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1 Einleitung

1.1 Periphere Opioid-Wirkung

Opioide nehmen eine zentrale Rolle mit weit zurtickreichender Tradition in der
Behandlung von Schmerzen ein. Handschriftliche Quellen der Sumerer im Ge-
biet des heutigen Irak beschreiben bereits in der Zeit um 2400 vor Christus eine
Kultivierung des Schlafmohns (Papaver somniferum) und die Isolierung des
Opiums. Hier wird mit der Bezeichnung des Schlafmohns als ,Pflanze der Freu-
de“ bereits Bezug auf eine der zentralen Nebenwirkungen von Opioiden verwie-
sen — den Rausch (Brownstein 1993). Interessanterweise nehmen die Hinweise
auf die Risiken des Opiumgebrauchs beispielsweise durch Erasistratus von
Alexandrien aus dem flinften Jahrhundert vor Christus ebenso eine lange Tradi-
tion ein (Katz 2007).

Neben den exogenen Opioiden wurden 1975 endogene Opioide zunachst in
Form des Enkephalins durch Hans Walter Kosterlitz und John Hughes entdeckt
(Hughes et al. 1975), in den Folgejahren zusatzlich Endorphin und Dynorphin.
Eine bedeutende Quelle endogener Opioide stellen neben dem zentralen Ner-
vensystem (ZNS) die Immunzellen dar. Sowohl Endorphin als auch Enkephalin
und Dynorphin werden von Granulozyten, Monozyten/Makrophagen, B- und T-
Lymphozyten synthetisiert und freigesetzt und kénnen eine Nozizeption beein-
flussen (Rittner et al. 2001; Rittner et al. 2007; Zollner et al. 2008; Cabot et al.
1997; Mousa et al. 2001; Labuz et al. 2006).

Exogene und endogene Opioide wirken Uber drei bisher bekannte (MOR, DOR,
KOR) Opioidrezeptoren (OR) (Wang et al. 1993; Meng et al. 1993; Kieffer et al.
1992). Hierbei handelt es sich um sieben transmembrane G;-Protein gekoppelte
Rezeptoren, die nach Bindung eines Liganden Uber eine Konformitatsénderung
und dem Austausch von GDP zu GTP eine Dissoziation der a- und By-
Untereinheiten bewirken und somit zum Absinken des cAMP-Gehaltes der Zelle
und zur Inhibition von Ca- und/oder weiterer lonenkanale (z.B. K) fiihren. Dies
verhindert eine Erregungsbildung bzw. —ausbreitung und eine Neurotransmit-
terfreisetzung (Stein and Zollner 2009; Hua and Cabot 2010). Bis in die 1980er
Jahre hinein war man der Auffassung, dass die analgetische Wirkung von Opi-
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oiden uber zentrale — in Gehirn und Ruckenmark lokalisierte — OR erzielt wiirde.
Seitdem konnten OR aber auch auf peripheren Nervenendigungen lokalisiert
und in zahlreichen Studien gezeigt werden, dass hierdurch analgetische Effekte
vermittelt werden kénnen (Bartho et al. 1990; Stein 1993; Stein et al. 1995;
Stein et al. 1990; Fields et al. 1980; Mousa et al. 2001; Truong et al. 2003).
Periphere OR werden hauptsachlich auf unmyelinisierten C- aber auch auf Ad-
Fasern exprimiert (Stein and Zollner 2009; Mousa et al. 2007), nachdem sie von
den sensorischen Neuronen in den Hinterwurzelganglien synthetisiert und
intraaxonal in die Nervenfortsatze transportiert wurden (Buzas et al. 1997;
Young et al. 1980; Mansour et al. 1994; Chen et al. 1997; Wang and Wessen-
dorf 2001).

Systemisch applizierte Opioide wirken als potente Analgetika Uber eine Aktivie-
rung der OR des ZNS (Freye 2010). Hierbei werden allerdings auch die zentra-
len Nebenwirkungen der Opioide hervorgerufen; beispielsweise Atemdepres-
sion durch Hemmung des Atemzentrums in Pons und Medulla oblongata, Se-
dierung durch Hemmung des aktivierenden retikularen Systems (ARS) der
Formatio reticularis (Freye 2010), Ubelkeit und Erbrechen tiber Stimulation des
Brechzentrums der Medulla oblongata und des Vestibularapparates (Porreca
and Ossipov 2009). Diese Nebenwirkungen sind nicht nur von potentiell le-
bensbedrohlicher Qualitdt (beispielsweise Atemlahmung) sondern schranken
auch die Anwendung in erheblichem Mal3e bis zu einer schmerztherapeu-
tischen Mangelversorgung hin ein. Durch eine periphere Applikation von exo-
genen Opioiden oder eine lokal begrenzte Freisetzung endogener Opioide
konnten moglicherweise die analgetischen Effekte der Opioide genutzt und die
zentralen Nebenwirkungen umgangen werden. Zahlreiche Studien belegen un-
ter Entzindungsbedingungen und/oder direkter Verletzung peripherer Nerven
eine signifikante Schmerzreduktion sowohl durch endogen freigesetzte (Schafer
et al. 1994; Machelska et al. 2003; Rittner et al. 2001; Rittner et al. 2006; Brack
et al. 2004; Binder et al. 2004) als auch exogen applizierte (Machelska et al.
1999; Stein et al. 1989; Obara et al. 2007; Truong et al. 2003; Pertovaara and
Wei 2001) peripher wirkende Opioide.
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Exogene Opioide werden im Rahmen der klinischen Forschung zur lokalen peri-
pheren Opioidanalgesie in der Behandlung von Patienten mit chronischen
Arthritiden oder nach operativen oder arthroskopischen Eingriffen am Knie ge-
nutzt. Hier werden nach intraartikularer Opioid-Injektion im Vergleich zum Pla-
cebo signifikant niedrigere Schmerzwahrnehmungen gemessen (Dalsgaard et
al. 1994; Stein 1991; Kalso et al. 2002; Khoury et al. 1992; McSwiney et al.
1993; Joshi et al. 1992). Studien an Patienten mit chronisch inflammatorischer
Arthritis belegen eine Uber mehrere Tage anhaltende analgetische Wirkung
nach intraartikularer Injektion schon bei geringen Dosen von 1-3 mg Morphin
(Likar et al. 1997; Stein et al. 1999). Auch in entziindetem Gewebe von Patien-
ten, die sich einer Zahnoperation unterziehen (Dionne et al. 2001; Likar et al.
2001; Likar et al. 1998), sowie nach Augenoperationen (Faktorovich and Bas-
baum 2010) kann ein antinozizeptiver Effekt durch lokale Applikation von Opi-

oiden nachgewiesen werden

Opioide mit lokaler Wirkungsvermittlung als potenteste Analgetika wirden auf
Grund der Vermeidung zentraler Nebenwirkungen, hoher systemisch wirksamer
Opioidkonzentrationen und potentieller Interaktion mit anderen Pharmaka eine
winschenswerte Behandlungsalternative zu systemisch applizierten Opioiden
darstellen. Auch kdnnten diese im Rahmen einer Lokalandsthesie eingesetzt
werden, ohne den Effekt neben den nozizeptiven Fasern auch andere — insbe-
sondere motorische — Fasern zu blockieren. Allerdings fihren Versuche hierzu
zu keiner deutlichen Analgesie, solange das Gewebe nicht entziindlich veran-
dert ist (Bullingham et al. 1983; Yuge et al. 1985; Schramm and Honda 2010).
So lasst sich auch mittels regionaler Opioidapplikation am Nervus (N.) ischiadi-
cus der Ratte kein analgetischer Effekt erzielen (Grant et al. 2001). Hierbei
scheint das Perineurium in seiner Funktion der Barrierevermittlung in nicht pa-
thologisch verandertem Gewebe eine zentrale Rolle einzunehmen (Olsson
1990; de la Motte et al. 1975).

1.2 Das Perineurium als Vermittler einer Diffusions barriere

Die periphere Nervenfaser — und ihre potentiell vorhandene Myelinschicht —
wird vom Endoneurium (Bindegewebe) umgeben, in welches Kapillaren und

vereinzelte Makrophagen eingebettet sind. Hierum liegt das Perineurium, wel-
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ches einzelne Nervenfasern zu Faszikeln zusammenfasst. Eine aul3ere Schicht
wird vom Epineurium (Bindegewebe) gebildet, in welches die Nervenfaszikel,
Blutgefal3e und Fettzellen eingebettet sind, wodurch der periphere Nerv darge-
stellt wird (Lullmann-Rauch 2003; Rechthand and Rapoport 1987).

**************** Epineurium
——————————— Perineurium

Axone mit Markscheide
und Endoneurium

Abb 1: Querschnitt eines peripheren Nerven: Dargestellt wird der Aufbau eines

peripheren Nerven aus Nervenfortsatzen und seinen Hullen (Schirmer 2005).

Das Perineurium besteht aus mehreren Lamellen flacher Zellen nicht géanzlich
geklarten Ursprungs (eventuell Fibroblasten oder Gliazellabkbmmlinge), die
konzentrisch um mehrere Nervenfasern herum liegen und jeweils zu jeder Seite
durch Basallaminae bedeckt sind. Die einzelnen Perineuralzellen sind durch
gurtelférmig um die Zelle angeordnete Tight Junction (TJ)-Komplexe verbun-
den, die hierdurch den Interzellularraum abdichten (Rechthand and Rapoport
1987; Reina et al. 2003). Die Funktion des Perineuriums besteht in der Modula-
tion auf den Nerven einwirkender Zugkrafte, der Aufrechterhaltung eines kon-
stanten intrafaszikularen Druckes und der Ausbildung einer Barriere. Das Peri-
neurium regelt zudem die neuronale Homdostase lber Transportsysteme (zum
Beispiel Glucose-Transporter 1), Transzytose und Regulation der Durchlassig-
keit der TJ-Barriere. Zusatzlich verhindert die TJ-Barriere die Exposition der
Nervenfaser gegenuber Komponenten des Immunsystems und potentiellen
Noxen (Pina-Oviedo and Ortiz-Hidalgo 2008).

In den 1990er Jahren wurden als TJ bildende Transmembranproteine das
Occludin und die Claudine (CIn) identifiziert (Furuse et al. 1998; Furuse et al.
1993), 2005 das Tricellulin (Ikenouchi et al. 2005). Des Weiteren sind seit den

1980er Jahren die intrazellularen Zonula occludens-Proteine (ZO) bekannt, die
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eine Befestigung von Occludin und CIln an die intrazellularen Aktinfilamente
vermitteln (Gonzalez-Mariscal et al. 2003; Lullmann-Rauch 2003). Insgesamt
sind heutzutage mehr als 40 Proteine bekannt, die an der Ausbildung von TJ
beteiligt sind (Bazzoni and Dejana 2004). Da aber fur die interzellulare Barriere-
funktion des Perineuriums insbesondere Vertreter der Cln-Familie und Occludin
von Bedeutung zu sein scheinen (Gonzalez-Mariscal et al. 2003), soll in dieser
Arbeit der Fokus hierauf gerichtet sein.

Sowohl Occludin (65 kDa) als auch Cin (20-27 kDa) bilden vier transmem-
branare Regionen und zwei extrazellulare Schleifen aus, wobei der genaue Me-
chanismus, der hier die Bindung benachbarter TJ vermittelt, nicht bekannt ist
(Gonzalez-Mariscal et al. 2003). Sowohl die Carboxyl- als auch die Amino-
terminale Doméane beider Proteine sind intrazellular lokalisiert und vermitteln die
Bindung intrazellularer Proteine. Die Cin-Familie umfasst 24 bekannte Mitglie-
der und die Undurchlassigkeit der TJ-Barriere wird unter anderem wesentlich
durch den im jeweiligen Gewebe vorherrschenden Cin-Typ beeinflusst

(Gonzalez-Mariscal et al. 2003; Bazzoni and Dejana 2004).

Claudin

;'f Jr' Intercellular \

/| space '! II'.

Abb 2: Struktur der TJ-Proteine CIn-1 und Occludin: Dargestellt sind die TJ-

Proteine CIn-1 und Occludin unter Ausbildung ihrer je vier transmembranaren
Regionen und zwei extrazellularen Schleifen bei intrazellularer Lokalisation ihrer
Carboxyl- und Amino-terminalen Domane mit Bindung an intrazellulare Struktu-
ren (Arrieta et al. 2006).
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In perineuralen TJ sind CIn-1 und -3, ZO-1 und Occludin nachgewiesen worden,
wohingegen in gefalendothelialen TJ hauptsachlich CIn-5 und Occludin vorzu-
finden sind (Pummi et al. 2004; Ohtsuki et al. 2008). Da fur die Schrankenfunk-
tion des Perineuriums perineurale TJ verantwortlich sind, soll in dieser Arbeit
der Focus auf CIn-1 und Occludin gelegt werden. Aul3erdem soll CIn-5 als Ver-
treter endothelialer TJ untersucht werden. Der Einfluss des intrazellular lokali-
sierten ZO-1 oder mdglicher Schwannzell-TJ (CIn-1, -2, -3, -5, ZO-1 und Occlu-
din) soll hier unberiicksichtigt bleiben (Alanne et al. 2009).

1.3 Requlation der perineuralen Permeabilitét tiber TJ-Proteine

Um eine periphere analgetische Wirkung von Opioiden in der nicht entziindeten
Pfote zu erreichen, wurden hypertone Losungen intraplantar in Rattenpfoten
appliziert, wodurch sich die Permeabilitéat des Perineuriums zu erh6hen scheint
(Rittner et al. 2009; Antonijevic et al. 1995). In vorliegender Arbeit soll gezeigt
werden, dass dieser Mechanismus auch im Rahmen der perineuralen Applikati-
on von hypertoner NaCl-Losung und hydrophilen Opioiden am N. ischiadicus
maoglich ist. Zwei Studien, die die Durchlassigkeit des Perineuriums des N.
ischiadicus von Ratten bzw. Mausen untersuchen, zeigen nach Druck-
induzierter Lasion des Nerven eine Diffusion von Molekilen (Evans Blau Albu-
min (EBA) beziehungsweise Meerrettichperoxidase (HRP)) in das endoneurale
Kompartiment (Hirakawa et al. 2003; Kristensson and Olsson 1976). Hirakawa
et al. zeigen des Weiteren immunhistochemisch eine Expression der perineura-
len TJ-Proteine CIn-1, -5 und Occludin in intaktem Gewebe des N. ischiadicus,
die nach Nervenligatur temporéar nicht nachweisbar sind und erst 1,5 (Cin-1)
bzw. 2-3 (Occludin) Tage nach Ligatur wieder exprimiert werden. Es lasst sich
also zweierlei vermuten; zum Einen, dass die periphere Opioidanalgesie Uber
eine erhohte Permeabilitat des Perineuriums vermittelt wird und zum Anderen,
dass diese Permeabilitat Uber TJ-Proteine reguliert wird, wobei hier mehrere
Mechanismen eine Rolle spielen kdnnten; Internalisierung, Abbau, verminderte

Expression oder Veranderung der Struktur/Funktion der Proteine.

In dieser Arbeit soll die Regulation der TJ-Proteine Cin-1 und Occludin als Ver-
mittler der perineuralen Barrierefunktion nach perineuraler Applikation von hy-

pertoner NaCl-Losung untersucht werden, um eine Einsicht in die Funktion und
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eine mogliche temporare Offnung des Perineuriums zu erhalten. Zudem soll ein
maoglicher Einfluss auf das endothelial exprimierte CIn-5 untersucht werden.
Diese Erkenntnisse waren nicht nur fur die Erzielung einer peripheren Opioid-
analgesie sondern auch fir den Einsatz weiterer Pharmaka, die direkt am Ner-

ven angreifen sollen, von Nutzen.

1.4 Wirkung von Matrixmetalloproteinasen auf TJ-Pro teine

Die Expression bzw. Funktion von TJ-Proteinen kann durch Exposition gegen-
Uber Matrixmetalloproteinasen (MMP) beeinflusst werden. Dies zeigen zahl-
reiche Studien an unterschiedlichen TJ-haltigen Geweben wie cerebrale und
renale vaskulare Endothelien, Respirations- und Corneaepithelien (Louboutin et
al. 2010; Yang et al. 2007; Chen et al. 2009; Ichiyasu et al. 2004, Li et al. 2004;
Pflugfelder et al. 2005; Vermeer et al. 2009; Caron et al. 2005; Behzadian et al.
2001).

Die Familie der MMP (M10, Subfamilie M10A) gehort nach der Nomenklatur der
Peptidasen-Datenbank MEROPS zum Clan der Metallopeptidasen (MA)
(Rawlings et al. 2006). Im Menschen sind seit ihrer Erstbeschreibung 1962
(Gross and Lapiere 1962) 23 verschiedene Zink abhangige MMP bekannt, die
nach ihrer Struktur und Substratpraferenz in Collagenasen, Gelatinasen, Stro-
melysine, Matrilysine, Membran-typische MMP und Andere unterteilt werden
kénnen (Nagase et al. 2006). Durch ihre Funktion der Proteolyse extrazellularer
Matrixproteine nehmen MMP eine wichtige Position in der Regulation von Ge-
websarchitektur, Zell-Zell- und Zell-Matrix-Verbindungen, Migration von Zellen
innerhalb des extrazellularen Gewebes und der Aktivierung und Deaktivierung
von Signalmolektlen ein (Page-McCaw et al. 2007). Eine Regulation der Aktivi-
tat von MMP wird im Wesentlichen durch die endogenen Inhibitoren ax-
Makroglobulin und die spezifischen Gewebeinhibitoren der MMP (Tissue Inhibi-
tor of Matrixmetalloproteinases, TIMP) erzielt (Nagase et al. 2006).

In Studien zur Degradation von TJ-Proteinen und Erhéhung der parazellularen
Permeabilitdt kann eine Beteiligung von MMP in verschiedenen Geweben be-
obachtet werden (Vermeer et al. 2009; Chen et al. 2009). Allerdings sind bis-
lang keine Untersuchungen zu perineuralen TJ und deren Permeabilitat nach
MMP-Exposition durchgefihrt worden. Es gibt jedoch einige Studien, die nach

Drucklasion des N. ischiadicus von Ratten signifikant erh6hte MMP-9 Level und
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als Quellen hierfur Schwann-Zellen, Makrophagen und vaskulare Endothelzel-
len zeigen (Demestre et al. 2004; Chattopadhyay et al. 2007; Shubayev et al.
2006).

Bei einer Untersuchung von Corneaepithelzellen unter hypertonem Stress kann
ein signifikanter Anstieg der Konzentration von MMP-1, -3, -9 und -13 in hyper-
toner NaCl-Losung beobachtet werden (Li et al. 2004). Dementsprechend soll in
dieser Arbeit untersucht werden, ob eventuelle Effekte der hypertonen Koch-
salzldsung durch einen Breitspektrum-Inhibitor der MMP-1, -2, -3, -8 und -9 un-
terbunden werden kénnen. In einer weiteren Versuchsreihe soll mittels perineu-
raler Applikation von MMP-9 zum Einen die Opioid-vermittelte Analgesie und
zum Anderen die Regulation der TJ-Proteine CIn-1, Occludin und CIn-5 analy-

siert werden.

1.5 Fragestellung der Arbeit

Da eine peripher-lokale analgetische Wirkung von Opioiden durch die Barriere-
funktion des Perineuriums limitiert zu sein scheint, sollen in dieser Arbeit fol-
gende Hypothesen Uberprift werden:
1) Die perineurale Injektion von hypertoner Losung erhoht die Permeabilitat
des Perineuriums Uber die Regulation perineuraler TJ-Proteine.
2) Matrixmetalloproteinasen erh6hen die Permeabilitat des Perineuriums

Uber die Regulation perineuraler TJ-Proteine.

Hierzu sollen folgende Versuche am N. ischiadicus von Ratten durchgefthrt
werden:

1) Messung der Pfotendruckschwelle von Ratten nach perineuraler Applika-
tion von hypertoner Losung, MMP-Inhibitor oder MMP-9 und dem Opi-
oidpeptid DAMGO.

2) Analyse des Expressionsmusters der mRNA der TJ-Proteine Cin-1,
Occludin und CIn-5 nach perineuraler Applikation von hypertoner Lo-
sung, MMP-Inhibitor oder MMP-9.

3) Untersuchung der Expression der TJ-Proteine nach perineuraler Applika-
tion von hypertoner Lésung, deren mRNA hierunter Veranderungen un-

terliegen.
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2 Methoden

2.1 Tiere

Die Versuche werden mit mannlichen Wistar-Ratten eines Gewichts von 180-
220 g durchgefuhrt. Die Tiere entstammen der Zucht der Forschungseinrichtung
fur experimentelle Medizin des Campus Benjamin Franklin der Charité —
Universitadtsmedizin Berlin, Krahmerstr. 6-10, 12207 Berlin. Sie werden bei einer
Raumtemperatur von 22 = 0,5 € und einer relativen Luftfeuchtigkeit von
40-60 % in einem jeweils 12 h Tag-Nacht-Rhythmus (8/20 Uhr) gehalten und
haben freien Zugang zu Trinkwasser und Standard-Trockenfutter. Die Ratten
werden im Rahmen allgemeiner Kontrollen in regelméafigen Abstanden tierarzt-
lich untersucht. Die Tierversuche sind genehmigt durch das Landesamt fur Ar-
beitsschutz, Gesundheitsschutz und Technische Sicherheit Berlin (Aktenzei-
chen REG 0095/08, 09.06.2008). Die Versuchsprotokolle entsprechen den Leit-
linien der International Association for the Study of Pain (Zimmermann 1983).
Alle Eingriffe werden in Isofluran (1-Chloro-2,2,2-trifluoroethyl-

difluoromethylether)-Kurznarkose durchgefihrt.

2.2 Material und Gerate

2.2.1 Gerate

Algesiometer Ugo Basile
AquaDest Anlage Millipore
Blot-Apparatur Bio-Rad
Blotfilter Whatman
Blotmembran (Nitrocellulose Protran BA83) Whatman
Chemilumineszenz-Film GE Healthcare
Dounce-Homogenisator IKA
Elektrophorese-Apparaturen (Power Pac 300 & 1000) Bio-Rad
Entwickler & Fixierer Adeforoll
Gefrierschranke (-20 & -80 ) AEG

GFL
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Glasgefalie Schott
Glaskapillaren Roche

Heizblock

Kamera (Polaroid Gel Cam)

Grant Boekel
Sigma-Aldrich

Kanulen Becton Dickinson
Magnetruhrer IKA
Narkosegerat (Tiberius) Drager

pH-Meter Mettler Toledo
Nervenstimulator & Stimulationskanile (Stimuplex) Braun

Pipetten Eppendorf
Pipettenspitzen (Biosphere Filter Tips) Sarstedt
Préaparierbesteck Aesculap
ReaktionsgefalRe (1,5 ml, RNase frei) Biozym

Rohrchen (Falcon, 15 & 50ml)

Becton Dickinson

Rontgenentwicklungsmaschine (RG 1) Fuji
Ruhrfischchen C. Roth
Ruttler (IKA Vibrax VXR) Janke & Kunkel
Spektrophotometer Shimadzu
Spritzen Becton Dickinson
Hamilton
StoRel Biozym
Thermocycler (LightCycler 1.5 Instrument) Roche
UV-Licht (Macro Vue UV=25) Hoefer
Vakuumkonzentrator Eppendorf
Vortex Neolab
Waage Sartorius
Zentrifugen Heraeus
Beckman

2.2.2 Chemikalien und Kits

Im Folgenden werden vom Hersteller direkt bezogene Stoffe angegeben, selbst
angefertigte Puffer und Losungen werden in den entsprechenden Abschnitten
des Kapitels beschrieben. Ein ausfuhrliches Herstellerverzeichnis ist im Anhang

aufgefuhrt.
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Acrylamid

Agarose

Ammoniumpersulfat (APS)

Bovines Serumalbumin (BSA)
Bromphenolblau

Chloroform
Desoxyribonukleosidtriphosphate (dNTP)
Dimethylsulfoxid (DMSO)

Dithiothreitol (DTT)

DNA Molekulargewichtsmarker X (72-1350 bp)
Ethylendiamintetraessigsaure (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsaure (EGTA)
Ethanol, 99%

Ethidiumbromid

Glycerol

Glycin

Isoamylalkohol

Isopropanol

LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green |

LumiLight (Peroxidase-Substratldsung)
Magnesiumchlorid
B-Mercaptoethanol (f -MSH)
Methanol

Milchpulver

Natriumacetat

Natriumchlorid
Natriumdodecylsulfat (SDS)
Orange G Ladepuffer

PCR Puffer, 10X
Phenylmethylsulfonylfluorid (PMFS)
Phosphate Buffered Saline (PBS)

Polyoxyethylensorbitanmonolaurat (Tween20)

Protease Inhibitor Cocktail (Complete Tablette)

C. Roth
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
C. Roth
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Roche
Roche
Sigma-Aldrich
C. Roth

C. Roth

C. Roth
Sigma-Aldrich
C. Roth
Sigma-Aldrich
C. Roth
Roche
Sigma-Aldrich

GIBCO Invitrogen

Corp.
Sigma-Aldrich
Roche
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Protein Standard (Precision Plus, Dual Color)
Reverse Transkriptase Puffer
Tetramethylendiamin (TEMED)
Trishydroxymethylaminomethan (Tris)

Trizol

Wasser

2.2.3 Antikdrper, Enzyme, Inhibitoren und Pharmaka

Primarantikdrper: anti-Claudin-1 IgG

Sekundarantikdrper: Peroxidase anti-rabbit IgG

Avian Myeloblastosis Virus (AMV) Reverse Transkriptase
Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9)

Thermus aquaticus (Taq) Polymerase
Matrixmetalloproteinase-Inhibitor GM6001
RNase-Inhibitor

D-Ala?, N-MePhe*, Gly>-ol-enkephalin (DAMGO)

Isofluran

Bio-Rad
Roche

C. Roth
Sigma-Aldrich
Invitrogen
Braun

Roche

Invitrogen

Vector Laboratories
Roche

Calbiochem

Roche

Chemicon

Roche
Sigma-Aldrich
Abbott
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2.2.4 Primer
RPL-19 Claudin-1 Occludin Claudin-5
NIH-Zugangsnr. X82202 NM_031699 NM_ 031329 NM_031701
Name Primer RPL-19b se Claudin-1a Occludin 3 Claudin-5b
sense rat se rat se rat se rat
Lange Primer
21 mer 20 mer 21 mer 20 mer
sense
_ AATCGCC GGGACAA AACGGCA GCAGACT
Sequenz Primer
AATGCCA CATCGTG AAGTGAA CCGAGGC
sense (5'-3")
ACTCTCG ACTGCT TGGCAAG AAGTTA
Position Primer
1521-1541 289-308 1130-1150 903-922
PCR - sense
Primer Schmelzpunkt
) 62,5 C 575 T 61,2 C 57,0 C
und Primer sense
Produkt Name Primer RPL-19bas Claudin-1as Occludin3as  Claudin-5b
antisense rat rat rat as rat
Lange Primer
] 21 mer 21 mer 21 mer 20 mer
antisense
_ TGCTCCA CCACTAA TCTGTCC CAGCTGC
Sequenz Primer
] TGAGAAT TGTCGCC TCTTCGC CCTTTCA
antisense (5'-3")
CCGCTTG AGACCTG CTTCCCT GGTTAG
Position Primer
] 3274-3254 585-565 1332-1312 1190-1171
antisense
Schmelzpunkt
] . 60,7 T 59,2 C 61,0 T 57,1 <C
Primer antisense
Produktlange 330 bp 297 bp 182 bp 287 bp

Tab. 1:_Primer von TIB MOLBIOL: Angegeben sind die National Institutes of

Health (NIH)-Zugangsnummern sowie Name, Lange, Sequenz, Schmelzpunkt
und die Produktlange der verwendeten Primer.
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2.3 Methoden

2.3.1 Tierexperimente

Die Ratten werden an ein Narkosegerat angeschlossen und mit einer 4 %
Isoflurannarkose unter Gabe von 100 % O, anasthesiert. Wahrenddessen wird
der rechte N. ischiadicus der Ratten mittels Nervenstimulation aufgesucht. Der
Nerv wird mit einer Impulsamplitude von 0,90 mA Konstantstrom (Impulsfre-
guenz 2 Hz, Impulsbreite 0,1 ms) aufgesucht, was durch die mit der Reizfre-
quenz korrelierenden Flexionsbewegung der Pfote deutlich wird. Dann wird un-
ter Beibehaltung der Reiz assoziierten Flexion die Stromstarke bis auf 0,2 mA
gesenkt und der Nerv hierdurch genau lokalisiert, um dann jeweils 300 pl L6-
sung zu injizieren. Nach dem Experiment entsprechender Zeit werden die Rat-
ten mittels inhalativer Isofluran-Uberdosis getétet. Fir die Untersuchung der
MRNA- und Protein-Expression der TJ-Proteine wird im Anschluss jeweils 1 cm
des Nervens im Verlauf des Oberschenkels distal der Zusammenfligung der
Nervenfaszikel zum N. ischiadicus enthommen. Der linke N. ischiadicus dient

als Kontrolle.
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Versuche mit hypertoner Lésung

Methode Behandlung Messzeitpunkt
PPT 300 pl 0,9 oder 10% NaCl und 30 pg DAMGO oder 5 min
10 % NacCl
300 pl 10 % NaCl und 30 pg DAMGO 10 min vor 0,1,2,4,6,8h
Messung
gRT-PCR 300 pl 10 % NacCl 05,1,2h
Western Blot 300 pl 10 % NacCl 0,5, 1h

Versuche mit MMP-Inhibitor GM6001

Methode Behandlung Messzeitpunkt

PPT 0, 0,02 oder 0,2 mg GM6001 (geldst in 5 ul DMSO 10 min
und 295 ul 0,9 % NaCl) und 300 pl 10 % NaCl und 30
pg DAMGO nach 10 min

gRT-PCR 0,2 mg GM6001 (geldst in 5 ul DMSO und 295l 0,9 | 0,5h
% NaCl) und 300 pl 10 % NaCl nach 10 min

Western Blot 0,2 mg GM6001 (gelést in 5 ul DMSO und 295 ul 0,9 | 0,5,1 h
% NaCl) und 300 pl 10 % NaCl nach 10 min

Versuche mit MMP-9

Methode Behandlung Messzeitpunkt

PPT 300 pl 0, 0,4, 2 oder 10 pmol MMP-9 (geldst in 10 min
0,9 % NaCl) und 30 ug DAMGO

gRT-PCR 300 pl 2 pmol MMP-9 (gel6st in 0,9 % NacCl) 0,5h

Tab. 2: Protokolle der Tierexperimente: Angegeben sind die Methodik mit der

der N. ischiadicus im Anschluss an die Behandlung untersucht werden soll, die

Art der Behandlung der Ratten und die Messzeitpunkte.
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2.3.2 RNA-Isolation und cDNA- Synthese

Untersucht werden soll die mRNA der perineuralen TJ-Proteine. Aufgrund der
Instabilitat der mRNA gegentber ubiquitdr vorhandener RNasen und zur Ver-
wendung im Rahmen der Polymerasekettenreaktion (PCR) wird diese mit einer
Reversen Transkriptase (RT) in eine copy Desoxyribonukleinsaure (CDNA) um-
geschrieben:

Die Nerven werden direkt nach Entnahme in ein jeweils 1 ml Trizol enthaltendes
Reaktionsgefal tberfuhrt, zerkleinert und anschlie3end bei Raumtemperatur
inkubiert. Nach Zugabe von 200 pl Chloroform-lsoamylalkohol (49:1) und Inku-
bation wird 30 min bei 4 T mit 15.000 x g zentrifu giert. Hierbei wird die Mixtur
in eine wassrige, ausschlie3lich RNA-haltige, und eine organische Phase, die
DNA, Proteine und Zelldebris enthalt, getrennt. Die wassrige Phase wird in
500 pl Isopropanol uberfuhrt. Die RNA wird Gber Nacht bei -20 T ausgefallt.
Anschliel3end werden die Proben bei 4 T mit 15.000 x g Uber 30 min zentrifu-
giert. Das RNA-Sediment wird zweimal mit 75 %iger Ethanollésung gewaschen.
Danach werden die Proben bei Raumtemperatur in der Vakuumzentrifuge ge-
trocknet, so dass ausschlie3lich RNA im Reaktionsgefal3 verbleibt.

Zur cDNA-Synthese werden 10,4 pl RNase freies Wasser und 1 ul (0,2 pg / ml)
Oligodesoxyribonukleosidtriphosphate (oligo dT) zugegeben, die bei 65 T an
den poly-Adenosin-Schwanz der mRNA binden und so kurze Doppelstrang
(ds)-DNA bilden, an die sich die RT zur Bildung eines komplementéren Basen-
stranges anlagern kann. Die Proben werden also fiir 3 min auf 65 T erhitzt und
dann auf Eis gekuhlt. Ein Reaktionsgemisch zur cDNA-Synthese (RT-Puffer,
DTT, Desoxyribonukleosidtriphosphat (dNTP)-Gemisch (gleiche Anteile von
Desoxyadenosintriphosphat, Desoxycytosintriphosphat, Desoxyguanosintri-
phosphat, Desoxythymidintriphosphat), Avian Myeloblastosis Virus (AMV)-RT
und RNase-Inhibitor) wird zugefiigt und die Proben fiir 2 h bei 42 T inkubiert.
Hierbei lagert sich die RT an die oligo dT und kann von hier aus die mRNA ko-
pieren. Anschlie3end kann die cDNA Utber Monate bei -20 T gelagert werden.
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Protokoll der cDNA-Synthese:

4 ul 5x RT-Puffer

2ul 0,1 MDTT

2 pl 10 mM dNTP

0,5 pul AMV-RT

0,1 ul RNAse Inhibitor - zu 11,4 pl H,0-, mRNA- |, oligo dT-Mix

2.3.3 Primer Design

Die Primer dieser Arbeit werden Uber das Primer Design Programm der Univer-
sity of Massachusetts Medical School, USA, durch Eingabe der Zielsequenzen
ermittelt. Zur Sequenzrecherche und Primer-Kontrolle wird das Programm
.BLAST search” des National Center for Biotechnology Information (NCBI) ver-
wendet. Des Weiteren wird die Spezifitat der Primer mittels Schmelzkurvenana-
lyse bei der gRT-PCR kontrolliert.

Zur Primer-Optimierung werden folgende Kriterien beachtet:

- Schmelztemperatur &hnlich bei sense und antisense Primern (etwa
65 C)

- Lénge des PCR-Produktes (etwa 200-300 bp)
- C/G-Gehalt (etwa 50 %)
- Lange der Primer (etwa 20 bp)

- Sequenz der Primer (mdglichst wenig selbst- oder paarweise komple-
mentare Sequenzen, Vermeidung von Poly-A, -T, -G, oder -C Sequenz-

abschnitten)

- Position der Bindung der Primer (mdglichst nicht am Beginn oder Ende

des Gens)

2.3.4 Prinzip der Polymerasekettenreaktion

Mit Hilfe der Polymerasekettenreaktion (PCR) lassen sich kleinste Mengen an
DNA oder — wie in dieser Arbeit untersucht — in cDNA umgeschriebene mRNA
(siehe 2.3.2) durch exponentielle Vervielfaltigung nachweisen. Hierzu verwen-

det man komplementar an den als Einzelstrang vorliegenden gesuchten Gen-
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abschnitt bindende oligo dT als Primer, ein sich an die Primer anlagerndes
hitzestabiles Enzym — die Thermus aquaticus (Taq)-Polymerase — und dNTP
zur Synthese des komplementaren cDNA-Stranges.

Das Prinzip der Vervielfaltigung besteht in repetitiven Zyklen, bestehend aus je
drei Temperatur-abhangigen Schritten. Im ersten Schritt wird die cDNA in einem
Thermocycler auf etwa 95T erhitzt, wodurch sich die cDNA-Doppelstrange
durch Loésung der Wasserstoffbriickenbindungen auftrennen und in Form von
Einzelstrangen vorliegen (Denaturierung). Im zweiten Schritt wird die Tempera-
tur Primer-abhangig fur etwa 30 sec auf einen Bereich von etwa 55-65 T ge-
senkt, um eine Anlagerung der Primer an die cDNA-Einzelstrange zu ermdg-
lichen (Anlagerung). Die Temperatur ist von Faktoren wie Lange und Guanin/
Cytosin-Gehalt der Primer abhangig und muss spezifisch ermittelt werden. Im
dritten Schritt wird die Temperatur wieder auf etwa 72 T erhoht, um eine durch
die DNA-Polymerase katalysierte Synthese des komplementéren Stranges zu
erzielen, so dass am Ende ein neuer cDNA-Doppelstrang vorliegt (Extension).
Durch Wiederholung dieser drei Schritte steigt die Menge des Gesamtproduktes

exponentiell bis sich nach etwa 35 Zyklen ein Plateau einstellt.

2.3.5 Prinzip der Agarosegelelektrophorese

Mit Hilfe der Agarosegelelektrophorese lassen sich PCR-Produkte auftrennen
und semiquantitativ nachweisen. Die negativ geladenen DNA- beziehungsweise
cDNA-Moleklle werden auf ein Agarosegel aufgetragen und wandern nach An-
legung einer Spannung in Richtung der Anode. Hierbei kdnnen sich die kleine-
ren Molekile schneller durch die Poren der Agarosegelmatrix fortbewegen als
grol3ere, so dass die Molekule ihrer Anzahl an Basenpaaren nach aufgetrennt
werden. Dem Agarosegel wird Ethidiumbromid zugefugt, welches in der DNA
interkaliert und durch Anregung mit UV-Licht (302 nm) fluoresziert (560 nm).
Durch einen Marker im Agarosegel mit DNA-Fragmenten bekannter Anzahl von
Basenpaaren lassen sich die PCR-Produkte semiquantifizieren.

In der vorliegenden Arbeit wird die Agarosegelelektrophorese zur Quantifizie-

rung eines Standards genutzt (siehe 2.3.6).
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2.3.6 Herstellung eines Standards

Ein Standard bezeichnet ein PCR-Produkt, dessen Produktkonzentration be-
kannt ist, worliber die Konzentration des PCR-Produktes in einer unbekannten
Probe bestimmt werden kann.

Hierzu wird eine Gewebeprobe aufgearbeitet (siehe 2.3.2) und unter Verwen-
dung der bestimmten Primer mittels PCR amplifiziert (siehe 2.3.4). Anschlie-
Rend wird der Standard in Verdinnungen zusammen mit einem, in gleicher
Weise verdunnten, Molekulargewichtsmarker (IX; 72-1353 bp; 0,25 pg/ul) in
einem 3 % Agarosegel in 1x TAE-Laufpuffer elektrophoretisch bei 80 V tber 2 h
aufgetrennt und Uber die einander entsprechenden Banden die Konzentration

des Standards berechnet.

Verdinnungsreihe Standard bzw. Molekulargewichtsmarker:
12 pl PCR-Produkt bzw. Marker und 12 pl H,0 - je 8, 6, 4, 2, 1, 0,5 pl

3 % Agarosegel: 3 g Agarose
100 ml 1x TAE
7 ul Ethidiumbromid

10x TAE: 500 ml H»0
48,4 g Tris-Base
20ml 0,5 M EDTA
11, 42 ml Essigséaure
H,0 ad 1|

Berechnung der cDNA-Kopienzahl des Standards:

(Marker-Konzentration) x (% DNA der korrespondierenden Markerbande) x
(Verdinnungsfaktoren Standard vs. Marker) x 1000 = Konzentration des
Standard [ng/ul]

Konzentration Standard [ng/pl] x 10 ° g / (Gewicht 1bp (660 Da) x bp PCR-
Produkt) x 6,023 x 10% = Kopien/pl
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bp

1353
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872
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310
2811271

234

194
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Marker RPL-19 Cl-1  Occl  Ck5
330 bp 297 bp 182 bp 287 bp

Abb 3: Vergleich der PCR-Produkte der Standard-Pools: Mittels Agarosegel-

elektrophorese aufgetrennte PCR-Produkte im Vergleich ihrer GréRe zu den
Banden spezifischer GroRe des Molekulargewichtsmarkers (IX; 72-1353 bp;

0,25 pg/ul).

2.3.7 Prinzip der quantitativen Echtzeit-PCR

Das Prinzip der quantitativen Echtzeit-PCR (QRT-PCR) beruht auf der Methode
der DNA- beziehungsweise cDNA-Vervielfaltigung mittels konventioneller PCR
(siehe 2.3.4). Bei der gRT-PCR in einem LightCycler-Gerat ist jedoch eine
Quantifizierung der DNA oder cDNA durch Messung der Fluoreszenz eines den
Proben beigeflugten Farbstoffes (SYBR Green), der proportional zur Produkt-
menge in der DNA interkaliert, am Ende jedes Zyklus in Echtzeit (Real Time)
maglich.

Die Temperierung der Proben im LightCycler findet durch Ubertragung der Luft-
temperatur auf einen Rotor platzierter Glaskapillaren statt, was eine Verkirzung
der Zyklen ermdglicht.

Unterhalb des Rotors befinden sich eine LED Lichtquelle (470 nm), die den
SYBR Green-Farbstoff anregt, und ein Dreikanal-Photometer (530, 640 und 705

nm), welches dessen Fluoreszenz (520nm) misst. SYBR Green, an dsDNA ge-
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bunden, fluoresziert hierbei ungefahr 1000x starker als die ungebundene Form,
wodurch die doppelstrangigen PCR-Produkte am Ende eines Zyklus erfasst
werden kdnnen. Die Bindung und damit Fluoreszenz erfolgt jedoch unspezifisch
an unterschiedliche PCR-Produkte, so dass am Ende der gRT-PCR eine
Schmelzkurvenanalyse durchgefuhrt wird, indem die Temperatur der Proben
schrittweise von 55 T (DNA liegt als Doppelstrang vor) auf 95 T (DNA liegt als
Einzelstrang vor) erhoht und kontinuierlich die Fluoreszenz gemessen wird. Die
Schmelzkurve entsteht durch die jahe Abnahme der Fluoreszenz bei Schmel-
zen der DNA oder cDNA am spezifischen Schmelzpunkt, der abh&ngig von
Faktoren wie Grof3e und Zusammensetzung (CG-Gehalt) des DNA-Fragmentes
ist. Somit hat jedes PCR-Produkt eine eigene Schmelzkurve, wodurch Verun-
reinigungen detektiert werden kdénnen.

Ferner wird eine Schmelzkurvenanalyse in Pilotexperimenten durchgefihrt, um
den genauesten Zeitpunkt fur die Fluoreszenz-Messung am Ende eines jeden
PCR-Zyklus zu ermitteln. Bei der Temperatur unmittelbar vor Fluoreszenzabfall
am Schmelzpunkt kann die gesamte Fluoreszenz des PCR-Produktes gemes-
sen werden, ohne dass die Intensitat durch andere unspezifische PCR-

Produkte — wie Primer-Dimere — verfalscht wird.

Als Grundlage fur die Quantifizierung dient die Ermittlung des Fluoreszenz-
schwellenwertes (Crossing Point, CP), der den Zyklus beschreibt, an dem die
Fluoreszenz erstmalig signifikant Giber die Hintergrund-Fluoreszenz ansteigt. Er
liegt am Beginn der exponentiellen Phase der PCR, in der die Fluoreszenz pro-
portional des PCR-Produktes ist. Die Quantifizierung erfolgt Gber den Vergleich
der Fluoreszenz der Proben mit der eines mitlaufenden Standards (siehe 2.3.6
und 2.3.8).

Zur relativen quantitativen Aussage Uber die Expression des Zielgens wird der
cDNA-Gehalt der jeweiligen Probe ins Verhéltnis zur cDNA eines ,house
keeping“ Gens derselben Probe gesetzt. ,House keeping“ Gene spielen bei Ba-
salfunktionen der Zelle eine Rolle. Es wird davon ausgegangen, dass diese
stets in konstanter Weise exprimiert und durch Manipulation weder stimuliert
noch supprimiert werden. Als ,house keeping“ Gen in der vorliegenden Arbeit
dient das ribosomale Protein L-19 (RPL-19) der S60 Untereinheit.
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2.3.8 gRT-PCR-Lauf und Auswertung

Fur den Lauf einer gRT-PCR werden ein Kit, welches eine Tag-Polymerase,
Puffer, MgCl,, SYBR Green I-Farbstoff und dNTP enthalt (LightCycler FastStart
DNA MasterPLUS SYBR Green I), sowie die Primer und cDNA-Probe benutzt.

Bestmogliche Konditionen in Form von Temperatur und Zeit der einzelnen
PCR-Schritte und -Zyklen werden in Abhéngigkeit der Primer in Pilotexperimen-
ten ermittelt und sind in Tab. 3 aufgefuhrt. Da die Tag-Polymerase zur Unter-
bindung vorzeitiger Reaktionen in modifizierter Form vorliegt, ist zu Beginn der
PCR eine Inkubationszeit von 10 min bei 95 T nétig, um das Enzym zu aktivie-
ren. Jedem Lauf folgt eine Schmelzkurvenanalyse (siehe 2.3.7). Dem Lauf wer-
den mindestens drei Verdinnungsstufen eines Standards in Duplikaten beige-
fugt. Tragt man den dekadischen Logarithmus der cDNA-Kopienmenge des
Standards gegen die Zykluszahl am CP auf, so erhalt man eine Standard-
Gerade negativer Steigung, an die zur Optimierung der Genauigkeit der Mes-

sungen folgende Bedingungen gestellt werden:

- Der Regressionskoeffizient (r) soll im Bereich von -0,99 bis -1,00 liegen,
um einen direkten Zusammenhang von Zyklus-Zahl (CP) und der cDNA-
Kopienmenge in Abhangigkeit der Verdinnungsstufe darzustellen.

- Die Steigung (Slope) sollte im Bereich von etwa -3,3 liegen, um hiertiber
die Effizienz der PCR berechnen zu kdnnen, die idealerweise bei 2 (pro

Zyklus verdoppelt sich die Anzahl der cDNA-Kopien) liegt.

Effizienz E = 10 (1/Steigung)
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Abb 4: lineare Regressionsgerade der Standardkurve: Ordinate: Zykluszahl

(CP) Abszisse: dekadischer Logarithmus der initialen cDNA-Kopienzahl. Ange-
geben ist die lineare Regressionsgerade fur den Standard von CIn-1 mit Fehler

und Regressionskoeffizienten. Die Geradengleichung lautet: y = mx + b

-1/3,565
= -3,565 x log(Kopien cDNA) + 37,90 und die Effizienz betragt E = 10( )

=1,91.

Uber die Standardkurve kann nun direkt eine Quantifizierung der cDNA-Kopien
der Proben erfolgen:

Kopienzahl n cDNA = CP der Probe — (y-Achsenabschnitt (Intercept)/Steigung)

Die einzelnen Proben laufen als Duplikate, aus denen der Mittelwert bestimmt
wird. Zur Auswertung wird die Zahl der cONA-Kopien der jeweiligen TJ-Proteine
in Bezug gesetzt zur Zahl der Kopien der cDNA des ,house keeping“ Gens

RPL-19, so dass die Messwerte der Proben vergleichbar werden.

Protokoll fir die qRT-PCR:

1 pl cDNA

1 pl 10 uM Primer sense

1 pl 10 uM Primer antisense

4 ul LightCycler FastStart DNA MasterPLUS SYBR Green |
13 pl H20O (PCR grade)
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RPL-19 Claudin-1 Occludin Claudin-5
Zyklen 29 35 35 35
Anlagerungs-
gRT- 69 C 65 C 68 C 62 C
temperatur
PCR _
Kondi- Anlagerungszeit 3 sec 3 sec 3 sec 3 sec
. Extensions-
tionen 72T 72T 72T 72T
temperatur
Extensionszeit 14 sec 11 sec 10 sec 13 sec
Fluoreszenz-
88 C 86 C 85 <C 86 C
temperatur

Tab. 3: Laufbedingungen der gRT-PCR: Angegeben sind die Anzahl der Zyklen

eines Laufes sowie die Temperaturen und Zeiten fur Primeranlagerung, Exten-
sion des zu amplifizierenden cDNA-Abschnittes und Fluoreszenzmessung in

Abhangigkeit der jeweiligen Primer.

2.3.9 Prinzip der SDS-PAGE und des Western Blot

Der Western Blot dient dem spezifischen Nachweis von Proteinen. Hierfur wer-
Grolie
Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) elektrophoretisch aufgetrennt

den diese zunachst ihrer nach mittels Natriumdodecylsulfat-
(Laemmli 1970). SDS dient der Denaturierung der Proteine (Aufbrechen der
Sekundar- und Tertiarstruktur) und einer gleichmaRigen Verteilung negativer
Ladung um die Proteine, so dass ihr Wanderungsverhalten durch die Acryl-
amidgelmatrix des Gels nur von ihrer Gro3e bestimmt wird. Ein Marker, be-
stehend aus Proteinen bekannter Grof3e, ermdglicht hierbei eine Abschatzung
der GroRe der Proteine der Proben. Die aufgetrennten Proteine werden an-
schlieBend mittels einer senkrecht zum Gel angelegten Spannung auf eine Nit-
rozellulosemembran Ubertragen (Blot). Nach Blocken der freien Bindungsstellen
auf der Membran, wird diese nacheinander mit einem fur das Zielprotein spezi-
fischen Antikorper (Ak) und einem daran bindenden sekundaren Ak behandelt.
Dieser ist mit HRP konjugiert, welche eine Chemilumineszenzreaktion kataly-

siert und so die Banden des Zielproteins sichtbar macht.
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2.3.10 Membran-Protein-Extraktion

Der Gewebeprobe (siehe 2.3.1) wird 500 pl eines Lysepuffer-Protease-Inhibitor-
Gemisches zugefiugt und diese anschliel3end viermal in flissigem Stickstoff ge-
froren und wieder aufgetaut. Dann wird das Gewebe mit einem Douncer homo-
genisiert bis keine Gewebestlcke mehr sichtbar sind. Die Zellsuspension wird
zur weiteren Zerkleinerung je 10 x durch Kanulen abnehmender GréRRe (18, 20,
22 und 26 G) gezogen. Die Suspension wird 5 min bei 4 T mit 200 x g zentri-
fugiert, der Uberstand in ein neues Eppendorfgefa uberfihrt und weitere
30 min mit 43.000 x g bei 4 T zentrifugiert. Der U berstand, in dem sich die ge-
|6ste Zellfraktion befindet, wird abgenommen. Das Pellet mit der membranstan-
digen Proteinfraktion wird in 100 pl eiskaltem Lysepuffer erneut gelést und an-
schlieBend bei -80 T asserviert oder direkt zur Proteinquantifizierung weiter

verwendet.

Membran-Lysepuffer: 2 ml Tris HCI, pH 7,4
500 pl 1 M MgCI2
200 ul 0,5M EDTA
120 yl 0,5 EGTA
H,O ad 100 ml - pro 10ml Membran-
Lysepuffer 1 Tablette
Protease Inhibitor Cocktail

(Complete, Roche)

2.3.11 Proteinquantifizierung

Die Proteinquantifizierung erfolgt photometrisch tiber den Vergleich der Protein-
konzentration der Probe mit der von Standardeichldsungen (bovine Serum-
albumin (BSA)-Lo6sungen in bekannter steigender Konzentration). Dies wird mit
Hilfe des Bradford-Testes durch den Einsatz von Triphenylmethanfarbstoff
Coomassie-Brillant-Blau G-250 (CBBG) durchgefihrt (Bradford 1976), welches
unter Extinktionsverschiebung Komplexe mit Proteinen bildet. Das Maf3 der Re-
aktion ist abhéangig von der Proteinkonzentration, so dass uber den Vergleich
der Probenextinktion mit der Standardkurve eine Aussage Uber die Proteinkon-

zentration der Probe gemacht werden kann. Die Quantifizierung dient dazu,
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eine jeweils gleiche Menge des Gesamtproteins der einzelnen Proben auf das
Gel aufzutragen, um eine vergleichbare Aussage uUber die Menge des Zielpro-

teins machen zu kdnnen.

2.3.12 SDS-PAGE

Es wird ein Gel hergestellt, bestehend aus einem 12,5 %igem Trenngel (Trenn-
gelpuffer 1 M Tris, pH 8,8), welches nach Polymerisation mit einem Sammelgel
(Sammelgelpuffer 0,5 M Tris, pH 6,8) Gberschichtet wird.

Die Proben werden mit H,O auf das gleiche Volumen gebracht, 1:5 mit 5x Pro-
benpuffer versetzt und 5 min bei 95 T vorgeheizt (denaturiert). Die Elektropho-
resekammer wird mit dem Gel und 1x Elektrophoresepuffer gefillt. Die Proben
werden mit einer Hamilton-Spritze aufgetragen. Ein Standard mit Proteinen be-
kannter Grol3e wird mit analysiert. Die Elektrophorese wird etwa fir 0,5 h bei
50 V laufen gelassen bis die Lauffront im Trenngel angelangt ist, anschlieRend
auf Eis bei 150 V fur etwa 1 h bis die Lauffront nahezu das Ende der Kammer
erreicht hat.

Elektrophorese-Gel:

Trenngel 12,5% Sammelgel
H,O [ml] 4,4 3,75
Trenngelpuffer [ml] 2,5 -
Sammelgelpuffer [ml] - 1,6
37,5 % Acrylamid [ml] 3,2 0,675
10% APS [ul] 50 30
TEMED [ul] 5 3

5x Probenpuffer (Lammli): 62,5 mM Tris pH 6,8
2 % SDS
10 % Glycerol
1 % MSH
2 mM EGTA
1 mM PMSF

1 % Bromphenolblau
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1x Elektrophoresepuffer: 25 mM Tris
192 mM Glycin
0,1 % SDS

2.3.13 Western Blot und Bandendetektion

Die aufgetrennten Proteine des Gels werden Uber eine senkrecht angelegte
Spannung auf eine Nitrocellulose (NC)-Membran tbertragen und durch hydro-
phobe Wechselwirkungen gebunden. Hierzu wird ein Gel-Membran-Sandwich
hergestellt, nachdem die Bestandteile vorher in 1x Transferpuffer fir 5 min equi-
libriert worden sind.

Das Sandwich wird mit einem Kuhlakku und einem Ruhrfischchen in die Elek-
trodenkammer gesetzt. Die Kammer wird mit 1x Transferpuffer befullt. Der
Transfer findet unter einer Spannung von 100 V bei konstanter Stromstarke von
0,2-0,4 A uber 1 h statt.

Gel-Membran-Sandwich:

Kathode - Schwamm | Filter | Gel | NC-Membran | Filter | Schwamm - Anode

1x Transferpuffer: 100 ml 10x Puffer West
100 ml Methanol
700 ml H,O

10x Puffer West: 144 g Glycin
30,4 g Tris
H,O ad 1 | (pH 8,1-8,4, nicht einstellen)

Die auf die NC-Membran tbertragenen Banden werden immundetektiert. Hierzu
wird die Membran in PBT gespilt, anschliel3end in 5 % Magermilchpulverlésung
fur 2 h bei Raumtemperatur geblockt, erneut in PBT gespilt und anschlieend
Uber Nacht bei 4 T in 5 % BSA-LOsung inkubiert. Zu r Bindung des Primaranti-
korpers (hier anti-Cln-1 IgG) wird dieser im Verhéaltnis 1:2000 mit 5 % BSA-
Losung gemischt und die Membran in dieser Losung fur 2 h bei Raumtempera-

tur inkubiert. Anschliel3end wird die Membran je 10 min 2 x in PBT und 1 x in
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TBST gewaschen. Zur Bindung des Sekundarantikérpers wird dieser im Ver-
haltnis 1:1000 zu 1 % BSA-L6sung gegeben und die Membran in dieser Losung
fur 60-90 min bei Raumtemperatur inkubiert. Dann wird die Membran fir je
10 min 2 x in PBT und 1 x in TBST gewaschen und in LumiLight fur 5 min im
Dunklen inkubiert. LumiLight dient der HRP als Substrat, wodurch Licht emittiert
wird. Die Lichtemission der Proteinbanden wird durch die Entwicklung eines

gegenuber der Membran exponierten Rontgenfilmes sichtbar gemacht.

PBT: PBS (1 Tablette auf 500ml H,O)
0,1 % Tween20

TBST: 10 mM Tris-HCI
150 mM NacCl
0,1 % Tween20
HOad 1|

5 % Magermilchpulverlésung: PBT und 5 % Magermilchpulver

5 % BSA-LGsung: PBT und 5 % BSA
1 % BSA-LOsung: TBST und 1 % BSA

2.3.14 Messunq der Pfotendruckschwelle (Paw Pressure Test)

Die Verhaltensexperimente werden von Frau Dr. rer. nat. Dagmar Hackel, Mit-
glied der Forschungsgruppe der Klinik fir Anasthesiologie und operative Inten-
sivmedizin der Charité — Universitatsmedizin Berlin, durchgefihrt.

Zunachst werden die Ratten Uber vier Tage an den Versuchsaufbau gewohnt
(Handling) und dann nach jeweiligem Protokoll (siehe 2.3.1) behandelt. Die
Messung der Pfotendruckschwelle erfolgt modifiziert nach Randall und Selitto,
indem Uber ein Algesiometer (Ugo Basile) zunehmender Druck auf die Dorsal-
seite der Hinterpfote ausgetbt wird, bis die Ratte diese auf den zunehmenden
Schmerzreiz hin zurtickzieht (Randall and Selitto 1957). Das Druckgewicht,
welches zum Zeitpunkt des Zurtickziehens der Pfote vorherrscht, entspricht der
Pfotendruckschwelle (paw pressure threshold, PPT). Um Gewebeschaden zu
vermeiden, ist der Druck auf maximal 250 g begrenzt. Jede Pfote wird dreimal

im Abstand von 10 min gemessen und hieraus der Mittelwert berechnet.
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2.4 Programme und Statistik

Fur die Verarbeitung der Daten der LightCycler-Messungen wird die LightCycler
Software 3.5.3 (Roche) verwendet. Die statistische Auswertung erfolgt tber die
Programme SigmaStat 3.5 (SPSS Inc.) und Excel 2003 (Microsoft). Bei den
Daten der qRT-PCR wird jeweils das prozentuale Verhdltnis der zu verglei-
chenden Werte untersucht. Die Werte werden als Mittelwert £+ Standardfehler
des Mittelwertes (SEM) angegeben. Die Werte einer Gruppe vor und nach Be-
handlung werden bei Normalverteilung mittels t-Test fur gepaarte Stichproben
(paired t-Test), bei nicht normaler Verteilung mittels Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test verglichen. Bei mehreren Gruppen mit zwei Faktoren und wiederhol-
ter Messung einer der Faktoren wird eine zweifaktorielle Varianzanalyse mit
Messwiederholung (Two Way Repeated Measures ANOVA) durchgefiihrt. Er-
gebnisse mit p < 0,05 werden als signifikant angesehen. Die graphische Dar-

stellung der Ergebnisse erfolgt Giber das Programm SigmaPlot 10.0 (SPSS Inc.)
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3 Ergebnisse

3.1 Die perineurale Injektion von hypertoner NaCl-L  &ésung ermdglicht

eine Erhdhung der mechanischen nozizeptiven Schwell e und der

MRNA-Expression von Cin-1

3.1.1 Erh6hung der mechanischen nozizeptiven Schwelle nach perineuraler

Injektion von hypertoner NaCl-Losung

Nur nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl-Lésung und DAMGO steigt
5 min nach Injektion die mechanische Pfotendruckschwelle im Vergleich zur
basalen Pfotendruckschwelle signifikant an (Abb. 5, p < 0,001, Two Way Re-
peated Measures ANOVA). Im Vergleich der Gruppen nach Behandlung mit
10 beziehungsweise 0,9 % NaCl und DAMGO und 10% NacCl allein zeigt sich
zwischen 0,9 % NaCl und DAMGO und 10 % NaCl allein kein Unterschied, je-
doch ein signifikanter zu 10 % NaCl und DAMGO. Die Basalwerte unterschei-
den sich nicht signifikant.

Im zeitlichen Verlauf zeigt sich nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl zum
Zeitpunkt 0 und des Opioidpeptides DAMGO nach 0, 1 und 2 h eine signifikante
Zunahme der mechanischen Pfotendruckschwelle im Vergleich zur Pfoten-
druckschwelle vor Behandlung (Abb. 6, p < 0,001, Two Way Repeated
Measures ANOVA). Ab 4 h nach Injektion ist die Pfotendruckschwelle nicht
mehr signifikant gegentber den Basalwerten erhdht. Analog zeigen sich inner-
halb der Werte der behandelten Gruppen Unterschiede der Pfotendruckschwel-
le in Abhangigkeit der Zeit; die Pfotendruckschwellen O, 1 und 2 h nach Be-
handlung sind gegeniiber denen nach 4, 6 und 8 h signifikant erhéht. Auch hier

sind die Basalwerte nicht signifikant unterschiedlich.
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Abb. 5: Erh6éhung der mechanischen Pfotendruckschwelle nur nach perineura-
ler Injektion von 10 % NaCl und DAMGO im Vergleich zu 0,9% NaCl und
DAMGO oder 10 % NacCl allein: Messung der Pfotendruckschwelle [g] 5 min
nach Injektion von 0,9 oder 10 % NaCl und 30 ug DAMGO oder 10 % NaCl an
den N. ischiadicus d:[) im Vergleich zum Basalwert vor Behandlung (.),

n = 6/Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwer-
tes angegeben (Signifikanz *** bei p < 0,001, Two Way Repeated Measures
ANOVA).
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Abb. 6: Zeitverlauf der Wirkung von 10 % NaCl perineural appliziert auf die me-

chanischen Pfotendruckschwellen: Messung der Pfotendruckschwelle [g] in Ab-

hangigkeit der Zeit [h] nach einmaliger Injektion von 10 % NaCl zum Zeitpunkt O
und anschlielender Injektion von 30 pg DAMGO vor dem entsprechenden
Messzeitpunkt an den N. ischiadicus (D) im Vergleich zum Basalwert vor Be-
handlung (.), n = 6/Gruppe. Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler
des Mittelwertes angegeben (Signifikanz *** bei p < 0,001, Two Way Repeated
Measures ANOVA).

3.1.2 Hochrequlation der mRNA-Expression von ClIn-1, nicht aber Occludin

und CIn-5 nach perineuraler Injektion von hypertoner NaCl-Ldsung

Nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl-Lésung kommt es 30 min nach In-
jektion zu einem 2,98fachen prozentualen Anstieg der cDNA des TJ-Proteins
CIn-1 im Vergleich zur Kontrolle in Form des unbehandelten kontralateralen N.
ischiadicus (Abb. 7, p < 0,001, Two Way Repeated Measures ANOVA). 60 und

120 min nach Injektion von 10 % NaCl ist dieser Effekt nicht mehr nachweisbar.
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Innerhalb der Behandlungsgruppe ist die Kopienzahl der cDNA von Cin-1
30 min nach Behandlung gegentiber der nach 60 und 120 min signifikant er-

hoht. Die unbehandelten Kontrollen unterscheiden sich nicht signifikant.

400 -~
Kk I Kontrolle
*" 1 10 % NaCl
300 -
200 -

100 A T

Kopien cDNA Cin-1/10.000 RPL-19 [%)]

0 - T T T
30 min 60 min 120 min

Abb. 7: Perineurale Injektion von 10 % NaCl reguliert die mRNA-Expression

von CIn-1 hoch: Quantifizierung der cDNA von Cin-1 im Verhaltnis zu 10.000
Kopien cDNA RPL-19 derselben Probe nach Injektion von 10 % NacCl ([[) im

Vergleich zur Kontrolle (.) in Abh&ngigkeit des Messzeitpunktes nach Behand-
lung, n = 13 (30 min), 9 (60 min), 12 (120 min). Die Daten werden normalisiert
und die behandelten Gruppen als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben (Signifikanz *** bei p < 0,001, Two Way
Repeated Measures ANOVA).

Bei der Untersuchung der mRNA-Expression von Occludin und CIn-5 wird nach
Injektion von 10 % NaCl-Lésung an das Perineurium des rechten N. ischiadicus
zu keinem der Messzeitpunkte von 30, 60 und 120 min ein signifikanter Unter-
schied in der Menge der cDNA zwischen dem behandelten und dem unbehan-
delten kontralateralen N. ischiadicus deutlich (Abb. 8 und 9).
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Abb. 8: Unveranderte mRNA-Expression von Occludin nach perineuraler Injek-

tion von 10 % NaCl: Quantifizierung der cDNA von Occludin im Verhaltnis zu
10.000 Kopien cDNA RPL-19 derselben Probe nach Injektion von 10 % NaCl
(D) im Vergleich zur Kontrolle (l) in Abhangigkeit des Messzeitpunktes nach

Behandlung, n = 6 (30 min), 5 (60 min), 7 (120 min). Die Daten werden normali-
siert und die behandelten Gruppen als Mittelwert + Standardfehler des Mittel-
wertes im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben (Two Way Repeated Measures
ANOVA).
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Abb. 9: Unverdnderte mRNA-Expression von Cin-5 nach perineuraler Injektion
von 10 % NaCl: Quantifizierung der cDNA von CIn-5 im Verhaltnis zu 10.000
Kopien cDNA RPL-19 derselben Probe nach Injektion von 10 % NacCl ([[) im

Vergleich zur Kontrolle (.) in Abhéngigkeit des Messzeitpunktes nach Behand-
lung, n =9 (30 min), 11 (60 min), 12 (120 min). Die Daten werden normalisiert
und die behandelten Gruppen als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes
im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben (Two Way Repeated Measures ANOVA).

3.2 Der MMP-Inhibitor GM6001 unterbindet die Effekt e hypertoner Lo-
sung

3.2.1 Inhibition der Wirkung von hypertoner NaCl L6sung auf die mechanische
nozizeptive Schwelle durch den MMP-Inhibitor GM6001

Im Vergleich der basalen Pfotendruckschwelle mit der nach perineuraler Appli-
kation von 0, 0,02 oder 0,2 mg GM6001, einem Breitspektrum-Inhibitor der
MMP, und 10 % NaCl mit DAMGO, zeigt sich nach 10 min dosisabhéngig eine
Reduktion der Wirkung hypertoner Lésung (Abb. 10, p < 0,05 (0,001), Two Way
Repeated Measures ANOVA). Die mechanische nozizeptive Schwelle nach
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10 % NaCl und DAMGO ohne Vorbehandlung mit GM6001 liegt signifikant ho-
her als die nach 0,02 und 0,002 mg GM6001. Im Vergleich der Basalwerte zeigt

sich kein Einfluss von GM6001 auf die Pfotendruckschwelle.

200
Il Basalwert nach GM6001
[ GM6001 + 10 % NaCl + DAMGO
— 150 - *kk
o
— T
Q
©
=
S
*%k%
2 100 -
S n »
% T
c
g
Nl
Q50
O T T T
0 0,02 0,2

GM6001 [mg]
Abb. 10: GM6001 verringert dosisabhéngig die Wirkung von 10 % NaCl bei
Injektion vor 10 % NaCl und DAMGO: Messung der Pfotendruckschwelle [g]
nach Injektion von 10 % NaCl und 30 ug DAMGO an den rechten N. ischiadicus

10 min nach Injektion unterschiedlicher Konzentration GM6001 [mg] ([[) im
Vergleich zum Basalwert nach Injektion von GM6001 (.), n = 6 / Gruppe. Die
Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes angegeben (Sig-
nifikanz * bei p < 0,05, *** bei p < 0,001, Two Way Repeated Measures
ANOVA).

3.2.2 Unveranderte mRNA-Expression von CIn-1, Occludin und CIn-5 nach
Injektion von GM6001 und 10 % NacCl

Bei der Untersuchung, ob GM6001 den Effekt hypertoner Losung auf die Regu-

lation von CIn-1, Occludin und CIn-5 beeinflusst, zeigt sich 30 min nach peri-
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neuraler Injektion fir die cDNA der TJ-Proteine weder ein Effekt der hypertonen
Losung auf CIn-1 (Abb. 11A), noch auf Occludin (Abb. 11B) und CIn-5 (Abb.

11C) im Vergleich zum kontralateralen N. ischiadicus.
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< = ¥

X
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Cln-1 Occludin CIn-5

Abb. 11: GM6001 verhindert den Anstieg der Cin-1 mRNA-Expression nach
perineuraler Gabe von 10% NaCl: Quantifizierung der cDNA der TJ-Proteine im
Verhéltnis zu 10.000 Kopien cDNA RPL-19 derselben Probe 30 min nach Injek-
tion von 10 % NaCl 10 min nach Injektion von GM6001 ([[) im Vergleich zur

Kontrolle (l), die Daten werden normalisiert und die behandelten Gruppen als
Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes im Verhéltnis zur Kontrolle ange-
geben; Abb. 11A: cDNA Quantifizierung von CIn-1, n = 7 (paired t-Test), Abb.
11B: cDNA Quantifizierung von Occludin, n = 7 (Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-
Test), Abb. 11C: cDNA Quantifizierung von CIn-5, n = 9 (Wilcoxon-Vorzeichen-
Rang-Test).

3.2.3 Veranderungen der ClIn-1 Protein-Expression

30 und 60 min nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl an den rechten N.

ischiadicus zeigt sich eine verminderte Expression von CIn-1 im Vergleich zur
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Kontrolle ohne Behandlung (Abb. 12). Die vorherige Injektion von 0,2 mg
GM6001 blockiert diesen Abfall der Cin-1 Expression nach 30 und 60 min.

- s e —— Cln-1, 22 kDa
sl i 2naes 3l FAT L A

Abb. 12: Cin-1 Protein nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl und nach
GM6001 und 10 % NaCl: Western Blot fur CIn-1 nach Nervengewebsentnahme
30 (2) und 60 (3) min nach 10 % NaCl-Injektion und 30 (4) und 60 min nach In-
jektion von 0,2 mg GM6001 und 10 % NaCl und der Kontrolle ohne Behand-

lung (1).

3.3 MMP-9 wirkt wie hypertone NaCl-Losung auf die m echanische nozi-

zeptive Schwelle und erhdht die mRNA-Expression der perineuralen
TJ-Proteine

3.3.1 Erh6hung der mechanischen nozizeptiven Schwelle nach perineuraler
Injektion von MMP-9 und DAMGO

Nach perineuraler Injektion von MMP-9 unterschiedlicher Konzentration zu-
sammen mit DAMGO zeigt sich ab 0,4 pmol MMP-9-L6sung ein signifikanter
dosisabhangiger Anstieg der Pfotendruckschwelle nach 10 min (Abb. 13,
p < 0,05 (0,001), Two Way Repeated Measures ANOVA). Die Injektion bewirkt
einen maximalen Effekt bei 2 pmol MMP-9-Lésung, welcher sich bei héherer
Dosierung nicht weiter erhoht; die Pfotendruckschwelle nach 2 pmol MMP-9
unterscheidet sich nicht von der nach 10 pmol, wohingegen diese Werte eine
signifikante Erh6hung gegentber den Werten nach 0 und 0,4 pmol MMP-9 auf-

weisen.
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Abb. 13: Erhéhte mechanische Pfotendruckschwelle nach perineuraler Injektion
von MMP-9 und 30 yug DAMGO: Messung der Pfotendruckschwelle [g] nach
Injektion von MMP-9 unterschiedlicher Konzentrationen und 30 ug DAMGO an

den N. ischiadicus (D) im Vergleich zum Basalwert (.), n =4 (0 pmol),
6 (0,4 pmol), 8 (2 pmoal), 5 (10 pmol). Die Daten werden als Mittelwert + Stan-
dardfehler des Mittelwertes angegeben (Signifikanz * bei p < 0,05, *** bei
p < 0,001, Two Way Repeated Measures ANOVA).

3.3.2 Erhdhte mRNA-Expression von Cin-1, Occludin und CIn-5 nach Injektion
von MMP-9

30 min nach perineuraler Injektion von 2 pmol MMP-9-Lésung zeigt sich fur
CIn-1 Abb. 14A, ** p < 0,01), Occludin (Abb. 14B, * p < 0,05) und CIn-5
(Abb. 14C, * p < 0,05) ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression im Ver-
gleich zur Kontrolle in Form des unbehandelten kontralateralen N. ischiadicus

(Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test).
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Abb. 14: Hochregulation der mRNA-Expression von CIn-1, Occludin und CIn-5

nach perineuraler Injektion von MMP-9: Quantifizierung der cDNA der TJ-
Proteine im Verhaltnis zu 10.000 Kopien cDNA RPL-19 derselben Probe 30 min
nach Injektion von 2 pmol MMP-9 (]:[) im Vergleich zur Kontrolle (l) die Daten

werden normalisiert und die behandelten Gruppen als Mittelwert + Standardfeh-
ler des Mittelwertes im Verhaltnis zur Kontrolle angegeben; Abb. 14A: cDNA
Quantifizierung von Cin-1, n = 14 (Signifikanz ** bei p < 0,01, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test), Abb. 14B: cDNA Quantifizierung von Occludin, n = 15
(Signifikanz * bei p < 0,05, Wilcoxon-Vorzeichen-Rang-Test), Abb. 14C: cDNA
Quantifizierung von CiIn-5, n = 16 (Signifikanz * bei p < 0,05, Wilcoxon-
Vorzeichen-Rang-Test).



Diskussion 48

4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wird der Einfluss hypertoner Lésung und Matrixmetalloproteina-
sen auf die Barrierefunktion der TJ im Perineurium peripherer Nerven unter-
sucht:

1) Nach perineuraler Applikation hypertoner Losung steigt bei zuséatzlicher
Gabe von DAMGO die mechanische nozizeptive Schwelle im Vergleich
zur Kontrolle. Dieser Effekt halt bis zu 2 h nach Injektion an. Gleichzeitig
erhoht sich die mRNA-Expression von CiIn-1, nicht aber CIn-5 und
Occludin 30 min nach perineuraler Injektion hypertoner Losung. Das Pro-
tein Cln-1 ist 30 und 60 min nach perineuraler Applikation hypertoner L6-
sung vermindert nachweisbar.

2) Der Matrixmetalloproteinase-Inhibitor GM6001 blockiert die Wirkung von
hypertoner Lésung sowohl in den Schmerzverhaltenstests als auch in
der mRNA- und Proteinexpression von Cin-1.

3) Die perineurale Injektion von MMP-9 kann die gleiche Wirkung auf die
mechanische Schmerzschwelle auslésen. Die mRNA-Expression fir
CIn-1, Occludin und CIn-5 steigt 30 min nach perineuraler Injektion von
MMP-9.

4.2 Diskussion von Material und Methoden

4.2.1 Periphere Nervenstimulation

Die Methodik der peripheren Nervenstimulation ist in Durchfiihrung und Material
der klinischen Anwendung bei Patienten entnommen. Zudem wird die Technik
der peripheren Stimulation des N. ischiadicus von Ratten in friheren Studien
beschrieben (Puehler et al. 2004; McCarthy et al. 2002; Grant et al. 2001). In
der Klinik wird inzwischen haufig eine Ultraschall-gestitzte Technik angewen-
det, die sich hier wegen der kleinen anatomischen Verhéltnisse aber nicht ren-
tiert. Das injizierte Volumen von je 300 pl wird von McCarthy et al. beschrieben
und wurde von uns in Pilotexperimenten auf Wirkung und Lokalisation Gberpruft

(McCarthy et al. 2002). Wenn das Injektionsvolumen unter anderen Be-
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dingungen kritisch sein sollte, musste in weiteren Versuchen untersucht wer-
den, ob auch kleinere Volumina ausreichend sind, um den Nerven sicher zu

erreichen.

4.2.2 Messung der Pfotendruckschwelle

Die Bestimmung der Pfotendruckschwelle der Versuchstiere erfolgt nach Ran-
dall Selitto und ist seit den funfziger Jahren etabliert (Randall and Selitto 1957).
Wahrend die Sensitivitat der Methode im oberen (analgetischen) Bereich sehr
gut ist, ist die Diskriminierung im unteren (hyperalgetischen) Bereich schlechter.
In dieser Arbeit wird aber in dem Bereich gemessen, der eine gute
Diskrimination erlaubt. Die Experimente werden teilweise verblindet durchge-
fuhrt, um einen Bias durch den Untersucher zu reduzieren.

Zunehmend diskutiert werden die Messverfahren fir Schmerzmessungen bei
Tieren wegen der mangelnden Korrelation zwischen einer reflexartigen
Reaktion auf einen nozizeptiven Reiz hin und dem tatsachlichen Erleben von
Schmerz, welches mit emotionalen und das Verhalten beeinflussenden Kompo-
nenten einhergeht (Vierck et al. 2008). Dementsprechend werden derzeit neue
Modelle zur experimentellen Messung von Schmerzen, wie die Beurteilung der
Gesichtausdriicke von Versuchstieren als Ausdruck des Erleben eines sponta-
nen Schmerzes auf einen nozizeptiven Reiz hin, untersucht (Dolgin 2010).

4.2.3 mRNA-Quantifizierung

Die Quantifizierung der cDNA mittels gRT-PCR bietet im Vergleich zur Quantifi-
zierung mittels konventioneller PCR die Méglichkeit, schon wahrend der PCR
eine Quantifizierung durchfihren zu kénnen. Die Quantifizierung mit Hilfe des
Farbstoffes SYBR Green weist eine hohe Sensitivitat auf, die Spezifitat ist auf-
grund der Interkalierung von SYBR Green in sdmtliche PCR-Produkte jedoch im
Vergleich — beispielsweise zu Sondentechniken — geringer, weshalb hier stets
die Schmelzkurvenanalye durchgefihrt wird (Holzapfel and Wickert 2007). Die
Quantifizierung erfolgt Uber einen beigeflgten Standard und ist dementspre-
chend abhéngig von dessen Effizienz, die optimalerweise bei 2, real jedoch
meist leicht darunter bei etwa 1,9 liegt. Auch muss bedacht werden, dass die

Normierung der Werte tber den Vergleich zu ,house keeping“ Genen eine rela-
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tive Quantifizierung darstellt und nicht génzlich exakt ist, da man annehmen
muss, dass auch relativ konstant exprimierte ,house keeping* Gene unter be-
stimmten Bedingungen verandert exprimiert werden kénnen (Holzapfel and Wi-
ckert 2007).

Insgesamt zeigen die Werte fur die cDNA-Kopien eine hohe Streuung und teil-
weise nicht messbare Werte, so dass die Proben von Occludin (n = 6) und
CIn-5 (n = 9) gegentber CIn-1 (n = 13) nur in reduzierter Anzahl analysiert wer-
den kdnnen. Dies liegt daran, dass allgemein niedrigere Level der Kopienzahlen
der cDNA schon bei den unbehandelten Gruppen von Occludin beziehungs-
weise CIn-5 im Verhaltnis zu CIn-1 (= 1:30-50; Occludin-Mittelwert 498 Kopien
cDNA / 10. 000 RPL-19 / Probe, CIn-5-Mittelwert 811 Kopien cDNA / 10. 000
RPL-19 / Probe gegenuber Cin-1-Mittelwert 26.963 Kopien cDNA / 10. 000
RPL-19 / Probe) vorliegen.

4.2.4 Proteinuntersuchung

Im Rahmen dieser Arbeit wird ausschlie3lich die membrangebundene TJ-
Fraktion untersucht, jedoch keine mdgliche intrazellulare Fraktion oder eine
funktionelle Begutachtung des Proteins angestellt, so dass zunachst einmal
keine Aussage gemacht werden kann, ob CIn-1 abgebaut oder moéglicherweise

internalisiert oder auch funktionell beeinflusst wird.

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Wirkung von hypertoner Losung nach perineuraler Injektion

Die perineurale Applikation von 10 % NaCl-Lésung bewirkt eine Erh6hung der
mechanischen nozizeptiven Schwelle nach perineuraler Opioidgabe unmittelbar
nach Injektion fir mindestens 2 h (Abb. 6). Die perineurale Applikation von Opi-
oiden allein (Grant et al. 2001) oder mit 0,9 % NaCl sowie die alleinige Gabe
von 10 % NaCl perineural vermag dies nicht zu bewirken (Abb. 5). Diese Er-
kenntnisse decken sich mit vorherigen Untersuchungen der Pfotendruckschwel-
le von Ratten nach intraplantarer Injektion von 0,25 und 0,5 M Mannitol und
DAMGO (Antonijevic et al. 1995) bzw. 10% NaCl und Opioidpeptiden (Rittner et



Diskussion 51

al. 2009). Die Pfotendruckschwelle erhoht sich hier ebenfalls nur, wenn das
Opioid unter der Bedingung hypertonen Stresses verabreicht wird, dann aber
auch zeitlich analog innerhalb von 3 min. Dieser Effekt scheint — zumindest an-
teilig — auf eine erhdohte Permeabilitat des Perineuriums zuriickzuftihren zu sein;
beide Studien zeigen eine erhohte Farbung von Endoneurium und Nerv nach
intraplantarer Injektion von HRP nach Injektion mit Mannitol oder hypertoner
20 % NaCl-Lésung im Vergleich zu ungefarbtem Endoneurium nach alleiniger
Injektion von HRP. Ob und zu welchem Zeitpunkt die perineurale Barriere in der
Pfote wieder vollstandig intakt ist, ist aber noch nicht belegt. Der Verlust der
Analgesie der Ratten ab 4 h nach Injektion konnte durch einen Wiederver-
schluss des Perineuriums verursacht sein. Hierzu waren weitere Untersuchun-
gen an TJ-Proteinen im zeitlichen Verlauf nach Injektion hypertoner Ldsung,
beispielsweise mittels Western Blot, sowie Permeabilitatsuntersuchungen mit
einem Farbstoff sinnvoll. Eine andere friihere Studie zeigt die erh6hte Permea-
bilitat des Perineuriums eines N. ischiadicus vom Frosch mittels eines Radiotra-
cers ([**C]Sucrose) nach Behandlung mit hypertoner NaCl-Lésung, wobei hier
die Durchlassigkeit fur EBA ausbleibt (Weerasuriya et al. 1979). Es bleibt also
zu untersuchen, ob trotz einer potentiellen Offnung des Perineuriums eine se-
lektive Permeabilitat bestehen bleibt.

AulRerdem sind weitere mdgliche Effekte durch 10 % NaCl am peripheren Ner-
ven — wie eine Beeinflussung der Expression von OR auf der Zelloberflache
oder eine Beeinflussung der Aktivitat beziehungsweise Signaltransduktion der
OR - zu bedenken. Einige Studien an Zellkulturen von Neuronen des Ganglion
trigeminale zeigen, dass fir eine Aktivierung von OR ein ,Priming®, beispiels-
weise durch Bradykinin (BK), Protease aktivierten Rezeptor 2 (PAR-2) und
eventuell auch DOR Agonisten selbst, notig ist (Berg et al. 2007a; Patwardhan
et al. 2005; Rowan et al. 2009; Berg et al. 2007b; Schramm and Honda 2010).
Diese Mechanismen, wenn und wo sie eine Rolle spielen, sind allerdings noch
nicht ganz geklart und missten im Zusammenhang mit hypertoner Losung erst
noch genau untersucht werden. Des Weiteren zeigen einige Studien, dass vari-
ilerende niedrige (0 - 118 mM) extrazellulare Na-Konzentrationen die Bindungs-
kapazitat und —affinitdt von DAMGO an die MOR auf Neuronen beziehungs-
weise Neuroblastomzellen des ZNS und die durch DAMGO vermittelte Inhibition

der mittels Forskolin induzierten cAMP-Produktion beeinflussen konnen
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(Yabaluri and Medzihradsky 1997; Krumins et al. 1993). So wére eine Untersu-
chung dieser Parameter in Abhangigkeit hypertoner Na-Konzentrationen sinn-
voll, um die Frage eventueller Effekte zu klaren.

Aul3erdem ist zu bedenken, dass die Expression von OR auf peripheren Ner-
ven, wie dem N. ischiadicus, und auch deren Funktion im Rahmen einer Ner-
venlasion beobachtet werden kann (Hassan et al. 1993; Labuz et al. 2009), ein-
heitliche Aussagen beziiglich der Funktion von OR auf unveranderten Nerven
aber noch ausstehen. Eine in vivo-Studie zeigt nach perineuraler Applikation
von Fentanyl oder Morphin ausbleibende antinozizeptive Effekte, wobei hier die
Funktion des Perineuriums unbeachtet bleibt (Grant et al. 2001).

Die Permeabilitat des Perineuriums wird durch perineurale TJ reguliert, die
durch hypertone L6osung beeinflussbar zu sein scheinen. Ahnliches wird nach
temporéarer mechanischer Verletzung des N. ischiadicus von Ratten beobachtet
(Hirakawa et al. 2003). Die Permeabilitat des Perineuriums fir EBA erhdht sich,
und die perineuralen TJ-Proteine CIn-1 und Occludin sind nach einem Tag vo-
ribergehend nicht nachweisbar. In der vorliegenden Arbeit wird eine andere
Kinetik gezeigt: 30 min nach perineuraler Applikation von 10 % NacCl steigt die
MRNA fir Cln-1 etwa um das 3fache im Vergleich zum unbehandelten Nerven
an (Abb. 7). Dies kdnnte einen Hinweis auf eine gesteigerte Proteinbiosynthese
nach potentiellem vorherigen Abbau — ausgel6st durch hypertonen Stress —
liefern. Das zeitliche Fenster fir den Prozess der Transkription scheint hierbei
innerhalb 30 min nach Behandlung und im Bereich von < 1 h zu liegen, da be-
reits ab 1 h nach Injektion die mRNA-Level wieder etwa auf Ebene der Kontrolle
liegen. Die binnen Minuten einsetzende Opioidanalgesie nach perineuraler
Applikation von 10 % NaCl und der Wirkverlust nach 4 h kdnnten diesem zeitli-
chen Fenster entsprechen, ebenso der deutlich schwéchere Cin-1 Protein-
nachweis 0,5 und 1 h nach Behandlung mit 10 % NaCl. Es gilt hierbei zu be-
denken, dass dieses Ergebnis nur eine Momentaufnahme widerspiegelt und der
Proteinnachweis von CIn-1 Uber einen langeren Zeitraum fortgefuhrt werden
misste, um zu Uberprifen, ob beziehungsweise in welchem Zeitrahmen eine
erneute Expression des Proteins eintritt. Hirakawa et al. zeigen den erneuten
Nachweis fur CIn-1 ab Tag 1,5 nach Behandlung, so dass sich diese Ergebnis-

se entsprechen kodnnten. Interessanterweise wird in der vorliegenden Arbeit
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weder fur Occludin noch fir CIn-5 innerhalb der untersuchten 2 h nach Behand-
lung ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression nachgewiesen (Abb. 8 und
9). Hierfur bestehen mehrere Erklarungsmodelle, die zukinftiger Untersuchung
bedurfen:

Erstens konnte es moglich sein, dass die Permeabilitat der perineuralen TJ-
Barriere nur durch CiIn-1, nicht aber durch Occludin oder CIn-5 reguliert wird.
Zweitens konnten zwar die Proteine mit abgebaut werden, ohne aber in dem
gleichen Zeitfenster resynthetisiert zu werden. Diesen Hypothesen stehen zwei
Studien gegenuber. Hirakawa et al. zeigen einen Wiedernachweis von Occludin
nach Nervenverletzung (Hirakawa et al. 2003). Eine zweite Arbeitsgruppe zeigt
an einer anderen Barriere, der Bluthirnschranke (BBB), elektronenmikrosko-
pisch eine Offnung der interendothelialen Verbindungen einhergehend mit ei-
nem Verlust der endothelialen TJ-Proteine Occludin und CIn-5 5 min nach Injek-
tion von hyperosmolarer 1,8 M L(+)Arabinose in die A. carotis communis
(Dobrogowska and Vorbrodt 2004). Sie zeigen 30 min nach Behandlung eine
partielle Reexpression von Occludin und CIn-5.

Drittens konnten die Proteine nicht abgebaut, sondern nur temporar nach intra-
zellular verlagert worden sein, so dass eine Resynthese nicht nétig ware. Eine
Studie an mukosalen epithelialen TJ-Barrieren von Rattendarmen zeigt immun-
fluoreszenzmikroskopisch und mittels Proteinanalyse eine erhdhte Durchlassig-
keit der TJ-Barriere, jedoch keinen Abbau von Cin-1, sondern eine veranderte
Lokalisation von der lateralen Epitheloberflache ins Zellinnere nach Ischamie
und Reperfusion im Vergleich zur Kontrolle (Li et al. 2009). Ein Vergleich zu
dieser Studie ist unter Vorbehalt anzustellen, da es sich hier zum Einen um pa-
thologisch verandertes Gewebe und zum Anderen um ein anderes Organsys-
tem handelt. Grundsatzlich sollte aber die Mdglichkeit der Internalisierung von
CIn-1 anstelle eines Abbaus in zukilnftigen Proteinanalysen bertcksichtigt wer-
den. Dies gilt auch fur die TJ-Proteine Occludin und Cin-5, fir die ahnliche Er-
gebnisse von Li et al. beschrieben werden. Diese Frage kdonnte mit Hilfe einer
Proteinanalyse, bei der membrangebundene und intrazellulare Proteinfraktio-
nen gesondert untersucht wirden, geklart werden.

Viertens konnte ein Anstieg der mRNA aul3erhalb des hier beobachteten Zeit-
raums von bis zu 2 h nach Behandlung eintreten. Diese Uberlegung wiirde den

Beobachtungen von Hirakawa et al. entsprechen, die einen erneuten Nachweis
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von Occludin frihestens am Tag 2 nach Nervenverletzung feststellen, im Ge-
gensatz zu CIn-1 am Tag 1,5 (Hirakawa et al. 2003).

Welcher Mechanismus — ausgel6st durch hypertone Losung — der veranderten
TJ-Expression bzw. -Regulation zu Grunde liegt, ist noch nicht geklart. Eine
Studie zeigt anhand humanen Corneaepithelien, welche hyperosmolarem
Stress in Form von hyperosmolarer NaCl-Lésung ausgesetzt sind, einen An-
stieg der Konzentration der MMP 1, 3, 9 und 13 nach 24 h (Li et al. 2004). Zu-
dem werden hier 5 und 60 min nach hyperosmolarem Stress die aktivierten
phosphorylierten c-Jun N-terminalen Kinasen (p-JNK) 1 und 2 mittels Western
Blot nachgewiesen, so dass vermutet wird, hyperosmolare Losung kénne den

JNK-Signalpfad aktivieren, wodurch vermehrt MMP freigesetzt wirden.

4.3.2 Inhibierung der TJ-Requlation durch GM6001

Die Erhéhung der mechanischen nozizeptiven Schwelle durch 10 % NaCl ver-
ringert sich dosisabhéngig nach Behandlung mit einem Breitspektrum-MMP-
Inhibitor und die veranderte Regulation und Expression von Cin-1 bleibt aus
(Abb. 10 - 12). Eine Permeabilitdtssteigerung des Perineuriums Uber eine Be-
einflussung der TJ-Barriere scheint somit inhibiert zu werden.

Diese Beobachtungen kénnten auf eine Beteiligung von MMP am Abbau der
perineuralen TJ-Barriere zuriickzufiihren sein. Vorangegangene Studien zeigen
unter der Bedingung erhéhter MMP-Aktivitat eine Inhibition der Degradation der
TJ-Proteine CIn-5 und Occludin in TJ-Verbanden von Gehirnkapillaren durch
GM®6001 (Lischper et al. 2010; Verma et al. 2010; Chen et al. 2009). Eine dieser
Studien zeigt dies explizit im Zusammenhang mit MMP-9 (Chen et al. 2009).
Auch Versuche an Nabelvenen-Endothel zeigen die Inhibition einer Occludin-
Proteolyse durch den Einsatz eines MMP-Inhibitors (Wachtel et al. 1999). Des
Weiteren belegt eine Versuchsreihne an MMP-9 produzierenden alveoléaren
dendritischen Zellen eine GM6001 vermittelte Inhibition der sonst nach MMP-9-
Freisetzung stattfindenden Migration durch das — Uber TJ verbundene -
Respirationsepithel (Ichiyasu et al. 2004).

Die Regulation perineuraler TJ-Proteine iber MMP bzw. deren Inhibitoren hin-
gegen ist bis dato noch nicht erforscht. Auch muss in zuklnftigen Arbeiten un-

tersucht werden, ob beziehungsweise welche der potentiell beteiligten MMP,
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die von GM6001 inhibiert werden (MMP-1, 2, 3, 8 und 9), an diesem Prozess
beteiligt ist/sind. Bei Untersuchungen an cerebralen Blut-Hirn-Schranke bilden-
den GefalRendothel-TJ von Mausen und Ratten wird im Zusammenhang einer
Permeabilitdtserhéhung durch Ischamie/Reperfusionsschaden ein Anstieg von
MMP-2 und -9 und deren mRNA festgestellt (Yang et al. 2007; Asahi et al.
2000). Da eine Studie an humanem Corneaepithel, welches hypertoner NaCl-
Losung ausgesetzt ist, ebenfalls eine — neben MMP-1, -3 und -13 — erhdhte
MMP-9-Expression (Li et al. 2004) zeigt, wird in dieser Arbeit der Einfluss von
MMP auf perineurale TJ Uber den exemplarischen Einsatz von MMP-9 unter-
sucht.

4.3.3 Effekte von MMP-9 auf perineurale TJ

MMP-9 ermdglicht dosisabhangig bei anschlielRender perineuraler Applikation
von DAMGO eine Anhebung der mechanischen nozizeptiven Schwelle (Abb.
13). So kann die Hypothese aufgestellt werden, dass MMP-9 analog der hyper-
tonen LOsung eine Permeabilitatserh6hung des Perineuriums bewirkt und so
die Bindung von DAMGO an die peripheren OR ermdoglicht. Es gibt bislang kei-
ne Studien, die den Einfluss von MMP auf die Permeabilitdt des Perineuriums
prufen. Unterstitzt werden diese Ergebnisse also nur durch Studien an anderen
TJ ausbildenden Geweben, die eine Permeabilitdtserh6hung der TJ-Barriere im
Zusammenhang mit einer gesteigerten MMP-9-Expression beschreiben
(Louboutin et al. 2010; Siu et al. 2003; Reijerkerk et al. 2006). Eine in vitro-
Studie an cerebralen Endothelzellkulturen von Mausen zeigt eine erhdhte Per-
meabilitat der TJ fur mit Fluoresceinisothiocyanat markiertes Dextran nach der
Behandlung mit MMP-9 (Chen et al. 2009). Eine weitere Studie an Zellkulturen
von humanem Respirationsepithel belegt eine erhdhte transepitheliale Leitfa-
higkeit und Permeabilitat fir Makromolekile wie Sphingomyelin und Viren (re-
kombinantes Adenovirus) nach Behandlung mit MMP-9 (Vermeer et al. 2009).
Zu ahnlichen Ergebnissen kommen Pflugfelder et al. bei der Untersuchung der
Durchlassigkeit von Corneaepithel von Mausen. Es wird eine erhéhte Permea-
bilitat fir Makromoleklle verschiedener GroRRe (Carboxyfluorescein, Alexa-
Fluor-Dextran (AFD) und HRP) bei Mausen mit erhéhter MMP-9-Aktivitat fest-
gestellt (Pflugfelder et al. 2005).
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Auch wenn die perineuralen Applikationen hypertoner Losung und MMP-9 sich
entsprechende Ergebnisse beziiglich der Pfotendruckschwelle bei zusatzlicher
DAMGO-Applikation liefern, kann hier nicht der Rickschluss, hypertone Lésung
bewirke eine Aktivierung von MMP-9, gezogen werden. Bisher zeigt eine Studie
an cornealen Epithelien, dass eine erhdhte Konzentration von MMP-9 durch
Behandlung mit hypertoner NaCl-Losung erzielt werden kann (Li et al. 2004).
Es konnten aber auch andere oder zusatzliche — durch hypertone Lésung be-
einflusste — Mechanismen, wie die Offnung von lonenkanalen oder andere Mo-
dulationen der TJ-Proteine beteiligt sein, die die Durchlassigkeit des Perineuri-
ums regulieren. Weitere Hinweise hierzu kénnten zymographische Aktivitats-
messungen, Messungen der mMRNA-Expression oder der Einsatz von knock-out
Mausen fur MMP-9 nach Behandlung mit hypertoner Losung liefern.

In dieser Arbeit wird kein zeitlicher Verlauf der Erhdhung der mechanischen
nozizeptiven Schwelle nach Opioidgabe nach MMP-9-Applikation dargestellt.
Dies ware von Bedeutung, um die Dauer einer moglichen perineuralen Offnung
zu ermitteln und um festzustellen, ob und in welchem zeitlichen Rahmen die
Permeabilitdtserhéhung reversibel ist. Behzadian et al. stellen bei der Behand-
lung von bovinem Retinaepithel mit MMP-9 eine erhdhte Permeabilitat fir HRP
bis mindestens 12-16 h nach Behandlung fest (Behzadian et al. 2001). Dies
ware ein deutlich lAngerer Zeitraum, als die von uns gemessene weniger als 4 h
andauernde erhohte perineurale Permeabilitat nach Applikation von hypertoner
LOosung.

Im Rahmen dieser Arbeit wird hinsichtlich der Regulation von Cin-1, Occludin
und Cin-5 ein Anstieg der mRNA-Expression aller drei Proteine nach MMP-9
nachgewiesen (Abb. 14). Es wird der Zeitpunkt von 30 min untersucht, da sich
hier ebenso ein signifikanter Anstieg der mRNA-Expression von CIn-1 nach
10 % NacCl zeigt. Dementsprechend kann aber keine Aussage Uber mdgliche
Verlaufe der Regulation der TJ-Proteine durch MMP-9 gemacht werden. Yang
et al. zeigen bei der Untersuchung der mRNA-Expression von Occludin und
CIn-5 3,5 h nach Induktion erhéhter MMP-9-Level erniedrigte Werte gegeniber
den Ausgangswerten (Yang et al. 2007).

Diese Ergebnisse liefern einen Hinweis darauf, dass die vermutete Permeabili-

tatserh6hung des Perineuriums durch MMP-9 Uber eine Beeinflussung der Re-



Diskussion 57

gulation der TJ-Proteine bewirkt werden kann. Ob es aber tatséchlich zu einem
Proteinabbau und anschlieRender Biosynthese und einer intakten — gleich einer
unbehandelten — TJ-Barriere kommt, kann hiermit aber noch nicht bewiesen
werden.

Dass MMP-9 einen degradierenden Einfluss auf die Expression bzw. Funktion
der endothelialen TJ-Proteine Occludin und CIn-5 innehélt, wird in mehreren
Studien beschrieben (Pflugfelder et al. 2005; Vermeer et al. 2009; Chen et al.
2009; Caron et al. 2005; Behzadian et al. 2001; Yang et al. 2007). Hier muss
man zwischen den Studien unterscheiden, die lediglich eine Abnahme des TJ
Proteins zeigen, und denen, die tatsdchlich Abbauprodukte nachweisen. Zu den
Ersteren gehoren die Folgenden: Caron et al. und Behzadian et al. beschreiben
mittels Western Blot lediglich eine Abnahme von Occludin im Zusammenhang
mit erhdhten MMP-9 Levels (Behzadian et al. 2001; Caron et al. 2005). Pflug-
felder et al. zeigen immunhistochemisch eine Abnahme der Occludin-Farbung
als eine Diskontinuitdt des Occludin-Farbemusters der Zellmembranen
(Pflugfelder et al. 2005). Eine neue Studie an humanem Respirationsepithel
kann bei der immunhistochemischen Untersuchung von Cin-1 und Occludin
neben einer Diskontinuitat des Membranfarbemusters eine Zunahme der intra-
zellularen Immunfluoreszenz (Vermeer et al. 2009) nachweisen.

Abbauprodukte von TJ-Proteinen konnen die Studien von Pflugfelder et al. und
Yang et al. zeigen. Pflugfelder et al. zeigen eine Abnahme von 65 kDa und Zu-
nahme von 50 kDa Occludin mittels Western Blot (Pflugfelder et al. 2005). Die
Studie von Yang et al. deckt sich mit der Erkenntnis der Verschiebung des
Occludin-Types. Hier wird auch eine Verschiebung von 22 kDa zu 17 kDa CIn-5
gezeigt. Offen bleibt die Frage, ob 50 kDa Occludin ein Abbauprodukt von
MMP-9 darstellt, oder ob durch den Einfluss von MMP-9 vermehrt nichtfunk-
tionsfahiges 50 kDa Occludin gebildet werden kdnnte (Yang et al. 2007). Ab-
bauprodukte von Cin-1 werden bisher in keiner Studie gezeigt. Dies kann ent-
weder durch technische Grenzen (wie Bindungsstellen des Antikérpers) oder
einen anderen Mechanismus bedingt sein.

Ferner sollte erwahnt werden, dass eine Studie einen ausbleibenden Effekt von
MMP-9 auf die Expression von Occludin bei einer Untersuchung von cerebralen

Endothelzellen nach Ischamie zeigt (Asahi et al. 2001).



Diskussion 58

Interessanterweise decken sich die Ergebnisse der Untersuchung der mRNA-
Expression von Cin-1, Occludin und CIn-5 nach perineuraler Behandlung mit
10 % NaCl nicht mit denen nach MMP-9-Behandlung. Nach hypertoner Lésung
steigt lediglich die CIn-1 mRNA-Expression, wahrend nach MMP-9 die mRNA-
Expression sowohl von CIn-1 als auch von Occludin und CIn-5 steigt (Abb. 7
und 14). Es muss also angenommen werden, dass der potentielle Ab-
bau/Wiederaufbau der TJ-Proteine nach hypertoner Losung durch andere oder
zusatzliche Mechanismen gekennzeichnet ist. Insbesondere ist der Einfluss der
Gewebeinhibitoren der Metalloproteinasen (Tissue Inhibitor of Metallo-
proteinases = TIMP) zu untersuchen. Einige Studien zeigen eine Coaktivierung
von MMP und ihren Inhibitoren, so dass der Einfluss der MMP limitiert wird (Siu
et al. 2003; Caron et al. 2005). Des Weiteren kbénnte am Perineurium untersucht
werden, in wie weit hier durch hypertone Losung der JNK-Signalweg aktiviert
wird, der zu einer MMP-Aktivierung fuhren kbnnte, wie es an Corneaepithelien
gezeigt wird (Li et al. 2004).

Es verbleibt zu klaren, woher die durch hypertone Losung potentiell aktivierte
MMP-9 stammt. MMP-9 kann in dendritischen Zellen nachgewiesen werden
(Ichiyasu et al. 2004). Weitere Studien an entziindeten oder verletzten periphe-
ren Nerven lokalisieren MMP-2 und -9 in Schwann-Zellen, Makrophagen und
GefalRendothelzellen (Chattopadhyay et al. 2007; Demestre et al. 2004; Shu-
bayev et al. 2006; Oliveira et al. 2010). Interessant ist hierbei der Einfluss von
Zytokinen auf die Expression von MMP-9. Es ist bekannt, dass MMP-9 in ent-
ziindetem Gewebe heraufreguliert und auch am Abbau von TJ-Proteinen betei-
ligt ist (Goetzl et al. 1996; McColl et al. 2008; Oliveira et al. 2010; Teles et al.
2007; Leppert et al. 1999). Analog hierzu ist beschrieben worden, dass die
Permeabilitdt des Perineuriums in entziindetem Gewebe erhoht ist (Antonijevic
et al. 1995; Guy and Rao 1984; Bockman et al. 1988; de la Motte et al. 1975;
Rechthand and Rapoport 1987; Olsson 1990). Eine Arbeitsgruppe berichtet im
Rahmen von inflammatorischen demyelinisierenden Neuropathien von einer
vaskularen Permeabilitditserhbhung und dem Zusammenbruch der Blut-Nerven-
Barriere (BNB) induziert durch Zytokine wie TNF-a oder den vaskularen endo-
thelialen Wachstumsfaktor (VEGF) (Creange et al. 1998), so dass sich die Fra-

ge nach einem potentiellen Einfluss von Zytokinen im Rahmen der Behandlung
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mit hypertoner Losung oder MMP-9 stellt. Einige Studien zeigen am peripheren
Nerven eine erhohte Expression von MMP-9 nach Applikation von Zytokinen
wie TNF-a (Oliveira et al. 2010; Shubayev et al. 2006) oder IL-1B
(Chattopadhyay et al. 2007) bzw. eine nur mafig erhéhte Expression in knock-
out Mausen fir den TNF-a Rezeptor 1 bzw. 1 und 2 (Shubayev et al. 2006). Es
stellt sich hier die Frage, ob hypertoner Stress eine immunologische Reaktion

verursachen konnte.

4.4 Ausblick

Ein Verstdndnis der Regulation und Funktion der Permeabilitdt des Perineuri-
ums und seiner TJ-Proteine am peripheren Nerven ist fur eine potentielle zu-
kinftige peripher-regionale Applikation von Opioiden oder anderer hydrophiler
nozizeptionsspezifischer Pharmaka in der Klinik von Bedeutung, um diese als
regional wirkende Analgetika einsetzen zu kdnnen (Rittner et al. 2009). Zuséatz-
lich ist dieses Verstandnis von Bedeutung fur eine moégliche Applikation weiterer
Substanzen — wie beispielsweise genetisch veranderter Viren — zur Therapie
von Erkrankungen des peripheren Nervensystems. So zeigt eine Studie eine
Permeabilitdt von humanem Respirationsepithel fir rekombinantes Adenovirus
nach vorheriger MMP-9-Behandlung (Vermeer et al. 2009). Hierfur bedarf es
allerdings weiterer Forschung an der Wirkungsvermittiung hypertoner Lésung
am peripheren Nerven zur Klarung der Fragen nach den beteiligten Signalwe-
gen, Botenstoffen (wie die Rolle der Zytokine) und Enzymen (wie die Rolle der
MMP). Des Weiteren mussen zeitliche Zusammenhéange zwischen Wirkung,
Reversibilitat und spaterer Funktion der TJ-Proteine beziehungsweise des Peri-
neuriums nach Behandlung untersucht werden. Und es bedarf der
Entdeckung/Entwicklung geeigneter Substanzen zur Erzielung einer tempora-
ren perineuralen Permeabilitdtserh6hung in der Klinik. Dabei darf nicht aul3er
Acht gelassen werden, dass die perineurale Barriere eine physiologische Funk-
tion innehélt. Insofern missen alle Interventionen sorgfaltig hinsichtlich ihrer
Reversibilitat der Offnung und moglicher toxischer Wirkungen weiter untersucht

werden.
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5 Zusammenfassung

Opioide zahlen zu den potentesten Analgetika. Neben der lange bekannten Wir-
kungsvermittlung Gber im ZNS lokalisierte Rezeptoren, kann grundséatzlich eine
peripher-regionale Analgesie durch exo- oder endogene Opioide Uiber Rezepto-
ren auf Nervenendigungen peripherer sensorischer Nerven erzielt werden, wo-
durch zentrale Nebenwirkungen von Opioiden, wie Atemdepression, Sedierung
oder Nausea umgangen werden kénnen. Bisher beschrankt sich die periphere
Applikation bei Patienten aber auf wenige, gut definierte Kompartimente (wie
Kniegelenke oder Zahntaschen) unter der Bedingung pathologischer Verande-
rungen wie Entziindung oder Lasion. Als eine wesentliche Ursache fir eine feh-
lende Wirkung einer Applikation im Verlauf des Nerven im Sinne einer Regio-
nalanasthesie kann die von Perineurium gebildete Diffusionsbarriere vermutet
werden, deren Permeabilitdt von TJ-Proteinen reguliert wird. Die Durchlassig-
keit des Perineuriums kann ohne Vorliegen einer Entziindung beziehungsweise
Lasion durch die Erzeugung hypertonen Stresses atrtifiziell beeinflusst werden.
Deshalb soll der Frage nach einer Opioid-vermittelten Analgesie nach perineu-
raler Applikation hypertoner NaCl-Losung nachgegangen und eine potentielle
Beteiligung der perineuralen TJ-Proteine auf Ebene der molekularen Regulation
und Expression untersucht werden.

In einigen Studien kann der Abbau von TJ-Proteinen durch Matrixmetallopro-
teinasen gezeigt werden, insbesondere im Rahmen inflammatorischer Prozes-
se, aber auch nach hypertonem Stress. So soll aul3erdem untersucht werden,
ob der Einfluss hypertoner Losung auf die Barrierefunktion des Perineuriums
beziehungsweise die Regulation der TJ-Proteine durch einen Matrixmetallopro-
teinase-Inhibitor unterbunden, und ob durch die perineurale Applikation von
MMP-9 ebenfalls eine Erh6hung der mechanischen nozizeptiven Schwelle nach
Opioidgabe vermittelt und die Regulation der TJ-Proteine beeinflusst werden

kann.

Nach perineuraler Applikation von 10 % NaCl-Lésung steigt bei zusatzlicher
Gabe von DAMGO umgehend die mechanische Druckschmerzgrenze der Ver-

suchstiere im Test nach Randall Sellito Gber 2 h signifikant im Vergleich zur
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Kontrolle. Bei der mRNA-Quantifizierung mittels LC-PCR zeigt sich ein gegen-
Uber der Kontrolle dreifach erhdohter Wert der mRNA-Level fur CIin-1 30 min
nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl-Lésung. Dieser Effekt ist ab 60 min
nach Injektion nicht mehr nachweisbar. Auf die mRNA-Expression von CIn-5
und Occludin l&sst sich kein Effekt nachweisen. 30 und 60 min nach perineura-
ler Applikation von 10 % NaCl-Lésung zeigt sich eine im Vergleich zur unbe-
handelten Kontrolle verminderte Expression von Cin-1. Bei perineuraler Injek-
tion des MMP-Inhibitors GM6001 vor der Applikation hypertoner Losung und
DAMGO vermindert sich GM6001-dosisabhéngig ab 0,2 mg ein Anstieg der
Druckschmerzgrenze der Versuchstiere und der CIn-1 mRNA Anstieg bleibt
aus. Die perineurale Injektion von MMP-9 zeigt bei den Versuchstieren dosis-
abhangig ab 0,4 pmol unter zusatzlicher Gabe von DAMGO eine signifikante
Erh6hung der Druckschmerzgrenze. Die mRNA-Expression fiur CIn-1, Occludin
und CIn-5 steigt 30 min nach perineuraler Injektion von MMP-9 signifikant an.

Mittels hypertoner Lésung scheint sich tber eine voribergehende Permeabili-
tatserh6hung des Perineuriums eine periphere, regionale Opioid-vermittelte
Analgesie in nicht pathologisch verandertem Gewebe erzielen zu lassen. Dieser
Effekt konnte durch eine Beeinflussung des perineuralen TJ-Proteins Cln-1
vermittelt werden. Da &hnliche Effekte auf die Nozizeption und die mRNA-
Expression von CIn-1 Uber MMP-9 erzielt werden kdnnen, gilt es zukinftig zu
klaren, ob die Effekte hypertoner LOsung uber die AktivitatserhGhung einer
MMP verursacht sein kénnten. Da die Ergebnisse der mRNA-Untersuchung fur
Occludin und CIn-5 nach hypertoner Lésung oder MMP-9 widerspruchliche Er-
gebnisse liefern, muss ebenso von einem Einfluss anderer oder zusatzlicher
Faktoren auf das Perineurium, ausgel6st durch 10 % NaCl, ausgegangen wer-
den. Des Weiteren kann nicht ausgeschlossen werden, dass hypertone Losung
auch einen Effekt auf den Nerven selbst — wie die Signalvermittlung der aktivier-
ten OR — austibt.

Eine nozizeptionsspezifische Analgesie, beispielsweise durch regional applizier-
te Opioide, ist ein vielversprechendes zukinftiges Konzept. Daflr ist jedoch am
peripheren Nerven ein genaueres Verstandnis der Regulation und Funktion der

Permeabilitdt des Perineuriums und seiner TJ-Proteine, auch im Zusammen-
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hang mit hypertoner Losung oder hierdurch potentiell aktivierter MMP, notig.
Erkenntnisse in diese Richtung waren aber auch fir die mogliche Applikation
weiterer Substanzen zur Therapie beispielsweise neurologischer Erkrankungen
von Bedeutung. Hierzu missten Stoffe aufgefunden werden, die klinisch fur
eine temporare lokale perineurale Permeabilitatserh6hung ohne (neuro)toxische

Nebenwirkungen eingesetzt werden kénnen.
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