahlreichen und  unzureichendintersuchten
pathophysiologischen Prozesse, welche in der ERlwig chronischer Schmerzen eine
hervorstechende Rolle spielen (Hansson and Dicke®805), fihren mit dazu, dass
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lediglich 40-60 % der Patienten durch Behandlunge eieilweise Linderung ihrer
chronischen Schmerzen erleben (Dworkin, O'Connat.&X007).

Die vorliegende Definition vermeidet, Schmerz mitesn Stimulus in Beziehung zu
setzen. Schmerz ist immer eine Emotion, d.h. akeme Noxe durch die eine Aktivitat
im nozizeptiven System hervorgerufen wird ist nigiichzusetzen mit Schmerz.
Schmerzen haben allerdings héaufig einen physikadistJrsprung (ISAP 1994).

Die Haufigkeit von Schmerzerkrankungen heutzutagét ®ine Herausforderung an
die Medizin dar. Allein fir neuropathischen Schmistzine Pravalenz von 1% (Davis
2007) bis zu 8% (Torrance, Smith et al. 2006; Bsgha, Lanteri-Minet et al. 2008)
beschrieben. Hinzu kommt, dass die etablierten kéadente h&ufig inadaquat sind
sowie die analgetische Wirkung unterschiedlich drarichtige Dosierung schwer zu
ermitteln ist. Problematisch sind des Weiteren kamisauftretende Nebenwirkungen
(Dworkin, O'Connor et al. 2007).

Ziel dieser Arbeit ist es, die Grundlagen in Beawd die Entstehung und Behandlung
von neuropathischen Schmerzarmivo weiter zu erforschen.

Das spezielle Augenmerk liegt hierbei auf der Winggueines viel versprechenden
Neuropeptides (Nocistatin) auf das chronische Sciwveehalten in einem Modell fur

neuropathischen Schmerz bei der Ratte.

1.2 Einteilung von Schmerz

Die generelle Einteilung von Schmerz erfolgt hawdigsprechend seinem Verlauf in

zwei KategorienAkut und chronisch

1. Akuter Schmerz wird mit medizinischen oder chirurgischen Einggiif einem
medizinischen Zustand oder Befund, oder einer ak\erletzung in Verbindung
gebracht. Akuter Schmerz hat einen kurzen zeithicierlauf (Payne 2000) und es
gibt einen erkennbaren Ausléser (Noxe) (Russo andeB1998).

2. Chronischer Schmerzwurde friher durch eine zeitliche Angabe defini@fain
and Spanswick 2001). Heute spielen der CharakteiSgdbmerzes und das Fehlen
einer Kausalitat zwischen Gewebeschadigung und 8ahaine grofRere Rolle.
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Haufig treten neben den somatischen zum Teil awsichwlogische und soziale
Faktoren auf (Schaible 2007).

Chronischer Schmerz wird auch mit Krankheitsvegaumit hoher Mortalitatsrate in
Verbindung gebracht (z.B. Tumorschmerz) oder ehntsterst sekundar durch
Behandlungsmethoden (z.B. Chemotherapie) (Payn@)200

Gebrauchlich ist weiterhin die Einteilung von Schmeach der Art seiner Entstehung
in drei Kategorien (Handwerker 1999; Schaible 2007)

1. Akuter physiologischer nozizeptiver Schmerz:
Dieser Schmerz ist eine physiologische Empfindung @nen Reiz, um das
betroffene Gewebe vor Schadigung zu schitzen. Bt I der Regel eine
reflektorische Reaktion aus (z. B. Wegziehreflex).

2. Pathophysiologischer nozizeptiver Schmerz (Nozizeptschmerz):
Dieser Schmerz tritt nach Gewebetraumen auf, wgisiphere und zentrale
neuronale Strukturen intakt sind (z.B. chronischetzBndungsschmerzen,
chronische Rickenschmerzen, Tumorschmerz) (Fregmhagd Baron 2006; Baron
and Treede 2007).

3. Neuropathischer Schmerz

Der neuropathische Schmerz entsteht durch eineeMearig, Erkrankung oder
Degeneration der Neurone des peripheren oder kmthervensystems. Er hat
haufig einen brennenden oder stechenden Chardktemhaufig spontan auf und
geht mit Hyperalgesie und Allodynie einher. Fir nogathische Schmerzen
existieren eine Vielzahl an Ursachen: Diese reicheon traumatischen
Verletzungen bis hin zu einer Reihe von Erkrankan¢eB. Diabetes mellitus,
Herpes zoster, Multiple Sklerose) (Handwerker 1998hmader 2002; Vrethem,
Boivie et al. 2002; Schaible 2007). Die vorliegendetersuchung setzt sich mit
dieser Schmerzkategorie auseinander.
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1.3 Neuropathischer Schmerz

Die International Association for the Sudy of Pain (IASP) definiert neuropathischen
Schmerz als einen ,Schmerz, der durch eine prirBarédigung des peripheren oder

zentralen Nervensystems ausgelost oder verursaatit(Merskey and Bogduk 1994).

Neuropathischer Schmerz ist ein pathologischer #hmnd somit abzugrenzen vom
Nozizeptorschmerz, bei dem die peripheren und alemtrStrukturen der Nozizeption
intakt sind (Maag, Stengel et al. 2006). Durch @&en im Nervensystem werden
neuronale Strukturen und Funktionen verandert (fragen and Baron 2006; Costigan,
Scholz et al. 2009). Folge dieser Prozesse ist &eduktion des nozizeptiven
Schwellenwertes, so dass Noxen verstarkt werden phgsiologische, nicht
schmerzhafte Reize einen Schmerz erzeugen. Chaséiktéh fir neuropathischen
Schmerz ist auch die spontane Entstehung ohne I88ntfereynhagen and Baron 2006;
Scholz and Woolf 2007). Der entstehende Schmermisliesem Fall der Ausdruck
einer maladaptiven Plastizitat im Schmerz veradoeien System (Costigan, Scholz et
al. 2009). Erst diese pathophysiologischen Prozdg&heen zum Auftreten einer
neuropathischen Schmerzsymptomatik und zur Chmeiting. Langfristig sind
irreversible neuroplastische Veranderungen maogldig, letztlich eine eigenstandige

Erkrankung darstellen (Maag, Stengel et al. 2006).

Die Ursachen von neuropatischem Schmerz sind dsettig wie seine Symptomatik
und seine Mechanismen. Sie reichen von peripheakaldn und multifokalen

Nervenschadigungen uber periphere generalisiertgn@®aropathien mit toxischem,
metabolischem, hereditarem oder inflammatorischemteryrund bis hin zu ZNS-

Lasionen und systemischen Erkrankungen wie z. Btiptes Sklerose und Diabetes
mellitus (Hansson 2002; Baron 2006; Ducreux, Adalal. 2006). Als Beispiele fir
neuropathischen Schmerz in der Tiermedizin gelt& Rodotrochleose und Hufrehe

(Jones, Vinuela-Fernandez et al. 2007; Driesseuqiar et al.).
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Eine gangige Methode neuropathische Schmerzen agsiizieren, ist eine klinisch-
atiologische Einteilung, bei der folgende Entitaterierschieden werden (Freynhagen
and Baron 2006; Maag, Stengel et al. 2006):

» Periphere fokale schmerzhafte Neuropathien
« Periphere generalisierte Neuropathien (Polyneuropdtie)
e Zentrale neuropathische Schmerzsyndrome

Beispiele zu diesen unterschiedlichen Entitated sinrabelle 1 dargestellt.

Tabelle 1: Klinisch-atiologische Einteilung neurop athischer

Schmerzsyndrome (modifiziert nach  (Maag, Stengel et al. 2006))

Periphere fokale Periphere generalisierte Zentrale neuropathische
schmerzhafte Neuropathien Neuropathien Schmerzsyndrome
(Polyneuropathie)

Engpasssyndrom Diabetes mellitus Multiple Sklerose
Chronische Radikulopathien  Toxisch: Alkohol Hirninfarkt (v. a. Thalamus
Posttraumatische Hypothyreose und Hirnstamm)
Neuropathie Vitamin-B-Mangel Querschnittlasion
Phantomschmerz Morbus Fabry Parkinson-Syndrom
Akuter Herpes Zoster — Amyloidose

postzosterische Neuralgie Multiples Myelom

Trigeminusneuralgie Aids-Neuropathie

Diabetische Mononeuropathie Dominant erbliche

Ischdmische Neuropathie sensorische Neuropathie

Polyarteriitis nodosa Guillain-Barré-Syndrom

Neuralgische Borrelieninfektion

Schulteramyotrophie Toxisch: Chemotherapeutika,

antiretrovirale Substanzen,
Cyclosporin, FK 506,
Choramphenicol,
Metronidazol, Gold, Arsen,
Thallium

In der Regel ist dieser &tiologische Ansatz unzylléh, da er den wesentlichen
Charakter des neuropathischen Schmerzes nichserfé&ann, der in der Manifestation
der pathologischen neuronalen Veranderungen befdehtPrimarerkrankung und die
dadurch verursachten Schadigungen des Nervensysiathsiur der ,Startschuss” flr
eine Kaskade an Veranderungen, die letztlich zuorapathischen Schmerz fihren
(Costigan, Scholz et al. 2009). Abbildung 1 zeigh &chema der moglichen

Schmerzentwicklung von der Atiologie bis zum Symdro
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Syndrome Neuropathischer Schmerz
Symptome Spontanschmerz Evozierter Schmerz
Pathophysiologie Mechanisme

AN

Metaboliscl Traumatisc
Atiologie Ischamisc Toxiscl
Erblich Infektios
Kompressi' Immunoloaiscl

N

Nervenschadigung

Abbildung 1: Schema zur Atiologie von neuropathisch em Schmerz modifiziert

aus (Woolf and Mannion 1999)

Neuropathische Schmerzsyndrome sind sensorischst&@rungen, die infolge von
Lasionen und Umstrukturierungen zentraler oderpberier schmerzleitender Bahnen
entstehen (Dickenson, Matthews et al. 2002). Kdimisverden negative und positive
sensorische Symptome unterschieden. Unter negaByamptomen werden reduzierte
Empfindungen auch von nicht-schmerzhaften Reizenstaeden. Dazu gehdrt u. a.
Hypasthesie (herabgesetzte Empfindlichkeit geganiBeizen), Pallhypasthesie
(vermindertes Vibrationsempfinden), Hypalgesie (mdrtes Schmerzempfinden) und
Thermhypésthesie (vermindertes TemperaturempfindeRositive  sensorische
Symptome lassen sich unterteilen in Stimulus-unabigg& Spontanschmerzen und

Stimulus-abhangige evozierte Schmerzen.
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* Spontanschmerzersind Schmerzen, die plétzlich mit brennendem,h&tedem
oder elektrisierendem Charakter auftreten oderdggam unterschiedlicher
Intensitdt vorhanden sind (Dauerschmerz) (Woolf aki@nnion 1999;
Freynhagen and Baron 2006; Maag, Stengel et ab)2@0s weitere Form von
spontanen Missempfindungen sind Par- und Dyséasthes{Kribbeln,
Ameisenlaufen) beschrieben, die schmerzhaft semrnéd (Freynhagen and
Baron 2006; Maag, Stengel et al. 2006).

* Evozierte Schmerzenwerden durch einen Stimulus ausgelost und kénnen i
einem gewissen Rahmen qualitativ und quantitatiwtiedt werden. Dies fihrt
zu ihrer Nutzung in der Schmerzforschung. Die anffigéten beschriebene Art
von evozierten Schmerzen bei peripheren Neuropatise die mechanische
Allodynie (Freynhagen and Bennett 2009; Maier, Baron et @llOp Des
Weiteren wird auchHyperalgesie als Form von evozierten Schmerzen

beschrieben.

Allodynie bedeutet, dass ein normalerweise nicht schmeethRiiz als schmerzhaft
empfunden wird und beschreibt eine Veranderung ier dQualitat der

Reizwahrnehmung (Merskey and Bogduk 1994).

Hyperalgesie beschreibt eine intensive Schmerzantwort auf eimamr leicht
schmerzhaften Reiz. Man spricht daher von eineraMéerung der Quantitat der
Reizwahrnehmung (Baron 2000; Dworkin 2002).

Die nozizeptive Funktion kann bewertet werden, mdaan die Reizintensitat und die
sensorische Reizantwort darauf zueinander in Baniglsetzt. Abbildung 2 zeigt die
vereinfachte Darstellung einer physiologischen patthologischen Reizantwort (Hogan
2002).
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Hyperalgesie

A
Allodynie
o (_H
2
=
©
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m L]
Reizintensitat
Abbildung 2: Die nozizeptive Funktion kann bewertet werden, indem man die

Reizintensitéat und die sensorische Reizantwort dara  uf zueinander
in Beziehung setzt. Vereinfacht dargestellt ist hie r die
physiologische Reizantwort eines gesunden Individuu ms (A) und
die eines Lebewesens mit einer ausgepragten Neuropa thie (B). Ein
Reiz, der physiologischerweise nicht schmerzhaft ist, ist bei einer
ausgepragten Neuropathie schmerzhaft (Allodynie). Die Intensivierung
im  Schmerzverhalten auf einen schmerzhaften Reiz eines
neuropathischen Individuums gegeniiber einem gesunden nennt man
Hyperalgesie. Abbildung adaptiert nach Hogan, Q. Animal Pain
Models, Regional Anesthesia and Pain Medicine; 2002 (Hogan 2002).

1.4 Pathophysiologie neuropathischer Schmerzen

Im Verlauf der Entwicklung neuropathischer Schmerkemmt es zu einer Vielzahl
von pathologischen Veranderungen im somatosengeriscSystem. Sowohl im
peripheren als auch im zentralen Nervensystem finde Zusammenhang mit der
Schmerzausbildung eine Vielzahl von Veranderungdatt, die in ihrer Summe zum
komplexen Phanotyp neuropathischer Schmerzen fiihren

Neben neuronalen Umstrukturierungsvorgangen spiel®eranderungen in
Schwann’schen Zellen, Satellitenzellen im Spinajfjan, Komponenten des
Immunsystems, der Mikroglia und den Astrozyten ewesentliche Rolle bei der
Entstehung und Unterhaltung von neuropathischerm8ch(Scholz and Woolf 2007).
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Die Kenntnis der sich bei neuropathischem Schmetwiekelnden Pathomechanismen
ist wichtig, um Ansatzpunkte fiir Forschung, Diagitosind Therapie zu entwickeln
und Patienten somit mechanismusbezogene Behandhiimsen ermdglichen zu
kénnen. Trotz erheblicher Anstrengungen sind daleimolekularen Mechanismen,
die in ihrer Summe zum Ph&nomen neuropathischem&den fiihren, bisher nur

unvollstandig verstanden.

1.4.1 Periphere Sensibilisierung

Schmerzempfindungen sind physiologisch auf die \Midien von unmyelinisierten,
langsam leitenden C-Fasern und dinn myelinisieA&fasern (Lai, Porreca et al.
2004) und ihren Nozizeptoren zurlickzufiihren (B&2666). Diese Nozizeptoren sind
in der Abwesenheit von Reizen inaktiv und werdest eturch einen adaquaten
Schmerzreiz stimuliert (Baron 2006).

Nach einer peripheren Nervenschadigung kommt es emer Vielzahl von

Veranderungsvorgangen im peripheren Nervensystem:

* Endzindungsreaktion

Die Freisetzung von Entzindungsmediatoren wie 8enmot Histamin und

Prostaglandin-E2 (PGE2) aus Mastzellen, BradykilNeyve Growth Factor

(NGF) und Interleukin§ (IL1B) aus Makrophagen, sowie Adenosin-Tri-
Phosphat (ATP), Wasserstoffionen'fHind Bradykinin aus geschadigten Zellen
fuhren zur Aktivierung intrazellularer Proteinkimgis und somit zu einer
verstarkten Phosphorylierung von intrazellularenzyemen, Proteinen und

Rezeptoren (Costigan and Woolf 2000). Dadurch ldaarAktivierungsschwelle

der Rezeptoren herabgesetzt werden (Schaible 2007).

* Hochregulierung von Capsaicinrezeptoren auf nicht gschadigten C- und
A- Fasern
Dieses Phanomen bietet einen Erklarungsansatz iéir Eshtstehung der
thermalen Hyperalgesie und dem daraus resultierend@ennenden
Dauerschmerz (Hong and Wiley 2005; Maag, Stengal. &006).
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Sensibilisierung und Uberempfindlichkeit der afferaxten Neurone
Geschadigte Nerven entwickeln eine permanente |ogfische Ruheaktivitat
aufgrund der Anhaufung und Zusammenlagerung vomilakanalen (N&
Kanalen) um das verletzte Axon (Roza, Laird et2803; Lai, Porreca et al.
2004). Diese anormale Aktivitat verbreitet sichreglh Gber die Zellkdrper bis
ins Ruckenmark. Nervenfasern und Zellen beginnen gegenseitig zu reizen
(D'Mello and Dickenson 2008). Durch eine Anhaufweg N&- Kanalen wird
das Membranpotential erniedrigt und es kommt zureraktivitit und zu
ektopen Impulsbildungen, d. h., es werden Aktiotespiiale ohne erkennbaren
Reiz freigesetzt (Lai, Hunter et al. 2003). Dieg&open Entladungen kdnnen
Ursache plétzlich einschie3ender Schmerzen seenjndkeiner Beziehung zu
einem noxischen Reiz auf das Gewebe stehen (Set0017).

Rezeptorexpression
Auf nicht geschadigten C-Fasern werden durch dissglittung von Tumor
Nekrose Faktor (TNF¥ und NGF aus zerfallenden Markscheiden

(Schwann’sche Zellen) neue Rezeptoren exprimiett, (Ringkamp et al. 2002).

Sympathische Unterhaltung des Schmerzes

Durch die Expression vom-Adrenorezeptoren auf unverletzten Neuronen
entsteht eine chemische Sensibilisierung der Affsza gegenuber
noradrenergen Substanzen (McLachlan, Janig et98B;1Woolf and Mannion
1999; Freynhagen and Baron 2006).

In Folge dessen kommt es zu einer pathologischeeralktion zwischen
sympathischen und afferenten Neuronen, welche diendkage fir einen
sympathisch-unterhaltenen Schmerz liefert (Freyahamd Baron 2006).



EINLEITUNG 11

1.4.2 Zentrale Sensibilisierung

Als Konsequenz der peripheren Nozizeptor-Hyper#itiv finden dramatische
sekundare Veranderungen im Dorsalhorn des Rickéwsmstatt (Baron 2006).

Bei der Entstehung einer zentralen Sensibilisierumgl somit von chronischem
neuropathischem Schmerz spielen viele verschieddieehanismen eine Rolle.
Wichtige Verschaltungsvorgange im Dorsalhorn deskRiimarks sind schematisch in
Abbildung 3 dargestellt (Baron 2006). FortdauerAttévitat von peripheren C-Fasern
(periphere Sensibilisierung) flihrt zu einem Anstileg generellen Erregbarkeit von
zentralen Neuronen, woraus verschiedene dynamiscimel neuroplastische
Veranderungen im ZNS resultieren (Woolf and Sak@00; Jensen and Baron 2003;
Baron 2006).

Die Prozesse der zentralen Sensibilisierung dumitw@ernde, von der Peripherie
ausgehende Stimulation lassen sich wie folgt ugitert:

* Neuroplastische Reorganisation im Ruckenmark
Physiologischerweise enden die nozizeptiven, dinfezoht myelinisierten A-
Fasern und die unmyelinisierten C-Fasern in denflédicblichen Laminae | und I
des Hinterhorns, wéahrend die dicken, myelinisied¢aFasern in den Laminae IlI
und IV enden (Bridges, Thompson et al. 2001).
Durch eine periphere Nervenschadigung kdnnen Criraglesterben oder einen
Substanzverlust erleiden. Als Folge daraus entstelieeie synaptische
Bindungsstellen an Neuronen in der Lamina Il desrsBiborns (substantia
gelatinosa), die physiologisch von C-Fasern koregkiverden (Lisney 1989).
AB-Fasern sprie3en in die oberflachlichen Schichtea Borsalhorns ein und
kontaktieren die frei gewordenen Bindungsstellels. Konsequenz erhalten diese
Neurone nun Signale von sensorischeBrFAasern mit niedrigem Schwellenwert,
welches zu einer Missinterpretation der eingeherifleize fuhrt. Berihrungsreize
werden so als Schmerz wahrgenommen (Woolf, Shoréaal. 1992).
Dieser Ansatz bietet eine plausible Erklarung fierEntstehung einer Allodynie.
Eine schematische Darstellung (Abbildung 3) der hggalhysiologischen

Verschaltungsmechanismen verdeutlicht die Zusaméregeh C-Fasern vermitteln
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Schmerz- und Temperaturreize und enden in den olhemminae des Rickenmarks
(oranges Neuron). A-Fasern aus der Peripherie tetminicht-noxische Reize
(Druck, Beruhrung) und enden in den tieferen Lamimkes Rickenmarks und
projizieren direkt in die Hinterstrdnge. Das spivaamische Projektionsneuron ist
vom WDR-Typ (wide dynamic range), d.h., es enthdilekten synaptischen
Einfluss von nozizeptiven Fasern und multisynapesc Einfluss von A-Fasern
(blaues Neuronensystem)y-Aminobuttersaure (GABA)-erge Interneurone (graues
Neuron) hemmen die WDR-Neurone. Deszendierende Imogluide Neurone
(grine deszendierende Endigung) hemmen ebenfallsRA\N@urone. Spinale
Gliazellen stehen ebenfalls in Kommunikation mitn d&/DR-Neuronen (Baron
2006).

Spinal cord
dorsal horn

Abbildung 3: Pathophysiologische Mechanismen der S chmerzchronifizierung bei
Neuropathien (Schema) (modifiziert nach Baron, R Na  t Clin Pract
Neurol. 2006) Neuronale Verschaltung im Dorsalhorn des
Ruckenmarks.
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Die Rolle der Gliazellen

Eine wichtige Rolle in der Entwicklung von chrorlisen Schmerz spielen zentral
immunologische Mechanismen, die durch die Betailgguon Gliazellen entstehen
und von ihnen unterhalten werdenAusgelost durch Lasionen des
somatosensorischen Systems werden die auf Gliazellexprimierten
Purinrezeptoren (P2X/Y Rezeptoren) durch ATP awssiggdigten Zellen aktiviert
(Inoue 2002).

Durch die Aktivierung dieser Rezeptoren werden kiiwse Substanzen, wie
Zytokine, Plasminogen, Mitogen-aktivierte Proteim#&sen (MAPK) und Brain-
derived neurotrophic factor (BDNF) freigesetzt (aer Chiozzi et al. 1997; Hide,
Tanaka et al. 2000; Honda, Sasaki et al. 2001;dn2@02; Suzuki, Hide et al.
2004). Proinflammatorische Zytokine haben die Esghaft, sich gegenseitig zu
aktivieren (Watkins, Nguyen et al. 1999). Die Winguvon BDNF beruht darauf,
dass der transmembrane Anionengradient in der laindes Dorsalhornes durch
eine Herabregulierung des Kalium-Chlorid-Kotranseis-2 (KCC2)
zusammenbricht (Coull, Boudreau et al. 2003). KG@2 K'-CI -lonentransporter,
welche eine GABA- und Glycin-aktivierte Hyperpokation ermdoglichen und
somit eine wesentliche Rolle bei der neuronalenbltibn spielen (Hasbargen,
Ahmed et al. 2010).

Bei Herabregulierung von KCC2 werden urspringligpérpolarisierende Effekte
von GABA und Glycin zu depolarisierenden Effektamd die inhibitorische
Wirkung von Glycin und GABA hebt sich auf (Thompsdennett et al. 1999;
Coull, Beggs et al. 2005).

Mikroglia spielen demnach eine Schlisselrolle behdsligungen des zentralen
Nervensystems z.B. durch Traumata oder durch Is&hambei
Autoimmunerkrankungen (z. B. Multiple Sklerose) ubdi neurodegenerativen
Erkrankungen (Scholz and Woolf 2007). Sie habefRgnoAnteil an der Entstehung
neuropathischer Schmerzen.

Spinale Disinhibition

Ein weiterer vermuteter zentraler Pathomechanissiwder Verlust an synaptischer
Inhibition  (Disinhibition). Unter physiologischen mstdnden stehen die
Hinterhornneurone unter einer strengen inhibittvéscKontrolle von GABA und
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Glycin (Sivilotti and Woolf 1994). Ein Wegfall diesinhibitorischen Mechanismen
ermdglicht eine Schmerzauslésung und Erregungsaeiteng schon bei geringen
Reizintensitaten.

Die meisten Dorsalhornneurone werden durch GABA/aghel Glycin inhibiert.
Die Verteilung von GABA und Glycin variiert alleralys in den verschiedenen
Laminae (Todd and Sullivan 1990; Oliva, Jiang e28D0; Zeilhofer, Studler et al.
2005).

Es sind drei verschiedene Aktivierungsformen denikimorischen glycinergen

Innervation des Dorsalhorns beschrieben:

1. Spinale glycinerge Interneurone kdnnen direkt (lnechanosensitive primare
afferente Nervenfasern aktiviert werden (Narikawarue et al. 2000; Lu and
Perl 2003) .

2. Absteigende antinozizeptive Fasern koénnen lokalgcimgrge Interneurone
aktivieren (Kato, Yasaka et al. 2006).

3. Ein glycinerger Input des Dorsalhorns kann direkt absteigenden glycinergen

Neuronen aus der Medulla oblongata stammen (Z&itz005).

Als eine mdgliche Ursache fur den Verlust der zdatr Inhibition wird unter
anderem der Untergang von periphereff-Fasern und somit eine verminderte
Aktivierung von inhibitorischen Interneuronen imtRaen der gate-control Theorie
diskutiert (Melzack and Wall 1965).

Weiterhin wird diskutiert, dass der apoptotischetddgang von inhibitorischen
Neuronen moglicherweise durch eine exzitotoxischerkiidg infolge eines
Ubermalligen Kalziumeinstroms Uber den N-Methyl-pa&sat-Rezeptor
(NMDAR) verursacht wird (Moore, Kohno et al. 2002)ieser Mechanismus
konnte in Untersuchungen anderer Arbeitsgruppencjedcicht bestétigt werden
(Polgar, Gray et al. 2004; Polgar, Hughes et aD52@Polgar and Todd 2008;
Hermanns, Muth-Selbach et al. 2009).
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Veréanderung synaptischer Neurotransmitteraktivitat

Zentrale Endigungen von C-Fasern und Interneurae¢ren im Dorsalhorn unter
anderem den wichtigsten exzitatorischen Neurotrgtern Glutamat, frei
(Freynhagen and Baron 2006). Glutamat bindet miersnhiedlicher Affinitat an
verschiedene ionotrope und metabotrope Rezeptoverhei es eine hohe
Bindungsaffinitdt zum NMDA- Rezeptor hat, der nolemaeise nicht an der
Schmerzleitung teilnimmt, und eine geringere Attihizuma-Amino-3-hydroxy-5-
methyl-4-isoxazol-Propionsaure-Rezeptor (AMPAR) g@yan and Woolf 2000;
Zimmermann 2001). Bei physiologisch ruhendem Mempo#ential ist die
Glutamat-Bindungsstelle des NMDA-Rezeptors durah Mig?* lon geblockt, so
dass Glutamat vorrangig an den AMPA-Rezeptor bingetcher den Beginn, die
Dauer, die Intensitdt und die Lokalisation der pleeren Noxe signalisiert
(Yoshimura and Nishi 1993). Er ist verantwortlichr fdie initiale Antwort der
Ruckenmarksneurone sowohl fir den Schmerz- als &irckden Berlhrungsreiz
(Dickenson and Sullivan 1987). In diesem Zusammeglhvérd von der Entstehung
eines exzitatorischen postsynaptischen PotentlBRSP) gesprochen (Schaible
2007). Durch einen verstarkten afferenten Input tkbras zu einer verstarkten und
verlangerten Reizantwort der dorsalen Ruckenmatkene fir darauf folgende C-
Faser- vermittelte Reize. Dieses Phanomen wirdviald-up bezeichnet (Dickenson
and Sullivan 1987; Li, Simone et al. 1999).

Aufgrund dieser Depolarisierung kommt es zu einmeigetzung des Mgions und
zu einer Aktivierung des NMDAR (D'Mello and Dickems2008) und somit zu der
Entstehung eines EPSP. Durch den gleichzeitigfisdgn C&*-Einstrom kommt es
zu der Phosphorylierung des NMDAR und dementsprathechneller zur
Depolarisation durch nachfolgende Potentiale (Giow, et al. 2002; Rondon, Privat
et al. 2010).

Diese beschriebenen Prozesse spielen eine elem&tle in der Aktivierung und
Sensibilisierung von Ruckenmarksneuronen (Dickenaond Sullivan 1987) und
bieten, zusammen mit den anderen beschriebeneraleentrozessen (s.o0.), die
Grundlagen fur eine komplexe neuronale Antwort inickenmark (zentrale
Sensibilisierung) (Schaible 2007). Als Auswirkurenk sich das klinische Bild der
Allodynie und Hyperalgesie zeigen (Woolf 1983).
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1.5 Glycinerge Mechanismen

In der Substantia gelatinosa des Dorsalhorns finden  hochkomplexe
neurotransmittergesteuerte Verschaltungsvorgange Ydferenzen auf zentrale
Neurone statt. Eine dominante inhibitorische Rdjgelen hierbei glycinerge und
GABAerge Interneurone (Zeilhofer 2001; ZeilhofeO3).

Glycin ist die einfachste und Kkleinstei-Aminosédure. Chemisch wird sie als
Aminoessigsaure bezeichnet und ist durch die Surfomael GHsNO, definiert
(Loffler 2003). Die Strukturformel ist in Abbildungdargestellt.

O

OH
NH;

Abbildung 4: Strukturformel Glycin (L6ffler 2003)

Neben den Aufgaben im Stoffwechsel und als Baustem Proteinen hat Glycin eine
weitere wichtige Aufgabe als inhibitorischer Neuaotsmitter (Loffler 2003). Entdeckt
wurde Glycin als Neurotransmitter 1965, als eineheéhdGlycinkonzentration im
Rickenmarksgewebe gefunden wurde (Aprison and Wefi85). Weitere Forschung
zeigte, dass Glycin eine inhibitorische Rolle dpi€lurtis and Watkins 1960; Werman,
Davidoff et al. 1967), von Neuronen synthetisientdr(Shank and Aprison 1970) und
durch elektrische Stimulation freigesetzt werdenrkéHopkin and Neal 1970). Damit
erfullte Glycin die von Werman et al. aufgestelltenterien, um als Neurotransmitter
definiert zu werden (Werman 1966). Glycin und GAB#nd verantwortlich fur
schnelle inhibitorische Neurotransmission (Zeilmof@005). Beide Transmitter
bewirken die Offnung von Liganden-gesteuerten Iéaedlen und somit eine
Hyperpolarisation der Zelle durch den Einstrom v@nlorid- (CI) und Bicarbonat-
lonen (HCQ). Es wird hierbei von der Entstehung eines Inbilsthen

Postsynaptischen Potenzials (IPSP) gesprochen.
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Die Summation mehrerer IPSPs sorgt fur eine verartacErregbarkeit der Nervenzelle
und hat somit eine hemmende Wirkung auf die Errggausbreitung (Frey 2002;
Zeilhofer 2005; Bowery and Smart 2006).

Die Uberwiegende Anzahl der inhibitorischen Intemo@e im Rickenmark enthalten
sowohl GABA als auch Glycin in ihren prasynaptistieinheiten. Rein glycinerge
Neurone sind vor allem in Laminae IV und V zu find@odd, Watt et al. 1996; Oliva,
Jiang et al. 2000; Zeilhofer, Studler et al. 2005).

Die kombinierte Speicherung und Freisetzung beidleibitorischen Neurotransmitter
in den prasynaptischen Einheiten wird unter andecknch den nicht-selektiven
Transport von beiden Aminosauren durch den ,vearcuhhibitory amino acid
transporter = VIAAT ermoglicht (Dumoulin, Rostaireg al. 1999).

Inhibitorische (auch Strychnin-sensitive) Glycireptoren gehdren zur Familie der
nicotinergen Acetylcholin-Rezeptoren und sind pemasche, ausa- und 3-
Untereinheiten bestehende Liganden-gesteuerte kanéfe (Grudzinska, Schemm et
al. 2005; Betz, Gomeza et al. 2006).

Neben seiner inhibitorischen Wirkung am Strychrensstiven Glycinrezeptor hat
Glycin dartber hinaus eine exzitatorische Funkt@s obligater Koagonist von
Glutamat am NMDAR (Johnson and Ascher 1987; Céiisia et al. 1996) und spielt so
bei der Entstehung der zentralen Sensibilisierungn ineuropathischen
Schmerzgeschehen eine wichtige Rolle. Die expetielen Hemmung der
Glycinbindungsstelle am NMDA-Rezeptor durch einemtagonisten zeigte eine
deutliche Verminderung von neuropatischem SchmmarLhronic Constriction Injury
Modell (CCI — Modell) (Quartaroli, Carignani et 4999).
Glycin gelangt durch ein ,spill-over®, d.h. ein ,Blschwappen® von Glycin, aus der
glycinergen an die glutamaterge Synapse (AhmadihMielbach et al. 2003).
Fur die Entstehung eines exzitatorischen Potentiafs NMDAR sind drei
Voraussetzungen zu erftllen:
1. Aktivierung des NMDAR durch Freisetzung des gebunete Md'-lons
ausgelost durch eine Depolarisation der postsysapn Membran.
2. Bindung von Glutamat an die Glutamat-Bindungsstelle
3. Bindung von Glycin als Co-Agonist an die Glycin-Bungsstelle des
NMDA- Rezeptors (Johnson and Ascher 1987).
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Glycinerge Prozesse und Glycintransporter

Exzitatorisches Neuron Inhibitorisches Neuron

& ¢
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fz’, GlyT2 Glu @u 1 @
S Gly

Gly
@ AMPAR { Glyeimspittorer—

T l Gly
Glutamat T
@ NMMDAR Gl Glycm

Gh,.r
@ GIyR _ Glu, Glu GI~_~..r Gly
M VGIUT

Abbildung 5: Glycinerge Prozesse und Glycintrantggaan Synapsen (adaptiert nach (Roux and Suppl800; Eulenburg, Armsen et al. 2005))

Glia
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Wie in Abbildung 5 schematisch dargestellt, wirg€ah aus dem inhibitorischen
Neuron in den synaptischen Spalt freigesetzt umdldii in erster Linie, unter der
Erzeugung eines IPSP, an den postsynaptischenn@&yeiptor (GlyR). Bei einer hohen
Glycinkonzentration im Spalt der inhibitorischenn8@pse kann ein Glycin ,spill-over®
in den Spalt der exzitatorischen Synapse stattfinghmadi, Muth-Selbach et al.
2003). Glycin bindet dann als obligater Co-Agomgsammen mit Glutamat (Glu) an
die Glycinbindungsstelle des NMDAR, wodurch es Ergisetzung eines EPSP kommt
(Johnson and Ascher 1987). Der Glycinabbau aus geraptischen Spalt (Clearance)
erfolgt mit Hilfe von zwei verschiedenen Glycintsportern (GlyT1 und GlyT2), die
das Glycin zurlck in das Neuron transportieren, egomit Hilfe eines spezifischen
Transporters VIAAT in synaptische Vesikel eingebawmird (Glycin Recycling)
(Dumoulin, Rostaing et al. 1999; Roux and Supphs2000) und wieder flur die
inhibitorische Neurotransmission zur Verfiigung s{@&umoulin, Rostaing et al. 1999).

1.6 Nocistatin  (NST) und sein Einfluss auf die inhitorische
Neurotransmission

Nocistatin ist ein aus 17 Aminosauren bestehendasdisch aktives Neuropeptid,
welches von demselben Vorlauferprotein wie Nocicefauch bekannt als orphanin
FQ), dem Prepronociceptin hergestellt wird (Yamamand Sakashita 1999; Johnson
and Connor 2007). Beide Neurotransmitter spielee &olle bei der Nozizeption und
der Entstehung von Schmerzen (Okuda-Ashitaka, Mimrdral. 1998) und sind folglich
fur die Schmerzforschung hochinteressant.

Nocistatin wurde urspringlich als Antagonist dercideptin-induzierten Hyperalgesie
und Allodynie angesehen (Hara, Minami et al. 199Ruda-Ashitaka, Minami et al.
1998; Xu, Grass et al. 1999; Zhao, Li et al. 199%¢itere Untersuchungen zeigten eine
eigenstandige Wirkung von Nocistatin als aktiveptiélemit unterschiedlichen Effekten
auf die Schmerzentwicklung und Nozizeption (Nakagaw aneko et al. 1999;
Zeilhofer, Selbach et al. 2000). Diese Wirkung wiatdm Carboxyl-Terminus des
Hexapeptids (Glu-GIn-Lys-GIn-Leu-GIn) von Nocistatizugeschrieben (Okuda-
Ashitaka, Minami et al. 1998). Nocistatin konntshsr aus dem Gehirn von Rindern,
Mausen, Ratten und Menschen, sowie aus humanebi@spenalfliissigkeit isoliert
werden (Lee, Fung et al. 1999; Okuda-Ashitaka &m@000).
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Nociceptin agiert als Ligand am Opioid-Receptord_ik Rezeptor (ORL-1) (Meunier
1997). Nocistatin hingegen bindet nicht an den ARRezeptor, sondern mit hoher
Affinitat an einen anderen, noch nicht definiertelembranrezeptor in Gehirn und
Ruckenmark (Okuda-Ashitaka, Minami et al. 1998)gdbmisse verschiedener Studien
mit Nocistatin lassen darauf schlie3en, dass Natarstwar nicht an den ORL-1 bindet,
es aber eine spezielle Bindungsstelle in Gehirn Rildkenmark fur Nocistatin geben
muss (Lee, Fung et al. 1999; Johnson and Connor)2@ne weitere Studie gibt
Anhaltspunkte daflr, dass Nocistatin Uber G-Pregekoppelte Rezeptoren in
Neuronen wirken kdnnte (Fantin, Fischetti et aD20 Aufgrund der Feststellung, dass
Nocistatin an Neuronen im Dorsalhorn die Ausschigituder inhibitorischen
Neurotransmitter GABA und Glycin in den synaptisth8palt hemmt (Zeilhofer,
Selbach et al. 2000; Ahmadi, Muth-Selbach et a320geht man davon aus, dass sich
ein Rezeptor fur Nocistatin im prasynaptischen Bérbefinden muss, von wo aus die
Ausschittung des Neurotransmitters beeinflusst everklann (Johnson and Connor
2007).

Im Dorsalhorn des Ruckenmarkes hat Nocistatin &asflauf die Freisetzung der
inhibitorischen Neurotransmitter GABA und Glycingit aber auf die Freisetzung von
Glutamat (Okuda-Ashitaka, Minami et al. 1998; M&élbach, Dybek et al. 2004).
Untersuchungen von intra- oder supra-spinal amgstem Nocistatin im Tiermodell
zeigten sowohl antinozizeptive als auch keine quienozizeptive Effekte (Nakagawa,
Kaneko et al. 1999; Xu, Hashemi et al. 1999; Yamanamd Sakashita 1999; Nakano,
Minami et al. 2000; Zeilhofer, Selbach et al. 20Pth-Selbach, Dybek et al. 2004).
Die Arbeitsgruppe von Muth-Selbach et al. setzth 2004 mit diesem Phénomen
auseinander und konnte in ihrer Untersuchung @iffeelle dosisabhéangige Wirkungen
von intrathekal appliziertem Nocistatin im Chror@onstriction Injury (CCIl) Modell
fur neuropathischen Schmerz bei der Ratte feststglMuth-Selbach, Dybek et al.
2004). So zeigten hohe Dosen intrathekal applesertNocistatins einen
pronozizeptiven Effekt im Verhaltensexperiment, wglegen niedrige Dosen einen
antinozizeptiven Effekt aufwiesen. Die pronozizeptiWirkung von Nocistatin in
hoheren Konzentrationen ist auf die Verhinderung glgcinergen und GABAergen
Neurotransmission am inhibitorischen Neuron im Rbvsrn zurlickzufiihren, woraus
eine Reduktion der Aktivierung von postsynaptisc@xBA- und Glycin- Rezeptoren

resultiert (Muth-Selbach, Dybek et al. 2004). Ditirgozizeptive Wirkung hingegen ist
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auf eine Verminderung der Glycin- Neurotransmissmmickzufihren. Ein Glycin
.Spill-over” an die exzitatorische Synapse kannrgoht mehr stattfinden und die
Aktivierung des NMDA-Rezeptors ist nicht mehr magli(Zeilhofer, Selbach et al.
2000).

Die Ergebnisse der bisherigen Studien legen natess d\ocistatin eine viel
versprechende Substanz mit moglichem Potential Therapie neuropathischer
Schmerzen darstellt. Eine weitere Erforschung did¢europeptides und seiner Rolle

bei der Schmerztransmission ist daher naheliegend.
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1.7 Ziele der Untersuchung

In vorangegangenen Untersuchungen konnte durch @&aokisapplikation von
Nocistatin ein antinozizeptiver Effekt bei bereitstablierten neuropathischen
Schmerzen nachgewiesen werden (Muth-Selbach, Dgbelt. 2004). Das komplexe
Zusammenspiel exzitatorischer und inhibitorischeutdtransmission im Rickenmark,
unterliegt vor allem in der Frihphase der Entwiokjuneuropathischer Schmerzen,
massiven Veranderungen (Morita, Motoyama et al.82@bhi, Morita et al. 2009).
Aufgrund dieser Tatsache ist es denkbar, dasspkiaanakologische Intervention, in
Form einer Langzeitapplikation von Nocistatin, iieger Phase einen Einfluss auf die
Entwicklung neuropathischer Schmerzen haben kann. dllen bisherigen
Untersuchungen wurde die Wirkung von Nocistatindkch als Bolusapplikation bei

bereits etabliertem neuropathischem Schmerz urdersu

Priméres Ziel der vorliegenden Untersuchung
Es war zu klaren, ob eine kontinuierliche Daueriagibn von Nocistatin Uber 24
Stunden in der Frihphase der Schmerzentwicklungkdian den Ort der
Veradnderungen in der Lage ist, die Entstehung meihischer Schmerzen zu

verhindern oder in ihrer Auspragung zu vermindern.

Um Substanzen in der Schmerzforschung einsetzernen, missen sie als ZNS-
vertragliche Injektionsldsungen verabreichbar sBiie einzusetzenden Losungsmittel
durfen keine Interaktionen mit dem Wirkstoff odencdeingesetzten Materialien zeigen
und durfen keine eigene pharmakologische Wirkung Bezug auf die

Schmerzentwicklung haben. Auch eine Schadigundgzdsecbes darf nicht auftreten.

Erweitertes Ziel der vorliegenden Untersuchung
Ein weiteres Ziel der vorliegenden Untersuchungares darin, die Eignung von
Dimethylsulfoxid (DMSQO) und Atrtificial cerebrospihfiuid (ACSF) im Vergleich
mit physiologischer Kochsalzlésung als Lésungsmitiie die Injektion in den
Intrathekalraum im Hinblick auf oben genannte AdEmungen zu untersuchen.
Dadurch sollte ein geeignetes Losungsmittel fur idieathekale Applikation in

chronischen Schmerzmodellen etablieret werden.
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2 Materialien und Methoden

2.1 Versuchstiere

Alle Untersuchungen erfolgten nach Genehmigung tdutas Landesamt fur Natur,
Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-Westfaled §8.05-230-43/06).

Fur die Untersuchungen wurden 59 méannliche WistdteR mit einem Korpergewicht
zwischen 300 und 400 g eingesetzt. Die Tiere wuideder Tierversuchsanlage der
Heinrich-Heine-Universitat Dusseldorf unter tietficher Aufsicht und standardisierten
Bedingungen geziichtet und gehalten, somit entfaldearantanebestimmungen und
Adaptionszeiten.

2.2 Haltung und Ftterung

Die Tiere wurden wahrend der Versuchszeit von 2 heéaceinzeln in Makrolof
Kafigen Typ lll gehalten. Als Einstreu diente eatgites Weichholzgranulat der Fa.
Rettenmaier & S6hne GmbH u. Co KG, Rosenberg. Eslevaon den Tierpflegern
zweimal pro Woche gewechselt. Die Haltung erfolgre SPF Tierstall der
Tierversuchsanlage der Heinrich-Heine-Universitatiseldorf unter konstanten
Klimabedingungen. Die Raumtemperatur lag zwischenrd 24° C bei einer relativen
Luftfeuchtigkeit von 50 bis 60%. Die Beleuchtungrde automatisch in einem 12/12
Stunden Rhythmus zwischen hell und dunkel durchf3eseiKunstlicht geregelt
(Lichtintensitat in der Hell-Phase betragt 320 LuR)e Licht/Tagphase dauerte dabei
von 6:00 Uhr bis 18:00 Uhr, die Dunkel/Nachtphasa 18:00 Uhr bis 6:00 Uhr. Die
Ratten wurdered libitum mit Alleinfutterpellets fir Ratten und Mause (S&m/M-
Haltung, 10mm, Fa. Ssniff Spezialdiaten GmbH, Sagsfiittert. Ebenfalls stand ihnen
entkeimtes Wasser (ozoniert, mit HCI angesauert)lemem pH-Wert von 2,6 bis &l

libitum zur Verfigung.
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2.3 Materialien

Natriumchlorid (NaCl) 0,9%

Natriumchloridlésung in einer Konzentration von %,®nthalt 154 mmol/l NaCl und
besitzt somit eine theoretische Osmolaritat von 8@@&mol/l. Aufgrund der somit
vorhandenen Isotonitat zum Blut und der guten Kdibpiggt mit anderen
Arzneimitteln wird die isotonische Kochsalzldsunguhg als Transportsubstanz flr
viele Arzneimittel verwendet. 0,9%ige isotone Kaakksung (Fa. Braun, Melsungen)
wurde in der vorliegenden Untersuchung zur Losumg Mocistatin verwendet. Daher

diente eine mit 0,9%igem NaCl behandelte Versuahsmger als Kontrollgruppe.

Dimethylsulfoxid (DMSO) 100%

DMSO ist eine farblose, gering toxische, amphipFkiléssigkeit, die sowohl lipophile
als auch hydrophile Eigenschaften aufweist. Dadwetiligt es Uber eine gute und
schnelle Penetration von biologischen MembranenSDMteht in der Diskussion, eine
eigene pharmakologische Wirkung auf die Schmerzeklwng zu haben (Pope and
Oliver 1966; Murdoch 1982; Dirig, Isakson et al989. Das in diesen Untersuchungen
verwendete 100%ige DMSO stammte von der Firma Sig@uolanelldorf.

Artificial Cerebrospinal Fluid (ACSF)

ACSF ist eine kunstlich hergestellte Liquorflussgkbestehend aus 124 mM NacCl, 5
mM KCI, 1,25 mM NaHPQ,, 2 mM MgSQ, 10 mM Glucose, ad 1000 mL ¢®.
ACSF soll die Zusammensetzung und Fahigkeiten vagqudr nachahmen und
besonders gewebeschonend sein (Kazim, Enam é114l).2

Nocistatin

In dieser Untersuchung wurde Nocistatin (N215-50puah der Firma Sigma-Aldrich
(St. Louis, MO) in funf Konzentrationen, 0,Qd/200 uL, 0,05 pg/200 pL, 0,5 ng/200
puL, 1 pg/200 pL und 50 pg/200 pL, eingesetzt. Natis wurde in 0,9%iger
Kochsalzlosung gel6st, aliquotiert, verblindet uosil -20°C eingefroren. Jeweils 200 pl

wurden mit Hilfe der Mini-Infusionspumpen intratteknfundiert.
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2.4 Allgemeiner Versuchsablauf

Das experimentelle Protokoll gliedert sich in coéggeénden Schritte:

1. Klinische Untersuchung der Tiere.

2. Messung der mechanischen Allodynie am unmanipehertTier zur

Ausgangswertbestimmung.

3. Induktion einer Neuropathie nach dem Bennett-Modmrittels Ligatur des
linken N. ischiadicus mit 4 lockeren Catgut F&den unter Allgemeinands¢he

mit Pentobarbital (Chronic Constriction Injury (Q¥I

4. Katheter- und Pumpenimplantation: Nach Stichinzisider Membrana
atlantooccipitalis wurde ein diunner Polyethylenschlauch in den Sanah bis
in Hohe des Lumbalmarks vorgeschoben, woran einmotische Mini-
Infusionspumpe (Alz&) angeschlossen wurde, die kontinuierlich tber 24
Stunden die verschiedenen Nocistatinkonzentratio(i€antrollgruppe mit

NacCl) in den Spinalkanal abgab.

5. 24 Stunden post OP erfolgt die erste sensoriscbuig und im Anschluss die

Entfernung der Pumpen.

6. Im weiteren Versuchsverlauf wurden die Tiere allgez Tage Uber einen
Zeitraum von 14 Tagen einer sensorischen Testutegaogen und am Ende des

Versuches durch eine Uberdosis Pentobarbital getéte

7. Stichprobenartige Obduktion der Tiere, inkl. Lagequoifung der intrathekalen
Katheter.
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In Abbildung 6 ist der zeitliche Versuchsablauf kalen Gruppen schematisch
dargestellt. In Tabelle 2 sind die Gruppeneintgludie Gruppenstarke (n) und die

Dosierungen der verabreichten Substanzen dargestell

Untersuchung der Tiere,
Ausgangswertbestimmung 6. Messung
und OP 3. Messung
7. Messung,
1. Messung post CCI Euthanasie,
und Pumpenentfernung 4. Messung Obduktion
2. Messung
5. Messung
Tag 1 Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 10 Tag12 Tag 14
Abbildung 6: Schematischer Versuchplan . Zur ,Ausgangswertbestimmung“ und
.Messung* werden die Tiere der beschriebenen
Verhaltensuntersuchung unterzogen. ~OP" beinhaltet alle

beschriebenen operativen Eingriffe.

Tabelle 2: Gruppeneinteilung, Dosierungen und Grupp  enstérke

Verabreichte
Gruppe Substanz Dosis Anzahl der Tiere (n)
1 Nocistatin 0,01 g 6
2 Nocistatin 0,05 ug 6
3 Nocistatin 0,5 ug 6
4 Nocistatin 1ug 6
5 Nocistatin 50 ug 6
6 NaCl 0,9% 6
7 DMSO 100% 6
8 ASCF 6
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2.5 Verhaltensuntersuchungen

In Verhaltensexperimenten wurden evozierte SchmermeForm der mechanischen
Allodynie, die fur die Auspragung eines chronisch8ohmerzes als wichtigster
Parameter gilt, gemessen. Dartber hinaus wurdédisung flr eine weitere Form
von evozierten Schmerzen, die thermale Hyperalgesieersucht und als mdgliche
Verhaltenstestung in Betracht gezogen. Alle Vedmainessungen fanden unter den
ethischen Gesichtspunkten der IASP zu Untersuchiunge experimentellem Schmerz
am wachen Tier statt (Zimmermann 1983).

Die Ausgangswertbestimmung der mechanischen Alledyand der thermalen
Hyperalgesie wurde vor Manipulation der Tiere dgefiihrt. Die mechanische
Allodynie wurde durch den Pfotenrtickzugsschwellemyaw Withdrawal Threshold
= PWT) in Gramm mit Hilfe des Aesthesiometers ardée Hinterpfoten der Ratte
mehrfach bestimmt. Zur Bestimmung der thermalen disigesie wurde die
Pfotenriickzugslatenz (Paw Withdrawal Latency = PWL)Sekunden mit Hilfe des
Plantartest§ an beiden Hinterpfoten der Ratte gemessen. Die igsder thermalen
Hyperalgesie hat sich bei der Etablierung der Méithals nicht verlasslich erwiesen,
woraufhin sie in der Hauptuntersuchung nicht angelee wurde. Jede Pfote wurde
somit mit dem Aesthesiometer zur Bestimmung derhaeischen Allodynie an jedem
Untersuchungstag sechs Mal gemessen. Aus den memzéflessungen wurde der
Mittelwert errechnet. Die gleichen Bestimmungen deam an den weiteren

Versuchstagen durchgefthrt.

2.5.1 Mechanische Allodynie (Dynamic Plantar Aesttsometer®)

Das Dynamic Plantar Aesthesiomét¢tigo Basile,ltalien Cat.No. 37400) ermdglicht
durch Messung des Pfotenriickzugsschwellenwertes gquantitative Aussage zur
Entstehung einer mechanischen Allodynie, woraus aihen bestehenden
neuropathischen Schmerz geschlossen werden kaeseGerat basiert auf den in der
Neurologie und Schmerzforschung seit Langem eirigiese ,von Frey“ Filamenten
(von Frey 1896). Die Messung der Allodynie kanncthgeefihrt werden, ohne die Tiere
in Stress zu versetzen und ohne dass sie direktWaersucher beeinflusst oder fixiert

werden mussen. Dies ermdglicht objektive und repzastbare Ergebnisse.
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Aufbau und Funktionsweise:

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 7 dargest@lie Tiere sitzen auf einem erhoht
angebrachten feinmaschigen Drahtgitternetz, worursieh die frei bewegliche
Messapparatur mit dem abgerundeten Metallfilamemm Erey Filament) befindet. Auf
dem Drahtgitterboden sind zwei Plexiglasboxen §&)x (B) 21 x (H) 14 cm) montiert,
in denen sich die Tiere frei bewegen kdnnen, umdndit einem Deckel geschlossen
werden. Die Messapparatur besteht aus einem ziaidm Aluminiumgehause und
einem Spiegel, der die Positionierung unter dertePfder Ratte erleichtert. Das
Metallfilament (Durchmesser 0,5 mm) wird von einesich in dem Gehéause
befindlichen elektrodynamischen Motor nach oben dagw In der vorliegenden
Untersuchung wurde der Druck kontinuierlich und gandional zur Zeit in 0,5 g
Schritten gesteigert, so dass nach 20 Sekundemaimaler Druck von 50 g erreicht
wurde. Die Messung stoppt automatisch, sobald diteRhre Pfote dem Reiz entzieht.
Die erlangte Kraft wird ebenso wie die Latenzzest dlessung in einem digitalen
Display angezeigt und wurde schriftlich notiert.

Der Reiz, der von dem von Frey Filament erzeugdwist ein nicht schmerzhafter

Reiz.

Abbildung 7: Aufbau des Dynamic Plantar Aesthesiome ters ® mit Tieren im
Versuch



MATERIALIEN UND METHODEN 29

2.5.2 Thermale Hyperalgesie (Plantarte$}

Die Messung mit dem Plantart®s(Plantar Test 7370 Firma Ugo Basile; Italien)
ermoglicht laut Literatur und vorausgehenden Unignsngen unserer Arbeitsgruppe
eine standardisierte Verhaltenstestung am wachemuhid erlaubt eine Dokumentation
von veranderter thermaler Wahrnehmung in Folge voeuropathischen
Schmerzzustdnden (Simpson, Gondo et al. 1997)mBlstwurde dieses Verfahren
1988 von Hargreaves beschrieben (Hargreaves, Daibaér1988).

Aufbau und Funktionsweise:

Der Versuchsaufbau ist in Abbildung 8 dargestBlie Tiere befinden sich wahrend der
Messung in einer (L) 24 x (B) 19 x (H) 15 cm (FagdJBasile) grol3en Plexiglasbox,
wovon drei Boxen aneinandergebaut sind. Die Tidienkn sich in den Boxen frei
bewegen. Vor Beginn der Untersuchung erfolgt eineO-minttige
Akklimatisierungsphase. Diese ermdglicht, dass diehTiere moglichst stressfrei und
unabhangig von auf3eren Einflissen bewegen. Unkeded Plexiglasbodens befindet
sich eine frei bewegliche Infrarotlichtquelle, dch Aktivierung einen gerichteten
Warmereiz (die |.R.-Intensitat betragt 50 Watt/Sede) ermoglicht und mit Hilfe eines
Fadenkreuzes unter der Ratte positioniert wird. Diearotlichtquelle wurde prazise
unter der Hinterpfote positioniert. Diese Messungde an beiden Hinterpfoten sechs
Mal durchgefihrt. Die rechte, gesunde Pfote fundierbei als Referenzwert. Wenn
das Tier Schmerz empfindet und die Pfote wegzishbppt die Warmequelle
automatisch und zeigt die Pfotenrickzugslatenz &#av withdrawal latency (PWL)
mit 0,1 sek. Genauigkeit auf einem digitalen Digpén (siehe Abbildung 8). Um
Gewebeschaden zu vermeiden, schaltet sich dierdtifcdtquelle nach maximal 30

Sekunden selbststandig aus.
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Abbildung 8: Aufbau des Plantartest ~® mit Tieren im Versuch

Grundvoraussetzung fur die Anwendung dieser Messapyr ist jedoch, dass die
plantare Pfotenseite der beiden Hinterpfoten desugéastieres direkten Kontakt zu der
Plexiglasplatte, auf dem das Tier positioniert fsif. Wenn das Tier die Hinterpfote
nicht oder nicht vollstandig belastet, kann keineelde Warmeutbertragung der
Infrarotlichtquelle auf die Pfote mehr erfolgen udig Messung kann nicht korrekt
durchgefuhrt werden. Bei der Etablierung der Metkastellte sich heraus, dass es
durch die Entwicklung eines neuropathischen Schesesin der linken Hintergliedmalle
bei der Uberwiegenden Anzahl der Tiere zur Ausprggeiner Schonhaltung der Pfote
kam. Die Tiere belasteten die Pfote gar nicht adeht vollstdndig, krimmten die

Zehen auf oder hielten die ganze Gliedmal3e hocts 83 eine korrekte Messung im
Rahmen der Fragestellung nicht zu. Aus diesem rumdrde die Messung der
thermalen Hyperalgesie mit diesem Modell in diddatersuchung als nicht geeignet
betrachtet und als Verhaltenstestung in der Hawgtsmchung nicht mehr

durchgefuhrt.

Das Hauptaugenmerk der Untersuchung liegt demzaifdgf dem wichtigsten

Merkmal bei der Auspragung einer Neuropathie, dechmanischen Allodynie, die in

dieser Untersuchung verlasslich gemessen werdamntéwon
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2.6 Operative Eingriffe

2.6.1 Operationsvorbereitungen

Alle operativen Eingriffe fanden im Operationsbeheder Tierversuchsanlage statt. Die
Tiere wurden vor den Eingriffen grtindlich klinisantersucht, gewogen und erhielten
eine Farbmarkierung am Schwanz.

Die Tiere wurden mit 60 mg/kg Pentobarbital (Naet@®, Merial) alsintraperitoneale
Injektion (i.p.) in Narkose gelegt. Pentobarbitdlin diesen Untersuchungen verwendet
worden, da es keinen messbaren Einfluss auf digrdgang einer Neuropathie hat
(Muth-Selbach, Dybek et al. 2004). Nach dem Erlésclwvon Flucht-, Stell-, und
Lidreflexen wurden die Tiere im Nackenbereich undleken Oberschenkel griindlich

rasiert und desinfiziert (Dibrom®l Tinktur farblos, Trommsdorff Arzneimittel), die

Augen wurden durch Vidisic Augen§e(Dr. Mann Pharma) vor dem Austrocknen
geschitzt. Um einem Abfall der Korpertemperaturzubeugen, wurden die Tiere
wahrend der gesamten Narkose auf eine Warmemd#gtgelm einer Dehydratation
entgegenzuwirken, wurde den Tieren nach Narkossting 5 ml kdrperwarme NaCl-
Losung subcutan (s.c.) appliziert. Die Tiere wurden Uber die gewarDauer der

Operation bis zum vollstdndigen Erwachen aus dekdsa tierarztlich iberwacht.

2.6.2 Intrathekale Katheterisierung

Um die unterschiedlichen Nocistatin-Dosierungersehtef3lich der NaCl-Loésung in
der Kontrollgruppe direkt an ihren putativen Wirkodas lumbale Rickenmark, zu
applizieren, wurde ein intrathekaler Katheter imgilert. An den in den Wirbelkanal
verbrachten Katheter wurde am proximalamde eine Mini-Infusionspumpe installiert,
die eine kontinuierliche Substanzapplikation GbérStunden nach dem osmotischen

Prinzip ermdglicht.
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2.6.2.1 Versuchsmaterial

Katheter

In diesen Untersuchungen wurden spezielle ,Ratainécal Catheter* der Firma
DURECT Cooperation, ALZET osmotic Pumps (Cupertid8A, Order No.: 0007740)
verwendet (siehe Abbildung 9), die fur Versuchstiab einer Grol3e von 300 g
Kdrpergewicht zur intrathekalen Implantation geeigsind. Der Innendurchmesser des
Katheters betragt 0,18 mm, der AulBendurchmessefighed.36 mm. Die Lange des
Katheterteils, welches in den Wirbelkanal vorgedamowird, betragt 10 cm, wobei der
Katheter individuell gekurzt werden kann. Das Mialetles Katheters ist Polyurethan.
Innen liegend befindet sich ein Fuhrungsdraht afistummanteltem rostfreiem Stahl,

der nach der Implantation entfernt wird. Die gesaKdatheterlange betragt 23,7 cm.

Abbildung 9: Darstellung ,Rat intrathecal Catheter* (DURECTCorporation)

Mini-Infusionspumpen

Fur diese Untersuchungen wurden osmotische Pumpam Rirma DURECT
Cooperation, ALZET osmotic Pumps (Cupertino, USAjwendet. Das Modell 2001D
(dargestellt in Abbildung 10) hat eine FillgroRenv@00 ul und férdert Gber einen
Zeitraum von 24 h kontinuierlich eine Menge von 8 /uStunde. Diese Mini-
Infusionspumpen beruhen auf einem osmotischen Winkip: Zwischen dem flexiblen
Wirkstoffreservoir in der Pumpe und der AuRRenhullielche eine semipermeable
Membran darstellt, befindet sich eine Salzmanseheitie hohe Osmolaritat der
Salzmanschette im Vergleich zum umgebenen Gewabeas die Pumpe implantiert

wurde, bewirkt die Eindiffusion des Wassers inllienpe. Wenn das Wasser in die
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Salzmanschette eindringt, wird das flexible innelegdnde Wirkstoffreservoir

zusammengedrickt und verdrangt so die Testsubg&tarirolliert aus der Pumpe. Die
Abgabemenge der Pumpe wird durch die definiertenBabilitat der auferen Membran
vorgegeben. Die Pumpen sind zum einmaligen Gebréastimmt (Theeuwes and
Yum 1976).

Agent  Camotic  Semipermeable  Impermeable Flevw
Lawear Mambrans Reseroir Maderator

Abbildung 10: Darstellung des Aufbaus der Mini-Infu sionspumpe der Fa. Alzet
(DURECTCorporation)

2.6.2.2 Operationsmethode zur Implantation der Intathekalkatheter und
der Mikroinfusionspumpe

Die Methode der hier durchgefiihrten intrathekaleathi€éterisierung wurde erstmals
1976 beschrieben (Yaksh and Rudy 1976). Sie diemi,ddie zu testenden Substanzen
direkt an den gewinschten Wirkort, das Dorsalhamlumbalen Ruckenmark, zu
verbringen.

Der Kopf der Ratten wurde zur Stabilisierung inesirso genannten Stereotakt (Trent
Wells. Inc., So.Gate, Calif., USA) eingespannt, €iee dorso-ventrale Bewegung des
Kopfes zulasst, jedoch beidseits lateral fixierie Ratte befindet sich hierbei in
Bauchlage. Es wurde darauf geachtet, das Tier neremdglichst physiologischen
Haltung, gerade und gestreckt in derda dorsalis, zu fixieren. Nach wiederholter
Desinfektion des OP-Feldes wurde mit einem Skalg&Ber Klinge, Fa. Braun

Aesculab) ein Hautschnitt von ca. 1 cm Lange angreiLinie zwischerDs occipitale
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(Tuberantia occipitalis als Orientierungspunkt) und delRmocessus spinosus desAxis
gefuhrt. AnschlieBend wurden die sehnigen Anteiler ddarunter liegenden
Kopfmuskeln (Faszien devim. rectus capitis dorsalis major und minor) durchtrennt
und mit Hilfe eines Wundspreizers zur Seite gehalge darunter liegenddembrana
atlantooccipitalis dorsales wurde mit Hilfe eines scharfen Loffels freigeleBarunter
befindet sich das Foramen atlantooccipitale. Die freigelegte Membrana
atlantooccipitalis dorsalis wurde vorsichtig mit einem 1ler Skalpell angeritzt
Abbildung 11 zeigt den Operationssitus nach Freibegder Membrana
atlantooccipitalis. Durch die enge Verwachsung ddembrana atlantooccipitalis mit
derDura mater und die Verbindung zukrachnoidea, die derDura mater lose anliegt,
wird auf diesem Wege der subarachnoidale Raum rextfLiquor cerebrospinalis

fliel3t aus dem intrathekalen Raum bis zum Erlaregees Druckausgleiches ab.

Membrana Stereotakt

atlantooccipitalis

Abbildung 11: Operationssitus nach Freilegung der s chimmernden Membrana
atlantooccipitalis. Die Ratte ist unter Allgemeinanésthesie im
Stereotakt fixiert. Ein Wundspreizer ermdoglicht freie Sicht auf die
Membran.
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Der Kopf des Tieres wurde nun maximal nach vergeddeugt, der Katheter vorsichtig
in caudo-dorsaler Richtung in den intrathekalen rRaeingefuhrt und ca. zehn
Zentimeter bis zum lumbalen Teil der Wirbelsdulecmacaudal vorgeschoben.
Anschlie3end wurde der Fuhrungsdraht entfernt wrdkatheter vorlaufig mit Hilfe
eines Zweikomponentenklebers (Stabiloplast KunBtsA88, Renfert GmbH), der
gleichzeitig das Liquorloch an der Inzision der Me@an verschlief3t, fixiert. Abbildung
12 zeigt den Operationssitus direkt nach Implaotatdes Katheters durch die
Membrana atlantooccipitalis. Der Verlauf des Katheters im Subarachnoidalraum ist

schematisch in Abbildung 13 dargestelit.

Implantierter
intrathekaler Katheter

Abbildung 12: Operationssitus unmittelbar nach der Katheterimplantation. Der
Katheter ist durch die Inzision der Membrana atlantooccipitalis in den
Subarachnoidalraum bis zum lumbalen Bereich des Ruckenmarkes
vorgeschoben worden. An das herausragende Stick des Katheters
wird die Mini-Infusionspumpe adaptiert.
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Die Muskeln wurden mit sterilem resorbierbarem Nadterial (5-0 Vicryl, Ethicon)

adaptiert wobei eine Katheterschlaufe zur weité&igation des Katheters mit eingenaht
wurde. Im Anschluss an die Muskelnaht wurde im Madlereich des Tieres stumpf die
Haut von der Unterhaut getrennt, um die Mikroinfusipumpe 24 Stunden subkutan
zwischen den Schulterblattern der Ratte unterbnrge konnen. Die zuvor aktivierte
Pumpe wurde an den Katheter adaptiert, unter dig Herbracht und die Haut wurde
mit Hautklammern verschlossen (Leuko®ipSD). Nach 24 Stunden wurden die
Pumpen in einer kurzen Isofluran-Narkose wiedefeent. Dabei wurde die Hautnaht
gedffnet, die Pumpe vom Katheter gel6st, der Kathaiithilfe einer Feuerzeugflamme

verschlossen und die Haut wieder mit Hautklammemnschlossen.

Abbildung 13: Schematische Darstellung der Lage des Katheters (rot) im
Subarachnoidalraum der Ratte

An diese Operation schloss sich die Nervenlasiar riem Bennett-Modell (Chronic
Constriction Injury) an (Bennett and Xie 1988). Dimge der Katheter wurde
stichprobenartig durch eine postmortale intrathekdllethylenblau-Injektion im

Rahmen einer Obduktion verifiziert.
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2.6.3 Induktion einer Neuropathie nach dem Bennettodell ,,Chronic
Constriction Injury (CCI)*

Die Induktion einer Neuropathie mittels ,Chronic r&triction Injury” wurde von

(Bennett and Xie 1988) als Modell flir neuropath&tischmerz etabliert.

Abbildung 14: Schematische Darstellung der Ligature n des Nervus ischiadicus
nach dem Bennett-Modell (Hogan 2002)

Die CCIl wurde in diesen Untersuchungen bei allearén nur am linkei. ischiadicus
durchgefihrt. Die rechte Hinterpfote blieb somitraomatisiert und diente Uber den
Zeitraum des Versuches als ,Kontrollpfote®.

Fur den operativen Eingriff wurde das Tier auf déehte Korperseite gelegt, steril
abgedeckt und die rasierte Hautflache des linkeersabhenkels wurde wiederholt
desinfiziert (Dibroma® Tinktur farblos, Trommsdorff Arzneimittel). Die Hawurde
auf einer cranioventro-caudodorsalen Linie zwiscKare undTuber coxae mit einem
13er Skalpell auf einer Lange von ca.l,5 cm dueciit. Der darunter liegendd.
biceps femoris wurde stumpf prapariert und in seine Bauche atdget. Darunter
erscheint deN. ischiadicus auf Hohe seiner Trifurkation. Der Nerv wurde olulrekte
Beruhrung vorsichtig freiprapariert. Proximal deifdrkation wurde deN. ischiadicus
mit vier lockeren Catgutfaden (3-0), wie schemétiscAbbildung 14 dargestellt, im
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Abstand von ca. 1-2 mm ligiert. Der Faden wurde smrleicht angezogen, bis eine
leichte reflexartige Reaktion des Beines auf digiiBeing des Nerves festgestellt
wurde. Der gewiinschte Grad der Nervenkonstriktian eamit erreicht. Abbildung 15
zeigt den Operationssitus des freigelegten Ner&ebjldung 16 den Operationssitus
des bereits ligiertenN. ischiadicus. Die Muskulatur wurde anschlielend mit
resorbierbarem Nahtmaterial (5-0 Vicryl, Ethiconkidrt. Die Haut wurde mit

Hautklammern (Leukocli® SD) verschlossen.

Abbildung 15: Operationssitus mit freigelegtem Nervus ischiadicus

Abbildung 16: Operationssitus mit ligiertem Nervus ischiadicus
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Sobald die Tiere aus der Narkose erwacht warensicid gezielt bewegen konnten,

wurden sie in Einzelkafige umgesetzt (Makrolonkéfigm Typ 11l R).

Die nach dem Bennett-Modell fir neuropatischen Sataminstallierten lockeren
Ligaturen erzeugen eine intraneurale OdematisiedasglinkenN. ischiadicus, welche

zu einer Selbststrangulation des Nervens fiuhrt.cButiese ,,Chronic Constriction
Injury (CCI)" pragt sich nach 10-14 Tagen ein ngatischer Schmerz aus, der sich vor
allem in den fir neuropatischen Schmerz typischenkiMalen, der Allodynie und der
Hyperalgesie aufRert. Die Tiere zeigen dann hauiig é&chonhaltung der linken
Hinterpfote.
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3 Statistische Auswertungen

3.1 Verwendete Daten

Alle Messdaten wurden in einer Mastertabelle zusangefligt und mit Hilfe von
SPSS 17, je nach Fragestellung unterschiedlichistsdah ausgewertet. Dabei
wurde eine Wahrscheinlichkeit vop < 0,05 als signifikant angesehen. Der
Vergleich zwischen den verschiedenen Nocistatinikboegen wurde fur alle
Messparameter und den Testgrol3en Differenzen zenschchts und links, an
jedem Versuchstag mit Hilfe der Varianzanalyse dedth Dunnett post-hoc Test
durchgefuhrt. Die graphische Darstellung erfolgt \derlaufskurve der Mittelwerte
der einzelnen Versuchsgruppen uber die Versuchsdaileder Datenpunkt
prasentiert den Mittelwert + Standardfehler (SENhee Versuchsgruppe von 6
Tieren (n=6) zu einem Zeitpunkt. Die x-Achse defmhidie Zeitpunkte in Tagen.
Die y-Achse zeigt bei der Messung mit dem Aesthaster die aufgewendete Kraft

in Gramm.

Um die Gesamtwirkung der einzelnen Konzentratioridser den gesamten
Zeitverlauf besser vergleichen zu kénnen, wurddogndie Flache unter der Kurve
(AUC) ausgewertet. Die Darstellung erfolgt in ein&alkendiagramm, wobei die
einzelnen Balken die Mittelwerte von jeweils 6 Eier(n=6) einer Gruppe *
Standardfehler (SEM) darstellen. Zur Berechnung lEléchen unter der Kurve

wurde die Trapezregel zu Grunde gelegt.

3.2 Wirkung von Nocistatin

Der Vergleich zwischen den verschiedenen Nocistatisierungen wurde fur alle
Messparameter und den TestgréRen ,Differenzen mwisaechts und links* an
jedem Versuchstag mit Hilfe der Varianzanalyse dedh Dunnett post-hoc Test
durchgefuhrt. Der Dunnett Test testet im Falle gisignifikanten Ergebnisses der

ANOVA jede Dosis gegen die Kontrolle (Dosis =0).akg wurden auch alle AUC

TestgroRen Uber den gesamten Zeitverlauf ausgdwerte
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3.3 Postoperative Auspragung der Allodynie in der idntrollgruppe

Die NaCl-Gruppe ist in diesem Versuch als Kontmolfgpe definiert. In der
Kontrollgruppe wurde Tag 1 (vor OP) mit Tag 14 \eten. Hierzu wurde der

paarweise t-Test verwendet.

3.4 Vergleich von NaCl, DMSO und ACSF auf die Ausgigung der
Allodynie

Der Vergleich zwischen NaCl, DMSO und ACSF wurded&n Tag 14 mit Hilfe
der Varianzanalyse (ANOVA) und einem post-hoc Tresth Tukey durchgefihrt,
der im Falle von Unterschieden bei allen Substamesnweise die Substanzen auf
Unterschiede testet. Dies wurde durchgefuhrt fiir Messparameter Allodynie fur
die linke und rechte Hinterpfote, den TestgroRReffieB@nzen zwischen rechter und
linker Hinterpfote, den AUC Werten flur die Zeitkerv und auch den Differenzen

der AUC Werte zwischen rechts und links.
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4 Ergebnisse

4.1 Erfolgsrate der Untersuchung

In dieser Untersuchung konnte eine allgemeine prtozdée Erfolgsrate (d. h., die
Summe der Tiere die in dem Versuch ausgewertet emyrdlon 84,75% erreicht
werden. In absoluten Zahlen konnten also 50 voropé&rierten Tieren erfolgreich
ausgewertet werden. 9 Tiere sind im Laufe des \¢hessiverstorben bzw. euthanasiert
worden und konnten infolgedessen nicht mit in diesswertung aufgenommen werden.
Das entspricht einer Sterberate von 15,25%. Ledtighin Tier wurde aufgrund von
peripheren Ladhmungserscheinungen an der linken eHlifdte euthanasiert (siehe
Tabelle 3).

In der vorliegenden Untersuchung wurden speziel¢h&ter der Firma Alzet, die fur
die intrathekale Implantation bei Ratten tUber 30@mjwickelt wurden, verwendet
(siehe Material und Methoden). Dieser Katheterdma¢n Aul3endurchmesser von 0,36
mm. In einer vorausgegangenen Dissertation (Wilia2009), in der dickere
Polyethylenkatheter (PE10 mit einem AufRendurchmegea 0,61 mm) verwendet
wurden, konnte eine allgemeine prozentuale Erfaltgsfd.h., die Summe der Tiere, die
in dem Versuch ausgewertet wurden) von 55,38%addr@erden. In absoluten Zahlen
konnten 72 von 130 operierten Tieren erfolgreichgawertet werden. Das entspricht
einer Sterberate von 44,62% der Versuchstiere.198,8ieser Ausfalle waren auf
zentrale LAhmungserscheinungen zurtickzufihrengSiabelle 4).

In Abbildung 17 sind die Erfolgsraten der beidertddsuchungen graphisch dargestellit.
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Tabelle 3: Angaben zur Uberlebensrate und zu den Ur  sachen von
Ausfallen in dieser Untersuchung
Alzet-Katheter Anzahl %

Operierte Tiere 59 100%
Uberlebensrate 50 | 84,75%
Grund ftr Ausfall Lahmung 1 11,11%
Narkose und OP 6 66,67%
Wundinfektion 1 11,11%
natirlich verstorben 1 11,11%

Tabelle 4: Angaben der Uberlebensrate und zu den Ur

sachen flr Ausfalle

in einer vorausgegangenen Dissertation (Williams 20

PE10 Katheter Anzahl %
Operierte Tiere 130 100%
Uberlebensrate 72 55,38%
Grund fur Ausfall Lahmung 46 79,31%
Narkose und OP 7 12,07%
Katheterdislokation 4 6,90%
Wundinfektion 1 1,72%
Automutilation 1 1,72%
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Erfolgsrate der Untersuchung
Rat Intrathecal catheter- Alzet

m Uberlebensrate in %

= Sterberate in %

Erfolgsrate der Untersuchung
PE10 Polyethylenkatheter

@ Uberlebensrate in %

m Sterberate in %

Abbildung 17: Darstellung der Uberlebens- und Sterb  erate von intrathekal

katheterisierten Tieren in Prozent. Oben: Vorliegende
Untersuchung, bei dem die Tiere mit dem ,rat intrathecal catheter*
von DURECT Cooperation, ALZET osmotic Pumps katheterisiert
wurden. Unten: Untersuchung bei dem die Tiere mit dem PE 10
Polyethylenkatheter intrathekal katheterisiert wurde (Williams 2009).
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4.1.1 Tierschutzaspekte: Monitoring, Gewichtsverlate und klinische
Aspekte

Monitoring der Tiere prae, intra und post operationem

Alle Tiere, die in den Versuch mit einbezogen wudgurden von approbierten
Tierarztinnen grundlich klinisch untersucht. Nurefd, die einen guten klinischen
Gesundheitsstatus aufwiesen, wurden in die Unteuy genommen. Tiere, die
Anzeichen einer klinischen Erkrankung hatten (Ha@t:genentziindungen, Durchfall)
oder Verletzungen aufwiesen (KrallenverletzungeissBunden etc.), wurden nicht in
den Versuch genommen. Klinische Parameter wurdeallan Versuchstagen erfasst.
Dazu zahlten vor allem das Verhalten, das Erscheshild, der Hydratationszustand,
die Kérperhaltung, der Gang und das KdrpergewientTdere. Die Ergebnisse wurden
erfasst, aber mit Ausnahme der Gewichtsentwickhioft qualitativ ausgewertet.

Im Laufe dieser Untersuchung und der vorangegamgeetersuchung (Williams
2009) wurde ein Pain Score zur besseren Quantiiizge von neuropathischen
Schmerzen und zur Beurteilung des AllgemeinzustdrmisRatten entwickelt, wobei
die von Buckwell 1992 (Buckwell 1992) entwickelte eMode zur
Belastungsquantifizierung als eine Grundlage vedeemwurde (siehe Tabelle 5). Auch
wurden Uberlegungen aus anderen bereits entwickéM@in Scores (Roughan and
Flecknell 2001; Roughan and Flecknell 2003; Rougdnach Flecknell 2003; Mogil and
Crager 2004) einbezogen und im Hinblick auf den rogathischen Schmerz
modifiziert. Mittlerweile findet dieser Pain Scoire weiteren Untersuchungen unserer
Arbeitsgruppe Anwendung. Der Pain Score soll aufsartei der Veranlassung einer
Euthanasie im Sinne des Tierschutzes helfen.

Wichtig bei der Verwendung des Pain Scores ists dis untersuchende Person mit
dem physiologischen Verhalten von Ratten vertraut entsprechend in der Lage ist,
pathologische Abweichungen zu erkennen und zu lhemeAuch muss die Bewertung
mit Hilfe des Pain Scores am unmanipulierten Ttattinden, was z.B. bedeutet, dass

die Gewichtsmessung als letzter Punkt der Untetsugstattfinden muss.
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Tabelle 5 : Pain Score zur Quantifizierung neuropat  hischer Schmerzen bei
Ratten (Williams 2009)

Punkte Korpergewicht

AuReres Erscheinungsbild: Fellpflege

AuReres Erscheinungsbild: Hydratationszustand

Autotomie

Gang und Korperhaltung bei Bewegung

Gesamt Pain Score

Ggr. = Geringgradig; Mgr. = Mittelgradig; Hgr. = Elogradig
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4.1.2 Gewichtsentwicklung der Tiere im Versuch

Alle Tiere wurden zu Beginn des Versuches gewogmn,einen Ausgangswert zu
erhalten und eine genaue Dosierung der Narkosemzdgiichen. Es wurden nur Tiere
mit einem Basisgewicht zwischen 300 und 400 g im dersuch genommen, um eine
homogene Tiergruppe zu haben und die Tiere bezagedas Gewicht und somit ihres
Alters miteinander vergleichen zu konnen. Das Gbtmreurde im weiteren Verlauf an
jedem Versuchstag bestimmt. Um eine Ubersichtlehearstellung zu gewinnen,
wurden die Mittelwerte der Gewichtsermittiung all@liere zu den einzelnen
Versuchstagen errechnet und mit Standardfehler (S&EMbbildung 18 dargestellt.

Um eine moglichst optimale Versorgung der Tieret pgeerativ zu ermdglichen und
somit einer Gewichtsreduzierung und einer Dehyticataentgegenzuwirken, wurde
den Tieren intra OP 0,9%ige NaCl-Losung s.c. igjizund das Futter gut erreichbar

auf dem Kafigboden angeboten.

Durchschnittlicher Gewichtsverlauf der Tiere im Ver such

360,00

355,00

350,00

345,00 - /{
340,00 I

L
335,00
330,00 T F

Gewicht (g)

325,00
320,00

315,00

310,00 -
305,00

Tag O Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag 10 Tag 12 Tag 14

Abbildung 18: Darstellung des durchschnittlichen Ge wichtsverlaufes aller in
die Untersuchung eingeschlossenen Tiere (n=50). Dargestellt
sind die Mittelwerte + Standardardfehler (SEM)
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Auffallig ist, dass alle Tiere nach der Operatian@ewicht verlieren und meist am 6.
oder 8. Versuchstag ihr Minimalgewicht erreichem. fblgenden Versuchsverlauf ist
bei fast allen Tieren wieder eine Gewichtszunahmeerzeichnen, die aber bis zum
Ende des Versuches an Tag 14 bei den meisten Tieren Basiswert noch nicht
wieder erreicht hat. Die klinischen Beobachtunged Untersuchungen bestatigen eine

Korrelation mit dem Allgemeinbefinden der Tiere.

Tabelle 6: Durchschnittlicher Gewichtsverlust

Durchschnittlicher Gewichtsverlust in g 26,97

Durchschnittlicher Gewichtsverlust in % 7,84

Die Tiere, die in die Untersuchung eingeschlossaerden, zeigten im post-OP Verlauf
einen durchschnittlichen Gewichtsverlust von 26)RBzw. 7,84% (siehe Tabelle 6).
Nach Buckwell, 1992 bewertet man einen Gewichtssgerlbis zu 20% als
geringgradige Belastung (Buckwell 1992).



ERGEBNISSE 49

4.2 Auspragung der Allodynie in der Kontrollgruppe

Um den Erfolg des Tiermodells fiir neuropathischehn$erz zu bestétigen, wurde der
Pfotenriickzugsschwellenwert (PWT in g) der linkeinterpfote 14 Tage post OP mit
jenem vor Intervention in Relation gesetzt. Dert@folickzugsschwellenwert 14 Tage
post OP der linken Hinterpfote war im Vergleich ndiém PWT pra OP in der
Kontrollgruppe signifikant § < 0,001) erniedrigt. Es hat sich eine deutliche
mechanische Allodynie in der Kontrollgruppe an Tt post OP ausgebildet (siehe
Abbildung 19).

Der Vergleich der Werte der rechten Pfote vor uddThge nach der Operation wies
keinen signifikanten Unterschied auf, d.h., es bath erwartungsgemaf keine
mechanische Allodynie bei der rechten Pfote ausdgthiDa die rechte Pfote nicht
manipuliert wurde und somit als ,Kontrollpfote* gilbestétigt diese Auswertung die

Eignung dieses Tiermodels fur neuropatischen Schmer

Ausbildung der mechanischen Allodynie
rechte vs. linke Pfote
70
60
li p =0,89 I
50 p<0,001*
T
8 40 =
E 30
20 linke Pfote rechte Pfote rechte Pfote
10 linke Pfote
o
praoprP 14 Tage postOP

Abbildung 19: Darstellung der Entwicklung des
Pfotenriickzugsschwellenwertes (Kraft (g)) im Aesthe siometer in
der Kontrollgruppe (NaCl) (Mittelwert £ SEM; *p < 0,001; n = 6)
jeweils an der rechten und an der linken Pfote vor der Operation
und 14 Tage post-OP im Vergleich
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4.3 Effekte von Nocistatin auf die induzierte Neurpathie

4.3.1 Effekte von Nocistatin auf die Entwicklung demechanischen
Allodynie der linken Pfote

Die Entwicklung der mechanischen Allodynie (Abbidu 20) der linken,
neuropathischen Pfote zeigt einen fir die Kontrajigpe zu erwartenden typischen
Verlauf. Man erkennt einen stetigen Abfall der Mesde bis Tag 8. Danach pendeln
sich die Werte um einen Wert von 20,9 g £+ 1,4 g Emhat sich also eine mechanische
Allodynie als Ausdruck einer schmerhaften Neuropagmtwickelt.

Bei den Tieren, die Nocistatin erhielten, zeigthsan zur Kontrollgruppe &hnlicher
Kurvenverlauf. In jeder dieser Gruppen bildet sieh der linken Pfote eine
mechanische Allodynie aus.

Bei den Gruppen, denen Nocistatin in einer Dosigrvon 0,05ug und 0,5ug
verabreicht wurde, zeigt sich im Vergleich mit allenderen Gruppen bis Tag 2 eine
tendenziell geringere Abnahme der PWT. Ab Tag 2mezhin diesen zwei Gruppen die
Messwerte rapide ab und sinken auf das Level digran Gruppen.

Die Verlaufskurve der Gruppe, die Nocistatin 50ugrabreicht bekam, weist im
Vergleich mit allen anderen Gruppen einen tenddnsenfteren Verlauf auf und
erreicht erst an Tag 14 ihren geringsten Wert (§473,4 g).

Die Wirkung aller Nocistatin— Dosierungen untersdka sich zu keinem Zeitpunkt
signifikant voneinander. Es gibt auch keinen sigaiiten Unterschied zwischen den

Nocistatin — Behandlungen und der Kontrollgruppe.

Auch die statistische Auswertung der Flache unggr BWT-Kurven (siehe Abbildung
21) ergab fur den Parameter der mechanischen Alledyur alle Nocistatin-
Konzentrationen im Vergleich untereinander und iergleich zu der Kontrollgruppe

keinen signifikanten Unterschied.
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Effekte von Nocistatin auf die Entwicklung der mech
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linken Pfote

anischen Allodynie der

—e—NaCl
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40 ~

——0,05ug
—e—0,5ug

35
30 4

PWT (g)

25 +
20 4
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Abbildung 20: Effekt von Nocistatin auf die Entwick lung der mechanischen
Allodynie der linken Pfote Uber 14 Tage . Darstellung des PWT in
Gramm. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je

n=6.

Flache unter der Kurve

Effekte von Nocistatin auf die Entwicklung der mech

linken Pfote

anischen Allodynie der

NaCl 0,01 pg 0,05 pg 0,5 g

Abbildung 21: Effekt von Nocistatin auf die Entwick lung der mechanischen
Allodynie der linken Pfote. Darstellung der Flache unter den PWT-
Kurven. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je

n=6.
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Tabelle 7: Wertetabelle der PWT in Gramm der linken

Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je n=6.

Pfote Uber 14 Tage .

links

NaCl

DMSO

ACSF

0,01ug

0,05ug

0,519

1ug

5009 |

vor CCl

SEM
Tag 2

SEM
Tag 4

SEM
Tag 6

SEM
Tag 8

SEM
Tag 10

SEM
Tag 12

SEM
Tag 14

SEM

41,63

41,21

43,63

43,51

40,89

40,83

42,31

43,78

1533

2,64

1,88

2,04

3,90

2,02

1,59

3,64

33,29

38,80

37,71

35,10

39,61

38,29

31,79

33,04

4,60

2,88

5,78

6,13

1,13

3,53

2,99

4,59

28,02

31,44

23,57

21,93

21,10

25,39

25,57

32,19

4,49

5,83

4,34

4,23

4,40

3,99

3,74

4,11

24,74

26,85

18,92

20,33

18,92

22,79

25,73

27,80

1,83

6,08

1,93

3,32

0,82

3,33

3,92

5,01

21,16

25,59

18,33

17,97

21,79

23,94

23,58

24,97

1,31

5,63

2,10

2,43

2,85

4,54

3,04

2,20

22,12

25,27

18,08

21,28

19,08

20,85

21,20

19,88

1,68

4,94

2,18

3,65

3,80

2,96

3,78

2,05

22,28

23,60

16,63

19,79

20,89

18,49

22,98

20,11

1,59

5,73

2,30

3,11

3,44

4,14

3,01

2,27

19,44

18,83

15,11

20,46

20,40

19,39

20,84

17,71

2,61

39

2,29

1,66

3,23

4,44

2,05

3,42

Tabelle 8: Wertetabelle der PWT in Gramm der rechte

Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je n=6.

n Pfote Uber

14 Tage .

rechts

NaCl

DMSO

ACSF

0,01ug

0,05ug

0,519

1ug

5009 |

vor CCl

SEM
Tag 2

SEM
Tag 4

SEM
Tag 6

SEM
Tag 8

SEM
Tag 10

SEM
Tag 12

SEM
Tag 14

SEM

41,35

44,53

43,82

43,01

41,29

41,90

41,44

44,35

1,24

191

1,81

2,12

1,78

1,70

2,29

1,78

44,19

46,33

46,18

44,40

47,32

47,08

45,13

46,46

2,41

1,40

2,43

39

0,98

1,17

2,35

1,57

42,31

44,26

46,43

45,87

46,11

46,39

42,44

45,17

3,08

3,36

1,76

1,46

1,67

1,43

3,12

2,35

42,70

41,65

42,96

45,63

44,14

43,26

43,61

41,66

1,70

2,39

2,01

1,42

1,92

2,97

2,43

1,88

40,22

45,50

41,86

41,43

44,57

42,89

41,20

45,75

4,72

1,61

2,69

3,50

1,05

2,24

3,19

1,24

41,56

42,12

40,82

44,23

38,21

43,08

41,11

42,23

2,64

2,55

2,40

2,99

2,97

2,50

2,18

3,60

40,49

38,97

37,67

41,14

39,21

40,79

39,85

37,04

1,69

3,57

2,01

1,06

2,06

1,87

2,66

2,34

41,69

38,61

37,53

40,44

35,14

37,01

40,14

38,59

1,64

1,85

2,94

2,14

3,35

3,57

2,52

3,59
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4.3.2 Effekte von Nocistatin auf die Entwicklung demechanischen
Allodynie der rechten Pfote

In der Kontrollgruppe zeigt sich bei der rechtemclih operierten) Pfote Uber den
gesamten Beobachtungszeitraum von 14 Tagen keim@gn¥erung des PWT (siehe
Abbildung 22).

Es findet demnach erwartungsgemalf? keine Auspragumeyg mechanischen Allodynie
statt. Bei den Tieren, die Nocistatin erhieltenjgizesich ebenfalls ein konstanter
Kurvenverlauf mit geringen Schwankungen, die alsné signifikanten Differenzen
untereinander oder im Vergleich zu der Kontrollgrepaufzeigen. In keiner der
Gruppen bildet sich an der rechten Pfote eine nmmestlae Allodynie aus. Bei allen
Gruppen steigen die Werte des PWT jedoch an TageP den Ausgangswert an. Im
weiteren Verlauf fallen die Werte des PWT aller ggen aber wieder geringgradig ab,
so dass, mit Ausnahme der Kontrollgruppe, alle gseeen Werte an Tag 14 unter
ihren jeweiligen Ausgangswerten liegen. Die Wirkeng aller Nocistatin—
Konzentrationen unterscheiden sich zu keinem Zekpsignifikant voneinander.

Es gibt keinen signifikanten Unterschied zwischesr 8Virkung der Nocistatin —

Dosierungen im Vergleich mit der Kontrollgruppe.

Die Flachen unter den PWT-Kurven, welche die Gegankiing der Substanzen auf die
Entwicklung der mechanischen Allodynie der rectRéote darstellt, unterscheiden sich

nicht signifikant voneinander (Abbildung 23).

Fazit:

Es konnte zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter fiss der einzelnen Nocistatin —
Dosierungen auf die Entwicklung der mechanischedjlhie nachgewiesen werden.
Dieses Ergebnis gilt sowohl fur die rechte (nichererte) Pfote als auch fir die linke
(neuropathische) Pfote.
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Effekte von Nocistatin auf die Entwicklung der mech anischen Allodynie der
rechten Pfote

50 —e—NaCl

45 | £ I 0,01ug

40 & T ¥ —%— 0,059
. 35 T i —e—0,5ug
= I
s ® e
& 25

20

15

10 ‘ ‘ ‘ ‘

wr CCl  Tag 2 Tag 4 Tag 6 Tag 8 Tag10 Tagl1l2 Tag 14

Abbildung 22: Effekt von Nocistatin auf die Entwick lung der mechanischen
Allodynie der rechten Pfote Uber 14 Tage. Darstellung des PWT in
Gramm. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je
n=6.

Flache unter der Kurve

Effekte von Nocistatin auf die Entwicklung der mech anischen Allodynie der
rechten Pfote

0,05 ug 0,5 Hg

Abbildung 23: Effekt von Nocistatin auf die Entwick lung der mechanischen
Allodynie der rechten Pfote. Darstellung der Flache unter den
PWT-Kurven. Dargestellt sind die Mittelwerte + Standardfehler
(SEM), je n=6.
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4.4 Effekte von DMSO und ACSF auf die induzierte Neropathie

4.4.1 Wirkungen von DMSO und ACSF auf die Auspragug der
mechanischen Allodynie der linken Pfote

Die Verlaufskurve fur die Entwicklung der mechahisa Allodynie (Abbildung 24) an
der linken Pfote zeigt einen fir die Kontrollgruppe erwartenden typischen Verlauf.
Man erkennt einen stetigen Abfall der MesswerteTtzig 8. Danach pendeln sich die
Werte um einen Mittelwert von 20,9 g £ 1,4 g einie ntwickelte mechanische
Allodynie lasst auf eine zu erwartete Neuropatldelis3en. Die PWT-Verlaufskurve
der neuropathischen (linken) Pfote in der Gruppe, BMSO erhielt, verlauft nach
Applikation, mit Ausnahme von Tag 14, oberhalb demtroligruppe (NaCl) und
oberhalb der Gruppe in der ASCF appliziert wurdebkifdung 24). Dieser
antinozizeptive Trend ist zu keinem Zeitpunkt stéch signifikant im Vergleich zur
ACSF-Kurve und der der Kontrollgruppe. Ab Tag 3l&eft die Kurve der ACSF-
Gruppe dauerhaft, bis Tag 14, unterhalb den Kudemanderen zwei Gruppen. Auch
hier ist der pronozizeptive Trend zu keinem Zeifdusignifikant. Die pronozizeptive
Entwicklung aller Gruppen tber die zeitliche Dades Versuches war zu erwarten und
bestatigt den Erfolg der Auspragung eines neurdgatbn Schmerzes an der linken
Hinterpfote. Die PWT-Kurven der DMSO- und der ACGFRippe unterscheiden sich

zu keinem Zeitpunkt signifikant untereinander undder der Kontrollgruppe.

Die Flachen unter der PWT-Kurve der NaCl- (KonghlDMSO- und ACSF- Gruppe,
welche die Gesamtwirkung der Substanzen auf dihamsche Allodynie darstellen,
unterscheiden sich tendenziell, aber nicht statistsignifikant voneinander (ACSF vs.
Kontrollgruppe p=0,650), DMSO vs. Kontrollgruppep£0,744), DMSO vs. ACSF
(p=0,261)). Dargestellt sind die Flachen unter denTPWurven fur die Entwicklung
der mechanischen Allodynie der linken Pfote in Adilong 25.
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Abbildung 24: Effekt von NaCl (Kontrolle), ACSF und

Entwicklung der mechanischen Allodynie der linken P

DMSO auf die

fote

Uber 14 Tage. Darstellung des PWT in Gramm. Dargestellt sind

die Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je n=6.
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Abbildung 25: Effekt von NaCl (Kontrolle), ACSF und
Entwicklung der mechanischen Allodynie der linken P
Darstellung der Flache unter der PWT-Kurve. Dargestellt sind die

Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je n=6.
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4.4.2 Wirkungen von DMSO und ACSF auf die Auspragug der
mechanischen Allodynie der rechten Pfote

In der Kontrollgruppe zeigen sich bei den rechteicht operierten) Pfoten tber den
gesamten Beobachtungszeitraum von 14 Tagen nurggeadige, Schwankungen der
PWT um einen Wert von 42,2 g £ 1,9 g (siehe Abbilgli26). Es findet demnach
erwartungsgemald keine Ausprdgung einer mechaniséliedynie statt. Bei den

Tieren, die DMSO und ACSF erhielten, zeigt sich réaks ein konstanter PWT-
Kurvenverlauf. Die geringen Schwankungsdifferengerd weder untereinander noch
im Vergleich zu der Kontrollgruppe signifikant. keiner der Gruppen bildet sich an

der rechten Pfote eine mechanische Allodynie aakgsAbbildung 26).

Die Flachen unter der PWT- Kurve der NaCl- (KorlglplDMSO- und ACSF- Gruppe,
welche die Gesamtwirkung der Substanzen auf dihamesche Allodynie darstellen,
unterscheiden sich nicht statistisch signifikamieioander. Dargestellt sind die Flachen
unter der Kurve fur die Entwicklung der mechanisciAdlodynie der rechten Pfote in
Abbildung 27.

Fazit:
Es konnte kein signifikanter Einfluss von DMSO u@SF auf die Entwicklung der
mechanischen Allodynie nachgewiesen werden. Di€sgebnis gilt sowohl fur die

rechte (nicht operierte) Pfote als auch fur dikdineuropathische) Pfote.
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Abbildung 26: Effekt von NaCl (Kontrolle), ACSF und

Entwicklung der mechanischen Allodynie der rechten

DMSO auf die

Pfote

Uber 14 Tage. Darstellung der PWT in Gramm (Mittelwerte *

Standardfehler (SEM)), je n=6.
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Abbildung 27: Effekt von NaCl (Kontrolle), ACSF und

Entwicklung der mechanischen Allodynie der rechten

DMSO auf die

Pfote.

Darstellung der Flache unter der PWT- Kurve. Dargestellt sind die
Mittelwerte + Standardfehler (SEM), je n=6.
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5 Diskussion

5.1. Operative MalRnahmen und Tiermodell

Anéasthesie

Die Tiere werden unter Allgemeinanasthesie im Tasiestadium operiert. Die
Anasthesie wird mit Pentobarbital als intraperiteelnjektion entsprechend dem
Gewicht des Tieres eingeleitet und aufrechterhalfamtobarbital ist ein seit langem
verwendetes, in der Versuchtiermedizin bewdahrteskdikum ohne analgetische
Wirkung (Adams and Branson 2001). Jedoch hat Partdhl eine relativ geringe
therapeutische Breite und lange NachschlafzeitenFplge. Auch sind intraoperative
Tierausfalle als ,Narkosezwischenfélle® festzustell Mogliche Ursachen hierfur
kénnen geringe Uberdosierungen oder aber auch w@asdapressive Potential von
Pentobarbital sein (Borison 1978). Andere Anaskiactiaben vermutlich Einfluss auf
die glycinerge und glutamaterge NeurotransmissioB. (Ketamin (Detsch and Kochs
1997)) und kommen aus diesem Grunde nicht in Frag®algetisch wirksame
Anasthetika werden im Bereich der Schmerzforschuygmieden. Man will
Interaktionen der Substanzen untereinander vermeaide dadurch ausschlief3lich die
Eigenwirkung von applizierten Analgetika auf die spuagung und Entwicklung von
neuropathischen Schmerzen darstellen. Des Weitgiante durch den Einsatz von
analgetisch wirksamen Andasthetika die Vergleichbiankit anderen Schmerzstudien in
Frage gestellt werden.

Aus Griunden des Tierschutzes ist jedoch ein déatliEntwicklungsbedarf fir ein
adaquates intra- und postoperatives Schmerzmanagengegeben. Unsere
Arbeitsgruppe ist sich dieser Notwendigkeit bewussetl hat Vorschlage fur die
Analgesie erarbeitet, die in Folgeprojekten umgseterden sollen. So ist es
beispielsweise sinnvoll, um Effekte von analgetestiNarkotika auf die Auspragung
neuropathischer Schmerzen ausschlieBen zu konneaitergv ,Analgetika-

Kontrollgruppen® in einen Versuch mit aufzunehmen.
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Intrathekale Katheterisierung

Die intrathekale Katheterisierung ermdglicht die phkation der zu testenden
Substanzen direkt an den Ort des Geschehens: daslbmn. Durch deren Injektion
direkt in den Subarachnoidalraum, auf H6he des laiméarks, wird zuverlassig und
unmittelbar der Ort der primaren Schmerzverarbgituerreicht. Somit wird
sichergestellt, dass die Test-Substanzen entsprécheer Dosis Wirkung zeigen
kénnen, ohne auf dem Weg dorthin Abbauprozessenurzierliegen. In dieser
Untersuchung eignet sich der intrathekale Katheteesonders, da eine
Miniinfusionspumpe direkt an den Katheter angesdda werden kann, die die
Langzeitapplikation in den Subarachnoidalraum étlau Nachteil dieser
Kathetertechnik ist der operative Aufwand und d&emd verbundene zuséatzliche
Belastung der Tiere, ebenso wie die spezifischeiajische Erfahrung des Operateurs.
In vorangegangenen Studien ist immer wieder auct &irol3zahl der Tiere aufgrund
zentraler Lahmungserscheinungen, verursacht durchie dintrathekale
Katheterimplantation ausgefallen. Um dies zu vedee] wurden in der vorliegenden
Untersuchung spezielle ,rat intrathecal cathetegt &irma DURECT Cooperation
eingesetzt, die speziell fur diese Fragestellungiekelt worden waren. Diese Katheter
haben einen geringeren Auf3endurchmesser und sthdataleichter zu implantieren.
In unseren Untersuchungen hatten wir aufgrund digsebesserten Methodik eine
Tierausfallquote von nur 15%. Aul3erdem war keinr Tiabei, das aufgrund zentraler

Lahmungserscheinungen ausfiel.

CCI-Modell fur neuropathischen Schmerz

Verlassliche und reproduzierbare Tiermodelle fluropathischen Schmerz befinden
sich seit Jahrzehnten in der Entwicklung und uegen aufgrund von neuen
Erkenntnissen immer wieder auch Weiterentwicklundgei® Herausforderungen bei
der Etablierung solcher Modelle bestehen in derepr&duzierbarkeit, vor allem aber
auch in der Madoglichkeit, neuropathischen Schmerz Theren messen zu kénnen.
Schmerz ist immer eine subjektive Empfindung undTieren im Verhaltenstest eher
als ,eine Reaktion, die auf eine unangenehme Wahnoag hinweist” zu verstehen
(Hogan 2002). Ein weiterer elementarer Punkt beiktablierung solcher Tiermodelle
ist deren realistische Ubertragbarkeit auf das emathische Schmerzgeschehen beim

Menschen.
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Die meisten Tiermodelle fur neuropathischen Schnsemd mit Ratten und M&usen
entwickelt worden, wobei sich viele Modelle auf din ischiadicus bei der Ratte

fokussieren. Grunde daflr sind die Grol3e und Augprg dieses gemischten Nerves,
die gute Erreichbarkeit und die von ihm innervierereiche. Hierzu zahlt auch die
Unterseite der Hinterpfote, die sich gut als ,Tiéstie” in Verhaltensuntersuchungen

eignet.

Bisher sind verschiedenste Methoden wie Resek@@rgngulation und Reizung des
gesamten Nervenstranges oder von Teilen davon iz@ugung von neuropathischem
Schmerz in diesen Tiermodellen angewendet und reeitwickelt worden.

Bei dem Neuroma Modell (Wall and Devor 1983) zwid der gesamtdl. ischiadicus
ligiert und ein Teil reseziert. Probleme, die naibsen Operationen auftraten, waren
vor allem die ektope Aktivitat der Nervenstumpfe s bihin zu volliger
Empfindungslosigkeit. Auch wurde bei diesem Moddlér ein hohes Mal3 an Belecken
und Zerbeil3en der neuropathischen Pfote (Autotob@aghtet (Wall and Devor 1983).
Als Weiterentwicklung der totalen Nervenresekticst man dazu Ubergegangen,
Teilabschnitte zu ligieren oder zu resezieren. Diaglell der “Chronic Constriction
Injury” (Bennett and Xie 1988) wurde inzwischenvielen Studien zur neuropatischen
Schmerzforschung etabliert und ermdglicht deshailthadie Vergleichbarkeit dieser
Studien.

Das CCI-Modell erméglicht eine gut durchfihrbarepmoduzierbare und verlassliche
Auslésung einer peripheren Mononeuropathie. Die idarzielten Ergebnisse sind
untereinander vergleichbar. Auch ist die kontrakdee Seite nicht, wie in anderen
Modellen (Arguis, Perez et al. 2008), von der Epkihing einer Neuropathie
beeinflusst. Eine wie bei Bennett und Xie (1988kdigiebene Autotomie hat in

unseren Untersuchungen nicht stattgefunden.
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5.2 Verwendete Substanzen

Dimethylsulfoxid (DMSO)

DMSO ist eine farblose, gering toxische amphiplfiléssigkeit, die sowohl lipophile
als auch hydrophile Eigenschaften aufweist. Dadwetiligt es Uber eine gute und
schnelle Penetration von biologischen Membranenenktls wirkt DMSO als

Penetrationsbeschleuniger. Dies wird insbesondeet der Anwendung von

Arzneimitteln auf der Haut genutzt. Haufig wird DKAIS auch als potentes
Losungsmittel eingesetzt. Eine eigene pharmakatbgiswirkung von DMSO wird

allerdings diskutiert. Verschiedene Studien untehsen antiinflammatorische,
lokalan&sthetische, antibakterielle und antithronsicbe Wirkungen. Ein Einfluss auf
die Nozizeption wird in zahlreichen Studien begtitiDabei wurden sowohl
antinozizeptive Wirkungen (Becker, Young et al. 99&vans, Reid et al. 1993;
Kubota, Fujibayashi et al. 1998; Frey 2002; Coluddaione et al. 2008) als auch
pronozizeptive Wirkungen bei subkutaner Applikatrmachgewiesen (Colucci, Maione
et al. 2008). Die Anwendung von DMSO als Losungsghih der Schmerzforschung ist
deshalb mit Skepsis zu betrachten.

In dieser Untersuchung war die Wirkung von Losunigstn zur Wirkstoffapplikation
in den intrathekalen Raum auf das nozizeptive Merhader Ratte eine eigene
Fragestellung. DMSO wurde in einer Untersuchungggeu auf eine eigene
pharmakologische Wirkung in Hinblick auf die Auspuig der mechanischen
Allodynie getestet. DMSO zeigte im Vergleich mitrdéntroligruppe (NaCl) bei der
Messung des PWT der linken Pfote eine geringgraaig@ozizeptive Tendenz.

Es konnten allerdings keine statistisch signifikantynterschiede zwischen der DMSO-
und der Kontrollgruppe festgestellt werden.

Eine weitere Beobachtung bezieht sich auf die Vadueg von 100%igem DMSO in
Verbindung mit den in dieser Untersuchung verweselntrathekalkathetern der
Firma DURECT Cooperation, ALZET osmotic Pumps. Bir Entfernung der
Miniinfusionspumpe 24 Stunden nach Implantation! figuf, dass sich die
Polyurethankatheter vor allem am Ubergang zwisdRempe und Katheter milchig

verfarbt hatten und der Katheter in diesem Berdildtiert war (siehe Abbildung 28).
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Diese Beobachtung wurde ausschlief3lich in der DMSQppe gemacht, was darauf
schlieRen lasst, dass das DMSO das Polyurethadatleeter angegriffen hat.

Dilatation und farbliche
Veranderung der
Katheter

Abbildung 28: Foto der veranderten Pumpen-Katheter-  Kombination der DMSO-
Gruppe (oben), im Vergleich zu einer unveranderten.

Die aulRerliche Unversehrtheit und Durchgangigkeit idatheter waren nach wie vor
gegeben. Aufgrund dieser Feststellung, dass esldveVerwendung von 100%igem
DMSO in Verbindung mit den Intrathekalkathetern &&ma DURECT Cooperation,
ALZET osmotic Pumps zu Veranderungen der Kathetenrkt, sollte reines DMSO
nicht als Lésungsmittel in diesen Kathetern vervetwaeerden.

Natriumchlorid (NaCl)

In dieser Untersuchung wurde eine isotonischenitvathlorid-Losung (0,9% NacCl)
verwendet. Eine eigene pharmakologische AktivitéitHinblick auf die Beeinflussung
der Nozizeption war nicht zu erwarten. Die physgche Natriumchlorid-Losung
fungierte in unserem Versuch fur alle Nocistatinsi2oungen als Ldsungsmittel.
Nocistatin ist darin sehr gut l6slich. Des Weitensarde NaCl als Kontrollgruppe

verwendet.
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Artificial cerebrospinal fluid (ACSF)

ACSF wurde entwickelt, um die Eigenschaften voruri@hem Liquor nachzuahmen
und somit als Liquorersatz verwendet werden zu &inmmit dem Bestreben, die
Nervenzellen bestmoglich zu versorgen und wederretmen noch zu schadigen.
Bestandteile sind NaCl, KCI, NaRQ,, MgSQ,, Glucose und aqua dest.. Neueste
Studien empfehlen ACSF als Spillésung fir neurortalegriffe an Stelle von
physiologischer Kochsalzlosung (Kazim, Enam et2410). In einer patch-clamp-
Studie ist man noch einen Schritt weiter gegang®h hat NaCl als Bestandteil von
ACSF durch equi-osmotisches Glycerol ersetzt undhitsalie Lebensdauer von
neuronalen Zellem vitro im Vergleich zur Behandlung der Zellen mit herkolehen
ACSF deutlich verlangert, da die Zellen nicht voasgv eintretenden Glonen
geschadigt werden kénnen (Ye, Zhang et al. 2006)SRA wurde in der vorliegenden
Untersuchung als Lésungsmittel in einer eigenenp@eugetestet, mit der Uberlegung
es in weiteren Versuchen als neuro-affines Losurtggm bei intrathekalen
Applikationen verwenden zu konnen. Auch die ACSkyipe unterlag der
Fragestellung, ob die Substanz ggf. eine eigenenmialogische Wirkung auf die
Auspragung von neuropatischem Schmerz hat. Es wurkleine signifikanten
Unterschiede zwischen den Ldsungsmitteln DMSO, AG8E NaCl (Kontrolle)
festgestellt. Auch waren in der ACSF-Gruppe keineraviderungen an den Mini-
Infusionspumpen oder an den Kathetern festzustel®@SF scheint also ohne
Einschrankung als Vehikel fir Testsubstanzen in Sidimerzforschung geeignet zu

sein.

5.3 Tierschutzaspekte: Analgesie, Monitoring, Gewidsverlaufe,
klinische Beobachtungen und Entwicklung eines PaiBcores

Schmerzforschung ist stets eine Herausforderung fiie Wissenschatft.
Schmerzbekampfung bei Tieren ist im § 1 des Tienzgesetzes geregelt, der besagt:
.Niemand darf einem Tier ohne verninftigen Grundhr8erzen, Leiden oder Schaden
zufiigen®. Erkennung und Quantifizierung von Schragerist bei Tieren eine besondere
Herausforderung. Da Schmerz eine subjektive Emotsbn kann der Mensch nur

aufgrund eigener Erfahrungen die Schmerzen eirgginterpretieren (Sager 2010).
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Da Schmerz laut Definition eine subjektive Empfinduist (siehe 1.1) und der
Entwicklung eines neuropathischen Schmerzes sehmplexe und vielfaltige
Pathomechanismen zu Grunde liegen, sind Verhaltéexsuchungen am lebenden Tier
unerlasslich, um Effekte von potentiellen Therap@uauf das Schmerzverhalten zu
untersuchen. Dies@ vivo Untersuchungen zur Erforschung von Schmerzmeamamis
und zur Wirkweise von einzelnen Substanzen konmeh sollten durch weitere z.B.
Laboruntersuchungen erganzt werden (z.B. Patchpelessungen und
immunbhistologische Untersuchungen).

Obwohl sich die Schmerzforschung in den letzten rzédinten drastisch
weiterentwickelt hat, sind das Schmerzmanagememhtas endgultige Verstandnis der
Zusammenhange in der Schmerzentwicklung bis henbeftiedigend. Ein Grol3teil
von Verhaltensstudien wurde mit freiwilligen humari&robanden durchgefihrt und hat
einen Einblick vor allem in die menschliche Schreempfindung gegeben. Die
Erforschung von molekularen und zellularen Zusanmagen und die Untersuchung
neuer therapeutischer Substanzen in der Schmeshtorg machen den Einsatz von

Tiermodellen unumgéanglich (Mogil, Davis et al. 2D10

Die Unerlasslichkeit, an lebenden Versuchstierenfanschen, stellt einen hohen
Anspruch an die Wissenschaftler und verlangt natdtiger Verbesserung von
Methoden und Modellen. Diesen Anspruch, die 3 R'sTierversuchen umzusetzen
sollte jeder Wissenschatftler haben, der mit lebenteren betraut wird. Die 3 R’s in
der Labortiermedizin stehen fir ,Refinement, Reorct und Replacement”
(Verfeinerung, Reduktion und Ersatz) und wurdertnestgs von Russell und Burch
(1959) erwahnt und bilden bis heute eine wichtigegébe flr das wissenschaftliche
Arbeiten mit Versuchstieren (Balls and Straugha®6)9

Eine wesentliche methodische Verbesserung in unsémeersuchung bestand darin,
dass die bisher in unserer Arbeitsgruppe ublichmkeden PE10 Katheter durch
spezielle Intrathekalkatheter fiir Ratten ersetaiden. Die Tierausfallquote konnte

dadurch im Vergleich zu vorhergehenden Untersuchongeutlich gesenkt werden.
Des Weiteren wurde im Verlauf der vorliegenden Wiehung ein Pain Score fir
neuropathischen Schmerz bei Ratten entwickelt, dike Beurteilung des

Allgemeinbefindens und den Grad der Belastung oheénen Tiere in zuklinftigen
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Studien erleichtern soll und dem Untersucher gidig einen eindeutigeren Hinweis
auf den Zeitpunkt fir eine moglicherweise notwendgrdende Euthanasie des Tieres

geben kann.

5.4 Postoperative Auspragung der Allodynie in der lbntrollgruppe
und Evaluation der Verhaltensuntersuchungen

Die Auspragung einer mechanischen Allodynie an dieken traumatisierten
Hinterpfote konnte bei den Tieren der Kontrollgrapgindeutig nachgewiesen werden.
Es besteht ein signifikanter Unterschied des Pfatkzugsschwellenwertes im
Vergleich von Tag 0 zu Tag 14 zwischen der rechiah der linken Pfote. Es handelt
sich hierbei also um ein geeignetes Tiermodell fine Untersuchung zur
Beeinflussung neuropathischer Schmerzen.

Die Verhaltensuntersuchungen wurden mit einer bewdhund speziell fur diesen
Zweck entwickelten Apparatur durchgeftihrt. Das Aestometer zur Bestimmung der
mechanischen Allodynie stellt eine Weiterentwiclguder manuell anzuwendenden
.von Frey" Filamenten dar und ist in der Praxisrsght einsetzbar. Der Aufbau der
Apparatur erméglicht eine prazise Positionierung Meetallfilaments unter der Pfote
und ist durch die 3-Dimensionalitdit auch bei Sclatiting der Pfote prazise
anzuwenden. Die digitale Anzeige von Kraft und &inoglicht dariiber hinaus eine

genaue Dokumentation.

Unter Tierschutzaspekten ist diese Verhaltensmegsslenfalls als gut geeignet zu
betrachten: Die Tiere kénnen sich frei in ihrer &istichungsbox bewegen und werden
keinem Stress durch Fixation ausgesetzt. Allen ehiewird vor den eigentlichen
Messungen eine Gew6hnungszeit in der Apparaturstageen. Die Messapparatur ist
so konstruiert, dass die Reizbelastung in dem Madrbeandet wird, in dem das Tier
die Pfote wegzieht. Sobald ein Reiz unangenehm wndtldas Tier dieses durch eine
Wegziehreaktion der Pfote signalisiert, wird diedgieng augenblicklich beendet. Das

Tier ist keinen weiteren Schmerzen oder gar Vaulggen ausgesetzt.
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5.5 Einfluss von Nocistatin auf die induzierte Neurpathie

In dieser Untersuchung konnte zu keinem Zeitpums dntersuchungszeitraumes ein
signifikanter Effekt verschiedener Nocistatin-Desiggen auf die Entwicklung des
nozizeptiven Verhaltens nach ,,Chronic Constrictiojury” festgestellt werden. Dieses
Ergebnis gilt sowohl fur die linke (neuropathische$ auch fur die rechte (nicht
operierte) Hinterpfote. Die inhibitorische Neuratsaission im Dorsalhorn des
Ruckenmarks ist in erheblichem Ausmal} an der Ektwig von neuropathischem
Schmerz beteiligt (Woolf and Salter 2000). Insbesoa die Dysfunktion des
komplexen  Zusammenspiels zwischen exzitatorischend u inhibitorischer
Signaliibertragung konnte als wesentlicher pathdgeher Faktor identifiziert werden.
Durch seine Doppelfunktion in der Neurotransmissiomm einen als inhibitorischer
Neurotransmitter, zum anderen als obligater NMDA¢t¢or Koagonist an der
exzitatorischen Synapse, spielt Glycin zweifelsfiai der pathophysiologischen
Entwicklung von neuropathischen Schmerzen eineiSsklrolle. Aus diesem Grunde
konnen sowohl Verdnderungen am GIlyR als auch am ARIOlas nozizeptive
Verhalten beeinflussen. So kann einerseits einemVfglerung der glycinergen
Inhibition durch Hemmung der Glycinfreisetzung (ltOkuda-Ashitaka et al. 2001)
oder durch GlyR- Blocker im Dorsalhorn (Loomis, Kiavala et al. 2001) eine
Allodynie auslésen. Andererseits konnte gezeigtdeer dass Glycin- und GABA-
Rezeptor Agonisten, die Auspragung einer Allodyme¥mindern (Zeilhofer 2005).
Auch kann ein direkter Eingriff in die glycinergeetrotransmission, z. B. durch
kontinuierliche intrathekale Verabreichung von Gtyc die Entwicklung einer
mechanischen Hyperalgesie verhindern (Huang andpsim 2000). Die Autoren
schlussfolgern daraus, dass die Verminderung gtyger Aktivitat an der Entstehung

von pathologischem Schmerz beteiligt ist.

Das Neuropeptid Nocistatin (NST) hat signifikantéfekte auf die inhibitorische
Neurotransmission (Zeilhofer, Selbach et al. 2000)d kann dadurch einen
antinozizeptiven Effekt bei bereits etabliertem nopathischen Schmerz bewirken
(Muth-Selbach, Dybek et al. 2004). Diese antingzize Wirkung ist sehr
wahrscheinlich auf die Hemmung von Glycin-abhangigdiMDA-Rezeptoren
zurtckzufihren (Muth-Selbach, Dybek et al. 2004).
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In einigen Studien konnte ein Einfluss von intr&tdeverabreichtem NST auf die
Nozizeption im Tiermodell nachgewiesen werden (GkAdhitaka, Minami et al.
1998; Xu, Hashemi et al. 1999; Nakano, Minami e2@00; Muth-Selbach, Dybek et
al. 2004). In bisherigen Studien wurde Nocistaterapeutisch, d.h., nur bei einer
bereits ausgepragten Neuropathie, verabreicht. [Peiventive Einfluss von
kontinuierlich appliziertem Nocistatin war bisharkeiner Studie bearbeitet worden.
Aus diesem Grunde war es Ziel dieser Untersuchzmmdglaren, ob die kontinuierliche
subarachnoidale Verabreichung von NST Uber eineitraden von 24 Stunden,
beginnend unmittelbar im Anschluss an die expertgien induzierte
Nervenkonstriktion, die Entwicklung von mechanigci#dlodynie verhindern bzw.
beeinflussen kann. Eine weitere Grundlage fur déea¥dreichung von NST unmittelbar
nach der Nervenkonstriktion liefert die Erkenntrdsss die glycinerge inhibitorische
Kontrolle vor allem in der frihen Phase der Entwiok) von chronischen Schmerzen
nach einem Nerventrauma gestort wird (Dohi, Moeital. 2009). Die Umkehrung der
synaptischen Disinhibition in diesem friihen Stadikiimnte einen Therapieansatz bei

der Behandlung von neuropathischen Schmerzen bieten

Die in der Therapiestudie von Muth-Selbach et &004) nachgewiesenen,
dosisabhangigen pro- und antinozizeptiven Effekte Mocistatin, konnten in unserer
praventiv angelegten Untersuchung nicht bestatigtrden. Die verwendeten
Konzentrationen von Nocistatin, wurden den Dosigaimvorangegangener Studien
(Muth-Selbach, Dybek et al. 2004) angepasst. Daigte NST, als Bolus appliziert, bei
bereits etabliertem neuropathischem Schmerz, egretnozizeptiven Effekt. Die
Diskrepanz, dass Nocistatin bei bereits manifdstiemeuropathischem Schmerz einen
signifikanten Einfluss auf die Nozizeption zeigtahwend durch eine kontinuierliche
Verabreichung direkt nach Nervenkonstriktion keigngikanter Einfluss auf die
Entwicklung einer Allodynie darstellbar war, konmtef den zeitabhangigen Umbau der
glycinergen Neurotransmission zurtckzufihren sEs.ist moglich, dass Nocistatin
erst dann eine antinozizeptive Wirkung bewirkt, welre glycinerge Inhibition bereits
gestort ist. Vor diesem Hintergrund wére es tatséchfraglich, ob ein bereits
ausgepragter neuropathischer Schmerz durch eineeribfusion mit Nocistatin
beeinflusst werden kann. Es kdnnte aber auch daiss Nocistatin Uber einen noch

langeren Zeitraum (z. B. 7 Tage) appliziert werdeisste, um die Auspragung einer
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Neuropathie zu verhindern. Eine weitere Erklarunggiohkeit wéare, dass die
Rezeptoren an denen Nocistatin wirkt, aufgrund@arerinfusion von NST in unserer
Studie eine Toleranz entwickelten, wodurch Nodistaeine Wirkung mehr erzielen

konnte.

Diese Untersuchung gab erstmalig einen EinblicklienWirkung von Nocistatin, das
bereits in der Friihphase der Schmerzentwicklurgktisin den Ort der Verédnderungen
kontinuierlich appliziert wurde. Obwohl Nocistatim dieser Ausrichtung nicht in der
Lage war die Entstehung neuropathischer Schmerzewerhindern oder in ihrer

Auspragung zu mindern, bietet diese Untersuchumg wichtige Grundlage.
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6 Schlussfolgerung und Ausblick

In dieser Untersuchung wurde erstmalig der Effetth \Nocistatin als intrathekale
Dauerinfusion auf die Auspragung des nozizeptivamhgltens nach Induktion einer
Neuropathie bei der Ratte untersucht. Die kontiholee intrathekale Verabreichung
von Nocistatin in einem breiten Dosisspektrum hattelieser Untersuchung keinen
statistisch signifikanten Effekt auf die Ausbildungd Auspragung des nozizeptiven
Verhaltens bei der Ratte im CCI-Modell fir neurdpsthen Schmerz.

Die Tatsache, dass Nocistatin bei bereits mandestn neuropathischem Schmerz
einen signifikanten Einfluss auf die Nozizeption t,havdhrend durch eine
kontinuierliche Verabreichung direkt nach Nervendtoktion kein signifikanter
Einfluss auf die Entwicklung einer Allodynie fesstellen war, kann auf den
zeitabhangigen Umbau der glycinergen Neurotransomsauriickzufiihren sein. Es ist
maoglich, dass Nocistatin erst eine antinozizeptWérkung bewirkt, wenn die
glycinerge Inhibition bereits gestort ist. Aus diesJberlegung heraus stellt sich die
Frage, ob ein bereits ausgepragter neuropathistttenerz durch eine Dauerinfusion
mit Nocistatin beeinflusst werden kann.

Des Weiteren besteht auch die Méglichkeit, dassidtitin, um eine Auspragung der
Neuropathie zu verhindern, tUber einen noch langeteitraum appliziert werden
misste. Konkrete Fragestellungen hierzu ergebem @ics den Ergebnissen dieser
Untersuchung: Hat Nocistatin einen Einfluss aufiiwicklung von neuropathischem
Schmerz, wenn es Uber einen langeren Zeitraum. (Z.Taige) kontinuierlich appliziert

wird?

Diese Untersuchung gab erstmalig einen Einblicklisn Wirkung von Nocistatin als
kontinuierliche Applikation in der Frihphase deh®erzentwicklung direkt an den Ort
der Verénderungen. Trotz des Ergebnisses, dasstaticiin dieser Untersuchung nicht
in der Lage war die Entstehung neuropathischer cten zu verhindern oder in ihrer
Auspragung zu mindern, bietet diese Untersuchunge ébrundlage fir weitere
Untersuchungen. Die vorliegende Studie wirft eineih@ weiterer interessanter
Fragestellungen und Theorien auf. Zur Bestatigueged Theorien bedarf es weiterer
Forschung, vor allem in Bezug auf die konkrete Welse und den konkreten Wirkort /
Rezeptor fur Nocistatin.
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Nocistatin hat sein analgetisches Potential inreatlien Studien unter Beweis gestellt
und sollte als therapeutische Option in der Behargll und Pravention von

neuropathischen Schmerzen weiter im Fokus der Satfionscher bleiben.

Daruber hinaus konnte in dieser Untersuchung kgmfgcanter Unterschied zwischen
den intrathekal verabreichten Kontrollsubstanze@INBMSO und ACSF bei Messung
des nozizeptiven Verhaltens festgestellt werdeninziiell scheinen also alle

untersuchten Substanzen als Tragerlosungen im Ruahwo experimentellen

Schmerzstudien geeignet zu sein.

Der Einsatz von reinem DMSO ist bei der Verwendung ,rat intrathecal catheter”

von DURECT Cooperation, ALZET osmotic Pumps nichhtempfehlen, da es zu einer
Interaktion mit dem Kathetermaterial kommt. Der $atz von speziellen ,Rat
intrathecal catheters” der Firma Alzet senkt diesfallrate der Tiere deutlich, im

Vergleich zu herkdbmmlichen PolyethylenschlauchenBezug auf Ausfalle durch

zentrale Lahmungen.
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7 Zusammenfassung

Das endogene Neuropeptid Nocistatin (NST) hemmt HEieisetzung der zwei
wichtigsten schnellen inhibitorischen Neurotranseniim Ruckenmark, Glycin und
GABA. Intrathekal appliziertes NST modifiziert desabhéngig biphasisch
nozizeptives Verhalten bei einer bereits ausgeprélyeuropathie: Hohe Dosen wirken
pronozizeptiv, niedrige Dosen hingegen antinozizegm ehesten als Folge einer
Hemmung glycinabhangiger NMDA-Rezeptor Aktivierung-ragestellung der
vorliegenden Untersuchung war, ob eine kontinwkdi intrathekale Infusion von
niedrig dosiertem NST dber 24 Stunden, direkt im séuss an eine
Nervenkonstriktion, die Entwicklung von neuropathisn Schmerzen im Tiermodell
verhindern oder reduzieren kann. Die Untersuchumgigte nach Genehmigung der
zustandigen Behoérde im Modell der Chronic Constiicinjury (CCI) an ménnlichen
Wistar Ratten. Nach Konstriktion des link&h ischiadicus wurde Uber 24 Stunden
durch einen intrathekalen Katheter mittels eindokstan ausgeleiteten osmotischen
Mini-Infusionspumpe NST in finf Konzentrationen 0, 0,05, 0,5, 1 und 50 ugQ)
geldst in 200ul 0,9%igem NaCl infundiert (je n=A)s Kontrollgruppe dienten 6 Tiere,
denen nur NaCl intrathekal appliziert wurde. Ubieea Zeitraum von 14 Tagen wurde
jeden zweiten Tag die Auspragung der mechanischiedykie an beiden Hinterpfoten
mittels von-Frey Filamenten (Plantar Aesthesion)etgmessen. Die Ergebnisse der
Gruppen wurden mittels ANOVA und Dunnett post-hoestTl verglichen. In der
Kontrollgruppe entwickelte sich innerhalb von 14g&a eine mechanische Allodynie,
der Pfotenrtuckzugsschwellenwert (PWT) fur die linkenterpfote war signifikant
verkirzt. Auf der rechten Seite gab es keine Vezémugen. In keiner der
Interventionsgruppewar zu einem bestimmten Zeitpunkt ein signifikanteterschied
zur Kontrollgruppe beziglich des nozizeptiven Védres feststellbar. Auch der
gesamtanalgetische Effekt Uber 14 Tage (AUC) zdgieen signifikanten Unterschied
zwischen den Gruppen. Die Entwicklung einer meadren Allodynie im CCI-Modell
bei Ratten I&sst sich durch kontinuierliche intekile Gabe von NST lber 24 Stunden,
beginnend direkt nach der Konstriktion, nicht siigaint beeinflussen. Moglicherweise
muss NST uber einen langeren Zeitraum infundiendes, um die Entstehung einer
Neuropathie zu verhindern. Denkbar ist auch, dass Beeinflussung der
Glycinkonzentration im synaptischen Spalt durch N&3t im pathologischen Zustand,
nozizeptives Verhalten beeinflussen kann. Weitediile Untersuchungen sind

notwendig um diese Wirkweise aufzuklaren.
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8 Summary

8.1 Effects of the Neuropeptide Nocistatin on the d¢iceptive
Behaviour in a Chronic Pain Model for Neuropathic Rain in Rats

The endogenous neuropeptide NST (Nocistatin) itdithie two most important fast-
acting neurotransmitters in the dorsal horn: GAB# glycine. Intrathecally applied
NST dose-dependently modifies nociceptive behaviouran already developed
neuropathy in a biphasic manner: high doses resal{pronociceptive effect, low doses
act antinociceptive, as a consequence of a glydapending inhibition of the NMDA-
receptor. The present study investigated whetheictmtinuous intrathecal application
of low dose NST over a period of 24 hours in resgoto a nerve constriction reduced
or prevented neuropathic pain. It focused on thesld@ment of mechanical allodynia
as the most important symptom of neuropathic paimale Wistar rats after Chronic
Constriction Injury (CCIl). The spinal infusion ofvé different doses NST via
intrathecal catheters connected to an osmotic niugion pump was started directly
after the surgical procedure and lasted for 24 $ioline control group of animals (n=6)
received intrathekal NaCl 0.9%. The developmeninethanical allodynia in the rat’s
hind paw was measured every second day over ayipeataod. Mechanical allodynia
was assessed by means of “von Frey” filaments {&lakesthesiometer). The results
were statistically compared with analyses of varsa(ANOVA) and Dunett post hoc
test. The paw withdrawal threshold of the left mgd) hind paw was significantly
reduced in the control group, indicating mechaniaibdynia. Thus, mechanical
allodynia developed on the left side as expected. dNanges in paw withdrawal
threshold were detected on the right side.

Despite a wide range of doses used, the contingpusl application of NST had no
significant effect at any time point on the develgmt of mechanical allodynia.
Nociceptive behaviour of the injured paw develogemially in all groups compared
with the baseline values in all groups. Accordinglye total analgesic effect (area
under the curve) showed no significant differenedMeen the groups, which received
different doses of NST, and in comparison withabetrol group.

It could be conceivable that NST has to be adnmerest continuously over a longer
time period (up to 7 days) to have an impact ondineclopment of neuropathic pain.
Furthermore, it is possible that NST exerts onlyed@t on already established

neuropathic pain. Further investigations will beessary to elucidate this issue.
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9 Abklrzungsverzeichnis

ul Mikroliter

°C Grad Celsius

Abb. Abbildung

ACSF Artificial cerebrospinal fluid

AMPA a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaure
AMPAR a-Amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazol-Propionsaurezgptor
ATP Adenosintriphosphat

AUC Area under the curve (Flache unter der Kurve)
BDNF Brain Derived Neurotrophic Factor

CClI Chronic Constriction Injury

cr Chlorid-lon

Cm Zentimeter

D Tag

DMSO Dimethylsulfoxid

EPSP Exzitatorisches PostSynaptisches Potential
Fa. Firma

G Gramm

GABA y-Aminobutterséaure

GIn Glutamin

Glu Glutaminsaure

Gly Glycin

GlyR GlycinRezeptor

GlyT GlycinTransporter

GlyT1 GlycinTransporter 1

GlyT2 GlycinTransporter 2

I.p. Intraperitoneal

I.t. Intrathecal

IASP International Association for the Study ofriPai
IL Interleukin

IPSP Inhibitorisches PostSynaptisches Potential

K* Kalium lon
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KCC2 K'-Cl-Kotransporter

KCI Kaliumchlorid

Leu Leucin

Lys Lysin

MAPK Mitogen Aktivierte Proteinkinase

Mg?* Magnesium lon

MgSO, Magnesiumsulfat

M Milliliter

Mm Millimeter

Mm. Musculi

Mmol Millimol

N Anzahl der Tiere einer Gruppe

N/OFQ nociceptin/orphaninFQ

Na" Natrium lon

NaCl NatriumChlorid

NaH,POy Natriumhydrogenphosphat

NGF Nerv Growth Factor

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NMDAR N-Methyl-D-Aspartat Rezeptor

NST Nocistatin

OoP Operation

ORL Orphan-opioid-like

P2XIY Purinorezeptor

PE10 Polyethylenkatheter

PGE Prostaglandin-E

PTX PertussisToXin

PWL Paw Withdrawal Latency (Pfoten Rickzugs Latenz)
PWT Paw Withdrawal Threshold (Pfoten Riickzugs Sdleweert)
S (sec) Sekunde

S.C. Subkutan

SEM Standard Error of the Mean (Standardfehler)
SLC6 Sodium- and chloride- dependent neurotransmntithnmsporter

SPSS Statistik Program
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TNFa
TRPV-1
TTX-R
TTX-S
VIAAT

VGIUT
WDR-Neuron
z. B.

ZNS

Tumor Nekrose Faktax

Capsaicin Rezeptor

Tetrodotoxin resistente Natriumkanale
Tetrodotoxin sensible Natriumkanale
Vesicular Inhibitory Amino Acid Transporter
Vesicular Glutamat Transporter

wide dynamic range-Neuron

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem
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