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1. Einleitung

1.1 Hintergrund

Die diabetische Polyneuropathie ist Hauptursache (Chong und Hester, 2007) des
neuropathischen Schmerzes und neben anderen Verdnderungen eine Langzeitkomplikation im
Rahmen des Diabetes mellitus. Etwa jeder dritte Diabetes-Patient entwickelt im Laufe seiner
Erkrankung eine distal-symmetrische Polyneuropathie (DSP). Hierbei kann die DSP sich in
Form neuropathischer Schmerzen duflern, zu denen das Empfinden brennender oder elektrisch
einschieBender (elektrisierender) Schmerzen, Paridsthesien, Hyperisthesien und Tiefenschmerz
gehort. Im Rahmen dieses Krankheitsbildes werden die Schmerzen zumeist nachts stirker
empfunden und finden sich besonders beinbetont (,restless leg“ Syndrom). Als weitere
Manifestation — hiufig im Spétstadium - kann die DSP jedoch auch mit einem Verlust des
Schmerzempfindens einhergehen, was in vielen Fillen zu schmerzlosen Ulcera fiihrt (Boulton et
al., 2005; Ziegler, 2008). In diesem Kontext zeigten Studien, dass ca. 16 % der Patienten mit
Diabetes mellitus an chronischen neuropathischen Schmerzen leiden (Daousi et al., 2004). Eine
weitere multizentrische Studie zeigte sogar bei 65,3 % der untersuchten Patienten mit Diabetes
mellitus Hinweise auf neuropathische Schmerzen (Halawa et al., 2010). Dabei ist
neuropathischer Schmerz definiert als Schmerz, der als direkte Konsequenz einer Lésion oder
Erkrankung des somatosensorischen Systems hervorgerufen wird (Treede et al., 2008).

Neuropathische Schmerzen gehoren zu den am schlechtesten beeinflussbaren Schmerzen im
klinischen Alltag. In Abgrenzung zum Nozizeptorschmerz sprechen neuropathische Schmerzen
bei Standarddosierungen von Analgetika nicht oder nur unzureichend auf gingige Medikamente
an. Neuere Studien belegen nicht nur im Tiermodell die Wirksamkeit von intrathekal applizierten
selektiven Serotonin-Noradrenalin-Reuptake-Inhibitoren (SNRI) und selektiven Serotonin-
Reuptake-Inhibitoren bei der Behandlung des neuropathischen Schmerzes (Ikeda et al., 2009;
Smith, 2007). Auch Untersuchungen an Patienten mit diabetischer Neuropathie zeigen nach
Behandlung mit trizyklischen Antidepressiva oder SNRI &dhnliche Ergebnisse (Dworkin et al.,
2007). Ein suffizientes Therapieregime zu finden zeigt sich dennoch oft schwierig. Hierbei hat
sich ein multimodales Therapiekonzept bewihrt. Es umfasst neben der Pharmakotherapie des
Schmerzes selbst auch die Pharmakotherapie der ursédchlichen Erkrankung (medikamentose
Einstellung des Diabetes mellitus), sowie nicht-medikamentdse TherapiemaBnahmen. Hierzu
zidhlen Physio- und Psychotherapie. AuBerdem kommen interventionelle Verfahren wie

Nervenblockaden zur Anwendung.



Die in diesem Kontext fast immer eingeleitete Pharmakotherapie basiert meist auf einer
Kombination verschiedener Substanzklassen. Neben Opiaten kommen auch Antikonvulsiva und
Antidepressiva, sowie topische Therapieoptionen zum Einsatz (Ziegler, 2008). Als hiufiges
Problem in der Pharmakotherapie stellt sich dabei die verminderte Beeinflussbarkeit des
neuropathischen Schmerzes durch Opiate dar. Oftmals miissen deutlich hhere Dosen des Opiats
als normalerweise iiblich bis zum Erreichen einer suffizienten Analgesie eingesetzt werden,
wodurch gleichzeitig das Risiko opioid-assoziierter Nebenwirkungen steigt. Die Ursachen fiir

diese reduzierte Ansprechbarkeit auf Opioidanalgetika sind bislang nur unzureichend verstanden.

Zur Klirung des zugrundeliegenden Pathomechanismus wurden Untersuchungen an Tieren mit
unterschiedlich induzierter Neuropathie durchgefiihrt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass auch
im Tier - &dhnlich den klinischen Erfahrungen beim Patienten - unter neuropathischen
Bedingungen die Effektivitidt von Opiaten deutlich reduziert war. (Arner und Meyerson, 1988;
Chen und Pan, 2003; Zurek et al., 2001). Simon und Dewey zeigten bereits 1984, dass Ratten mit
Diabetes mellitus schlechter auf Morphin ansprachen als Kontrolltiere (Simon und Dewey,
1981). Verschiedene Pathomechanismen wurden auf der Grundlage tierexperimenteller Studien
diskutiert: Zurek et al. vermuteten eine Beteiligung supraspinaler Mechanismen (Zurek et al.,
2001), wihrend andere Autoren von einer verdnderten Funktionalitit eines Subtyps der
Opioidrezeptoren, der u-Opioid-Rezeptoren (MOR) auf spinaler Ebene ausgingen (s. auch
Abschnitt 1.3) (Chen et al., 2002; Chen und Pan, 2003).

Ziel der vorliegenden Arbeit sollte sein, einen Beitrag zur weiteren Aufkldrung moglicher
Mechanismen der zuvor beschriebenen Veridnderungen zu leisten. Dabei sollte zunichst das
verwendete Tiermodell beschrieben werden. Es wurde die Funktionsweise des MOR,
Regulationsmechanismen, sowie die Bedeutung des Neuropeptids CGRP erldutert. Auflerdem
sollte auf zwei Neurotrophine, den Nervenwachstumsfaktor (Nerve growth factor, NGF) und den
Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor (Insulin-like growth factor, IGF), sowie den neuronalen

Marker, das Proteine Gene Product 9.5 (PGP 9.5), eingegangen werden.



1.2 Einfithrung in das STZ-Tiermodell Diabetes und die experimentelle

Neuropathie

Im Verlauf der letzten Jahrzehnte wurden unterschiedliche Methoden zur Induktion
neuropathischer Schmerzen im Tiermodell entwickelt. Grundsatzlich kann zwischen einer
traumatischen und einer metabolischen Induktion unterschieden werden.

Die traumatische Induktion des neuropathischen Schmerzes erfolgt hdufig durch eine Ligatur
des peripheren Nervs (Bennett und Xie, 1988; Seltzer et al., 1990).

Die metabolische Induktion des neuropathischen Schmerzes kann zum Beispiel durch Injektion
von Streptozotocin (STZ) erfolgen. Streptozotocin wirkt selektiv zytotoxisch auf die B-Zellen der
Langerhans’schen Inseln des Pankreas und fiihrt durch den Verlust der Insulinproduktion zu
Hyperglykdmie (Kawada, 1992). In Folge der STZ-Injektion entwickeln die Tiere bereits nach 1-
3 Tagen einen Diabetes mellitus, in dessen Rahmen regelhaft neuropathische Schmerzen
auftreten (Aley und Levine, 2001; Calcutt, 2004). Das STZ-Modell verursacht die Neuropathie
somit durch einen Eingriff in den Insulinstoffwechsel und nicht durch traumatische
Beeinflussung des peripheren Nervs. Es ist daher dasjenige Modell einer Neuropathie, das die
grofte Ahnlichkeit mit der Pathogenese des Diabetes mellitus aufweist. Aus diesem Grund soll
es im Rahmen dieser Arbeit benutzt werden. Neben der STZ-induzierten diabetischen
Neuropathie gibt es andere etablierte Modelle, beispielsweise die Chemotherapeutika-induzierte

Neuropathie (Colleoni und Sacerdote, 2009).

Aktuell werden drei verschiedene Stoffwechselwege diskutiert, die aufgrund der Hyperglykémie
zur Schidigung des Nervs mit konsekutiver Neuropathie fithren: (1) Die enzymunabhingige
Glykierung, durch die unter anderem Proteine der Extrazelluldirmatrix in Zahl und Funktion
verdandert werden konnen, wodurch die Funktion des Nerves u.a. durch Interaktion der
verdnderten Proteine mit Makrophagen und Endothelzellen beeintrichtigt wird (Brownlee,
1992), (2) der Polyol-Stoffwechselweg, iiber den bei Hyperglykidmie Glucose zu Sorbitol
verstoffwechselt wird, wobei NADPH verbraucht wird. Hierdurch kommt es zu einer gestorten
Synthese von NO und anschlieender Minderperfusion des Gewebes (Yagihashi et al., 2007) und
(3) die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale, die zellschidigenden oxidativen Stress verursachen

(Naik et al., 2006).

Nach der Induktion des Diabetes mellitus mittels STZ-Injektion kann die Entwicklung des

neuropathischen Schmerzes mithilfe des sogenannten Pfotendrucktestes verfolgt und



quantifiziert werden (Romanovsky et al., 2004). Hierbei wird die Pfote des Tieres unter
standardisierten Bedingungen einem ansteigenden Druck solange ausgesetzt, bis dieses mit
Zuriickziehen der Pfote reagiert. Mithilfe dieses Tests kann ein Schwellenwert fiir die vermehrte
Schmerzhaftigkeit ermittelt werden. Eine Vielzahl von Studien zeigte iibereinstimmend, dass der
Schwellenwert bei neuropathischen Bedingungen absinkt und diabetische Tiere schon bei

leichterem Pfotendruck mit Wegziehen der Pfote reagierten.

1.3 Opioide und ihre Rezeptoren: Der u-Opioid-Rezeptor (MOR)

Opiate sind bis heute die am stédrksten wirksamen Analgetika. Sie finden im klinischen Alltag
vielfache Verwendung als intraoperative Analgetika, zur postoperativen Schmerzbekimpfung
sowie zur Behandlung anderer akuter (z.B. Nierensteine) und chronischer (z.B.
Tumorschmerzen) Schmerzzustinde.

Die analgetische Wirkung von Opiaten erfolgt rezeptorvermittelt {iiber verschiedene
Opioidrezeptoren, von denen aktuell drei Subtypen unterschieden werden: p-Opioid-, 6-Opioid-
und x-Opioid-Rezeptoren. Diese Rezeptoren finden sich unter anderem auf Neuronen des
zentralen und peripheren Nervensystems. Bei all diesen Rezeptoren handelt es sich um G-Protein
gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmembrandoménen. Aktivierung des Opioidrezeptors durch
einen Agonisten fithrt zur Kopplung mit dem Pertussistoxin-sensitiven G-Protein (G;-P, Go-P,
Gq-P). Das G-Protein als solches besteht aus den drei Untereinheiten o, B und y. Nach der
Anlagerung des Agonisten an den Rezeptor findet zundchst ein Nukleotid-Austausch statt.
Guanosindiphosphat (GDP), welches im Ruhezustand an die Go Untereinheit des G-Proteins
gebunden ist, wird gegen Guanosintriphosphat (GTP) getauscht, wobei sich das Ga-GTP vom
By-Komplex abspaltet. Als zelluldrer Effekt der Aktivierung der Opioidrezeptoren kommt es zu
einem verstirkten Ausstrom von Kalium- und einem verminderten Einstrom von Natrium- und
Calcium-Ionen (Schneider et al., 1998; Wilding et al., 1995). Weiterhin kommt es zu einer
Abnahme des intrazellularen Gehalts an zyklischem Adenosinmonophosphat (cAMP). Daraus
kann unter anderem eine Hyperpolarisation der Zelle und eine konsekutive verminderte
Erregbarkeit der Nervenzelle resultieren (Birnbaumer et al., 1990). In der Folge kommt es zu
einer herabgesetzten Weiterleitung von Schmerzimpulsen in Richtung des zentralen
Nervensystems.

Opiate vermitteln ihre analgetische Wirkung nicht nur iiber zentrale, im Gehirn ansidssige

Rezeptoren, sondern auch im peripheren Nervensystem iiber unmyelinisierte C-Fasern und



schwach myelinisierte Ad-Fasern (Stein et al., 2003). Dabei werden die MOR Rezeptorproteine
im Spinalganglion synthetisiert und axonal entlang des Nervs in die Peripherie transportiert

(Mousa et al., 2001; Young, III et al., 1980).

Die diabetische Neuropathie ist in erster Linie eine Erkrankung der peripheren Nerven. Daher ist
das Ziel dieser Untersuchung, als mogliche Ursache einer reduzierten Ansprechbarkeit auf
Opioide nachzuweisen, inwiefern periphere Opioidrezeptoren im Rahmen einer diabetischen
Neuropathie Verdnderungen unterliegen. Bereits bekannt ist, dass die Zahl der auf den
sensorischen Neuronen exprimierten MOR eine Rolle bei der Beeinflussbarkeit neuropathischer
Schmerzen mit Opiaten hat (Rashid et al., 2004; Shaqura et al., 2004).

Zum quantitativen und qualitativen Nachweis von MOR stehen verschiedene Verfahren zur
Verfiigung. Dies ist zum einen der immunhistochemische Nachweis von MOR im Gewebe (s.
unten). Der Vorteil immunhistochemischer Nachweisverfahren liegt in einer hohen zelluldren
Auflosung, die jedoch keine reine Quantifizierung der Proteinmenge zulédsst. Zum anderen kann
der Nachweis mittels [D—AlaZ,N—Me—Phe4,Gly5—01]enkephalin (DAMGO)-Bindungsstudien, die
zwar keine hohe rdumliche Auflosung, jedoch die Moglichkeit einer guten Quantifizierung
bieten, erfolgen. DAMGO ist ein selektiver Agonist am MOR. Zum funktionellen Nachweis von
MOR steht ein G-Protein-Kopplungstest zur Verfiigung.

In fritheren Untersuchungen an sensiblen Spinalganglien unbehandelter Ratten wurden 20,9%
der Neurone als MOR-positiv beschrieben (Ji et al., 1995). Andere Studien an Mausen fanden bis
zu 45% der Neurone im Spinalganglion MOR-positiv (Yamamoto et al., 2008). MOR-positive
Neurone finden sich vor allem auf schmerzleitenden Neuronen. Bei diesen Neuronen handelt es
sich hauptsichlich um kleine und/oder mittelgro3e Neurone bis zu einem Durchmesser von 45
um (Ninkovic et al., 1982). MOR konnen in ihrer Aktivitit durch unterschiedliche Mechanismen
beeinflusst werden. Im nicht-phosphorylierten Zustand sind die Rezeptoren biologisch aktiv,
wihrend sie durch Phosphorylierung inaktiviert werden. Die Phosphorylierung erfolgt unter
anderem durch G-Protein-gekoppelte-Rezeptorkinasen (GRKs) oder auch durch second-
messenger abhidngige Proteinkinasen (Ferguson, 2001). Letztere sind im Rahmen dieser Arbeit
von Interesse, da dieser Mechanismus auch bei der diabetischen Neuropathie von Bedeutung ist

(Eichberg, 2002).



1.4 Proteinkinase C

Zu den second-messenger abhédngigen Proteinkinasen, die im Rahmen der Phosphorylierung der
MOR eine Rolle spielen, zdhlen unter anderem die Proteinkinase A (PKA) und die Proteinkinase
C (PKC). Als second messenger dienen zyklisches Adenosinmonophosphat (cAMP), Ca** und
1,2-Diacylglycerin (DAG) (Ferguson, 2001).

Die Proteinkinase C liegt in mehreren Isoenzymen vor, deren Aktivitit Ca®*-abhingig ist. Hierzu
gehoren PKCa, PKCPI, PKCBII und PKCy. Die verschiedenen Isoformen der PKC
unterscheiden sich in ihrer Gewebeverteilung, ihrer Aktivitdt und ihrer Eigenschaft, verschiedene
Substrate zu phosphorylieren.

Aus einer Studie am Mausmodell ist bekannt, dass es unter diabetischen Bedingungen nach
Injektion von STZ zu einer signifikanten Aktivierung der PKC im Riickenmark gekommen war
(Ahlgren und Levine, 1993; Honda et al., 2007). Mit dieser Aktivierung vergesellschaftet zeigten
Tiere ein schmerzhaftes Verhalten auf primédr nicht schmerzhafte mechanische Reize
(Allodynie). Diabetische Tiere reagierten auf einen mechanischen Reiz schneller mit dem
Wegziehen der Pfote als unbehandelte Kontrolltiere. Eine andere Studie an Méusen konnte
zeigen, dass PKCy-knockout-Méuse, also Méuse die keine PKC-Aktivitit besitzen, auch nach
Verletzung des peripheren Nervs kein neuropathisches Schmerzsyndrom entwickelten. Dies
legte die Vermutung nahe, dass die PKC zur Ausbildung eines neuropathischen
Schmerzsyndroms vorhanden sein muss. (Malmberg et al., 1997).

Bereits 1989 konnte in Studien gezeigt werden, dass Calphostin C die Eigenschaft besitzt, PKC
selektiv zu inhibieren ohne dabei zwischen den Subtypen der PCK zu unterscheiden. Der
inhibitorische Effekt auf die Proteinkinase C (IC50 0,05uM) ist >1000-fach hoher als der
inhibitorische Effekt auf andere Proteinkinasen (IC50 >50uM). Dabei bestehen keine
Unterschiede in der Hemmung der Isoenzyme der PKC (Ahlgren und Levine, 1993; Kobayashi
et al., 1989). Calphostin C ist eine chemische Verbindung, die aus dem Pilz Cladosporium
cladosporioides isoliert wurde. Honda et al. beobachteten im Mausmodell nach Gabe des PKC-
Inhibitors Calphostin C bzw. nach Gabe des unspezifischen Proteinkinase-Inhibitors H-7 eine
Reversibilitit der Allodynie. Der PKA-Inhibitor H-89 zeigte hingegen keinen Effekt (Honda et
al., 2007).



1.5 Calcitonin gene-related peptide (CGRP)

Bei den primir afferenten Neuronen, die unter anderem auch fiir die Schmerzleitung
verantwortlich sind, konnen zwei Gruppen von Nervenfasern unterschieden werden: Die eine
Gruppe umfasst nicht-peptidergische Neurone und stellt sich immunhistochemisch 1B4-positiv
dar. Isolektin B4 (IB4) ist ein Produkt der Pflanze Griffonia simplicifolia und bindet an
bestimmte Glykopeptide der Zellmembranen unmyelinisierter Fasern. Die IB4-positiven
Neurone stehen in der prinatalen Entwicklungsphase unter dem wachstumsférdernden Einfluss
von NGF. Hingegen postnatal entwickeln sich IB4-positive Neurone lediglich Gliazellen-
Wachstumsfaktor (Glial cell line-derived neurotrophic factor, GDNF)-abhéngig.

Die andere Gruppe wird durch die peptidergischen (OR-positiven) Neurone reprisentiert und ist
mittels Calcitonin gene-related peptide (CGRP) nachweisbar. Die CGRP-positiven Fasern
entwickeln sich im Gegensatz zu den IB4-positiven Fasern sowohl pri- als auch postnatal NGF-
abhingig (Akkina et al., 2001). Hauptsédchlich zeigen sich unmyelinisierte C-Fasern und zu
einem kleinen Teil auch schwach myelinisierte Ad-Fasern CGRP-positiv, die fiir Schmerzleitung
verantwortlich sind (Traub et al., 1990). Bei den CGRP-positiven Neuronen im Spinalganglion
handelt es sich groftenteils um kleine (<25 um) Neurone, dariiberhinaus exprimiert auch ein
geringer Anteil mittelgroBer Neurone (<45 um) CGRP (Adeghate et al., 2006). CGRP dient
daher als Marker fiir sensorische (schmerzleitende) Nervenfasern.

Li et al. zeigten sowohl elektronenmikroskopisch als auch immunhistochemisch, dass neben
MOR-immunoreaktiven Zellen in Spinalganglien auch MOR-immunoreaktive Fasern im
Riickenmark in der Mehrzahl der Fille mit CGRP co-exprimiert waren (Li et al., 1998). Diese
Beobachtungen lassen in der Zusammenschau mit den Studien iiber MOR den Schluss zu, dass
beide Peptide in schmerzleitenden kleinen und mittelgro3en Neuronen nachweisbar sind und in
der Mehrzahl der Fille co-exprimiert werden. Im Kontext der diabetischen Polyneuropathie
wurde eine Verminderung der CGRP positiven Fasern im DRG festgestellt (Apfel et al., 1994).
CGRP dient somit im Rahmen dieser Arbeit der Identifizierung der durch die diabetische
Neuropathie betroffenen sensorischen Nervenfasern. Im Riickenmark sind nur préasynaptische
Opioid-Rezeptoren CGRP-positiv, postsynaptische Opioid-Rezeptoren hingegen nicht (Carlton
et al., 1988).



1.6 Nervenwachstumsfaktor (Nerve growth factor, NGF)

Nerve growth factor (NGF) gehort zur Gruppe der Neurotrophine. Zellen, die durch einen
peripheren Nerv innerviert werden, konnen den Nerv mittels dieser Proteine beeinflussen. Zu
den Effekten der Neurotrophine auf neuronales Gewebe zidhlen unter anderem Wachstum,
Entwicklung und Uberleben der Nervenzellen. Jedoch sind nicht alle Neurone NGF sensibel, so
dass man NGF-abhingige von NGF-unabhingigen Neuronen differenziert. Innerhalb der
Gruppe der NGF-abhingigen Neurone finden sich sowohl nozizeptive als auch sympathische
Neurone. NGF beeinflusst hauptsédchlich das Wachstum kleiner und mittelgro3er Neurone, sowie
deren Aussprossung in die oberflichlichen Laminae I und II (nach Rexed, s. Abb. 1.1) im
Hinterhorn des Riickenmarks. Es handelt sich hierbei um die bereits oben erwihnten CGRP-
positiven unmyelinisierten C-Fasern und schwach myeliniseirten Ad-Fasern zur Schmerzleitung.
Nervenfasern, die in die tieferen Schichten III und IV des Riickenmarks projizieren, bleiben von

NGEF hingegen unbeeinflusst (Zhang et al., 1994).

Abb. 1.1: Laminae des Riickenmarks (nach Rexed), schematische Darstellung. Gelb markiert
sind die oberflichlichen Laminae I+II im Hinterhorn. Die Rexed-Laminae stellen eine
histologische Einteilung der grauen Substanz des Riickenmarks dar.
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Die Synthese von NGF kann zum einen nach Verletzung des Nervs durch Schwann-Zellen des
peripheren Nervs selbst erfolgen, zum anderen aber auch von Keratinozyten und Mastzellen im
von dem entsprechenden Nerv innervierten Gebiet (Unger et al., 1998). Nach der Synthese von
NGF durch die Schwann- oder Zielzelle (Kerationzyt) erfolgt die Aufnahme in die Nervenzelle
durch Neurotrophin-Rezeptoren. Hierbei wird NGF durch einen Rezeptor aufgenommen, der als
Dimer aus RezeptortyrosinkinaseA und p75 besteht (trkA/p75). AnschlieBend erfolgt der
retrograde axonale Transport des NGFs zum Perikaryon des Neurons (Boucher und McMahon,
2001), welches im Falle des peripheren Nervs im Spinalganglion liegt. Als biologischer Effekt
von NGF ist unter anderem bekannt, dass es die unter neuropathischen Bedingungen verminderte
Expression von CGRP in Spinalganglien und die verminderte Schmerzschwelle fiir thermische
Reize wiederherstellen kann (Apfel et al., 1994). Dariiber hinaus belegen andere Studien auch
eine Verminderung der mechanischen Hyperalgesie im neuropathischen Tiermodell nach
Applikation von NGF iiber sieben Tage (Ren et al., 1995). Wird NGF hingegen nur einmalig
appliziert, fithrt es zu einer Zunahme der Hyperalgesie (Herzberg et al., 1997; Lewin et al.,

1994).

NGF ist auch an der Regulation der MOR beteiligt. Aktuelle Studien im Tiermodell zeigten, dass
Opiate in lokal entziindetem Gewebe eine signifikant verbesserte Wirkung aufweisen: Nach
Induktion einer Entziindungsreaktion in der Pfote durch Injektion von Freund‘s complete
adjuvant (FCA) war es in Spinalganglien zu einem Anstieg von MOR in immunhistochemischen
Versuchen gekommen (Mousa et al., 2007). AuBerdem konnten in Spinalganglien eine
Hochregulation von MOR-Bindungsstellen mittels [’H]-DAMGO Bindungsstudien beobachtet
werden sowie ein gesteigertes DAMGO-induziertes MOR G-Protein-coupling mittels
[*SIGTPyS Assay. Ursichlich hierfiir scheint zu sein, dass es in entziindetem Gewebe zu einer
gesteigerten Synthese von NGF kommt, welches vermehrt retrograd zum Spinalganglion
transportiert wird. Hier bewirkt NGF eine gesteigerte Synthese von MOR, die nach
Akkumulation im DRG dann wiederum vermehrt anterograd entlang des peripheren Nervs zu
peripheren Nervenendigungen transportiert werden. Hier vermitteln die angereicherten MOR
eine verbesserte analgetische Wirkung von Opiaten (Zollner et al., 2003). Dieser Arbeit liegt die
Hypothese zugrunde, dass unter diabetischen Bedingungen der gegenteilige Fall eintritt. Bekannt
ist bereits, dass es unter experimentell-diabetischen Bedingungen zu einer Abnahme des axonal
transportierten NGF in sympathischen und sensorischen Nervenfasern kommt (Hellweg und
Hartung, 1990). Daher soll nun im Tiermodell mit STZ-induziertem Diabetes mellitus gezeigt

werden, inwiefern sich die Anzahl von MOR und das co-exprimierte CGRP zum einen unter
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diabetischen Bedingungen und zum anderen nach intrathekaler Gabe von NGF quantitativ

verandern.

1.7 Insulin-dhnlicher Wachstumsfaktor (Insulin-like growth factor, IGF1)

IGF1 ist ebenfalls ein Neurotrophin und besitzt wie NGF die Eigenschaft, Nervenwachstum und
das Uberleben von Neuronen zu unterstiitzen und zu unterhalten. IGF1 wirkt iiber den IGF1-
Rezeptor, der wie der Insulinrezeptor zur Familie der Tyrosin-Kinase-Rezeptoren gehort (Wada
et al., 2005). Im DRG werden IGF1 sowie der IGF1-Rezeptor hauptsichlich auf kleinen
Neuronen nachgewiesen (Craner et al., 2002). IGF1 wirkt nicht nur auf sensorische und
sympathische Neurone, sondern hat ebenfalls Einfluss auf Motoneurone (Ishii et al., 1994). Die
Synthese von IGF1 erfolgt nach derzeitigem Kenntnisstand hauptsdchlich nach Stimulation
durch Wachstumshormon (growth hormone, GH) sowie experimentell nach lokaler Applikation
von Capsaicin (Okajima und Harada, 2008).

Eine Vielzahl an Studien stellte einen Zusammenhang zwischen IGF1 und der diabetischen
Polyneuropahtie her. Migdalis et al. konnten in einer klinischen Studie an Patienten mit Diabetes
mellitus Typ II zeigen, dass sowohl IGF1 als auch der IGF1-Rezeptor im Plasma vermindert
waren (Migdalis et al., 1995). Ahnliches konnte in tierexperimentellen Untersuchungen belegt
werden. Craner et al. zeigten in immunhistochemischen Versuchen an Ratten mit STZ-
induziertem Diabetes mellitus ebenfalls sowohl die Abnahme von IGF1 als auch eine Abnahme
des IGF1-Rezeptors (Craner et al., 2002). Ahnlich dem Effekt von NGF konnte auch fiir IGF1
nachgewiesen werden, dass es einen Einfluss auf die diabetische Neuropathie hat: Bei Ratten mit
STZ-induziertem Diabetes mellitus war die Schmerzschwelle fiir mechanische Reize signifikant
abgesunken. Dieser Effekt konnte durch die Applikation von IGF1 verhindert werden. Hingegen
unbeeinflusst blieb der Blutglukosespiegel (Zhuang et al., 1996).

Immunhistochemische Untersuchungen zum Einfluss von IGF1 auf MOR und CGRP bei
diabetischer Neuropathie liegen bislang nicht vor. Vor dem Hintergrund, dass im
tierexperimentellen Verhaltensmodell NGF-dhnliche Effekte beobachtet wurden, soll nun der
Einfluss von IGF1 auf die Expression von MOR und CGRP im peripheren Nerv untersucht

werden.
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1.8 Protein Gene Product 9.5 (PGP-9.5)

Im Rahmen des Diabetes mellitus kommt es zunéchst relativ frith bedingt durch hyperglykimie-
induzierte Proteinverdnderungen bzw. Storungen der Mikrozirkulation (Yagihashi et al., 2007)
zu Schéadigungen der Myelinscheiden (Dobretsov et al., 2007). Hierdurch werden Druck- und
Beriihrungsempfinden beeinflusst, wofiir hauptsédchlich AB-Fasern verantwortlich sind. Protein
Gene Product 9.5 (PGP-9.5) gilt als ein spezifisches Markerprotein fiir zentrale und periphere
Neurone. Im menschlichen Gehirn liegt die Konzentration etwa 50fach iiber der in anderen
Organen (Doran et al., 1983; Thompson et al., 1983). Da dieses Protein in allen Neuronen
vorhanden ist, fithrt eine Verdnderung der Anzahl der Neurone zu einer verminderten Menge an
nachweisbarem PGP-9.5. Daher eignet sich PGP-9.5 zur Quantifizierung vorhandener
Nervenfasern (Doran et al., 1983; Thompson et al., 1983).

Untersuchungen zu PGP-9.5 im Kontext des Diabetes mellitus zeigen uneinheitliche Ergebnisse.
In einer immunhistochemischen Studie an humanen Hautbiopsaten wurde gezeigt, dass lediglich
in der Gruppe der Patienten, die seit mehr als 10 Jahren an Diabetes mellitus Typ I erkrankt
waren, ein signifikanter Riickgang von PGP-9.5-positiven Nervenfasern stattgefunden hatte. In
anderen Zeitrdumen (6 Monate bis 3 Jahre bzw. 5-10 Jahre) konnte dies nicht gezeigt werden
(Properzi et al., 1993). Andere Arbeiten, die mittels PGP-9.5 periphere Nervenfasern am
Ubergang zwischen Dermis und Epidermis quantifizierten, zeigten, dass es bei Patienten mit
einem seit mehr als 5 Jahren bestehenden Diabetes mellitus lediglich an der distalen unteren
Extremitit zu einer Abnahme der Nervenfasern gekommen war. Hautbiopsien aus Unterarm und
proximaler unterer Extremitdt zeigten jedoch keine Verdnderungen. Bei einer Dauer des
Diabetes mellitus von weniger als 5 Jahren konnte auch an der distalen unteren Extremitit keine
signifikante Verdnderung der Nervenfasern festgestellt werden (Pittenger et al., 2004).

Studien am Tiermodell zeigen keine eindeutigen Ergebnisse beziiglich der Verianderungen von
PGP-9.5. Karanth et al. zeigten bereits 1990, dass es bei Ratten nach STZ-induziertem Diabetes
mellitus nach 4 und 8 Wochen zu keiner immunhistochemischen Verdnderung von PGP-9.5 und
damit der Anzahl von Nervenfasern im Pfotengewebe gekommen war. 12 Wochen nach
Krankheitsbeginn verzeichnete die Arbeitsgruppe sogar einen Anstieg der PGP-9.5-
immunoreaktiven Fasern (Karanth et al., 1990). Im Mausmodell mit STZ-induziertem Diabetes
mellitus konnte jedoch 7 Wochen nach Beginn des Diabetes mellitus ein Verlust PGP-9.5-
positiver Nervenfasern im Pfotengewebe beobachtet werden (Christianson et al., 2003).
Allerdings erfolgte keine Auszdhlung der in die Epidermis einsprieBenden Nervenfasern,

sondern die prozentuale Angabe des von Axonen besetzten Hautareals mittels einer Software.
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Auch Toth et al. beobachteten 8 Wochen nach Einsetzen eines Diabetes mellitus mittels STZ-
Injektion in Ratten eine signifikante Abnahme der PGP-9.5-positiven Fasern. Hier wurden die
Nervenfasern distal der Basalmembran (dermo-epidermaler Ubergang) pro definierter Fliche (1
mm?) ausgezdhlt (Toth et al., 2006). Die uneinheitlichen Ergebnisse aus Tierstudien konnen die
wichtige Frage, ob es zu einer zahlenmédfigen Abnahme von Nervenfasern kommt, nicht

beantworten.

1.9 Stand der Forschung und Ziel der Arbeit

Eine Vielzahl von Studien hat gezeigt, dass es im Rahmen einer diabetischen Neuropathie zu
einer verminderten Wirksamkeit von Opiaten kommt. Die abschlieBende Ursache hierfiir ist
bisher noch nicht ausreichend geklirt. Eine Beteiligung von MOR wird diskutiert. Bisherige
Untersuchungen vermuteten primér eine Beteiligung spinaler Rezeptoren (Back et al., 2006;
Obara et al., 2009). Grundsitzlich haben bisher nur wenige Arbeitsgruppen iiberhaupt die Rolle
peripherer Neurone und MOR im Rahmen der diabetischen Neuropathie untersucht (Chen et al.,

2002; Hall et al., 2001).

Dariiber hinaus wurde die Mehrzahl der Untersuchungen zu Verdnderungen von MOR am
peripheren Nerv im Tiermodell nach Ligatur oder Durchtrennung des N. ischiadicus
durchgefiihrt, was nicht der Pathogenese einer diabetischen Neuropathie entspricht. Zum anderen
wurde oftmals nur ein Untersuchungszeitpunkt gewidhlt und Veridnderungen im zeitlichen
Verlauf blieben unberiicksichtigt (Chen et al., 2002; Chen und Pan, 2003).

Diese Arbeit soll daher im zeitlichen Verlauf eines STZ-induzierten Diabetes mellitus in der
Ratte Verdnderungen der Expression von MOR und dem neuronalen Marker CGRP im
peripheren Nerv untersuchen. Unterschieden werden soll hierbei eine spite Phase (4-12 Wochen)
von einer frithen Phase (15-30 Tage) der diabetischen Neuropathie.

Hierbei basiert die vorliegende Arbeit auf der Hypothese, dass es im Rahmen des Diabetes
mellitus auf Ebene des peripheren Nervs zu Verdnderungen in der Anzahl der MOR kommt und
nicht zu einem quantitativen Verlust von Nervenfasern. Zur Uberpriifung dieser Hypothese soll
in der spiten Phase des Diabetes MOR auf allen Ebenen des peripheren Nervs (Riickenmark,
Spinalganglion, N. ischiadicus und subkutanes Pfotengewebe) im Verlauf der Neuropathie
quantifiziert werden. Die Quantifizierung der Nervenfasern soll mittels Nachweis von PGP-9.5
erfolgen. Weiterhin soll getestet werden, inwieweit die Neurotrophine NGF und IGF1 die

Expression von MOR im peripheren Nerv beeinflussen.
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In der frithen Phase des Diabetes mellitus soll untersucht werden, was letztendlich zum
Funktionsverlust der MOR fiihrt. Hier soll die Rolle der PKCa auf die Phosphorylierung
untersucht werden. AuBlerdem soll gezeigt werden, inwiefern der PKC-Inhibitor Calphostin C die

Phosphorylierung beeinflusst.
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2. Materialien und Methoden

2.1 Materialien

2.1.1 Substanzen

2.1.1.1 Antisera Herkunft

Kaninchen-anti-Ratte-MOR Dres. Schulz und Hollt, Magdeburg, Deutschland
Meerschweinchen-anti-Ratte-CGRP Peninsula Laboratories, Belmont, CA, USA
Huhn-anti-Ratte-PGP-9.5 Biotechnology Inc., Florida, USA
Alexa-Fluor-488-Ziege-anti- Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland

Meerschweinchen-1gG

Alexa-Fluor-488-Ziege-anti-Huhn-IgG  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Alexa-Fluor-488-Ziege-anti-Maus-IgG  Invitrogen GmbH, Karlsruhe, Deutschland
Texas-Red-Ziege-anti-Kaninchen-1gG Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
Rinderserumalbumin (BSA) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Ziegenserum (normal goat serum, NGS) Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
Eselserum (normal donkey serum, NDS) Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA

Kaninchen-anti-Ratte-phospho-MOR Cell Signaling Inc., Beverly, USA

Maus-anti-Ratte-PKCalpha Santa Cruz Biotechnology Inc., Heidelberg,
Deutschland

Rattenserumalbumin (RSA) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

2.1.1.2 Medikamente

Forene® (Isoflurane) Abbot, Wiesbaden, Deutschland

Streptozotocin Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Natriumchlorid-Losung 0,9% Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland
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2.1.1.3 Wachstumsfaktoren

Nervenwachstumsfaktor (NGF) aus
Ratten

IGF1 human, rekombinant

2.1.14 Chemikalien

Paraformaldehyde (PFA)

Pikrinsdure

Triton X-100
Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4)
Kaliumchlorid (KCl)

Gelatine aus Rinderhaut

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

R&D Systems, Minneapolis, USA

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma Diagnostics, St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Dinatriumhydrogenphosphat (Na2HPO4) Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Natrium-Citrat
[HOC(COONa)(CH,COONa), - 2H,0]
Timerosal

Kaliumchromsulfat (CrK(S0O4)2)
Natriumchlorid (NaCl)
D(+)-Saccharose

Blaugel

Methanol (CH30H)

Ampuwa Spiillosung

Braunovidon Antiseptikum
4-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI)

Calphostin C human, rekombinant

Natriumhydrogencarbonat (NaHCO?3)
Magnesiumsulfat (MgSO4)
Calciumchlorid (CaCl2)

D-Glucose

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Carl Roth GmbH&Co., Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH&Co., Karlsruhe, Deutschland
Carl Roth GmbH&Co., Karlsruhe, Deutschland
Mallinckrodt Baker B.V., Deventer, Niederlande
Fresenius Kabi, Bad Homburg, Deutschland

B. Braun AG, Melsungen, Deutschland
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Calbiochem/Merck KGaA, Darmstadet,
Deutschland

Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA
Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, USA

Carl Roth GmbH&Co., Karlsruhe, Deutschland
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2.1.1.5 Geriite

Microm HM 560

Vortex Genie 2

Horizontalschiittler IKA-Vibrax-VXR
Heizplatte/Magnetriihrer IKA RH basic

pH-Meter Mettler Toledo MP 220

Gefrierschrank Liebherr comfort (-18°C)

Waage Sartorius BP 121 S
Waage Sartorius BP 4100

Kiihlschrank Bosch economic cooler

Gefrierschrank GFL 6485 (-80°C)
Narkoseapparat Tiberius

Perfusor

Inkubator Heraeus T12

Laborwasseraufbereiter Direct-Q™

2.1.1.6 Verschiedene Materialien

Vectashield Fixiermedium
Objekttrager 76x26mm
Deckgliser 24x50mm

Eppendorf-Pipetten
Pippentenspitzen
Einbettmedium Neg-50
ssniff Alleinfutter
Kifigeinstreu (fein)

Makrolon-Kifig Typ IV

Zellsieb 70um Falcon™
Glucose-Teststreifen Glukoflex-R

Klammernahtgerit

Microm GmbH, Walldorf, Deutschland
Scientiffic Industries, Bohemia, USA

IKA Labortechnik, Staufen, Deutschland
IK A Labortechnik, Staufen, Deutschland
Mettler-Toledo GmbH, Gieflen, Deutschland
Liebherr GmbH, Ochsenhausen, Deutschland
Sartorius AG, Géttingen, Deutschland
Sartorius AG, Gottingen, Deutschland

Bosch AG, Gerlingen-Schillerhéhe, Deutschland
GFL mbH, Burgwedel, Deutschland

Driger, Liibeck, Deutschland

IsmaTec, Glattbrugg-Ziirich, Schweiz
Heraeus Instrumente, Hanau, Deutschland

Millipore, Eschborn, Deutschland

Vector Laboratories Inc., Burlingame, USA
R. Langenbrinck, Emmendingen, Deutschland
Menzel GmbH&Co. KG, Braunschweig,
Deutschland

Eppendorf-AG, Hamburg, Deutschland
Sarstedt, Niimbrecht, Deutschland
Richard-Allan-Scientific, Kalamazoo, USA
ssniff Spzialdidten GmbH, Soest, Deutschland
Jelu-Werk, Rosenberg, Deutschland
Tecniplast GmbH, Hohenpeillenberg,
Deutschland

Becton Dickinson, Franklin Lakes, USA

National Diagnostic Products, Sydney, Australien
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Minipumpe (Modell 2001) ALZET Osmotic Pumps, Cupertino, USA
Katheter Portex Smiths Medical International Ltd., Hythe, UK
Fine Bore Polyethylene Tubing ID 0,28mm

Katheter Portex Smiths Medical International Ltd., Hythe, UK

Non Sterile Polyetylene Tubing ID 0,4mm

2.1.2 Versuchslosungen

2.1.2.1 Phosphatpuffer (PBS)

Als Tréagerlosung fiir die Immunhistochmie diente 0,1 M phosphatgepufferte Kochsalzlosung
(PBS). In 700 ml aqua bidest. wurden 8 g Natriumchlorid, 0,2 g Kaliumchlorid, 1,44 g
Dinatriumhydrogenphosphat und 0,28 g Kaliumdihydrogenphosphat gelost. Anschlieend
erfolgte die Auffiillung der Losung mit aqua bidest. auf 1000 ml und Titration des pH-Werts auf
7.4.

2.1.2.2 Natrium-Citrat Losung

Als Tréagerlosung fiir Streptozotocin bzw. zur Injektion fiir Tiere der Kontrollgruppe diente 0,1

M Natrium-Citrat Losung. In 500 ml aqua bidest. wurden 1,47 g Natrium-Citrat gelost.

2.1.2.3 Streptozotocin

Zur Induktion eines Diabetes mellitus im Tiermodell wurde Streptozotocin eingesetzt. Als N-
Nitrosoverbindung fungiert Streptozotocin als NO-Gruppen Donator mit selektiv toxischer
Wirkung auf die B-Zellen der Langerhanns’schen Inseln des Pankreas.

In 1 ml Natriumcitrat-Losung wurden 14 mg Streptozotocin gelost. Lagerung und Verwendung

der Losung erfolgten lichtgeschiitzt.
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2.1.24 Artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit (aCSF)-Trigerlosung

Als Tragerlosung fiir die intrathekale Applikation der Wachstumsfaktoren NGF und IGF1 sowie
fiir Calphostin C diente artifizielle Cerebrospinalfliissigkeit (artificial cerecrospinal fluid, aCSF).
Fiir Details siehe (Hirata et al., 1997).

Es wurden 122 mM Natriumchlorid (NaCl), 3,1 mM Kaliumchlorid (KCl), 5 mM
Natriumhydrogencarbonat (NaHCO3), 0,4 mM Kaliumdihydrogenphosphat (KH2PO4), 1,3 mM
Calciumchlorid (CaCl2), 1 mM Magnesiumsulfat (MgSO4) und 10 mM D-Glucose in aqua
bidest. gelost und der pH-Wert auf 7,4 eingestellt. Zusitzlich wurden der Losung 1 mg/ml
Rattenserumalbumin (RSA) zugefiigt. Rattenserumalbumin verhindert die Adhédsion von

Wachstumsfaktoren und Calphostin C am polyethylenhaltigen Katheter.

2.1.2.5 Fixierlosung

Zur Fixierung der Gewebe wurden Paraformaldehyd und Pikrinsdure in aqua bidest. geldst.
Paraformaldehyd bewirkt durch Bildung von Methylen-Briicken die Stabilisierung der
Zellmembranen und dient somit dem Erhalt der Zellmorphologie. Pikrinsdure denaturiert
Aminosduren unter Bildung von Pikrat.

In 700 ml aqua bidest. wurden zunichst 40 g Paraformaldehyd unter Erwidrmung bei 65°C
gelost.  Aufgrund der schlechten Loslichkeit von PFA  wurden 500 upul 1 M
Natriumhydroxidlosung zugesetzt. Dies fiihrte zum Aufklaren der Losung. Nach Abkiihlen auf
<25°C erfolgte die Zugabe von 2 ml Pikrinsdure. Anschlieend wurde die Fixierlosung mit aqua
bidest. auf 1000 ml aufgefiillt und es erfolgte die Titration des pH-Werts auf 7,4. Aufgrund des
Entweichens formalinhaltiger Ddmpfe wurden sdmtliche Arbeitsschritte unter dem Abzug

durchgefiihrt.

2.1.2.6 Saccharoselosung

Zur Dehydratation der untersuchten neuronalen Gewebe wurde 10%ige Saccharose-Losung
verwendet. Aufgrund seiner antibakteriellen und fungiziden Wirkung wurde Thimerosal

zugesetzt. In 10 ml PBS wurden 1 g Saccharose und 0,005 mg Thimerosal gelost.
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2.1.2.7 Blockierungslosung

Die Blockierungslosung wurde auf PBS-Grundlage hergestellt und enthielt zusétzlich Triton,
Rinderserumalbumin (BSA), Ziegenserum (normal goat serum, NGS) und Eselserum (normal
donkey serum, NDS). Triton bewirkt hierbei als Detergenz eine Erhohung der
Membranpermeabilitit, die Sera blockieren unspezifische Immunfirbungen. 15 ml PBS wurden

45 pl Triton X-100, sowie 1 ml BSA, 1 ml NGS und 1 ml NDS zugefiigt.

2.1.3 Versuchstiere

Als Versuchstiere fiir die Immunhistochemie dienten méinnliche Wistar-Ratten aus der Zucht der
FEM der Charité Universititsmedizin Berlin mit einem Gewicht von 180-220 g. Die Haltung
erfolgte in Makrolon-Kéfigen Typ IV bei einem zirkadianen Rhythmus von 12 Stunden
(Lichtphase von 07.00-19.00 Uhr), einer Raumtemperatur von 22 + 0,5° C und einer
Luftfeuchtigkeit von 60-65%. Die Tiere erhielten Wasser und Standard-Trockenfutter (Sniff
Alleinfutter) ad libitum. Aufgrund des induzierten Diabetes mellitus mit konsekutiver Polyurie
bei gleichzeitiger Vernachldssigung der Fellpflege durch die Tiere erfolgte der Wechsel der
Kifigeinstreu (Kifigeinstreu fein, Jelu-Werk) tédglich. Das Versuchsvorhaben wurde durch die

Tierschutzkommission des Landesamtes fiir Gesundheit und technische Sicherheit genehmigt.

2.2 Methoden
2.2.1 Tiermodell
2.2.1.1 Narkose

Alle Eingriffe an Versuchstieren erfolgten in Narkose mit Isofluran. Isofluran ist ein volatiles
Anisthetikum mit guten hypnotischen Eigenschaften. Fiir Kurznarkosen sowie zur Einleitung
langerer Eingriffe wurden die Tiere bis zum Eintritt der Anésthesie in einen mit Isofluran
getrinktem Zellstoff bestiickten Narkosetopf aus Glas gesetzt. Bei ldngeren Eingriffen erfolgte
die Aufrechterhaltung der Narkose mittels Narkoseapparat unter O2-Fluss von 0,7 1/min und
Beimischung von 3% Isofluran. Den Tieren wurde hierzu ein Plastikrohrchen als Maske iiber

Mund und Nase gestiilpt.
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2.2.1.2 Induktion des Diabetes mellitus mit Streptozotocin

Grundlage aller Versuche war zunichst die Induktion eines Diabetes mellitus im Tiermodell. Zur

Induktion des Diabetes mellitus erhielten die Versuchstiere jeweils eine Injektion von 200 ul

Streptozotocin in Natriumcitrat-Losung (£ 45 mg STZ/kg KG). Die Injektion erfolgte in eine

Schwanzvene im proximalen Drittel. Kontrolltiere erhielten eine volumenmiBig #quivalente

Injektion mit Vehikellosung.

2.2.1.3 Messung des Blutglucosegehaltes

Sieben Tage nach Injektion von Streptozotocin erfolgte die Messung des Blutglucosegehaltes.
Mit Hilfe einer sterilen Kaniile wurde aus einer Vene am Schwanz ein Tropfen Blut enthommen
und auf einen Glucoseteststreifen aufgebracht. Als diabetisch wurden hierbei Tiere gewertet,

deren Blutglucosegehalt einen Wert > 300 mg/dl aufwies.

2.2.14 Applikation von NGF/IGF1

Die Applikation der Wachstumsfaktoren NGF und IGF1 erfolgte durch kontinuierliche
intrathekale Infusion iiber die zuvor implantierte Minipumpe. Fiir Details siehe (Schmitt et al.,
2003). Die Behandlung mit dem Wachstumsfaktor erfolgte jeweils sieben Tage vor Erreichen
des Untersuchungszeitpunkts (vier, acht und 12 Wochen). NGF-Losung wurde in einer
Konzentration von 125 ng/ul bei einer konstanten Infusionsrate von 1 pl/h iiber 7 Tage
appliziert. Die insgesamt applizierte Menge NGF betrug somit 21 pg/Tier. Im Anschluss an die
kontinuierliche Gabe des Neurotrophins erfolgten Perfusion und Gewebeentnahme.

Die Applikation von IGFI1 erfolgte entsprechend dem Zeitschema von NGF mit einer
Konzentration der IGF1-Losung von 0,5 pg/ml. Dies entspricht einer Gesamtmenge von 84
pg/Tier. Tiere der Kontrollgruppen erhielten eine dquivalente Infusionsmenge mit Trigerlosung

(aCSF + RSA).
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2.2.1.5 Applikation von Calphostin C

Der PKC-Inhibitor Calphostin C wurde sowohl intrathekal als auch subkutan appliziert. Fiir die
intrathekale Injektion wurde Calphostin C in Trigerlosung (aCSF) in einer Konzentration von 50
ng/ul gelost. Tiere der Verumgruppe erhielten jeweils 10 ul. Dies entspricht einer Gesamtmenge
von 500 ng/Tier. Fiir die subkutane Injektion wurde Calphostin C in einer Konzentration von 5
ng/ul in 0,9%iger Kochsalzlosung gelost. Hiervon wurden pro Tier 100 pl appliziert,
entsprechend einer Gesamtgabe pro Tier von 500 ng. Beide Applikation erfolgten jeweils

parallel.

2.2.1.6 Gewebeentnahme

Die Versuchstiere erhielten eine tiefe Narkose mit Isofluran. Zur Entfernung des Bluts aus dem
GefiBsystem erhielten die Tiere zunichst eine Perfusion mit 150 ml PBS, anschlieend erfolgte
die Perfusion mit 350 ml Fixierlosung bis zum Eintritt der vollstindigen Fixierung. Die
Perfusionsgeschwindigkeit betrug jeweils 60 ml/min.

Nach Abschluss der Fixierung erfolgte die Entnahme des Riickenmarks, der Spinalganglien von
L3-L5, des N.ischiadicus, sowie des plantarseitigen subkutanen Pfotengewebes. Der N.
ischiadicus war zur besseren Beurteilbarkeit des anterograden axonalen Transports zuvor nach

chirurgischer Darstellung mittels fester Ligatur fiir 24 Stunden ligiert worden.

2.2.2 Immunhistochemie

2.2.2.1 Beschichtung der Objekttriger

Als Objekttrager fiir die Immunhistochemie dienten Standard-Glasobjekttrager 76x26 mm. Die
Objekttrager wurden gelatinebeschichtet. Chromalaun diente zum Hirten der Gelatine. In 200 ml
aqua bidest. wurden 1,0 g Gelatine aus Rinderhaut, sowie 0,1 g Kaliumchromsulfat
(Chromalaun) gelost. AnschlieBend wurden die Objekttrager in die Losung eingetaucht und bei

37°C im Warmeschrank getrocknet.
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2.2.2.2 Herstellung der Gewebeschnitte

Die Herstellung der Schnitte erfolgte mit Hilfe eines Kryotoms. Spinalganglien, N. ischiadicus
und subkutanes Pfotengewebe wurden jeweils 9 pum dick geschnitten und direkt auf
gelatinebeschichtete Objekttrager aufgenommen. Riickenmarksschnitte wurden 20 pm dick
geschnitten, in PBS iiberfiihrt und als floating-sections weiterverarbeitet. Die Lagerung der
Gewebeschnitte erfolgte bei -18°C im Gefrierschrank unter Zugabe von Blaugel zur Bindung

von Kondensat.

2.2.2.3 Immunbhistochemische Anfirbung

Fiir die im Folgenden beschriebenen immunhistochemischen Fiarbungen wurde das Verfahren
der indirekten Immunfluoreszenz gewihlt. Hierbei wird zunédchst ein primérer Antikorper
eingesetzt, der an antigene Epitope im zu untersuchenden Gewebe bindet. Gegen diesen
primédren Antikorper wird ein sekunddrer, fluoreszenzmarkierter Antikorper eingesetzt (siehe
Abb. 2.1). Dabei miissen die beiden Primirantikorper bei gleichzeitigem Einsatz zum Nachweis

von Co-Lokalisationen aus unterschiedlichen Spezies stammen.

Fluoreszenzmarkierung

. Fluoreszenzmarkierung
mit TexasRed

mit Alexa-Fluor-488

Sekunddrantikdrper A Sekundérantikorper B

Primédrantikorper A o
P Primérantikorper B

Antigen A Antigen B

Abbildung 2.1. Funktionsweise der immunhistochemischen Anfiarbung eines oder mehrerer
Epitope mit Primérantikdper und fluoreszenzmarkiertem Sekundirantikorper.

Zum Nachweis der Spezifitit der immunhistochemischen Firbungen wurden sowohl Positiv- als
auch Negativkontrollen durchgefiihrt. Fiir Positivkontrollen wurden synthetische Antigenpeptide
24 Stunden bei 4°C mit den eingesetzten Primdrantikorpern inkubiert. Neagtivkontrollen

erfolgten durch Weglassen des priméren oder sekundiren Antikorpers.
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2.2.2.3.1 Allgemeines Protokoll zur immunhistochemischen Firbung

Dieses Protokoll beschreibt das allgemeine Protokoll der in dieser Arbeit angewandten
immunhistochemischen Féarbungen gegen verschiedene Antigene im Versuchstier. Nihere
Beschreibungen der einzelnen Fiarbungen finden sich in den nachfolgenden Abschnitten.

Zu Beginn des Verfahrens wurden die Préaparate 45 Minuten mit PBS auf dem Magnetriihrer
gewaschen. Nach 15 Minuten erfolgte jeweils ein Wechsel des Waschpuffers. Nach dem
Waschen wurden die Pridparate mit Blockierungslosung versetzt und 60 Minuten auf dem
Horizontalschiitteler gehalten. Das in der Blockierungslosung enthaltene Rinderserumalbumin
(BSA), das Eselserum (NDS) und das Ziegenserum (NGS) bewirken die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen. Das ebenfalls zugesetzte Triton X-100 steigert als Detergenz die
Membranpermeabilitit und verbessert somit die Antigen-Antikorper-Reaktion.

Im Anschluss hieran erfolgte die Inkubation der Prédparate mit einem oder mehreren
Primirantikorpern in einer Verdiinnung von jeweils 1:1000 auf dem Horizontalschiitteler fiir 24
Stunden. Nach Abschluss der Inkubation wurden durch 60-miniitiges Waschen auf dem
Magnetrithrer die nichtgebundenen Antikorper entfernt. Hierbei erfolgte der Wechsel des
Waschpuffers jeweils nach 15 Minuten.

Zur Darstellung der gebildeten Antigen-Antikdrper-Komplexe erfolgte nun die Inkubation mit
fluoreszenzmarkierten Sekundirantikorpern gegen die eingesetzten Primédrantikdrper in der
Konzentration 1:500. Hierbei kamen entweder TexasRed (rote Fluoreszenz, 605 nm) oder Alexa-
Fluor-488 (griine Fluoreszenz, 519 nm) zum Einsatz. Im Anschluss an die 45-miniitige
Inkubation wurde erneut 15 Minuten gewaschen, der Wechsel des Waschpuffers fand alle fiinf
Minuten statt. AbschlieBend wurden vor Aufbringung des Deckglases zu dessen Fixierung 30 pl
Mount Flour-Fixiermedium aufgetropft. Alle Arbeitsschritte fanden zwischen 20-25°C statt.

Aufgrund der Lichtinstabilitit der Fluoreszenzantikorper war der Raum abgedunkelt.

2.2.2.3.2 Protokoll zur immunhistochemischen Fiarbung von MOR + CGRP

Die Fiarbung erfolgte nach unter 2.2.2.3.1 genanntem Protokoll fiir Spinalganglien und N.
ischiadicus auf Objekttragern. Riickenmarksschnitte wurden mittels Floating-sections-Technik
gefdrbt. Hierbei schwimmen die Schnitte frei im Medium, wodurch eine gesteigerte Diffusion

der verwendeten Antikorper erreicht und somit die Anfarbung verbessert werden kann.
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Als Primérantikorper wurden Antikorpern gegen MOR (Kaninchen-anti-Ratte-MOR) und CGRP
(Meerschweinchen-anti-Ratte-CGRP) eingesetzt. Nach Bildung der Antigen-Antikorper-
Komplexe erfolgte die Inkubation mit den fluoreszenzmarkierten Sekundérantikrpern. MOR-
Antigen-Antikorperkomplexe wurden hierbei durch den Einsatz von Texas-Red-Ziege-IgG
gerichtet gegen Kaninchen-IgG, und CGRP-Antigen-Antikorperkomplexe durch Alexa-Flour-
488-Ziege-1gG gerichtet gegen Meerschweinchen-IgG dargestellt.

Schnitte des subkutanen Pfotengewebes wurden nach Inkubation mit den Sekundérantikdrpern
und Waschung zusitzlich fiir I Minute mit 4-6-Diamidino-2-phenylindole (DAPI) (0.1 pg/ml in
PBS) gegengefirbt, wodurch die Zellkerne zur Darstellung kamen.

2.2.2.3.3 Protokoll zur immunhistochemischen Farbung von MOR + PKC a

Die Farbung erfolgte nach dem allgemeinen Protokoll aus 2.2.2.3.1 an Schnitten von
sensorischen Spinalganglien auf Objekttriagern.

Als Primérantikorper wurden Antikorper gegen MOR (Kaninchen-anti-Ratte-MOR) und PKC «
(Maus-anti-Ratte-PKCa) benutzt. Die Fluoreszenzmarkierung mit Sekundér-Antikorpern
erfolgte fiir MOR durch Texas-Red-Ziege-IgG gerichtet gegen Kaninchen-IgG und fiir PKCa
durch Alexa-Flour-488-Ziege-IgG gerichtet gegen Maus-1gG.

2.2.2.34 Protokoll zur immunhistochemischen Fiarbung von phosphorylierten MOR

Die Firbung von phosphorylierten MOR erfolgte an Schnitten von sensorischen Spinalganglien
nach dem allgemeinen Protokoll aus 2.2.2.3.1.

Zur Darstellung phosphorylierter MOR wurde als Primirantikorper Kaninchen-anti-Ratten-IgG
gegen phospho-MOR benutzt. Nach Antigen-Antikorperkomplexbildung wurden diese
mit dem fluoreszenzmarkierten Sekundérantikorper Texas-Red-Ziege-IgG gegen Kaninchen-IgG

gegengefarbt.

2.2.2.3.5 Protokoll zur immunhistochemischen Farbung von PGP-9.5

Die Firbung von PGP-9.5 folgt im Allgemeinen der Beschreibung aus 2.2.2.3.1. Es kam nur der

Antikorper gegen PGP-9.5 zum Einsatz. Die Darstellung dieses Proteins erfolgte mittels
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Primérantikorper Huhn-anti-Ratte-PGP-9.5. Als fluoreszenzmarkierter Sekundirantikorper
diente  Alexa-fluor-488-Ziege-IgG  gegen Huhn-IgG. Nach Inkubation mit dem
Sekundirantikorper und nachfolgender Waschung wurde fiir 1 Minute mit 4-6-Diamidino-2-

phenylindole (DAPI) (0.1 pg/ml in PBS) gegengefarbt, wodurch die Zellkerne dargestellt

wurden.
2.2.3 Auswertung
2.2.3.1 Mikroskopische Auswertung

Die mikroskopische Auswertung der immunhistochemischen Anfarbungen erfolgte am Laser
Scanning Mikroskop LSM 510 (Carl Zeiss AG). Der Vorteil dieses konfokalen Mikroskops
gegeniiber einem konventionellen Lichtmikroskop liegt in der Erstellung iiberlagerungsfreier
Bilder durch Fokussierung des Anregungslichts auf lediglich eine Ebene im Préparat.

Die Anregung der Fluorochrome erfolgt durch Einstrahlung von Laserlicht verschiedener

Wellenldngen. Details siehe Tab. 2.2.

Exzitations- Emissions-
Fluorochrom Lasermodul
wellenldange wellenldnge
364 nm 454 nm UV-Diodenlaser 405 nm
596 nm 615 nm HeNe-Laser 543 nm
Alexa-Fluor-488 495 nm 519 nm ArKr-Laser 488 nm

Tabelle 2.2: Einstellung des konfokalen Mikroskops LSM 510 zur Detektion der eingesetzten
Fluorochrome. (Abkiirzungen: HeNe=Helium-Neon; ArKr=Argon-Krypton)

2.2.3.2 Auswertung der Riickenmarksschnitte

Riickenmarksschnitte wurden mittels Bildbearbeitungssoftware des Laser-Scanning-Mikroskops
LSM 510 Version 3.2 ausgewertet.

Das immunoreaktive Areal sowohl von MOR-positiven als auch von CGRP-positiven Fasern
findet sich in den Hinterhornern des Riickenmarks im Bereich der Laminae I-II. Gegenstand der

Untersuchungen war zum einen die Fliche des immunoreaktiven Areals, zum andern die
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Intensitdt der Immunfluoreszenz (arbitrary light units, ALU) von MOR und CGRP. Die
Ermittlung der Parameter geschah wie folgt: Der Untersucher hatte zunichst die Moglichkeit,
einen Schwellenwert fiir ein Fluoreszenzsignal individuell festzulegen (s. Abb. 2.3). Erreichte
ein Fluoreszenzsignal diesen Schwellenwert, wurde es als positiv gewertet. Hierdurch erfolgte
die Ausblendung unspezifischer Hintergrundfluoreszenz, die andernfalls mitgerechnet wiirde. Im
Ergebnis erfolgte die rechnerische Ausgabe von (a) einer mittleren Intensitit der
Immunfluoreszenz (mittlere optische Dichte), sowie (b) einer Flache errechnet aus der Summe
der positiven Fluoreszenzsignale.

Fiir sdmtliche Schnitte der Kontrollgruppe wurde zunichst jeweils ein individueller
Schwellenwert sowohl fiir MOR als auch fiir CGRP ermittelt, der die Hintergrundfluoreszenz
ausblendete, so dass das immunoreaktive Areal siamtlich im Hinterhorn zu finden war. Die
Schwellenwerte der Kontrollgruppe wurden gemittelt und auf die Verum-Gruppen angewandt.
Pro Gruppe wurden 16 Schnitte untersucht.

Die Ergebnisse sdmtlicher Gruppen wurden zur besseren Darstellbarkeit in Prozentringe

umgerechnet wobei der Mittelwert der jeweiligen Kontrollgruppe = 100% gesetzt wurde.
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Abbildung 2.3: Bestimmung des MOR/CGRP-positiven Areals. Beispielhafte Darstellung der
Ermittlung des individuellen Schwellenwerts fiir Schnitte der Kontrollgruppen. (A) zeigt bei
einem Schwellenwert von 10 neben dem immunoreaktiven Hinterhorn (gelbe Fluoreszenz) eine
deutliche Mitgewichtung des umgebenden Gewebes (dunkles Areal), wihrend in (B) bei einem
Schwellenwert von 75 das umgebende Gewebe ndaherungsweise ausgeblendet ist.
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2233 Auswertung der Schnitte durch Spinalganglien

In der frithen Phase erfolgten zur Quantifizierung der pMOR deren Auszidhlung sowie die
Auszdhlung der Gesamtzahl der Neurone im Spinalganglion mit anschlieender
Quotientenbildung. Als Resultat ergab sich der Anteil von pMOR an der Gesamtzahl der
Neurone.

Bei der Auswertung der Spinalganglien mit immunhistochemischer Farbung von PKCa wurde
wie folgt verfahren: Es erfolgte die Auszdhlung der MOR-positiven Neurone sowie die
Auszidhlung jener Neurone, die zusitzlich zu MOR eine PKCa-Co-Lokalisation aufwiesen. Das
dargestellte Ergebnis zeigt einen Quotienten aus MOR+PKC-a-Co-Lokalisation bezogen auf die
Gesamtzahl MOR-positiver Neurone.

Zur Quantifizierung der MOR- bzw. CGRP-positiven Neurone in Spinalganglien in der spiten
Phase erfolgte die Auszdhlung der Gesamtzahl der Neurone und anschlieBend die Auszdhlung
der MOR- bzw. CGRP-positiven Neurone. Aus diesen Daten wurde der Quotient aus MOR-
positiven Neuronen/Gesamtzahl der Neurone, bzw. CGRP-positive Neurone/Gesamtzahl der
Neurone gebildet.

Zur besseren Darstellbarkeit wurden alle Ergebnisse mit Ausnahme der PCKa-Firbung
abschliefend in Prozentringe umgerechnet, wobei der Mittelwert der jeweiligen Kontrollgruppe
= 100% gesetzt wurde. Pro Gruppe wurden 16 Schnitte von jeweils fiinf Tieren ausgezihlt. Die
Auszédhlung erfolgte fiir den Untersucher verblindet. Als Viewer diente der Zeiss LSM Image

Browser 4.2.0.121.

2.2.34 Auswertung der Schnitte des N. ischiadicus nach Ligatur

N. ischiadicus-Schnitte wurden proximal der Ligatur ausgewertet. Als Software zum Ausmessen
des MOR-/CGRP-positiven Areals diente die Bildbearbeitungssoftware des Laser-Scanning-
Mikroskops LSM 510 Version 3.2. Das immunoreaktive Areal wurde jeweils manuell markiert
und die Ausgabe der Ergebnisse erfolgte als (a) mittlere Intensitit der Immunfluoreszenz
(mittlere optische Dichte), sowie (b) eine Fldche errechnet aus der Summe der positiven
Fluoreszenzsignale. Alle Ergebnisse wurden zur besseren Darstellbarkeit in Prozentringe
umgerechnet, wobei der Mittelwert der Kontrollgruppen jeweils = 100% gesetzt wurde. Die
Auswertung der Schnitte erfolgte fiir den Untersucher verblindet. Pro Gruppe wurden 12

Schnitte ausgewertet.
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2.2.3.5 Auswertung der Schnitte durch subkutanes Pfotengewebe

Im subkutanen Pfotengewebe wurden die in die Epidermis einsprieBenden MOR-/CGRP-
positiven sensiblen Nervenfasern distal des Ubergangs zwischen Dermis und Epidermis
quantifiziert. Die Auszdhlung erfolgte als Anzahl Nervenfasern/Gesichtsfeld. Die Ergebnisse
wurden zur anschaulicheren Darstellung in Prozentringe umgerechnet, wobei der Mittelwert der
jeweiligen Kontrollgruppe = 100% gesetzt wurde.

Bei der immunhistochemischen Farbung von PGP-9.5 wurde analog hierzu verfahren. Die
Auszédhlung erfolgte fiir den Untersucher verblindet. Pro Gruppe wurden 12 Schnitte

ausgewertet. Als Viewer diente der Zeiss LSM Image Browser 4.2.0.121.

2.2.3.6 Statistische Auswertung

Die statistische Auswertung erfolgte mit SigmaStat Version 3.5. Als Test fiir unverbundene
normalverteilte Daten diente die One-Way-ANOVA, als post-hoc Test Duncan’s Multiple
Range. Als Test fiir nicht-normalverteilte Daten diente die ANOVA on ranks mit Dunn’s post-

hoc Test. Als signifikant gewertet wurden Unterschiede mit p<0,05.
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3. Ergebnisse

Ziel der vorliegenden Untersuchungen war es, Verdnderungen und mogliche
Regulationsmechanismen der Expression von Opioidrezeptoren in sensorischen Neuronen von
Tieren mit diabetischer Polyneuropathie zu identifizieren. Hierzu erhielten minnliche Wistar-
Ratten eine i.v. Injektion von STZ. Die Tiere entwickelten darauthin einen Diabetes mellitus mit
typischen Symptomen wie Hyperglykdmie, Polyuire und Polydipsie sowie einer vermehrten
Schmerzempfindlichkeit im Kontext einer peripheren Polyneuropathie.

In einer spiten Phase erfolgte immunhistochemisch der Nachweis von MOR, CGRP und PGP-
9.5, die von sensiblen Neuronen exprimiert werden. In der frithen Phase erfolgte der Nachweis

von PKCa und phosphorylierten MOR.

3.1 Spiite Phase eines STZ-induzierten Diabetes mellitus

3.1.1 NGF-Gruppe

In der spiten Phase des STZ induzierten Diabetes wurden mittels Doppelfirbung MOR-
immunoreaktive (MOR-ir) und CGRP-immunoreaktive (CGRP-ir) Neurone identifiziert. Eine
Ubersicht iiber die untersuchten Gewebearten gibt Tabelle 3.1.

Tabelle 3.1: Entnommene und untersuchte Gewebearten von Tieren mit STZ-induziertem
Diabetes.

Behandlung Ruckenmark Spinalganglion  N.ischiadicus  subkutanes Gewebe
control v 4 v v
diabetisch v 4 v v
diab. + NGF 4 v v v

diab. = diabetisch; NGF = Nerve growth factor

3.1.1.1 Hinterhorn des Riickenmarks

Im Hinterhorn des Riickenmarks (Rexed Laminae I+II) lieBen sich aus der Peripherie

eintreffende Nervenfasern als MOR-ir und CGRP-ir identifizieren. Die STZ-Induktion eines
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Diabetes mellitus fithrte nach 4 Wochen noch nicht zu einem signifikanten Riickgang des MOR-
ir Areals verglichen mit der Kontrollgruppe. Der Riickgang setzte sich jedoch im weiteren
zeitlichen Verlauf fort und zeigte sowohl nach 8 als auch nach 12 Wochen signifikante Werte
(prozentualer Mittelwert ir-Fliche bezogen auf Kontrolle £ SEM: 100,0 + 5,06 vs. 77,66 + 8,84
[W4] vs. 74,76 + 2,18 [W8] vs. 55,12 + 3,67 [W12 ]). Die i.t. Gabe von NGF verhinderte die
Abnahme und bewirkte einen signifikanten Anstieg des immunoreaktiven Areals zu allen drei
Zeitpunkten (114,42 + 10,4 [W4], 92,38 £5,78 [W8], 86,04 + 8,12 [W12], siche Abb. 3.1A).
Einen signifikanten Riickgang zeigte auch die Intensitit der MOR-spezifischen
Immunfluoreszenz. Nach einem initialen Riickgang blieb die Intensitit jedoch im Verlauf
konstant (prozentualer Mittelwert Intensitit bezogen auf Kontrolle + SEM: 100,0 + 2,06 vs.
91,21 + 2,27 [W4] vs. 90,21 = 1,13 [WS] vs. 89,9 + 1,4 [W12]). Nach Applikation von NGF
konnten im Vergleich zur jeweiligen diabetischen Gruppe eine signifikante Steigerung der
Intensitét erreicht werden (99,78 + 1,66 [W4], 94,11 + 1,17 [WS8], 96,26 + 1,44 [W12], s. Abb.
3.1B).

Die Co-Lokalisation MOR-ir Neurone mit dem fiir sensorische Neurone spezifischen
Neuropeptid CGRP zeigte, dass die Mehrheit der MOR-ir Neurone sich pridsynaptisch auf den
zentralen Nervenendigungen eintreffender sensorischer Neurone befanden. Das CGRP-ir Areal
zeigte sich signifikant vermindert in diabetischen Tieren gegeniiber der Kontrolle zu allen
Zeitpunkten. Im zeitlichen Verlauf nahm es weiter ab (prozentualer Mittelwert der
immunoreaktiven Fliache bezogen auf Kontrolle + SEM: 100,0 + 6,83 vs. 72,72 + 4,5 [W4] vs.
64,27 + 3,25 [W8] vs. 57,02 + 4,2 [W12]). Die NGF-Gabe bewirkte eine signifikante Steigerung
der immunoreaktiven Fldche von CGRP (79,35 + 1,69 [W4], 92,73 + 5,89 [W8], 87,97 + 4,47
[W12], s. Abb. 3.2A).

Die Intensitdt der Fluoreszenz von CGRP nahm nach 4 Wochen signifikant ab und blieb im
weiteren Verlauf unverdndert (prozentualer Mittelwert Intensitit bezogen auf Kontrolle + SEM:
100,0 £ 2,32 vs. 91,03 £+ 2,45 [W4] vs. 90,99 + 2,3 [WS8] vs. 88,96 + 2,67 [W12]). Nach
Applikation von NGF stiegen die Werte der Intensitdt zu allen Zeitpunkten signifikant an
(104,39 £ 2,12 [W4], 100,16 £+ 1,85 [W8], 99,32 + 1,77 [W12], siche Abb. 3.2B).
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Abbildung 3.1: MOR-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der MOR-Fluoreszenz (B)
im Hinterhorn des Riickenmarks der Ratte. Noch nicht nach 4 Wochen, aber nach 8 und 12
Wochen zeigte sich ein signifikanter Riickgang des MOR-immunoreaktiven Areals (A) bei
Tieren mit STZ-induziertem Diabetes mellitus. Die Effekte waren nach i.t. Gabe von NGF
reversibel. Parallel zeigte sich auch ein signifikanter Riickgang der Intensitit der MOR-
Fluoreszenz (B) bei Tieren mit STZ-induziertem Diabetes mellitus. Zu den Zeitpunkten 4 und 12
Wochen war dieser Effekt nach i.t. Gabe von NGF reversibel. Daten sind dargestellt als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). *: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way
ANOVA, Duncan’s post-hoc test); f: p<0,05; STZ vs. STZ + NGF (One Way ANOVA,
Duncan’s post-hoc test)
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Abbildung 3.2: CGRP-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der CGRP-Fluoreszenz
(B) im Hinterhorn des Riickenmarks. Nach 4, 8 und 12 Wochen zeigte sich ein signifikanter
Riickgang des CGRP-immunoreaktiven Areals bei Tieren mit STZ-induziertem Diabetes
mellitus. Dieser Effekt war nach i.t. Gabe von NFG zu den Zeitpunkten 8 und 12 Wochen
reversibel. Auch bei der Betrachtung der Intensitit von CGRP (B) zeigte sich zu allen
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Zeitpunkten eine signifikante Reduktion bei Tieren mit STZ-induziertem Diabetes mellitus.
Auch dieser Effekt war nach i.t. Gabe von NGF zu allen Zeitpunkten reversibel. Daten sind
dargestellt als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). *: p<0,05; STZ vs.
Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan’s post-hoc test); §: p<0,05; STZ vs. STZ + NGF
(One Way ANOVA, Duncan’s post-hoc test)

Abbildung 3.3: Immunoreaktives Areals fiir MOR (A-C) und CGRP (D-F) im Hinterhorn
des Riickenmarks auf Hohe der Intumescentia lumbosacralis 1.3-1L.5. (A) zeigt einen Querschnitt
durch das Riickenmark eines Kontrolltieres. (B) zeigt den Querschnitt eines Riickenmarks 12
Wochen nach STZ-Induktion eines Diabetes mellitus mit sichtbarer Reduktion des MOR-
immunoreaktiven Areals (Texas red Fluoreszenz), die nach i.t. Gabe von NGF reversibel war
(C). Die Immunoreaktivitdt von CGRP (FITC green Fluoreszenz) des diabetischen Tiers (E) war
ebenfalls deutlich niedriger als in der Kontrollgruppe (D). Nach i.t. Gabe von NGF war dieser
Effekt reversibel (F).

3.1.1.2 Sensible Spinalganglien (dorsal root ganglia, DRG)

In sensiblen Neuronen der Spinalganglien fiihrte die STZ-Induktion eines Diabetes mellitus nach
4 Wochen nicht zu einer signifikanten Abnahme der MOR-ir Neurone. Nach 8 Wochen war der

Riickgang signifikant und setzte sich zu 12 Wochen hin fort (prozentualer Mittelwert ir-Neurone
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bezogen auf Kontrolle + SEM: 100,0 + 6,81 vs. 81,13 + 6,39 [W4] vs. 70,13 £ 7,61 [W8] vs.
45,97 + 6,85 [W12] siehe Abb. 3.4A).

Durch intrathekale Gabe von NGF waren die zuvor gesehenen Effekte reversibel (129,15 + 4,81
[W4], 144,72 £ 5,64 [W8], 126,54 + 6,21 [W12], siche Abb. 3.4A). Bei den CGRP-ir Neuronen
zeigte sich bereits nach 4 Wochen ein signifikanter Riickgang, der sich bei 8 und 12 Wochen
weiter fortsetzte (prozentualer Mittelwert ir-Neurone bezogen auf Kontrolle + SEM: 100,0 +
5,31 vs. 66,03 + 5,38 [W4] vs. 58,76 + 3,3 [W8] vs. 55,16 + 2,45 [W12] siehe Abb. 3.4B). Nach
Applikation von NGF konnte die Anzahl positiver Neurone bei 4, 8 und 12 Wochen wieder
signifikant gesteigert werden (111,32 + 7,81 [W4], 109,81 + 5,17 [W8], 101,74 £ 7,68 [W12],
siche Abb. 3.4B)
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Abbildung 3.4: Anzahl MOR-positiver (A) und CGRP-positiver (B) Neurone im
Spinalganglion. Zu den Zeitpunkten 8 und 12 Wochen nach Induktion eines Diabetes mellitus
zeigt sich ein signifikanter Riickgang der MOR-ir Neurone im Spinalganglion (A). Bereits nach
vier Wochen war eine Reduktion zu verzeichnen, die jedoch keine Signifikanz aufwies.
Samtliche diabetisch bedingten Verénderungen waren unter i.t. Gabe von NGF reversibel. Bei
den CGRP-ir Neuronen (B) zeigte sich zu allen untersuchten Zeitpunkten eines STZ-induzierten
Diabetes mellitus ein signifikanter Riickgang der Immunfluoreszenz im Spinalganglion mit
zunehmender Progredienz. Nach i.t. Gabe von NGF waren diese Effekte vollstindig reversibel.
Gezeigt sind Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM).
*: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test); §: p<0,05; STZ
vs. STZ + NGF (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.5: MOR-immunoreaktive (A-C) und CGRP-immunoreaktive Neurone (D-F)
im Spinalganglion. Querschnitte durch Spinalganglien unbehandelter Kontrolltiere zeigten
sowohl fiir MOR (A) als auch fiir CGRP (D) eine groere Anzahl immunoreaktiver Neurone als
entsprechende Schnitte 12 Wochen nach STZ-Induktion eines Diabetes mellitus (B, E). Nach i.t.
Gabe von NGF waren MOR-immunoreaktive (C) und CGRP-immunoreaktive Neurone wieder
vermehrt nachweisbar. Zur Darstellung kommen hauptsichlich kleine und mittelgro3e Neurone.
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3.1.1.3 Nervus ischiadicus

Im N. ischiadicus wurde der axonale Transport durch eine 24-stiindige Ligatur unterbrochen.
Dies bewirkte eine Akkumulation der normalerweise nach distal zum peripheren Nervenende
hin transportierten MOR proximal der Ligatur. Diese Akkumulation war bei STZ-induziertem
Diabetes mellitus signifikant geringer als bei unbehandelten Kontrolltieren und fiihrte bereits 4
Wochen nach Induktion des Diabetes mellitus zu einer signifikanten Verringerung des MOR-ir
Areals. Im zeitlichen Verlauf nahmen die Werte weiter ab (prozentualer Mittelwert ir-Fldache
bezogen auf Kontrolle £ SEM: 100,0 + 6,05 vs. 56,29 + 3,97 [W4] vs. 51,86 + 3,4 [W8] vs.
38,29 + 3,31 [WI12] siehe Abb. 3.6A). Nach NGF-Gabe stieg das MOR-ir Areal zu allen
untersuchten Zeitpunkten wieder signifikant an (102,14 + 6,19 [W4], 78,68 + 4,17 [W8], 70,07 £
2,79 [W12], siehe Abb. 3.6A).

Die Intensitit der Fluoreszenz von MOR unterlag im N. ischiadicus zu keinem der untersuchten
Zeitpunkte einer signifikanten Verdnderung gegeniiber der Kontrollgruppe (prozentualer
Mittelwert Intensitdt bezogen auf Kontrolle + SEM: 100,0 £ 9,44 vs. 80,76 = 12,91 [W4] vs.
83,28 £ 8,74 [W8] vs. 78,96 + 8,33 [W12] siche Abb. 3.6B). Nach NGF-Applikation konnte bei
8 und 12 Wochen eine signifikante Steigerung gegeniiber diabetischen Tieren beobachtet werden
(114,2 £ 11,02 [W4], 174,76 + 10,01 [WS8], 112,72 + 4,77 [W12], siehe Abb. 3.6B).

Das CGRP-ir Areal zeigte bei diabetischen Tieren ebenfalls signifikant niedrigere Werte als in
unbehandelten Kontrolltieren (prozentualer Mittelwert ir-Fliche bezogen auf Kontrolle + SEM:
100,0 £ 7,58 vs. 70,37 £ 5,16 [W4] vs. 57,79 + 3,72 [W8] vs. 47,58 + 4,0 [W12] siehe Abb.
3.7A). Nach NGF-Gabe stieg der Parameter wieder an und zeigt bei 4 und 12 Wochen einen
signifikanten Unterschied (94,2 + 6,7 [W4], 69,1 + 3,17 [W8], 78,7 + 3,88 [W12], siche Abb.
3.7A).

Die Intensitit der CGRP-Fluoreszenz wies im N. ischiadicus diabetischer Tiere keine
signifikante Reduktion gegeniiber Kontrolltieren auf (prozentualer Mittelwert Intensitit bezogen
auf Kontrolle + SEM: 100,0 + 6,81 vs. 81,13 + 6,39 [W4] vs. 77,91 + 18,71 [W8] vs. 83,53 +
2,62 [W12] siehe Abb. 3.7B). Signifikante Steigerungen nach NGF-Gabe konnten zu allen
Zeitpunkten beobachtet werden (125,3 + 10,55 [W4], 147,79 £ 2,55 [W8], 151,23 + 7,84 [W12],
sieche Abb. 3.7B).
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Abbildung 3.6: MOR-immunoreaktives Areal (A) und Intensitiit der Fluoreszenz von MOR
(B) im proximalen N. ischiadicus. Der axonale Transport von MOR zum peripheren
Nervenende wurde durch 24-stiindige Ligatur unterbrochen. Bereits 4 Wochen nach STZ-
Induktion eines Diabetes mellitus zeigte sich eine signifikante Reduktion des MOR-ir Areals.
Die Reduktion setzte sich bei 8 und 12 Wochen weiter fort und war nach i.t. Gabe von NGF
vollstiandig reversibel. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte konnte hingegen eine signifikante
Abnahme der Intensitdt der MOR-Fluoreszenz beobachtet werden. Zu den Zeitpunkten 8 und 12
Wochen stieg die Intensitit nach i.t. Gabe von NGF signifikant an. Alle Werte sind als
Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) gezeigt.
*: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test); §: p<0,05; STZ
vs. STZ + NGF (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.7: CGRP-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der CGRP-Fluoreszenz
(B) im proximalen N. Ischiadicus. Der axonale Transport wurde durch Ligatur unterbrochen.
Zu allen Zeitpunkten nach STZ-Induktion des Diabetes mellitus zeigte sich eine signifikante
Abnahme des CGRP-immunoreaktiven Areals (A). Unter i.t. Applikation von NGF war bei 4
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und 8 Wochen ein signifikanter Wiederanstieg zu beobachten. Die Intensitit von CGRP (B)
zeigte zu keinem der untersuchten Zeitpunkte einen signifikanten Unterschied zwischen
Kontrolltieren und Tieren mit Diabetes mellitus. Dennoch war nach NGF-Gabe zu allen drei
Zeitpunkten eine signifikante Steigerung gegeniiber der diabetischen Gruppe zu beobachten. Die
Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. *: p<0,05; STZ
vs. Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test); 7: p<0,05; STZ vs. STZ + NGF
(One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)

Abbildung 3.8: Immunhistochemische Darstellung von MOR (A-C) und CGRP (D-F) im
proximalen N. ischiadicus nach Ligatur. MOR (Texas red Fluoreszenz) und CGRP (FITC green
Fluoreszenz) kamen in unbehandelten Kontrolltieren (A,D) immunhistochmisch deutlich mehr
zur Darstellung als bei Tieren mit STZ-induziertem Diabetes mellitus nach 12 Wochen (B,E).
Nach i.t. Gabe von NGF nahm die Fluoreszenz sowohl von MOR als auch von CGRP wieder
deutlich zu (C,F).

3.1.14 Subkutanes Pfotengewebe

In den tiefen Schichten der Epidermis finden sich aus der Dermis kommend die terminalen
Fasern sensibler Nerven. Diese wurden distal des dermo-epidermalen Ubergangs geziihlt. Nach
STZ-induziertem Diabetes mellitus ging die Anzahl MOR-ir Nervenfasern bereits nach 4

Wochen signifikant zuriick. Diese Abnahme setzte sich bei 8 und 12 Wochen fort (prozentualer
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Mittelwert immunoreaktiver-Fasern bezogen auf Kontrolle + SEM: 100,0 £+ 6,27 vs. 48,15 £ 2,14
[W4] vs. 37,04 £ 6,76 [W8] vs. 26,67 + 1,81 [W12] siehe Abb. 3.9A). Nach NGF-Gabe stiegen
die Werte signifikant an und erreichten annéhernd Kontrollwerte (112,37 + 14,87 [W4], 107,41 +
4,78 [W8], 90,37 £ 6,79 [W12], siche Abb. 3.9A).

Auch die Zahl CGRP-ir Fasern verringerte sich bei diabetischen Tieren zu allen Zeitpunkten
signifikant gegeniiber Kontrolltieren (prozentualer Mittelwert immunoreaktiver-Fasern bezogen
auf Kontrolle + SEM: 100,0 + 7,05 vs. 60,9 + 5,68 [W4] vs. 54,14 + 1,84 [W8] vs. 47,82 + 4,86
[W12] siehe Abb. 3.9B). Die Abnahme war jedoch geringer ausgeprégt als bei MOR-ir Fasern.
Nach Applikation von NGF konnte auch hier eine signifikante Steigerung zu allen drei
Zeitpunkten erreicht werden (100,0 + 10,18 [W4], 89,1 + 4,56 [WS], 79,4 £+ 3,93 [W12], siche
Abb. 3.9B)
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Abbildung 3.9: MOR-immunoreaktive (A) und CGRP-immunoreaktive Nervenfasern (B)
im subkutanen Pfotengewebe. Die Zahl der in die Epidermis einsprieBenden MOR-ir
Nervenfasern hatte nach STZ-induziertem Diabetes mellitus bereits nach 4 Wochen signifikant
abgenommen. Im weiteren Verlauf nahm der Riickgang weiter zu. Die diabetischen Effekte
waren nach i.t. Applikation von NGF zu allen Zeitpunkten reversibel. Ebenfalls zu beobachten
war ein signifikanter Riickgang der CGRP-ir Nervenfasern zu allen untersuchten Zeitpunkten in
der Gruppe der diabetischen Tiere. Auch hier war der Effekt nach i.t. Behandlung mit NGF
reversibel. Die Darstellung der Daten erfolgt als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwerts
(SEM). *: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test); 7:
p<0,05; STZ vs. STZ + NGF (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.10: Nervenfasern immunoreaktiv fir MOR (A-C), CGRP (D-F) sowie
Zellkernfirbung (G-I) am dermo-epidermalen Ubergang. Schnitte durch subkutanes
Pfotengewebe unbehandelter Kontrolltiere (A) zeigten eine hohere Anzahl MOR-ir Nervenfasern
als Schnitte von Tieren 12 Wochen nach STZ-Induktion eines Diabetes mellitus (B). Die i.t.
Gabe von NGF bewirkte einen Wiederanstieg der Nervenfasern (C). Die CGRP-ir Fasern
entwickelten sich gleichsinnig. Diabetische Tiere (E) wiesen deutlich weniger Fasern auf als
unbehandelte Kontrolltiere (D), wihrend nach NGF-Behandlung ein Wiederanstieg zu
beobachten war (F). Zur besseren Darstellung der Morphologie erfolgte die Hintergrundfarbung
mit DAPI (G-I). (— zeigt beispielhaft auf in die Epidermis einstrahlende Nervenfasern).
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3.1.2 IGF1-Gruppe

In diesen Untersuchungen sollte der Einfluss des Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktors 1 (IGF1)
auf das Nervenwachstum sensibler Neurone nach zuvor induzierter diabetischer Polyneuropathie

bestimmt werden. Einen Uberblick iiber die untersuchten Gewebearten gibt Tabelle 3.2.

Tabelle 3.2: Entnommene und untersuchte Gewebearten in der spiten Phase des STZ-

induzierten Diabetes.

Behandlung Rickenmark Spinalganglion  N. ischiadicus  subkutanes Gewebe
control 4 v v v

diabetisch v v v v

diab. + IGF1 4 v 4

diab. = diabetisch; IGF1 = Insulin-like growth factor

3.1.2.1 Hinterhorn des Riickenmarks

Die STZ-Induktion eines Diabetes mellitus fithrte wie oben gezeigt zu einer signifikanten
Abnahme sowohl des MOR-ir Areals in den Laminae I+II im Hinterhorn des Riickenmarks, als
auch der Intensitit der MOR-Fluoreszenz.

Nach IGF1-Gabe stieg das immunoreaktive Areal bei 4, 8 und 12 Wochen gegeniiber rein
diabetischen Tieren signifikant an (prozentualer Mittelwert ir-Fldche bezogen auf Kontrolle +
SEM: 78,16 + 1,92 vs. 104,86 + 2,56 [W4] 61,69 + 4,15 vs. 107,27 + 8,03 [W8], 45,16 + 1,84 vs.
86,72 £ 6,36 [W12] siche Abb. 3.11A). Die Intensitit der Fluoreszenz von MOR wies hingegen
nur zum Zeitpunkt 4 Wochen eine signifikante Steigerung nach IGF1-Applikation auf (93,16 +
1,29 vs. 102,76 + 1,49 [W4], 88,41 + 1,53 vs. 91,9 + 1,48 [W8], 93,34 + 1,56 vs. 92,49 + 1,24
[W12], siehe Abb. 3.11B).

Unter diabetischen Bedingungen war ebenfalls das CGRP-ir Areal, sowie die Intensitdt von
CGRP vermindert (s. oben). Die i.t. Applikation von IGF1 bewirkte zu allen Zeitpunkten eine
signifikante Steigerung des CGRP-ir Areals verglichen mit rein diabetischen Tieren
(prozentualer Mittelwert bezogen auf Kontrolle £ SEM: 85,14 + 5,67 vs. 103,32 + 2,96 [W4],
75,25 £ 2,5 vs. 92,78 + 3,17 [W8], 58,95 + 3,24 vs. 80,42 + 3,12 [W12] siche Abb. 3.12A),

wihrend die Intensitit der Fluoreszenz nur bei 8 und 12 Wochen signifikante Erhohungen
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gegeniiber diabetischen Tieren aufwies (100,31 + 1,88 vs. 106,67 + 2,06 [W4], 88,98 £+ 2,63 vs.
103,17 £2,19 [W8], 87,21 +£2,81 vs. 105,09 + 1,92 [W12], siche Abb. 3.12B).
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Abbildung 3.11: MOR-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der Fluoreszenz von
MOR (B) im Hinterhorn des Riickenmarks. 4 Wochen nach STZ-Induktion des Diabetes
mellitus zeigte sich noch kein signifikanter Riickgang des MOR-ir Areals in Versuchstieren (A).
Ein Riickgang wurde jedoch zu den Zeitpunkten 8 und 12 Wochen sichtbar. Die Intensitit der
Fluoreszenz von MOR (B) zeigte zu allen untersuchten Zeitpunkten (4, 8 und 12 Wochen) eine
signifikante Reduktion gegeniiber den Kontrolltieren. Die diabetischen Effekte waren nach i.t.
Gabe von IGF1 bei Betrachtung des immunoreaktiven Areals (A) zu allen Zeitpunkten
reversibel, wihrend die Intensitit nach IGF1-Gabe (B) nur zum Zeitpunkt 4 Wochen wieder
signifikant anstieg. Alle Daten sind als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM)
dargestellt. *: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test); 7:
p<0,05; STZ vs. STZ + IGF1 (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.12: CGRP-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der CGRP-Fluoreszenz
(B) im Hinterhorn des Riickenmarks. Das immunoreaktive Areal bei Tieren mit einem STZ-
induzierten Diabetes mellitus zeigte zu allen Zeitpunkten einen im Vergleich zu Kontrolltieren
signifikanten Riickgang. Dieser Riickgang nahm im zeitlichen Verlauf weiter zu, war jedoch
nach i.t. Applikation von IGF1 reversibel (A). Die Intensitidt der Fluoreszenz dnderte sich initial
(4 Wochen) nicht, nahm jedoch nach 8 und 12 Wochen signifikant ab. Nach IGF1-Gabe stieg die
Intensitdt wieder signifikant auf Ausgangswerte an (B). Alle Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwerts (SEM) angegeben. *: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way
ANOVA, Duncan's post-hoc test); 1: p<0,05; STZ vs. STZ + IGFl (One Way ANOVA,
Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.13: MOR-immunoreaktives (A-C) und CGRP-immunoreaktives Areal (D-F)
in Querschnitten durch das Riickenmark auf Hohe der Intumescentia lumbosacralis (L3-L5).
Kontrolltiere zeigten eine deutlich stirkere Immunfluoreszenz fir MOR (A) als Tiere mit
Diabetes mellitus 12 Wochen nach Injektion von STZ (B). Nach i.t. Applikation von IGF1 nahm
die Immunfluoreszenz wieder deutlich zu (C). Verglichen mit unbehandelten Kontrolltieren (D)
ist 12 Wochen nach STZ-Induktion eines Diabetes mellitus auch CGRP deutlich vermindert (E).
IGF1 verursachte auch hier eine Zunahme des Fluoreszenzsignals (F).

3.1.2.2 Sensible Spinalganglien (dorsal root ganglia, DRG)

In Spinalganglien lieBen sich mittels spezifischer Antikorper MOR bzw. CGRP-haltige Neurone
nachweisen. Die STZ-Induktion eines Diabetes mellitus fiithrte auch in Spinalganglien zu einer
signifikanten Abnahme von MOR-ir Neuronen nach 8 und 12 Wochen. In CGRP-ir sensiblen
Neuronen fand gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe zu allen untersuchten Zeitpunkten
ein Riickgang des Markers statt (s. oben).

Ahnlich wie unter der Behandlung mit NGF war auch nach i.t. Gabe von IGF1 eine signifikante
Steigerung der MOR-ir Neurone zu den Zeitpunkten 8 und 12 Wochen gegeniiber diabetischen
Tieren zu beobachten (prozentualer Mittelwert ir-Neurone bezogen auf Kontrolle £ SEM: 79,16

+ 8,36 vs. 163,86 + 4,53 [W4], 63,18 + 6,84 vs. 155,91 + 13,93 [W8], 45,54 £ 6,55 vs. 142,45 +
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8,81 [W12], sieche Abb. 3.14A), Die Anzahl CGRP-ir Neurone im Spinalganglion konnte zu
allen betrachteten Zeitpunkten signifikant im Vergleich zu diabetischen Tieren gesteigert
werden (68,37 + 5,6 vs. 91,41 + 5,75 [W4], 61,66 + 3,46 vs. 88,79 + 5,84 [W8], 55,16 £2,45 vs.
86,46 + 9,45 [W12], siche Abb. 3.14B).
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Abbildung 3.14: Anzahl der MOR-immunoreaktiven (A) und CGRP-immunoreaktiven (B)
Neurone im Spinalganglion. Nach Induktion eines Diabetes mellitus mittels STZ zeigte sich
nach 4 Wochen noch keine signifikante Reduktion der MOR-ir Neurone. Nach 8 Wochen und im
weiteren Verlauf nach 12 Wochen sank die Anzahl immunoreaktiver Neurone signifikant ab.
Diese Effekte waren durch die i.t. Gabe von IGF1 reversibel (A). Die Anzahl CGRP-ir Neurone
war zu allen Zeitpunkten gegeniiber den Werten von Kontrolltieren signifikant verringert. Auch
hier konnte nach IGF1-Applikation eine signifikante Steigerung beobachet werden (B). Alle
Daten sind dargestellt als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM). *: p<0,05; STZ
vs. Vehikellosung (One Way ANOV A, Duncan's post-hoc test); 1: p<0,05; STZ vs. STZ + IGF1
(One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.15: MOR-immunoreaktive (A-C) und CGRP-immunoreaktive Neurone (D-F)
im Spinalganglion. Unbehandelte Kontrolltiere zeigten eine hohere Anzahl MOR-ir Neurone im
Spinalganglion (A) als Tiere 12 Wochen nach STZ-Induktion eines Diabetes mellitus (B). Nach
i.t. Gabe von IGF1 waren MOR-ir Neurone wieder vermehrt nachweisbar (C). Ahnliche Effekte
konnen bei CGRP-ir Neuronen beobachtet werden. Die STZ-Induktion eines Diabetes mellitus
fiihrte zu einer Abnahme der immunoreaktiven Neurone (E) gegeniiber Kontrolltieren (D). Nach
Behandlung mit IGF1 zeigten sich wieder mehr Neurone immunoreaktiv fiir CGRP (F). Als
sensible Neurone stellten sich vorrangig kleine und mittelgro3e Neurone dar.

3.1.2.3 Nervus ischiadicus

Die Behandlung mit STZ fiihrte wie oben gezeigt zu einer signifikanten Reduktion des MOR-ir
Areals im Nerv proximal der Ligatur, wihrend die Intensitit der MOR-Fluoreszenz keine
Veridnderungen zeigte. Nach Behandlung der diabetischen Tiere mit IGF1 stieg das MOR-ir
Areal bei 4, 8 und 12 Wochen im Vergleich zum diabetischen Tier wieder signifikant an
(prozentualer Mittelwert ir-Flache bezogen auf Kontrolle £ SEM: 58,63 + 7,87 vs. 109,16 + 4,09
[W4], 48,25 + 2,48 vs. 108,96 + 4,14 [W8], 39,51 + 3,33 vs. 84,76 + 3,2 [W12] siche Abb.
3.16A). Daneben konnte auch die Intensitéit der Fluoreszenz von MOR durch IGF1-Applikation
zu allen drei Zeitpunkten signifikant gesteigert werden (114,17 £ 5,76 vs. 247,74 + 13,46 [W4],
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134,26 £ 5,94 vs. 196,85 + 22,5 [W8], 109,24 + 15,87 vs. 183,08 + 19,41 [W12], siche Abb.
3.16B).

Auch das CGRP-ir Areal, das unter diabetischen Bedingungen signifikant verringert war, wurde
nach IGF1 Behandlung wieder signifikant grofer (prozentualer Mittelwert ir-Flache bezogen auf
Kontrolle + SEM: 68,53 £ 5,07 vs. 94,01 £ 5,12 [W4], 55,11 £ 2,31 vs. 86,21 £ 5,12 [W8], 54,04
+ 4,23 vs. 76,45 £+ 3,96 [W12], siche Abb. 3.17A). Gleiches galt fiir die Intensitit von CGRP
nach IGF1 Behandlung im Vergleich zu diabetischen Tieren (65,06 + 4,79 vs. 153,15 + 8,4
[W4], 92,26 + 8,54 vs. 127,71 + 15,68 [W8], 60,13 £ 8,63 vs. 109,68 + 10,2 [W12], siche Abb.
3.17B).
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Abbildung 3.16: MOR-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der Fluoreszenz von
MOR (B) im proximalen N. ischiadicus nach Ligatur zur Unterbrechung des axonalen
Transports. Das MOR-ir Areal (A) sank bereits 4 Wochen nach Induktion eines Diabetes
mellitus durch STZ signifikant ab. Diese Abnahme setzte sich bei Betrachtung der
Untersuchungszeitpunkte 8 und 12 Wochen weiter fort. Nach i.t. Applikation von IFG1 stieg das
immunoreaktive Areal wieder signifikant an. Die Intensitit der MOR-Fluoreszenz (B) zeigte zu
keinem Zeitpunkt signifikante Verdnderungen in der diabetischen Gruppe gegeniiber
Kontrolltieren. Nach IGF1-Gabe war jedoch eine signifikante Steigerung zu beobachten. Daten
sind angegeben als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts. *: p<0,05; STZ vs.
Vehikellosung (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test); f: p<0,05; STZ vs. STZ + IGF1
(One Way ANOVA, Duncan's post-hoc test)
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Abbildung 3.17: CGRP-immunoreaktives Areal (A) und Intensitit der Fluoreszenz von
CGRP (B) im proximalen N. ischiadicus. Zur Unterbrechung des axonalen Transports wurde
der Nerv ligiert. Nach Induktion eines Diabetes mellitus mittels STZ sank das CGRP-ir Areal
(A) nach 4, 8 und 12 Wochen signifikant gegeniiber Kontrolltieren ab. Nach i.t. Applikation von
IFG1 war eine signifikante Steigerung gegeniiber diabetischen Tieren zu allen
Untersuchungszeitpunkten zu beobachten. Die Intensitdt der CGRP-Fluoreszenz (B) sank bei 4
und 12 Wochen signifikant unter Kontrollniveau ab. Bei 8 Wochen zeigte sich im diabetischen
Tier keine signifikante Verdnderung. Zu allen Zeitpunkten war die Intensitit der Fluoreszenz
nach Applikation von IGF1 i.t. signifikant gesteigert. Angabe aller Werte als Mittelwerte +
Standardfehler des Mittelwerts (SEM). *: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA,
Duncan's post-hoc test); 1: p<0,05; STZ vs. STZ + IGF1 (One Way ANOVA, Duncan's post-hoc
test)

47



Abbildung 3.18: MOR-immunoreaktive Fasern (A-C) und CGRP-immunoreaktive Fasern
(D-F) im proximalen N. ischiadicus nach Ligatur zur Unterbrechung des axonalen Transports.
Dargestellt sind Schnitte durch Kontrolltiere (A, D), sowie durch Tiere 12 Wochen nach
Induktion eines Diabetes mellitus durch STZ (B, E), bzw. nach i.t. Applikation von IFGI im
diabetischen Tier (C, F). Gezeigt sind jeweils MOR (rote Fluoreszenz) und CGRP (griine
Fluoreszenz) des gleichen Préiparats. Sowohl die MOR-Fluoreszenz, als auch die CGRP-
Fluoreszenz sind im diabetischen Tier verglichen mit Kontrolltieren deutlich vermindert. Bei
Betrachtung des mit IGF1 behandelten Tiers ist eine deutliche Intensivierung der Fluoreszenz
gegeniiber dem diabetischen Tier zu erkennen.

3.2 Quantifizierung von Protein Gene Product 9.5 (PGP-9.5)

Protein Gene Product 9.5 (PGP-9.5) ist ein hochspezifischer Marker fiir Neurone jedwelcher
Entitdt (sensorische, motorische, autonome Nervenfasern). In Ratten mit STZ-induziertem
Diabetes mellitus konnte nach 4, 8 und 12 Wochen keine signifikante Veridnderung des Gehalts
an PGP-9.5 in den terminalen Endigungen sensibler Neurone nachgewiesen werden (Mittelwert
PGP-9.5-ir Nervenfasern + Standardfehler des Mittelwerts (SEM): 13,0 + 0,55 vs. 12,3 + 0,33
[W4] vs. 13,0 £ 0 [W8] vs. 12,0 £ 0 [W12]).
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Abbildung 3.19: Anzahl PGP-9.5-positiver Nervenfasern im subkutanen Pfotengewebe der
Ratte. Untersucht wurden Ratten nach STZ-Induktion eines Diabetes mellitus zu den
Zeitpunkten 4, 8 und 12 Wochen, sowie Kontrolltiere. Es zeigte sich zu keinem Zeitpunkt eine
signifikante Verdnderung der PGP-9.5-positiven Fasern im Vergleich zu Kontrolltieren.
Dargestellt sind Daten als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwerts (SEM).

Abbildung 3.20: Immunhistochemische Darstellung der PGP-9.5-immunoreaktiven
Nervenfasern im subkutanen Pfotengewebe. Dargestellt sind Nervenfasern, die in die
Epidermis (blauer Saum) einstrahlen. Bei Tieren mit STZ-induziertem Diabetes mellitus (B)
zeigte sich keine Abnahme von PGP-9.5-immunoreaktiven Nervenendigungen (griine
Fluoreszenz) gegeniiber dem Kontrolltier (A). Die Zellkernfarbung erfolgte zur besseren
Darstellung der morphologischen Strukturen mit DAPI (blaue Fluoreszenz).
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33 Friithe Phase des STZ-induzierten Diabetes

Gegenstand der Untersuchungen der frithen Phase war der Grad der Phosphorylierung von MOR
in sensiblen Neuronen des Spinalganglions. Es wurde untersucht, inwiefern sich der Anteil der
phosphorylierten Rezeptoren im diabetischen Tier quantitativ verdnderte. Durch die Gabe des
PKC-Inhibitors Calphostin C sollte versucht werden, die Phosphorylierung zu inhibieren.

Eine Ubersicht der untersuchten Proteine MOR-immunoreaktiver Neurone gibt Tabelle 3.3.

Tabelle 3.3: Ubersicht der durchgefiihrten Experimente in der frithen Phase des Diabetes

mellitus.
Behandlung pMOR PKC a
control v v
D 15 v v
D 15 + CalC v x
D 30 v v
D 30 + CalC v x

D15 = 15 Tage p. STZ-Injektion; D30 = 30 Tage p. STZ-Injektion; CalC = CalphostinC; pMOR
= phosphorylierte p-Opioid-Rezeptoren; PKCa = Proteinkinase C alpha

3.3.1 Phosphorylierte p-Opioid-Rezeptoren (pMOR) im sensiblen Spinalganglion

STZ-behandelte Tiere zeigten im Vergleich zu Kontrolltieren nach 15 Tagen eine deutlich
erhohte Anzahl an Spinalganglienneuronen mit phosphorylierten pu-Opioid-Rezeptoren (pMOR)
(prozentualer Anteil pMOR-ir Neurone pro Gewebeschnitt normalisiert auf Kontrolltiere,
Mittelwert £ SEM: 100,0 = 7,51 vs. 203,26 + 10,1). Zwischen dem 15. Und dem 30. Tag nahm
der Anstieg weiter zu (297,01 £ 19,6 nach 30 Tagen). Die Phosphorylierung zeigte sich abhéngig
vom Einsatz eines PKC-Inhibitors: Nach vorangegangener Gabe des PKC-Inhibitors Calphostin
C fiel die Anzahl pMOR-ir Neurone zu beiden Zeitpunkten wieder auf Werte ab, die auf dem
Niveau von Kontrolltieren lagen (92,06 + 5,23 [15 Tage] bzw. 96,34 + 7,1 [30 Tage], siche
Abb.3.21).
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Abbildung 3.21: Anzahl Spinalganglienneurone immunoreaktiv fiir phosphorylierte p-
Opioid-Rezeptoren in STZ-behandelten Tieren. Zu beiden untersuchten Zeitpunkten (15 und
30 Tage) zeigte sich bei diabetischen Tieren eine signifikante Zunahme der phosphorylierten p-
Opioid-Rezeptoren. Nach i.t. Applikation von Calphostin C (PKC-Inhibitor) sanken die Werte
signifikant ab und erreichten Ausgangswerte. Daten sind dargestellt als Mittelwerte =+
Standarfehler des Mittelwerts (SEM). * p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA,
Duncan’s post-hoc test); ¥ p<0,05; STZ vs. STZ+CalC (One Way ANOVA, Duncan’s post-hoc
test)
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Abbildung 3.22: Immunhistochemische Darstellung von phosphorylierten MOR (pMOR)
im Spinalganglion. (A) zeigt die immunhistochemische Aufnahme eines unbehandelten Tieres.
(B) zeigt phosphorylierte MOR bei Tieren mit STZ-induziertem Diabetes mellitus nach 15
Tagen (rote Fluoreszenz), wihrend die Phosphorylierung durch i.t. Gabe von Calphostin C (C)
gehemmt werden konnte. (D) zeigt analog hierzu die Phosphorylierung der MOR nach 30 Tagen
bzw. nach i.t. Gabe von Calphostin C (E). Deutlich zu erkennen ist die zellzentrale Dichte an
phosphorylierten MOR (—).
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3.3.2 PKC o im sensiblen Spinalganglion

Ziel des immunhistochemischen Nachweises von PKCa war der Nachweis einer verdnderten
Aktivitdat dieses Enzyms in MOR-ir Spinalganglienneuronen bei Tieren mit STZ-induziertem
Diabetes mellitus.

Gegeniiber der unbehandelten Kontrollgruppe zeigte sich 15 Tage nach Induktion des Diabetes
mellitus ein Anstieg des Anteils PKCoa-positiver Neurone an der Gesamtzahl MOR-positiver
Neurone, der jedoch nicht signifikant war (Mittelwert PKCa-positiver Neurone/Gesamtzahl
MOR-positiver Neurone, Mittelwert + SEM: 20,6 + 1,55 vs. 44,8 + 1,54 /Gewebeschnitt). Nach
30 Tagen konnte jedoch eine signifikante Steigerung des Quotienten gegeniiber der Kontrolle

beobachtet werden (20,6 + 1,55 vs. 53,2 + 1,6) (siche Abb. 3.23).
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Abbildung 3.23: Anteil PKCa-positiver Neurone an der Gesamtzahl MOR-positiver
Neurone. Nach 15 Tagen zeigte sich gegeniiber den Kontrolltieren kein signifikanter Anstieg
des Quotienten von PKCa-positiven Neuronen/MOR-positive Neurone. 30 Tage nach Induktion
eines Diabetes mellitus war der Anteil von PKCoa-positiven Neuronen an MOR-positiven
Neuronen jedoch signifikant gestiegen. Darstellung der Daten als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwerts (SEM) in Prozent. *: p<0,05; STZ vs. Vehikellosung (One Way ANOVA,
Duncan’s post-hoc test)
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Abbildung 3.24: Schnitt durch ein Spinalganglion mit Darstellung der PKCa-positiven und
MOR-positiven Neurone. Die Texas red Fluoreszenz (A) zeigte MOR-positive Neurone im
Spinalganglion eines unbehandelten Kontrolltieres. Die FITC green Fluoreszenz (B) zeigte
PKCa-positive Neurone. Im co-lokalisierten Bild (C) kamen Neurone zur Darstellung, die
sowohl PKCa-positiv als auch MOR-positiv waren. D-F zeigen analog hierzu Schnitte 30 Tage
nach Induktion eines Diabetes mellitus. Deutlich zu erkennen ist der Anstieg PKCa-positiver
Neurone (E), sowie eine gestiegene Co-Lokalisation PKCoa-positiver und MOR-positiver
Neurone.
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4. Diskussion

Bei Vorliegen neuropathischer Schmerzen zeigen sich die Opioidanalgetika allgemein weit
weniger wirksam als zum Beispiel bei Tumorschmerzen. Dies liegt zum Teil an einem Riickgang
der Anzahl der Opioidrezeptoren sensorischer Neurone, die durch pathologische Verianderungen
der Nerven begriindet zu sein scheinen. Auch bei der diabetischen Neuropathie zeigt sich ein
Verlust in der Opioidwirksamkeit, jedoch sind die zugrunde liegenden Mechanismen nur
unzureichend erforscht. Die Identifizierung moglicher Mechanismen einer reduzierten
peripheren Opioidwirksamkeit in Ratten mit einem experimentellen, STZ-induzierten Diabetes
mellitus war Ziel der vorliegenden Arbeit.

In einem fortgeschrittenen Stadium des Diabetes mellitus konnte in Tieren mit STZ-induziertem

Diabetes folgendes beobachtet werden:

a) Sowohl in den neuronalen Zellkdrpern in sensorischen Spinalganglien, in den
sensorischen zentralen Nervenendigungen im Riickenmark als auch den sensorischen
peripheren Nervenendigungen in der Epidermis zeigte sich eine starke Co-Lokalisation
von MOR und dem Neuropeptid CGRP, welches spezifisch fiir sensorische Neurone ist.

b) Die Expression von MOR- und CGRP in sensorischen Neuronen nimmt im Verlauf des
Diabetes mellitus progredient ab. Dies ist in den neuronalen Zellkdrpern in sensorischen
Spinalganglien, in den sensorischen zentralen Nervenendigungen im Riickenmark sowie
den sensorischen peripheren Nervenendigungen in der Epidermis deutlich erkennbar. Der
axonale Transport vom Spinalganglion zum peripheren Nervenende zeigt ebenso eine
signifikant verminderte Anzahl transportierter Opioidrezeptoren sowie des CGRP-
Gehalts. Eine vorherige mehrtédgige intrathekale Behandlung mit den Wachstumsfaktoren
NGF oder IGF konnten die Abnahme MOR- und CGRP-positiver sensorischer Neurone
auf allen genannten Ebenen verhindern.

c) Die Anzahl der PGP-9.5-positiven, in die Epidermis sich aufzweigenden Nervenfasern
im subkutanen Pfotengewebe diabetischer, STZ-behandelter Tiere war im beobachteten

Verlauf des Diabetes mellitus nicht signifikant verdndert.

In einem frithen Stadium des Diabetes mellitus konnte in Tieren nach STZ-Induktion folgendes

beobachtet werden:
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a) In einem frithen Stadium (bis 4 Wochen nach STZ-Induktion) des Diabetes mellitus war
die Anzahl MOR-immunoreaktiver Neurone in den Spinalganglien noch nicht signifikant
verdandert. Jedoch zeigte sich eine signifikante Zunahme der Anzahl sensorischer
Neurone mit phosphorylierten MOR. Parallel konnte eine signifikante Zunahme der
Anzahl membrantranslozierter (aktivierter) PKCa-positiver Neurone bezogen auf die
Zahl der MOR-positiven Neurone beobachtet werden.

b) Der Anstieg sensorischer Neurone mit phosphorylierten MOR konnte durch Gabe des
PKC-Inhibitors Calphostin C verhindert werden.

4.1 Co-Lokalisation von MOR und CGRP in sensorischen Neuronen

MOR und CGRP zeigten sich in den durchgefiihrten immunhistochemischen Versuchen zum
grofiten Teil co-exprimiert. Schnitte durch sensible Spinalganglien zeigten, dass alle MOR-
positiven Neurone auch CGRP-positiv sind. Aufgrund der iibersichtlichen morphologischen
Verhiltnisse konnte auch an Schnitten durch subkutanes Pfotengewebe nachgewiesen werden,
dass alle MOR-positiven Fasern stets CGRP enthielten. In den Rexed Laminae I+II des
Riickenmarks zeigte sich ebenfalls eine Uberlappung von MOR-positiven und CGRP-positiven
Nervenfasern. Auch hier sind die MOR-positiven Fasern stets CGRP-positiv. Da CGRP im
Hinterhorn des Riickenmarks nur in prasynaptischen Neuronen nachweisbar ist, handelt es sich
bei den MOR/CGRP-immunoreaktiven Nervenfasern ausschlieSlich um priasynaptische, aus der
Peripherie eintreffende, sensorische Neurone. Diese Ergebnisse stimmen mit fritheren
Untersuchungen zur Klassifikation sensibler Nervenfasern im peripheren Nerv iiberein (Mousa
et al., 2007).

Die Einteilung peripherer Nervenfasern kann in folgende Gruppen erfolgen: a) myelinisierte
Nervenfasern b) unmyelinisierte Nervenfasern. Letztere konnen wie folgt klassifiziert werden:
(1) IB4-positive, nicht peptidergische Nervenfasern sowie (2) unmyelinisierte IB4-negative,
CGRP-positive, peptidergische Nervenfasern.

Lediglich die peptidergischen Fasern sind mit Opioidrezeptoren co-lokalisiert (Akkina et al.,

2001) und werden im Rahmen der vorgelegten Arbeit betrachtet.
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4.2 Diabetes-induzierter Verlust von MOR-/CGRP auf sensiblen Neuronen
4.2.1 Riickenmark und sensible Spinalganglien

In der vorliegenden Arbeit konnte mittels Immunhistochemie gezeigt werden, dass die Zahl
MOR-ir zentraler Nervenendigungen sensorischer Neurone in den superfiziellen Laminae I+II
(nach Rexed) des lumbalen Riickenmarks diabetischer Ratten nach vier Wochen noch nicht
signifikant abgesunken war. Im weiteren Verlauf setzte sich der Riickgang der MOR-ir
Nervenfasern im Hinterhorn allerdings weiter fort, so dass acht Wochen nach Induktion des
Diabetes mellitus ein signifikanter Riickgang beobachtet werden konnte. Chen und Pan hatten in
einer Studie an diabetischen Ratten ebenfalls festgestellt, dass es im Hinterhorn des
Riickenmarks vier Wochen nach STZ-Induktion des Diabetes mellitus zu keiner signifikanten
Verinderung der MOR in immunhistochemischen Versuchen gekommen war (Chen und Pan,
2003). Dariiber hinaus konnten Chen und Pan auch in Bindungsstudien mit dem MOR selektiven
Liganden ['HIDAMGO keine signifikanten Verinderungen im Riickenmarksgewebe
diabetischer Ratten beobachten. Ubereinstimmende Ergebnisse zeigen hier unverdffentlichte
Bindungsstudien der eigenen Arbeitsgruppe: Vier Wochen nach STZ-Induktion eines Diabetes
mellitus war die Anzahl der MOR-spezifischen Bindungsstellen von ["HIDAMGO unverindert.
Jedoch zeigte sich nach acht und 12 Wochen eine signifikante Reduktion an MOR-spezifischen

[3H]DAMGO—Bindungsstellen.

Zur weiteren Evaluierung der Wirkung von Opiaten am Rezeptor untersuchten Chen et al. die
Funktionsfahigkeit der MOR mittels G-Protein-Kopplungstest. Bei diabetischen Ratten konnte
so gezeigt werden, dass es vier Wochen nach STZ-Induktion des Diabetes mellitus gegeniiber
unbehandelten Kontrolltieren zu einer signifikant verminderten MOR-G-Protein Kopplung
gekommen war (Chen et al., 2002). Die Beobachtungen von Chen et al. in Verbindung mit den
eigenen Ergebnissen lassen den Schluss zu, dass die intrazelluldre Signalkaskade nach Bindung
des Agonisten an den MOR alteriert ist. Eine solche Stérung der Signalkaskade kann die
analgetische Wirkung von Opiaten beeintrachtigen.

Nicht nur qualitative, sondern auch quantitative Verdnderungen der Rezeptoren fiihren zu
Veridnderungen der Schmerzbeeinflussung. So konnte in fritheren Studien gezeigt werden, dass
auch eine zahlenmifBige Abnahme MOR-haltiger sensorischer Neurone mit einer verminderten
analgetischen Wirkung von Opioiodanalgetika einherging (Kohno et al., 2005; Rashid et al.,
2004). Auch in Tiermodellen mit zuvor induzierter Neuropathie konnten derartige

Veridnderungen beobachtet werden: Back et al. untersuchten den Einfluss der peripheren
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Neuropathie auf den Gehalt spinaler MOR. Die Induktion der Neuropathie erfolgte durch Ligatur
des N. ischiadicus nach chirurgischer Darstellung. 2 mm des Nervs wurden entnommen. Sowohl
immunhistochemisch als auch auf Proteinebene im Western-Blot konnte in diesem Versuch
bereits zwei Wochen nach Ligatur des Nervs eine signifikante Abnahme der spinalen MOR
beobachtet werden (Back et al., 2006). Ahnliche Ergebnisse zeigte eine Studie von Kohno et al.
Hier wurde der Einfluss auf MOR in zwei verschiedenen Modellen (1. Ligatur des Spinalnervs
L5; 2. Ligatur und Durchtrennung der Nn. tibialis und fibularis communis) des neuropathischen
Schmerzes untersucht. Auch in dieser Studie konnte immunhistochemisch ein signifikanter
Riickgang der MOR zwei Wochen nach Ligatur des peripheren Nervs beobachtet werden. Ein
direkter Vergleich mit den eigenen Ergebnissen und den hier diskutierten Ergebnissen von Back
et al. und Kohno et al. ist aufgrund der abweichenden Tiermodelle jedoch schwierig. Vorstellbar
ist, dass es sich bei der Ligatur des Nervs mechanisch bedingt um ein sehr ausgeprigtes Trauma
handelt, infolgedessen es auf immunhistochemischer Ebene sehr viel schneller zu
Veridnderungen der MOR kommt als nach STZ-induziertem Diabetes mellitus, bei dem sich eine

Neuropathie erst allméhlich im Verlauf der Erkrankung entwickelt.

Insgesamt legen Daten anderer Arbeitsgruppen sowie eigene Ergebnisse - wie oben gezeigt - die
Vermutung nahe, dass es im Verlauf der peripheren Neuropathie (sowohl im Rahmen der
traumatisch-induzierten als auch im Rahmen der diabetischen) zu einer Abnahme der MOR
kommt. Dabei konnte an eigenen Ergebnissen nicht nur in den zentralen Nervenendigungen,
sondern auch in den Zellkorpern sensorischer Neurone ein Riickgang der MOR unter
diabetischen Bedingungen beobachtet werden. Ein signifikanter Riickgang war hier jedoch
ebenfalls erst nach acht Wochen erkennbar. Obara et al. hatten gezeigt, dass es am Tag 3 als
auch am Tag 14 nach Ligatur des N. ischiadicus bei Wistar-Ratten zu einer zwei- bis dreifachen
Abnahme des Gehalts an MOR-mRNA im Spinalganglion gekommen war (Obara et al., 2009).
Zhang et al. konnten ferner immunhistochemisch den Nachweis erbringen, dass 28 Tage nach
peripherer Axotomie des N. ischiadicus die Zahl der MOR nicht nur im DRG sondern ebenso im
Hinterhorn des Riickenmarks abgesunken war (Zhang et al., 1998). Auch hier schrinken die
unterschiedlichen Tiermodelle die direkte Vergleichbarkeit mit den eigenen Ergebnissen ein. Das
von Obara et al. und Zhang et al. gewihlte Tiermodell hat traumainduziert moglicherweise
wiederum schnellere Verdnderungen zur Folge als das Modell der diabetischen Neuropathie. Die
hier vorgestellten Ergebnisse zeigen nimlich im Gegensatz zu den beiden vorgenannten Studien,

dass 4 Wochen nach Induktion des Diabetes mellitus im DRG lediglich ein Riickgang um ca.

58



20% im Vergleich zu nicht-diabetischen Kontrolltieren zu beobachten ist. Dieser Riickgang der
Rezeptorzahl ist jedoch noch nicht als signifikant zu werten.

Neben dem Riickgang der MOR-positiven Zellen im Spinalganglion und dem Riickgang der
MOR-positiven zentralen Endigungen des peripheren Nervs im Riickenmark konnte auflerdem
ein Riickgang des CGRP-Gehalts dieser Neurone bzw. Nervenfasern beobachtet werden. Wie
einleitend ausgefiihrt, dient das Neuropeptid CGRP (zunichst einmal ein wichtiges Neuropeptid
mit bestimmten Funktionen, z.B. im Rahmen der neurogenen Entziindung) als Marker fiir
unmyelinisierte, peptidhaltige Nervenfasern, deren Entwicklung NGF abhingig ist (Akkina et
al., 2001). Eine Storung der Funktion des peripheren Nervs geht daher nachvollziehbar mit
einem Verlust des Peptids CGRP und von MOR einher. CGRP ist daher fiir den qualitativen
Nachweis von Nervenfasern von Interesse und zeigt eine Einschrinkung der Nervenfunktion an.
Vorangegangene Studien konnten dies betreffend bereits zeigen, dass es unter diabetischen
Bedingungen bei Ratten zu einer signifikanten Abnahme CGRP-positiver Nervenfasern bzw.
Neurone in den superfiziellen Laminae des Riickenmarks (Unger et al., 1998) sowie in sensiblen
Spinalganglien kommt (Adeghate et al., 2006). Die Quantifizierung der CGRP-positiven
Neurone in der letztgenannten Studie erfolgte zwar lediglich zum Zeitpunkt 4 Wochen nach
Induktion des Diabetes mellitus, unterstiitzt jedoch grundsitzlich die hier vorgestellten
Ergebnisse. Diese zeigen, dass im Rahmen des Diabetes mellitus bereits 4 Wochen nach dessen
Induktion eine Abnahme CGRP-positiver Neurone im Spinalganglion zu beobachten ist. Im
zeitlichen Verlauf nimmt der Riickgang mit Fortschreiten des Diabetes weiter zu. Anzumerken
ist, dass der Riickgang von CGRP in den terminalen Fasern im Riickenmark und auch in
sensiblen Spinalganglien bereits vor dem Riickgang der MOR einsetzt. Somit scheint eine
gestorte Funktion des Nervs schon vor dem Verlust der MOR vorhanden zu sein. Eine mogliche
Interpretation dieser Beobachtung ist die Vorstellung, dass relativ kurze Peptide wie das CGRP
schneller und ausgeprigter als grofle Proteine wie Opioidrezeptoren auf Stérungen der

Nervenfunktion reagieren.

4.2.2 Nervus ischiadicus und subkutanes Pfotengewebe

Weiter distal entlang des peripheren Nervs konnte gezeigt werden, dass proximal der
Nervenligatur die Akkumulation von MOR bei diabetischer Neuropathie bereits nach 4 Wochen
signifikant geringer war als in Kontrolltieren, und dass sich die Abnahme im zeitlichen Verlauf

fortsetzte. Unter physiologischen Bedingungen werden synthetisierte Peptide und Proteine durch
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axonalen Transport anterograd in Richtung Peripherie verbracht. Nach Unterbrechung des
axonalen Transports mittels Ligatur des Nervs kommt es zu einer Akkumulation der Peptide und
Proteine proximal der Ligatur.

Da auch Opioidrezeptoren in den sensiblen Spinalganglien synthetisiert und anschliefend
anterograd zum peripheren Nerv transportiert werden (Hassan et al., 1993; Stein et al., 1990),
kann anhand dieser Ergebnisse gezeigt werden, dass unter diabetischen Bedingungen deutlich
weniger Rezeptoren in die Peripherie transportiert werden als in Kontrolltieren. Diese
Beobachtung liefert gleichzeitig eine mogliche Erklarung fiir die Abnahme der Proteine im
subkutanen Pfotengewebe (s. unten). Gleichgerichtete Verdnderungen wurden auch fiir CGRP
beobachtet. Unger et al. zeigten in immunhistochemischen Versuchen an Ratten 12 Wochen
nach Induktion des Diabetes mellitus mit STZ neben den diskutierten Verdnderungen von CGRP
auf anderen Ebenen des peripheren Nervs auch eine Abnahme im N. ischiadicus. Allerdings
werden Zahlenwerte fiir den N. ischiadicus nicht genannt, ferner wird keine Aussage gemacht,
mit welcher Methode quantifiziert wurde. Bereits in frithen Studien konnte gezeigt werden, dass
CGRP dhnlich wie MOR anterograd axonal vom Perikaryon in die Peripherie transportiert wird
(Kashihara et al., 1989). Es ist daher nachvollziehbar, dass bei verminderter Synthese von CGRP
im Spinalganglion konsekutiv auch eine Abnahme des Gehalts auf allen weiteren Ebenen des
peripheren Nervs erfolgt.

MOR konnen nicht nur zentral auf spinaler und supraspinaler Ebene nachgewiesen werden,
sondern wie bereits gezeigt auch entlang des peripheren Nervs (s. oben). Auch in den peripheren
Endigungen der Spinalnerven, die in die Epidermis einstrahlen und sich dort aufzweigen,
konnten Coggeshall et al. den immunhistochemischen Nachweis von MOR erbringen
(Coggeshall et al., 1997). Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen nun, dass es bei Tieren mit
diabetischer Neuropathie im subkutanen Pfotengewebe wie auf den anderen Ebenen des
peripheren Nervensystems (s. oben) zu einer Abnahme der MOR auf Nervenfasern, die in die
Epidermis einsprieen, kommt. Bereits vier Wochen nach Induktion des Diabetes mellitus zeigte
sich ein signifikanter Riickgang der immunoreaktiven Fasern mit fortschreitender Progression im
weiteren zeitlichen Verlauf. Eine Studie an Méusen hatte bereits eine verminderte Effektivitit
von lokal intraplantar appliziertem Morphin nach Nervenligatur gezeigt (Rashid et al., 2004).
Diese Arbeitsgruppe hatte immunhistologisch lediglich sensorische Spinalganglien untersucht
und dort eine Abnahme der MOR beobachtet. Die hier gezeigten Ergebnisse verifizieren mit dem
Riickgang der Rezeptoren in peripheren Nervenendigungen nun weiter die Hypothese, dass das
schlechte Ansprechen auf lokal appliziertes Morphin hochstwahrscheinlich — durch

Veridnderungen des Rezeptorbesatzes auf dem peripheren Nerv bedingt ist. Bisher liegen keine
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dezidierten Untersuchungen zum Einfluss der diabetischen Neuropathie auf den CGRP-Gehalt
des subkutanen Pfotengewebes vor. Die hier gezeigten Daten belegen jedoch, dass es unter
diabetischen Bedingungen zeitgleich mit der Abnahme von MOR auch zu einer Abnahme des
Gehalts an CGRP in peripheren Nervenendigungen kommt. Diese Ergebnisse scheinen unter

anderem durch den verminderten axonalen Transport bedingt zu sein.

Die bisher diskutierten Ergebnisse werfen die Frage auf, welche Mechanismen der
Rezeptorregulation zugrunde liegen und welche Faktoren beteiligt sind. Obara et al. hatten (wie
andere Studien auch) im Neuropathiemodell nach chronischer Konstriktion des N. ischiadicus
der Ratte bereits nachgewiesen, dass die analgetische Wirksamkeit verschiedener Opioide
vermindert war (Obara et al., 2009). Hingegen fiihrte die gleiche Studie den Nachweis, dass
lokal in die Pfote applizierte Agonisten des Opioidrezeptors bei Ratten mit zuvor induzierter
Entziindungsreaktion zu einer signifikant verbesserten Analgesie fiihrten. Shaqura et al. hatten
dies betreffend in einer Studie gezeigt, dass ein Entziindungsgeschehen eine vermehrte G-
Protein-Kopplung in Spinalganglien zur Folge hat (Shaqura et al., 2004). Die vermehrte
Kopplung von G-Proteinen an MOR scheint eine verbesserte Analgesie zu bedingen. Parallel zu
den hier gezeigten Versuchen wurden in der Arbeitsgruppe auch Verhaltensexperimente an
Ratten mit diabetischer Neuropathie durchgefiihrt. Hier konnte - dhnlich den Versuchen mit
Ligatur-induzierter Neuropathie - gezeigt werden, dass Fentanyl bei diabetischen Tieren im
Pfotendrucktest eine signifikant geringere analgetische Wirksamkeit aufwies als bei
unbehandelten Kontrolltieren.

In Zusammenschau der aufgefiihrten Untersuchungen kann nun davon ausgegangen werden, dass
es bei Tieren mit diabetischer Neuropathie nach Injektion von STZ im Gegensatz zu Tieren mit
lokaler Entziindungsreaktion zu einer Herabregulation von MOR im peripheren Nerv kommt.
Die MOR-Synthese im Spinalganglion ist, wie oben gezeigt, unter diabetischen Bedingungen
signifikant vermindert, wodurch es — bedingt durch den fehlenden anterograden axonalen
Transport der Proteine — konsekutiv zu einer Abnahme der MOR weiter distal im peripheren
Nerv kommt. Diese Ergebnisse sind sowohl mit den gezeigten vorangegangenen Studien
vereinbar, erkldren zum anderen aber auch die signifikant verminderte Analgesie nach Fentanyl-
Gabe im Verhaltensmodell.

Es konnte gezeigt werden, dass MOR und CGRP-Gehalt des peripheren Nervs im Rahmen der
diabetischen Neuropathie signifikant zuriickgingen. Dies galt fiir alle untersuchten Abschnitte
des Nervs von der zentralen Endigung im Hinterhorn des Riickenmarks bis zu Nervenfasern, die

distal in die Epidermis einstrahlen. Diese Veridnderungen im Rezeptorbesatz des Spinalnervs
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scheinen verantwortlich zu sein fiir die schlechte Beeinflussbarkeit des neuropathischen
Schmerzes durch lokal applizierte Opioide. Die Mechanismen der diabetischen Neuropathie
scheinen denen der traumatisch-induzierten Neuropathie zu dhneln. In Zusammenschau der hier
diskutierten Arbeiten erscheint es jedoch denkbar, dass der MOR-Riickgang im Rahmen der

diabetischen Neuropathie spiter erfolgt als bei Ligatur-induziertem neuropathischem Schmerz.

4.3 Einfluss von Nervenwachstumsfaktor (NGF) auf periphere Nerven

Ziel der durchgefiihrten Untersuchungen war es, zu zeigen, ob die im Rahmen der diabetischen
Neuropathie beobachtete Abnahme der Anzahl von MOR und CGRP-positiven Neuronen durch
Gabe des Neurotrophins NGF verhindert werden kann. Diabetische Tiere wurden iiber einen
Zeitraum von bis zu vier Tagen mit NGF behandelt. Daraus resultierte ein Wiederanstieg der
Expression von MOR und CGRP im peripheren Nerv. Dieser Nachweis konnte auf allen Ebenen
des peripheren Nervs (zentrale Nervenendigung, Zellkorper der sensorischen Spinalganglien,
subkutanes Pfotengewebe sowie axonal transportierte Peptide und Rezeptoren) erbracht werden.
Dieser Ansatz wurde gewihlt, weil Studien am Tiermodell zeigen konnten, dass der NGF-Gehalt
im peripheren Nerv im Rahmen des Diabetes mellitus signifikant vermindert war (Hellweg et al.,
1991). AuBerdem konnte nachgewiesen werden, dass es im Rahmen des Diabetes mellitus zu
einem verminderten retrograden Transport von NGF entlang der peripheren Nerven kommt
(Hellweg et al., 1994). Zum Einfluss von NGF auf die Expression von CGRP im Rahmen eines
Diabetes mellitus lagen bereits Studien vor, in denen Riickenmarksgewebe und Spinalganglien
untersucht wurden. Unger et al. behandelten Ratten 12 Wochen nach STZ-Induktion eines
Diabetes mellitus mit NGF in verschiedenen Konzentrationen. Die Gaben erfolgten als einmalige
Injektionen drei Mal wochentlich iiber weitere 12 Wochen. Die anschlieBende Auswertung der
Spinalganglien erfolgte mittels Radioimmunassay (Unger et al., 1998). Unger et al. konnten
zeigen, dass sowohl eine niedrige (0,1 mg/kg KG) als auch eine hohe (0,5 mg/kg KG)
Konzentration von NGF einen signifikanten Anstieg von CGRP in Spinalganglien von NGF-
behandelten gegeniiber Kontrolltieren bewirkte. Auch im Hinterhorn des Riickenmarks
beobachteten Unger et al. einen Wiederanstieg des CGRP-Gehaltes, Zahlen werden hier jedoch
nicht genannt. Auch Studien an Spinalganglien von Miusen nach STZ-induziertem Diabetes
mellitus zum Einfluss von NGF auf die CGRP-Expression zeigten eine Pridvention des

Riickgangs (Sango et al., 1994).
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Zusitzlich konnte nun gezeigt werden, dass neben CGRP auch die Zahl der MOR im
Spinalganglion nach NGF-Behandlung wieder zunimmt. Da MOR vom Ort ihrer Synthese aus
anterograd entlang des peripheren Nervs transportiert werden, kommt es in der Folge auch zu
einem Wiederanstieg der MOR im Hinterhorn des Riickenmarks, im subkutanen Pfotengewebe
sowie im N. ischiadicus proximal einer Ligatur. Bisherige Untersuchungen zum Einfluss von
NGF hatten nicht die Veridnderung von MOR, sondern lediglich den Einfluss von NGF auf die
analgetische Wirksamkeit von Opioiden bei neuropathischem Schmerz betrachtet. So
untersuchten Cahill et al. an Ratten nach Ligatur des N. ischiadicus einen Effekt von NGF auf
die Wirksamkeit von intrathekal appliziertem Morphin (Cahill et al., 2003). Dabei fand die
Arbeitsgruppe eine signifikant verbesserte analgetische Wirksamkeit des applizierten Morphins
nach NGF-Behandlung. In einem anderen Versuchsansatz injizierten Mousa et al. Freund’s
complete adjuvans (FCA) in die Pfoten von Ratten. FCA verursacht eine lokale Entziindung im
Gewebe. In der Folge zeigte sich ein signifikant gesteigerter retrograder Transport von NGF in
Richtung des Spinalganglions, sowie wiederum eine gesteigerte Expression von MOR im
Spinalganglion. Die Neutralisation von NGF mittels Gabe eines NGF spezifischen Antiserums
hob diese Wirkung auf, wihrend die intraplantare Gabe von NGF idhnliche Effekt wie die
Induktion der Entziindung (Mousa et al., 2007) erzielte. Molliver et al. hatten aulerdem zeigen
konnen, dass bei transgenen Miusen mit NGF-Uberexpression auch die Zahl der MOR etwa 3-
fach hoher liegt als bei Vergleichstieren (Molliver et al., 2005). NGF ist damit als Faktor
identifiziert, der durch die Regulation von MOR die Schmerzbeeinflussung moduliert.

Parallel zu den hier gezeigten Versuchen wurden Verhaltensversuche mit diabetischen Ratten
durchgefiihrt (nicht Teil dieser Arbeit). Als Folge der NGF-Behandlung wiesen auch diese Tiere
ein signifikant besseres Ansprechen auf lokal appliziertes Fentanyl auf als diabetische
Kontrolltiere. Die Ergebnisse zeigen also, dass die mehrtigige Behandlung mit NGF zu einem
Wiederanstieg von MOR und des Neuropeptids CGRP fiihren. Dieser Wiederanstieg scheint die
verbesserte analgetische Potenz von lokal applizierten Opioiden im Rahmen der Diabetischen

Neuropathie zu bedingen.

4.4 Einfluss von Insulin-dhnlichem Wachstumsfaktor (IGF) auf periphere

Nerven

Von Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktoren (IGF) ist bekannt, dass sie einen regulatorischen

Einfluss auf Neurone haben, die im Rahmen des Diabetes mellitus Verdnderungen unterliegen
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(Ishii et al., 1994). Im Tiermodell an Ratten war gezeigt worden, dass es sowohl bei diabetischer
Neuropathie nach Injektion von STZ, als auch nach Axotomie des N. ischiadicus zu einer
signifikanten Abnahme von IGF1 kommt (Craner et al., 2002). Hieraus leitete sich eine mogliche
Beteiligung von IGF1 an der Entstehung und Beeinflussung der diabetischen Neuropathie ab.
Zhuang et al. konnten an Ratten mit STZ-induziertem Diabetes mellitus bereits zeigen, dass nach
kontinuierlicher i.t. Infusion von IGF1 iiber sieben Tage mit einer insgesamt applizierten Menge
von 33,6 ug/Tier die zuvor beobachtete mechanische Hyperalgesie reversibel war (Zhuang et al.,
1996). Die Behandlung mit IGF1 erfolgte sieben Tage nach Induktion des Diabetes mellitus.
Uber die Studie von Zhuang et al. hinaus gibt es keine Untersuchungen zur Beeinflussbarkeit der
Opioidanalgesie durch IGF1. Aquivalente Studien wie von Cahill et al. zur Effektivitit von
Opioiden bei gleichzeitiger Behandlung mit NGF liegen fiir IGF1 nicht vor. In
Verhaltensversuchen der eigenen Arbeitsgruppe konnte jetzt erstmals gezeigt werden, dass IGF1
die Effektivitit von lokal appliziertem Fentanyl in Ratten mit STZ-induziertem Diabetes mellitus
wieder herstellt. IGF1 bewirkt also dhnliche Effekte wie NGF. Bisher lagen jedoch keine
Untersuchungen zum Einfluss von IGF1 auf Rezeptorebene vor. Die Ergebnisse dieser Arbeit
zeigen nun in Ergdnzung zu den Beobachtungen des Verhaltensmodells, dass IGF1 die
Expression von MOR und CGRP signifikant steigern kann. Die erhohte Rezeptorzahl scheint den
Wirksamkeitsanstieg des Fentanyls zu begriinden. Zhuang et al. beobachteten die Beeinflussung
der Hyperalgesie durch IGF1 zwar unabhingig von einer Behandlung mit Opiaten (im Gegensatz
zur eigenen Arbeitsgruppe), es ist jedoch anzunehmen, dass auch endogene Opioide aufgrund
der durch IGF1 gesteigerten Rezeptorzahl eine hohere analgetische Potenz aufweisen. Die in
dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse wiirden somit auch die Beobachtungen von Zhuang erkldren.
Der immunhistochemisch beobachtete protektive Einfluss von IGF1 gilt fiir alle untersuchten
Gewebe. In Spinalganglien konnte zu allen untersuchten Zeitpunkten eine Pridvention des
Riickgangs der MOR beobachtet werden, der mit ca. 150% deutlich iiber dem Ausgangswert der
unbehandelten Kontrolltiere lag. Der im Hinterhorn des Riickenmarks und im N. ischiadicus
beobachtete Wiederanstieg ist ebenfalls signifikant, jedoch nicht so hoch wie im Spinalganglion.
Zusammenfassend kann gesagt werden, dass der durch die diabetische Neuropathie bedingte
Riickgang von MOR und CGRP also nicht nur durch NGF, sondern auch durch das

Wachstumshormon IGF1 aufgehoben werden kann.
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4.5 Protein Gene Product 9.5 (PGP-9.5)

Ziel dieser immunhistochemischen Untersuchung war es, sicherzustellen, dass es im Rahmen der
diabetischen Neuropathie lediglich zu einer Herabregulierung der MOR und von CGRP bei noch
vitalen Nerven kommt. Es sollte ausgeschlossen werden, dass nicht der Untergang neuralen
Gewebes fiir den Verlust von MOR und CGRP verantwortlich ist. Hierzu wurde an Schnitten
durch das subkutane Pfotengewebe der Anteil PGP-9.5-positiver Nervenfasern quantifiziert.

Die hier vorgestellten Ergebnisse zeigen weder vier, acht oder 12 Wochen nach Beginn des
Diabetes mellitus einen Unterschied in der Anzahl PGP-9.5-positiver Fasern. Karanth et al.
hatten ebenfalls, wie einleitend erwihnt, in einem Tiermodell an Ratten mit Diabetes mellitus
keine Veridnderungen der PGP-9.5-positiven Fasern beobachten konnen (Karanth et al., 1990).
Die Untersuchungen erfolgten zu den Zeitpunkten zwei, vier, acht und 12 Wochen nach
Induktion des Diabetes mellitus. Diese Studie zeigt wie die eigenen Daten, dass es auch im
Verlauf der diabetischen Neuropathie bis einschlieBlich der 12. Woche nicht zu Verdnderungen
der PGP-9.5-positiven Fasern kommt. Eine unverdnderte Zahl dieser Fasern steht im
Widerspruch zu Toth et al., die, wie einleitend erwéhnt, bei Sprague-Dawley Ratten 8 Wochen
nach STZ-Injektion, jedoch ohne den zeitlichen Verlauf zu beobachten, einen signifikanten
Riickgang der PGP-9.5-positiven Neurone gefunden hatten (Toth et al., 2006). Allerdings
unterscheidet sich in dieser Studie die Art der Quantifizierung der Nervenfasern: Den hier
gezeigten Daten liegt eine Auszéhlung samtlicher in die Epidermis distal des dermal-
epidermalen Ubergangs einsprieBender Nervenfasern zugrunde. Toth et al. schlossen hingegen
Fasern aus, die Kontakt zu dendritischen Zellen hatten oder Fasern mit Kontakt zu Talgdriisen.
Zum anderen unterscheidet sich das Tiermodell. Toth et al. injizierten STZ intraperitoneal.
Vergleichende Studien zwischen intraperitonealer und intravendser Injektion liegen zwar nicht
vor, Fox et al. kommen in einer Studie zum STZ-Modell jedoch zu dem Schluss, dass die i.p.
Applikation von STZ zu einem schweren Krankheitsbild fiihrt (Fox et al., 1999). Es besteht
daher die Moglichkeit, dass dies die Entwicklung einer Neuropathie beschleunigt.

Bei sehr unterschiedlichen Ergebnissen verschiedener Studien bleibt die Diskussion kontrovers.
In den hier gezeigten Untersuchungen konnte kein Verlust PGP-9.5-positiver Nervenfasern
nachgewiesen werden. Wihrend dies die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen unterstiitzt, steht es
solchen entgegen, die im Rahmen des experimentellen Diabetes mellitus bereits frith einen
Verlust von Nervenfasern vermuten. Da der Riickgang von MOR und CGRP durch Applikation
der neurotrophen Faktoren NGF und IGF1 verhindert werden konnte, kann in Zusammenschau

aller hier gezeigten Ergebnisse angenommen werden, dass periphere Nerven, bedingt durch
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einen Diabetes mellitus zwar in ihrer Funktion eingeschrinkt werden, jedoch zunéchst weiterhin
vital bleiben. Der ausbleibende Verlust PGP-9.5-positiver Fasern unterstiitzt diese These. Er
schlieft jedoch nicht Verdnderungen in den Myelinscheiden myelinisierter Nervenfasern aus.
Voruntersuchungen der eigenen Arbeitsgruppe (nicht verdffentlicht) konnten dies an

elektronenmikroskopischen Aufnahmen zeigen.

4.6 Anstieg der phosphorylierten MOR in sensiblen Spinalganglien

Die Phosphorylierung und nachfolgende Inaktivierung von Opioidrezeptoren kann zum einen
durch G-Protein-gekoppelte Rezeptorkinasen, zum anderen jedoch auch durch second-messenger
abhédngige Proteinkinasen erfolgen. Gucker und Bidlack konnten 1992 bereits eine Beteiligung
der PKC bei der Phosphorylierung von DOR in Neuroblastom-/Gliomhybridzellen nachweisen
(Gucker und Bidlack, 1992). Eine andere Arbeitsgruppe zeigte den Einfluss der PKC auch auf
die Phosphorylierung von MOR auf Ovarialzellen des Hamsters (Ueda et al., 2001). Durch
DAMGO wurde im Tiermodell eine Morphintoleranz erzeugt. Diese Toleranzentwicklung
konnte hier durch Behandlung mit dem PKC-Inhibitor Calphostin C verhindert werden. Zhang et
al. konnten in einer dhnlichen Studie zeigen, dass die Aktivierung der PKC durch Phorbol zu
einem fiinffachen Anstieg der Phosphorylierung von MOR fiihrt. Die beobachteten Effekte
konnten jedoch wiederum durch Calphostin C verhindert werden (Zhang et al., 1996). Diese
Beobachtungen der Studien zeigen zum einen die Beteiligung der PKC an der Inaktivierung der
Opioidrezeptoren und zum anderen die Beeinflussbarkeit der PKC-Aktivitit. Der prinzipielle
Aufbau aller Arbeiten, die eine Phosphorylierung durch Proteinkinasen beschreiben ist
dahingehend &hnlich, dass zunidchst eine Exposition mit einem exogenen Opioidrezeptor-
Agonisten erfolgt, was eine Phosphorylierung des Rezeptors zur Folge hat. Im Modell der
diabetischen Neuropathie findet diese Exposition jedoch nicht statt. Dennoch konnte in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass der Anteil von pMOR in sensiblen Spinalganglien im
Rahmen der diabetischen Neuropathie — auch ohne exogenen MOR-Agonisten — bereits 15 Tage
nach Induktion des Diabetes mellitus signifikant angestiegen war. Eine Studie von Narita et al.
zeigte den direkten Zusammenhang zwischen peripherer Neuropathie und der Phosphorylierung
von MOR: Die Neuropathie in diesem Versuchsaufbau wurde mittels Ligatur des N. ischiadicus
bei Maiausen verursacht. Es wurde nachgewiesen, dass sieben Tage nach der Ligatur die
Immunoreaktivitdt phosphorylierter MOR im Riickenmark der Tiere signifikant angestiegen war

(Narita et al., 2004). Der Anstieg betrug etwa das Zweifache des Wertes unbehandelter
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Kontrolltiere. Einen Anstieg dieser Groenordnung konnten Daten der eigenen Arbeit erst zwei
Wochen nach Induktion des Diabetes mellitus beobachten. In einer spdteren Studie der
Arbeitsgruppe von Narita wurde nach festgelegtem Schema Ethanol {iber einen Zeitraum von 70
Tagen an Ratten verabreicht. Die Aufnahme des Ethanols erfolgte per os. In
Verhaltensversuchen konnte gezeigt werden, dass die Schwellenwerte fiir mechanische
Schmerzreize signifikant sanken, dass Ethanol-behandelte Tiere also schneller mit einem
Wegziehen der Pfote auf Druck reagierten als unbehandelte Kontrolltiere. Gleichzeitig war die
antinozizeptive Wirkung von Morphin deutlich verringert. Im Anschluss an die
Verhaltensversuche wurden von Narita et al. immunhistochemische Untersuchungen an
Riickenmarksgewebe durchgefiihrt. Hierbei zeigte sich im Immunoblot keine Verdnderung der
MOR, hingegen aber eine signifikante Zunahme von PKC (Narita et al., 2007). Die Isoform der
PKC wird in dem Versuch nicht genannt. Narita et al. gehen in der Zusammenschau ihrer
Ergebnisse davon aus, dass die PKC an der Fehlfunktion der MOR beteiligt ist.

Beide Studien unterstiitzen die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse. Wihrend sich die Zahl der
MOR-positiven Neurone im Spinalganglion nach 4 Wochen zunéchst noch nicht signifikant
verdndert hatte (s. spite Phase) kam es relativ frith bereits zu einer Phosphorylierung der
Rezeptoren, die Einfluss auf die Funktion der MOR hat. Damit ist mit der Phosphorylierung von
MOR ein moglicher Mechanismus identifiziert, der im Rahmen des Diabetes mellitus
mitverantwortlich dafiir ist, dass Morphin und andere Opiate den neuropathischen Schmerz nur
unzureichend beeinflussen konnen. Im zeitlichen Verlauf setzte sich der Anstieg der
phosphorylierter MOR in den Ergebnissen dieser Arbeit weiter fort. Dabei konnte zum Zeitpunkt
30 Tage eine deutlich zellzentrale Immunfluoreszenz (s. Abb. 3.22) beobachtet werden. Dies ist
vereinbar mit der Annahme, dass die pMOR von der Zellmembran kommend zunichst
internalisiert und dann intrazelluldr abgebaut werden, was die zentrale Dichte der Fluoreszenz

bedingt. Weitere Beispiele in der Literatur gibt es hierfiir allerdings nicht.

4.7 Anstieg von PKCa in sensiblen Spinalganglien

Ein weiterfithrender Bestandteil dieser Arbeit war, zu untersuchen, welche Rolle die second-
messenger-abdngige PKCa (eine Isoform der PKC) bei der Phosphorylierung von MOR im
Rahmen der diabetischen Neuropathie spielt. Frithere Untersuchungen hatten bereits gezeigt,
dass es nach Ligatur des N. ischiadicus bei Ratten zu einem signifikanten Anstieg der Expression

von PCKy im Riickenmark gekommen war (Mao et al., 1995; Miletic et al., 2000). Ferner ist
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bekannt, dass PCKry-knockout-Méduse kein neuropathisches Schmerzsyndrom entwickeln
(Malmberg et al., 1997). Dies legte die Vermutung nahe, dass die PKC insgesamt oder eines
ihrer Isoenzyme eine wichtige Rolle bei der Entwicklung und Beeinflussung neuropathischer
Schmerzen spielt. Verschiedene Studien haben sich auch mit der Rolle der PKC im Rahmen der
diabetischen Neuropathie befasst. Am Mausmodell konnte gezeigt werden, dass es nach
Injektion von STZ zu einem signifikanten Anstieg der PKC-Expression im Riickenmark
gekommen war (Honda et al., 2007). Welche Funktion spezifisch die PKCa iibernimmt wurde
nicht untersucht. Mao et al., die im Hinterhorn des Riickenmarks von Ratten (wiederum 8 Tage
nach Ligatur des N. ischiadicus) eine erhohte Aktivitdt von PKCy gefunden hatten, gingen
jedoch bereits davon aus, dass es unter neuropathischen Bedingungen auch zu einer Verinderung
der Expression von PKCa kommt (Mao et al., 1995). In der hier vorgelegten Arbeit konnte nun
ein signifikanter Anstieg der PKCa-exprimierenden Neurone, die gleichzeitig MOR-positiv
waren, beobachtet werden. Nicht in sensiblen Spinalganglien sondern im N. ischiadicus
diabetischer Ratten hatten Borghini et al. in einer fritheren Studie 1994 keine Verdnderungen der
Aktivitat von PKCa, BI, BII und & beobachtet (Borghini et al., 1994). Geht man jedoch davon
aus, dass die primdre Regulation, die Synthese und der Abbau von Rezeptoren, im
Spinalganglion stattfindet, widren Veridnderungen auf der Ebene des peripheren Nervs zunichst
auch nicht zu erwarten. Somit stehen die hier vorgestellten Daten nicht grundsitzlich im
Widerspruch zu den Ergebnissen von Borghini et al. und belegen aulerdem die Annahme von
Mao et al. In Ergédnzung hierzu beobachteten Roberts et al. bei diabetischen Ratten eine
Umverteilung der PKCa im N. ischiadicus vom zytosolischen zum korpuskulédren (particulate)
Kompartiment. Der Gesamtgehalt an PKCa blieb jedoch unveridndert. Dies konnte als eine
Aktivierung des Enzyms verstanden werden. Bei gleichzeitiger Ligatur des Nervs konnte
insgesamt ein Anstieg von PKCa beobachtet werden. Auch im Riickenmark war PKCa unter
diabetischen Bedingungen angestiegen (Roberts und McLean, 1997).

Mit den Ergebnissen anderer Arbeitsgruppen sind die hier gezeigten Ergebnisse also gut
vereinbar. Es konnte gezeigt werden, dass unter diabetischen Bedingungen relativ friih eine
signifikant gesteigerte Expression von PCKa im Spinalganglion stattfindet, wahrend sich die
Zahl MOR-positiver Neurone noch nicht signifikant verdnderte. Allerdings war ein signifikanter
Anstieg der PKCa erst 30 Tage nach Induktion des Diabetes mellitus zu verzeichnen, wihrend
die pMOR wie oben gezeigt bereits nach 15 Tagen signifikant gegeniiber nicht-diabetischen
Kontrolltieren gestiegen waren. Dies unterstiitzt die Ergebnisse anderer Arbeitsgruppen, die
gezeigt hatten, dass PKCa nicht alleine an der Phosphorylierung beteiligt ist. Vielmehr scheint es

sich um ein Zusammenspiel mehrerer Isoenzyme zu handeln. Dennoch wurde nachgewiesen,
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dass die PKCa eine wichtige Rolle bei der Phosphorylierung des G-Protein-gekoppelten MOR
spielt. Die Kinase ist damit an der Inaktivierung von MOR beteiligt noch bevor

immunhistochemisch eine verminderte Rezeptorzahl nachweisbar wird.

4.8 Reversibilitit nach Gabe von Calphostin C

Calphostin C ist als selektiver Blocker der Proteinkinase C bekannt (Tamaoki und Nakano,
1990). Unter der Annahme, dass, wie oben beschrieben, die PKC zur Phosphorylierung und
damit Inaktivierung der MOR beitrdgt, wurden diabetische Ratten i.t. mit Calphostin C
behandelt. Honda et al. hatten an diabetischen Ratten bereits gezeigt, dass die Applikation von
Calphostin C sieben Tage nach Diabetesinduktion mit STZ zu einem Wiederanstieg der
Schmerzschwelle und somit zu einer verbesserten Analgesie fiihrte. Die Ergebnisse zeigten sich
dosisabhingig von der Menge des injizierten Calphostin C (Honda et al., 2007). Auch Oshawa et
al. zeigten in einer Studie an Miusen, die 7 Tage nach Ligatur des N. ischiadicus Calphostin C
erhielten, dass ein Wiederanstieg der Schmerzschwelle stattfand (Ohsawa et al., 2000).
Andererseits konnten Kamei et al. nachweisen, dass die Applikation von Phorbol-Estern bei
diabetischen Mdéusen zu einer Verstirkung der Hyperalgesie bei thermischen Reizen fiihrt
(Kamei et al., 2001). Phorbol-Ester sind in der Lage, die PCK zu aktivieren. Verschiedene
Substanzen mit Einfluss auf die PKC sind somit identifiziert. In den hier vorgestellten
Untersuchungen konnte nun auf zelluldrer Ebene gezeigt werden, dass die signifikant
angestiegene Zahl von pMOR bei diabetischen Tieren durch i.t. Behandlung mit Calphostin C
abnahm. Diese Ergebnisse legen die Vermutung nahe, dass es einen direkten Zusammenhang
zwischen dem Anteil von pMOR und der Gabe von Calphostin gibt. Gleichzeitig konnte in
einem Verhaltensmodell innerhalb der Arbeitsgruppe gezeigt werden, dass Ratten mit
diabetischer Neuropathie nach Behandlung mit Calphostin C im Pfotendrucktest signifikant
besser auf Fentanyl ansprachen als rein diabetische Kontrolltiere.

Die Ergebnisse liefern damit eine Erkldrung auf zelluldrer Ebene fiir die beschriebenen
Beobachtungen. Die Applikation von Calphostin C bei neuropathischem Schmerz im Tiermodell
inhibiert die PKC-abhingige Phosphorylierung von MOR wund verhindert somit deren
Inaktivierung. Aufgrund der Tatsache, dass MOR in der friihen Phase unverdndert in der
Membran nachweisbar sind, kommt es zu einer Wiederherstellung der Analgesie. Die gezeigten
Studien zur positiven Beeinflussbarkeit des neuropathischen Schmerzes wurden jedoch in sehr

frithen Stadien (sieben Tage) der Neuropathie durchgefiihrt. Zukiinftige Studien sollten daher
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zeigen, inwiefern neuropathischer Schmerz durch Calphostin C auch noch im weiteren

Krankheitsverlauf beeinflusst werden kann.
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3. Schlussfolgerungen

Die diabetische Neuropathie ist eine Erkrankung, die unter anderem mit Verdnderungen des
peripheren Nervensystems einhergeht. Die im Rahmen dieser Veridnderungen héaufig
auftretenden Schmerzen lassen sich medikamentds oftmals nicht zufriedenstellend behandeln.
Insbesondere die Behandlung mit Opioiden zeigt vielfach nur unzureichende Effekte.

Bisherige Untersuchungen zu der Thematik im Tiermodell waren hauptsidchlich davon
ausgegangen, dass Verdnderungen - insbesondere solche der Opioidrezeptoren - im zentralen
Nervensystem hierfiir verantwortlich zeichnen. Da jedoch im Rahmen des Diabetes mellitus in
erster Linie auch das periphere Nervensystem Verianderungen durchléuft, liegt die Vermutung
nahe, dass auch die dort lokalisierten Opioidrezeptoren eine wesentliche Beteiligung an dem
noch unzureichend geklédrten Pathomechanismus haben.

Im Tiermodell einer mittels Streptozotocin-induzierten Diabetischen Neuropathie sollte daher
der Einfluss des Diabetes auf die schmerzmodulierende Funktion des Nervs untersucht werden.
Hierbei wurden mittels Immunhistochemie in einer spiten Phase des Diabetes mellitus MOR und
der Marker CGRP im zeitlichen Verlauf verfolgt. AuBerdem wurde der Einfluss der
Neurotrophine NGF und IGF1 auf die Expression von MOR und CGRP untersucht. Zusitzlich
erfolgte der Nachweis von Protein Gene Product 9.5.

In einer frithen Phase des Diabetes mellitus lag der Fokus der Untersuchungen auf der
Phosphorylierung der MOR und einer méglichen Beeinflussung dieses Vorgangs.
Zusammenfassend kann folgendes festgestellt werden: MOR und CGRP werden im peripheren
Nerv co-exprimiert und sind auf diesem ubiquitidr nachweisbar. Im Rahmen des experimentellen
Diabetes mellitus konnte ein Riickgang von MOR und CGRP auf allen Ebenen des peripheren
Nervs beobachtet werden. Der Riickgang von MOR liefert eine plausible Erklidrung fiir die
verminderte analgetische Wirksamkeit von Opioiden in Versuchstieren mit Diabetes mellitus.
Gleichzeitig konnte durch den Nachweis des neuronalen Markers PGP-9.5 gezeigt werden, dass
es nicht zu einem Verlust von Nervenfasern selbst kommt.

Durch den experimentellen Einsatz von Wachstumsfaktoren konnte demonstriert werden, dass
NGF bzw. IGF1 die verminderte periphere analgetische Wirksamkeit der Opioide wieder
herstellen konnen. Immunhistochemisch wurde gezeigt, dass der durch den Diabetes mellitus
bedingte Riickgang der Rezeptoren durch beide Wachstumsfaktoren verhindert werden konnte.
Vor dem quantitativen Riickgang der MOR kommt es in einer frithen Phase der diabetischen
Neuropathie zu einem Anstieg von PKCa. Diese Unterform der PKC ist an der Phosphorylierung

und damit am Prozess der Inaktivierung der MOR beteiligt. Die Phosphorylierung und der damit
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vergesellschaftete Wirkungsverlust der Opioide konnten durch den PKC-Inhibitor Calphostin C
verhindert werden.

Die peripheren MOR tragen wie die zentralen MOR zu einer Analgesievermittlung durch
Opioide bei. Somit scheinen die MOR wund ihrer Regulation im peripheren Nerv
hauptverantwortlich zu sein fiir die Beeinflussbarkeit neuropathischer Schmerzen durch lokal

applizierte Opioide.
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7. Anhang

7.1 Abkiirzungsverzeichnis

aCSF artificial cerebrospinal fluid

ALU arbitrary light units

ANOVA Analysis of Variance

BSA bovine serum albumine

CalC Calphostin C

cAMP cyclical Adenosinmonophosphat

CGRP Calcitonin gene-related peptide

DAMGO [D-Ala®,N-Me-Phe”,Gly’-ol]enkephalin
DAPI 4-6-Diamidino-2-phenylindole

DRG dorsal root ganglion

DSP distal-symmetrische Polyneuropathie
FCA Freund’s complete adjuvans

FEM Forschungseinrichtung experimentelle Medizin
FITC Fluoreszeinisothiocyanat

GDNF Glial cell line-derived neurotrophic factor
GDP Guanosindiphosphat

GH Growth hormone

GRK G-Protein gekoppelte Rezeptorkinasen
GTP Guanosintriphosphat

1.p. intraperitoneal

i.t. intrathekal

1L.v. intravenos

IB-4 Isolektin B4

IGF1 Insulin-like growth factor 1

IgG Immunglobulin G

ir immunoreaktiv

LAGetSi Landesamt fiir Gesundheit und technische Sicherheit
MOR u-Opioid-Rezeptor

mRNA messenger Ribonucleic Acid
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Nervus

Anzahl

Natriumchlorid
Nicotinamidadenindinukleotidphosphat
normal donkey serum
Nerve growth factor
normal goat serum
Stickstoffmonoxyd
Phosphate buffered saline
Protein Gene Product 9.5
Proteinkinase A
Proteinkinase C

phosphorylierter p-Opioid-Rezeptor

Serotonin-Noradrenalin-Reuptake Inhibitor

Streptozotocin
Rezeptortyrosinkinase A

VErsus
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