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S Zusammenfassung

In der vorliegenden Studie wurde der Einfluss von Granulozyten auf die Hyperalgesie am
Modell der FCA-induzierten Entziindung der Rattenhinterpfote untersucht. Sdmtliche Unter-
suchungen beziehen sich auf frithe Zeitpunkte (2 h nach FCA-Injektion), da zu diesem Zeit-
punkt Granulozyten als quantitativ grote Leukozytenpopulation in das entziindete Gewebe
migrieren '. Um den Zusammenhang zwischen der Anzahl der im entziindeten Gewebe vor-
handenen Granulozyten und der zeitgleich auftretenden Hyperalgesie genauer untersuchen zu
konnen, wurde die Zahl der Granulozyten im Gewebe variiert. Dazu wurde ein Chemokin be-
nutzt, das speziell Granulozyten rekrutiert, sowie ein Antiserum, das Granulozyten gezielt si-
gnifikant reduziert.

Granulozyten werden {iber eine Signalkaskade von Adhidsionmolekiilen zur Transmigration
durch das Endothel des entziindeten Gewebes angeregt '*. Die Chemokine KC, MIP-2, CINC-
2 und LIX spielen dabei eine wichtige Rolle. Granulozyten migrieren entlang eines Konzen-
trationsgradienten in Richtung der hochsten Chemokinkonzentration **°. Die Granulozyten-
rekrutierung mittels Chemokinen erfolgt bei Ratten ausschlieBlich tiber den CXCR2-
Rezeptor, an den die vier CXCR2-Liganden KC, MIP-2, CINC-2 und LIX binden.

Im ersten Schritt wurde die Chemokin-mRNA-Expression von KC, MIP-2, CINC-2 und LIX
nach FCA-Injektion in die Rattenpfote zu frithen Entziindungszeitpunkten gemessen. Dabei
zeigte sich, dass die mRNA-Produktion mit Ausnahme von KC zu frithen Zeitpunkten (< 2 h
nach FCA) noch gering ist und erst im spéteren Entziindungsverlauf (12 h nach FCA) deutlich
ansteigt. Zum Zeitpunkt 2 h erscheint eine Steigerung der Granulozytenmigration durch zu-
sitzliche Chemokin-Injektion moglich. Da alle vier Chemokine die Granulozyten iiber den-
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selben Rezeptor (CXCR2) selektiv und spezifisch rekrutieren und Studien nachweisen,
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C , wurde fir

dass MIP-2 hinsichtlich der Granulozytenrekrutierung wirksamer ist als Kt
die weiteren Untersuchungen das Chemokin MIP-2 ausgewahlt. In vitro wurde die Migration
von Granulozyten durch MIP-2 spezifisch induziert. Die hochste Migration wurde mit einer
MIP-2-Konzentration von 10® M erreicht, bei hoheren Konzentrationen fiel der Migration-
sindex ab. Versuche anderer Arbeitsgruppen in vivo zeigen, dass bei hoheren Chemokin-
Konzentrationen eine Rezeptorinternalisierung bzw. Rezeptorherunterregulation stattfindet, so
dass noch hohere Chemokindosen auf Grund der limitierten Anzahl an Rezeptoren vermutlich

keine stirkere Migration erzielen konnen **°.
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Im nédchsten Schritt wurde in vivo gezeigt, dass zum Zeitpunkt 2 h eine selektive und effizien-
te Granulozytenrekrutierung durch MIP-2 moglich ist, sowohl in Kombination mit, als auch
ohne eine FCA-Injektion. Andere Zellpopulationen, wie z.B. Monozyten/Makrophagen, die
die Hyperalgesie moglicherweise zusitzlich beeinflussen, wurden nicht signifikant verandert.
Mittels eines anti-PMN Serums wurden die Granulozyten in der Pfote selektiv signifikant re-
duziert. 2 h nach FCA-Injektion waren bei granulozytendepletierten Ratten nur noch 10 %
Granulozyten in der Pfote vorhanden, wihrend sich die Zahlen anderer Zellen, wie z.B. der
Monozyten/Makrophagen nicht signifikant veranderten.

Der Einfluss der Granulozytenzahl auf die Hyperalgesie liess sich so néher quantifizieren: die
FCA-induzierte Entziindung fiihrte zu einer von der Anzahl der Granulozyten weitgehend un-
abhédngigen thermalen Hyperalgesie. In der FCA entziindeten Rattenhinterpfote stand offen-
sichtlich der Entziindungsstimulus durch FCA im Vordergrund. Weder die Steigerung der
Granulozytenanzahl noch die signifikante Reduktion der Granulozyten bewirkte Verdnderun-
gen der thermalen Hyperalgesie. Zudem zeigte sich, dass die alleinige MIP-2-Injektion zwar
die Granulozytenanzahl in der Rattenpfote selektiv erhohte, dass dies jedoch keine thermale
Hyperalgesie bewirkte.

Um die Ergebnisse der Verhaltensexperimente zu unterstiitzen, wurde die c-fos-mRNA-
Expression im ipsilateralen Hinterhorn des korrespondierenden Riickenmarkanteiles gemes-
sen. Dieser Ansatz basiert auf den Ergebnissen verschiedener Studien, in denen die Hohe der
Expression von c-Fos-Protein mit der Intensitdt eines peripher einwirkenden schmerzhaften
Stimulus positiv korrelierte **°’. Dabei war die Hohe der c-Fos Proteinexpression direkt von
der Intensitdt des schmerzhaften Reizes abhingig. Die Ergebnisse der Messung der c-fos-
mRNA-Produktion im Riickenmark bestitigten die Ergebnisse der thermalen Hyperalgesie:
(1) Weder die verstirkte Granulozyteneinwanderung noch die Depletion bewirkten Verdnde-
rungen der c-fos-mRNA-Produktion verglichen mit der alleinigen FCA-Injektion. (2) Die al-
leinige MIP-2-Injektion fiihrte zur signifkanten Granulozyteneinwanderung, aber in Uberein-

stimmung mit den Verhaltensexperimenten zu keiner erhohten c-fos-mRNA-Produktion.

Schlussfolgerung

Zusammenfassend ldsst sich sagen, dass im Modell der FCA-induzierten Entziindung der Rat-
tenhinterpfote der Entziindungsstimulus durch FCA offensichtlich derart im Vordergrund
steht, dass Erhohung bzw. signifikante Reduktion der Granulozyten keine Veridnderungen der

thermalen Hyperalgesie bewirken. Da Granulozyten nur eine an der FCA-Entziindung betei-
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ligte Leukozytenpopulation darstellen, sind moglicherweise andere Leukozyten, wie z.B. Mo-
nozyten oder Lymphozyten von groflerer Bedeutung fiir die Entstehung einer Hyperalgesie.
Die alleinige Chemokin-Injektion (hier von MIP-2) fiihrt zu einer signifikanten Granulozyten-
rekrutierung, aber nicht zu einer Hyperalgesie.

Da in der vorliegenden Studie keine Hinweise einer Beteiligung der Granulozyten bzw. eines
speziell Granulozyten rekrutierenden CXCR2-Liganden (MIP-2) an der Hyperalgesie gefun-
den werden konnten, erscheint es sinnvoll, in weiterfiihrenden Studien die analgetische Wir-
kung der Granulozyten ndher zu untersuchen. Moglicherweise wird dies letztlich zur Entwick-
lung neuer Medikamente fiihren, die lokal analgetisch wirksam sind und im Idealfall keine

Nebenwirkungen verursachen.





