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1 Einleitung

1.1 Schmerz (akut und chronisch)

Die International Association for the Study of Pain (IASP) definiert Schmerz als ,ein
unangenehmes Sinnes- und Geflihlserlebnis, das mit aktueller oder potentieller
Gewebsschadigung verknlpft ist, oder mit Begriffen einer solchen Schadigung beschrieben
wird“. Die Wahrnehmung von akutem Schmerz ist eine Uberlebensnotwendige
Schutzfunktion flr den Korper von Mensch und Tier um etwaigen Gewebsschadigungen
vorzubeugen. Halt der Schmerz allerdings Uber langere Zeit an, kommt es zu einer
Beeintrachtigung der taglichen Lebensqualitat. Etwa 20 % der Menschheit leiden an
chronischen Schmerzen, meist verursacht durch Gewebsschadigungen, Operationen,
Tumore oder systemische Krankheiten, wie z. B. Diabetes (Goldberg and McGee, 2011,
Callaghan et al., 2012). Einen Aspekt der chronischen Schmerzen stellt der neuropathische
Schmerz dar. Dieser wird durch direkte Nervenschadigung oder -dysfunktion hervorgerufen.
Dabei werden vorrangig andauernde, stechende und brennende Schmerzen beschrieben,
ohne dass am Innervationsgebiet eine Entziindung oder Gewebsschadigung vorliegt. Es
entstehen Zustdnde der Allodynie (ein nicht schmerzhafter Reiz wird als schmerzhaft
wahrgenommen) und Hyperalgesie (ein geringgradig schmerzhafter Reiz 16st wesentlich
starkere Schmerzen aus) (Backonja and Stacey, 2004).

Viele dieser Patienten erhalten nur eine inadaquate Behandlung, da nicht-steroidale
Antiphlogistika und Opioide meist keine ausreichende Wirkung zeigen, oder aufgrund der
steigenden Nebenwirkungen nicht ausreichend hoch dosiert werden kénnen (Sehgal et al.,
2013, Dworkin et al., 2007).

1.1.1 Neuroanatomie und Physiologie der Schmerzwahrnehmung

Schmerz induzierende Signale werden Uber freie Nervenendigungen in der Haut
wahrgenommen, in Aktionspotentiale umgewandelt und durch hintereinander geschaltete
Neurone und ihre Axone Uber das Ruckenmark zum Gehirn weitergeleitet (Abb. 1). Dieser
Vorgang wird allgemein als Nozizeption bezeichnet. Die Zellkdrper dieser primaren
Afferenzen der Haut liegen in den Spinalganglien im Wirbelkanal. Sie werden als
pseudounipolare Nervenzellen bezeichnet, da sie am Perikaryon augenscheinlich nur einen
Fortsatz aufweisen, es sich dabei aber eigentlich um zwei Fortsatze handelt, von denen ein
Ast in die Peripherie (Haut) und ein zweiter Ast in das Dorsalhorn des Ruckenmarkes flhrt

(Basbaum et al., 2009). In der grauen Substanz des Zentralnervensystems wird das Signal
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Uber eine Synapse an ein Neuron zweiter Ordnung weitergeleitet, dessen Axon auf der
contra-lateralen Seite des Ruckenmarks zu den Kernen im Thalamus lauft. Von dort leiten
Neurone dritter Ordnung das Signal in verschiedene Hirnkortexareale weiter. Erst hier wird
das Signal verarbeitet und als ,Schmerz“ wahrgenommen (Mense, 2004, Apkarian et al.,
2005). Die in der Haut ausgelésten Schmerzreize werden u.a. im Gyrus postcentralis
verarbeitet und lokalisiert.

Die Afferenzen in der Haut werden je nach ihrer Beschaffenheit und Rezeptor-,Ausstattung®
sowohl durch mechanische, thermische sowie chemische Stimuli angeregt und kénnen auch
dementsprechend unterschieden werden. Auch die Intensitat des Stimulus, der nétig ist, um
eine Reaktion hervorzurufen, spielt eine Rolle. Mechano- und Thermorezeptoren leiten
harmlose Reize weiter, sogenannte Nozizeptoren dagegen reagieren auf starkere,
schmerzhafte und potentiell gewebsschadigende Stimuli (Basbaum et al., 2009).

Die zugehdrigen, leitenden Fasern der freien Nervenendigungen variieren morphologisch
und funktionell, wobei nach inrer Grolde, Myelinisierung und der
Weiterleitungsgeschwindigkeit unterschieden wird. Die Aa/B-Fasern sind die grofliten Fasern.
Sie weisen einen hohen Myelinisierungsgrad auf und leiten Aktionspotentiale am schnellsten
weiter. Ad Fasern sind kleiner, dinner myelinisiert und leiten mit einer mittleren
Geschwindigkeit (> 2 m/s). Die dunnsten Fasern sind die unmyelinisierten C-Fasern. Sie
leiten langsam (<2 m/s) und werden vor allem mit spatem, ,stumpfen“ Schmerz in
Verbindung gebracht (Gold, 2013, Ringkamp et al., 2013). Die zuvor beschriebenen
Nozizeptoren leiten ihre Signale vor allem Uber C-Fasern, aber auch (ber einige Ad-Fasern
weiter (Cheng and Ji, 2008, Mense, 2004).

Die Gruppe der Nozizeptoren ist sehr heterogen und kann in weitere Subgruppen unterteilt
werden. Diese Subgruppen stellen sich u. a. durch die Fahigkeit dar, Peptide bilden und
sezernieren zu kénnen, sowie durch die Expression bestimmter lonenkanale, Rezeptoren
oder anderer Oberflachenproteine. Die Uber C-Fasern leitenden Nozizeptoren lassen sich in
eine ,peptiderge” und eine ,nicht-peptiderge” Population einteilen. ,Peptiderge® Nozizeptoren
haben die Fahigkeit Peptide zu bilden und zu sezernieren (Ringkamp et al., 2013, Gold,
2013, Dawes et al., 2013). Bekannte Neuropeptide, die von peptidergen Nozizeptoren
gebildet werden sind z. B. Substanz P, ein Neurotransmitter und Calcitonin Gene-Related
Protein (CGRP), eine stark vasodilatatorisch wirkende Substanz. Au3erdem exprimieren sie
die Tropomyosinrezeptorkinase A (TrkA), die einen hochaffinen Rezeptor fur Nerve Growth
Factor (NGF) darstellt, einen Wachstumsfaktor, der fur die Entwicklung und Differenzierung,
aber auch fiir das Uberleben pranataler Neurone unentbehrlich ist (Barbacid, 1995, Gavazzi
et al., 1999).

.Nicht-peptidergen“ C-Faser-Nozizeptoren fehlt die Fahigkeit, Peptide zu sezernieren

(Basbaum et al, 2009, Gascon and Mogrich, 2010). Diese Nozizeptoren sind
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vergleichsweise klein und weisen eine hohe Affinitat zu Isolektin B4 (IB4) auf, ein Lektin aus
der Spezies Bandeiraea simplicifolia, das an a-D-Galaktose-Molekile bindet (Fang et al.,
2006, Bogen et al., 2005).

Nozizeptoren exprimieren aullerdem bestimmte lonenkanale, wie z. B. Transient Receptor
Potential Vanilloid 1 (TRPV1) und Nav1.8, denen verschiedene Funktionen in der
Schmerzgenerierung zugeschrieben werden (Belmonte and Viana, 2008). TRPV1 ist ein
hitzesensitiver Kalziumkanal, der unter anderem flr Temperaturen Uber 42 °C und
Capsaicin, einem Inhaltsstoff von Chilischoten, empfindlich ist. Nach entsprechender
Stimulation kommt es durch Einstrom von divalenten Kationen wie Ca?* zur Depolarisation
der Zellmembran und somit zur Entstehung eines Aktionspotentials (Bishnoi et al., 2011).
Nav1.8 gehort zu den Tetrodotoxin-resistenten, spannungsabhangigen Na*-Kanalen (TTX-
R), die insbesondere fiir die Weiterleitung von Aktionspotentialen und somit des nozizeptiven
Signals von Bedeutung sind (Cheng and Ji, 2008, Gascon and Moqrich, 2010). 2014 konnte
aulRerdem gezeigt werden, dass RIIB, eine regulatorische Untereinheit der Proteinkinase A
(PKA), quasi ausschliel3lich in allen nozizeptiven Neuronen exprimiert wird (Isensee et al.,
2014). Um die unmyelinisierten C-Faser-Nozizeptoren immunzytochemisch von
myelinisierten Ad-Neuronen zu unterscheiden, kann Neurofilament 200 (NF-200) genutzt
werden, da es mit 200 kDa das schwerste Neurofilament ist, und somit vor allem im
Zytoskelett starker myelinisierter Neurone nachweisbar ist (Cheng and Ji, 2008, Lawson and
Waddell, 1991, Bae et al., 2015).

Die Zellkérper der primaren Afferenzen liegen in den Spinalganglien (engl.: ,dorsal root
ganglion®, DRG). Anhand ihrer Isolation wurden bereits zahlreiche Erkenntnisse tUber Aufbau
und Funktion der Nozizeptoren gewonnen. Um die Zusammensetzung dieser heterogenen
Neuronengruppe zu bestimmen, kénnen Antikorper fir die genannten Proteine genutzt
werden. Viele Neurone weisen allerdings eine Polymodalitdt auf, d. h. sie kénnen durch
mehrere Arten von Stimulation wie z.B. Druck und Hitze aktiviert werden. Diese
Polymodalitat reflektiert sich zu Teilen auch in der Zusammensetzung ihrer
immunzytochemischen ,Markerproteine“. Die Neurone exprimieren haufig mehrere
Markerproteine und ein GrofYteil dieser Markerproteine wird auch von mehreren Subgruppen
exprimiert. Anhand der Dichte und Verteilung ihrer Expression konnen jedoch trotzdem
Subgruppen identifiziert und charakterisiert werden (Mense, 2004, Andres et al., 2010,
Basbaum et al., 2009).
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Abbildung 1: Neuroanatomie der Nozizeption. Freie Nervenendigungen in der Haut
werden durch einen schmerzhaften und gewebsschadigenden Reiz erregt. Dieser kann
thermischen, chemischen oder mechanischen Ursprungs sein. Uber die Nervenfasern wird
der Reiz bis in die Zellkorper der primaren Afferenzen im Spinalganglion und von dort aus
weiter in das Ruckenmark geleitet. Nozizeptoren sind hauptsachlich C-Fasern, aber auch
Ad-Fasern. Nach der Verschaltung im Hinterhorn werden die Reize Uber aufsteigende
Bahnen zum Thalamus und dann in den Hirnkortex geleitet. Erst dort erfolgt die
Schmerzwahrnehmung.

1.1.2 Modulierung von Schmerzsensitivitat

Die Wahrmehmung von Schmerz im Gehirn durch das Signal eines Nozizeptors bendtigt
immer einen auslosenden Reiz, der einen bestimmten Schwellenwert an der freien
Nervenendigung Ubersteigt und somit ein Aktionspotential auslost. Dieser Schwellenwert ist
allerdings nicht statisch, sondern kann in jedem Nozizeptor durch zahlreiche Einflisse
moduliert werden (Lewin, 1993, Khasar et al., 1999, Woolf and Salter, 2000, Basbaum et al.,
2009, Hucho and Levine, 2007). Eine Verringerung des Schwellenwertes wird als
Sensibilisierung bezeichnet. Ein solcher Einfluss kann ein zuvor erfolgter mechanischer oder
thermischer Reiz sein, oder auch eine chemische Substanz, die exogen oder endogen z.B.
im Rahmen einer Entzindungsreaktion vermehrt gebildet wurde. Durch diese periphere
Sensibilisierung wird der Schwellenwert der Nozizeptoren herabgesetzt und auch
schwachere, normalerweise harmlose Reize fihren zur Entstehung eines Aktionspotentials.

Es kommt zu Allodynie und Hyperalgesie (Basbaum et al., 2009). Dieser Zustand kann als
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Warnmechanismus im Korper dienen, wenn z. B. eine verletzte Korperstelle geschont
werden soll, um den Heilungsprozess nicht zu beeintrachtigen. Halt die Hyperalgesie
allerdings langer an, kommt es zu chronischen Schmerzen, die meist nicht mehr adaquat
behandelt werden kénnen und mehr und mehr zur Beeintrachtigung der Lebensqualitat der
betroffenen Person fuhren.

Die Schmerzsensibilitat kann jedoch nicht nur durch Veranderung im peripheren Gewebe,
sondern auch durch die Nozizeptoren selbst verandert werden. Kommt es zur Schadigung
der Nervenfaser durch ein Trauma, Virus oder metabolische Veranderung wie z. B. Diabetes,
sind sie in der Lage selbst Peptide wie CGRP und Substanz P in die Peripherie zu
transportieren und dort zu sezernieren und kénnen so eine neurogene Entzindung
hervorrufen (Russo, 2015, Zochodne, 2015). AuRerdem kommt es zu intrazellularen
Veranderungen, die unter anderem zu einer Hochregulierung von lonenkanalen und
Rezeptoren flihren, wodurch der Nerv sensibler wird. Beide Vorgange werden als
Mechanismen der Entstehung des neuropathischen Schmerzes diskutiert.

Die intrazellularen Mechanismen der Sensibilisierung sind jedoch noch nicht vollstandig
geklart. Bekannt ist unter anderem, dass einige inflammatorische Mediatoren (z.B.
Prostazyklin (PGl2)) durch Bindung an entsprechende Rezeptoren zur Aktivierung von
Adenylatzyklasen und somit zur Freisetzung des sekundaren Botenstoffs zyklisches
Adenosinmonophosphat (cAMP) in Nozizeptoren fihren (Bhave et al.,, 2002, Gold et al.,
1998). Das freigesetzte cAMP aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche dann lonenkanale
phosphoryliert und somit deren Offnungswahrscheinlichkeit verandert. Auf diese Weise kann
die neuronale Erregbarkeit und die Weiterleitung von Aktionspotentialen entlang der Axone
moduliert werden. Die Aktivitdt von PKA ist in sensibilisierten Neuronen nachweislich erhoht
und durch eine Hemmung mit spezifischen Inhibitoren kann die Hyperalgesie reduziert
werden (Aley and Levine, 1999, Gold et al., 1998, Taiwo and Levine, 1991, Sachs et al.,
2009).

Auch der Extracellular-signal regulated Kinase 1/2 (ERK1/2) wird eine Schlusselfunktion fir
die Sensibilisierung von Nervenzellen zugeschrieben. Neben den Signalwegen Uber PKA
und PKC konnte der Signalweg zu ERK1/2 als ein weiterer, unabhangiger Weg zur
Sensibilisierung der Neurone beobachtet werden, auch wenn die von ihr regulierten
Zielproteine noch weitestgehend unklar bleiben (Aley et al., 2001). Nach Stimulation
membranstandiger Tyrosinkinasen durch Wachstumsfaktoren oder Zytokine aus dem
peripheren Gewebe kommt es Uber verschiedene Signalwege zur Phosphorylierung und
somit Aktivierung von ERK1/2 (Ji, 2004). Auf diese Weise aktiviert z. B. Adrenalin ERK1/2 in
Neuronen der Spinalganglien Uber einen PKA unabhangigen Signalweg und fihrt zu
Hyperalgesie (Aley et al., 2001). Diese kann durch Hemmung einzelner Komponenten des

Signalweges zu ERK1/2 wieder reduziert werden. Auch eine direkte, schmerzhafte
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Stimulation der Nozizeptoren flihrt im Tiermodell zu erhéhter ERK1/2-Phosphorylierung in
den Neuronen (Galan, 2003, Donnerer and Liebmann, 2010).

Die Applikation von NGF flihrt ebenfalls zur Schmerzsensibilisierung und aktiviert in diesem
Zusammenhang auch ERK1/2 (Impey et al., 1999, Ji et al., 2009, Obata and Noguchi, 2004,
Lewin et al., 1994, Aley et al., 2001). Ebenso konnte nach Ligatur des N. ischiadicus erhohte
ERK1/2-Phosphorylierung gemessen werden, die zu neuropathischen Schmerzen fihrt
(Kiguchi et al., 2009). Diese entstandene Hyperalgesie kann entsprechend durch spezifische
Inhibition der ERK1/2-Phosphorylierung verringert werden, (Dai et al., 2002) weshalb der
schmerzinduzierende Signalweg zu ERK1/2 auch als Therapieansatz zur Behandlung
neuropathischer Schmerzen diskutiert wird (Ji et al., 2009, Donnerer and Liebmann, 2010,
Edelmayer et al., 2014) .
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Abbildung 2: Modulation von Schmerzsensitivitat. Entziindungsmediatoren und andere
schmerzsensibilisierende Substanzen binden an verschiedene Rezeptorklassen, die
wiederum unterschiedliche Signaltransduktionskaskaden aktivieren. Zentrale
Konvergenzpunkte fir die Schmerzsensibilisierung von nozizeptiven Neuronen sind dabei
die Kinasen ERK1/2 und PKA. Aktivierung dieser Kinasen flhrt zur Hyperalgesie, da sie
lonenkanale modulieren, in die Freisetzung von Neuropeptiden involviert sind und die
Regulation schmerzrelevanter Gene bewirken (modifiziert nach Hucho 2007).
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1.1.3 Neurotrophine als schmerzsensibilisierende Faktoren

Auf der Suche nach relevanten schmerzsensibilisierenden Faktoren gerieten neben
Prostaglandinen und Zytokinen unter anderem Neurotrophine vermehrt in den Fokus der
Forschung. Neurotrophine sind endogen gebildete Wachstumsfaktoren, die vor allem vom
jeweiligen Zielgebiet der Innervation eines Nervs sezerniert werden und fur Wachstum und
Differenzierung des Nervensystems notwendig sind. In der Entwicklungsphase des
peripheren Nervensystems konkurrieren die Zellen um diese nur limitiert vorhandenen
Faktoren und nur Fasern, die genlgend Neurotrophine binden koénnen, Uberleben. Die
Ubrigen Nervenzellen sterben durch Apoptose (Khan and Smith, 2015, Skaper, 2008, Lewin
and Barde, 1996). Im ausdifferenzierten Nervensystem spielen Neurotrophine ebenfalls eine
wichtige Rolle, z. B. in der Modulation der Schmerzsensibilitdt (Huang and Reichardt, 2001,
Khan and Smith, 2015, Lewin, 1993, Gold and Gebhart, 2010). Inzwischen ist bekannt, dass
sympathische Neurone auch selbst fahig sind Neurotrophine zu sezernieren und dadurch zu
einer Steigerung der Konzentration dieser Faktoren in der Peripherie beitragen (Hasan et al.,
2003).

Zur Gruppe der Neurotrophine gehdéren Nerve Growth Factor (NGF), Brain-derived
neurotrophic factor (BDNF), Neurotrophin-3, -4 und -5, (NT-3, NT-4, NT-5) sowie Glial cell
line-derived neurotrophic factor (GDNF). Sie werden alle zunachst als Vorlaufermolekile
synthetisiert und dann durch proteolytische Spaltung in ihre aktive Form umgewandelt (Lee
et al., 2001, Seidah et al., 1996). NGF wurde als erstes entdeckt und charakterisiert und gilt
als prototypisches Neurotrophin (Levi-Montalcini and Angeletti, 1963). NGF bindet an die von
Neuronen und anderen Zellen exprimierte Tropomyosinrezeptorkinase A (TrkA), wahrend
BDNF, NT-4/-5 an Tropomyosinrezeptorkinase B (TrkB) und NT-3 an die
Tropomyosinrezeptorkinase C (TrkC) binden (Huang and Reichardt, 2003). Diese
Tyrosinkinasen stellen die hochaffinen Rezeptoren fur Neurotrophine dar (Clary and
Reichardt, 1994, Benedetti et al., 1993). Es existiert noch ein weiterer Rezeptor, der p75NT,
der alle Neurotrophine mit niedriger Affinitat bindet und eher eine regulatorische Rolle in
Bezug auf die Trk-Bindung spielt (Barbacid, 1995, Khan and Smith, 2015, Skaper, 2012,
Benedetti et al., 1993).

Nach Bindung von NGF an TrkA kommt es zur Dimerisierung und Aktivierung der
Tyrosinkinase. Diese wiederum aktiviert durch Phosphorylierung dann weitere,
nachgeschaltete Proteine, wodurch verschiedene intrazelluldre Signalkaskaden ablaufen
(Ibafez et al., 1993). Einer dieser Signalwege fuhrt Uber Ras-Molekule zur Aktivierung von
Mitogen-aktivierten Proteinkinasen (MAP-Kinasen), zu denen neben p38 und c-Jun-N-
terminal-kinase (JNK) auch die ERK1/2 gehdrt (Cobb, 1999, Averill et al., 2001, Sammons et
al., 2000, Bron et al., 2003).
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Frihere Studien an Lepra-Patienten, aber auch bei Diabetikern, die an neuropathischen
Symptomen litten, wiesen auf einen erniedrigten NGF-Gehalt in der Haut hin. Der Verlust
von NGF wurde als Ursache fir die Entstehung der Hypersensibilitdt und der
neuropathischen Schmerzen diskutiert (Anand, 1996), die dementsprechend durch exogene
NGF-Zufuhr als Therapeutikum revidiert werden kann (Aloe et al., 2000, Apfel and Kessler,
1996). Kontrovers dazu wird in neueren Studien eher von einer Steigerung der NGF-
Expression oder aber einer verstarkten Wirkung von NGF ausgegangen. In verschiedenen
neuropathischen Modellen wurde eine erhéhte NGF-Expression gezeigt (Cheng et al., 2009)
und nach der intradermalen Injektion von NGF kommt es zu langer andauernder lokaler
Hypersensibilitat bezlglich Hitze, Kélte und mechanischen Einflissen (Rukwied et al., 2010,
Lewin and Mendell, 1993). Diese Sensibilisierung hangt vermutlich mit der NGF induzierten
ERK1/2-Phosphorylierung zusammen. Eine erhéhte ERK1/2-Phosphorylierung nach der
Injektion von NGF wurde in hyperalgetischen Tiermodellen sowie im Zusammenhang mit
neuropathischen Schmerzen beim Menschen beobachtet. Dabei treten hyperalgetische
Effekte sowohl lokal an der intradermalen oder intramuskularen Injektionsstelle auf, aber
auch nach systemischer Applikation von NGF (Lewin, 2014, Averill et al., 2001, Malik-Hall et
al., 2005, Svensson et al., 2003, Dyck et al., 1997, Lewin, 1993). Die Behandlung mit NGF-
Antikdrpern, sowie eine Inhibition der ERK1/2-Phosphorylierung fiihrt zu einer Verminderung
der Hypersensibilitat (Marlin and Li, 2015, Edelmayer et al., 2014, Malik-Hall et al., 2005, Dai
et al.,, 2002, Aley et al., 2001). Welche Zielproteine die erhdhte Erregbarkeit der
Nozizeptoren schlussendlich beeinflussen, ist noch nicht vollstandig geklart. Es ist aber
deutlich erkennbar, dass NGF und der intrazellulare Signalweg zu ERK1/2 einen zentralen

Mechanismus der Sensibilisierung darstellen.

1.1.4 Die Proteinkinase A in der Schmerztransduktion

Die Proteinkinase A (PKA) ist vermutlich die am besten untersuchte intrazellulare Kinase. In
Eukaryoten setzt sich die vollstandige Kinase aus zwei regulatorischen und zwei
katalytischen Untereinheiten zusammen, von denen jeweils verschiedene Isoformen
existieren. Diese Isoformen haben verschiedenste Funktionen, wie z.B. die Modifikation von
Synapsen und lonenkanalen. Bisher wurden vier regulatorische (Rla, RIB, Rlla, RIIB) und
vier katalytische Untereinheiten (Ca, CB, Cy, PrKX) identifiziert (Abb. 3). Je nach Gewebe
und Funktion kommt es zur Bildung spezifischer Tetramere, die anhand der regulatorischen
Untereinheiten in PKA-I (Rla, RIB) und PKA-II (Rlla, RIIB) eingeteilt werden. Wahrend Rla
und Rlla ubiquitdr im Gewebe vorkommen, lassen sich im peripheren Nervensystem vor

allem die B-Untereinheiten nachweisen. Dabei kommt der RIIB Untereinheit eine
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Sonderstellung zu, da sie nur in der nozizeptiven Untergruppe der sensiblen Neuronen
nachweisbar ist (Isensee et al., 2014).

Im inaktiven PKA-Holoenzym binden die katalytischen Untereinheiten eine inhibitorische
Domane (Inhibitor site, IS) der regulatorischen Untereinheiten. Diese inhibitorische Domane
stellt bei RI-Untereinheiten ein nicht-phosphorylierbares Pseudosubstrat dar. Im Gegensatz
dazu beinhalten RII-Untereinheiten eine phosphorylierbare inhibitorische Domane, die mit
phospho-spezifischen Antikdrpern detektiert werden kann (Isensee et al., 2014). Derzeit wird
davon ausgegangen, dass je ein Dimer von RIl-Untereinheiten mit der bereits ATP-
geladenen katalytischen Untereinheit assoziiert vorliegt, was zur Autophosphorylierung der
RII-Untereinheiten flhrt, jedoch noch keine Aktivitat der katalytischen Untereinheit hervorruft
(Zhang et al., 2012).

Nach Aktivierung von stimulierenden G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (Gs-GPCRs) durch
Entziindungsmediatoren wie z. B. Prostazyklin (PGl.) oder Serotonin kommt es durch die
Adenylatzyklase zur Bildung von cAMP. Je zwei Molekiule cAMP binden an eine RII-
Untereinheit, was dann zur Dissoziation des PKA-Holoenzyms fuhrt (Abb. 3). Durch diesen
Vorgang werden die katalytischen Untereinheiten freigesetzt und somit aktiv. Bei der
Dissoziation des Holoenzyms wird zudem die inhibitorische Domane der regulatorischen
Untereinheit zuganglich und kann dann mit phospho-spezifischen Antikérpern detektiert
werden (Isensee J, unpublizierte Resultate). Eine Erhéhung des Phospho-RII-Signals (pRII)
korreliert daher mit der Dissoziation von PKA und somit auch mit ihrer Aktivitat.

Die aktivierten, katalytischen Untereinheiten kbnnen nachgeschaltete Faktoren an ihrer Serin
oder Threonin enthaltenden Sequenz erkennen und phosphorylieren. Somit kommt es unter
anderem zu Modifikation von Transkriptionsfaktoren wie z. B. cAMP response element
binding protein (CREB) (Thomson et al., 2008) und lonenkanalen wie z. B. Nav1.8 und
TRPV1, weshalb der PKA eine zentrale Rolle im Vorgang der Schmerzsensitivierung
zugeschrieben wird (Aley and Levine, 1999, Sachs et al., 2009, Gold et al., 1998, Bhave et
al., 2002, Thomson et al., 2008).

Schon 1989 konnte im Rattenmodell gezeigt werden, dass die Sensibilisierung primarer
afferenter Neurone durch den cAMP-Signalweg vermittelt wird, eine Aktivierung von PKA
auslést und eine entsprechende Hemmung dieses Signalweges zu Verminderung der
Hyperalgesie fuhrt (Taiwo et al., 1989, Bhave et al., 2002). Dabei wurde auch erkannt, dass
vor allem die Aktivierung der PKA einen wichtigen Drehpunkt darstellt, da sie auch ohne
erneute Aktivierung durch cAMP Uber mehrere Tage aktiviert bleibt und so den Zustand der
Hyperalgesie aufrecht erhalt (Aley and Levine, 1999).

Weitere Forschungen zeigten, dass nicht dieser Weg alleine zur Sensibilisierung von

Neuronen flihrt, sondern zahlreiche weitere, teilweise miteinander interagierende Kinasen
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wie Proteinkinase C (PKC) und andere MAP-Kinasen eine Rolle spielen (Sachs et al., 2009,
Aley et al., 2001).

Serotonin PGE
pgl2 Epinephrin

TRPV1
Nav 1.8

Gs-GPCR

Abbildung 3: Die PKA-Il Aktivierungskaskade: Entziindungsmediatoren wie z. B. PGl
binden an stimulierende G-Protein gekoppelte Rezeptoren (Gs-GPCR). Diese aktivieren die
Adenylatzyklase, welche cAMP generiert. Durch Bindung von je zwei cAMP-Molekilen an
die regulatorischen Untereinheiten der PKA-II kommt es zur Dissoziation des Holoenzyms
und die katalytischen Untereinheiten werden freigesetzt. Diese phosphorylieren
nachgeschaltete Serin und Threonin enthaltende Proteine wodurch es zur Modifikation von
lonenkanalen und Veranderungen in der Transkription kommt (Isensee et al., 2014).

1.1.5 Die Extracellular-signal regulated kinase 1/2 in der Schmerztransduktion

ERK1/2 ist eine Serin/Threoninkinase und gehoért zu den MAP-Kinasen. Sie spielt eine Rolle
bei Sensibilisierungsvorgangen in Neuronen, bei neuropathischen Schmerzen, sowie bei
weiteren zellularen Prozessen, wie Differenzierung, Proliferation, Lernprozessen und
Erinnerung (Lewis et al., 1998, Widmann et al., 1999, Aley et al., 2001).

Der bisher bekannteste ERK1/2 aktivierende Signalweg beginnt mit der Stimulation der
Nervenzelle durch Zytokine, Adrenalin oder aber Neurotrophine wie z. B. NGF. G-Protein
gekoppelte Rezeptoren bzw. Tyrosinkinasen fihren Uber aktivierte Ras-Proteine zur

Aktivierung von Raf-Kinasen. Diese wiederum phosphorylieren MAPK/ERK-Kinasen (MEK),
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wodurch es schlieBlich zur Aktivierung von MAP-Kinasen kommt, zu denen neben p38 und
c-JNK auch ERK1/2 gehdrt (Cobb, 1999, Huang and Reichardt, 2003, Ko et al., 2016)
(Abb. 4).

Neben diesem Hauptweg wird auch noch die ERK1/2-Phosphorylierung durch die cAMP
abhangige PKA, sowie die PKC diskutiert (Hundle et al., 1995, Ji et al., 2009).

In den Vorgangen der Sensibilisierung peripherer Neurone spielt die MAP-Kinase ERK1/2
eine zentrale Rolle. Phosphoryliete ERK1/2 (pERK) wurde vermehrt in durch NGF
induzierten Zustanden der Hyperalgesie gemessen (Averill et al., 2001, Lewin et al., 1994,
Kiguchi et al., 2009, Delcroix et al., 2003, Safieh-Garabedian et al., 1997, Aley et al., 2001).
Nach Stimulation mit Adrenalin und damit einhergehender Sensibilisierung der primaren
Afferenzen wurde die PKA und PKC unabhangige ERK1/2-Phosphorylierung nachgewiesen,
wodurch der zusatzliche Signalweg in den Fokus der Forschung rickte (Aley et al., 2001).
Aber auch Bradykinin, ein weiterer Entziindungsmediator, der zu Hyperalgesie fihrt,
induziert ERK1/2-Phosphorylierung (Clark and Murray, 1995). Bei Untersuchungen in
primaren Afferenzen wurde gezeigt, dass eine periphere Entziindung einen Anstieg der
ERK1/2-Phosphorylierung hervorruft. Diese Erhéhung wiederum flihrte zu persistierenden
Schmerzen und wurde auch bei Modellen zur Untersuchung des neuropathischen
Schmerzes beobachtet (Obata et al., 2004, Obata and Noguchi, 2004). Im Rattenmodell
fuhrten schadliche Kalte- und Hitzereize zu einem Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung in
den Spinalganglien (Donnerer and Liebmann, 2010).

In Neuronen des Dorsalhorns im Rickenmark konnte gezeigt werden, dass ERK1/2
normalerweise nur durch heftige, schmerzhafte und dementsprechend durch Nozizeptoren
vermittelte Reize aktiviert wird. Solche Reize sind z. B. noxische Stimuli wie Formalin oder
Capsaicin (Ji et al., 2009, Huang et al., 2000, Dai et al., 2002). Nach vorangegangener
Nervenschadigung genlgten jedoch bereits leichte, harmlose elektrische Signale, die unter
normalen Umstanden nicht fir einen Reiz ausreichen wirden, und fUhrten zur ERK1/2-
Phosphorylierung (Wang et al 2004).

Die mit der ERK1/2-Phosphorylierung entstandene Hypersensibilitat der Neurone kann durch
eine spezifische Inhibition dieser Kinase reduziert werden (Marlin and Li, 2015, Edelmayer et
al., 2014, Aley et al., 2001). In einer Studie konnte auflerdem gezeigt werden, dass die NGF
induzierte Hochregulation von TRPV1, die eine erniedrigte Reizschwelle nach sich zieht,
ebenfalls durch einen MEK-Inhibitor revidiert wird (Bron et al., 2003).

ERK1/2 stellt also einen zentralen Drehpunkt in sensiblen Neuronen dar, der durch viele
verschiedene Mechanismen und Mediatoren beeinflusst wird. In Untersuchungen zu

schmerzsensibilisierenden Einflissen durch Zytokine oder Neurotrophine stellt sie einen
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konvergierenden Punkt der Signalkaskaden dar und kann daher als integrative Messgrofe
fur sensibilisierende Effekte herangezogen werden.

Die Zielproteine von ERK1/2 sind noch nicht vollstandig aufgeklart, es ist jedoch bekannt,
dass posttranslationale Faktoren, wie lonenkanale und weitere Kinasen beeinflusst werden,
wodurch die schnellen, innerhalb weniger Minuten beginnenden Veranderungen erklart
werden konnen. Studien weisen darauf hin, dass ERK1/2 den Rezeptor TRPV1 und
Natriumkanale, insbesondere Nav1.8 modifiziert, wodurch ihre Offnungswahrscheinlichkeit
verandert wird und der Nozizeptor in einen hyperalgetischen Zustand Gberfuhrt wird (Zhuang
et al.,, 2004, Ji et al.,, 2002, Qiao, 2014, Bron et al., 2003). Des Weiteren findet die
Translokation in den Zellkern statt und ERK1/2 reguliert dort Transkriptionsfaktoren wie z. B.
CREB, was wiederum zu spateren, langerfristigen Veranderungen in den Neuronen fuhrt
(Obata and Noguchi, 2004, Bron et al., 2003).

Zytoplasma

ERK1/2

Abbildung 4: Die NGF — ERK1/2 Signalkaskade: Nach Bindung von NGF an TrkA kommt
es zu Dimerisierung der Tyrosinkinase und zur Phosphorylierung nachgeschalteter Proteine.
Uber Ras, Raf und MEK wird ERK1/2 aktiviert. Es kommt zur Hyperalgesie. Die genauen
Zielproteine von ERK1/2 sind noch nicht bekannt, die Modifikation von lonenkanalen wie
Nav1.8 und TRPV1, sowie die Aktivierung von CREB im Zellkern werden diskutiert (Malik-
Hall et al., 2005, Andres et al., 2010)
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1.2 Diabetes & Schmerz: Die diabetische Neuropathie

Die American Diabetes Association (ADA) definiert Diabetes als eine Gruppe von
metabolischen Erkrankungen, die klinisch durch Hyperglykdmie charakterisiert wird und
durch gestorte Insulinsekretion oder -metabolismus verursacht wird (Association, 2010).
Dabei variieren die Erscheinungstypen von subklinisch bis zum Entgleisen der
Stoffwechsellage in die Ketoazidose. Typische Symptome als Folge der Hyperglykamie sind
Polyurie und Polydipsie, manchmal auch in Kombination mit Polyphagie. Es kann zu
Einschrankungen im Sehvermdgen kommen und oft wird eine erhdhte Anfalligkeit flr
Infektionen beobachtet. Als Langzeit-Komplikationen sind auch andere Organe wie Nieren,
Nerven, Herz und Blutgefalie betroffen.

Laut der International Diabetes Federation (IDF) litten 2014 Gber 387 Millionen Menschen an
Diabetes. Die Pravalenz lag bei 8,33 % und bis zum Jahr 2035 wurde ein Anstieg auf 592
Millionen Menschen prognostiziert. Die Zahl der Todesfalle aufgrund von Diabetes lag 2014
bei 4,9 Millionen Menschen. Allein in Deutschland wurde die Zahl der an Diabetes erkrankten
Menschen auf 7,6 Millionen geschatzt (Beagley et al., 2014, Guariguata et al., 2014, da
Rocha Fernandes et al., 2016).

In der Humanmedizin werden zwei Haupttypen von Diabetes unterschieden, wobei nicht
jeder Patient immer eindeutig einer Gruppe zuzuordnen ist:

Diabetes mellitus Typ 1 oder auch Insulin-abhangiger Diabetes mellitus entsteht, wenn es zu
einer Zerstorung oder Funktionsstorung des Pankreas kommt und nicht mehr genug Insulin
gebildet bzw. sezerniert wird. Oft geschieht dies durch eine Autoimmunreaktion gegen die
Insulin bildenden B-Zellen des Pankreas. Dieser Typ tritt vor allem bei Patienten im Kindes-
und Jugendalter auf und lasst sich in den meisten Fallen mit regelmafiigen Insulin
Injektionen behandeln, bzw. kontrollieren (Atkinson and Maclaren, 1994).

Diabetes mellitus Typ 2 hingegen wird auch als Insulin-unabhangiger Typ bezeichnet, da der
Pankreas prinzipiell geniigend Insulin produziert, in den peripheren Zellen aber eine relative
Insulinresistenz vorliegt und der Zucker nicht in die Zellen aufgenommen wird. Diabetes
mellitus Typ 2 betrifft eher Erwachsene, die haufig gleichzeitig Adipositas zeigen. In diesem
Fall ist die Behandlung mit exogener Insulinzufuhr normalerweise zunachst nicht indiziert.
Die Therapie basiert vor allem auf Nahrungsumstellung, Steigerung der Aktivitdt und somit
Gewichtsreduktion (Kahn, 2000). In beiden Fallen kann es zu Langzeit- bzw. Folgeschaden
kommen, die in der Literatur in makro- und mikrovaskular unterteilt werden (Forbes and
Cooper, 2013, Fowler, 2008). Makrovaskulare Komplikationen sind z.B. kardio- und
zerebrovaskulare Erkrankungen sowie Myokardinfarkte. Sie werden durch Schaden an
grofieren Arterien verursacht. Die mikrovaskularen Erkrankungen entstehen vor allem durch

Schaden an kleinen GefalRen in der Peripherie. Hierzu zahlen z.B. Retinopathie,
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Nephropathie und auch die schmerzhafte Neuropathie (Fowler, 2008, Callaghan et al.,
2012).

Ob und wann Folgekomplikationen entstehen ist noch nicht vollstandig geklart. Wahrend
genetische Faktoren und Polymorphismen diskutiert werden, steht momentan vor allem die
spate Diagnose und damit lang andauernde Hyperglykamie bzw. die mangelhafte Einstellung
des Blutzuckerspiegels als Pradisposition im Vordergrund (Forbes and Cooper, 2013,
Fowler, 2008).

1.2.1 Die diabetische Neuropathie in Zusammenhang mit ERK1/2

Die diabetische Neuropathie zahlt neben Retinopathie und Nephropathie zu den haufigsten
Komplikationen in diabetischen Patienten. Die in der Literatur angegebenen Haufigkeiten
variieren zwischen 20 — 50 % aller erkrankten Patienten (Forbes and Cooper, 2013, Ziegler
et al., 2014). In Deutschland wurden 2014 fir die Entwicklung einer Neuropathie
Pravalenzen von 27 % in Patienten mit Diabetes mellitus Typ 1 und 20 % in Patienten mit
Diabetes mellitus Typ 2 ermittelt (Heller et al., 2014)

Die Symptome, Lokalisationen und Auspragungen sind vielfaltig und variieren von
Hyperalgesie und Schmerz bis zu Taubheit. Diese Varianz erschwert eine klare Einteilung
und eindeutige diagnostische Kriterien um eine frihe Diagnose zu gewahrleisten.
Veranderung in der Wahrnehmung von Vibration und die Detektion friiher Veranderungen
von Nervenfasern in der Cornea mit Hilfe der konfokalen Cornea Mikroskopie werden als
Diagnostika herangezogen (Ahmed et al., 2012, Callaghan et al., 2012).

Es werden verschiedene Erscheinungsformen der diabetischen Neuropathie definiert, wobei
es sich meist um eine lokalisationsbedingte Einteilung handelt. Die haufigste Form stellt die
distale sensomotorische Polyneuropathie (DSP) dar. Die Symptome beginnen im Bereich der
Zehen und FiRe und breiten sich dann, meist symmetrisch, nach proximal aus. Daneben
kommen aber auch Radikuloplexopathien, ,small-fiber predominent neuropathy* und
Neuropathien des autonomen Nervensystems vor (Callaghan et al., 2012).

Die Symptome variieren von Patient zu Patient, lassen sich aber meist im friihen Stadium als
Brennen oder Stechen bezeichnen. Im spaten Stadium sind sie eher mit Taubheit
verbunden, was auf ein Absterben der Nervenzellen hindeutet. Dabei leidet nicht jeder
Patient zwangsweise an allen Symptomen. Oft zeigen die Patienten aber auch Hyperalgesie
oder Allodynie, sowie nachtlichen Schmerz (Ziegler et al., 2014, Abbott et al., 2011,
Callaghan et al., 2012)

Bei der DSP kommt es vor allem im distalen Bereich der Extremitaten zu Problemen in der
sensorischen Wahrnehmung, wodurch die Gefahr von FuRverletzungen, Ulzerationen und

Stlrzen steigt. Diese Folgen fliihren zu deutlicher Reduktion der Lebensqualitat und im
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spateren Verlauf der Erkrankung nicht selten zur Amputation der distalen Gliedmale (Ziegler
etal., 2014).

Als Risikofaktoren fiir die Entstehung einer diabetischen Neuropathie gelten vor allem die
Dauer der Erkrankung, das Alter, sowie die unzureichenden Kontrollen der Hyperglykamie
und die dementsprechend mangelhafte Einstellung des Diabetes. Die Pravention der
Neuropathie durch friihe Diagnose des Diabetes sowie die regelmaRige Glukosekontrolle
und Korrektur der Hyperglykdmie sind nach heutigem Stand der Wissenschaft enorm von
Bedeutung, da die Therapiemdoglichkeiten der diabetischen Neuropathie sehr begrenzt sind.
(Callaghan et al., 2012, Ziegler et al., 2014, Peltier et al., 2014, Reichard et al., 1996).
Andererseits zeigte sich in einigen Studien nur ein minimaler Effekt der engen
Glukosekontrollen auf die Pravention der Neuropathie (Ismail-Beigi et al., 2010). Als
symptomatische Therapie werden Opioide, nicht-steroidale Antiphlogistika und andere
Schmerzmittel verwendet, um die schmerzhaften Phasen zu Uberbriicken. Diese zeigen aber
haufig keine adaquate Wirkung und unterliegen auRerdem dem Gewdhnungseffekt (Sehgal
et al.,, 2013). Eine effektive Kausaltherapie auf Basis der Pathogenese der diabetischen
Neuropathie ist noch nicht bekannt. Einige Wirkstoffe bzw. Ansatze sind jedoch in den
letzten Jahren intensiv erforscht worden, sodass bereits praklinische und auch klinische
Studien durchgefiihrt werden. Dabei handelt es sich insbesondere um lonenkanalblocker
(z. B. Nav1.7 und Nav1.8.), Wachstumsfaktoren (z. B. VEGF und NGF) sowie Aldose-
Reduktase-Blocker (Papanas and Ziegler, 2016, Hulse et al., 2015, Rivara and Zuliani, 2016,
Bril and Buchanan, 2006).

Als Ursache der Neuropathie wurde lange vor allem die durch mikrovaskulare Schadigung
entstehende, lokale Ischamie im Bereich der Nervenendigungen gesehen. Unklar ist jedoch,
was in den Neuronen passiert. Verschiedene intrazellulare Signalwege scheinen an der
Entstehung beteiligt zu sein. Viel diskutiert werden vor allem der Polyol-Signalweg, die
erhohten glykolisierten Endprodukte und der Hexosamin-Signalweg. Alle diese sind
Konsequenzen der Hyperglykdmie und fliihren zu oxidativem Stress und somit zu Apoptose
(Leinninger et al., 2004).

Zochodne fasste 2015 die verschiedenen bekannten molekularen Veranderungen in
Neuronen zusammen und kam zu dem Schluss, dass die Ischamie nicht alleine die Ursache
sein kann (Zochodne, 2015). Es gibt aulerdem derzeit keine bekannten Studien, in denen
die Durchblutung im Gewebe von absterbenden Nervenzellen gemessen wurde, bzw. mit der
Entstehung einer Neuropathie in Korrelation gebracht werden konnte. Zudem wurde der
Ischamie in weiteren Studien eher eine sekundare Rolle in Folge der diabetischen
Neuropathie zugeschrieben (Forbes and Cooper, 2013).

Auch Sima und Sugimoto schlussfolgerten schon 1999, dass nicht nur die Hyperglykamie

Ursache der Neuropathie ist (Callaghan et al., 2012, Sima and Sugimoto, 1999).
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Bei Untersuchungen zu Auswirkungen der diabetischen Neuropathie auf MAP-Kinasen
liegen noch nicht viele Ergebnisse vor. In unterschiedlichen Tiermodellen neuropathischen
Schmerzes wurde jedoch eine gesteigerte ERK1/2-Phosphorylierung gemessen, wie z. B.
bei Untersuchungen in spinalen Neuronen des Dorsalhorns, in denen MEK-Kinasen als ein
moglicher therapeutischer Angriffspunkt identifiziert wurden. Das Mald der Hyperalgesie
korrelierte mit der gesteigerten ERK1/2-Phosphorylierung. Die Inhibition der ERK1/2-
Phosphorylierung revidierte die Allodynie (Zhuang et al., 2005, Ciruela et al., 2003). Zudem
wurden in Fasern des N.ischiadicus, in dorsalen Wurzelganglien sowie in Colon
innervierenden Neuronen hyperalgetischer Tiere ein erhéhter Gehalt an pERK gemessen
(Stavniichuk et al., 2012, Stavniichuk et al., 2013, Grabauskas et al., 2011). Bei Menschen
mit Neuropathie wurden ebenfalls vermehrt phosphorylierte MAP-Kinasen nachgewiesen
(Purves et al., 2001). In STZ induzierten diabetischen Ratten korrelierte die gesteigerte
ERK1/2-Phosphorylierung mit dem MalR der Hyperalgesie. Die Inhibition von ERK1/2
revidierte dabei ebenfalls die Allodynie (Ciruela et al., 2003).

Als bekannte Stimulantien von ERK1/2 und anderen intrazellularen Signalproteinen wurden
auch Neurotrophine im Zusammenhang mit der diabetischen Neuropathie untersucht.
Erniedrigte NGF-Serumkonzentrationen wurden in diabetischen Patienten im Vergleich zu
gesunden Probanden bereits vor vielen Jahren gemessen (Hellweg et al., 1991, Faradji and
Sotelo, 1990) und es wurde eine negative Korrelation zwischen der NGF-Konzentration und
der kornealen Nervenfaserlange sowie -verzweigung beobachtet (Anand et al., 1996). Der
verminderte Gehalt an Substanz P und CGRP in diabetischen Patienten ist vermutlich
ebenfalls auf die Abwesenheit von NGF zuriickzufiihren, da NGF in gesunden Phanotypen
die Produktion induziert (Sango et al., 1994, Diemel et al., 1994).

Die Forschung beschaftigte sich intensiv mit NGF als mdgliche Therapieoptionen der
Neuropathie und brachte vielversprechende Ergebnisse im Tiermodell und auch in klinischen
Phase-I- und Phase-II-Studien (Tiaka et al., 2011).

1.2.2 Diabetes Modelle in der Ratte: Das Streptozotocin-Modell

Schon in den 50er Jahren wurde mit Tiermodellen gearbeitet um menschliche Krankheits-
und Symptomkomplexe aufzuarbeiten und nach Moglichkeit wirksame Behandlungsansatze
zu entwickeln. Im Laufe der Jahre wurden dabei zahlreiche Rattenmodelle der diabetischen
Neuropathie entwickelt. Die verschiedenen Modelle lassen sich in genetische Modelle, sowie
substanz- und ditinduzierte Modelle einteilen. Zum Uberblick sind die verschiedenen

Modelle in Tabelle 1 dargestellt.
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Alle Modelle weisen Vor- und Nachteile auf und viele Pathomechanismen sind noch nicht
geklart. Genetische Modelle basieren meist auf Mutationen und dem folglich fehlenden oder
veranderten Rezeptor, der zu Verschiebungen in der Stoffwechsellage fihrt.
Substanzinduzierte Modelle, wie das STZ-Modell, fihren durch Zerstérung der p-Zellen des
Pankreas zu Insulinmangel und es entwickelt sich ein Diabetes, der dem Typ 1 zugeordnet
wird. Bei diatinduzierten Modellen werden die Tiere mit energie- bzw. fettreicher Diat
geflttert wodurch es zu Adipositas kommt. Es folgt die periphere Insulinresistenz, weshalb
eher von einem Diabetes Typ 2 gesprochen wird. Die Erzeugung dieser Phanotypen dauert
allerdings unter Umstanden recht lange. Auflerdem kénnen die verschiedenen Methoden
auch kombiniert werden, wie z. B. die Injektion von niedrig dosiertem Streptozotocin mit
anschlieender fettreicher Futterung (Gao and Zheng, 2014). Die Einteilung in Modelle des
Typ 1 oder Typ 2 Diabetes gestaltet sich teilweise etwas schwierig, da die Zuordnung nicht
streng nach der Induktionsweise erfolgt, sondern auch klinische Erscheinungen

berlcksichtigt werden.

Das Streptozotocin-Modell ist ein etabliertes und weit genutztes Tiermodell zur
Untersuchung diabetischer und neuropathischer Konditionen in Ratten sowie auch in
Mausen. Dabei kommt es zu irreversibler Zerstérung der B-Zellen des Pankreas und folglich
zu Insulinmangel im Tier (Lenzen, 2008).

Streptozotocin ist ein Glukoseanalogon und wurde urspringlich als Antibiotikum aus
Streptomyces achromogenes isoliert. Schon 1963 wurde von seiner diabetogenen Wirkung
berichtet (Fox et al., 1999, Rakieten, 1963). Aufgrund der lipophilen, glukoseanalogen
Struktur erfolgt der Eintritt in die B-Zelle selektiv iber den GLUT2-Transporter. In der Zelle
kommt es zur Alkylierung der DNA, Stickstoffmonoxid- und Peroxynitritgenerierung. Die
fragmentierte DNA stimuliert die poly(ADP-ribose)-Polymerase (PARP) und fihrt so zu
einem Verlust an ATP und NAD" in der Zelle. Es folgt die Nekrose der B-Zelle (Tjalve and
Wilander, 1976, Turk et al., 1993, Schnedl et al., 1994, Krdncke et al., 1995).

Je nach Dosis kommt es zur vollstandigen Zerstérung der B-Zellen und somit zu einem
Tiermodell fir Diabetes mellitus Typ 1. Bei niedrigeren Dosen in Kombination mit
entsprechender Diat oder Nikotinamid kénnen auch Typ 2 Modelle entstehen (Gao and
Zheng, 2014). Die Tiere entwickeln Hyperglykamie, Hypoinsulinamie, Polyphagie sowie
Polyurie und Polydipsie (Akbarzadeh et al., 2007).

Die relativ einfache Erzeugung des Modells durch einmalige intraperitoneale oder
intravendse Injektion und das schnelle Auftreten von diabetischen Erscheinungen, hat das
Streptozotocin-Modell als ein weit und haufig genutztes Tiermodell etabliert (Fox et al.,
1999). Die zu verwendende Dosis richtet sich vor allem nach der Tierart, dem Alter und der

jeweiligen Zuchtlinie (Gao and Zheng, 2014). Als Parameter zur Gewahrleistung von
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klinischem Diabetes wird die bereits nach 72 h messbare Hyperglykamie genutzt. Der
Blutzuckerwert bleibt Uber mehrere Wochen konstant hoch und die entwicklungsgerechte
Gewichtszunahme der Tiere bleibt aus (Gao and Zheng, 2014, Fox et al., 1999, Bishnoi et
al., 2011).

Anzeichen einer diabetischen Neuropathie, wie Allodynie und Hyperalgesie nach
mechanischen Stimuli sind bereits nach zwei Wochen messbar und bleiben Gber mehrere
Wochen konstant (Malcangio and Tomlinson, 1998, Fox et al., 1999, Gao and Zheng, 2014,
Hanani et al., 2014). Die Angaben Uber veranderte Schwellenwerte bei thermischen Stimuli
variieren hingegen stark und reichen von Hyperalgesie bis zu Hypoalgesie (Fox et al., 1999,

Kamei et al., 1991).

Gruppe Modelle Typ Mechanismus Quelle
Biobreeding Rat 1 spontan autoimmun (Nakhooda et al.,
(BB/BBDP) P 1977)
Hyperplasie, Fibrose,
Long E\(ans Atrophie der (Kawano et al.,
Tokushima fatty Rat 2
' (OLETf) Inselzellen (nach 40  1992)
genetisch Wochen)
Goto Kakizaki Rat neonatales (B-Zell
(GK) 2 Defizit; Insulindefizit  (Goto etal, 1976)
Zucker Diabetic Fatty homozygote Mutation
Rat (ZDF) 2 des Leptinrezeptors (Clark etal., 1983)
B-Zell Degeneration
Alloxan 1 durch reaktive I(\ﬁ)cuLnerICah?g 1943)
substanz- Sauerstoffspezies ’
induziert B-Zell Degeneration
Streptozotocin 1 durch Alkylierung (Rakieten, 1963)
Sandrat > kalorienreiche (Hackel et al.,
(P.obesus) Ernahrung 1966)
diatinduziert
Tuco-Tuco kalorienreiche .
(C. talarum) 2 Erndhrung, Inaktivitat (Wise etal., 1972)
Tabelle 1 : Verschiedene Tiermodelle der diabetischen Neuropathie. Es existieren

zahlreiche Tiermodelle zur diabetischen Neuropathie. Hier werden einige Modelle dargestellt,
die Anwendung in Ratten finden. Sie lassen sich nach ihrer Herstellung in genetische,
substanzinduzierte oder diatinduzierte Modelle unterteilen und werden entweder Diabetes
mellitus Typ 1 oder Typ 2 zugeordnet.
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1.3 Reduktion von Tierversuchen durch alternative Methoden — 3R

Im Jahr 1959 wurden von Russel und Burch die Grundlagen flir Alternativmethoden zu
Tierversuchen geschaffen (Russell and Burch, 1959). Heutzutage wird jeder Versuchsantrag
nach den Regeln der 3R - ,Reduce®, ,Refine“, ,Replace” - geprift. Die verwendetet
Methoden basieren dabei z. B. auf Zellkulturen, Untersuchungen in Geweben oder Versuche
am anasthesierten Tier.

Im Bereich der Schmerzforschung werden noch immer viele Tierversuche in Form von
Verhaltensexperimenten  durchgefihrt, oft in Kombination mit anschlieRender
elektrophysiologischer Messung oder mikroskopischer Analyse der Nervenzellen. Mit der in
dieser Studie verwendeten High Content Screening Mikroskopie (HCS-Mikroskopie) kdnnte
in Zukunft die Anzahl der bendtigten Tiere fir qualitative und auch quantitative

Untersuchungen drastisch reduziert, bzw. ersetzt werden.

1.3.1 Die High Content Screening Mikroskopie in der molekularen

Schmerzforschung

Die Fluoreszenz-Mikroskopie ist ein bekanntes und etabliertes Verfahren zur Analyse von
Zellen sowie deren Bestandteile. Sie basiert, wie auch andere immunzytochemische
Untersuchungen auf spezifischen Antigen-Antikérper-Reaktionen, wodurch das relevante
Zielprotein markiert wird. Werden dabei fluoreszierende Antikorper verwendet spricht man
von Immunfluoreszenz. Die markierten Zellen werden mikroskopisch untersucht und
beurteilt. Dabei erfolgt die Einordnung jeder einzelnen Zelle durch den Betrachter. In einem
so heterogenen Zellmodell wie der aus dorsalen Wurzelganglien isolierten sensorischen
Neurone wird entsprechend viel Zeit benétigt um eine reprasentative Stichprobengrofle zu
erlangen. Objektive Vergleiche zwischen Untersuchungen verschiedener Betrachter oder
Forschungsgruppen sind nur schwierig durchzuftihren.

Die automatische High Content Screening Mikroskopie, wie sie auch im Rahmen dieser
Studie verwendet wurde, nutzt die Technik der Immunfluoreszenz, ermdglicht aber eine
automatisierte und somit objektive Auswertung, die nicht durch den Betrachter beeinflusst
wird. Die zu untersuchenden Zellen werden automatisch fotografiert und die Bilder mit
spezieller Software anhand voreingestellter, charakteristischer Parameter analysiert. Dabei
kénnen sowohl verschiedene morphologische Aspekte, als auch funktionale Faktoren, wie
Rezeptorexpression oder Phosphorylierung parallel untersucht werden. Die Daten werden
archiviert und sind jederzeit flr den Nutzer als Rohdaten verfliigbar. Diese Rohdaten geben
exakte Werte zu gemessenen Intensitaten der einzelnen Fluoreszenz-Intensitaten jeder Zelle

wieder.
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Durch die Nutzung mehrerer Fluoreszenzkanale ist es unter anderem auch mdglich
Korrelationen zwischen verschiedenen Faktoren wie z. B. Rezeptorexpression, ZellgrofRe
und Kinaseaktivitat zu untersuchen.

In einem 4-Kanal-Protokoll zur Analyse der dorsalen Wurzelganglien werden fiir etwa 20.000
Neurone (eine Platte) ca. 4 - 5 Stunden bendtigt. Dadurch kénnen quantitativ reprasentative
StichprobengréRen erreicht werden und die subjektive Bewertungskomponente durch den

Betrachter wird eliminiert.

Praparation der Spinalganglien  Isolation der Neurone Kultur / Stimulation Assays
- Subgruppen Marker
- phospho-spez. Antikérper

— : ) ——  _Kalzium Imaging >

Einzelzell-
— Daten

Dorsalhorn

Aufnahme der Bilder
- High Content Screening Mikroskop
- 64 Felder x 64 Wells x 4 Kanale

= 16384 Bilder

Neurone (UCHL1) Marker (RIIB) Kinase-Aktivitat (pRII)

Abbildung 5: Experimenteller Aufbau zur High Content Screening basierten Analyse
sensorischer Neurone. Nach der Praparation der Spinalganglien werden die sensorischen
Neurone vereinzelt und in Zellkulturplatten kultiviert. Anschliefiend folgt die Stimulation mit
pro- oder antinozizeptiven Mediatoren und dann eine Fixierung. Durch immunzytochemische
Farbung mit phospho-spezifischen Antikbrpern kénnen die Phospho-Intensitaten jedes
Neurons quantifiziert werden. Die Bilder werden durch das High Content Screening
Mikroskop aufgenommen und anhand des neuronalen Markers Ubiquitin-Carboxy-Terminal-
Hydrolase 1 (UCHL1) und spezifischen Objektselektionsparametern identifiziert. Im Bild
stellen die griin umrandeten Objekte intakte Neurone dar, wahrend rot umrandete Objekte
nicht den Selektionsparametern entsprechen und aus der Analyse aussortiert werden. Die
identifizierten Neurone werden dann einzeln weiter auf ihre jeweilige Markerintensitat
untersucht. Alternativ kénnen auch rein morphologische, quantitative Untersuchungen
durchgefuhrt werden, indem die Neurone direkt (ohne vorherige Stimulation) fixiert werden
und dann mit den jeweiligen Antikérpern gefarbt werden (Isensee and Hucho, 2017).

1.3.2 Die High Content Screening Mikroskopie im Sinne der 3R

Die im Rahmen dieser Arbeit verwendete HCS-Mikroskopie wurde von der AG Hucho
erstmals in der Schmerzforschung angewandt und Uber die letzten Jahre weiterentwickelt
und optimiert. Da die Methode noch nicht sehr verbreitet ist, sollen hier einige ihrer Vorteile,
insbesondere in Bezug auf die 3R dargestellt werden

Bei herkdmmlichen, manuellen fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen wird jede Zelle
einzeln durch den Betrachter bewertet und analysiert. Dementsprechend viel Zeit wird
bendtigt um eine reprasentative StichprobengroRe zu erreichen. Um die biologische

Variabilitat zu berlcksichtigen, sollten immer mehrere Individuen untersucht werden.
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Dadurch ist es allerdings bei manueller Beurteilung praktisch unmaoglich alle verfigbaren
Zellen jedes Tieres zu nutzen (z. B. ca. 20.000 Neurone aus den lumbalen Spinalganglien
einer Ratte). Es kommt also nicht zur optimalen Nutzung der Versuchstiere.

Die HCS-Mikroskopie hingegen ermdéglicht die Analyse von 64 verschiedenen Konditionen in
ca. 20.000 Zellen innerhalb von vier bis finf Stunden, wodurch Zellen eines einzelnen Tieres
parallel fur verschiedene Untersuchungsaspekte zur Verfligung stehen und weitaus mehr
Zellen eines einzelnen Tieres untersucht werden kénnen. Die Gesamtzahl der benétigten
Tiere kann somit drastisch reduziert werden (,Reduce®), wahrend gleichzeitig die Anzahl der
analysierten Neurone wachst.

Im Vergleich zu Verhaltensexperimenten stellt sich die Reduktion der Tierzahl noch viel
deutlicher dar. Pro Tier kann dabei nur eine Kondition untersucht werden und es werden
immer mindestens drei bis vier Tiere pro Kondition bendétigt. Daraus lasst sich schliefden,
dass bei 64 Konditionen im Verhaltensexperiment 256 Tiere bendtigt wirden (64 Konditionen
x 4 Tiere = 256 Tiere). Bei der HCS-Mikroskopie kdnnen diese 64 Konditionen bereits aus
der Untersuchung von lediglich 4 Tieren generiert werden, da die Zellen parallel auf mehrere
Konditionen hin untersucht werden kdnnen (,Reduce®).

Zudem stellt die Methode durch die quantitative, einzelzellbasierte Analyse eine sehr
sensitive Methode dar (,Refine®).

Durch die Entwicklung und Validierung zellular orientierter Protokolle zum Nachweis von
Hyperalgesie im Tiermodell, kann diese Methode in geraumer Zeit eine Alternative zu
Verhaltenstests darstellen und somit zur Reduktion bzw. bestenfalls zur Elimination
(,Replace) dieser Tests beitragen.

Ferner kann auf Grundlage der bisher generierten Daten davon ausgegangen werden, dass
diese Methode auch auf Zelllinien oder z. B. stammzellabgeleitete Neurone Anwendung
finden kann, und somit die Untersuchungen an tierischen Zellen, die postmortal entnommen
werden muissen, uberflissig macht.

Bisher wurde die Methode jedoch hauptsachlich an Zellen von klinisch gesunden, unter
standardisierten Bedingungen herangezichteten Tieren und in einigen knock-out-Modellen
angewendet. Die Untersuchungen hierzu zeigten dabei in einem knock-out-Modell des
Tetrodotoxin-sensitiven lonenkanals Nav1.7 relevante Ergebnisse zu Veranderungen der
Schmerzsensitivitat (Isensee et al., 2017). Im Rahmen dieser Arbeit wurde diese Methode
erstmals in einem komplexen substanzinduzierten Krankheitsmodell getestet. Es sollte
parallel zum eigentlichen Studienansatz untersucht werden, ob die HCS-Mikroskopie auch in
einem wesentlich variableren Modell entsprechend sinnvoll eingesetzt und validiert werden

kann.
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1.4 Fragestellung

Es ist bekannt, dass Diabetes zur Sensibilisierung von Neuronen und so zu chronischer
Hyperalgesie flihrt. Die Behandlung der diabetischen Neuropathie stellt dabei nach wie vor
eine Herausforderung dar. Die Mechanismen lhrer Entstehung sind nur teilweise geklart, was
eine kausale Therapie unmaglich macht.

Im Rahmen dieser Arbeit sollten vor allem Veranderungen in der intrazellularen
Signaltransduktion der Nozizeptoren identifiziert werden. Dabei fokussierte sich die Arbeit
auf die Signalwege zu den zwei intrazelluldren Kinasen PKA-Il und ERK1/2 und deren
Aktivatoren Prostazyklin, NGF und Oncostatin M im STZ induzierten diabetischen
Rattenmodell. Konkret wurden folgende Fragen untersucht: Verandert sich die Aktivitat der
Kinasen unter dem Einfluss der Hyperglykamie? Kommt es zu starkerer Phosphorylierung
und deshalb zur Hyperalgesie? Verandert sich die zeitliche Dynamik der Kinasen? Kommt es

zu Verschiebungen in der Dosis-Wirkung der Aktivatoren?

Des Weiteren sollte durch quantitative, morphologische Untersuchungen die Stabilitdt des
STZ induzierten Diabetes-Modells und die Anwendbarkeit der HCS-Mikroskopie auf ein
komplexes Krankheitsmodell wie das der diabetischen Neuropathie untersucht werden. Fuhrt
die Hyperglykamie zum Verlust einzelner Subgruppen der heterogenen sensorischen
Neuronen eines DRGs und lassen sich mit der HCS-Mikroskopie im STZ-Modell

vergleichbare Ergebnisse erzeugen, wie im gesunden Phanotyp?
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2 Material und Methoden

2.1 Material

2.1.1 Gerate und Verbrauchsmaterial

Tabelle 2: Gerate und Verbrauchsmaterial

Material Hersteller

FMI Fohr Medical Instruments
Guillotine

Ober-Beerbach
Rongeur F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

Medizinischer Seitenschneider

F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

Gewebepinzette

F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

gekurvte Pinzette

F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

gerade, kleine Pinzette

F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

Mikrofederschere

F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

Skalpell mit Wechselklinge

Swann-Morton Sheffield, England;
F.S.T. Fine Science Tools Heidelberg

Petrischale (4 cm Durchmesser, 2x)

TPP Trasadingen, Schweiz

Pasteurpipette mit weiter Offnung

Brand Wertheim, Deutschland

Pasteurpipette mit schmaler Offnung

Brand Wertheim, Deutschland

Zentrifuge: Rotana 48R

Hettich, Kbnigs-Wusterhausen

Deutschland

8-Kanal-Pipette

Explorer Eppendorf Hamburg

Mikrotiterplatte: 96 well TC surface plate

Greiner !BioOne uClear Plate, Black,
#655090;

Mikrotestplatte PS, 96er System V-Form,
0,3 ml 4.500 g, SBS Footprint: 127,4 x
85,8 mm; 10-111-000;

Nerbe Plus Winsen, Deutschland

Aluminium-Klebefolie: Aluminium sealing

Corning Inc., Costar, #6569

Cellomics Array scan XTI

Thermo Fisher Scientific
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2.1.2 Puffer und Biochemikalien

Tabelle 3: Puffer und Biochemikalien

Substanz

Katalog-Nr.

B-27 Supplement (50X)

Invitrogen, #17504,

Neurobasal-A Medium (NB)

Invitrogen, #12349-015

Penicillin / Streptomycin, (10.000 U/ml)

Gibco, #15140_122

L-Glutamine, (200 mM)

Sigma-Aldrich, # G6392

L-Glutamate, (1 mg/ml)

Sigma-Aldrich, # 27647

Minimum Essential Medium (MEM)

Invitrogen, #42360-024

Kollagenase P, (5 U/ml)

Roche, #1213857

Sigmacote

Sigma-Aldrich, # SL2-100ML

Poly-L-Ornithine Hydrochloride, (100 pg/ml)

Sigma, #P2533

Laminin, (5 pg/ml)

Invitrogen, #23017-015

Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline (DPBS) PAA, cat# H15-002

Paraformaldehyde

Merck Millipore, cat# 104005

Normal goat serum

Dianova, cat# 005-000-121

Normal donkey serum

Dianova, cat # 017-000-121

Triton X100

Sigma, cat# T9284

Tween 20

Sigma, cat# P9416

Bovine Serum Albumine (BSA)

Sigma-Aldrich, cat# A2153-100G

4' 6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)

Molecular Probes, Cat# D-1306

2.1.3 Stammlosungen

Tabelle 4. Stammldsungen

Stammlésung

Zusammensetzung

NB-Medium

Neurobasal-A-Medium,

B-27 Supplement (50X) (2 % v/v)
Penicillin / Streptomycin (100 pl/ml)
L-Glutamine (500 pM/ml)
L-Glutamate (25 uM =3,7 pg/ml)
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80g PFA mit DPBS auf 1L aufgefillt (8 % w/v)

PFA
Erhitzen auf 80 °C, abkiihlen auf 40 °C
(30% wiv),

BSA
in DPBS

Normal donkey serum blocking
(NDSB)

Normal donkey serum (2 % v/v)

BSA (1 % wiv)

Triton X-100 (0,1 % v/v)

Tween 20 (0,05 % v/v)

in DPBS, aliquotiert und gelagert bei — 20 °C.

Normal goat serum blocking (NGSB)

Normal goat serum, (2 % v/v)

BSA (1 % wiv)

Triton X-100 (0,1 % v/v)

Tween 20 (0,05 % v/v)

in DPBS, aliquotiert und gelagert bei — 20 °C.

DAPI

Stammlésung (5 mg/ml, 14,3 mM): DAPI in
Dimethylformamide, aliquotiert und gelagert
bei — 20 °C.

Gebrauchslésung (50 pg/ml), in DPBS

2.1.4 Stimulantien

Tabelle 5: Stammlésungen der Stimulantien

Stimulanz Herstellung, Katalog-Nr.

MNGF 2.5S (Grade I), Alomone labs, #N-240,
Nerve Growth Factor (NGF) | 26 kDa, 10 ug,
50 pg/ml, in Wasser (steril) mit BSA (0,1 % wi/v)

Prostazyklin (PGl.) 374,5 kDa

Prostaglandin I, Cayman, #18220

10 mM, (1 mg in 267 pl PBS (pH 9.5))

Rat Oncostatin M, PEPROTECH, Cat# 400-36,
Oncostatin M (OSM) 24 4 kDa, 10 ug,
50 pg/ml, in Wasser (steril) mit BSA (0,1 % wi/v)

Forskolin (Fsk)

Forskolin, Tocris, #1099,
10 mM, (10 mg in 2436 pl DMSO)
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2.1.5 Antikorper

Tabelle 6: Primar-Antikorper

Antikorper | Spezies Epitop Verdiinnung | Hersteller, Katalog-Nr
UCHL1/
ch-PGP Huhn 1:4000 Novus, #NB110-58872
PGP 9.5
UCHL1/
mo-PGP Maus 1:1000 MorphoSys, 7863-2004
PGP 9.5
phosphor Rlla
ra-pRIi Kaninchen 1:1000 Abcam, #ab32390
(S96)
phospho-p44/42 _ _
NEB (Cell Signaling
mo-pERK Maus MAPK 1:250
Technology), #9106S
(T202/Y204)
phospho-p44/42 : ,
NEB (Cell Signaling
ra-pERK Kaninchen MAPK 1:250
Technology), #4370L
(T202/Y204)
go-TrkA Ziege TrkA 1:500 R&D Systems, #AF1056
_ p44/42MAPK _ _
ra-ERK1/2 Kaninchen 1:250 Cell Signaling, #4695S,
(T202/Y204)
mo-RIIB Maus PKARIIB 1:2000 BD , #2160653,
ra-NF200 Kaninchen NF200 1:500 Sigma, N4142
ra-CGRP Kaninchen CGRP 1:1000 Bachem, T-4032
mo- Thermo Scientific, #MA1-
Maus CaMKlla 1:2000
CaMKlla 048
Bandeiraea
Tritc-1B4 a-D-Galaktose 1:1000 Sigma, #L.5264
simplicifolia
ra-TRPV1 Kaninchen TRPV1 1:1000 Alomone, ACC-030
Neuromab Facility, 2KS
mo-NaV1.8 | Maus NAV1.8 1:1000

61
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Tabelle 7: Sekundar-Antikorper

Antikorper | Spezies | Epitop Verdiinnung | Hersteller, Katalog-Nr.
go-A488-ch | Ziege Huhn IgG 1:1000 Invitrogen, #A11039
go-A568-ra | Ziege Kaninchen IgG 1:1000 Life Technologies, #A11036
do-A647-

Esel Maus IgG 1:1000 Invitrogen, #A31571
mo
do-A488-

Esel Maus IgG 1:1000 Life Technologies, #A21202
mo
ch-A594-go | Huhn Ziegen IgG 1:1000 Invitrogen, #A21468
ch-A647-ra | Huhn Kaninchen IgG 1:1000 Invitrogen, #A21443

2.2 Methoden

2.2.1 Studiendesign

Diese Studie wurde im Rahmen eines Kollaborationstests zwischen der Experimentellen
Anasthesie des Instituts flir Anasthesiologie und Schmerzforschung der Uniklinik Kéln und
der Firma Grunenthal (Aachen) durchgefuhrt. Die verwendeten Zellen stammten im Sinne
der 3R von Tieren aus Kontrollgruppen laufender, interner Substanztestungen der Firma
Griinenthal. Die Erzeugung des STZ-Modells, die Tierhaltung, sowie die Glukosemessungen
und die Schmerzverhaltenstests wurden folglich durch Mitarbeiter der Firma Grinenthal
durchgefuhrt. Die Kontrolltiere (N = 25) sowie die diabetische Tiere (N = 27) und auch die der
Non-Gruppe zugeordneten Tiere (also die Tiere, die STZ erhalten hatten, aber keine
ausreichende Hyperglykamie entwickelten) (N = 8) wurden unter den gleichen Bedingungen
gehalten und an jedem experimentellen Tag wurden immer beide (bzw. alle drei)
Phanotypen parallel untersucht. Nach der Diabetesinduktion durch Streptozotocin (siehe
2.2.3) folgte nach 12 Tagen die Blutglukosemessung und anschlieend der Randall-Selitto-
Pfotendrucktest (siehe 2.2.4) zur Validierung der erhdéhten Schmerzsensitivitat im STZ-
Modell. Nach Abschluss der internen Substanzmessungen der Firma Griinenthal wurden die
Ratten vorschriftsmaBig durch langsame CO.-Inhalation narkotisiert und getdtet. Nach
Feststellung des Todes wurden aus jedem Tier 12 - 14 Spinalganglien isoliert (siehe 2.2.5).
Aus diesen wurden die Neurone (ca. 20.000 / Tier) durch mehrere Behandlungsschritte

weitestgehend vom Ubrigem Zellmaterial separiert und anschlieRend in 96-Well-
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Mikrotiterplatten ausgesat. Nach einer Inkubation tber Nacht, konnten pro Platte / bzw. Tier
bis zu 64 Konditionen (ca. 300 - 400 Neurone / Kondition) untersucht werden. Dabei wurden
faktorspezifische Farbungen teilweise parallel mit Stimulationen durch verschiedene
Substanzen, sowie mit verschiedenen Dosierungen und unterschiedlicher Behandlungsdauer
durchgefuhrt (siehe 2.2.6). Nach standardmafligen immunzytochemischen Farbeverfahren
durch Antikérper wurden die Platten durch ein High Content Screening Mikroskop, den
Cellomics Array Scan VTI vollautomatisch analysiert. Durch diese Methode konnte die
mikroskopische Analyse von ca. 20.000 Neuronen im Durchschnitt in 4 - 5 Stunden erfolgen,
was folglich eine quantitative Analyse ermoglichte. AuRerdem wurde dadurch der subjektive
Aspekt durch den Untersucher eliminiert. Diese Einzelzelldaten wurden anschliefsend
grofitenteils durch die Verwendung von im Labor entwickelten Skripten unter Verwendung
der Programmiersprache R (Version 3.2.3) zum einen deskriptiv dargestellt, sowie in
weiteren Schritten normalisiert, statistisch analysiert und wiederum graphisch dargestellit.

Vereinzelt erfolgte die weitere Analyse auch mit PRISM (Version 5 und 7)

Zeit in Tagen
1 i l | >
T1 T12 T15 T16-18

5

STZ Injektion Glucose 4 eg‘,g)‘f::
(75 mg/kg i.p.) (mmol/L) "f@,‘.c'):.'?'

512 CiL Isolation der
30,80+ 0,4 8,52+0,2 Spinalganglien \
‘\d, Rezeptor

Ty
»0'\*\ Expression

Pfotendrucktest (g)

STZ CTL Subgruppen

59,63+ 1,8 106,21+ 1,1

Abbildung 6: Studiendesign im zeitlichen Ablauf. 8 Wochen alten Ratten wurde einmalig
STZ intraperitoneal injiziert. Kontrolltiere enthielten nur den Tragerstoff Zitrat. 12 Tage spater
erfolgte die Blutzuckermessung und STZ-Tiere, die den festgesetzten Schwellenwert von
28 mmol/l nicht erreichten wurden von der Studie ausgeschlossen. Kontrolltiere (CTL)
wiesen im Durchschnitt Glukosewerte von 8,52 mmol/l auf. 3 Tage spater, an Tag 15 wurde
der Pfotendrucktest nach Randall und Selitto an jedem Tier durchgefiihrt und der Mittelwert
aus zwei Messungen verwendet um die Entwicklung der Hyperalgesie zu demonstrieren.
Dabei zeigten die STZ-Tiere deutlich niedrigere Schmerzschwellen. 1 - 3 Tage spater
wurden die Spinalganglien entnommen und direkt im Anschluss im Rahmen der zellularen
Analyse weiterverarbeitet.
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2.2.2 Tiere & Haltung

Mannliche Sprague Dawley Ratten wurden durch die Firma Griinenthal von Janvier Labs, Le
Genest St. Isle, Frankreich bezogen und frihestens 5 Tage nach Ankunft verwendet. Tiere,
die aullerliche Anzeichen von Krankheiten zeigten, wurden ausgeschlossen. Bis zum Beginn
der Versuche wurden sie unter standardisierten Bedingungen (Licht: 06:00 h — 18:00 h,
Dunkelheit: 18:00 h — 06:00 h; 20 °C — 24 °C Raumtemperatur; relative Luftfeuchtigkeit: 35 %
— 70 %; Luftaustausch 15 x pro Stunde, Luftbewegung < 0,2 m/s) in Makrolon-Typ-4 Kafigen
mit Standard Weichholz Einstreu (J. Rettenmaier & Soéhne, Rosenberg, Deutschland) in
Gruppen gehalten. Standard Futter fur Labortiere (ssniff R/M-Haltung, ssniff Spezialdiaten
GmbH, Soest, Deutschland) stand pelletiert ad libitum bereit. Als Trinkwasser wurde
Aachener Leitungswasser verwendet und durch Wasserflaschen oder automatische
Wasserspender ebenfalls ad libitum zur Verfigung gestellt. Alle durchgefiihrten Versuche
wurden unter AZ 84-02.05.20.12.006 vom Landesamt fur Natur, Umwelt und
Verbraucherschutz Nordrhein-Westfalen (LANUV) genehmigt und unter Beachtung der

tierschutzrechtlichen Vorgaben durchgefihrt.

2.2.3 Diabetes mellitus Induktion durch Streptozotocin

Die Induktion des Diabetes wurde von Mitarbeitern der Firma Grinenthal durchgefiihrt. Sie
erfolgte durch eine intraperitoneale Injektion von Streptozotocin (75 mg/kg). Nach zwei
Wochen wurde die Blutglukose mit Hilfe des Haemoglukotests (Boehringer Mannheim
GmbH, Mannheim) und des Reflexions Colorimeters (Hestia Pharma GmbH, Mannheim) an
der Schwanzvene bestimmt. Nur die Tiere, die Uber dem festgesetzten Glukosewert lagen
(> 28 mmol/l), wurden als diabetisch eingestuft und in die Untersuchung mit einbezogen.
Kontrolltiere wurden auf die gleiche Weise mit der entsprechenden Menge Zitrat behandelt

und ebenfalls einer Glukosemessung unterzogen.

In einigen experimentellen Reihen wurden auch die Tiere untersucht, denen STZ injiziert
worden war, die aber einen Blutglukosewert unter 28 mmol/l aufwiesen. Diese wurden dann

als separate Gruppe (Non) betrachtet und ausgewertet.

2.2.4 Schmerzverhaltenstests

Zwei Wochen nach der Diabetesinduktion und nach Bestatigung der Hyperglykdmie wurden
die Ratten durch Mitarbeiter der Firma Grinenthal nach der Methode von Randall und Selitto
(1957) auf Hyperalgesie untersucht. Um den mechanischen schmerzhaften Schwellenwert

zu ermitteln wurde ein Algesiometer (Ugo Basile, Comerio, Italien) verwendet. Dieses bt
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durch eine konische, abgerundete und nicht schmerzhafte Spitze (2 mm?) einen stetig
ansteigenden Druck auf die Dorsalflache der Pfote aus. Als schmerzinduzierte Reaktion der
Ratten wurden Wegziehen der Pfote, LautduRerungen oder starke Unruhe gewertet. Um

Gewebeschadigung vorzubeugen wurde die Obergrenze auf 500 g festgesetzt.

2.2.5 lIsolation sensorischer Neurone

Der von mir eigenstandig durchgefiihrte Teil dieser Arbeit beginnt mit der Isolation der

sensorischen Neurone.

Nach Abschluss der oben genannten Tests, sowie der internen Substanztestungen der
Firma Grinenthal wurden die Tiere durch Mitarbeiter der Firma Griinenthal vorschriftsmafig
durch langsame Kohlenstoffdioxid-Inhalation narkotisiert und getotet. Nach Feststellung des
Todes folgte die Enthauptung der Tiere mit Hilfe einer Guillotine und anschlielend eine

Ausblutung um die Isolation der Wurzelganglien zu erleichtern.

Einer Desinfektion mit Ethanol (70 %) folgte die Inzision der Haut und Unterhaut in der
Mittellinie vom Hals bis zum Becken. Die Haut wurde weitgehend abprapariert. Die dann
freiliegende lange Rickenmuskulatur wurde bilateral entlang der Wirbelsaule inzidiert und
ebenfalls abprapariert. AnschlieRend konnte der Wirbelkanal mit Hilfe eines Rongeurs und
eines medizinischen Seitenschneiders der Lange nach geodffnet werden. Die nun
zuganglichen lumbalen Spinalganglien (L 1 — 6 / 7) wurden einzeln enthnommen und in MEM-

Medium gesammelt.

Nach Entfernung von Uberschissigem Gewebe wurden die Ganglien in NB-Medium
Uberfihrt und mit Kollagenase flir 1h bei 37 °C enzymatisch angedaut, um eine

Vereinzelung der Neurone zu ermdglichen.

Die Vereinzelung der Zellen erfolgte durch Trituration. Daflir wurden die vorverdauten
Ganglien einer Ratte mit Hilfe einer silikonbeschichteten Pasteurpipette in 5 ml NB-Medium
mehrmals auf und ab pipettiert. Die so dissoziierten Zellen wurden auf 1,5 ml 15 % BSA in
DPBS geschichtet und anschliefend zentrifugiert (8 min, 180 G, Temperatur = 20 °C,
Beschleunigung = 8, Bremsung = 4). Das gesamte Medium, sowie Uberschissiges
organischen Gewebe wurden entfernt und das verbleibende Zellpellet wurde in 7 ml NB-
Medium erneut resuspendiert. Die so entstandene Zellsuspension wurde mit Hilfe einer 8-
Kanal Pipette gleichmaRig in eine mit Ornithin (100 yg/ml) und Laminin (5 pg/ml)
beschichtete und auf 37 °C erwarmte 96-Well Mikrotiterplatte ausgesat (100 ul/Well).
Anschlieend inkubierten die Platten bei 37 °C und 5 % CO2-Luftkonzentration Uber Nacht im

Zellinkubator.
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2.2.6 Stimulation und Fixation

Zur Stimulation der Zellen mit den entsprechenden Substanzen wurden die Mikrotiterplatten
auf 37 °C warmen Heizbldcken fixiert um ein Abklihlen der Zellen wahrend der Behandlung
zu vermindern. Der jeweilige Stimulus (PGIl2, NGF, OSM, Forskolin) wurde in einer separaten
Mikrotestplatte vorgelegt und angewarmt. Mit einer 8-Kanal-Pipette wurden je 50 pl des
Mediums aus der Mikrotiterplatte entnommen, in der Mikrotestplatte mit dem Stimulus
gemischt und dem Zeitplan entsprechend (nach 1, 5, 15, 30, 60 und 120 min) auf die Zellen
gegeben. Zwischen den einzelnen Behandlungsschritten wurden die Zellen bei 37 °C und
5% CO2 im Brutschrank inkubiert. Nach vollstandiger Stimulation folgte unmittelbar die
Fixierung aller Zellen durch Zugabe von 100 ul 8 % Paraformaldehyd pro Well. Dieses wurde
zu den 100 pl im Well vorliegenden Medium gegeben, gemischt (Endkonzentration 4 %),
nach 10 min entfernt und durch 100 yl DPBS ersetzt. Um etwaige Reste von PFA zu
beseitigen wurde das gesamte DPBS noch zweimal gewechselt. Anschliellend konnten die

Platten bei 4 °C gelagert oder direkt weiter behandelt werden.

Bei Farbungen ohne Stimulation wurden die Platten lediglich den Fixierungsschritten durch

PFA und den anschlieRenden Waschschritten mit DPBS unterzogen.

2.2.7 Immunzytochemie

Zunachst wurden die Zellen mit einer Block- und Permeabilisationslésung (Normal goat
serum blocking oder Normal donkey serum blocking) behandelt, die Serum und Triton-X als
Detergenz enthielt, um die unspezifische Antikdrperbindungsstellen abzudecken und die
Zellmembran zu permeabilisieren. Daflir wurde das DPBS aus den Wells entfernt und durch
50 ul Blocklésung pro Well ersetzt. Nach einstindiger Inkubation bei Raumtemperatur wurde
die Block- und Permeabilisationslosung mit einer 8-Kanal-Pipette entfernt und durch DPBS
ersetzt. Dieser Waschvorgang durch DPBS wurde anschliel3end zweimal wiederholt um die

vollstandige Entfernung zu gewahrleisten.

Im nachsten Schritt wurden die Zellen mit Primar-Antikérpern, geldst in BSA (1 % w/v) in
DPBS (30 pl pro Well) bei 4 °C Uber Nacht behandelt.

Es folgten drei weitere Waschvorgange mit DPBS, um nicht gebundene Antikérper zu
entfernen. Danach wurden die entsprechenden in DPBS gelésten fluoreszierenden
Sekundarantikérper, sowie DAPI auf die Zellen gegeben (1:1000, 50 ul pro Well) und eine

weitere Stunde bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubiert.
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Nach drei erneuten Waschvorgangen wurden die Wells auf je 200 ul DPBS aufgeflllt und mit
Aluminium-Klebefolie verschlossen. Diese MafRnahme schitzt die Neurone vor Licht und

Austrocknung und die Platten erhielten somit eine langere Lagerfahigkeit.

2.2.8 High Content Screening Mikroskopie

Die gefarbten Platten wurden mit dem Cellomics Array Scan VTI unter Verwendung eines
Standard Neuronen Protokolls gescannt. Dabei wurden Bilder mit einer Auflésung von 1024
x 1024 Pixeln unter Verwendung eines 10x Objektiv erzeugt. Die Bildanalyse erfolgte durch
das Cellomics Software Paket. Nach Hintergrundkorrektur in der UCHL1-Farbung durch
einen Tiefpassfilter, wurden die Bilder anhand eines festgesetzten Schwellenwertes in
Binarbilder konvertiert und mit Hilfe einer Methode, die auf der Geometrie der Objekte
basiert, segmentiert. Die Neurone wurden durch die festgelegten Objektselektionsparameter
identifiziert (GréRe: 165 — 7500 um?; Zirkularitat (Umfang? / 4  x Flache): 1 — 3; Langen-
/Breitenverhaltnis: 1 — 2; Durchschnittsintensitat: 1000 — 12000; Gesamtintensitat: 24 x 10* -
4 x 107). Auf der Grundlage dieser Selektionsparameter wurden die Signale in den weiteren
Kanalen quantifiziert. Um spater die spektrale Uberlappung (Spill-over-Effekt) zwischen den
Fluoreszenzkanalen berechnen zu kénnen wurden bei dem standardmafliig verwendeten 3-
Kanal-Protokoll drei Kontroll-Wells gescannt: (1) nur UCHL1, (2) UCHL1 + Antikérper 2, (3)
UCHL + Antikérper 3. Um etwaigen Fluoreszenzunterschieden durch die jeweilige
Lokalisation auf der Platte vorzubeugen, wurde die Anordnung der untersuchten Zellen bzw.
Substanzen randomisiert. Auf’erdem wurden in einer Platte stets beide Phanotypen

untersucht.

2.2.9 Statistische Analyse

Die statistische Analyse erfolgte unter Verwendung von R Version 3.2.3 oder alternativ
PRISM 5, bzw. 7. Zunachst wurde eine rein deskriptive Analyse durchgefiihrt und graphisch
dargestellt. Hier konnten besonders Artefakte durch Behandlungsfehler oder andere
Storfaktoren frihzeitig erkannt werden. Anschlielend wurde die Steigung der
Regressionsgerade in den Kontrollen berechnet und die Daten entsprechend kompensiert
um somit den spektralen Uberlappungseffekt (Spill-over-Effekt) zwischen den Fluoreszenz-

Kanalen bestmoglich zu eliminieren (Roederer, 2002).

Die kompensierten Daten der nicht-stimulierten Zellen wurden auf3erdem auf einen Mittelwert
von 1 (oder 1000) normalisiert, um eventuelle Variabilitdt zwischen verschiedenen Platten

und experimentellen Tagen auszugleichen.
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Als Statistische Tests wurden je nach Fragestellung T-Test, einfaktorielle oder
mehrfaktorielle ANOVA durchgefiihrt, als Post-hoc Analyse wurden entsprechend
Bonferroni- oder Tukey-Test verwendet. Die Irrtumswahrscheinlichkeit wurde bei p < 0,05 als
signifikant betrachtet. Einzelne Messungen flhrten aufgrund der Stichprobengrofe zu

Ergebnissen von p < 0,001.

Samtliche Abbildungen wurden ebenfalls durch mit der Programmiersprache R entwickelten

Skripte oder Prism erstellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Systemische Applikation von STZ induziert Hyperglykamie

Zur Kontrolle des STZ-Modells und der entsprechend auftretenden Hyperglykamie wurde bei
allen Tieren 12 Tage nach der intraperitonealen STZ- bzw. L&sungsmittel-Injektion eine
Blutglukosemessung durchgefihrt. Diese Messungen wurden von Mitarbeitern der Firma

Griinenthal in Aachen durchgeflihrt.

An allen experimentellen Tagen zeigte sich ein deutlicher Unterschied zwischen den
Blutglukosewerten der Kontrolltiere (n = 25) sowie der STZ-Tiere (n = 27) (Tabelle 7).
Wahrend der Blutglukosewert bei den Kontrolltieren im Mittel bei 8,5 £ 0,2 mmol/l lag, war
dieser im STZ-Modell mit 30,8 + 0,4 mmol/l 3,6-fach erhoht. Tiere, die STZ erhalten hatten,
dessen Glukosewerte aber nicht den Grenzwert von 28 mmol/l Gberschritten, wurden von der
Studie ausgeschlossen oder aber als separate Gruppe (Non) untersucht. Die
Blutzuckerwerte dieser Tiere waren mit 12,6 £ 2,1 mmol/l im Vergleich zu den Kontrolltieren

ebenfalls erhoht.

Glukose (mmol/I)
Grenzwert fir Hyperglykamie: p-Wert
28 mmol/I CTL STZ Non STZ vs. CTL
n=25 n=27 n=8
Datum Mittelwert + SEM Mittelwert + SEM Mittelwert + SEM
05.03. 2015 9,0 £ 0,5 30,2 £ 0,9 < 0,0001
19.03.2015 88 £ 0,3 31,2 +12 < 0,0001
17.04.2015 8,7 £ 0,2 31,5+ 1,2 9,7 £ 0,2 < 0,0001
29.04.2015 85t 0,2 28,8 £ 0,5 15,4 £ 3,8 < 0,0001
01.09.2015 798 E8003 31,5 + 0,6 < 0,0001
Mittelwert (mmol/L) 85 % 0,2 30,8 + 0,4 12,6 £ 2,1 < 0,0001

Tabelle 8: Systemische Applikation von STZ induziert Hyperglykamie. Zwolf Tage nach
STZ-Injektion wurde bei allen Tieren die Blutglukose bestimmt. Tiere, die mit STZ behandelt
wurden und eine Hyperglykdmie von Uber 28 mmol/l entwickelten, wurden als diabetischer
Phanotyp in die Studie miteinbezogen (STZ, n = 27; Blutglukose: 30,8 £ 0,4 mmol/l; (Fzs9 =
400,7; p < 0,05)). Kontrolltieren (n = 25) wurde lediglich das Lésungsmittel injiziert. Sie
entwickelten keine Hyperglykamie (Blutglukose: 8,5 £ 0,1 mmol/l). Tiere, die STZ erhalten
hatten, dessen Blutglukose den festgesetzten Schwellenwert von 28 mmol/l jedoch nicht
erreichte, wurden ausgeschlossen oder als separate Gruppe (Non, n = 8) untersucht
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(Blutglukose: 12,6 + 2,1 mmol/l); Einfaktorielle ANOVA mit Bonferroni Post-hoc-Test. Daten
basierend auf den von Mitarbeitern der Firma Griinenthal durchgefiihrten Messungen.

3.2 Systemische Applikation von STZ induziert mechanische

Hyperalgesie

Der STZ induzierte diabetische Phanotyp wurde auch mit Verhaltensexperimenten
untersucht. Diese Experimente wurden ausschlie3lich von Mitarbeitern der Firma Griinenthal
durchgefuhrt. Die Tiere wurden drei Tage nach Feststellung der Hyperglykdmie (Tag 15)
dem modifizierten Pfotendrucktest nach Randall & Selitto (,paw pressure test‘, PPT)
unterzogen. Um einzelne, aufgrund der biologischen Variabilitat auftretenden abweichende
Reaktionen nicht falsch zu deuten, wurde zur Demonstration der Hyperalgesie fir jedes Tier

der Mittelwert aus zwei Messungen verwendet.

Wahrend die Kontrolltiere im Mittel bei einem Gewicht von 106,2 £ 1,1 g mit Wegziehen der
Pfote, Lautaulierung oder allgemeiner Unruhe reagierten, waren die STZ-Tiere wesentlich
empfindlicher (Tabelle 8). Sie zeigten eine deutliche mechanische Hyperalgesie und
reagierten im Mittel schon bei 59,6 + 1,8 g. Die Tiere aus der Non-Gruppe hingegen zeigten
zwar einen abweichenden Blutzuckerspiegel zu den Kontrolltieren, die Unterschiede im
Verhaltenstest waren jedoch sehr gering und stellten sich bei der Analyse als nicht signifikant
abweichend von den Kontrolltieren dar (106,2 £ 1,1 g vs. 107,3 £ 2,0 g)

Pfotendrucktest; p-Wert
Druck (g) CTL STZ Non STZ vs. CTL
n=25 n=27 n=8
Datum Mittelwert + SEM Mittelwert £ SEM Mittelwert £ SEM
05.03.2015 106,5 + 2,5 54,5 + 3,7 <0,0001
19.03.2015 106,0 *+ 1,9 55,0 + 1,8 <0,0001
17.04.2015 105,0 £ 2,3 60,0 £ 5,3 108,5 £ 3,2 0,0002
29.04.2015 104,4 + 1,2 56,3 + 4,3 106,0 * 2,6 <0,0001
01.09.2015 107,9 £ 2,9 66,4 + 2,9 < 0,0001
Mittelwert (g) 106,2 £ 1,1 59,6 + 1,8 107,3 = 2,0 < 0,0001

Tabelle 9: Systemische Applikation von STZ induziert mechanische Hyperalgesie Der
Schwellenwert flir die mechanische Druckbelastung wurde nach Feststellung der
Blutglukosekonzentration zweimalig durch den modifizierten Randall-Selitto Test bestimmit.
Dabei zeigten die hyperglykdmischen STZ-Tiere an allen experimentellen Tagen eine
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signifikante Hyperalgesie (F2s0 = 307,2; p < 0,05) und reagierten schon bei geringem
Gewicht (59,6 + 1,8 g). Kontrolltiere mit Normoglykadmie hielten deutlich starkerem Druck
stand (106,2 + 1,1 g). Die teilweise mituntersuchten Non-Tiere zeigten Werte, die nicht
signifikant von denen der Kontrolltiere abwichen (107,3 £+ 2,0 g; F25 = 307,2; p < 0,05).
ANOVA mit Bonferroni Post-hoc-Test. Daten basierend auf den von Mitarbeitern der Firma
Griinenthal durchgeflihrten Messungen.

3.3 Die GroRBenverteilung und die Expression des neuronalen
Markers UCHL1 sind im STZ-Modell unverandert

Sensorische Neurone der Spinalganglien sind sehr heterogen, d.h. die isolierte
Zellpopulation besteht aus verschiedenen Untergruppen. Allen sensorischen Neuronen
gemein ist jedoch die Expression des neuronalen Markers UCHL1, wenn auch in
unterschiedlichen Konzentrationen (Day and Thompson, 2010, Thompson et al., 1983). Die
quantitative Analyse der UCHL1-Expression in allen Einzelzellen einer Praparation ergab
eine unimodale Verteilung, die einer Normalverteilung ahnelt (Abb. 7A). Auch die Grofie der
einzelnen Zellen unterschied sich, stellte aber in der Gesamtheit stets eine charakteristische
unimodale Verteilung mit Flanke dar (Abb.7B). Um sicherzustellen, dass die
Gesamtpopulation der isolierten Zellen zwischen dem STZ-Modell und den Kontrolltieren
vergleichbar ist und um experimentelle Ausreier zu identifizieren, wurden diese beiden
Faktoren in allen Tieren untersucht. Trotz biologischer Variabilitat zwischen den Einzeltieren,
waren die Verteilungen Uber alle Experimente hinweg sehr ahnlich (Abb. 7C-D). Es zeigte
sich eine Normalverteilung der UCHL1 und eine typische Groflenverteilung der einzelnen
Neurone. In keinem Experiment kam es zu einer deutlichen Verschiebung oder Verformung
der Kurve, welches als Verlust einer bestimmten Zellgruppe hatte gewertet werden mussen
(Abb. 7A-B). AuRerdem zeigte sich, dass sowohl die UCHL1- als auch die Grofienverteilung
der Neurone im STZ-Modell nicht verandert sind (Abb. 7 C-D).
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Abbildung 7: Sensorische Neurone aus dem STZ Model haben eine unverdnderte
GroRenverteilung und Intensititsverteilung des neuronalen Markers UCHL1. (A)
Normalisierte Verteilungen der UCHL1-Expression in DRGs aller analysierten Tiere dieser
Studie (n = 52). Die Expression variierte leicht von Tier zu Tier, nahm aber insgesamt eine
sehr ahnliche Verteilung an. (B) Einzelne, normalisierte GroRenverteilungen der Neurone in
den DRGs aller analysierten Tiere dieser Studie. (C) Normalisierte UCHL1-Verteilung der
verschiedenen Gruppen. Die UCHL1 Verteilung war in Neuronen von STZ- (rot), CTL-
(schwarz) und Non-Tieren (grun) weitestgehend identisch. (D) Normalisierte
GroRenverteilung der Neurone in den jeweiligen Gruppen. Es zeigten sich keine
Veranderungen der GroRenverteilung in DRGs aus STZ- (n = 23), CTL- (n = 21), oder Non-
Tieren (n = 8). Gesamtneuronenzahl: CTL = 230847; STZ = 332816; Non = 145493

3.4 Die Zusammensetzung neuronaler Subgruppen bleibt im STZ-
Modell erhalten

Die Population isolierter Neurone aus Spinalganglien von gesunden Ratten setzt sich aus

verschiedenen Subgruppen zusammen. Diese Subgruppen kdnnen anhand der Expression

charakteristischer Markerproteine unterschieden werden. Die im Rahmen dieser Studie

isolierten Neurone wurden anhand von Markerproteine auf Subgruppen untersucht, denen
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Funktionen in der Schmerztransduktion und in Sensitivierungsvorgangen zugeschrieben
werden. Dazu zahlen TRPV1, CGRP, IB4, CaMKlla, RIIB und Nav1.8 (siehe 1.1.1).
Aulierdem gilt NF-200 als Marker fir die starker myelinisierten Neurone wie Aa- und Ap-
Fasern, denen bisher kein bekannter Zusammenhang mit schmerzrelevanter
Signaltransduktion zugeschrieben wird (Cheng and Ji, 2008, Mense, 2004). Wahrend die
biologische Variabilitat zwischen den einzelnen Tieren deutlich erkennbar war (Abb.8A),
zeigte sich, dass die Unterschiede zwischen STZ-Modell und Kontrolltieren (bzw. der Non-

Gruppe) im Mittel gering ausfielen (Abb.8 B).

Die Intensitatsverteilung des hitzesensitiven lonenkanals TRPV1 war im STZ-Modell nicht
verandert. In einem Grolteil der Zellpopulation wurden nur geringe Mengen an TRPV1
detektiert, wahrend eine zweite Gruppe deutlich hdhere Konzentrationen von TRPV1
aufwies. Der Ubergang zwischen diesen beiden Gruppen stellte sich allerdings eher flieRend
dar. CGRP wurde in DRGs von Kontrolltieren in einer ahnlichen Verteilung wie TRPV1
detektiert, wobei deutlich weniger Zellen Uber groRere Mengen an CGRP verfligten. Diese
Verteilung von CGRP veranderte sich auch nicht im STZ-Modell.

Die 1B4 bindenden Zellen konnten sowohl in Kontrolltieren als auch im STZ-Modell in zwei
Gruppen unterteilt werden, dessen Ubergang sich in beiden Phanotypen flieBend darstellte.
Ein grolerer Teil der Zellen konnte 1B4 nur schwach binden, wahrend eine zweite, relativ

grofde Zellgruppe eine groRere Affinitat zu 1B4 zeigte.

Wahrend CaMKIlla insgesamt in weniger Zellen exprimiert wurde als TRPV1 und CGRP und
sich nur eine leichte Tendenz zur Identifizierung von zwei Gruppen zeigte, welche auch im
STZ-Modell zu finden war, lieBen sich die Neurone anhand von RIIf deutlich in zwei
Gruppen einteilen. An der bimodalen Verteilung lie3 sich erkennen, dass Zellen mit kaum bis
niedriger RIIB-Expression (RIIB/-) vorhanden waren, nur wenige Neurone mit einer mittleren
Expression, aber eine weitere grolRe Gruppe mit starker RIIB-Expression (RIIB/+). Diese
Zellen werden (in der Literatur) vorrangig als Nozizeptoren identifiziert (Isensee et al., 2014).

Eine Unterscheidung dieser beiden Gruppen war auch im STZ-Modell erkennbar.

Der spannungsabhangige lonenkanal Nav1.8 wird in Neuronen gesunder Ratten breit verteilt
exprimiert. Im Rahmen dieser Arbeit kam es auch im hyperalgetischen STZ-Modell nicht zu

einer Uberexpression des lonenkanals.

Antikdrper gegen NF-200 werden vor allem von myelinisierten, nicht nozizeptiven Neuronen
gebunden (Ruscheweyh et al., 2007). Auch dieser Subgruppenanteil war im STZ-Modell
nicht verandert. Die Zusammensetzung der untersuchten neuronalen Subgruppen wurde

folglich nicht durch eine Behandlung mit STZ beeinflusst. Mit STZ behandelte Tiere, die unter
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dem festgelegten Wert der Hyperglykdmie blieben, schienen Abweichungen in der

Expression von Nav1.8. zu zeigen, jedoch handelt es sich hier lediglich um Daten von zwei
Tieren.
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Abbildung 8: Die Zusammensetzung neuronaler Subgruppen bleibt im STZ-Modell
erhalten. (A) Normalisierte Intensitatsverteilungen der jeweiligen Subgruppenmarker
TRPV1, CGRP, IB4, CaMKlIla, RIIB, NaV1.8 und NF200 in Abhangigkeit der Zellzahl in den
einzelnen Tieren (n = 18). Einzelne Tiere zeigten Abweichungen, insgesamt stellten sich die
Verteilungen aber sehr ahnlich dar. (B) Subgruppenverteilung in DRGs von STZ- (rot), CTL-
(schwarz) und Non-Tieren (grun). Es sind nur minimale Unterschiede zwischen CTL- und
STZ-Tieren zu erkennen. Aus Non-Tieren gewonnene Neurone wiesen eine groflere
Abweichung auf, es handelte sich hier aber um wesentlich weniger Tiere (Non: n = 2 Tiere,

CTL: n = 9 Tiere, STZ: n = 9 Tiere). Gesamtneuronenzahl: CTL = 62245; STZ = 69419;
Non = 14979

3.5 Stimulation mit prototypischen inflammatorischen Mediatoren
induziert im STZ-Modell eine hohere Variabilitat in der
schmerzrelevanten Signaltransduktion

Zur Untersuchung der schmerzrelevanten Signaltransduktion, wurden in einem ersten

Screen (N = 4 Tiere pro Gruppe) verschiedene prototypische Mediatoren genutzt, um
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Veranderungen der sehr zahlreichen intrazellularen Signalwege zu erfassen. Diese
Mediatoren werden seit Jahren in der Schmerzforschung genutzt und ein Teil ihrer
Wirkungsmechanismen ist bereits bekannt. Die von uns genutzten Proteine PGIl,, NGF und
OSM induzieren Uber verschiedene Signalwege die intrazellulare Phosphorylierung von PKA
bzw. ERK1/2 (Gold et al., 1998, Sachs et al., 2009, Cavanaugh et al., 2001, Tamura et al.,
2005, Ko et al., 2016). PGl fuhrt Gber die Bindung an G-protein-gekoppelte IP-Rezeptoren
zur Aktvierung von PKA, wahrend NGF die Tyrosinkinase TrkA aktiviert und OSM an
gp130/0OSMR-Cytokinrezeptoren bindet (Hucho and Levine, 2007, Khan and Smith, 2015,
Langeslag et al., 2011). NGF und OSM werden in der Literatur und vorigen Ergebnissen
unserer Arbeitsgruppe hauptsachlich mit der Phosphorylierung von ERK1/2 in
Zusammenhang gebracht. Um durch die natirliche biologische Variabilitat nicht zu falschen
Ergebnissen zu gelangen, wurden alle Substanzen in mehreren Tieren untersucht und es
konnten auch stets mehrere Substanzen an Zellen desselben Tieres untersucht werden (n >
300 Zellen pro Kondition und Zeitpunkt). Die Zellen wurden 1, 5, 15, 30, 60 oder 120 Minuten
lang mit dem entsprechenden Stimulanz inkubiert, anschlielend fixiert und dann

immunzytochemisch angefarbt (Abb. 9).

Die Anzahl der isolierten und stimulierten Zellen blieb fiir alle Zeitpunkte und unter allen

stimulierenden Einflissen weitgehend konstant (Abb. 9A).

Nach Zusammenstellung der Ergebnisse aus den Einzelmessungen der jeweiligen
Stimulationszeitpunkte, ergab sich ein zeitlicher Ablauf der Phospho-Intensitat von PKA-RII
(pRI) (Abb. 9B) und ERK1/2 (pERK) (Abb. 9C). Zellen aus dem gleichen Tier wurden stets
fur alle Zeitpunkte genutzt und aus den Replikaten (Anzahl der Tiere) der Mittelwert gebildet.
Zu allen Zeitpunkten wurde ebenfalls eine Losungsmittelkontrolle (Ctrl) durchgefuhrt. In den
Kontrollen wurde keine Induktion der Phospho-Intensitat und somit Aktivierung von PKA oder
ERK beobachtet.

Die PGI, induzierte Phospho-Intensitat von pRIl war in Zellen der Kontrolltiere sowie im STZ-
Modell schon nach 1 min auf das 1,5-fache bzw. 2-fache erhoht. Bis Minute 120 sank die
Phosphorylierungsintensitat nur langsam ab und erreichte erst danach annahernd wieder die
Grundlinie (Abb. 9B). PGI, induzierte dagegen Uber 120 min keine ERK1/2-
Phosphorylierung. Die NGF induzierte ERK1/2-Phosphorylierung war in Zellen des STZ-
Modells hdher als in Neuronen von CTL-Tieren (F142 = 22,4; p < 0,05). Insbesondere nach
30 min und 120 min zeigten sich grofte Differenzen. Die OSM induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung flihrte im STZ-Modell zu einer insgesamt veranderten Kinetik (F142 =5,7; p
< 0,05). Wahrend hier die friiheren Zeitpunkte (5 — 30 min) eine geringere Phosphorylierung

zeigten, als im Kontrolltier, war die Reaktion 120 min nach Stimulation erhéht (Abb. 9C).
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Dieses Experiment suggerierte, dass im hyperalgetischen STZ-Modell die intrazellulare,
schmerzrelevante Signaltransduktion nach Stimulation mit prototypischen, inflammatorischen
Mediatoren verandert und insbesondere die durch NGF-induzierte Phosphorylierung von
ERK1/2 erhoht ist.
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Abbildung 9: Stimulation mit prototypischen inflammatorischen Mediatoren induziert
im STZ-Modell eine hohere Variabilitat in der schmerzrelevanten Signaltransduktion.
(A) Durchschnittliche Anzahl mittels HCS-Mikroskopie analysierter Neurone der
Kontrollgruppe (schwarz, n = 39068) und Neurone aus dem STZ-Modell (rot, n = 47683) pro
Kondition und Zeitpunkt. Die Stimulation mit PGl2, NGF und OSM hatte keine Auswirkungen
auf die vom HCS-Mikroskop detektierte Anzahl von Neuronen. (B) Normalisierte phospho-
RIl-Intensitat (pRII) unter Kontrollbedingungen (Ctrl) sowie zu verschiedenen Zeitpunkten (0
— 120 min) nach Stimulation mit PGl> (2 pM), NGF (2,5 nM) und OSM (100 ng/ml). PGl
fuhrte zu einer schnellen, transienten Phosphorylierung. NGF und OSM induzierten keine
PKA-RII-Phosphorylierung. (C) Parallel gemessene, normalisierte ERK1/2-Phosphorylierung
(PERK) unter den gleichen Bedingungen wie (B). Wahrend PGIl> kaum Auswirkungen hatte,
fuhrte die Stimulation mit NGF zu einem deutlichen Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung,
insbesondere in Neuronen der STZ-Tiere. OSM flihrte zu einer spateren, transienten
ERK1/2-Phosphorylierung. STZ-Neurone und CTL-Neurone verhielten sich hier
unterschiedlich. Alle Werte sind als Mittelwert + SEM dargestellt, n = 4 Tiere pro Gruppe,
Neuronenanzahl pro Kondition > 300, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.
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3.6 STZ-Behandlung resultiert in erhdhter Neuronenzahl in vitro

Bei der Isolation und Kultivierung von DRG-Neuronen und ihrer Untersuchung mittels HCS-
Mikroskopie konnte neben der Analyse relevanter Faktoren fir die Signaltransduktion
parallel auch die Anzahl der Neurone gemessen werden, die pro Kondition untersucht
wurden. Um etwaige Variabilitat durch Plattenlagerung, -temperatur oder andere Faktoren zu
eliminieren wurden stets Zellen beider Gruppen in jeder Platte untersucht. Auch die
Positionen innerhalb einer Platte waren randomisiert. Das Volumen der ausgesaten
Zellsuspension wurde fir beide Gruppen gleichgehalten. Dennoch zeigte sich, dass die
Anzahl der in vitro mittels HCS-Mikroskopie untersuchten Zellen der beiden Gruppen
voneinander abwichen (Abb. 10). Im STZ-Modell lag die Neuronenzahl pro Well bzw.
Kondition im Mittel hdher als die der Kontrolltiere. Dabei wurde die Anzahl der detektierten
Zellen nicht durch eine Stimulation mit PGl,, NGF oder OSM beeinflusst (Abb. 10A). Auch
die Zeitpunkte der Stimulationen zeigten keine Auswirkungen (Abb. 10A) und die Fixation
erfolgte bei allen Zellen einer Platte, unabhangig von ihrer Stimulation, nach der gleichen
Zeit. Die Gesamtzahl der Neurone variierte zwischen einzelnen experimentellen Tagen, die
detektierte Anzahl von Neuronen aus STZ-Tieren war jedoch stets héher als die Anzahl der
Neurone aus Kontrolltieren (Abb. 10B, nur unter Kontrollbedingung gezeigt). Somit resultiert

die systemische STZ-Behandlung der Ratten in erhéhter Neuronenzahl in vitro.
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Abbildung 10: Systemische STZ-Behandlung resultiert in héherer Neuronenzahl in
vitro. Anzahl der mittels HCS-Mikroskopie detektierten Zellen aus CTL-Tieren (schwarz),
STZ-Tieren (rot), sowie der Non-Gruppe (grun). (A) Anzahl der gesamten, aus STZ- (n = 23),
CTL- (n = 21), und Non-Tieren (n = 8) gewonnenen Neurone unter Kontrollkonditionen,
sowie nach Stimulation mit PGl,, NGF und OSM zu unterschiedlichen Zeitpunkten (0 —
120 min). Unter allen Konditionen und Zeitpunkten wurden mehr Zellen aus STZ-Tieren
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detektiert (F21500 = 84,2; p < 0,001). (B) Zellzahlen der drei Tiergruppen unter
Kontrollkondition an jeweils einem einzigen experimentellen Tag (v. I. n. r. 05.03. n = 4 Tiere
pro Gruppe (p.G.); 19.03. n = 3 Tiere p.G.; 17.04. n = 4 Tiere p.G.; 29.04. n = 4 Tiere p.G,;
01.09. n = 7 Tiere p.G.). Die teilweise vorhandene Variabilitat der Zellzahlen zwischen den 5
einzelnen experimentellen Tagen wird hier deutlich. Dargestellt sind Mittelwerte £ SEM,;
Gesamtneuronenzahl: CTL = 230847, STZ = 332816, Non = 145493, Neuronanzahl pro
Kondition > 300, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001

3.7 Stimulation mit PGI:; fuhrt zu transienter Phosphorylierung von

PKA-RII, unabhangig vom diabetischen Phanotyp

Werden isolierte Neurone in vitro mit PGl, stimuliert, kommt es zur Aktivierung und somit
Dissoziation der PKA-Il, was zu einer erhohten Zuganglichkeit der phosphorylierten
inhibitorischen Domanen der regulatorischen RIl Untereinheiten fuhrt (pRIl) (Isensee et al.,
2014). Diese messbare pRIl erreicht ihren Hohepunkt bei 1,5-facher Steigerung sehr frih
(nach ca. 1 min) und féallt dann langsam wieder ab. Nach 60 min sinkt die
Phosphorylierungsintensitat wieder auf die Hohe der Grundlinie ab und steigt bis zur 120.
min auch nicht wieder an (Isensee et al., 2014). Diese transiente Phosphorylierungsdynamik
konnte sowohl in Neuronen, die aus Kontrolltieren isoliert wurden, als auch in den aus dem
STZ-Modell gewonnen Neuronen reproduziert werden. Das Mal} der Phosphorylierung stellte
sich dabei an den verschiedenen experimentellen Tagen weitgehend identisch dar. NGF und
OSM induzierten dagegen in keinem der beiden Phanotypen eine messbare
Phosphorylierung von PKA-RII. Neurone, die aus Tieren der Non-Gruppe isoliert wurden

zeigten ebenfalls keine Abweichungen (Abb. 11).
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Abbildung 11: Stimulation mit PGl fiihrt zu transienter Phosphorylierung von PKA-RII,
unabhangig vom diabetischen Phanotyp. Dargestellt werden die durch HCS-Mikroskopie
ermittelten pRIlI-Intensitaten in Neuronen von CTL- (schwarz, n = 21), STZ- (rot, n = 23) und
Non-Tieren (grin, n = 8) nach Stimulation mit verschiedenen Substanzen an den
unterschiedlichen Zeitpunkten (0 — 120 min). (A) Nur PGlI; fuhrte zu einer Phosphorylierung
von PKA-RII. Diese stellte sich transient dar und lag nach 120 min wieder auf dem basalen
Level. (B) An allen 4 experimentellen Tagen (v. . n. r. 05.03. / 19.03. / 17.04. / 29.04.) stellte
sich der Verlauf der Phosphorylierung durch PGlz in Neuronen aus CTL- und STZ-Tieren
weitgehend gleich dar. Die Non-Tiere wurden nur an 2 Tagen (17.04./ 29.04.) untersucht,
wichen aber in der pRIl-Intensitat nicht von den anderen beiden Phanotypen ab. Mittelwert +
SEM, Neuronenanzahl pro Kondition > 300, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

3.8 Die NGF- und OSM-abhangige Phosphorylierung von ERK1/2
variiert im STZ-Modell

Im Gegensatz zur relativ konstant auftretenden, zuvor beschriebenen, transienten PKA-RII-
Phosphorylierung, variierte die Phosphorylierung von ERK1/2 durch Stimulation mit NGF und
OSM insbesondere im STZ-Modell sehr stark. NGF induzierte im Kontrolltier eine
Phosphorylierung, die zwischen 30 und 120 min mit ca. 3-facher Erhéhung ihr héchstes
Ausmal erreicht hatte. Die erste geringe Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung trat nach
1 min ein und stieg dann stetig an, bis ca. 30 min nach Stimulation. Danach stieg die
ERK1/2-Phosphorylierung nur noch wenig an und blieb fir die nachste Stunde weitgehend
konstant. Diese Phosphorylierung fiel im STZ-Modell nur geringgradig héher aus als in
Neuronen von Kontrolltieren (Abb. 12A, NGF). In der Darstellung der einzelnen Replikate
spiegelte sich die hohe Variabilitdt der Phosphorylierung im STZ-Modell wieder. Im ersten

Experiment kam es in Neuronen des STZ-Modells zu héherer ERK1/2-Phosphorylierung als
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in Kontrolltierneuronen (F142=22,4; p<0,05). Im zweiten Experiment fielen diese
Unterschiede bereits wesentlich geringer aus (F128 =18,5; p<0,1) und in den folgenden
Experimenten nahm der Unterschied der ERK1/2-Phosphorylierung immer weiter ab (Abb.
12B). Die starkere ERK1/2-Phosphorylierung im STZ-Modell nach 30 Minuten Stimulation mit
NGF blieb Uber alle Experimente hinweg signifikant (F2.4s55= 8,7; p < 0,05).

OSM fihrt in Neuronen gesunder Ratten zu einer langsam ansteigenden und nur recht kurz
andauernden Phosphorylierung von ERK1/2, die nach ca. 30 min ihren Héhepunkt erreicht.
AnschlieRend nimmt die ERK1/2-Phosphorylierung wieder ab (Ko et al, 2016);
AG Hucho/Garza, unpublizierte Resultate). In den durchgeflihrten Experimenten zeigte sich
nach 30 min eine Erhéhung der Phosphorylierung auf das 2,5-fache. Nach 120 min sank die
ERK1/2-Phosphorylierung wieder bis zur Grundlinie (Abb. 12A, OSM). Im ersten Experiment
ergab sich in  Neuronen von STZ-Tieren aullerdem eine abweichende
Phosphorylierungskurve (F142=5,6; p <0,05). OSM flhrte hier zu einem langsameren
Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung, welcher erst nach ca. 120 min die maximale (1,5-
fache) Intensitat erreichte. Dieser Effekt liel3 sich in den folgenden Experimenten jedoch
nicht reproduzieren. An den anderen experimentellen Tagen reagierten Neurone aus STZ-

Tieren nahezu exakt wie die aus Kontrolltieren isolierten Neurone (Abb. 12C).
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Abbildung 12: Die NGF- und OSM-abhédngige Phosphorylierung von ERK1/2 variiert im
STZ-Modell. Gemessene ERK1/2-Phosphorylierung (pERK) der unterschiedlichen
Phanotypen CTL (n = 21), STZ (n = 23) und Non (n = 8) nach Stimulation mit PGl,, NGF,
OSM und unter Kontrollbedingungen (Ctrl). (A) Unter Kontrollbedingungen sowie nach
Stimulation mit PGl kam es nicht zu einem nennenswerten Anstieg der ERK1/2-
Phosphorylierung. Stimulation mit NGF fuhrte in allen Phanotypen nach 15 min zur
Steigerung der ERK1/2-Phosphorylierung auf das 2,5- bis 3-fache. Auch die Stimulation mit
OSM fuhrte zu héherer ERK1/2-Phosphorylierung. Diese stellte sich allerdings transient dar
und lag nach 60 min bereits wieder deutlich naher an der Grundlinie. (B) Die NGF induzierte
ERK1/2-Phosphorylierung variierte stark zwischen den experimentellen Tagen. Wahrend
sich an den ersten zwei experimentellen Tagen noch Abweichungen von STZ-Neuronen zu
Neuronen aus Kontrolltieren zeigten, stellte sich die ERK1/2-Phosphorylierung in den
folgenden Experimenten nahezu identisch dar (v. I. n. r. 05.03. / 19.03. / 17.04. / 29.04. /
01.09.) (C) Stimulation der Zellen mit OSM flhrte anfangs zu einer abweichenden
Phosphorylierung der Neurone aus STZ-Tieren (n = 4 Tiere p. G.; F142 = 5,6; p < 0,05).
Dieser Effekt lie3 sich spater nicht mehr reproduzieren. (v. I. n. r. 05.03. / 19.03. / 17.04. /
29.04), Neuronenanzahl pro Kondition > 300, * p < 0,05, ** p < 0,01, *** p < 0,001.

3.9 Die basale ERK1/2-Expression ist im STZ-Modell unverandert

Um die Variabilitdt der ERK1/2-Phosphorylierung genauer einordnen zu koénnen, wurden
Zellen derselben Tiere wie in den zuvor verwendeten Experimenten parallel auf die basale,

also nicht-phosphorylierte  Verteilung von ERK1/2 untersucht. Um eine hohere
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Phosphorylierung durch vermehrte Expression im STZ-Modell ausschlieRen zu koénnen,
wurden sowohl Zellen aus Kontrolltieren, sowie Zellen aus dem STZ-Modell parallel
analysiert. In den untersuchten Neuronen (CTL: 17458 / STZ: 18887) konnte dabei kein
Unterschied in der Expression der basalen ERK1/2 festgestellt werden (Abb.13A). In beiden
Phanotypen zeigte sich eine typische unimodale Verteilung, die einer Normalverteilung stark
ahnelt. Einige Neurone exprimierten nur extrem wenig ERK1/2, einige extrem viel und der
Groldteil lag dazwischen mit einer mittleren ERK1/2-Expression. Um eventuelle
Abweichungen in der Lokalisation der ERK1/2 Verteilung auszuschlieen wurde aullerdem
parallel die GroRRe der Zellen analysiert (Abb. 13B). Sowohl in den Kontrolltieren als auch im
STZ-Modell zeigten vornehmlich kleine Neurone starke ERK1/2-Expression. Mit

zunehmender GroRRe der Neurone nahm die Menge der ERK1/2-Expression ab.
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Abbildung 13: Die basale ERK1/2-Expression ist im STZ-Modell unverdndert. (A)
Expression von ERK1/2 ohne Stimulation in den Neuronen der einzelnen Tiere (n = 3 Tiere)
sowie in den jeweiligen Gruppen (STZ, CTL). Obwohl die Verteilung der basalen ERK1/2-
Expression zwischen einzelnen Individuen geringfigig variiert, ist sie im Mittel zwischen
beiden Gruppen unverandert. (B-C) Einzelzelldaten zur Expressionsstarke von ERK1/2 in
Bezug zur Zellgréfke in CTL-Tieren (B) und im STZ-Modell (C). Die Verteilung der
Expression von ERK1/2 in unterschiedlich grofden Neuronen ist unverandert.

3.10 Die NGF Dosis-Wirkungs-Kurve ist im STZ-Modell unverandert

Nachdem sich die Expressionsdichte von ERK1/2 als identisch darstellte, sollten im nachsten
Schritt weitere, im STZ-Modell méglicherweise veranderte Faktoren im Signalweg von NGF
zu ERK1/2 untersucht werden. Daflr wurden Dosis-Wirkungs-Kurven herangezogen. Aus

Kontrolltieren isolierte Neurone sowie Neurone aus dem STZ-Modell wurden fir 30 min mit
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0; 0,0008; 0,004; 0,02; 0,1; 0,5 und 2,5 nM NGF stimuliert (Abb. 14). Auch in diesem
Experiment konnten die UCHL1-Verteilung und die GroRenverteilung der Neurone als
Kontrollen parallel analysiert werden. Die typischen Verteilungen blieben erhalten (Daten
nicht gezeigt). Die Zellen konnten auf3erdem nicht nur auf ihre ERK1/2-Phosphorylierung hin
untersucht werden, gleichzeitig erfolgte eine Farbung mit Antikérpern gegen
unphosphoryliertes ERK1/2 (Abb. 15). Hierdurch sollte deutlich werden ob und inwiefern
besonders Zellen mit hoher oder niedriger ERK1/2 Expression auf die Stimulation mit NGF

reagieren.

Nach Auswertung des Dosis Effektes auf die Gesamtpopulation der isolierten Neurone
(Abb. 14), lieR sich bei 0,02 nM NGF (Abb. 14:2e™"") ein erster Anstieg der ERK1/2-
Phosphorylierung erkennen. Eine Konzentration von 0,1 nM NGF fihrte bereits zur
Verdopplung der ERK1/2-Phosphorylierung. Sowohl in Neuronen der STZ-Tiere, als auch in
den aus Kontrolltieren gewonnenen Neuronen lag der EC50 bei ca. 0,23 nM NGF (CTL:
0,25 nM vs. STZ: 0,22 nM; F164 = 0,1; p = 0,7) Bis zu einer Konzentration von 0,5 nM NGF
stieg die ERK1/2-Phosphorylierung weiter steil an. AnschlieBend folgte mit ca. 3,5-fach
erhohter ERK1/2-Phosphorylierung jedoch eine Annaherung an ein Plateau (Abb. 14).
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Abbildung 14: Die NGF Dosis-Wirkungskurve ist im STZ-Modell unverdndert.
Normalisierte pERK-Intensitaten in Abhangigkeit zu den verwendeten, hier logarithmisch
dargestellten NGF Konzentrationen in Kontrolltieren (n = 6 Tiere) und im STZ-Modell (n = 6
Tiere). Mit zunehmender NGF-Dosis stieg die Phosphorylierung von ERK1/2 an. Beide
Phanotypen zeigten eine fast identische Reaktion auf die Stimulation mit NGF,
Neuronenanzahl pro Kondition > 200.
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Aus der Analyse der Einzelzelldaten (Abb. 15) lie3en sich weitere Erkenntnisse gewinnen.
Die bereits beschriebenen hdéheren ERK1/2-Phosphorylierungen entstanden nicht durch
einen gleichmalliigen Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung in allen Neuronen. Vielmehr
handelte es sich hier um einen geringen Anteil der Zellen, die teilweise sehr hohe ERK1/2-

Phosphorylierung aufwiesen.

Bei Konzentrationen von weniger als 0,02 nM NGF wurde keine Induktion der ERK1/2-
Phosphorylierung festgestellt (Daten nicht gezeigt). In einigen Zellen konnte lediglich eine
spontane Phosphorylierung beobachtet werden. Nach Stimulation mit 0,1 nM NGF zeigten
einige Zellen eine gesteigerte ERK1/2-Phosphorylierung (ca. 7 %, pERK-Intensitat 10 — 20-
fach erhoht, Abb. 15). Mit zunehmender Dosis zeigten entsprechend mehr Zellen erhdhte
ERK1/2-Phosphorylierung, jedoch beschrankte sich die Reaktion stets auf eine responsive
Subgruppe (7 % bei 0,02 nM NGF, 17 % bei 0,1 nM NGF, 25 % bei 0,5 nM NGF, Abb. 15).
Selbst bei der hochsten Dosis von 2,5 nM NGF zeigten lediglich 30 % der Zellen erhéhte
ERK1/2-Phosphorylierung. In einzelnen Neuronen dieser Gruppe wurde ein Uber 25-facher

Anstieg von pERK gemessen (Abb. 15).

Eine Korrelation zwischen stark ERK1/2 positiven Zellen und deren Reaktion auf Stimulation
mit NGF war nicht erkennbar. Ahnlich wie die ERK1/2-Verteilung selbst, zeigte auch die
Population der Neurone, die auf NGF mit ERK1/2-Phosphorylierung reagierten eher eine
Normalverteilung. Ein GroRteil der Neurone (ca. 70 %), die deutliche ERK1/2-Expression
zeigten, wies auch nach Stimulation mit hoher NGF Dosis keine erhdohte ERK1/2-

Phosphorylierung auf (Abb.15).

Im Vergleich der ERK1/2-Phosphorylierung in Neuronen von Kontrolltieren mit den aus dem
STZ-Modell gewonnenen Neuronen zeigten sich kaum Unterschiede. Die Dosis-Wirkungs-
Kurve verlief nahezu identisch, der EC50 war ebenfalls gleich (Abb. 14). Auch die Population

der auf NGF ansprechenden Zellen war nahezu identisch (Abb. 15).
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Abbildung 15: Der dosisabhangige Anteil der NGF responsiven Zellen ist im STZ-
Modell unverdndert. ERK1/2-Phosphorylierung der einzelnen untersuchten Zellen in
Abhangigkeit ihrer Expression von ERK1/2. Sowohl die Expression von ERK1/2 als auch der
Anteil Zellen, der mit héherer ERK1/2-Phosphorylierung reagierte, zeigten annahernd eine
Normalverteilung. Mit zunehmender Konzentration von NGF steigerten zunehmend mehr
Zellen ihre ERK1/2-Phosphorylierung und einzelne Neurone erreichten eine deutlich héhere
ERK1/2-Phosphorylierung (> 25-fach), Neuronenanzahl pro Kondition > 200.

3.11 Der NGF-Rezeptor TrkA wird vornehmlich in kleinen

Nozizeptoren exprimiert und nicht durch STZ hochreguliert

Die TrkA ist eine Tyrosinkinase und wird nicht von allen Neuronen der Spinalganglien
gleichermalien exprimiert. Sie fungiert als Rezeptor fur NGF und fuhrt so Uber weitere,
hintereinander gekoppelte Proteine zur Phosphorylierung von ERK1/2 (Barbacid, 1994, Hong
et al., 2012, Skaper, 2008). Es wurden quantitative Analysen zur TrkA-Expression in beiden
Phanotypen durchgefihrt und diese im Verhaltnis zur Gesamtpopulation der aus
Spinalganglien isolierten Neurone dargestellt (Abb. 16). TrkA zeigte in Spinalganglien der
gesunden Ratten eine unimodale Verteilung mit langer Flanke. Eine groRe Anzahl Neurone
exprimierte nur sehr geringe Mengen an TrkA. Es gab jedoch auch Neurone, die hdhere bis
sehr hohe Intensitaten an TrkA aufwiesen. Auch im STZ-Modell liel® sich diese Verteilung
deutlich erkennen (Abb. 16A). Durch gleichzeitige Analyse der GroRe der isolierten Neurone
konnte zudem eine Abhangigkeit der Expression von TrkA zur Gréf3e der einzelnen Neurone
gezeigt werden. TrkA wurde sowohl im STZ-Modell als auch im Kontrolltier in kleinen

Neuronen starker exprimiert (24,8 %) als in gréReren Neuronen (6,5 %) (Abb. 16B).
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Bei Betrachtung der TrkA-Verteilung in Zusammenhang mit der NGF induzierten
Signaltransduktion zeigte sich, dass bei vermehrter Expression von TrkA auch die ERK1/2-
Phosphorylierung steigt. In Kontrollen, in denen jeweils nur Primar-Antikdrper gegen UCHL1,
UCHL1 + TrkA, bzw. UCHL1 + pERK verwendet wurden, lassen sich eventuell auftretende
spektrale Uberlappungen zwischen den Emissionswellenldngen der Fluoreszenzfarbstoffe
der verwendeten Antikérper ausschlieffen (Abb. 16C). Nach mathematischer Korrektur
spektraler Uberlappungen wiesen die Kontrollen keine Korrelation zwischen den Intensitaten
auf. Es ist deutlich erkennbar, dass nach Farbung mit UCHL1 keine hoheren Intensitaten von
TrkA oder pERK nachweisbar waren. Die Farbung mit UCHL1 und TrkA zeigte die deutliche
Variabilitdt in der TrkA-Expression der Zellen, aber keine Hinweise auf Uberlappungseffekte
auf ein als pERK detektiertes Signal. Auch die Farbung gegen pERK zeigt, dass es dabei
nicht zu héheren TrkA-Intensitaten kam (Abb. 16C).

Nach Stimulation der Neurone mit NGF wurde der Fokus auf die Expression von TrkA in
Zusammenhang mit der ERK1/2-Phosphorylierung gelegt. Sowohl im STZ-Modell als auch in
den Kontrolltieren zeigten Zellen mit hoher TrkA Expression ohne die Einwirkung von NGF
kaum ERK1/2-Phosphorylierung (27,6 % vs. 1,1 %). (Abb. 16C — NGF). Nach der Stimulation
mit NGF hingegen zeigte sich in beiden Phanotypen, dass nahezu alle Zellen, in denen TrkA
vermehrt exprimiert wurde mit starker ERK1/2-Phosphorylierung reagierten (18,6 %
Abb.16C). Zudem zeigten stark TrkA positive Zellen eine deutlich héhere ERK1/2-
Phosphorylierung als Neurone mit weniger TrkA-Expression (Abb. 16C + NGF).
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Abbildung 16: Der NGF-Rezeptor TrkA wird vornehmlich in kleinen Nozizeptoren
exprimiert und nicht durch STZ hochreguliert. (A) Die Verteilung der TrkA-Intensitat
zeigte in den untersuchten Neuronen eine lange Flanke, weshalb von sehr variabler TrkA-
Expression auszugehen ist. Vergleicht man die beiden Phanotypen Kontrolltier und STZ-
Modell miteinander, ist erkennbar, dass es zu keiner relevanten Differenz in der TrkA-
Verteilung kam. (n = 3, Gesamtneuronenanzahl > 17000 Neurone p. G.) (B) TrkA-Expression
im Verhaltnis zur GroRe der einzelnen Neurone. Im gesunden, sowie im diabetischen
Phanotyp konzentriert sich die TrkA-Expression insbesondere auf kleine Neurone. (C)
Kontrollen (1-3), in denen nur UCHL 1, UCHL1 + TrkA, bzw. UCHL 1 + pERK gefarbt wurde,
um etwaige spektrale Uberlappungen auszuschlieBen. Unstimulierte (- NGF) und mit NGF
stimulierte Neurone (+ NGF) nach ca. 30 min. Es lasst sich eine deutliche Korrelation
zwischen den TrkA positiven Neuronen und der Intensitat der ERK1/2-Phosphorylierung
erkennen.

3.12 Die NGF induzierte ERK1/2-Phosphorylierung ist

dosisabhangig und korreliert mit der TrkA-Expression

Nach Untersuchung der dosisabhangigen Wirkung von NGF auf ERK1/2 wurden weitere
Experimente durchgefihrt um auch die Dosis-Wirkung in Zusammenhang mit TrkA genauer
analysieren zu kdénnen. Sowohl im STZ-Modell als auch in Kontrolltieren wurden isolierte
Neurone fir 30 min mit den bereits zuvor verwendeten Dosierungen stimuliert. Dabei zeigte
sich eine identische Entwicklung der Phosphorylierung von ERK1/2 (Abb. 17) in beiden
Phanotypen. Ab einer Konzentration von 0,02 nM zeigte sich ein Anstieg der ERK1/2-
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Phosphorylierung. Neurone aus dem STZ-Modell verhielten sich identisch zu Neuronen aus
Kontrolltieren. Auch hier fielen die beiden EC50 Werte zusammen (CTL: 0,18 nM vs. STZ:
0,16 nM). Auch bei héherer NGF-Dosis zeigte sich kein Unterschied zwischen den beiden
Phanotypen. Die Dosis-Wirkungs-Kurven verliefen in diesem zweiten Experiment nahezu

identisch.
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Abbildung 17: Die NGF induzierte ERK1/2-Phosphorylierung ist dosisabhingig.
Normalisierte ERK1/2-Phosphorylierung in Abhangigkeit zur logarithmisch dargestellten
NGF-Konzentration (n = 6, Neuronenanzahl pro Kondition > 200). Die Dosis-Wirkungs-Kurve
verlief identisch in beiden Phanotypen und erreichte bei einer ca. 3,8-fachen Erhéhung ihr
Maximum.

Durch Einzelzelldaten lie sich auch hier erkennen, dass es sich nur um eine Untergruppe
(ca. 24 %) von Neuronen handelte, die nach NGF-Stimulation sehr hohe ERK1/2-
Phosphorylierung entwickelte (Abb. 18). Selbst nach Stimulation mit 2,5 nM NGF zeigten
Uber 60 % der Zellen keine Veranderung ihrer ERK1/2-Phosphorylierung. Im Gegensatz zur
vorher beschriebenen Normalverteilung der reagierenden Zellen (siehe 3.10) liel3 sich hier
eine deutliche Korrelation der ERK1/2-Phosphorylierung zur Expression von TrkA erkennen.
Bei niedriger NGF-Dosierung (0,02 nM) zeigten 7 % der Neurone ansteigende ERK1/2-
Phosphorylierungen (bis 10-fach). Diese 7 % stammten nahezu ausschlieRlich aus der
Population der TrkA positiven Zellen. Mit ansteigender NGF-Dosierung stieg auch die Anzahl
der reagierenden Zellen sowie das Mal der Phosphorylierung. So zeigten bei 0,5 nM NGF

bereits Uber 20 % der Neurone erhéhte ERK1/2-Phosphorylierung, die groftenteils bei 10 -
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20-fachen Intensitaten lagen. Nach einer Stimulation mit 2,5 nM NGF waren es ca. 24 % der
Neurone. Unter dieser Dosis stellte sich auch der Anteil der TrkA positiven Zellen mit
niedriger ERK1/2-Phosphorylierung deutlich geringer dar, als ohne Stimulation (28 % zu
5 %). Dies lasst erkennen, dass es bei nahezu allen, stark TrkA positiven Zellen nach

Stimulation durch NGF zu einer ERK1/2-Phosphorylierung kommt.

Die zuvor beschriebenen Beobachtungen zeigten auch im STZ induzierten, diabetischen

Phanotyp keine Abweichungen (Abb. 18).
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Abbildung 18: Die NGF induzierte ERK1/2-Phosphorylierung ist dosisabhangig und
korreliert mit der TrkA-Expression. Einzelzelldaten zur Phosphorylierungsintensitat von
ERK1/2 in Abhangigkeit der zellbasierten Expression von TrkA nach Stimulation mit
unterschiedlichen Dosierungen NGF (0; 0,02; 0,1; 0,5; 2,5 nM). Insbesondere stark TrkA
positive Neurone reagierten vermehrt mit ERK1/2-Phosphorylierung auf NGF, (n = 6,
Neuronenanzahl pro Kondition > 200)
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4 Diskussion

Ziel dieser Arbeit war es, Veranderungen der intrazellularen, schmerzsensibilisierenden
Signalwege bei der diabetischen Neuropathie zu identifizieren. Dazu wurde das STZ-
induzierte Diabetes-Modell in der Ratte verwendet und vornehmlich die Signalwege der zwei
intrazellularen Kinasen PKA-II und ERK1/2, sowie deren Aktivatoren PGl,, NGF, und OSM
untersucht. Die Studie wurde mit einer neuen Methode, der HCS-Mikroskopie, zur zellularen
Analyse kultivierter peripherer nozizeptiver Neurone durchgefiihrt. Des Weiteren sollte durch
quantitative, morphologische Untersuchungen die Stabilitat des Modells und die
Anwendbarkeit der HCS-Mikroskopie auf ein komplexes Krankheitsmodell wie das der

diabetischen Neuropathie gepruft werden.
Es konnte gezeigt werden, dass

a) die HCS-Mikroskopie auf das STZ-Modell angewendet werden kann und sich das
STZ-Modell als solches eignet um neben Verhaltenstests auch zellulare
Veranderungen zu untersuchen. Die Blutzuckermessungen und der Pfotendrucktest
nach Randall und Selitto zeigten sich stabil und eignen sich so zur Validierung des
Diabetes und der mechanischen Hyperalgesie. Als weitere Kontrolle kdnnen

Ergebnisse der HCS-Mikroskopie verwendet werden.

b) die Morphologie und Subgruppenverteilung der heterogenen Neuronengruppe auch

unter dem Einfluss von STZ gleich bleibt.

c) die gemessenen Phospho-Intensitaten von PKA-II nach Stimulation mit PGl im STZ-

Modell nicht von denen im ,gesunden® Phanotyp abweichen

d) es bei der Stimulation der Neurone mit NGF, welche Uber den TrkA-Rezeptor zur
Aktivierung von ERK1/2 fuhrt, im STZ-Modell zu wesentlich mehr Variabilitat kommt
als in den Kontrolltieren. Teilweise wurde eine hdéhere ERK1/2-Phosphorylierung
gemessen. Die basale Expression von ERK1/2 blieb dabei unverandert und es kam
nicht zu einer erhéhten TrkA-Expression in Neuronen des STZ-Modells. Auch bei der
weiteren Analyse durch Dosis-Wirkungs-Kurven konnte kein signifikanter Unterschied
zwischen beiden Phanotypen erkannt werden. Die in gesunden Phanotypen
bekannte Korrelation der TrkA positiven Zellen mit der Intensitatssteigerung der
ERK1/2-Phosphorylierung nach NGF Stimulation konnte auch im STZ-Modell

beobachtet werden.
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e) die STZ-Behandlung der Tiere in vitro zu hdheren isolierten und analysierten

Neuronenzahlen flhrte.

4.1 Das Streptozotocin-Modell

Das STZ-Modell ist ein klassisches Modell zur Untersuchung der Pathophysiologie der
diabetischen Neuropathie (Akbarzadeh et al., 2007, Ikebukuro et al., 2002, Fox et al., 1999).
Im Rahmen dieser Arbeit wurden durch Mitarbeiter der Firma Grinenthal bei allen Tieren
Blutglukosemessungen durchgefiihrt um die eingetretene Hyperglykdmie zu validieren. Die
Messungen erfolgten 12 Tage nach der ebenfalls dort erfolgten STZ-Injektion, was im
Vergleich der Literatur einen recht spaten Zeitpunkt darstellt. In den meisten
Untersuchungen konnte die Hyperglykdmie bereits nach drei bis finf Tagen festgestellt
werden (Yamamoto et al., 2009, Malcangio and Tomlinson, 1998, Bishnoi et al., 2011). Tiere,
deren Glukosewerte den Grenzwert von 28 mmol/l nicht Uberschritten, wurden von der
Studie ausgeschlossen. Weshalb diese Tiere trotz gleicher Behandlung keine ausreichende

Hyperglykédmie erreichten, ist unklar. Der Anteil lag zwischen 40 und 58 %.

In der Literatur finden sich sehr unterschiedliche Angaben zu den Grenzwerten der
Hyperglykdmie, nach denen die Tiere als diabetisch eingeordnet werden. Mehrere Studien
setzten den Wert bereits bei 14 — 22,2 mmol/| fest, wahrend andere Studien erst Werte Uber
28 mmol/l als diabetische Hyperglykamie werteten. Dadurch verschiebt sich die Population
der untersuchten Tiere und eventuelle Veranderungen, die bei Beginn des Diabetes oder bei
milderen Formen auftreten, werden nicht berlcksichtigt. Auch die STZ-Dosierung und
Applikationsart sind nicht einheitlich. Die Dosierung variierte zwischen 45 und 75 mg/kg und
die Injektion wurde entweder intravends oder intraperitoneal durchgefihrt (Bishnoi et al.,
2011, Courteix et al., 1993, Fox et al., 1999, Malcangio and Tomlinson, 1998, Mitani et al.,
2008, Yamamoto et al., 2009). Mit einer intraperitonealen Injektion von 75 mg/dl und einem
Grenzwert von 28 mmol/l bewegt sich das hier verwendete STZ-Modell im oberen Bereich
der Anwendungsspanne. Auf den prozentualen Anteil der Tiere, die trotz STZ nicht
diabetisch werden, gingen kaum Autoren ein. Wahrend Ferhatovic et al. zeigten, dass nur
71 % der Tiere diabetisch wurden, flhrten Bishnoi et al. auch weitere Analysen in den nicht
diabetische gewordenen Tieren durch. Sie zeigten, dass es auch funf Wochen nach der
STZ-Injektion nicht zu einer Erhéhung der Glukose kam, die Tiere aber etwas intoleranter auf

exogene Glukosezufuhr reagierten. Die induzierte Hyperglykdmie war starker ausgepragt als
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in Kontrolltieren und hielt auch langer an. Ein Unterschied im Insulinspiegel hingegen wurde
nicht festgestellt (Ferhatovic et al., 2013, Bishnoi et al., 2011).

Durch Messungen mit dem PPT nach Randall und Selitto konnte die jeweils eingetretene
mechanische Hyperalgesie bestatigt werden. Diese tritt im Vergleich zur Hyperglykamie erst
spater ein. Nach dem Erfahrungswert aus jahrelanger Arbeit mit dem STZ-Modell erfolgten
die Messungen in der Firma Griinenthal am Tag 15 nach der Diabetesinduktion, d. h. drei

Tage nach Feststellung der Hyperglykamie.

In der Literatur sind ahnliche Angaben zu finden. So beobachteten verschiedene Studien das
Auftreten der Hyperalgesie 14 Tage nach STZ-Injektion (Malcangio and Tomlinson, 1998,
Mitani et al., 2008, Courteix et al., 1993, Ferhatovic et al., 2013). In einer weiteren Studie
wurde die Hyperalgesie erst nach drei Wochen dokumentiert, jedoch wurden die Tiere in
dieser Studie nach zwei Wochen keiner Messung unterzogen, weshalb diese Abweichung
nicht mit den Ubrigen in Konflikt steht (Yamamoto et al., 2009). Insgesamt stellte sich das
STZ-Modell, sofern es nach STZ-Applikation auch zu einer Hyperglykamie kam, als ein sehr
stabiles Modell zur Untersuchung der phanotypischen Auspragung der diabetischen

Neuropathie dar.

Hinweise auf eine direkte Wirkung der STZ-Applikation auf die Sensitivitdt der Neurone
konnten in dieser Arbeit nicht beobachtet werden. In einigen Studien wird davon
ausgegangen, dass die im STZ-Modell entstandene Hyperalgesie nicht mit der Auspragung
einer Hyperglykamie, also dem entstanden Diabetes zusammenhangt, sondern durch STZ
induzierte Modifikation von lonenkanélen in den Neuronen selbst entsteht (Pabbidi et al.,
2008, Bishnoi et al.,, 2011, Andersson et al.,, 2015). Bei der Erzeugung eines STZ-
Mausmodells flihrte die STZ-Injektion bei einigen Mausen nicht zu einer Hyperglykamie, sehr
wohl aber zu nozizeptiven Veranderungen. Nach systemischer STZ-Applikation wurden die
Tiere hyposensitiv gegentber Kalte und mechanischen Einflissen. Die lokale, intraplantare
Injektion hingegen fuhrte zu akuter, polymodaler Hypersensitivitat in den Tieren (Andersson
et al., 2015). In einer Gruppe von Ratten, die nach Injektion von STZ keine Hyperglykdmie
entwickelten, kam es ebenfalls zu einer deutlichen mechanischen und thermischen
Hyperalgesie (Bishnoi et al.,, 2011). Entsprechende Veranderungen des nozizeptiven
Schwellenwertes konnten in dieser Arbeit nicht bestatigt werden. Tiere, die nach zwei
Wochen keine Hyperglykdmie entwickelt hatten, zeigten auch keine Hyperalgesie. Diese
Abweichungen koénnten mit den unterschiedlich gewahlten Zeitpunkten zusammenhangen.
Wahrend in dieser Arbeit die Glukosemessungen und Pfotendrucktests zwei Wochen nach
STZ-Applikation durchgeflihrt wurden, wahlten die Autoren der anderen Publikationen

wesentlich friihere Zeitpunkte. Zudem wurden die nozizeptiven Veranderungen auch als
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transient beschrieben (Andersson et al., 2015). Die Hyperalgesie nach intraplantarer
Injektion war bereits nach 24 Stunden nicht mehr nachweisbar und spricht damit eher fir
einen akuten z.B. entzindungsbedingten Mechanismus. Dementsprechend stehen die
Ergebnisse dieser Arbeit nicht mit den Angaben in der Literatur im Konflikt. Weitere,

zeitabhangige Studien sind allerdings nétig um diesen Aspekt genauer zu analysieren.

Nach der Entnahme, Isolation und weiteren Aufbereitung wurden die Neurone von jedem
Tier auf lhre Groflenzusammensetzung sowie die Verteilung des neuronalen Markers
UCHL1 untersucht. Die in Spinalganglien gesunder Ratten vorliegenden Neurone zeigen
eine sehr heterogene, aber konstante Zusammensetzung. Auch im diabetischen Phanotyp
kam es — wie oben gezeigt - nicht zu einer Abweichung dieses Musters. Sowohl die
GroRRenverteilung als auch die Intensitat der UCHL1 blieb erhalten. Zu diesem Schluss
kamen auch Marangoni et al.,, die ihre Untersuchungen allerdings an Lysaten aus
Herzgewebe neuropathischer Ratten durchfihrten (Marangoni et al., 2014). Aber auch DRG-
Neurone zeigten in einem Langzeitmodell der diabetischen Neuropathie keine Hinweise auf
Apoptose (Cheng and Zochodne, 2003). Diese Ergebnisse unterstiitzen, dass weder STZ an
sich, noch der eingetretene Diabetes zu einem spezifischen oder ubiquitdren Verlust von

Neuronen fuhrt.

4.2 Die Zusammensetzung neuronaler Subgruppen bleibt im STZ-

Modell erhalten

Quantitative Analysen zu Morphologie und Rezeptorexpression der gesamten heterogenen
Population sensorischer Neurone der Spinalganglien wurden bisher kaum publiziert.
Veranderungen ihrer Verteilung in Modellen der diabetischen Neuropathie sind meist
qualitativer Natur. Im Rahmen dieser Arbeit wurden die isolierten DRG-Neurone aus dem
STZ-Modell hinsichtlich ausgewahlter Markerproteine, die bestimmte Subgruppen
identifizieren, parallel untersucht und mit den Kontrolltieren verglichen. Auch wenn viele
sensorische Neurone polymodal sind, kénnen sie anhand bestimmter Markerproteine
gruppiert werden. TRPV1 und Nav1.8 sind lonenkanale, dessen Modulation bereits mit
Sensibilisierung und Schmerzentstehung in Verbindung gebracht wurden (siehe 1.1.1). Es
liegen qualitative Untersuchungen vor, in denen vor allem die Aktivitat bzw.
Phosphorylierung analysiert wurde. So konnte schon mehrfach eine Veranderung der TTX-R
Kanale, zu denen auch Nav1.8 gehort, in Modellen der diabetischen Neuropathie bestatigt
werden (Bich-Hoai et al., 2010, He et al., 2016). Dabei ging man aber vor allem von
Veranderungen ihrer Aktivitat, also Phosphorylierung aus. Veranderungen in der

Expressionsquantitat von Nav1.8 nach Induktion der Hyperglykdmie konnten nicht
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festgestellt werden (Bich-Hoai et al., 2010). Diese Beobachtung unterstitzt die Ergebnisse
dieser Arbeit, in der keine Abweichungen in der Verteilung und Expression von Nav1.8
gemessen wurden. In einer anderen Studie konnte eine Zunahme der Nav1.8 Kanale
gemessen werden, jedoch wurde hier der neuropathische Schmerz durch selektive
Durchtrennung der ventralen Nervenwurzel induziert, was einen Vergleich zum diabetischen
Tiermodell erschwert (Chen et al., 2011). Uber die Verteilung der Nav1.8 Kanale auf die

einzelnen Subtypen der Neurone liegen bisher keine Studie vor.

Auch der hitzesensitive lonenkanal TRPV1 wird seit seiner Isolation in Bezug zu
schmerzsensitivierenden Signalwegen intensiv analysiert und diskutiert. Sowohl die Menge
exprimierter TRPV1-Molekile, als auch Konformationsanderungen spielen eine wichtige
Rolle. In dieser Arbeit konnten keine Veranderungen der Expression von TRPV1 im
diabetischen, neuropathischen Tiermodell im Vergleich zu Kontrolltieren festgestellt werden,
was auch in anderen Untersuchungen im STZ-Modell bestatigt wird (Mitani et al., 2008). Bei
der Untersuchung sensorischer Neurone mittels Western Blot Analyse 4 - 8 Wochen nach
STZ-Injektion wurde ein Anstieg der Expression von TRPV1 beobachtet (Hong and Wiley,
2005). Andere Studien hingegen analysierten ebenfalls die Expression von TRPV1 im
diabetischen Tiermodell und stellten kontrovers dazu eine Reduktion der Expression fest
(Wei et al., 2009). Diese Messungen bezogen sich allerdings nicht auf sensorische Neurone
sondern auf Gewebelysate aus Mauseherzen, weshalb diese Beobachtung nicht im
Widerspruch mit den zuvor erwahnten Ergebnissen steht. 2014 wurde in einer
zeitabhangigen Studie eine erhdhte TRPV1-Expression in DRG Neuronen gezeigt. Dieser an
Tag 14 nach STZ-Applikation gemessene Anstieg konnte aber an Tag 21 nicht mehr
nachgewiesen werden, weshalb der Anstieg von TRPV1 als transient eingestuft wurde (Cui

et al., 2014). Diese Tatsache konnte die variablen Angaben in der Literatur erklaren.

CGRP wird von der peptidergen Population von C-Faser Nozizeptoren gebildet und
sezerniert und wurde in der Literatur schon viel im Zusammenhang mit neuropathischen
Vorgangen diskutiert. Es liegen zahlreiche Untersuchungen vor, deren Ergebnisse auf ein
Absinken der CGRP-Expression in diabetischen Tiermodellen hinweisen. So wurde gezeigt,
dass es nach STZ-Behandlung schon nach 6 Wochen zur Reduktion des mRNA-Gehalts flr
CGRP kommt und auch in einem Langzeitmodell konnte nach 12 Monaten eine signifikante
Reduktion der mRNA festgestellt werden (Zochodne et al., 2001, Rittenhouse et al., 1996).
Brewster et al. differenzierten zwischen der Reduktion von CGRP und dem in ihrem Fall
nicht veranderten mRNA-Gehalt, was auf eine posttranslationale Modifikation hinweist, und
die divergierenden Aussagen erklaren konnte (Brewster et al., 1994). Relativ neue
Untersuchungen unterstiitzen eher die Ansicht, dass es zu einer Zunahme von CGRP

kommt. In Kardiomyozyten neuropathischer Ratten wurde nach 8 Wochen andauerndem
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Diabetes eine erhéhte CGRP-Expression gezeigt, wahrend der neuronale Marker PGP 9.5

sich nicht veranderte (Marangoni et al., 2014).

In DRG Neuronen konnte 14 - 28 Tage nach STZ-Injektion ebenfalls ein Anstieg von CGRP
nachgewiesen werden (Kou et al., 2014). In den Ergebnissen dieser Arbeit, in der die Zellen
16 - 18 Tage nach Diabetesinduktion untersucht wurden, zeigte sich hingegen keine
Veranderung der CGRP-Expression im STZ-Modell im Vergleich zu den Kontrolltieren. Diese
Ansicht ist ebenfalls in der Literatur vertreten und wurde schon in verschiedenen
Tiermodellen der diabetischen Neuropathie belegt. In diabetischen BB-Wistar-Ratten wurde
keine erhohte CGRP-Expression festgestellt und auch die basale CGRP-Ausschittung war
in lumbalen Spinalganglien nach der Behandlung mit STZ unverandert (Bishnoi et al., 2011,
Terenghi et al., 1994). In diabetischen p75+/+ und p75-/- Mausen wurden ebenfalls keine
Abweichungen beziiglich der absoluten oder relativen Anzahl der CGRP positiven Neurone
beobachtet (Jiang et al., 2004).

Die CamKlIla wird durch den Calcium-Calmodulin-Komplex reguliert und spielt im peripheren
und zentralen Nervensystem in vielen Signalkaskaden eine wichtige Rolle. Es existieren vier
Isoformen: CamKlla, -B, -y und -6. Dabei nimmt die CamKlIla-Isoform eine wichtige Position
bei Sensitivierungsvorgangen in kleinen sensorischen Neuronen ein (Carlton, 2002).

In dieser Arbeit zeigte sich, dass die Expression der CamKlla geringer ausfallt, als andere
Markerproteine. Es kommt aber nicht zu einer Veranderung im STZ-Modell. In der Literatur
finden sich Studien, in denen gezeigt wurde, dass es nach Ligatur des N. ischiadicus in den
zugehdrigen lumbalen Spinalganglien zu einer Erhéhung der Expression von CamKlla
kommt und auch nach Applikation von Freund’s Adjuvant, welches eine akute Entzindung
und somit einen schmerzhaften Reiz auslost, wurde ein Anstieg der CamKlla gemessen
(Carlton, 2002). Diese Mechanismen basieren allerdings auf einem akuten, entzindlichen
Stimulus und unterscheiden sich somit von der durch Diabetes induzierten, sich langsam
entwickelnden Neuropathie. Im diabetischen STZ-Modell finden sich nur wenige Studien zur
Veranderung der Expression von CamKlla. Der Fokus in der Literatur liegt eher auf der
Aktivitatsanderung, was auch darauf hinweisen konnte, dass bisher kein Anstieg der
Expression gemessen wurde. Eine Studie zeigte, dass es zwei Wochen nach der
Diabetesinduktion zu einem Anstieg der gesamten CamKll kommt, unabhangig ihrer
Isoformen und es konnte auch ein Anstieg der pCamKlla, also der aktivierten a-Isoform
gemessen werden (Ferhatovic et al., 2013). Allerdings wurden keine Aussagen zur
Expressionsquantitat der nicht-phosphorylierten CamKlla getroffen, wodurch ein Vergleich
der Ergebnisse erschwert wird. Andere Studien machten ahnliche Beobachtungen im

Trigeminalganglion. Zwei Monate nach STZ-Applikation kam es zu einer Erhéhung von
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pCamKlla, ein Vergleich der CamKlla-Expression wurde nicht durchgefihrt (Jeri¢ et al.,
2015).

Die Expression der regulatorischen PKA Untereinheit RIIB, einem neuen Marker fir kleine
sensorische Nozizeptoren (Isensee et al., 2014), wurde bisher in Schmerzmodellen noch
nicht analysiert. Hier zeigte sich, dass die Expression von RIIB im Rattenmodel der

diabetischen Neuropathie unverandert bleibt.

IB4 fungiert als Marker flir ,nicht-peptiderge“ Neurone mit unmyelinisierten Nervenfasern
(Bae et al., 2015). Im STZ-Modell konnte gezeigt werden, dass es 14 und 28 Tage nach der
Diabetesinduktion zu einem Verlust von IB4/+ Neuronen in Spinalganglien kommt (Kou et al.,
2014). Dabei wurden gefrorene Ganglionschnitte gefarbt und durch ein konfokales
Lasermikroskop analysiert. In dieser Arbeit hingegen zeigte sich deutlich, dass es im STZ-
Modell weder zu einem Verlust, noch zu einer Verteilungsanderung der IB4/+ Neurone
kommt. Es zeigte sich allerdings eine recht starke biologische Variabilitat in den Einzeltieren,
die bei zu geringer Stichprobengréfie, zu der Annahme flihren kbnnte, dass es doch zu einer
Veranderung in der Expression kommt. Durch die in dieser Arbeit durchgefiihrte quantitative
Analyse mit mehr als 60.000 Neurone pro Gruppe, konnte das Risiko minimiert werden. In
einer anderen Studie zur IB4-Expression in einem neuropathischen Rattenmodell konnte
nach zwei Wochen keine Veranderungen der IB4-Expression in den enthommenen
Spinalganglien nachgewiesen werden. Erst nach vier Wochen zeigte sich eine Zunahme der
IB4-Expression (Chao et al., 2008).

Als Marker fur die myelinisierten, nicht-nozizeptiven Neurone wird NF-200 genutzt (Basbaum
et al., 2009). Die in dieser Studie aus dem STZ-Modell gewonnenen Neurone zeigten eine
identische Verteilung und Expression wie die der Kontrolltiere. Diese Beobachtung wird
durch Publikationen in der Literatur unterstitzt. Bei Untersuchung in einem neuropathischen
Mausmodell, welches durch Ligatur des N. ischiadicus erzeugt wurde, kam es nicht zu einer
Abweichung der NF-200-Expression in den Spinalganglien (Ruscheweyh et al., 2007). Auch
nach Diabetesinduktion durch STZ zeigte sich keine Veranderung der NF-200-Expression
(Mitani et al., 2008).

4.3 STZ Behandlung resultiert in erhohter Neuronenzahl in vitro

Alle isolierten Neurone wurden von der Praparation bis zur Auswertung nach demselben
Protokoll analysiert. Zellen aus Kontrolltieren wurden parallel und im Wechsel mit Zellen aus
dem STZ-Modell isoliert, behandelt und gefarbt. Auch die Reihenfolge sowie der Praparator

wurden randomisiert, wie auch die Anordnung auf den Platten. Dennoch wurden insgesamt
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bei der Auswertung signifikant mehr Neurone aus STZ-Tieren detektiert. Durch die zuvor
genannte  Randomisierung konnen wechselnde aufltere Bedingungen nahezu
ausgeschlossen werden. Offen bleibt die Frage, ob evil. das Nahrmedium zum Transport, in
der Zellkultur oder wahrend der Digestion durch die Kollagenase unterschiedlich gut von den
beiden Zellgruppen toleriert wird. Im verwendeten Medium zur Trituration und Aufarbeitung
ist unter anderem auch Insulin enthalten, welches zur Aufnahme von Glukose in die Zellen
fuhrt. Die aus dem STZ-Modell isolierten Neurone befanden sich vorher in einer dauerhaft
hyperglykdmischen Umgebung. Méglicherweise sind die Neurone dadurch sensitiver fur die
geringe Insulinkonzentration und somit lebensfahiger. Die erhohte Neuronenzahl des STZ-
Modells kénnte folglich durch ein Absterben der ,normalen” Nervenzellen zustande kommen,
welches sonst nicht detektiert wird, da der Prozentsatz recht stabil ist. Theoretisch kdnnte
natirlich auch die STZ-Behandlung oder die dadurch entstehende Hyperglykamie zur
Proliferation der Neurone flihren. Diese These ist aber eher unwahrscheinlich, da es sich bei
den in Spinalganglien vorliegenden Neuronen um bereits vollstandig ausdifferenzierte Zellen
handelt, in denen keine Mitose zu erwarten ist. Zudem fehlen entsprechende Hinweise in der
Literatur. Lediglich in intestinalen Epithelzellen wurden vereinzelt Hinweise auf vermehrte
Zellproliferation nach STZ induziertem Diabetes bzw. in hyperglykamischer Umgebung
gefunden (Dorfman et al., 2015, Li et al., 2016, Geoffroy et al., 2005). Zur Analyse und
Bestatigung dieser These sind weitere Untersuchungen unter sehr stabilen Bedingungen und

mit unterschiedlichen Nahrmedien noétig.

4.4 Stimulation mit PGI. fuhrt zu transienter Phosphorylierung von

PKA-RII, unabhangig vom diabetischen Phanotyp

Durch die Stimulation peripherer Nervenzellen mit PGl kommt es uUber GPCRs zur
Aktivierung der Adenylatzyklase. Diese generiert cAMP, welches wiederum die in Neuronen
vorliegende PKA-II aktiviert (Taiwo et al., 1989, Taiwo and Levine, 1991, Pierre et al., 2009,
Hucho and Levine, 2007). Gemessen werden kann diese Aktivierung anhand der Phospho-
Intensitat der regulatorischen Untereinheit RIl (siehe 1.1.4) (Isensee et al., 2014). In dieser
Arbeit wurden die Neurone unterschiedlich lange stimuliert. Bereits nach 1 min kam es zu
einem deutlichen Anstieg der Phospho-Intensitat, die anschlieRend kontinuierlich wieder
sank und nach zwei Stunden wieder dem basalen Level entsprach. Unterschiede im STZ-
Modell traten nicht auf. In der Literatur wird bereits beschrieben, dass die durch PGl;
induzierte Hyperalgesie nach 5 min nur noch von der Proteinkinase A abhangt und eine
Hemmung der Adenylatzyklase oder cAMP keine Reduktion der Hyperalgesie hervorruft

(Aley and Levine, 1999). Auch andere Publikationen beschrieben 30 min nach Stimulation
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mit Prostaglandin E2 deutlich erhéhte PKA-Phospohorylierung, die nach 180 min nicht mehr
nachweisbar war (Sachs et al., 2009). Teilweise wurde bereits zwischen den Isoformen PKA-
[, und der vor allem in Nozizeptoren exprimierten PKA-II differenziert. Durch Stimulation der
Neurone mit PGIl; kam es zu einer selektiven Aktivierung von PKA-II (Isensee et al., 2014).
Zum Vergleich der phanotypischen Auspragung der PGl induzierten Hyperalgesie im STZ-
Modell zu Kontrolltieren wurde parallel der nozizeptive Schwellenwert im Tiermodell
analysiert. Es wurde kein Unterschied zwischen den beiden Phanotypen festgestellt. PGl;
fuhrte in beiden Phanotypen gleichermallen zu einem dosisabhangigen Absinken des
Schwellenwertes (Ahlgren and Levine, 1993). Diese Beobachtungen unterstitzen die These,
dass die Signaltransduktion, die zur Aktivierung der PKA flihrt, im STZ-Modell nicht

verandert ist.

4.5 Die Variabilitat der ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation
mit NGF und OSM

Bei der Stimulation von Neuronen mit Neurotrophinen, wie NGF oder Zytokinen, wie OSM
kommt es zu einer intrazellularen Aktivierung von ERK1/2, die anhand der zunehmenden
ERK1/2-Phosphorylierung gemessen werden kann (Sammons et al., 2000, Delcroix et al.,
2003, Ko et al., 2016). Dieser Anstieg ist zeit- und dosisabhangig und eine erhdhte ERK1/2-
Phosphorylierung konnte bereits in verschiedenen hyperalgetischen Zustanden
nachgewiesen werden. Erhéhte ERK1/2-Phosphorylierung wurde in Spinalganglien z. B.
nach noxischer thermischer Stimulation und in neuropathischen Modellen durch partielle
Ligatur des N. ischiadicus, sowie in Rickenmarksneuronen nach Ligatur eines Spinalnervs
beobachtet (Dai et al., 2002, Kiguchi et al., 2009, Zhuang et al., 2005). Dieser Anstieg zeigte
sich transient und hielt nicht dauerhaft an. Es konnte aulerdem gezeigt werden, dass die
durch Adrenalin induzierte Hyperalgesie ERK1/2 abhangig ist (Aley et al., 2001). Eine
Blockade an unterschiedlichen Stufen der Signalkaskade zu ERK1/2 fiihrte zur Reduktion
der Hyperalgesie, wahrend eine Inhibition der anderen Signalwege, wie z.B. PKA und PKC
keinen Einfluss zeigte (Aley et al., 2001). In einem chronischen Schmerzmodell wie das der
diabetischen Neuropathie stellt sich die Frage ob ERK1/2 bereits in einer Art vorbereiteten,
also sensibilisierten Stadium (,primed state) vorliegt und sich die intrazellulare
Signaltransduktion nach Stimulation mit NGF verandert (Hucho and Levine, 2007). In PC12
Zellen wurde bereits ein entsprechendes Phanomen beobachtet. Eine einzelne Stimulation
mit NGF hatte keine Auswirkung, eine zweite Stimulation fihrte dann aber zu

Neuritenwachstum (Chung et al., 2010).
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In dieser Arbeit kam es bei der Stimulation der Neurone mit NGF zu sehr variablen
Ergebnissen. Anfangs zeigte sich eine deutlich erhohte ERK1/2-Phosphorylierung im STZ-
Modell im Vergleich zum gesunden Phanotyp, insbesondere nach 15 und 30 Minuten
Stimulation (siehe 3.5). Diese Ergebnisse entstanden aus Messungen von ca. 80.000
Neuronen, isoliert aus je 4 Tieren eines Phanotyps. Auch die Stimulation mit OSM zeigte erst
eine signifikant veranderte Kinetik der ERK1/2-Phosphorylierung. Wahrend diese OSM
induzierte Abweichung in weiteren Untersuchungen nicht mehr reproduzierbar war (siehe
3.8) zeigte die NGF induzierte Veranderung der ERK1/2-Phosphorylierung sich haufiger im
STZ-Modell, wenn auch im Laufe aller Experimente mit zunehmend geringerer EffektgroRe.
Dabei kam es gleichzeitig im STZ-Modell, sowie auch in den Kontrolltieren zu einem Anstieg
der ERK1/2-Phosphorylierung. Wahrend in den ersten Ergebnissen nach NGF Stimulation
eine 2 — 2,5-fache Steigerung auftrat, konnte in Wiederholungsexperimenten bis zu 3,5-fach
erhohte ERK1/2-Phosphorylierung gemessen werden. Dieser Effekt stellte sich jedoch in
beiden Phanotypen gleichermallen dar. Aufgrund der hohen Stabilitdt der parallelen
Untersuchungen zur PGl; vermittelten PKA-II-Phosphorylierung und der OSM induzierten
ERK1/2-Phosphorylierung, sollte dieser Variabilitat durchaus Beachtung geschenkt werden,
zumal bei der Herstellung des STZ-Modell ebenfalls eine hohe Variabilitat im Ausmaf der

eintretenden Hyperglykamie entsteht.

Die oben genannten Ergebnisse lassen sich unter verschiedenen Aspekten mit Hinweisen
aus der Literatur vereinbaren. In Studien zu viszeralen Colon-innervierenden Neuronen
wurde im neuropathischen STZ-Modell 8 Wochen nach Diabetesinduktion eine erhohte
ERK1/2-Phosphorylierung nachgewiesen und als mdgliche Ursache der viszeralen
diabetischen Hypersensibilitat diskutiert (Grabauskas et al., 2011). Weitere Studien zeigten
auch zeitabhangige Unterschiede in der ERK1/2-Phosphorylierung. Nach noxischer
Simulation von Neuronen kam es zu einer erhéhten ERK1/2-Phosphorylierung, die lediglich
2 - 5 min andauerte (Dai et al., 2002). in anderen Studien zeigte sich ebenfalls ein schnell
eintretender Anstieg, dieser hielt mindestens 30 min, oder aber auch mehrere Tage an
(Donnerer and Liebmann, 2010, Obata et al., 2004). Andere schlussfolgerten, dass es nach
Nervenschadigung zuerst zu einem zwischen einigen Minuten und mehreren Stunden
anhaltenden Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung in den Neuronen selbst kommt und
anschlielen auch zu einer Erhdhung in umgebenden Gliazellen und Astrozyten (Ma and
Quirion, 2005). Diese Ergebnisse lassen eine enorme Variabilitdt und Sensitivitat in der
ERK1/2-Phosphorylierung erkennen. Es liegen kaum vergleichbare Ergebnisse vor, da
entweder der Zeitpunkt aber auch das Modell sowie die Nachweismethode vollig
unterschiedlich gewahlt wurden. In den Ergebnissen dieser Arbeit zeigte sich bei STZ-Tieren

im Gegensatz zu den Angaben von Grabauskas et al. ohne Stimulation durch nozizeptive
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Mediatoren kein Anstieg der ERK1/2-Phosphorylierung, obwohl es sich um das gleiche
neuropathische Modell handelt. Die schmerzhaften Verdnderungen Uberwiegen im
Menschen aber in den ersten Wochen und Monaten der diabetischen Neuropathie, wahrend
spater eher Sensibilitdtsverluste und Taubheitsgefuihl beschrieben werden (Peltier et al.,
2014). Diese Arbeit fokussierte sich deshalb auf einen recht frlhen Zeitpunkt, 2 Wochen
nach Diabetesinduktion, also das Anfangsstadium der nachweisbaren Hyperalgesie im STZ
Modell, wahrend Grabauskas etal. die Tiere erst 8 Wochen nach Diabetesinduktion

untersuchten (Grabauskas et al., 2011).

Aufgrund der enormen Variabilitat und den kaum vergleichbaren Ergebnissen in der Literatur
sollte der Signalweg von NGF zu ERK1/2 im STZ-Modell genauer analysiert werden. NGF
bindet an die Tyrosinkinase TrkA und fuhrt dann Uber nachgeschaltete Proteine (Ras, Raf
und MEK) zur ERK1/2-Phosphorylierung. Eine Erklarung fur die enorme Variabilitat kdnnte
z. B. durch die gewahlte Dosis begriindet sein oder auch eine gegebenenfalls veranderte
Rezeptor-Liganden-Affinitdt im STZ-Modell. Aber auch veranderte ERK1/2-Expression hatte
zu einer Verschiebung der ERK1/2-Phosphorylierung nach Stimulation fihren kénnen. Dafiir
wurden Dosis-Wirkungskurven von NGF zu pERK erstellt und genauere Analysen zur
Quantitat der basalen ERK1/2-Expression durchgefihrt. Die TrkA-Expression und Verteilung
wurde ebenfalls analysiert. Es konnte gezeigt werden, dass die NGF induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung in sensorischen Neuronen dosisabhangig ist. Diese Ergebnisse
unterstitzen die Angaben in der Literatur, die in sympathischen Neuronen und Epithelzellen
der Cornea ebenfalls eine dosisabhangige ERK1/2-Phosphorylierung zeigten (Hong et al.,
2012, Vaillant et al.,, 1999), wahrend derzeit keine Untersuchungen diesbezlglich in
Spinalganglien vorliegen. Unterschiede der Dosis-Wirkungskurve im STZ-Modell traten

hingegen nicht auf.

Auch die Expression von TrkA stellte sich im neuropathischen STZ-Modell identisch dar,
bestatigend zu bereits verdffentlichten Angaben (Unger et al., 1998, Schmidt et al., 2000). Es
konnte aulRerdem gezeigt werden, dass TrkA in beiden Phanotypen vor allem in kleinen
Neuronen exprimiert wird, und insbesondere TrkA-positive Zellen nach der Stimulation mit
NGF eine starke ERK1/2-Phosphorylierung zeigen. Diese Beobachtung unterstiitzen
vorherige Studien zur Verteilung und Korrelation von TrkA im gesunden Phanotyp (Galoyan
et al., 2003, Averill et al., 1995).

Die Variabilitat der ERK1/2-Phosphorylierung sollte nicht unterschatzt werden. In
diabetischen und neuropathischen Modellen wurden Defizite im NGF-Transport, sowie im
NGF-Gehalt in Serum und Gewebe beobachtet (Hellweg and Hartung, 1990, Hellweg et al.,
1994, Faradji and Sotelo, 1990). Folglich kénnten diese Veranderungen den Effekt der
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variierenden ERK1/2-Phosphorylierung nach Zugabe von exogenem NGF erklaren.
Gegebenenfalls sind diese Neurone wesentlich sensibler gegentiber NGF, wenn sie langere
Zeit unter NGF-Restriktion standen. Weshalb die Effekte jedoch konstant abnahmen bleibt

vorerst unklar.

4.6 Einschrankungen der Arbeit und Ausblick

Diese Arbeit fand im Rahmen eines Kollaborationstests der Experimentellen Anasthesie und
Schmerzforschung der Uniklinik Kéin mit der Firma Grinenthal in Aachen statt. Durch den
raumlichen Abstand der beiden Institutionen und die neuen rdumlichen Umstadnde mussten
einige Schwierigkeiten bewaltigt werden. Die entnommenen Spinalganglien wurden von
Aachen nach Koln transportiert. Durch variables Verkehrsaufkommen und auch
unterschiedliche Aufientemperaturen konnten die Bedingungen vermutlich nicht vollstandig
stabil gehalten werden. Folglich stellt sich die Frage, ob die unterschiedlichen

Transportzeiten einen Einfluss auf die in Koln analysierten Neurone hatten.

Das STZ-Modell an sich weist aullerdem einige Schwankungen auf, wie z.B. die variierende
Anzahl der diabetischen Tiere nach STZ-Injektion. Ob die variablen Messungen mit der
Variabilitat des Modells korrelieren ist nicht eindeutig geklart. Auch wurde ein recht friher
Zeitpunkt nach der Diabetesinduktion gewahlt. Dies kdonnte zu einem Verlust bestimmter,
erst spater auftretender Effekte gefiihrt haben. Zudem wurden die Untersuchungen zu
Veranderungen bezuglich der diabetischen Neuropathie in einem einzigen Modell
durchgefihrt. Um allgemeingiltige Erkenntnisse zu generieren, sollten dieselben
Experimente auch in weiteren Modellen der diabetischen Neuropathie durchgefihrt werden.
Aullerdem waren auch vergleichende Analysen nach unterschiedlich lang bestehender

Neuropathie sinnvoll um den Verlust transienter Ereignisse zu umgehen.

Eine weitere Einschrankung betrifft die gemessene erhéhte Neuronenzahl im STZ-Modell.
Die Neuronenzahlung erfolgte erst nach der Stimulation und Fixation. Es kann nicht
eingeordnet werden, ob bereits mehr Neurone aus den einzelnen Tieren isoliert wurden,
oder ob die Neurone des STZ-Modells evil. nur besser an die Transport- und
Kulturbedingungen angepasst sind, wodurch zum Zeitpunkt der Fixation mehr vitale Neurone
verbleiben. Zur weiterfihrenden Differenzierung dieser Problematik ware z.B. eine
Versuchsreihe mit Variabilitat des Mediums, unter BerUcksichtigung der Zugabe bzw. des

Entzugs von Insulin und Glukose sinnvoll.
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5 Zusammenfassung

Zur ldentifizierung von Veranderungen in der intrazellularen schmerzsensibilisierenden
Signaltransduktion im Tiermodell der diabetischen Neuropathie wurden im Rahmen dieser
Arbeit qualitative und quantitative Untersuchungen durchgefihrt. Als Modell wurde das
bereits etablierte, substanzinduzierte, diabetische und neuropathische Streptozotocin-Modell
der Ratte verwendet. Die durch Streptozotocin (STZ) entstandenen Veranderungen wurden
zunachst in vivo anhand von Blutglukosemessungen und Schmerzverhaltensexperimenten
analysiert, auch mit Hinblick auf die Stabilitat des Modells. Anschlieend wurden quantitative
Analysen auf zellularer Ebene durchgefiihrt. Neurone der Spinalganglien aus STZ-Tieren
wurden auf schmerzrelevante Eigenschaften untersucht und mit den aus Kontrolltieren
gewonnenen Neuronen verglichen. Hierfir wurde die neuartige, in der Schmerzforschung
noch nicht verbreitete High Content Screening Mikroskopie verwendet. Die in vivo
Experimente zeigten, dass alle Tiere, die durch STZ eine Hyperglykdmie entwickelten, auch
eine Neuropathie entwickelten. Diese zeigte sich durch einen herabgesetzten Schwellenwert
der Schmerzinduktion. Es zeigte sich aber auch, dass nicht alle Tiere, die STZ erhalten
hatten, Uberhaupt Diabetes entwickelten. Ca. 50 % der Tiere, die STZ erhalten hatten,
zeigten nach zwei Wochen keine Hyperglykdmie und wurden von der Studie
ausgeschlossen. Vereinzelt wurden diese Tiere zusatzlich als separate Gruppe untersucht,
zeigten aber keine Abweichungen zu Kontrolltieren. Die zellulare Analyse zeigte zunachst,
dass es im STZ-Modell weder zu einem ubiquitaren Zellverlust, noch zu einem Verlust einer
spezifischen Subgruppe in den Spinalganglien kommt. Die Subgruppenverteilung, gemessen
an den Markerproteinen TRPV1, Nav1.8, CGRP, CamKlla, B4, RIIB und NF-200 stellte sich
in beiden Phanotypen identisch dar. Zur Feststellung etwaiger Veranderungen in der
intrazellularen Signaltransduktion wurden bekannte schmerzsensibilisierende Mediatoren
verwendet und ihre Zielproteine PKA-II und ERK1/2 untersucht. Die PGI; induzierte
Aktivierung von PKA-Il wurde anhand der phosphorylierten Untereinheit pRIl gemessen und
zeigte in beiden Phanotypen einen identischen, zeitabhangigen Verlauf, der zuerst einem
starken Anstieg unterlag und dann innerhalb von 2 h wieder auf die Ausgangsintensitat sank.
OSM zeigte im STZ-Modell keine Abweichung in der ERK1/2-Phosphorylierung im Vergleich
zum gesunden Phanotyp. Nach Stimulation mit NGF hingegen kam es zu sehr variablen
Ergebnissen. NGF induzierte im STZ-Modell teilweise wesentlich starkere ERK1/2-
Phosphorylierung, weshalb dieser Signalweg anschlielRend noch differenzierter untersucht
wurde. NGF bindet an den Rezeptor TrkA und aktiviert so eine Signalkaskade Uber Proteine
und Kinasen wie z.B. Ras, Raf und MEK, die wiederum ERK1/2 aktivieren. Die

Rezeptorexpression von TrkA zeigte eine deutlich hdhere Auspragung in kleinen Neuronen
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Zusammenfassung

und zudem eine Korrelation der Neurone, die auf eine Stimulation mit NGF mit starker
ERK1/2-Phosphorylierung reagierten. Diese Verteilung war auch im STZ-Modell erkennbar.
Die basale ERK1/2 Expression zeigte keine Abweichung. Es wurden auflerdem Dosis-
Wirkungs-Kurven erstellt, in denen erkennbar wurde, dass sich die NGF-induzierte ERK1/2-
Phosphorylierung dosisabhangig darstellt, es aber nicht zu Abweichungen im STZ-Modell
kommt. Eine weitere, etwas unerwartete Beobachtung betraf die Anzahl der isolierten

Neurone. Insgesamt wurden mehr Zellen aus dem STZ-Modell isoliert.
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6 Summary

Changes in intracellular pain sensitizing signaling pathways in sensory neurons in a

rat model of diabetic neuropathy

To identify changes in intracellular pain sensitizing pathways in a rat model of diabetic
neuropathy this study performed qualitative and quantitative analysis. Streptozotocin (STZ)
injection was used as an established substance-induced model of diabetic neuropathy. STZ-
induced changes were analyzed in vivo using blood glucose measurements and mechanical
pain threshold measuring via paw pressure test, reflecting the reproducibility of the model.
Quantitative studies were performed on dorsal root ganglions in vitro. The fairly new
technology of High Content Screening Microscopy was used to analyze pain sensitizing
signaling pathways. In vivo studies showed that all animals that developed hyperglycemia
also developed a neuropathy, as demonstrated by a decreased pain threshold. Furthermore,
it was also demonstrated, that up to 50 % of the animals that received STZ did not become
hyperglycemic within 2 weeks. They were either excluded from the study, or investigated as
a separate group, but this did not result in significant findings. Cellular analysis showed that
there is neither ubiquitous lack of neurons in the STZ model, nor loss of a specific subgroup.
The distribution of neuron subtypes, as determined using the subtype markers TRPV1,
Nav1.8, CGRP, CamKlla, IB4, RIIB and NF-200, was identical in both phenotypes. To
identify changes in the sensitizing signaling pathways themselves, stimulating agents were
used and the downstream mediators Proteinkinase Il (PKA-Il) and Extracellular-signal
regulated kinase 1/2 (ERK1/2) were measured as markers of activation. Prostaglandin 2
(PGI.) induced activation of PKA-II was identical in both phenotypes, increasing rapidly after
stimulation and then decreasing slowly to baseline within 2 hours. Oncostatin M showed an
identical activation of ERK1/2 in both phenotypes as well. Stimulation with nerve growth
factor (NGF) resulted in a high variability in ERK1/2 activation. Response to NGF was
markedly increased in the STZ group compared to control animals, prompting further
analysis of the NGF-ERK1/2 pathway. NGF binds to Tropomyosin receptor kinase A (TrkA)
inducing the activation of the signaling cascade. This results in phosphorylation of proteins
and kinases like Ras, Raf and MEK, leading to activation of ERK1/2. Expression of TrkA was
elevated in small neurons and correlated with the NGF responsive neurons showing a high
amount of phosphorylated ERK1/2 upon stimulation. This distribution of TrkA could also be
observed in the STZ model. No change could be observed in basal ERK1/2 expression
between STZ-treated and control animals. Dose-response analysis showed a strong NGF

dose-dependent phosphorylation of ERK1/2, but no difference between the groups.
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Summary

Unexpectedly the total number of neurons isolated from STZ-treated animals was always

higher, compared to those from control animals.
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8.1 Abkurzungsverzeichnis

Abb. Abbildung

ADA American Diabetes Association

ATP Adenosintriphosphat

BDNF Brain-derived neurotrophic factor

BSA bovines Serumalbumin

bzw. beziehungsweise

ca. circa

CamKlla Calcium/Calmodulin-dependent kinase Il a
cAMP cyklisches Adenosinmonophosphat
CCM Corneal Confocal Microskopy

CGRP Calcitonin-Gene-Related Peptide

CO; Kohlenstoffdioxid

CREB cAMP response element binding protein
CTL Kontrolltiere

Ctrl Kontrolle

Ca katalytische Untereinheit Ca

CB katalytische Untereinheit C

Cy katalytische Untereinheit Cy

DAPI 4' 6-Diamidin-2-phenylindol

DM1 Diabetes mellitus Typ 1

DM2 Diabetes mellitus Typ 2

DPBS Dulbecco's Phosphate-Buffered Saline
DRG dorsal root ganglion; Spinalganglion
DSP distale sensomotorische Polyneuropathie
EC50 mittlere effektive Konzentration

ERK1/2 Extracellular-signal requlated kinase 1/2
et al. und andere

Fsk Forskolin

GDNF Glial cell-derived neurotrophic factor
GPCR G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
Gs-GPCR stimulierende G-Protein-gekoppelte Rezeptoren
h Stunden
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HCS
IASP
IB4
IDF
JNK
kDa

LANUV

MAP-Kinase
MEK
MEM
min
Mio.
mRNA
Nav1.7
Nav1.8
NB
NDSB
NF-200
NGF
NGSB
Non
NT-3
NT-4
NT-5
OosSMm
p.G.
P75NT
PARP
PC12
PDE
pPERK
PFA
PGl
PGP
PKA

High Content Screening

International Associaton for the Study of Pain

Griffonia (Bandeiraea) simplicifolia isolectin B4
International Diabetes Federation

c-Jun N-terminale Kinase

Kilodalton

Landesamt fir Natur, Umwelt und Verbraucherschutz Nordrhein-
Westfalen

Mitogen-aktivierte Proteinkinase

MAPK/ERK-Kinase

Minimum Essential Medium

Minuten

Millionen

messenger-Ribonukleinsaure

Voltage-gated sodium channel Na(v)1.7

Voltage-gated sodium channel Na(v)1.8

Neurobasal-A Medium

Normal donkey serum block

Neurofilament 200

Nerve Growth Factor

Normal goat serum block

Tiergruppe, die nach STZ Injektion nicht diabetisch wurden
Neurotrophin-3

Neurotrophin-4

Neurotrophin-5

Oncostatin M

per Gruppe

p75 Neurotrophin Rezeptor

Poly (ADP-ribose) polymerase

Zellinie, die aus einem (Phaochromocytom) der Ratte stammt.
Propabilitiy Density Estimation: Verteilungswahrscheinlichkeit
phosphorylierte Extracellular-signal regulated kinase 1/2
Paraformaldehyd

Prostazyklin

Protein Gene Product 9.5

Proteinkinase A
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PKA-II Proteinkinase A-II

PKA-RII Regulatorische Untereinheit RIl der Proteinkinase A
PKC Proteinkinase C

PPT paw pressure test; Pfotendrucktest

pRII phosphorylierte regulatorische Untereinheit RII
PrkX Proteinkinase X

Rlla Regulatorische Untereinheit Rlla

RIIB Regulatorische Untereinheit RIIB

RIIB/+ RIIB-positiv

Rla Regulatorische Untereinheit Rla

RIB Regulatorische Untereinheit RIf3

SEM Standard Error of the Mean

STZ Streptozotocin

TrkA Tropomyosinrezeptorkinase A

TrkB Tropomyosinrezeptorkinase B

TrkC Tropomyosinrezeptorkinase C

TRPV1 Transient Receptor Potential Vanilloid 1
TTX-R Tetrodotoxin-resistent

u. a. unter anderem

UCHL1 Ubiquitin C-Terminal Hydrolase L1
v.l.n.r. von links nach rechts

VEGF Vascular Endothelial Growth Factor
VS. versus

z. B. zum Beispiel
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