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4. Einfuhrung in die Grundlagen

4.1 Neuropathische Schmerzen

4.1.1 Epidemiologie

Neuropathische Schmerzen stellen ein gro3es, gesundheitsokonomisches Pro-
blem dar. Schatzungsweise bis zu 5 Prozent der Allgemeinbevdlkerung in
Deutschland leiden derzeit an neuropathischen Schmerzen (Baron 2006a). Pro-
gnosen zufolge wird die Pravalenz in Zukunft noch weiter zunehmen, was auf
verschiedene Grunde zuruckzufuhren ist: Die allgemein hohere Lebenserwar-
tung, die steigenden Inzidenzen fur Erkrankungen, die Neuropathien verursa-
chen, und das aufgrund des medizinischen Fortschritts langere Uberleben der-
jenigen Patienten, die an mit neuropathischen Schmerzen assoziierten Erkran-
kungen leiden (Dworkin 2002). Daruber hinaus konnen Patienten mit neuropa-
thischen Schmerzen erheblich in ihrer Lebensqualitat eingeschrankt sein. So
mussen 93 Prozent der Erkrankten Medikamente gegen die Schmerzen einneh-
men, 76 Prozent suchen mindestens einmal im Monat anlasslich der Schmer-
zen einen Arzt auf, 43 Prozent leiden an Folgeerkrankungen und 52 Prozent
haben bereits Einbulen in ihrer Erwerbsfahigkeit erfahren missen (McDervotT
ET AL. 2006; Mever-RosBera ET AL. 2001).

4.1.2 Pathogenese

4.1.2.1 Nozizeptiver, inflammatorischer und neuropathischer

Schmerz

Die physiologische Funktion des Nervensystems hangt von den Nervenzellen
selbst, ihren Gliazellen sowie dem umgebenden Gewebe und Milieu ab. Kommt
es im Rahmen einer Entzindung zu Zellschaden im benachbarten Gewebe, so
werden Entzundungsmediatoren wie Prostaglandine, Zytokine, ATP, Kalium-
ionen als auch Serotonin freigesetzt und erregen Uber rezeptive periphere Ner-
venendigungen, die sogenannten Nozizeptoren, afferente unmyelinisierte C-

oder myelinisierte Ad-Fasern (siehe Tabelle 1). GleichermalRen kdnnen Noxen



wie Hitze, Kalte oder starke mechanische Reize zu einer Erregung der Nozizep-
toren fUhren. Bei einer Uberschwelligen Depolarisation der Nozizeptoren ent-
steht eine Serie von Aktionspotenzialen, die entlang des Axons ins zentrale
Nervensystem geleitet und dort zu einer Schmerzwahrnehmung mit wichtiger
Warnfunktion fur den Organismus bezuglich der drohenden oder bereits einge-
tretenen Schadigung des Gewebes verarbeitet wird. (Deetsen ET AL. 2006;

SitBErRNAGL & DesporouLos 2003)

Fasertypen nach afferent von efferent zu Durchmes- | Leitungsge-

Erlanger Lloyd u. serinpym  schwindig-

u. Gasser Hunt keit in /s
Aa I Muskelspindel Skelettmuskel 11-16 60-80
AB Il Mechanorezeptoren 6-11 30-60

der Haut
Ay Muskelspindel 1-6 2-30
Ad Il Hautafferenzen (Tem- 1-6 2-30
peratur u. ,schneller”
Schmerz)
B Sympathisch 3 3-15
praganglionare
Neurone
C v Hautafferenzen Sympathisch 0,5-1,5 0,25-1,5
(,langsamer* postganglionare
Schmerz) Neurone marklos

abgeéndert aus SieernacL & DesporouLos 2003

Tabelle 1: Nervenfasertypen

Der neuropathische Schmerz ist von diesem inflammatorischen und nozizepti-
ven Schmerz abzugrenzen, da er nicht Ausdruck einer Schadigung des Umge-
bungsgewebes ist, sondern vielmehr aufgrund einer direkten L&sion oder
Krankheit somatosensorischer Nervenstrukturen im peripheren oder zentralen
Nervensystem entsteht (Baron 2006a; Cruccu 7 AL. 2004). Verschiedene me-
chanische, entzindliche, metabolische und toxische Ereignisse kénnen flr die
Verletzung oder Erkrankung der nozizeptiven Afferenzen verantwortlich sein
(Bocker T AL, 2004) und ohne das Bestehen eines adaquaten Schmerzreizes
zur Bildung von Aktionspotenzialen fihren, die wie physiologische Erregungen

in die nozizeptiven Areale des Gehirns weitergeleitet werden und sich in einer



Schmerzempfindung auswirken. Bestehen neuropathische Schmerzen uber
einen langeren Zeitraum finden plastische Veranderungen sowohl im Rlcken-

mark als auch im Gehirn statt und die Schmerzen chronifizieren.

Die komplexen, multifaktoriellen Mechanismen, die zur Entstehung und Chroni-
fizierung der krankhaften Hyperexzitabilitat fihren, sind noch nicht im Detail be-
kannt. Im Folgenden werden die bisherigen Erkenntnisse zur Pathogenese neu-
ropathischer Schmerzen zusammengefasst. Dabei soll der Fokus auf den fir
diese Arbeit wichtigen peripheren Pathomechanismen von neuropathischen

Schmerzen liegen.

4.1.2.1 Axotomie

Bei einer partiellen oder vollstandigen Durchtrennung eines peripheren Nervs
mit Beschadigung der Myelinscheide und des Perineuriums entsteht am proxi-
malen Nervenstumpf durch Axonaussprossung ein Neurom, eine gutartige, kno-
tenformige Gewebsneubildung bestehend aus axonalen Regeneraten, Uber-
schiellenden Bindegewebs- sowie Schwannzell-Proliferaten (Bocker E£7 AL
2004). In den Zellmembranen oberhalb der Axotomie einschliel3lich des Neu-
roms und in benachbarten, intakten Nervenzellen verandert sich die Rezeptor-
und lonenkanalausstattung, unter anderem aufgrund von freigesetztem Nerven-
wachstumsfaktor (Baron 2006b) und weil die fur die nicht mehr vorhandene Ner-
venendigungen bestimmten lonenkanale nun in die Neurommembran eingebaut
werden (PreiFFer & WEILLER 2001). So akkumulieren zum Beispiel spannungsab-
hangige, Tetrodotoxin-sensible und -resistente Natriumkanale, a-Adrenozepto-
ren sowie TRPV1-Rezeptoren, die die Nervenfasern Ubererregbar machen und
die Entstehung von Aktionspotenzialen an atypischer Stelle, also ektop, verur-
sachen (Baron 2006b; WooLr & Mannion 1999).

Die Nervenfaseranteile distal der Axotomie sind von der Versorgung durch den
Zellkern abgeschnitten. Auflierdem fehlt durch die Beschadigung der Myelin-
scheide und des Perineuriums eine Leitstruktur fur die Regeneration des proxi-
malen Nervenabschnitts. Die betroffenen distalen Nervenfaseranteile werden im
Zuge der Waller-Degeneration vollstandig abgebaut (Bocker 7 a. 2004). Dabei

kommt es unter anderem zur Aktivierung von Makrophagen (Sommer ET AL. 1995)
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und zur Ausschattung von proinflammatorischen Mediatoren, die die Erregbar-
keit der Nervenfasern weiter steigern (MoaLem ET AL. 2006; PreiFFER & WEILLER
2001).

4.1.2.2 Demyelinisierung

Eine mechanisch, entzindlich oder metabolisch bedingte segmentale Demyeli-
nisierung fordert an der entmarkten Stelle ebenfalls ektope Erregungen. Auf-
grund der Demyelinisierung entsteht ein Leitungsblock, sodass die Erregung an
den betroffenen Nervensegmenten nicht weitergeleitet werden kann. Die Mem-
bran depolarisiert immer weiter bis die Spannung ausreicht, um benachbarte,
unmyelinisierte Nervenfasern zu erregen und einen Nebenschluss, eine soge-
nannte Ephase, auszulésen. Ephasen auf C-Fasern verursachen ektope Erre-
gungen mit orthodromer Ausbreitung in Richtung Rickenmark sowie antidromer
Ausbreitung in die Peripherie mit Initiierung einer neurogenen Entzindung
(HerBerT & HoLzer 2002). Nebenschlisse auf postganglionare sympathische Fa-
sern haben zur Folge, dass das von ihnen ausgeschuttete Noradrenalin ortho-
drom mittels seiner vasodilatatorischen Wirkung ebenfalls zur neurogenen Ent-
zundung beitragt und antidrom ephatische Erregungen zwischen Spinalgang-

lienzellen begunstigt. (PreiFFer & WEILLER 2001)

Eine neurogene Entzindung wird durch die Freisetzung von Neuropeptiden aus
den Nervenendigungen von Ad- und C-Fasern aufgrund antidromer Leitung von
Erregungen verursacht. Zu den wichtigsten Neuropeptiden zahlen Substanz P,
Neurokinin A und Calcitonin Gene-related Peptide (CGRP). Sie verursachen
eine Vasodilatation, eine gesteigerte Gefallpermeabilitat mit daraus folgendem
Odem und die sekundére Ausschiittung von Entziindungsmediatoren wie Hista-
min, Serotonin, Prostaglandinen, Leukotrienen und Interleukinen (HEerBerT &
HoLzer 2002). Diese Mediatoren erhéhen zusammen mit den Neuropeptiden die
Erregbarkeit der C-Fasern (PreFFer & WEiLLErR 2001).

10



;r peripheres Nervensyslem Rickenmark r‘
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abgeéndert aus PreiFFer & WeiLLer 2001
Abbildung 1: Die Folgen einer Nervendemyelinisierung

Diese Abbildung zeigt eine Zusammenfassung der im Text genannten
Vorgédnge nach mechanischer oder entziindlicher Demyelinisierung von
Nervenfasern. An der Stelle der Demyelinisierung bilden sich ektope Er-
regungen, die im Falle eines Leitungsblocks abnorme Nebenschliisse,
sogenannte Ephasen, zu unmyelinisierten C-Fasern und postganglioné-
ren sympathischen Fasern verursachen. Das aus letzteren ausgeschlit-
tete Noradrenalin begiinstig antidrom Ephasen zwischen Spinalganglien-
zellen, wahrend es orthodrom zusammen mit den antidromen Aktionspo-
tenzialen der C-Fasern eine neurogene Entziindung auslést.

DRG = dorsal root ganglion, NA = Noradrenalin
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4.1.2.3 Immunologische und entziindliche Mechanismen

Neben der neurogenen Entzindung tragen noch weitere immunologische und
entztundliche Mechanismen zur Pathogenese neuropathischer Schmerzen bei.
Ihre Bedeutung wird angesichts der Beobachtung klar, dass alleine die Anwe-
senheit von Chromgut-Nahtmaterial in unmittelbarer Nahe des Nervus suralis
ohne das Vorhandensein einer Nervenlasion neuropathische Hyperalgesie aus-
I6st (Maves, Pechmvan, GesHART & MEeLLer 1993). Des Weiteren wurde nachgewie-
sen, dass die Schmerzwahrnehmung bei einer peripheren Nervenverletzung
positiv mit der Starke der Immunantwort korreliert. Eine Hemmung des Immun-
systems durch Dexamethason reduziert die Schmerzen, wahrend eine lokale
Stimulierung mit Hilfe von Freund-Adjuvant diese intensiviert (CLATWORTHY, ILLICH,
Castro & WaLTErs 1995). Daruber hinaus wurde gezeigt, dass Freund-Adjuvant
Hyperalgesie sogar bei intaktem Nervus ischiadicus verursacht (Eviav ET AL
1999). Neuropathische Schmerzen kénnen folglich durch immunologische und
entzindliche Mechanismen moduliert als auch unabhangig von einer Nerven-

verletzung ausgeldst werden.

Infolge einer Nervenlasion oder -entzindung werden Mastzellen aktiviert
(OLsson 1967) und Neutrophile, Makrophagen sowie T-Lymphozyten infiltrieren
den Nerv aus endoneuralen Blutgefalen (Baron 2006b; Eviav ET AL 1999;
MoaLem ET AL. 2005; MoaLem ET AL. 2006; Perry, Brown & Goroon 1987). Die Im-
munzellen und Schwannzellen setzen unter anderem Nervenwachstumsfaktor,
proinflammatorische Zytokine (TNF-a, Interleukin 1B und 6), Histamin, Prosta-
glandine, Serotonin und ATP frei (MoaLem 7 aL. 2006). Ein Teil dieser Mediato-
ren fordert die weitere Rekrutierung von Immunzellen (MoaLem 7 AL. 2006), an-
dere steigern die Erregbarkeit verletzter sowie unverletzter afferenter C-Fasern
bis hin zur Auslésung ektoper Erregungen (Baron 2006b; MarcHAND, PERRETTI &
McMaron 2005; Moatem et AL. 2006). Fur Serotonin und ATP beispielsweise
konnten axonale Rezeptoren mit einer direkten Erregbarkeits-steigernden Wir-
kung auf unmyelinisierte C-Fasern nachgewiesen werden  (CarLTon &
CocacesHALL 1997; IrNicH ET aL. 2002; LanG ET AL. 2002; MoaLem ET AL. 2005; Zerrz et

AL, 2002)
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4.1.2.4 Zentrale Chronifizierung

Schmerzleitende A- und C-Afferenzen enden in den Laminae | (marginalis) und
Il (gelatinosa) im Hinterhorn des Ruckenmarks und werden auf konvergente
Projektionsneurone in Lamina V, sogenannte wide dynamic range (WDR) Neu-
rone, umgeschaltet (DeeTsen £7 a. 2006). Namensgebend ist die Tatsache, dass
sie multimodale Informationen aus der Peripherie erhalten, sowohl was die
Qualitat (Ap-, Ad- und C-Fasern) als auch was die Intensitat der Reize betrifft.
C-Fasern haben eine erregende Wirkung auf die WDR-Neurone, wohingegen
A-Fasern einen direkten sowie Uber GABAerge Interneurone einen indirekten
hemmenden Einfluss auf sie austiben. Auch auf die prasynaptische Nervenen-
digung der C-Fasern wirken A-Afferenzen Uber GABAerge Interneurone inhibi-
torisch (PreiFrFer & WEeiLLErR 2001). Die Axone der WDR-Neurone kreuzen seg-
mental das Rickenmark, steigen mit Zuflissen vom Nervus trigeminus in den
Vorderseitenstrangbahnen, vor allem im Tractus spinothalamicus, zum Thala-
mus auf und erreichen von dort wichtige schmerzverarbeitende Areale des Kor-
tex (siehe Abbildung 2, 1). Deszendierende Nervenzellen des noradrenergen
Locus coeruleus und der serotoninergen Raphekernen hemmen die afferente
Schmerzleitung durch synaptische Kontakte zu den WDR-Neuronen, Interneu-
ronen und den Nervenendigungen von C-Fasern (siehe Abbildung 2, 2).
(AumULLER & ET AL 2007; SiLBerNAGL & DesporouLos 2003)

Einerseits kdnnen neuropathische Schmerzen chronifizieren, indem die erre-
genden Einflisse gebahnt werden, andererseits indem hemmende Einflisse

wegfallen.

Die C-Faser-Terminalen setzen Glutamat und Neuropeptide, wie beispielsweise
Substanz P, frei. Glutamat aktiviert AMPA-Rezeptoren der WDR-Neurone und
Substanz P Neurokinin-1-Rezeptoren, was im ersten Fall durch unspezifischen
Kationeneinstrom und im zweiten Fall durch Abnahme des Kaliumausstroms
eine Depolarisation der postsynaptischen Membran auslést. Eine langandau-
ernde Aktivitat der afferenten C-Fasern flhrt zur Sensibilisierung der WDR-Neu-
rone, was auch Langzeitpotenzierung genannt wird. Diese Sensibilisierung

kommt zustande, da Glutamat durch Depolarisation der WDR-Neurone einen
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Abbildung 2: Aufsteigende und absteigende nozizeptive Bahnen

1 Aufsteigende nozizeptive Bahnen: Ad- und C-Faserafferenzen werden im Hin-
terhorn des Riickenmarks auf sekundédre Neurone umgeschaltet. Diese kreu-
zen segmental das Riickenmark, steigen mit Zufliissen vom Nervus trigeminus
in den Vorderseitenstrangbahnen, vor allem im Tractus spinothalamicus, zum
Thalamus auf und gelangen von dort zu wichtigen schmerzverarbeitenden Are-
alen des Kortex.

2 Absteigende nozizeptive Bahnen: Deszendierende Bahnen mit Ursprung in
Kerngebieten des Mittelhirns hemmen die afferente Schmerzleitung durch sy-
naptische Kontakte zu Projektionsneuronen, Interneuronen und den Nervenen-
digungen von C-Fasern.
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Magnesiumionenblock von NMDA-Rezeptor-Kanalporen beseitig und Ca?'-
lonen in die Zelle einstrdomen kdénnen. Diese haben eine Aktivierung von Trans-
kriptionsfaktoren und Veranderung der Genexpression sowie eine Phosphory-
lierung des AMPA-Rezeptors mit erhéhter Offnungswahrscheinlichkeit zur Fol-
ge. Ab jetzt fuhrt freigesetztes Glutamat zu einer noch starkeren Depolarisation
der postsynaptischen Membran. (Deetsen £7 AL. 2006) Hinzu kommt, dass eine
periphere Nervenlasion Gliazellen des Rickenmarks aktiviert, die daraufhin ver-
mehrt Glutamat und Zytokine ausschitten (WieseLer-Frank, MaiEr & WATKINS
2005). Die genannten Mechanismen steigern die Erregbarkeit der WDR-Neuro-

ne, sodass fortan leichte Reize ausreichen, um eine starke Antwort auszulosen.

Auch der Wegfall inhibitorischer Einfliisse kann zu einer zentralen Schmerz-
chronifizierung beitragen. Das deszendierende hemmende System und die
hemmenden Interneurone verlieren mit der Zeit ihnre Wirkung, die Menge des in-
hibitorisch wirksamen Transmitters GABA sinkt und sowohl die GABA- als auch
die Opioid-Rezeptoren werden herunterreguliert (WooLr & Mannion 1999). Des
Weiteren induziert eine periphere Nervenlasion die Apoptose GABAerger Inter-
neurone (Moore £T AL. 2002). Ein Ausfall der A-Afferenzen, beispielsweise durch
eine demyelinisierende Neuropathie, enthemmt die C-Fasern und WDR-Neuro-
ne. All diese Mechanismen fihren zu einer ungeminderten Leitung nozizeptiver

Impulse ins Gehirn.

Mit der Positronenemissionstomographie, der funktionellen Magnetresonanzto-
mographie, der Magnetenzephalographie und weiteren bildgebenden Verfahren
kénnen auch im Gehirn Zeichen einer zentralen Chronifizierung der Schmerzen
nachgewiesen werden, wie zum Beispiel eine erhohte neuronale Aktivitat in den
klassischen schmerzverarbeitenden Arealen, eine Rekrutierung von zusatzli-
chen Hirnarealen, vielfaltige strukturelle Umbauprozesse und eine metabolische

Umstellung (SeiFerT & MaiHoFNER 2009).

All diese, zum Teil irreversiblen, Veranderungen bewirken eine Verstarkung der
Positivsymptomatik (siehe Tabelle 3) und eine Chronifizierung der Schmerzen,

die sehr schwierig zu therapieren ist und die es in jedem Fall zu verhindern gilt.
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4.1.3 Klinik

Als klassische Beispiele fur periphere neuropathische Schmerzsyndrome sind
die diabetische Polyneuropathie, die postzosterische Neuralgie, die Trigeminus-
Neuralgie und der Phantomschmerz nach Amputation eines Korperteils oder

Organs zu nennen (siehe Tabelle 2).

Die haufigsten neuropathischen Schmerzen

Fokale Neuropathien, Generalisierte Neuropathien,
Mononeuropathien Polyneuropathien

Periphere Postzosterische Neuralgie Diabetische Polyneuropathie

Neuropathien | Post-Mastektomie-Schmerz Alkoholinduzierte Neuropathie
Phantom-, Stumpfschmerz Neuropathie bei Hypothyreose
Trigeminus-Neuralgie Neuropathie bei Vitaminmangel
Chronische Radikulopathien durch Chemotherapeutika verur-
Posttraumatische Neuropathie sachte Neuropathie
Engpasssyndrome chron. inflammatorische Polyradi-

kuloneuropathie
Bannwarth-Syndrom (Borrelien-Inf.)
HIV-Neuropathie

Zentrale Ruckenmarksverletzungen Hirninfarkt (v.a. Thalamus, Hirn-
Neuropathien stamm)
Multiple Sklerose

abgeéndert aus Baron 2006a
Tabelle 2: Die hdufigsten neuropathischen Schmerzen

Die aufgefiihrten Erkrankungen machen (ber 80% der neuropathischen
Schmerzen aus.

Typisch sind eine vielfaltige, individuelle Kombination negativer und positiver
sensorischer Symptome (siehe Tabelle 3). Zu den negativen sensorischen
Symptomen zahlen Hypasthesie, Pallhypasthesie, Hypalgesie, Thermhypasthe-
sie und Anasthesie. Die belastungsunabhangigen, positiven sensorischen
Symptome untergliedern sich zum einen in spontane Missempfindungen wie
Parasthesie, einschielliende Schmerzattacken und anhaltender oberflachlicher
Schmerz, zum anderen in evozierte Schmerzen wie Allodynie und Hyperalge-
sie. (Baron 2006a; Hansson 2002)
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Negative und positive sensorische Symptome bei peripheren neuropathischen
Schmerzen

Hypasthesie Reduzierte Empfindung nicht
schmerzhafter Reize

Pallhypasthesie Reduzierte Empfindung
eines Vibrationsreizes
Negativsymptome Hypalgesie Reduzierte Empfindung
(Ausfallerscheinungen) schmerzhafter Reize

Thermhypéasthesie Reduzierte Empfindung
eines Warm- oder Kalte-

reizes
Anasthesie Empfindungslosigkeit
Parasthesie Nicht schmerzhafte, anhal-
tende kribbelnde Empfindung
Spont Mi EinschielRende Elektrisierende Schocks von
pontane WliSS- g hmerzattacken  Sekundendauer
empfindungen
Oberflachlicher Schmerzhafte anhaltende
Positivsymptome Schmerz Empfindung, oft brennend
Allodynie Normalerweise nicht
(mechanisch und | schmerzhafter Reiz I6st
Evozierte thermisch) Schmerz aus
Schmerzen Hyperalgesie Normalerweise leicht

schmerzhafter Reiz |6st star-
keren Schmerz aus

abgeéndert aus Baron 2006a

Tabelle 3: Negative und positive sensorische Symptome bei peripheren neuro-
pathischen Schmerzen

Von den meisten Symptomen ist das morphologische Korrelat bekannt. So sind
die Erregbarkeitssteigerung der C-Fasern und die ektopen Erregungen Erkla-
rung fur den plétzlich einschiefldenden Spontanschmerz und die Hyperalgesie
der Patienten, wahrend Ephasen zwischen A- und C-Fasern eine Ursache flr
die Allodynie darstellen konnten, bei der durch A-Fasern vermittelte nicht-
noxische, sensorische Qualitaten als schmerzhaft empfunden werden (PreiFFer
& WEiLLer 2001). Die Veranderung der Kanalausstattung nach Axotomie mit
zum Beispiel vermehrt exprimierten TRPV1-Rezeptoren in verletzen sowie in-
takten Nervenfasern erklart speziell die Allodynie auf Warme- beziehungsweise
Hitzereize (Baron 2006b). Die Waller-Degeneration des peripheren Axon-
stumpfes verursacht negative Symptome wie Hypasthesie und Hypalgesie
(PreiFFer & WEILLER 2001).
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Zu den zentralen neuropathischen Schmerzen zahlen Neuropathien, die bei-
spielsweise aus einem Hirninfarkt, einer Riuckenmarksverletzung oder Multipler
Sklerose resultieren (siehe Tabelle 2). Sie treten in der Regel erst Monate nach
Entstehung der Lasion oder Krankheit auf und sind insbesondere durch einen
permanenten, brennenden Dauerschmerz charakterisiert. (Baron 2006a;
Hansson 2002)

Neben den somatischen Beschwerden weisen neuropathische Schmerzen oft-
mals auch eine starke affektive Komponente auf, die sich in Folgeerkrankungen
wie Angststorungen, Depressionen sowie Schlafstorungen manifestiert und den
Leidensdruck der Patienten zusatzlich verstarkt. (McDermotT ET AL. 2006; MEYER-

RosBera £T AL. 2001)

4.1.4 Therapie

Um eine Chronifizierung der Schmerzen zu vermeiden und die Lebensqualitat
der Patienten zu verbessern, sollte so fruh und intensiv wie moglich mit einer in-

dividuellen, effektiven Schmerztherapie begonnen werden.

Ist eine Ursache der Neuropathie kausal oder im besten Fall sogar kurativ be-
handelbar, wie zum Beispiel eine gute Diabeteseinstellung bei schmerzhafter
Polyneuropathie oder eine Neurolyse bei Engpasssyndromen, so steht diese

Therapieoption an erster Stelle.

Die symptomatisch pharmakologische Behandlung wird bei Neuropathien ange-
wendet, deren Ursache nicht oder nur inadaquat kausal therapiert werden kann,
was bei 93 Prozent der Patienten der Fall ist (McDermotT ET AL. 2006). Nichtopi-
oid-Analgetika wie Ibuprofen, Aspirin und Paracetamol nehmen keinen hohen
Stellenwert ein, da sie sich bei neuropathischen Schmerzen wenig wirksam zei-
gen und zudem ein breites Nebenwirkungsspektrum bei Langzeitanwendung
aufweisen. Demgegenuber haben sich funf verschiedene Substanzgruppen als
evidenzbasierte Medikation zur potenten Schmerzreduktion etabliert: Kalzium-
Kanal-modulierende Antikonvulsiva (Pregabalin, Gabapentin), Natrium-Kanal-
Blocker (Carbamazepin, Lamotrigin), trizyklische Antidepressiva (Amitriptylin)

oder selektive Serotonin-Wiederaufnahmehemmer (Duloxetin, Venlafaxin),
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schwache Opioide (Tramadol, Tilidin) (Baron 2006a) und die intravendse Gabe
von Lokalanasthetika (Lidocain) (Mao & CHen 2000; TrRemonT-Lukats ET AL. 2005).
Sie werden gegenwartig einzeln oder in Kombinationen, unter Bericksichtigung
der Kontraindikationen und Nebenwirkungen sowie des individuellen Beschwer-
debildes als pharmakologische Basistherapie eingesetzt. Diese systemisch wir-
kenden Substanzgruppen kdnnen insbesondere bei gut lokalisierbaren neuro-
pathischen Schmerzen durch topische Behandlungsmdglichkeiten, zum Beispiel
Lidocain-Pflaster oder Capsaicinsalbe, erganzt werden. AulRerdem stehen
nichtmedikamentdose adjuvante Therapiemallnahmen wie die transkutane
elektrische Nervenstimulation, interventionelle Verfahren, Physio- und Ergothe-
rapie als auch Physikalische Therapie zur Verfligung. Psycho- und Verhaltens-
therapie sind ebenfalls ein wichtiger Bestandteil des multimodalen Therapiekon-
zepts. (Baron 2006a; Dworkin ET AL. 2007; FINNERUP ET AL. 2005)

Als realistisches Behandlungsziel bei neuropathischen Schmerzen ist eine
Schmerzreduktion um Uber 50 Prozent anzustreben. Eine vollstandige
Schmerzfreiheit kann in der Regel nicht erreicht werden. Die Gruppe der Non-
Responder ist mit 20 bis 40 Prozent der medikamentds therapierten Patienten
sehr grol3. Bei diesen Patienten spricht die Behandlung nicht wie erwartet an,
die Schmerzreduktion liegt unter 50 Prozent oder sie leiden an nicht tolerierba-
ren Nebenwirkungen. Bei Therapieresistenz und aulerst starken Schmerzen
konnen unter strenger Verlaufsiberwachung oft erfolgreich hochpotente Opio-
ide eingesetzt werden. Die Ultimo ratio bei Patienten mit deutlich eingeschrank-
ter Lebenserwartung stellen zudem neurochirurgische Verfahren dar, die einen
Teil des nozizeptiven System zerstoren, beispielsweise die Durchtrennung des

Tractus spinothalamicus. (Baron 2006a)
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4.2 Amitriptylin

4.2.1 Wirkungsmechanismen

Amitriptylin ist eine Substanz aus der Gruppe der Nicht-selektiven Monoamin-
Ruckaufnahme-Hemmer, oder nach der chemischen Grundstruktur auch Trizyk-
lische Antidepressiva genannt. Seit Jahrzehnten ist Amitriptylin einer der wich-
tigsten Wirkstoffe und oft die erste Wahl in der Therapie von neuropathischen
Schmerzen (Aktories £7 AL. 2005; DworkiN ET AL. 2007; Finnerup ET AL. 2005;
Saarto & Wirren 2007; VabaLouca ET AL. 2006). Es sind verschiedene Wirkungs-
mechanismen im zentralen und peripheren Nervensystem bekannt, wie es je-

doch zur Schmerzreduktion kommt ist noch weitestgehend ungeklart.

Méglicherweise ist die Monoamin-Wiederaufnahmehemmung im zentralen Ner-
vensystem fur die Schmerzreduktion unter Amitriptylineinnahme von Bedeu-
tung. Sie fuhrt zu einer Erhéhung der Serotonin- und Noradrenalinkonzentration
im synaptischen Spalt und unterstitzt so das deszendierende hemmende Sys-
tem (OncHENA & VAN HoupenHove 1993; SacerpoTe, BRiNi, ManNTEGAZZA & PANERAI
1987). Eine deutlich geringere Relevanz nehmen wahrscheinlich die agonisti-
sche Bindung von Amitriptylin an Opioidrezeptoren (HaLL & Ocren 1981) und der
antagonistische Effekt auf die NMDA-Rezeptoren im Rickenmark (Ca &
McCasuin 1992; EisenacH & GesHART 1995; McCasuin, Yu, Ho & SmitH 1992;
RevnoLbs & MiLLer 1988; Watanage, Saito & Ase 1993) ein, da die Bindungsaffini-
taten fur therapeutische Amitriptylinkonzentrationen beim Menschen zu gering

sind.

Dartber hinaus sind periphere Wirkungsmechanismen von Amitriptylin als
Grundlage der Schmerzreduktion denkbar. Die Hemmung von spannungsab-
hangigen Natrium- (Brau eT AL. 2001; Dick er aL. 2007; LerrLER, REIPRICH,
MonaraTrRA & Nau 2007; Nau, Seaver, Wane & Wanc 2000; WaneG, RusseLt & Wane
2004), Kalium- (GaLeotTi £7 AL. 1997; Punke & FriebericH 2007) oder Kalziumka-
nalen (Lavoie, BeaucHavr & ELE 1990; SHimizu, NisHibA & Yamawaki 1992), ebenso
wie der antagonistische Effekt auf nikotinische Acetylcholinrezeptoren

(ConnoLLy, BouLTeER & HEINEMANN 1992; GumiLAr ET AL. 2003) spielen an peripheren
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Nervenfasern im Bereich der therapeutischen Amitriptylinkonzentrationen maogli-

cherweise eine Rolle.

Eine Zusammenfassung Uber die vielen verschiedenen Angriffspunkte von Ami-
triptylin, unabhangig von ihrer Bedeutung fur die Schmerzreduktion, gibt Tabelle
4.

Pharmakologisches Profil von Amitriptylin in der Zusammenfassung
Wiederaufnahmehemmung Serotonin-Transporter
NA-Transporter
Rezeptorblockade as-Adrenozeptor
Hq-Rezeptor
mACh-Rezeptor
nACh-Rezeptor
NMDA-Rezeptor

lonenkanalblockade Na*-Kanal
K*-Kanal
Ca*-Kanal

Agonistischer Effekt Opioidrezeptor

abgeéndert aus Sinorup ET AL. 2005
Tabelle 4: Pharmakologisches Profil von Amitriptylin

4.2.2 Klinische Aspekte

In zahlreichen Studien und im klinischen Alltag hat sich herausgestellt, dass
neuropathische Schmerzen im Schnitt mit einer geringeren Amitriptylindosie-
rung erfolgreich gelindert werden konnen als Depressionen. Fur die Therapie
von neuropathischen Schmerzen werden Ublicherweise zwischen 20 und
100 mg Amitriptylin pro Tag verabreicht, wahrend bei Depressionen 50 bis 150
mg pro Tag notwendig sind (Axtories ET AL. 2005). Zudem lassen sich erste The-
rapieerfolge bei neuropathischen Schmerzen bereits wenige Tage nach Beginn
der Medikamenteneinnahme verzeichnen, wohingegen eine Besserung bei De-
pressionen nicht selten bis zu sechs Wochen auf sich warten lasst. (SaarTo &
Wirren 2007)

21



Die Wirkung von Amitriptylin auf neuropathische Schmerzen ist dabei vollig un-
abhangig von der psychischen Stimmungslage. Studien haben gezeigt, dass
sowohl depressive als auch psychisch stabile Patienten von einer Therapie mit
Amitriptylin profitieren kénnen. (Lewon & Bowvie 1989; Max eT aL. 1987; SaarTo &
Wirren 2007)

Die Wirksamkeit eines Medikaments druckt sich in der ,Number needed to
treat® (NNT) aus. Sie gibt die Anzahl der Patienten an, die pro Zeitintervall mit
dem Medikament behandelt werden missen, um das gewunschte Therapieziel
bei einem dieser Patienten zu erreichen. Die Behandlung von neuropathischen
Schmerzen gilt als erfolgreich, sobald eine dauerhafte Linderung der Schmer-
zen um mindestens 50 Prozent verwirklicht wird. Amitriptylin weist dabei im
Durchschnitt eine NNT von 3,1 auf, was ein vergleichsweise gutes Ergebnis ist,
wenn man sich beispielsweise den mittleren NNT-Wert von 6,8 der selektiven
Serotonin-Wiederaufnahmehemmer vor Augen fuhrt. (Saarto & Wirren 2007;
SINDRUP ET AL. 2005)

Es wurden bereits zahlreiche Studien zur Wirksamkeit von Amitriptylin bei ver-
schiedenen Grunderkrankungen mit neuropathischen Schmerzen durchgefuhrt.
Dabei hat sich gezeigt, dass Amitriptylin bei vielen Krankheiten sehr effektiv ge-
gen die Schmerzen ist, bei anderen wiederum keinen signifikanten Unterschied
zum Placebo erzielt. Eine grobe Ubersicht der NNT-Werte fir Amitriptylin bei

verschiedenen Arten von Neuropathien zeigt Abbildung 3.

Allgemein gelten schmerzhafte Polyneuropathie (Max et AL. 1987; VRETHEM ET AL.
1997), Schmerzen nach Herpes Zoster (Max £7 aL. 1988; WaTtsoN ET AL. 1982),
Schlaganfall (Lewon & Bowvie 1989) und Mastektomie (KaLso 7 aL. 1996) sowie
atypische Gesichtsschmerzen als gut mit Amitriptylin therapierbar. (DworkiN ET
AL. 2007; FINNEruP ET AL, 2005)

Nicht signifikant besser als ein Plazebo schneidet Amitriptylin bislang bei Phan-
tomschmerzen (Rosinson £7 AL 2004), durch HIV verursachte Neuropathien
(KieBurTz ET AL. 1998; SHLay ET aL. 1998), Ruckenmarksverletzungen (CARDENAS ET

AL. 2002), Tumorschmerzen bei fortgeschrittenem Tumorstadium und durch
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Cisplatin hervorgerufene Schmerzen ab. (DworkiN £7 AL. 2007; FINNERUP ET AL.
2005)

Neben der symptomatischen Therapie wurde Amitriptylin in wenigen Studien
auch auf seine Wirkung bezuglich der Schmerzpravention untersucht. Erfolgs-
versprechend lieRen sich Schmerzen nach Herpes Zoster (BowsHer 1997) und
Mastektomie (KaLso £7 aL. 1996) im Vergleich zu den Plazebogruppen deutlich
abschwachen oder die Patienten blieben zu einem hoheren Anteil sogar kom-

plett schmerzfrei.
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abgeéndert aus Sinorup ET AL. 2005
Abbildung 3: Numbers needed to treat fiir Amitriptylin

PNS = Periphere neuropathische Schmerzen, HZ = Schmerzen nach
Herpes Zoster, PNP = schmerzhafte Polyneuropathie, ME = Schmer-
zen nach Mastektomie

ZNS = Zentrale neuropathische Schmerzen, SA = Schmerzen nach
Schlaganfall, RR = Schmerzen nach Riickenmarksverletzung

Die Balken stellen das 95 Prozent Konfidenzintervall dar. Die GréR3e
der Punkte korreliert positiv mit der Anzahl der an den Studien teilge-
nommenen Patienten.
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Da Amitriptylin unter anderem durch das genetisch polymorphe Cytochrom-P 4s0-
2D6-Enzym metabolisiert wird, muss die Dosis individuell eingestellt werden
(Sinorup ET AL. 2005). 2-3 Prozent der europaischen Bevolkerung sind extrem
schnelle Metabolisierer, bei denen Amitriptylin in der Regel keine oder nur in
ungewohnlich hohen Dosen eine Wirkung erzielt. Demgegenuber wird das En-
zym bei 5-10 Prozent der Bevolkerung nicht exprimiert, sodass es bei diesen
Patienten zu starken, unerwiinschten Nebenwirkungen kommen kann. (AkToriEs
ET AL. 2005)

Anticholinerge Reaktionen und Sedierung dominieren in der Haufigkeitsvertei-
lung deutlich (VabaLouca T aL. 2006). Diese Nebenwirkungen sind zwar in der
Regel harmlos, konnen die Lebensqualitat der Patienten jedoch stark ein-
schranken und zu Complianceproblemen fuhren. Die Zahl der Patienten, unter
denen statistisch einer die Therapie aufgrund von unerwunschten Wirkungen
abbricht, wird analog zur NNT ,Number needed to harm“ (NNH) genannt. Fur
schwache Nebenwirkungen infolge von Amitriptylineinnahme betragt sie 6,
demzufolge geben circa 17 Prozent der Patienten die Therapie auf (Saarto &
Wirren 2007).

Fir starke Nebenwirkungen weist Amitriptylin eine NNH von 28 auf (Saarto &
Wirren 2007). Am gravierendsten ist der Einfluss auf die Herzfunktion, denn
Amitriptylin kann ebenso wie andere Trizyklische Antidepressiva schwere Herz-
rhythmusstorungen hervorrufen. Bei einer Tagesdosis Uber 100 mg, die in der
Schmerztherapie zwar nicht Ublich ist, bei Non-Respondern oder extrem schnel-
len Metabolisierern jedoch durchaus eingesetzt werden, besteht ein 2,2-fach er-
héhtes Risiko flr einen Myokardinfarkt (Ray er a.. 2004; Sinorup ET AL. 2005;

VabaLouca ET AL. 2006).
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Eine Zusammenfassung Uber die unerwlnschten peripheren und zentralen Ne-

benwirkungen von Amitriptylin gibt Tabelle 5.

Periphere Nebenwirkungen

mACh-Rezeptor Mundtrockenheit, Akkommodationsstorungen, Mydriasis mit
Gefahr eines Glaukomanfalls, Obstipation, Miktionsbeschwer-
den, Sinustachykardie

as-Adrenozeptor Orthostatische Hypotonie mit reflektorischer Tachykardie
Na*-Kanal Erregungsleitungsstérungen am Herzen bis hin zum AV-Block

Zentrale Nebenwirkungen

H+-Rezeptor Sedation, Schlafrigkeit, Gewichtszunahme

mACh-Rezeptor Delirien, Verwirrtheit, Gedachtnisstérungen

NA-Transporter Orthostatische Stérungen, Tremor, Unruhe, sexuelle Dysfunk-
tion

Serotonin-Transporter Ubelkeit, Kopfschmerzen, epileptische Anfille, sexuelle Dys-
funktion

aus AKTories ET aL. 2005

Tabelle 5: Periphere und zentrale Nebenwirkungen von Amitriptylin

Die Kontraindikationen fur eine Therapie mit Amitriptylin ergeben sich aus den
unerwunschten Wirkungen. Beispielsweise ist bei einer bekannten Epilepsie,
bei bestehenden Herzrhythmusstérungen, einem Glaukomanfall in der Vorge-
schichte oder Harnverhalt auf Trizyklische Antidepressiva zu verzichten und in
einer anderen Substanzgruppe nach einer Alternative zu suchen (VabaLouca ET
AL. 2006). Medikamenteninteraktionen konnen bei Wirkstoffen auftreten, die
ebenfalls durch das Cytochrom-P.s,-2D6-Enzym metabolisiert werden und mus-
sen insbesondere mit Blick auf die zum Teil starken Nebenwirkungen beachtet

werden.
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4.3 Nikotinischer Acetylcholinrezeptor

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren (nACh-Rezeptoren) stellen einen der im
letzten Kapitel aufgezahlten moglichen Angriffspunkte fur die Schmerz-reduzie-

rende Wirkung von Amitriptylin dar.

Nikotinische ACh-Rezeptoren sind in Teilen des peripheren, zentralen und ve-
getativen Nervensystem sowie in der Skelettmuskulatur zu finden. Schon lange
ist bekannt, dass sie sowohl prasynaptisch, postsynaptisch als auch an der mo-
torischen Endplatte dank ihrer Membran-depolarisierenden Eigenschaft eine
malfdgeblich Rolle in der SignalUbertragung und -modulation einnehmen (RoLe &
Berc 1996). Darlber hinaus konnten nACh-Rezeptoren in der Axonmembran
peripherer Nerven nachgewiesen werden, (MoaLem £7 AL. 2005; ScHMELZ ET AL.
2003; Steen & Reen 1993; TaneLiaN 1991; Vizi & Lenoval 1999; Zuang ET L. 2004),
wo sie nach Aktivierung ebenfalls Membran-depolarisierend wirken (ArRvETT &
RitcHe 1963; Lang 7 AL. 2003), jedoch anscheinend nicht in der Lage sind Ak-
tionspotenziale auszulésen (Diamonp 1959; Lang ET AL. 2003). Die physiologische
Funktion dieser axonalen Rezeptoren ist bislang noch ungeklart. Diskutiert wird,

ob sie fur die Pathogenese neuropathischer Schmerzen von Bedeutung sind.

Nikotinische Acetylcholinrezeptoren sind aus funf Peptidketten aufgebaut, die
auch Untereinheiten genannt werden und deren Zusammensetzung abhangig
von ihrer Lokalitat stark variiert. Es sind insgesamt zehn a-Ketten (a1-a10), vier
B-Ketten (B1-B4) und jeweils eine y- &- und ¢- Kette bekannt. nACh-Rezeptoren
an der motorischen Endplatte eines Erwachsenen bestehen zum Beispiel aus
der Kombination (a1).81€d (Lukas ET AL. 1999), wohingegen Rezeptoren in der
Axonmembran unmyelinisierter C-Fasern wahrscheinlich a3-, a5- und 4-Unter-

einheiten aufweisen (LanG ET AL. 2003).

Alle Peptidketten enthalten vier Transmembransegmente M1 bis M4 (siehe Ab-
bildung 4), von denen jeweils das negativ geladenen M2-Segment zur Bildung
eines zentralen Kationenkanals beitragt (CorrINGER, LE Novere & CHANGEUX
2000). Bei Bindung von Acetylcholinmolekulen an den Rezeptor 6ffnet sich der

Kanal durch allosterische Effekte, es kommt zum Einstrom von Kationen in die
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Zelle und die Membran depolarisiert. Findet eine Dauerstimulation statt, so de-
sensitisiert der Rezeptor, der Kanal schlie3t sich und kann fiur die Dauer der

Refraktarzeit nicht gedffnet werden.
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abgeéndert aus LorFLEr & PeTriDEs 2003

Abbildung 4: Der molekulare Aufbau des nikotinischen Acetylcholinre-
zeptors an der motorischen Endplatte

Dargestellt ist das Rezeptorisomer des fetalen Skelettmuskels beste-
hend aus fiinf Peptidketten der Kombination (a1),81yd. Jede Peptidkette
weist vier Transmembransegmente auf, von denen das jeweils zentral
gelegene M2-Segment den Kationenkanal bildet.

Die Acetylcholinbindungsstellen sind in den extrazellularen N-terminalen Doma-
nen zu finden (CLementi £T AL. 2000). Sie werden je durch eine a-Kette zusam-
men mit einer beliebigen anderen Kette gebildet (Grutter & CHanceux 2001). Bei
adulten nACh-Rezeptoren an der motorischen Endplatte beispielsweise fugen
sich drei Domanen der a-Untereinheiten mit entweder zwei Domanen der y-
oder d-Untereinheit zu zwei Acetylcholinbindungsstellen pro Rezeptormolekil

zusammen (siehe Abbildung 5) (CLement £T AL. 2000).
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aus CLements eT AL. 2000

Abbildung 5: Die Acetylcholinbindungsstelle des ni-
kotinischen Acetylcholinrezeptors an der motori-
schen Endplatte

Es ist der Rezeptor eines Erwachsenen mit der Pep-
tidkettenkombination (a1):31¢d gezeigt. Die drei Do-
ménen A, B und C der beiden a-Untereinheiten bil-
den entweder mit zwei Doménen D und E der y-
oder &-Untereinheit zwei Acetylcholinbindungsstelle
pro Rezeptormolekiil.

Neben Acetylcholin gibt es weitere Molekule, die den nACh-Rezeptor aktivieren
konnen. Am bekanntesten ist das namensgebende, naturliche Alkaloid Nikotin.
Aulerdem besitzt der nACh-Rezeptor extrazellulare Bindungsstellen flir kompe-
titive und nicht-kompetitive Antagonisten sowie flr allosterische Modulatoren.
So ist beispielsweise Amitriptylin ein nichtkompetitiver Antagonist fir den Re-
zeptor (ScHorFiELD ET AL. 1981).

28



5. Die Konzeption dieser Arbeit

Die Pathogenese neuropathischer Schmerzen ist sehr komplex und nach wie
vor nicht im Detail verstanden. Des Weiteren hat die klinische Erfahrung ge-
zeigt, dass es derzeit leider nur wenige potente Wirkstoffe gegen neuropathi-
sche Schmerzen gibt. Eines der First Line Medikamente ist Amitriptylin, wobei
noch unklar ist, Uber welchen Mechanismus die Schmerzreduktion erzielt wird.
In dieser Arbeit wurde daher der Effekt von Amitriptylin auf die Erregbarkeit un-
myelinisierter C-Fasern des Menschen untersucht, mit dem Ziel, anhand des
beobachteten Wirkungsmechanismus neue Erkenntnisse uUber die Pathogenese

neuropathischer Schmerzen zu erhalten.

Amitriptylin hemmt bekanntermalien spannungsabhangige lonenkanale und
agiert bereits in submikromolarer Konzentration als nichtkompetitiver Antagonist
an nACh-Rezeptoren (Park ET AL. 1998; ScHorieLD ET AL. 1981), die in den letzten
Jahren in der Axonmembran unmyelinisierter C-Fasern nachgewiesen werden
konnten (MoaLem ET AL. 2005; SchmeLz £T AL. 2003; SteeN & ReeH 1993; TANELIAN
1991; Vizi & Lenoval 1999; Zuang ET AL. 2004). Daher standen diese Proteine im

Fokus des Interesses und es ergab sich folgender Ablauf der Experimente:

Summenaktionspotenziale isolierter menschlicher Nervenfaszikel wurden extra-
zellular abgeleitet, aufgezeichnet sowie die Amplitude und Latenz der Potenzia-
le bestimmt. Zusatzlich konnten mittels Threshold Technik wichtige Parameter
der Nervenfasererregbarkeit gemessen werden. Zu Anfang wurde die Erregbar-
keitssteigerung der Nervenfasern durch Nikotin in Kontrollversuchen charakteri-
siert, um danach die Wirkung von Amitriptylin in verschiedenen Konzentrationen
auf diese Erregbarkeitssteigerung zu untersuchen. Die durch Nikotin ausgeloste
Erregbarkeitssteigerung wurde konzentrationsabhangig und bereits bei sehr ge-
ringen Konzentrationen von Amitriptylin reduziert, weshalb schon zu diesem
Zeitpunkt der Schluss nahe lag, dass Amitriptylin nACh-Rezeptoren hemmt.
Doch zusatzlich veranderten hohe Amitriptylinkonzentrationen auch die Amplitu-
de und Latenz der Summenaktionspotenziale geringfugig, was ein Zeichen fur

die Hemmung spannungsabhangiger Natriumkanale hatte sein kdnnen. Daher
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wurden die durch Amitriptylin vermittelten Effekte von denen des etablierten Na-
triumkanalblockers Tetrodotoxin abgegrenzt, um spannungsabhangige Natrium-

kanale mit grof3tmdglicher Wahrscheinlichkeit als Wirkort von Amitriptylin aus-
zuschliel3en.
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6. Material und Methodik

6.1 Nervenpraparate

FuUr die Experimente dieser Arbeit wurden menschliche Nervi surali verwendet,
die aus Biopsien im Rahmen der Diagnosestellung von Polyneuropathien unkla-
rer Genese an der Poliklinik der Ludwig-Maximilians-Universitat entstammten.
Fir dieses Vorgehen gaben die Patienten vor dem Eingriff ihr schriftliches Ein-
verstandnis und die Ethikkommission der Medizinischen Fakultat der Universitat

Muanchen erteilte eine Genehmigung (Projekt Nr. 348/00).

Die 15 bis 25 mm langen Nervensticke wurden unter dem Mikroskop vom um-
liegenden Bindegewebe freiprapariert und in die einzelnen Faszikel getrennt,
sodass pro Nervenpraparat je nach Anzahl der enthaltenen Faszikel mehrere
Untersuchungen durchgefuhrt werden konnten. In der Zeit zwischen der Ent-
nahme und den Messungen wurden die Nervensegmente bei 8°C in einer mit
der Puffersubstanz HEPES pH-kontrollierten Elektrolytidsung aufbewahrt. Un-
mittelbar vor den Versuchen wurde das Perineurium sorgfaltig von den Faszi-
keln entfernt. Im Allgemeinen mussten bei allen Tatigkeiten am Nervenmaterial
insbesondere Quetschungen und Einklemmungen der Faszikel sowie Zugkrafte
entlang der Faszikellangsachse vermieden werden, um eine Verletzung des in-

takten Versuchsmaterials zu verhindern.

Die Messungen wurden an insgesamt 18 isolierten Faszikeln von 7 Nervi surali
durchgefuhrt. Zum Entnahmezeitpunkt waren die ausschlie3lich mannlichen Pa-

tienten zwischen 44 und 84 Jahre alt, das mittlere Alter betrug 66 Jahre.

6.2 Messanordnung

Der isolierte Nervenfaszikel wurde an seinen beiden Enden behutsam in zwei
sich gegenuberliegende Saugelektroden einer runden Kammer eingebracht, so-
dass der Faszikel die mit Losung gefillte Kammer auf einer Lange von circa
5 mm frei durchzog. Die Kammer fasste ein Flussigkeitsvolumen von 1 ml und

wurde wahrend der Messung Uber einen Zulauf- und einen Absaugschlauch
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kontinuierlich mit 6 bis 8 ml der Versuchslosungen pro Minute perfundiert. Die
Lésungen wurden durch ein Wasserbad auf 32°C erwarmt und der pH-Wert
durch Begasung mit einem Gemisch aus 95% O, und 5% CO, konstant auf 7,4
gehalten. Die klnstliche Organlésung enthielt 118,0 mM NaCl, 3,0 mM KClI,
1,5 mM CaCl;, 1,0 mM MgCl;, 5,0 mM D-Glucose, 25 mM NaHCO; und 1,2 mM
NaH.PO,. Wahrend der Messung wurde mit mehreren Gefallen gearbeitet, so
enthielt ein Kolben nur die Organlésung und weitere jeweils die Organlésung
plus die auf ihre Wirkung zu untersuchende Substanz. Die Applikation erfolgte
uber den Zulaufschlauch, der die Losung aus einem beliebigen Kolben im Was-

serbad zur Kammer mit dem eingelegten Nerv leitete. (siehe Abbildung 6)

Ablauf

T Kammer mit

Euberer Organbad

Silberdraht

Innerer I

1 I Faszikel

Silberdraht[ |
U Waseline

Saug
elektrode

" WWasserbad
32 °C

Crgan-
[&sung '\‘\v/

@ v —

% =0Organldsung +zu
~— untersuchende Substanz

Abbildung 6: Vereinfachte schematische Darstellung der
Messanordnung mit Blick von oben

Das Wasserbad entspricht in seiner Gré3e nicht dem ange-
gebenen Mal3stab, sondern ist verkleinert dargestellt.

Um Aktionspotenziale zu generieren und aufzuzeichnen, wurden die bereits er-
wahnten zwei Saugelektroden verwendet. Eine Saugelektrode bestand jeweils
aus einer Glaskapillare, die das eine Ende des Nervenfaszikels hielt, und zwei
Silberdrahten. Ein Silberdraht wurde auf3en an der Glaskapillare im Organbad
und der andere in der Glaskapillare jenseits der Vaselineisolierung befestigt.
Diese Anordnung der Elektroden erlaubte Untersuchungen mit einer extrazellu-

laren Ableittechnik.
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Die eine Saugelektrode stimulierte den Faszikel mittels einer Stromquelle kons-
tant mit 0,5 Hz und I6ste Summenaktionspotenziale aus, die andere Saugelek-

trode leitete das entstehende Spannungssignal ab.

AuRerer U

Silberdraht /)
S

BRI ___‘ Silberdraht
Faszikel = = ————fo
R
------- +++++++
Glaskapillare
Vaseline
—
1T mm

Abbildung 7: VergréBerte schematische Abbildung der elektrophysiolo-
gischen Vorgénge an der Ableitsaugelektrode und dem eingelegten Fas-
zikel

Die Silberdrahtspitzen befinden sich beide extrazelluldr in unmittelbarer
Umgebung des Faszikels. Wird ein Summenaktionspotenzial aus der
Richtung der Stimulusquelle den Faszikel entlang geleitet, so wird eine
Potenzialdifferenz aufgrund der unterschiedlichen extrazellulédren Ladun-
gen zwischen den Silberdrdhten registriert. Das Signal wird durch die Va-
selineisolation, die einen hbheren Widerstand zwischen den Silberdréhten
schafft, verstarkt.
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6.3 Threshold Tracking

Die axonale Erregbarkeit peripherer C-Faser-Faszikel wurde mittels Threshold
Tracking gemessen, einer Technik, bei der der Stimulusstrom zur Auslosung
eines C-Faser-Summenaktionspotenzials mit festgelegter Antwortstarke be-

stimmt wird.

Das Threshold Tracking wurde mit dem Computerprogramm QTRAC (Institute
of Neurology, London) durchgefihrt, welches urspringlich fur In-Vivo-Experi-
mente an menschlichen Nerven geschrieben wurde (Bostock, CikureL & Burke
1998), fur elektrophysiologische Ex-vivo-Experimente an isolierten Nerven je-
doch ebenfalls sehr gut geeignet ist (Grare, QuasTHoFF, GROsSSKREUTZ & ALZHEIMER
1997; IrNicH, BuresTAHLER, BosTock & Grare 2001; Lane ET AL 2002). QTRAC
steuerte Uber eine Datenerfassungsschnittstelle (DATA Translation DT2812,
Marlboro, MA, USA) den Stimulusgenerator (A395, WPI, Sarasota, F1, USA),
der den Faszikel mit einer Frequenz von 0,5 Hz und einer maximalen Strom-

starke von 1 pA fir jeweils 100 ms reizte.

In QTRAC wurden drei verschiedene Reiz-Antwort-Kanale parallel genutzt, die
sich stetig wiederholend in zwei Sekunden Intervallen der Reihe nach durchlie-
fen. In Kanal 1 wurde der Faszikel konstant supramaximal stimuliert, sodass
folglich grotmaogliche Amplituden der Summenaktionspotenziale (SAP) erzeugt
wurden. QTRAC ermittelte von den maximalen Antworten aus Kanal 1 in jedem
Durchlauf jeweils 40% der Amplitude und stimulierte den Faszikel in Kanal 2 mit
der dafur bendtigten Stromstarke. Es wurden 40% fir das Threshold Tracking
gewahlt, da die Anderungen der Stimulusstromstarke in Abhangigkeit von der
axonalen Erregbarkeit in diesem Bereich am deutlichsten sind. Bei gleichblei-
bender SAP-Amplitude besagt eine Verringerung der bendtigten Stromstarke
eine Zunahme der axonalen Erregbarkeit, umgekehrt zeigt eine VergroRerung
der Stimulusstromstarke eine Abnahme der Erregbarkeit an. In Kanal 3 wurde
der Faszikel, ebenso wie in Kanal 2, mit einem automatisch regulierten Stimulus
auf den 40% Wert der maximalen SAP-Antwort gereizt. Zudem wurde 30 ms
vor dem Hauptstimulus ein supramaximaler Prapuls gesetzt, um die Anderun-

gen der axonalen Erregbarkeit nach dem Aktionspotenzial zu messen (MoaLew-
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TavLor ET AL. 2007).

Neben der Regulierung des Stimulusgenerators erfasste QTRAC die abgeleite-
ten Messwerte und stellte sie unmittelbar auf dem Computerbildschirm dar. Ub-
licherweise wurde die zum Stimulieren verwendete Stromstarke gleichermalien
wie die Latenz zwischen Reiz und Antwort sowie die Amplitude der SAPs je-

weils als Funktion Uber die Zeit graphisch aufgetragen.

start threshold tracking
stimulus 4
current (40 %) - 100
%
— 80

peak amplitude

peak amplitude
(40 %) — —_—
nicotine 10 uM nicotine 10 pM 5 min

5ms

aus LanG ET AL. 2005

Abbildung 8: Direkter Vergleich zwischen Messungen unter konstantem und
variablem Stimulusstrom an einem isolierten Faszikel eines menschlichen
N. suralis

Es wurden die C-Faser SAP-Amplituden unter supramaximaler Stimulierung
(peak amplitude) und die Antworten unter Stimulierung auf 40% des maximalen
Wertes (peak amplitude (40%)) sowie die bendétigte Reizstromstérke (stimulus
current) zur Stimulierung auf 40% des Antwortmaximums kontinuierlich aufge-
zeichnet. Die Messung beginnt mit einem konstanten Stimulusstrom (a). Die
Applikation von Nikotin dndert kaum etwas an der maximalen Antwort, wéhrend
die Amplitude der submaximalen Antwort als Zeichen der Zunahme der axona-
len Erregbarkeit kurzzeitig stark ansteigt (b). Bei der Messung unter Threshold
Tracking und dementsprechend einem variablen Stimulusstrom (c) fihrt die
gleiche Verabreichung von Nikotin infolge der erhbhten Erregbarkeit des Faszi-
kels zu einer signifikanten Abnahme der bendétigten Stromstérke. Die suprama-
ximale Antwort weist erneut lediglich minimale Verédnderung auf und die subma-
ximale Antwort zeigt leichte Schwankungen (d), die durch die geringe zeitliche
Verzégerung aufgrund der computerbasierten Steuerung des Stimulusgenera-
tors bedingt sind. Am unteren Rand der Abbildung sind jeweils typische Sum-
menaktionspotenziale bei supramaximaler Stimulierung und Stimulierung auf
40% des Maximums zu den Zeitpunkten a-e dargestellt.
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6.4 Verwendete Chemikalien

Es wurden Nikotin (nicotine hydrogen tartrat salt), Amitriptylin (amitriptyline hy-
drochloride) und Tetrodotoxin verwendet, die alle von der Firma Sigma aus
Taufkirchen stammten. Die Losungen wurden jeweils unmittelbar vor den Ver-

suchen hergestellt.
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7. Ergebnisse

7.1 Ableitung von Summenaktionspotenzialen

Bei der elektrischen Stimulation eines Faszikels des Nervus suralis wurden
Summenaktionspotenziale ausgelost, die abhangig von der verwendeten

Stromstarke verschiedene Komponenten aufwiesen (siehe Abbildung 9).

Bei geringer Stromstarke konnten zunachst nur Aktionspotenziale der dicksten
und myelinisierten Nervenfasern ausgeldst werden. So war bei einer Stromstar-
ke von 12,5 pA und einer Stimulusdauer von 0,1 ms, das heif3t bei 1,25 nC, le-
diglich ein Peak fur die Aa- und B-Fasern zu registrieren (siehe Tabelle 1 auf
Seite 8). Wurde die Stromstarke bei gleicher Stimulusdauer auf 62,5 yA erhoht,
lieR sich der durch die etwas dinneren und weniger myeliniserten Ad-Fasern
verursachte Peak erkennen. Da die Leitungsgeschwindigkeit mit abnehmendem
Axondurchmesser aufgrund des daraus folgenden hdheren inneren Langswi-
derstands geringer wird, wies der Ad-Peak eine groflere Latenz zum Stimulus
auf als der Peak der dickeren und damit schneller leitenden Aa- und B-Fasern.
Erhdhte man die Stimulusintensitat weiter, indem beispielsweise die Sti-
mulusdauer bei 37,5 pA auf 1 ms verlangert wurde, so konnte mit noch groRRe-
rer Latenz ein erster kleiner Peak flr die unmyelinisierten C-Fasern registriert
werden. Bei erneuter Steigerung des Stimulus entwickelten sich im Falle einiger
Faszikel zwei Spitzen in diesem Peak, die unterschiedlich schnell leitende C-

Faser-Populationen reprasentieren.

Fir die im Folgenden dargestellten Messungen wurde in QTRAC (siehe Kapitel
5.3) ein Zeitfenster gewahlt, das nur den durch die langsam leitenden C-Fasern
verursachten Peak beinhaltete. Auf diese Weise konnten die MessgréRen fur
die Nervenfasererregbarkeit ausschliel3lich fur unmyelinisierte C-Fasern be-
stimmt werden und andere Fasertypen sowie Stimulusartefakte blieben ohne

Einfluss auf die Ergebnisse.
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Abbildung 9: Die verschiedenen Komponenten der Sum-
menaktionspotenziale eines Faszikels des menschlichen N.
suralis in Abhéngigkeit von der Stimulusintensitéat

Der Balken im Summenaktionspotenzial unten rechts stellt
das Zeitfenster der Messungen dar.
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7.2 Die Wirkung von Nikotin auf die Erregbarkeit un-

myelinisierter Nervenfasern

Zunachst wurde die Wirkung von Nikotin auf die Erregbarkeit unmyelinisierter

Nervenfasern dargestellt.

Nervenfaszikel wurden mit einer konstanten Frequenz von 0,5 Hz sowie einer
Stimulusdauer von 1 ms gereizt, Nikotin wurde in einer Konzentration von
10 yM fir eine Dauer von 1,5 Minuten in das Organbad appliziert und die Sum-
menaktionspotenziale wurden mit Hilfe von QTRAC abgeleitet. Dabei lag der
Fokus auf der Amplitude und der Latenz des Summenaktionspotenzials bei su-
pramaximaler Stimulation sowie der bendtigten Reizstarke, um 40% der maxi-
malen Amplitude ohne und mit supramaximalem Prapuls zu erzielen. Die Ampli-
tude wurde mittels der Differenz zwischen den maximalen Ausschlagen in beide
Richtungen innerhalb des Zeitfensters errechnet. Die Latenz stellt die Zeit zwi-
schen Stimulus und der zur Halfte erreichten maximalen Amplitude dar. Die Er-

gebnisse zeigt Abbildung 10.

Nach der Zugabe von Nikotin zum Organbad liel3 sich eine geringe Zunahme
der maximalen Amplitude feststellen. AuRerdem erhohte sich auch die Amplitu-
de, die 40% des maximalen Wertes umfasste, und Uberschritt somit ihren Soll-
wert. Folglich musste QTRAC im Sinne des Threshold Trackings die Stromstar-
ke reduzieren, um die Amplitude auf ihrem Sollwert zu halten. Die Tatsache,
dass eine geringere Stromstarke notig war, um die Sollamplitude zu erzeugen,
bedeutet, dass die Nervenfasererregbarkeit zugenommen hatte. Des Weiteren
anderte sich die nach einem Prapuls auftretende Ubererregbarkeit der Nerven-
fasern von circa 10% auf eine Untererregbarkeit von 2-3% wahrend und kurz-
zeitig nach der Nikotingabe. Dieser, durch Nikotin ausgeloste, Wechsel von
Uber- zu Untererregbarkeit lasst sich mit einer Membrandepolarisation erklaren

(MoALEM-TAYLOR ET AL. 2007).
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Abbildung 10: Die Wirkung von Nikotin auf die Erregbarkeit unmyelinisierter
Nervenfasern

Kanal 1 in QTRAC zeigt die Summenaktionspotenziale (SAP) nach supramaxi-
maler Stimulation. Die Amplitude errechnete sich durch die Differenz zwischen
den maximalen Ausschldgen in beide Richtungen innerhalb des Zeitfensters,
veranschaulicht durch die Héhe der Balken. Kanal 2 und 3 stellen die SAP-Ant-
worten unter Stimulation auf 40% des maximalen Wertes dar, wobei Kanal 3
zusétzlich noch 30 ms zuvor einen supramaximalen Prapuls setzte. Die Strom-
stérke, die zur Auslésung dieser auf 40% des Maximums reduzierten SAP-Ant-
worten bendtigt wurde, ist ein Mal3 fiir die Erregbarkeit der Nervenfasern ohne
(,threshold” current) oder mit Prépuls (post-spike excitability).

Nach der Applikation von 10 uM Nikotin fiir 1,5 Minuten (die Applikationsdauer
ist an dem beschrifteten Balken ablesbar) erhbhte sich die Amplitude der Sum-
menaktionspotenziale in Kanal 2, sie lag bei liber 40% der maximalen Amplitu-
de. Im Zuge des Threshold Trackings musste QTRAC daher die Stromstérke
(,threshold” current) reduzieren um die Amplitude auf ihrem Sollwert zu halten.
Die Kurve des ,threshold” current schneidet die darunter liegende Kurve der
Nervenfasererregbarkeit nach einem Prépuls und verlauft wéhrend sowie kurz-
zeitig nach der Nikotinapplikation auf niedrigerem Niveau. Dieser Kurvenverlauf
bedeutet, dass die nach einem Prépuls normalerweise auftretende Ubererreg-
barkeit der Nervenfasern durch Nikotin in eine Untererregbarkeit veréndert wur-
de. Der Wechsel von Uber- zu Untererregbarkeit spricht fiir eine Membrandepo-
larisation (MoaLEm-TayLoR ET AL. 2007).
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7.3 Die Wirkung von Amitriptylin auf die durch Nikotin
ausgeloste Erregbarkeitssteigerung unmyelinisierter

Nervenfasern

Im nachsten Schritt wurde die Wirkung von Amitriptylin auf die zuvor nachge-
wiesene Erregbarkeitssteigerung unmyelinisierter Nervenfasern durch Nikotin

untersucht. Die Ergebnisse sind in Abbildung 11 zu sehen.

In Kontrollversuchen (n=11) wurden 10 uM Nikotin mehrmals 1,5 Minuten lang
in Abstanden von 20 Minuten appliziert. Die Steigerung der Nervenfasererreg-
barkeit war nach jeder Applikation in gleichem Mal vorhanden, was eine Tole-

ranzentwicklung ausschlieft.

In den nachfolgenden Versuchen wurde das Schema der Nikotinapplikation bei-
behalten, zusatzlich jedoch nach der ersten Applikation 3 uM Amitriptylin verab-
reicht. Die erste Gabe von Nikotin fihrte wie gewohnt zu einer starken Erho-
hung der Nervenfasererregbarkeit. Nach der Verabreichung von Amitriptylin
zeigte sich, dass alle weiteren Nikotinapplikationen eine deutlich reduzierte Wir-
kung hatten. Die Erregbarkeit der Nervenfasern war bei der zweiten Nikotinap-
plikation im Mittel um fast 60% gegenuber der ersten reduziert. Die Statistik der
Messungen ist in Abbildung 13 gezeigt. Anhand dieser Daten lief3 sich ein ECso-
Wert fur Amitriptylin von 2,6 + 0,2 uM (Mittelwert + Standardabweichung) be-

stimmen.

Der Erregbarkeits-hemmende Effekt von Amitriptylin war selbst 40 Minuten
nach dem Ende der Verabreichung noch deutlich zu sehen und ist somit als

sehr langanhaltend einzuschatzen.

Entgegen der starken Wirkung auf die Nervenfasererregbarkeit lieRen sich bei
einer Amitriptylinkonzentration von 3 yM nur minimale Veranderungen der Am-
plitude und der Latenz der Summenaktionspotenziale nach supramaximaler

Reizung feststellen. Nachfolgend wurde diese Beobachtung naher untersucht.
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Abbildung 11: Die Wirkung von Amitriptylin auf die durch Nikotin ausgeléste Er-
regbarkeitssteigerung unmyelinisierter Nervenfasern

Aa Ein typischer Kontrollversuch zeigt, dass Nikotin die Nervenfasererregbar-
keit bei mehrmaliger Applikation immer um das gleiche Mal3 steigerte. Es gab
daher keine Anzeichen fiir eine Tachyphylaxie.

Ab Beispielhaftes Summenaktionspotenzial nach supramaximaler Stimulation.

Ba Nach der Verabreichung von Amitriptylin war die durch Nikotin verursachte
Erregbarkeitssteigerung der Nervenfasern deutlich und langanhaltend reduziert.

Bb Die Wirkung von Amitriptylin auf die Amplitude und Latenz der mit suprama-
ximaler Stimulation ausgelésten Summenaktionspotenziale war minimal.

7.4 Die Wirkung von Amitriptylin in Abhangigkeit von

seiner Konzentration

Um den Einfluss der Konzentration von Amitriptylin auf die Wirkung zu prifen,
wurden Versuche mit 1 yM, 3 uM und 10 uM durchgeflihrt. Die Ergebnisse sind
in den Abbildungen 12 und 13 dargestellt.

Das Schema der Nikotinapplikation wurde wie in den Versuchen zuvor fortge-
fuhrt, das hei3t es wurden 10 uM Nikotin fir jeweils 1,5 Minuten in Intervallen
von 20 Minuten verabreicht. Zusatzlich wurde Amitriptylin in aufsteigender Kon-

zentration von 1 yM uber 3 yM bis hin zu 10 yM gegeben.
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Eine Konzentration von 1 yM Amitriptylin verursachte bereits eine deutliche Re-
duktion des Erregbarkeits-steigernden Effekts durch Nikotin (um 33,7 + 3%,
n=5), wohingegen Veranderungen der Summenaktionspotenziale, eine Verrin-
gerung der Amplitude (3,3 + 2,8%, n=5) sowie eine Verklrzung der Latenz
(1,2 £ 1,7%, n=5) nicht signifikant waren. 3 yM Amitriptylin verringerten die Wir-
kung von Nikotin noch etwas starker, zusatzlich lielen sich minimale Verande-
rungen der Amplitude und Latenz erkennen. 10 uM Amitriptylin verursachten
schliel3lich eine ausgepragte Reduktion der durch Nikotin ausgelésten Steige-
rung der Nervenfasererregbarkeit sowie eine leicht verringerte Amplitude und

verlangerte Latenz der Summenaktionspotenziale.

A “threshold” current
100
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Abbildung 12: Die Wirkung von Amitriptylin in Abh&ngigkeit von seiner Kon-
zentration

A Bereits bei 1 uM Amitriptylin war eine Reduktion der durch Nikotin verur-
sachten Steigerung der Nervenfasererregbarkeit nachweisbar. Je héher die
Amitriptylinkonzentration, desto stéker diese Wirkung.

B Bei 1 uM Amitriptylin war noch kein Effekt auf die Amplitude und Latenz
der durch supramaximale Stimulation ausgelésten Summenaktionspoten-
Ziale vorhanden. Minimale Verénderungen waren bei 3 uM Amitriptylin zu
erkennen. Doch erst 10 uM Amitriptylin verringerten die Amplitude und ver-
ldngerte die Latenz deutlich.
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Abbildung 13: Statistik der konzentrationsabhdngigen Wirkung von Amitriptylin
auf die durch Nikotin verursachte Erregbarkeitssteigerung von unmyelinisierten
Nervenfasern

Dargestellt sind die Mittelwerte + Standartabweichung von (n) Messungen.

Fir die Reduktion der Nervenfasererregbarkeit durch Nikotin gilt ein EC s-Wert
von 2,6 £ 0,2 uM. Er wurde mittels einer Ausgleichskurve unter Zuhilfenahme
des Programms IgorPro errechnet, welches den Levenberg-Marquardt Algorith-
mus zur Bestimmung der kleinsten Quadrate benutzt.

7.5 Die Wirkung von Amitriptylin und Tetrodotoxin im

Vergleich

Zum Schluss wurde die Wirkung von 10 uM Amitripylin auf die durch Nikotin
ausgeloste Steigerung der Erregbarkeit mit der Wirkung von 10 nM Tetrodo-

toxin verglichen. Die Ergebnisse sind in Abbildung 14 und 15 dargestellt.

Nikotin wurde, wie bei den vorherigen Versuchen, in einer Konzentration von
10 pM flr jeweils 1,5 Minuten in 20 Minuten Abstanden zum Organbad hinzuge-
fugt. Nach zwei Kontrollen mit Nikotin wurden 10 nM Tetrodotoxin verabreicht
und bis einschlieRlich der dritten Nikotinapplikation dessen Wirkung erfasst. Da-
nach wurde Tetrodotoxin ausgewaschen und im Ublichen Intervall eine Kontrolle
mit Nikotin angeschlossen, um sicher zu gehen, dass die Wirkung von Tetrodo-
toxin bereits abgeklungen war, bevor 10 yM Amitriptylin gegeben wurden. Bei

weiteren Nikotinapplikationen konnte die Wirkung des Amitriptylins direkt mit
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der des zuvor verabreichten Tetrodotoxins verglichen werden.

Tetrodotoxin flhrte zu einer eindeutigen Amplitudenverminderung und Latenz-
verlangerung der durch supramaximale Stimulation ausgelésten Summenak-
tionspotenziale. Daruber hinaus erhohte es in den QTRAC Kanéalen 2 und 3 die
Stromstarke, die zur Aufrechterhaltung von Summenaktionspotenzialen mit
einer Amplitude von 40% der maximalen Antwort aus Kanal 1 benétigt wurde.
Es minderte demzufolge die Erregbarkeit der Nervenfasern. Die Erregbarkeits-
steigerung durch Nikotin beeinflusste Tetrodotoxin jedoch nicht. Die Wirkung
von Tetrodotoxin hielt nach dem Ende der Applikation nicht lange an und war in

den Ableitungen schon bald nicht mehr zu sehen.

Demgegenuber flhrte die Applikation von Amitriptylin nur zu einer geringen Ab-
nahme der Amplitude und zu einer kleinen Zunahme der Latenz der C-Faser-
Summenaktionspotenziale. AuRerdem beeinflusste es die Erregbarkeit der Ner-
venfasern im Allgemeinen nicht, die Erregbarkeitssteigerung durch Nikotin je-
doch reduzierte es stark. Amitriptylin und Tetrodotoxin zeigten folglich sehr un-
terschiedliche Effekte. Dies war auch nach dem Auswaschen der Substanzen
zu sehen. Die Wirkung von Amitriptylin war im Gegensatz zu der von Tetrodo-

toxin sehr lange nachweisbar.
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Abbildung 14: Die Wirkung von Amitriptylin und Tetrodotoxin im Vergleich

A Die durch supramaximale Stimulation erzeugten Summenaktionspotenziale
verédnderten sich unter Tetrodotoxin stark, die Amplitude verringerte sich und
die Latenz nahm zu. Amitriptylin hingegen hatte im Vergleich dazu nur einen
geringen Effekt.

B Die Gabe von Tetrodotoxin flihrte zu einem Anstieg des ,threshold current”,
was bedeutet, dass sich die allgemeine Erregbarkeit der Nervenfasern verrin-
gerte. Die Erregbarkeits-steigernde Wirkung von Nikotin beeinflusste Tetrodo-
toxin jedoch nicht, denn der ,threshold current wurde im gleichen Mal3e redu-
ziert wie bei den Kontrollen. Bereits ein Intervall nach dem Ende der Tetrodo-
toxineinwirkung herrschten wieder Kontrollbedingungen. Unter Amitriptylin blieb
die allgemeine Erregbarkeit der Nervenfasern konstant und der Erregbarkeits-
steigernde Effekt von Nikotin wurde erheblich und langanhaltend verringert.
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Abbildung 15: Statistik des Vergleichs zwischen der Wir-
kung von Amitriptylin und Tetrodotoxin

Die Signifikanz wurde mittels gepaartem Student-t-Test
ermittelt.
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8. Diskussion

8.1 Die Interpretation der Ergebnisse

Die wichtigste Schlussfolgerung aus den Versuchen ist, dass Amitriptylin in sehr
geringen Konzentrationen nACh-Rezeptoren hemmt, die sich in der Axonmem-

bran menschlicher, unmyelinisierter C-Fasern befinden.
Diese Schlussfolgerung ergibt sich aus folgenden Uberlegungen:

Nikotin, ein natlrlicher Agonist des nACh-Rezeptors, steigerte die Erregbarkeit
der Nervenfasern. In Anwesenheit von bereits geringen Dosen Amitriptylin war
diese Wirkung von Nikotin deutlich geringer. Es liegt daher nahe zu allererst an
eine Hemmung der nACh-Rezeptoren durch Amitriptylin zu denken. Zumal be-
reits in der Vergangenheit nachgewiesen wurde, dass Amitriptylin aufgrund sei-
ner Molekulstruktur ein passender Antagonist von nACh-Rezeptoren ist (Arias,
BrumireppYA & Bouzat 2006; RitcHiE & ARMETT 1963).

Nichtsdestoweniger mussen bei der Frage nach der Ursache des beobachteten
Effekts auch die anderen, potenziellen Wirkorte von Amitriptylin berlcksichtigt
werden. Denn wie bereits in der Einleitung erlautert ist bekannt, dass Amitripty-
lin neben den nACh-Rezeptoren auch an lonenkanalen peripherer Nervenfa-
sern wirkt. Die durch supramaximale Stimulation ausgelésten Summenaktions-
potenziale waren nach Amitriptylingabe leicht verandert, die Amplitude nahm
geringflugig ab und die Latenz verlangerte sich minimal. Veranderungen an den
Summenaktionspotenzialen lassen auf die Beteiligung von spannungsabhangi-
gen Natriumkanalen (Na,-Kanale), schlie3en, da sie fur die Depolarisation wah-
rend eines Aktionspotenzials verantwortlich sind und ihre Hemmung eine solche
Reaktion vermuten liefe. Um auszuschlieRen, dass Na,-Kanale fur die be-
obachtete Amitriptylinwirkung verantwortlich sind, wurde ein Vergleich mit
einem etablierten Blocker dieser Kanale gezogen. Die Zugabe von Tetrodotoxin
(TTX) zum Organbad flihrte zu gravierenden Veranderungen der Summenak-
tionspotenziale, die Amplitude nahm erwartungsgemaf deutlich ab und die La-

tenz verlangerte sich ebenfalls stark. Auf3erdem blieb die durch Nikotin ausge-
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|0ste Steigerung der Nervenfasererregbarkeit von Tetrodotoxin unbeeinflusst.
Im Vergleich fallt auf, dass die Wirkung von Amitriptylin und Tetrodotoxin auf die
Summenaktionspotenziale sowie die gesteigerte Nervenfasererregbarkeit nach
Nikotinapplikation sehr unterschiedlich ist. Wahrend Tetrodotoxin groRe Veran-
derungen der Summenaktionspotenziale mit Konzentrationen im Nanomolarbe-
reich erzielt, bendtigt Amitriptylin fur viel kleinere Veranderungen Konzentratio-
nen im Mikromolarbereich. Dartuber hinaus hemmte nur Amitriptylin die Nerven-
faser-erregende Wirkung von Nikotin, Tetrodotoxin beeinflusste diese kaum.
Nach dem Vergleich der beiden Stoffe ist es daher als unwahrscheinlich zu wer-
ten, dass sie Uber den gleichen Mechanismus agieren. Dementsprechend las-
sen sich spannunsabhangige, TTX-sensible Natriumkanale als Ursache fir die

beobachtete Wirkung von Amitritpylin ausschlie3en.

Denkbar ware weiterhin, dass der Erregungs-hemmende Effekt durch eine Wir-
kung von Amitriptylin auf TTX-resistente Na,-Kanale zustande kommt. In der
Vergangenheit konnte gezeigt werden, dass Amitriptylin TTX-resistente Na,-Ka-
nale in der Hinterwurzel und im Ganglion trigeminale von Ratten hemmt (Brau
ET AL. 2001; Hur ET AL. 2008). Diese Hypothese lasst sich mit den durchgefuhrten
Versuchen nicht ausschlielen, erscheint aber dennoch auflerst unglaubhaft.
Erstens ist bekannt, dass Nikotin TTX-resistenten Na,-Kanale hemmt (Liu T AL.
2004), womit eine inhibitorische Wirkung von Amitriptylin auf die gleichen Kana-
le keine Effekte wie die in dieser Arbeit prasentierten hervorrufen kann. Zwei-
tens wurde nachgewiesen, dass Amitriptylin die durch Acetylcholin ausgeldste
Erregbarkeitssteigerung im Skelettmuskel hemmt, einem Gewebe, dass keine

TTX-resistente Natriumkanale exprimiert (GumiLar ET AL. 2003).

Alles in allem lasst sich daher sagen, dass die wahrscheinlichste Erklarung fur
die geschilderten Beobachtungen die direkte Hemmung der nACh-Rezeptoren

durch Amitriptylin ist.
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8.2 Die klinische Relevanz der verwendeten Konzen-

trationen

Amitriptylin in der Konzentration von 1 pM reduzierten die gesteigerte Erregbar-
keit der Nervenfasern nach Nikotinapplikation in den Versuchen deutlich. Damit
befinden wir uns in einem Konzentrationsbereich, der fur die Klinik absolut rele-
vant ist. Die Plasmakonzentration von Amitriptylin nach einer Einzeldosis oder
nach mehreren Anwendungen betragt zwischen 70 und 540 nM (ScHuLz, Dick,
BrascHke & HoLuister 1985). Da die Wirkung bereits bei 1 uM sehr stark ausfallt,
ist durchaus denkbar, dass auch 0,5 pM oder weniger noch zu Effekten fuhren.
Insofern ist es realistisch, dass Amitriptylin im Zuge der Therapie neuropathi-

scher Schmerzen nACh-Rezeptoren hemmt.

8.3 Nikotinische Acetylcholinrezeptoren und neuropa-

thische Schmerzen

Die Ergebnisse dieser Arbeit legen den Schluss nahe, dass nACh-Rezeptoren

an der Pathogenese neuropathischer Schmerzen beteiligt sein kdnnten.

Vorausgegangene Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen stitzen diese
Vermutung. An Ratten konnte beobachtet werden, dass nach einer Nervenver-
letzung der Hinterwurzel oder des Nervus ischiadicus sowohl am peripheren als
auch am proximalen ligierten Nervenstumpf vermehrt nACh-Rezeptoren expri-
miert wurden (GiLBere & Askmark 1991). Dartiber hinaus wurde immunzytoche-
misch nachgewiesen, dass nach einer Ligatur der Spinalnerven die Expression
der a3- und a5-Untereinheiten im aulReren Hinterhorn des Ruckenmarks herauf-
reguliert wurde (VincLer & EisenacH 2004). In einer weiteren Arbeit wurde das
Gen fur die a5-Untereinheit mittels Zugabe eines gegenlaufigen Oligonukleotids
ausgeschaltet und auf diese Weise eine durch Spinalnervenligatur ausgeldste,
mechanische Allodynie gemildert (VincLer & EisenacH 2005). Aulderdem konnte
gezeigt werden, dass die Hemmung von nACh-Rezeptoren, beispielsweise
durch Conotoxine, eine Schmerzreduktion bei neuropathischen Schmerzen be-
wirkt (LiveTT E7 AL. 2006; VINCLER ET AL. 2006).

50



8.4 Nichtneuronale Acetylcholinquellen

Trotz der zahlreichen Beobachtungen des Zusammenhangs von nACh-Rezep-
toren mit Nervenverletzungen und neuropathischen Schmerzen ist nach wie vor

unklar, woher das Acetylcholin stammt, das die axonalen Rezeptoren aktiviert.

Acetylcholin ist bekanntermalen als Neurotransmitter im synaptischen Spalt
zwischen zwei Nervenzellen und an der neuromuskularen Endplatte zu finden.
Fir die Erregung der axonalen nACh-Rezeptoren spielt dieses, aus den Ner-
venendigungen ausgeschuttete, Acetylcholin jedoch keine Rolle. Die Diffusions-
strecke betragt maximal 300 nm (Lanp, SaLpeter & SaLpeter 1981) und ist somit
viel zu kurz fur eine Wirkung entlang der Nervenfaser, selbst fur den Fall, dass
sich die Lasion unmittelbar in der Nahe einer Nervenendigung befindet. Daher
mussen andere Acetylcholinquellen in der Umgebung von Nervenfasern in Be-
tracht gezogen werden. Die Ausschuttung von Acetylcholin ist fur zahlreiche
nichtneuronale Zellen beschrieben worden (SHArRMA & ViJAYARAGHAVAN 2002), zum
Beispiel fur Keratinozyten (Granpbo, Kist, Qi & DaHL 1993; Ncuven 7 AL. 2001),
Endothelzellen (KawasHiva T AL 1990; Mackun ET AL, 1998) Schwannzellen
(Birks, Katz & MiLepi 1960; Dennis & MiLep 1974; Evans, Reate, MerzoN & ViLLEGAS
1999) und Lymphozyten (RiNnNER ET AL 1998). Vor allem die beiden letzteren gel-

ten als vielversprechender Ansatzpunkt.

Schwannzellen haben eine bedeutende Funktion fir das Milieu der Nervenfa-
sern. Nach einer Nervenverletzung setzen sie zahlreiche Mediatoren frei, wie
zum Beispiel proinflammatorische Zytokine, Nervenwachstumsfaktor, Prosta-
glandin E2 sowie ATP und tragen auf diese Weise zur Erregbarkeitssteigerung
der Nervenfasern bei (MoaLem ET AL. 2006). Es ist durchaus denkbar, dass im
Zusammenhang mit einer Nervenverletzung auch Acetylcholin ausgeschuttet

wird.

Die Acetylcholinproduktion und -freisetzung bei Lymphozyten hangt von ihrem
Differenzierungs- und Aktivierungsgrad ab. So wirkt beispielsweise eine Stimu-
lation der Lymphozytenproliferation steigernd auf die Produktion und Ausschut-

tung von Acetylcholin (RINNer £7 aL. 1998). Nach einer Nervenldsion wurde eine
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Lymphozyteninfiltation des betroffenen Endoneuriums (Kceinschnitz £T AL. 2006)
sowie eine Lymphozyteninvasion in die ensprechenden Spinalganglien (Hu &
McLacHLAN 2002) und Rickenmarkssegmente (Swermzer 71 AL 2002) nachgewie-
sen. Die Lymphozyten exprimieren ihrerseits nACh-Rezeptoren (KawasHima &
Fuusin 2003), die ebenso wie neuronalen Rezeptoren durch Amitriptylin gehemmt

werden konnten.

Alles in allem ist denkbar, dass die Freisetzung von Acetylcholin aus den ge-
nannten Zellen zur Aktivierung der axonalen nACh-Rezeptor unmyelinisierter C-
Fasern fuhrt und auf diese Weise zur erhdhten Nervenfasererregbarkeit mit der

Bildung ektoper Erregungen bei neuropathischem Schmerz beitragt

8.5 Ausblick

Die Arbeitshypothese, dass die Schmerz-reduzierende Wirkung von Amitriptylin
bei manchen Formen von neuropathischen Schmerzen Uber die Blockade von
axonalen nACh-Rezeptoren vermittelt wird, bietet vielversprechende, pharma-

kologische Mdglichkeiten.

Die Schmerztherapie mit Amitriptylin wird von 17% der Patienten aufgrund un-
erwunschter Nebenwirkungen abgebrochen (Saarto & WirFen 2007). Der Haupt-
teil dieser Nebenwirkungen entsteht, da Amitriptylin auf3er an nACh-Rezeptoren
auch an vielen anderen Rezeptoren und lonenkanalen angreift (siehe Tabellen
4 auf S. 21 und 5 auf S. 25). Folglich miUssen spezifische Antagonisten fur
nACh-Rezeptoren gefunden werden. Nach Mdglichkeit so spezifisch, dass die
verschiedenen Isomere der nACh-Rezeptoren berlcksichtigt (HoLLabay ET AL.
1997) und nur axonale Rezeptoren mit den Untereinheiten a3, a5 und 4
inhibiert werden. Dies wurde beispielsweise die Wirkung im zentralen Nerven-
system stark verringern, da hier das Isomer a4p2 dominiert (HoLLADAY ET AL.
1997). Das Ziel mussen maximal spezifische nACh-Rezeptor-Antagonisten mit
minimalen Nebenwirkungen sowie verbesserter Pharmakokinetik und Schmerz-

reduktion sein.
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9. Zusammenfassung

Neuropathische Schmerzen stellen Patienten, Arzte, das Gesundheitswesen
und die Wissenschaft vor grol3e Herausforderungen. Die Inzidenz neuropathi-
scher Schmerzen in der Bevolkerung liegt im einstelligen Prozentbereich mit
Tendenz nach oben. Arzte stehen dem hohen Leidensdruck der Patienten auf-
grund unzureichender Therapiemdglichkeiten oftmals machtlos gegenuber.
Auch die gesundheitsokonomischen Auswirkungen durch Arztbesuche, Arbeits-
ausfall und Folgeerkrankungen sind immens. Die Pathogenese neuropathischer
Schmerzen ist Uberaus komplex und noch nicht vollstandig verstanden, wes-

halb die Forschung auf diesem Gebiet sehr aktiv betrieben wird.

In der vorliegenden Arbeit wurde Amitriptylin, eines der First Line Medikamente
bei schmerzhaften Neuropathien, verwendet, um weitere Erkenntnisse Uber sei-
nen Schmerz-reduzierenden Wirkmechanismus und dadurch auch Uber die Pa-
thogenese neuropathischer Schmerzen zu gewinnen. In Experimenten mit iso-
lierten Faszikeln humaner Nervi surali wurden Summenaktionspotenziale abge-
leitet und zusammen mit wichtigen Parametern wie der Amplitude und Latenz
aufgezeichnet. AuRerdem konnte mittels einer Threshold Tracking Technik die

Erregbarkeit der Nervenfasern erfasst werden.

Amitriptylin reduzierte die durch Nikotin ausgelOste Erregbarkeitssteigerung pe-
ripherer, unmyelinisierter C-Fasern bereits in einer Konzentration von 1 uM si-
gnifikant. Bei Steigerung der Konzentration auf 3 und schlief3lich 10 yM wurde
die Nikotin-induzierte Erregbarkeitssteigerung immer starker bis hin zu circa
70% reduziert. 10 uM Amitriptylin verursachten zusatzlich minimale Verande-
rungen der Summenaktionspotenziale, die Amplitude verringerte sich und die
Latenz verlangerte sich geringfugig. Im direkten Vergleich von Amitriptylin und
Tetrodotoxin, einem etabliertem Blocker spannungsabhangiger Natriumkanale,
zeigten sich grof3e Unterschiede in der Wirkung. Schon 10 nM Tetrodotoxin hat-
ten einen sehr starken Effekt auf die Summenaktionspotenziale, die Amplitude
verringerte sich und die Latenz verlangerte sich deutlich. Die Erregbarkeitsstei-

gerung der Nervenfasern durch Nikotin wurde jedoch nur wenig reduziert.
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Die Ergebnisse lassen die Schlussfolgerung zu, dass Amitriptylin konzentra-
tionsabhangig axonale nACh-Rezeptoren von unmyelinisierten C-Fasern des
Menschen hemmt, so die Erregbarkeitssteigerung durch Nikotin beziehungswei-
se Acetylcholin verringert und dieser Mechanismus die Grundlage der Schmerz-
reduktion bei Nervenlasionen darstellen konnte. Eine Wirkung von Amitriptylin
an spannungsabhangigen Natriumkanalen wurde Uber den experimentellen
Vergleich mit Tetrodotoxin und den grofden Unterschieden zwischen den Reak-

tionen auf beide Molekile mit hoher Wahrscheinlichkeit ausgeschlossen.

Folglicherweise konnten axonale nACh-Rezeptoren eine Funktion in der Patho-
genese neuropathischer Schmerzen haben. Diese Erkenntnis deckt sich mit vo-
rausgegangenen Veroffentlichungen anderer Arbeitsgruppen, die nACh-Rezep-
toren in Zusammenhang mit Nervenlasionen und neuropathischen Schmerzen
bringen konnten. Unklar ist, woher das Acetylcholin stammt, dass die Rezepto-
ren entlang der Nervenaxone aktiviert. Diskutiert werden nicht-neuronale Quel-

len wie beispielsweise Schwannzellen und Lymphozyten.

Die Ergebnisse dieser Arbeit tragen zum besseren Verstandnis sowohl des Wir-
kungsmechanismus von Amitriptylin als auch der Pathogenese von neuropathi-
schen Schmerzen bei und prasentieren ein Zielprotein flur zukinftige, spezifi-
sche Medikamentenentwicklung mit der Chance auf potentere, pharmakokine-

tisch bessere sowie nebenwirkungsfreiere Schmerzmittel.
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