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1. Einleitung

1.1. Schmerz

Der Schmerz ist durch die International Association for the Study of Pain als
unangenehme, sensorische (d.h. Nozizeption) und emotionale Erfahrung definiert, die mit
bereits eingetretenen oder drohenden Verletzungen einhergeht oder als solche
empfunden wird. Der Schmerz wird in verschiedene Formen unterteilt wie z.B. der
entzindliche und der neuropathische Schmerz. Der Entziindungsschmerz (z.B.
postoperativer und arthritischer Schmerz) gehort zu den haufigsten Formen der akuten
und chronischen Schmerzen. Schmerzen sind von grof3er Bedeutung sowohl flr die
Gesundheit des Einzelnen, als auch fir die Okonomie, nicht nur aufgrund der direkten
medizinischen Behandlungskosten, sondern auch wegen der Kosten, die durch
Arbeitsausfall entstehen. Ein weiterer Grund sind Ausgleichszahlungen und Pensionen,
die chronischen Schmerzpatienten bezahlt werden mussen.

Der erste Schritt in der Schmerzbehandlung ist Ublicherweise pharmakologisch. Bei
chronischen Schmerzen wird dieser unterstutzt durch Verhaltensanderungen der
Patienten [1]. Die Opioide (z.B. Morphin) sind die effektivsten Medikamente in der
Behandlung des akuten und des chronischen Schmerzes, jedoch ist der breite Einsatz
durch Nebenwirkungen wie Atemdepression, Ubelkeit, Bewusstseinseintriibungen,
korperliche und psychische Abhangigkeit, die von dem Einfluss der Opioide auf das
zentrale Nervensystem (Gehirn, Ruckenmark) herruhren, eingeschrankt [2]. Eine neue
Generation von Opioiden ist in der Entwicklung [1]. Diese neue Klasse aktiviert selektiv
Opioidrezeptoren aul3erhalb des zentralen Nervensystems, wodurch die oben genannten

Nebenwirkungen umgangen werden [1,3].

1.2. Periphere Opioidrezeptoren

Ursprunglich wurde davon ausgegangen, dass die schmerzhemmende Wirkung (d.h.
Analgesie) der Opioide durch Rezeptoren vermittelt wird, die ausschliel3lich im zentralen
Nervensystem vorkommen [4]. Drei verschiedene Opioidrezeptoren sind bekannt: y-, -
und k-Rezeptoren. Die cDNAs und ihre Gene, die fir die drei Opioidrezeptoren kodieren,
wurden bereits identifiziert [2]. Mittlerweile konnten alle drei Opioidrezeptoren neben dem
zentralen Nervensystem auch im Hinterwurzelganglion und an peripheren sensorischen
Nervenendigungen sowohl bei Tieren als auch bei Menschen nachgewiesen werden
(Abb.1) [5,6]. Die Zellkerne dieser peripheren sensorischen Neurone liegen in den

Hinterwurzelganglien und exprimieren die mRNA aller drei Opioidrezeptoren und deren
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Rezeptorproteine [7]. Die Bindungscharakteristik der peripheren Opioidrezeptoren ist der
der zentralen Opioidrezeptoren ahnlich [8]. Alle drei Rezeptoren gehdren zu der Familie
der sieben transmembranaren G-Protein-gekoppelten Rezeptoren [9]. Nach Bindung von
Opioidagonisten an den Rezeptoren kommt es zur Aktivierung der inhibitorischen
G-Proteine (Gio). Die Aktivierung fuhrt zum Verschluss von Kalzium- und Natriumkanalen
und zu einer Abnahme von cyclischem Adenosinmonophosphat [10,11]. Somit bewirken
Opioide eine Abnahme der neuronalen Erregung, der Ausbreitung der Aktionspotentiale
und der Freisetzung von nozizeptiven, inflammatorischen Neuropeptiden (z.B. Substanz
P) an den peripheren Endigungen der Nozizeptoren [12,13]. Die Aktivierung von
Opioidrezeptoren an den peripheren Endigungen von sensorischen Nerven durch Opioide
fuhrt beim Menschen zur Analgesie, bzw. beim Tier zur Antinozizeption. Es zeigte sich,
dass die Opioidrezeptoren von dem Hinterwurzelganglion zu den peripheren Endigungen
der sensorischen Nerven transportiert werden [14], und dass die Synthese und der
axonale Transport durch Entziindung verstarkt wird [5,8]. Somit fuhrt die Entzlindung im
peripheren Gewebe zu einer Hochregulierung der Opioidrezeptoren [5,8]. Aufgrund der
vermehrten Anzahl von nozizeptiven Nervenendigungen und der unterbrochenen
perineuralen Barriere im entzindeten Gewebe ist der Zugang der Opioidagonisten zu den
Rezeptoren vereinfacht [15,16]. Diese Effekte munden in einer verstarkten analgetischen
Effektivitat von Opioiden an den peripheren Rezeptoren im entzlindeten Gewebe. Im
Gegensatz dazu ist im nicht entziindeten Gewebe héchstens eine geringe analgetische
Wirkung der Opioide nachweisbar [1,16].

Die Bedeutung der Opioidrezeptoren an sympathischen Nervenfasern im Rahmen
peripherer antinozizeptiver Effekte von Opioiden wird kontrovers dargestellt [1,17].
Inwieweit Opioidrezeptoren von Immunzellen exprimiert werden, wurde bisher nicht

untersucht.

1.3. Periphere Opioidantinozizeption

Die periphere Opioidantinozizeption kann entweder mit Agonisten erreicht werden, die
nach systemischer Applikation die Bluthirnschranke nicht passieren kdnnen und somit
keinen Zugang zum zentralen Nervensystem haben oder durch Injektion von
Opioidagonisten in geringen, systemisch inaktiven Dosierungen direkt in das periphere
entzindete Gewebe (Abb.1).
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Abbildung 1. Die Interaktionen von Opioiden an peripheren Opioidrezeptoren im
entziindeten Gewebe. Opioidrezeptoren und Neuropeptide (wie z.B. Substanz P oder
das Calcitoningen-verwandte Peptid) werden im Hinterwurzelganglion synthetisiert und
zu zentralen und peripheren Prozessen entlang des primar afferenten Neurons
transportiert. Exogene Opioide binden an diesen peripheren Opioidrezeptoren.
Daraufhin kommt es zur Antinozizeption entweder durch Unterdrickung der Erregung
des Nerven oder durch Verhinderung von erregenden, proinflammatorischen
Neuropeptiden (wie z.B. Substanz P oder dem Calcitoningen-verwandten Peptid). Bei
Aktivierung durch Stress oder Releasingfaktoren (z.B. Corticotropin Releasing
Hormone) sezernieren Immunzellen Opioide, die ebenfalls die peripheren Opioid-
rezeptoren aktivieren. L = Lymphozyten, M = Monozyten; modifiziert nach Stein [18]

Die periphere Antinozizeption konnte beim neuropathischen, viszeralen, Knochen- und
Entzindungsschmerz bei Tieren bereits festgestellt werden [1,19-21]. Viele klinische
Studien untersuchten die direkte Applikation von Opioiden in die verletzten Regionen
[1,21,22]. Zum Beispiel kann lokal appliziertes Morphin die Schmerzen bei chronisch
rheumatischer Arthritis und bei Osteoporose lindern. Zudem kann es im Rahmen diverser
Operationen, wie z. B. Knie-, Zahn-, Harnblasen- oder laparoskopischen Operationen,
sowie bei der Entnahme von Knochenmark eingesetzt werden [1]. Diese selektive
Aktivierung von peripheren Opioidrezeptoren hat den entscheidenden Vorteil, dass eine
effektive Analgesie gewahrleistet werden kann, ohne dass die typischen Nebenwirkungen
von zentral wirkenden Opioiden oder Zyklooxygenasehemmern auftreten.

Opioidrezeptoren kdnnen auch von endogenen Opioidpeptiden aktiviert werden
(Abb.1). Mitte der 70er Jahre wurden drei Familien von Opioidpeptiden in Nerven und im
neuroendokrinen System charakterisiert [23]. Die drei Familien entstehen aus den drei

verschiedenen Vorstufenproteinen Proopiomelanocortin (POMC), Proenkephalin und
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Prodynorphin [23]. Durch entsprechende Reaktionen entstehen aus den
Vorstufenproteinen die jeweiligen Opioid-peptide B-Endorphin, Enkephaline und
Dynorphin A [23] (Tabelle 1).

B-Endorphin besteht aus 31 Aminosauren, Dynorphin A aus 17 und die Enkephaline
sind aus 5 Aminosauren aufgebaut. Diesen Opioidpeptiden ist die Grundstruktur von
Tyr-Gly-Gly-Phe am N-terminalen Ende gemeinsam. Keines dieser Peptide zeigt eine
Selektivitat zu nur einem der Opioidrezeptoren. B-Endorphin bindet vor allem an p- aber
auch an d-Rezeptoren, Enkephaline binden hauptsachlich an &-, aber auch an p-
Rezeptoren und Dynorphin bindet Uberwiegend an k-, jedoch auch an p- und &-
Rezeptoren [23,24].

Innerhalb des Nervensystems ist die Verteilung der Opioidpeptide unterschiedlich. Im
Gehirn kommen alle drei Peptide vor, im Rickenmark und in den Hinterwurzelganglien
hingegen werden Uberwiegend Enkephaline und Dynorphine exprimiert. B-Endorphin wird
daruber hinaus in der Hypophyse produziert, und in der Nebennierenrinde werden
Enkephaline gebildet [23]. AuRerdem wurde die Synthese aller drei Peptide durch
Immunzellen nachgewiesen [25-27]. Tatsachlich konnte gezeigt werden, dass die
Opioidpeptide, die von Immunzellen abstammen, die Uberwiegende Gruppe der
endogenen Liganden stellen, die an periphere Opioidrezeptoren binden und somit der

lokalen Unterdrickung des Entzindungsschmerzes dienen (Abb.1) [1,26].

Tabelle 1.Struktur und Rezeptorspezifitat der endogenen Opioidpeptide

Opioidpeptide Peptidstruktur Opioidrezeptoren

B-Endorphin Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-Thr-Ser-Glu-Lys-Ser-GIn-
Thr-Pro-Leu-Val-Thr-Leu-Phe-Lys-Asn-Ala-lle- M, ©
Val-Lys-Asn-Ala-His-Lys-Lys-Gly-GIn-OH

Met-Enkephalin  Tyr-Gly-Gly-Phe-Met-OH 0, U
Leu-Enkephalin  Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-OH o, U
Dynorphin A Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu-Arg-Arg-lle-Arg-Pro-Lys- K, M, ©

Leu-Lys-Tyr-Asp-Asn-GIn-OH

Endomorphin-1  Tyr-Pro-Trp-Phe-OH V]
Endomorphin-2  Tyr-Pro-Phe-Phe-OH ¥
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1.4. Endomorphine

1.4.1. Aufbau, Isolierung und Expression

Endomorphin-1 (EM-1) und Endomorphin-2 (EM-2) sind zwei neu entdeckte endogene
Opioide mit einem Molekulargewicht von 665,7, bzw. von 626,7 kDa [28,29]. Sie sind sehr
kurze Peptide, die nur aus 4 Aminosauren bestehen (Tabelle 1). Diese Peptide
unterscheiden sich in ihrer Aminosauresequenz von den bereits bekannten endogenen
Opioidpeptiden, denen die Sequenz Tyr-Gly-Gly-Phe gemeinsam ist [23,28]. Die
Aminosauresequenz der Endomorphine (EMs) Tyr-Pro ist identisch mit den bereits
bekannten Opioiden B-Casomorphin, Morphiceptin und Hemorphin. Diese konnten jedoch
nicht im Gehirn nachgewiesen werden [28].

Die EMs binden mit einer hohen Selektivitat und Spezifitat an y-Opioid-Rezeptoren
[28,30], den wichtigsten Opioidrezeptoren bei der Behandlung von akutem und
chronischem Schmerz von Patienten. EM-1 zeigt am p-Opioid-Rezeptor eine 4000 mal
hohere Selektivitat als am 6-Opioid-Rezeptor und eine 15000 mal hohere Selektivitat als
am k-Opioidrezeptor. Fur EM-2 ist eine dementsprechende 13000, bzw. 7500 hohere
Selektivitat bekannt [28]. Die EMs konnten in Studien mit Hilfe des Radioimmunoassays
und der Immunzytochemie in den Nervensystemen von Rindern, Menschen, Ratten,
Affen, Mausen und Meerschweinchen nachgewiesen werden [28,29]. Im Rindergehirn ist
die Konzentration dieser Peptide geringer als die Konzentration von den Enkephalinen,
aber vergleichbar mit der von B-Endorphin und Dynorphin A [28]. In sehr viel hdheren
Dosierungen konnten die EMs im menschlichen Gehirn nachgewiesen werden [31]. Beide
EMs wurden in Strukturen gefunden, die mit der Schmerzweiterleitung und mit der
Expression von p-Rezeptoren assoziiert werden. EM-1 ist im Vergleich zu EM-2
Uberwiegend im Gehirn vorzufinden, EM-2 ist hingegen im Rickenmark pravalenter [32].
Neben dem zentralen Nervensystem wurden die Endomorphine auch in peripheren

Abschnitten von primar sensorischen Nerven und in Immunzellen gefunden [33,34].

1.4.2. Antinozizeptive Effekte der Endomorphine

Vorangegangene Studien haben sich auf die Evaluation der antinozizeptiven Effekte
konzentriert, die durch die EMs im zentralen Nervensystem induziert wurden. Dabei
wurden entweder Tiere mit einem akuten Schmerzereignis (ohne Gewebsverletzung) oder
Tiere mit einer Entziindung untersucht, die erst seit kurzer Zeit bestand (1-3 Std.) [29,35].

Injektionen von EM-1 oder EM-2 in den lateralen Ventrikel des Gehirns (intraventrikular)



12

fuhrten zu einer dosisabhangigen Anhebung der Schmerzschwelle. Die Schmerzschwelle
wurde durch einen schmerzhaften Druck auf die Hinterpfote (Pfotendruck-Test) oder
durch einen schmerzhaften thermischen Reiz auf den Schwanz (Schwanzschlag-Test)
oder auf die Hinterpfoten (heile Platte-Test) bestimmt. Dieses wurde an gesunden Tieren
[28,35-41] oder an Tieren mit einer durch Formalin induzierten Entzindung der
Hinterpfote [42] durchgefuhrt. Vergleichbare antinozizeptive Effekte wurden nach der
Applikation von EMs in das Rickenmark (intrathekal) beobachtet. Dazu wurden
schmerzhafte thermische und mechanische Reize auf die Hinterpfote von Tieren
appliziert. Dieses erfolgte an Tieren ohne Gewebsverletzung [43-48], an Tieren mit einer
EntzUndung in nur einer Hinterpfote, die durch Formalin [43,49] oder durch Carrageenan
[48,50,51] induziert wurde oder an Tieren bei denen der Nervus ischiadicus ligiert wurde
[52]. Die Ligatur des Nervus ischiadicus diente dem Modell des neuropathischen
Schmerzes.

1.4.3. Die Rezeptorselektivitat der durch EMs induzierten Antinozizeption

Die antinozizeptiven Effekte der EMs konnten in samtlichen Schmerzuntersuchungen
durch unterschiedliche Antagonisten aufgehoben werden, z.B. durch Naloxon und durch
Naltrexon, den klassischen Antagonisten aller Opioidrezeptoren [28,41,53,54] oder durch
die selektiven Antagonisten an den u-Opioidrezeptoren wie Naloxonazin [53,55],
B-Funaltrexamin [28,53,55], Cyprodim [43,56] und durch CTOP [28,47]. CTOP ist ein p-
Opioidrezeptorantagonist mit der Struktur p-Phe-Cys-Tyr-p-Try-Orn-Thr-Pen-Thr-NH,. In
den p-Rezeptor Knockout-Mausen sind antinozizeptive Effekte der EMs nicht aufgetreten
[39,40]. CXBK-Mause sind gegenlber EMs nicht sensitiv aufgrund eines Mangels an
M1-Bindungsstellen im Gehirn [53]. Folgende Studien gehen davon aus, dass die
antinozizeptiven Effekte der EMs durch p-Opioidrezeptoren im Gehirn [28,53,55], im
Ruckenmark [43,47,55] oder im peripheren Gewebe [52] vermittelt werden. DarlUber
hinaus wurde in einigen Studien berichtet, dass die EM-2 induzierte Antinozizeption durch
selektive k- oder 6-Rezeptorantagonisten aufgehoben werden konnte. Die Antagonisten
wurden entweder in das Gehirn [36-38] oder in das Rickenmark [46,47] appliziert. Die
Antagonisierung wurde durch eine EM-2 induzierte Freisetzung von Dynorphin A (1-17)
und Met-Enkephalin [57,58] begrindet. Dieses wiederum impliziert eine indirekte Wirkung
von EM-2 durch die k- und 6-Rezeptoren.
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2. Zielsetzung

Der Entziindungsschmerz ist einer der haufigsten Formen des akuten und chronischen
Schmerzes. Die meisten Medikamente zur Behandlung des Entziindungsschmerzes
(z.B. nichtsteroidale Antiphlogistika und zentral wirkende Opioide) kdnnen zu ernsthaften
Nebenwirkungen fihren. Somit ist ein hoher Bedarf an neuen Mitteln und
Applikationsformen vorhanden, die eine Linderung der Entziindungsschmerzen ohne
Nebenwirkungen bewirken. Die EMs sind die endogenen Opioide, die zuletzt entdeckt
wurden. Sie binden mit einer hohen Spezifitat und Affinitat an den p-Opioidrezeptor [28],
dem wichtigsten Opioidrezeptor fur die Kontrolle des akuten und chronischen Schmerzes
in der Klinik. Die Expression von EMs durch Immunzellen und primar sensorische Nerven
[33,34] lasst vermuten, dass die EMs Liganden an peripheren Opioidrezeptoren sind. Im
Gegensatz zu Studien bezlglich des neuropathischen Schmerzes [52] war es bisher nicht
bekannt, ob die EMs einen seit langerem bestehenden entziindlichen Schmerz
unterdricken konnen. Des Weiteren steht ein direkter Vergleich zwischen den EMs und
dem klassischen endogenen Opioid B-Endorphin unter oben genannten Bedingungen
noch aus.

Der Schwerpunkt meiner Studie lag auf der Ermittlung der peripheren antinozizeptiven
Effekte von EM-1 und EM-2 bei langer bestehenden entziindlichen Schmerzen. Das
Modell fir diese Bedingungen lieferte mir flir meine Versuche eine durch komplettes
Freundsches Adjuvanz (CFA) induzierte Entziindung in der rechten Hinterpfote von

Ratten. Insbesondere zielte ich auf die Antworten folgender Fragen:

1. Wirken EM-1 und EM-2 im peripheren entzindeten Gewebe antinozizeptiv?

2. Wirken EM-1 und EM-2 im peripheren nicht entziindeten Gewebe antinozizeptiv?

3. Welche Opioidrezeptoren vermitteln die peripheren antinozizeptiven Effekte von
EM-1 und EM-2?

4. Kommt es durch EM-1 und EM-2 indirekt Uber andere Opioidpeptide zu
antinozizeptiven Effekten?

5. Binden EM-1 und EM-2 an periphere Opioidrezeptoren?
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6. Wie wird die durch EM-1 und EM-2 induzierte periphere Antinozizeption im Vergleich

zu den Effekten von B-Endorphin vermittelt?

3. Methodik

3.1. Tiere

In allen Experimenten wurden mannliche Ratten vom Stamm Wistar mit einem Gewicht
von 170 - 200 g eingesetzt, die in der Charité-Universitatsmedizin Berlin, Campus
Benjamin Franklin, Berlin, Deutschland, gezuchtet wurden.

Die Ratten waren in RGumen mit gleichbleibender Temperatur, 22 + 1°C, und einer
Luftfeuchtigkeit zwischen 60% und 65% untergebracht. In den Rdumen gab es keine
Fenster, es herrschte ein strenger Hell-dunkel-Rhythmus. Von morgens 7:00 Uhr bis
abends 19:00 Uhr war das Licht an, von 19:00 Uhr bis 7:00 Uhr das Licht aus. Diese
standardisierten Rahmenbedingungen dienten dazu, durch maoglichst gleichbleibende
Umstande bei den Tieren so wenig Stress wie moglich auszulésen, und damit die
Fehlerquote so gering wie moglich zu halten. Die Kafige waren mit 3 - 4 cm Kleintierstreu
bedeckt und stets mit Standardnahrung flr Nagetiere (Spezialdiaten GmbH, Soest,
Deutschland) und Leitungswasser ausreichend gefulit.

Die Experimente und die Pflege der Tiere entsprachen dem Standard der ethischen
Richtlinien [59] und sind von den ortlichen Verantwortlichen (Landesamt fur Arbeitsschutz,
Gesundheit und Technische Sicherheit, Berlin, Deutschland) genehmigt worden. Die
Aktenzeichen und die Daten der behoérdlichen Genehmigungen fir die Tierversuche sind
G 0047/98 01.04.1999 und G 0200/03 08.12.2003.

3.2. Vorbereitung fiir die Versuche

Vor der Durchfuhrung einer Versuchsreihe waren die Ratten in reinen Tierrdumen
untergebracht. Finf Tage vor den Versuchen wurden die Tiere in die Untersuchungs-
raume gebracht und in Einzelkafige gesetzt. Die Ratten wurden an 4 Tagen taglich von
mir aus ihren Kafigen herausgeholt und einer dem Versuch ahnlichen Situation
ausgesetzt. Dabei wurden sie jedoch nicht untersucht, sondern sollten lediglich an den
Versuchsablauf und an mich gewdhnt werden. Dieses Verfahren diente zur Stress-
reduzierung bei den Ratten und somit ebenfalls zur Minimierung von Fehlerquellen. Fr
jede einzelne Behandlung, d.h. fir jede unterschiedliche Dosierung einer Substanz wurde

eine andere Gruppe von Ratten (n = 6 - 8 pro Gruppe) inklusive einer Kontrollgruppe



eingesetzt. Alle Experimente wurden in einem mir verblindeten Ablauf durchgefuhrt, d.h.

ich habe nummerierte GefalRe erhalten ohne Uber deren Inhalt zu wissen.

3.3. Substanzen

Substanzen zur Inhalation
Halothan (Willy Rusch Hospital Vertrieb, Boblingen, Deutschland)

Substanzen zur Injektion

Es wurden entweder Opioidrezeptoragonisten oder Opioidrezeptorantagonisten, bzw.
CFA zur Entzindungsinduktion oder 0,9%-iges NaCl fur die Kontrollgruppe injiziert. CFA
(Calbiochem, San Diego, USA) besteht aus 0,1%-igem abgetdteten Mycobacterium
butyricum in 85%-igem Marcol 52 und 15%-igem Aracel A mannide monooleate. Alle
Agonisten und Antagonisten wurden zuvor in 0,9%-igem NaCl oder in sterilem Wasser

gelost.

Opioidrezeptoragonisten
EM-1, Opioidpeptid, selektiv gegenlber u-Opioidrezeptoren
EM-2, Opioidpeptid, selektiv gegenluber u-Opioidrezeptoren
B-Endorphin, Opioidpeptid, bindet an y- und &-Opioidrezeptoren
Alle drei Agonisten wurden von Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Opioidrezeptorantagonisten

Naloxonhydrochlorid (NLX), ein unselektiver Opioidrezeptorantagonist

15

D-Phe-Cys-Tyr-D-Trp-Orn-Pen-Thr-NH, (CTOP), ein selektiver u-Opioidrezeptorantagonist

N, N-diallyl-Tyr-Aib-Aib-Phe-Leu (ICl 174,864) ein selektiver 6-Opioidrezeptorantagonist
Naltrindolhydrochlorid (NTI), ein selektiver 8-Opioidrezeptorantagonist
norBinaltorphimindihydrochlorid (norBNI), ein selektiver k-Opioidrezeptorantagonist

Alle Antagonisten wurden von Sigma (Taufkirchen, Deutschland) bezogen.

Monoklonale Antikérper gegen Opioidpeptide
anti-3-Endorphin (Peninsula Laboratories, Merseyside, UK)
anti-Met-Enkephalin (Peninsula Laboratories, Merseyside, UK)

anti-Leu-Enkephalin (Phoenix Pharmaceuticals, Inc., Belmont, CA)
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3.4. Anasthesie

Alle Ratten erhielten stets vor einer Injektion eine kurze Halothannarkose, damit der
Einstichschmerz der Nadel so weit wie moglich reduziert werden konnte und somit die
Ratten so wenig Stress wie moglich ausgesetzt wurden. Fir die Durchfihrung der
Narkose wurden die Ratten vorsichtig aus ihren Kafigen entnommen und einzeln in einen
Glastopf gesetzt. In diesem Topf befand sich unter einem mit Lochern versehenen
Zwischenboden in Halothan getrankter Zellstoff. Nachdem die Ratten in den Topf gesetzt
wurden, wurde das Gefal}, welches sich in einem verschlieRbaren Exhaustor befand,
verschlossen. Wahrend der Anschlagzeit wurden die Tiere konstant beobachtet und

anschlie®end narkotisiert herausgeholt, um die Injektion zu erhalten.

3.5. Injektionen

Intraplantar

Intraplantare (i.pl.) Injektionen erfolgten nach oben genannter Sedierung entweder
unilateral in die entzindete Pfote oder bilateral in beide Hinterpfoten. Die unilaterale
Injektion erfolgte entweder zur Induktion der Entzindung mit CFA oder wahrend der
Versuche mit EMs in Kombination mit Antikdrpern oder mit Antagonisten. Die bilaterale
Injektion wurde bei der Beurteilung des zeitlichen Verlaufs und der Dosisabhangigkeit
angewandt. Das Volumen fir die i.pl. Injektion betrug bei der Verwendung von CFA

150 pl, bei allen anderen Substanzen jeweils 100 pl.

Subkutan
FUr die subkutane (s.c.) Injektion erhielten die Ratten keine Sedierung. Sie wurden

sanft unter Zellstoff gehalten und erhielten in eine Hautfalte am Nacken 200 pl injiziert.

Bei beiden Formen der Injektion wurden 1 ml Spritzen mit einer 26 Gauge Kantile

verwendet (Omnifix-F, B. Braun, Melsungen AG, Melsungen, Deutschland).
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3.6. Entziindung

Induktion

Zur Induktion der Entziindung wurden den Ratten am ersten Versuchstag 150 ul CFA
(siehe 3.3.) in die rechte Hinterpfote i.pl. injiziert (siehe 3.5.). Die Entzindung und der
darauffolgende Schmerz in der geimpften Pfote entwickelte sich innerhalb von 6 bis 24
Stunden (Std.) und hielt bis Uber das Versuchsende hinaus an. Die Versuche erfolgten am
3.-6. Tag nach der Injektion. Diese Periode war sowohl notwendig, als auch hinreichend
fur einen validen Vergleich mit klinischem Schmerz. Zu diesem Zeitpunkt gab es keinen
signifikanten Unterschied im Fressverhalten, Kérpergewicht oder dem generellen

Aktivitatslevel im Vergleich zu den nicht behandelten Tieren [60].

Beurteilung

Der Grad der Entziindung (siehe Abb.2) kann durch die Messung des Pfotenvolumens
und der Pfotentemperatur ermittelt werden. In beiden Fallen wurden sowohl die Werte der
entziindeten, als auch der nicht entziindeten Pfoten gemessen, so dass die nicht

entzindeten Pfoten als Vergleichswerte dienten.

Pfotentemperatur

Die Oberflachentemperatur der Haut der Hinterpfote wurde mit einem
Kontaktthermometer (Cooper Instrument Corporation, Middlefield, CT) gemessen. Die
Ratten wurden dazu aus ihren Kafigen genommen und vorsichtig unter Zellstoff gehalten.
Das Thermometer wurde auf dem Fulriicken plaziert und die Temperatur von einem
digitalen Display abgelesen. Die Temperatur der einzelnen Pfote wurde aus dem

Mittelwert von zwei aufeinander folgenden Messungen bestimmt.

Pfotenvolumen

Das Pfotenvolumen wurde mit Hilfe des Plethysmometers (Ugo Basile, Comerio,
Italien) ermittelt. Dazu wurden die Tiere aus ihren Kafigen genommen und vorsichtig unter
Zellstoff gehalten. Die Pfote wurde bis zu dem oberen Sprunggelenk in ein mit 0,9%-igem
NaCl gefllltes Gefald getaucht und das Verdrangungsvolumen, welches dem
Pfotenvolumen entspricht, auf einem digitalen Display angezeigt. Das Volumen der
einzelnen Pfote wurde aus dem Mittelwert von zwei aufeinander folgenden Messungen

bestimmt.
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Entziindete Pfote Nicht entziindete kontralaterale Pfote

Abbildung 2. Induktion der CFA-Entzindung in Ratten vom Wistartyp

3.7. Messung der Hyperalgesie und der Antinozizeption

Hyperalgesie (d.h. verstarkte Schmerzantwort) nach der CFA-Injektion oder
antinozizptive Effekte, die durch verschiedene Substanzen induziert werden, kdnnen in
einem standardisierten Schmerztest nach Applikation von Druck gemessen werden [61].
Dafur wurden die Ratten vorsichtig aus ihren Kafigen genommen, unter Zellstoff gehalten
und eine Hinterpfote auf ein Podest gehoben. Die Messung erfolgte mit Hilfe eines
Standard-Analgesiometers (siehe Abb.3; Ugo Basile, Comerio, Italien). Dabei wurde ein
langsam ansteigender Druck auf die Pfote einer Ratte ausgelbt und die
Pfotendruckschmerzschwelle (PDS) ermittelt, bei der die Ratte ihre Pfote zurlickzieht. Die
maximale Belastung war bei 250 g limitiert, um Hautverletzungen, falls bei starker
Analgesie keine Missempfindung auftrat, zu verhindern. Die PDS wurde durch drei
einzelne aufeinander folgende Untersuchungen bestimmt, jeweils in einem Abstand von
10 Sekunden. Aus diesen drei Werten wurde der Mittelwert gebildet. Am Anfang eines
jeden Versuches wurde der Ausgangs-Wert der PDS ermittelt. Anschliellend wurden den
Ratten die zu untersuchende Substanz injiziert und in ihre Kafige zuriickgelegt, um zu
verschiedenen Zeitpunkten nach der Injektion zur Ermittlung der PDS wieder herausgeholt
zu werden. Die PDS wurde stets an beiden Pfoten bestimmt. Der Ablauf von der linken
und der rechten Pfote wechselte zwischen jedem Tier, um einen ,Reihenfolgeeffekt*
auszuschliel3en. In diesem Test ist die Hyperalgesie durch eine Verminderung der PDS,

die Antinozizeption hingegen durch einen Anstieg der PDS charakterisiert.
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Abbildung 3. Ermittlung der Pfotendruckschmerzschwelle

3.8. Invivo Versuchsprotokolle

Beurteilung der Entziindung
Die Pfotentemperatur, das Pfotenvolumen (siehe 3.6.) und die PDS (siehe 3.7.)

wurden vor der CFA-Injektion (siehe 3.6.) und drei Tage danach bestimmt.

Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte von EM-1, EM-2 und B-Endorphin

4 - 6 Tage nach der Entziindungsinduktion wurde der Ausgangswert der PDS ermittelt.
Zunachst wurden den Ratten i.pl. EM-1 (0,3 - 1,25 ug), EM-2 (0,3 - 1,25 ug) oder
B-Endorphin (0,125 - 2 pg) appliziert und die PDS 5 min nach Injektion erneut bestimmt
(d.h. zum Zeitpunkt der grof3ten Amplitude der PDS). Die EMs wurden in beide Pfoten

gespritzt, um die Wirkung in der nicht entzindeten Pfote zu untersuchen.

Zeitwirkungsbeziehung der antinozizeptiven Effekte von EM-1 und EM-2

4 - 6 Tage nach der Entzindungsinduktion wurde der Ausgangswert der PDS ermittelt.
Anschlieend wurden den Ratten i.pl. EM-1 (0,625 pg) oder EM-2 (0,625 ug) appliziert
und die PDS 5 - 40 min nach Injektion erneut bestimmt. Diese Dosierungen sind die
effektivsten Dosierungen, die in den Dosisabhangigkeitsuntersuchungen festgestellt
wurden. Da es sich im Verlauf zeigte, dass es nur in der entziindeten Pfote zu einem

antinozizeptiven Effekt kam, wurden in den folgenden Untersuchungen samtliche
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Substanzen ausschlieflich in die entzindete Pfote gespritzt. Eine Vielzahl von Studien
zeigt ebenfalls, dass die Opioide im nicht entziindeten Gewebe keine antinozizeptiven
Effekte haben [1,21,62,63].

Periphere Wirkung der durch EM-1 und EM-2 induzierten Antinozizeption

4 - 6 Tage nach der Entzundungsinduktion wurde der Ausgangswert der PDS ermittelt.
Zur Bestatigung der peripheren Wirkung wurde den Tieren EM-1 oder EM-2 in einer
Dosierung von 1,25 pg s.c. injiziert. In den vorangegangenen Experimenten zeigte sich,
dass 0,625 pg i.pl. die effektivste Dosierung war. Um einen systemischen Effekt beurteilen
zu kénnen, wurde die gesamte Menge (1,25 pg) aus beiden Pfoten (je 0,625 ug) s.c.
appliziert. Die PDS wurde 5 - 40 min spater erneut gemessen. Die periphere Wirkung der

Antinozizeption von i.pl. appliziertem B-Endorphin wurde bereits friiher demonstriert [64].

Opioidrezeptor-Selektivitat der durch EM-1 und EM-2 induzierten Antinozizeption

Die PDS wurde 4 - 6 Tage nach der Entzindungsinduktion bestimmt. Anschlief3end
wurden den Ratten i.pl. EM-1 (0,625 ug) oder EM-2 (0,625 pg) zusammen mit CTOP
(0,0625 - 0,5 ug), IC1 174,864 (0,075 - 2,5 ug) oder norBNI (0,1 - 100 pg) injiziert. Die
durch EM-2 induzierte Antinozizeption lie® sich durch ICl 174,864 aufheben (siehe 4.3.4.).
Um den Einfluss des d-Rezeptors festzustellen, wurden ein weiterer selektiver
0-Antagonist (Naltrindole; 10 - 80 pg) sowie Antikdrper gegen Met-Enkephalin
(0,1 - 20 pg), gegen Leu-Enkephalin (0,1 - 8 yg) und gegen B-Endorphin (0,1 - 2 pg)
eingesetzt. Der Antagonist, bzw. die Antikdrper wurden jeweils zeitgleich mit EM-2 i.pl.
appliziert. Zur Bestatigung der peripheren Wirkung wurde den Tieren unmittelbar vor der
i.pl. Applikation der EMs die effektivste Dosierung des i.pl. applizierten Antagonisten s.c.

injiziert. Die PDS wurde als Ausgangswert und 5 min nach den Injektionen gemessen.

Kontrollgruppen
Die Kontrollgruppen erhielten in allen in vivo Experimenten 0,9%-iges NaCl stets in der
gleichen Menge und auf die gleiche Applikationsweise wie die Verumgruppe.

3.9. Exvivo Opioidrezeptorbindung
Da die Antinozizeption, die durch EM-2 induziert wurde, sowohl durch p- als auch durch
0-Opioidrezeptoren blockierbar war (siehe 4.3.4.), untersuchten wir, ob EM-2 direkt an

M- und &-Opioidrezeptoren bindet. Als Vergleich betrachteten wir ebenfalls das
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Bindungsverhalten von EM-1 zu diesen Rezeptoren. Da die peripheren Opioidrezeptoren
in den Hinterwurzelganglien gebildet werden, benutzten wir dieses Gewebe fur unsere
Versuche. Diese Versuche wurden von Prof. Dr. C. Zdllner aus unserer Arbeitsgruppe
durchgefuhrt.

Vier Tage nach i.pl. Injektion von CFA oder 0,9%-igem NaCl (0,15 ml) wurden die Tiere
durch eine Halothanuberdosierung eingeschlafert und die lumbalen (Ls-Ls)
Hinterwurzelganglien ipsilateral der i.pl. Injektion entfernt. Es konnten Membranen von
den Hinterwurzelganglien gewonnen werden, wie es von Zoliner et al. beschrieben wurde
[65]. Das Gewebe wurde unmittelbar anschlie®end auf Eis in eine kalte Pufferlésung
gegeben (50 mM Tris-HCI, 5 mM EDTA, pH 7,4), mit einem Polytron Homogenisator
(Kinematica AG, Littau, Schweiz) homogenisiert und mit 48000 g bei 4°C flr 20 min
zentrifugiert. Die Pellets wurden in einer Pufferlésung resuspendiert und anschlief3end flr
10 min bei 37°C zur Entfernung der endogenen Liganden inkubiert. Das Homogenisat
wurde erneut mit 48000 g zentrifugiert und in einer Pufferldsung resuspendiert. Die
Membranen wurden aliquotiert und fir 30 min bei -80°C gelagert.

Die Bindungsstudien, bei denen wir [*H]-Liganden verwendeten, wurden laut Zoliner
et al. durchgefuhrt [65]. Die u- und &-Rezeptorbindungsstellen wurden untersucht, indem
100 ug Membranprotein mit 2 nM [*H]-[D-Ala?, N-ME-Phe*, Gly®*-ollenkephalin ([*H]
DAMGO, 65 Ci/mmol; selektiver p-Ligand) (Amersham Biosciences, Little Chalfont, UK)
oder mit 1 nM [*H]-naltrindol (35 Ci/mmol; selektiver d-Ligand) (Amersham Biosciences)
sowie mit festgelegten Konzentrationen von EM-1 (10 yuM) und EM-2 (10 uM) inkubiert
wurde. Unspezifische Bindungen wurden mit 10 uM Naloxon Hydrochlorid (unselektiver
Opioidrezeptorantagonist; Sigma) identifiziert. Die Membranen wurden fur 1 Std. bei 30°C
in dem endgultigen Volumen von 1 ml in Pufferlésung inkubiert.

Die Bindungsstudien, in denen der ['?°l]-Ligand benutzt wurde, wurden laut Knapp et
al. durchgefuhrt [66]. Die maximale Anzahl der d-Bindungsstellen (Bmax) in den DRG-
Neuronen wurde in kompetitiven Bindungsexperimenten bestimmt. Dazu wurden 20 pg
des Membranproteins mit ['*1]-[D-Pen2,5]-enkephalin(['*°]]-DPDPE; 3.7 Mbq, 100 uCi;
selektiver d-Ligand) (Amersham Biosciences) in sechs verschiedenen Konzentrationen
(0,001 - 2 nM) inkubiert. Dieses geschah als verblindeter Doppelversuch, entweder in der
Gegenwart oder in der Abwesenheit von Naloxon Hydrochlorid (10 uM). Die Membranen
wurden fur 1 Std. bei 30°C in dem endgultigen Volumen von 800 ul Pufferldsung inkubiert.
In diesen Versuchen untersuchten wir Bna, da die ['?I]-Liganden sensitiver als
[*H]-Liganden sind. Zur Durchfiihrung von kompetitiven Bindungsexperimenten mit den

anderen Liganden ware eine Ansammlung von vielen Hinterwurzelganglien einer grof3en
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Anzahl weiterer Tiere notwendig.

In beiden Fallen wurden die Reaktionen durch eine schnelle Filtration im Vakuum
durch den Whatman GF/B Glasfiberfilter beendet. Es folgten vier Waschvorgange in kalter
Pufferlosung (50 mM Tris-HCI, pH 7,4). Nach der Extraktion der Filter Uber Nacht, die
entweder in 3 ml Szintillationsflussigkeit (EG&G Wallax, Turku, Finland) im Falle der
(*H)-Liganden stattfand oder mit Hilfe des Packard Auto-Gamma 5650-
Szintillationszahlers im Falle der (**°l)-Liganden erfolgte, konnte die gebundene
Radioaktivitat durch eine flussige Szintillations-Spektrophotometrie determiniert werden.
Die Daten der Ligandenbindungen reprasentieren Ergebnisse von mindestens drei
unabhangigen Versuchen. Jeder Versuch wurde doppelt ausgefuhrt. Um die Bnax Werte zu
determinieren, wurden die ('?°)-DPDPE Sattigungsbindungsexperimente in einer
einseitigen Bindungshyperbel unter Benutzung des GraphPad Prism (GraphPad,

San Diego, USA) dargestellt.

3.10. Statistische Analysen

Da in allen Experimenten die Werte gewohnlich die gleiche Variationsbreite aufwiesen,
konnten parametrische Tests angewandt werden. In allen Analysen wurde eine
Irtumswahrscheinlichkeit von weniger als 5% (p-Wert < 0,05) als statistisch signifikant

betrachtet. Die gewlinschte Aussagekraft der durchgefiihrten Tests entsprach a < 0,800.

A) FlUr unabhangige Daten, die beim Vergleich von Gruppen mit unterschiedlichen

Individuen auftraten, wurde folgender Test verwendet:

A1) One Way Analysis of Variance (ANOVA) wurde zur Bestimmung von Unterschieden
der Mittelwerte zwischen mehr als zwei untersuchten Gruppen angewandt. In
unseren Experimenten wurde die PDS von vielen Gruppen untereinander verglichen,
die unterschiedliche Dosierungen eines Medikaments erhalten hatten, unter der

Nullhypothese, dass es keinen Unterschied zwischen den Gruppen gibt.

B) Abhangige Daten traten auf, wenn Veranderungen einer Gruppe vor und nach der

Gabe von einem oder mehreren Medikamenten betrachtet wurden. Dazu wurden folgende

Tests verwendet:

B1) Der paired t-Test wurde durchgefuhrt, um den Effekt einer Behandlung zu einem
oder zwischen zwei Zeitpunkten miteinander zu vergleichen. In einem
Versuchsablauf wurden die entzlindeten und die nicht entziindeten Pfoten der

selben Tiere miteinander verglichen, unter der Nullhypothese, dass es keinen
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Unterschied in der PT, PV und PDS der Gruppen gibt. In einem anderen
Versuchsablauf wurden die Veranderungen vor und nach der Injektion eines
Medikaments untersucht, unter der Nullhypothese, dass es keine Veranderungen in
der PDS gibt.

B2) One Way repeated Measures ANOVA wurde durchgefuhrt, um die Veranderungen
an mehr als zwei Zeitpunkten fur das selbe Tier festzustellen. In unseren
Experimenten wurde die selbe Gruppe von Ratten an bis zu finf verschiedenen
Zeitpunkten untersucht (einmal vor und bis zu viermal nach der Injektion von
EM-1 und/oder EM-2, alleine oder zusammen mit Antagonisten, bzw. nach der
Injektion von 0,9% NaCl) mit der Nullhypothese, dass es in der PDS keinen
Unterschied wahrend des Ablaufes gibt.

B3) Two Way repeated Measures ANOVA wurde angewandt, um die Unterschiede
von zwei Gruppen zu mehr als zwei Zeitpunkten zu beschreiben. In unseren
Versuchen wurden zwei Gruppen von Ratten an bis zu finf verschiedenen
Zeitpunkten miteinander verglichen (d.h. als Ausgangswert vor der
Medikamentengabe und zu vier verschiedenen Zeitpunkten nach der
Medikamentengabe) unter der Nullhypothese, dass es keinen Unterschied in der
PDS im Zeitverlauf gibt.

C) Der Dunnett’s Test, bzw. der Bonferroni Test wurden benutzt, um die Unterschiede
zwischen den einzelnen Gruppen und das Level der Signifikanz bei einem Vergleich von
multiplen Faktoren (post-hoc-test) exakt zu bestimmen. Diese Tests beinhalteten den
Vergleich von multiplen Faktoren gegenuber der Kontrollgruppe. Der Dunnett’s Test
wurde im Anschluss an den One Way ANOVA Test oder den One Way repeated
Measures ANOVA Test durchgefuhrt, der Bonferroni Test im Anschluss an den Two Way
repeated Measures ANOVA Test. In einem Versuchsablauf wurden Ratten, die
unterschiedliche Dosierungen eines Medikaments erhalten hatten, mit ihrer Kontrollgruppe
verglichen. In einem weiteren Versuchsablauf wurden die Veranderungen einer Gruppe
von Ratten Uber einen Zeitraum mit den PDS-Ausgangswerten verglichen.

D) Der Linear Regression Test wurde angewandt, um die Dosisabhangigkeit von
verschiedenen Dosierungen von Substanzen zu untersuchen und damit die
Nullkurvenhypothese zu Uberprifen. Dieser Test folgte dem One Way ANOVA, sofern
dieser signifikante Effekte darstellte.



24

E) Fur die Analyse der Opioidrezeptorbindungen verwandten wir den GraphPad Prism
(GraphPad, San Diego, USA).

Far alle statistischen Erhebungen wurde das Computerprogramm SigmaStat Version 2.0
verwendet. Die Berechnungen wurden mit Hilfe des Softwareprogramms Excel Version
7.0 durchgefuhrt.

3.11. Beschreibende Statistik

Alle Daten wurden als Mittelwerte + Standardfehler des Mittelwertes (,standard error of
the mean®; SEM) erfasst. Die PT-, PV- und PDS-Ergebnisse wurden als absolute Werte
angegeben; fur die statistischen Auswertungen wurden ebenfalls nur absolute Werte
verwendet.

Die jeweiligen Veranderung der PT-, PV- und PDS-Werte in Abhangigkeit von der Zeit
wurden in Form von Saulendiagrammen dargestellt.

Das Dosis-Antwort-Verhalten verschiedener Agonisten, bzw. der Antagonisten und
Antikérper und die Darstellung eines Effekts zu unterschiedlichen Zeitpunkten wurde in
Kurvendiagrammen wiedergegeben. Auf der y-Achse wurde jeweils die PDS in [g]
dargestellt, auf der x-Achse entweder die Menge der zugeflhrten Substanz in [ug] oder
die Zeit in [min]. Der Nullwert auf der x-Achse entsprach bei den Kurven des Dosis-
Antwort-Verhaltens der Kontrollgruppe. In den Darstellungen des zeitlichen Ablaufs
entsprach der Nullwert dem Ausgangswert, d.h. bevor die zu untersuchende Substanz

injiziert wurde.

4. Ergebnisse

4.1. Beurteilung der Entziindung

Drei Tage nach der i.pl. CFA-Injektion zeigte sich eine deutliche Uberwarmung
(Zunahme der PT) und Odementwicklung (Zunahme des PV) in der entziindeten Pfote.
Ebenfalls kam es zu einer erheblichen Hyperalgesie, die sich in einer signifikanten PDS-
Abnahme in der entziindeten Pfote gegenuber der nicht entziindeten Pfote darstellte
(Abb.4). Da Stein et al. [60] bereits beschrieben haben, dass der Entzindungsgrad
mindestens 6 Tage nach der Injektion von CFA unverandert ist, wurden die

Veranderungen der Temperatur und des Volumens der Pfoten nur einmalig untersucht.
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Abbildung 4. Ausmal} der Entzindung drei Tage nach CFA-Injektion in die infizierte
Hinterpfote. * stellt einen statistisch signifikanten Unterschied zu der nicht entziindeten
Pfote dar (Uberwéarmung p = 0,015; Odeme p < 0,001; Hyperalgesie p < 0,001;

paired t-Test). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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4.2. Antinozizeptive Effekte von EM-1

4.2.1. Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte
von intraplantar injiziertem EM-1
EM-1 (0,3 - 1,25 pg) bewirkte 5 min nach der i.pl. Applikation in beide hintere Pfoten
eine dosisabhangige Antinozizeption in der entzindeten (p < 0,001; One Way ANOVA,
Linear Regression), nicht jedoch in der nicht entziindeten Pfote (p = 0,226; One Way
ANOVA). Der starkste antinozizeptive Effekt wurde nach der Applikation von EM-1 in einer
Dosierung von 0,625 pg gemessen (Abb.5). Daher wurde diese Konzentration in den

nachfolgenden Experimenten untersucht.

4.2.2. Zeitwirkungsbeziehung der antinozizeptiven Effekte
von intraplantar injiziertem EM-1

Der antinozizeptive Effekt von EM-1 (0,625 pg) hat den Haupteffekt 5 min nach i.pl.
Applikation, 10 min nach Applikation ist weiterhin eine signifikante Veranderung
vorhanden. Die Ausgangswerte sind 20 min und 40 min nach der Applikation wieder
erreicht (5 und 10 min p <0,001; 20 min p = 0,513; 40 min p = 0,777; Two Way repeated
Measures ANOVA, Bonferroni Test; Abb.6). Die nicht entziindete Pfote zeigt zu keinem
Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied in der Schmerzschwelle (p > 0,05; Two Way
repeated Measures ANOVA,; nicht in der Abbildung dargestellt).
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Abbildung 5. Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte von i.pl. injiziertem EM-1
(0,3 - 1,25 ug) 5 min nach Injektion (entzindete Pfote p < 0,001; One Way ANOVA,
Linear Regression; nicht entziindete Pfote p = 0,173; One Way ANOVA). Die Daten
sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt.
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4.2.3. Die periphere Wirkung von intraplantarer EM-1 induzierter
Antinozizeption

Die periphere Wirkung von i.pl. appliziertem EM-1 wurde dadurch bestatigt, dass bei
systemischer Applikation von EM-1 keine antinozizeptiven Effekte auftraten. Die
systemische s.c. Injektion von EM-1 in einer Dosis von 1,25 ug (dieses entspricht der
Gesamtmenge von i.pl. injiziertem EM-1 in der effektivsten Dosierung, d.h. 0,625 ug pro
Pfote) fUhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Schmerzschwelle, weder in der
entzindeten noch in der nicht entztindeten Pfote (p = 0,057, bzw. p = 0,192; Two Way
repeated Measures ANOVA,; Abb.7; die nicht entziindete Pfote ist in der Abbildung nicht
dargestellt).

4.2.4. Die Opioidrezeptorselektivitat der EM-1 induzierten Antinozizeption

Die Antinozizeption, die durch EM-1 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, lief3 sich
dosisabhangig durch den selektiven y-Opioidrezeptorantagonisten CTOP (0,125 - 0,5 ug;
i.pl.) 5 min und 10 min nach der Injektion aufheben (p < 0,001; One Way ANOVA, Linear
Regression; Abb.8).

Die systemische Applikation (s.c.) der effektivsten i.pl. Dosierung von CTOP (0,5 ug)
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der EM-1 (0,625 ug; i.pl.) induzierten
Antinozizeption (p = 0,980; Two Way repeated Measures ANOVA; Abb.9).

Die Antinozizeption, die durch EM-1 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, lief3 sich ebenfalls
signifikant durch den selektiven 6-Opioidrezeptorantagonisten ICl 174,864 (1,25 ug; i.pl.)
5 min nach Applikation reduzieren (p = 0,041; One Way ANOVA, Dunnett’s Test). Dieser
Effekt war jedoch gering und weder von der Dosierung von ICI 174,864 (0,625 - 2,5 ug)
nach 5 min noch nach 10 min abhangig (p = 0,051, bzw. p = 0,422; One Way ANOVA;
Abb.10).

Die Antinozizeption, die durch EM-1 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, konnte durch den
selektiven k-Opioidrezeptorantagonisten norBNI (0,1 - 100 ug; i.pl.) weder 5 min
(p = 0,945) noch 10 min (p = 0,899; One Way ANOVA) nach Applikation signifikant
aufgehoben werden (Abb.11).
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Abbildung 6. Zeitwirkungsbeziehung der antinozizeptiven Effekte von i.pl. injiziertem
EM-1 (0,625 ug) in der entziindeten Pfote. * stellt einen statistisch signifikanten
Unterschied im Vergleich zu der Kontrollgruppe dar (p < 0,001; Two Way repeated
Measures ANOVA, Bonferroni Test). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 7. Zeitwirkungsbeziehung von systemisch (subkutan) appliziertem

EM-1 (0,625 ug) in der entziindeten Pfote. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Werten von EM-1 im Vergleich zu der Kontrollgruppe

(p = 0,057; Two Way repeated Measures ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte

+ SEM dargestellt.
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Abbildung 8. Dosisabhangige Blockierung der EM-1 (0,625 pg) induzierten
Antinozizeption durch den u-Opioidrezeptorantgonisten CTOP (0,125 - 0,5 ug) 5 und 10
min nach der i.pl. Injektion in die entziindete Pfote (p < 0,001; One Way ANOVA,
Linear Regression). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 9. Der Effekt des systemisch (subkutan) applizierten py-Opioidrezeptor-
antagonisten CTOP (0,5 ug) auf die Antinozizeption, die durch EM-1 (0,625 ug) nach
i.pl. Injektion in die entztiindete Pfote induziert wurde (p = 0,980; Two Way repeated
Measures ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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i.pl. EM-1 + i.pl. ICI 174,864
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Abbildung 10. Der Effekt des selektiven 6-Opioidrezeptorantagonisten ICI 174,864
(0,625 - 2,5 ug) auf die Antinozizeption, die durch EM-1 (0,625 pg) nach i.pl. Injektion in
die entziindete Pfote induziert wurde. * zeigt einen statistisch signifikanten Effekt von
ICI 174,864 (1,25 pg) 5 min nach Applikation gegentiber der Kontrollgruppe, die als 0
Mg auf der x-Achse dargestellt ist, an (p = 0,041; One Way ANOVA, Dunnett’s Test).
Diese Effekte waren jedoch nicht dosisabhangig, weder nach 5 min noch nach 10 min
(p = 0,051, bzw. p = 0,422; One Way ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM
dargestellt.
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Abbildung 11. Der Effekt des selektiven k-Opioidrezeptorantagonisten norBNI

(0,1 - 100 pg) auf die Antinozizeption, die durch EM-1 (0,625 pg) nach i.pl. Injektion
in die entziindete Pfote induziert wurde. NorBNI konnte weder nach 5 min noch nach
10 min (p = 0,945, bzw. p = 0,899; One Way ANOVA) einen signifikanten Effekt
produzieren. Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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4.3. Antinozizeptive Effekte von EM-2

4.3.1. Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte
von intraplantar injiziertem EM-2
5 min nach der i.pl. Applikation in beide hintere Pfoten bewirkte EM-2 (0,3 - 1,25 ug)
eine dosisabhangige Antinozizeption in der entzindeten (p = 0,002; One Way ANOVA,
Linear Regression), nicht jedoch in der nicht entziindeten Pfote (p = 0,121; One Way
ANOVA). Der starkste antinozizeptive Effekt wurde nach der Applikation von EM-2 in einer
Dosierung von 0,625 ug gemessen (Abb.12). Daher wurde diese Konzentration in den

nachfolgenden Experimenten untersucht.

4.3.2. Zeitwirkungsbeziehung der antinozizeptiven Effekte
von intraplantar injiziertem EM-2

Der antinozizeptive Effekt von EM-2 (0,625 pg) hat den Haupteffekt 5 min nach i.pl.
Applikation, 10 min nach Applikation ist weiterhin eine signifikante Veranderung
vorhanden. Die Ausgangswerte sind 20 min und 40 min nach der Applikation wieder
erreicht (5 min p < 0,001; 10 min p = 0,009; 20 min p = 0,434; 40 min p = 1,000; Two Way
repeated Measures ANOVA, Bonferroni Test; Abb.13). Die nicht entzlindete Pfote zeigt zu
keinem Zeitpunkt einen signifikanten Unterschied in der Schmerzschwelle (p > 0,05, Two
Way repeated Measures ANOVA; nicht in der Abbildung dargestellt).
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Abbildung 12. Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte von i.pl. injiziertem
EM-2 (0,3 - 1,25 pg) 5 min nach Injektion (entziindete Pfote p = 0,002; One Way
ANOVA, Linear Regression; nicht entziindete Pfote p = 0,121; One Way ANOVA). Die
Daten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt.
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Abbildung 13. Zeitwirkungsbeziehung der antinozizeptiven Effekte von i.pl. injiziertem
EM-2 (0,625 pg). * stellt einen statistisch signifikanten Unterschied im Vergleich zu der
Kontrollgruppe dar (5 min p < 0,001; 10 min p = 0,009; Two Way repeated Measures
ANOVA, Bonferroni Test). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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4.3.3. Die periphere Wirkung von intraplantarer EM-2 induzierter Antinozizeption

Die periphere Wirkung von i.pl. appliziertem EM-2 wurde dadurch bestatigt, dass bei
systemischer Applikation von EM-2 keine antinozizeptiven Effekte auftraten. Die
systemische s.c. Injektion von EM-2 in einer Dosis von 1,25 ug (dieses entspricht der
Gesamtmenge von i.pl. injiziertem EM-2 in der effektivsten Dosierung, d.h. 0,625 ug pro
Pfote) fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der Schmerzschwelle, weder in der
entzindeten noch in der nicht entztindeten Pfote (p = 0,057, bzw. p = 0,192; Two Way
repeated Measures ANOVA; Abb.14; die nicht entzindete Pfote ist in der Abbildung nicht
dargestellt).
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Abbildung 14. Zeitwirkungsbeziehung von systemisch (subkutan) appliziertem EM-2
(0,625 ug) in die entziindete Pfote. Es zeigt sich kein statistisch signifikanter
Unterschied zwischen den Werten von EM-1 im Vergleich zu der Kontrollgruppe

(p = 0,057; Two Way repeated Measures ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte +
SEM dargestelit.
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4.3.4. Die Opioidrezeptorselektivitit der EM-2 induzierten Antinozizeption

Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, lief3 sich
dosisabhangig durch den selektiven u-Opioidrezeptorantagonisten CTOP
(0,0625 - 0,25 ug; i.pl.) 5 min und 10 min nach der Injektion aufheben
(p < 0,001; One Way ANOVA, Linear Regression; Abb.15).

Die systemische Applikation (s.c.) der effektivsten i.pl. Dosierung von CTOP (0,25 ug)
fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der EM-2 (0,625 ug; i.pl.) induzierten
Antinozizeption (p = 0,895; Two Way repeated Measures ANOVA; Abb.16).

Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, lief3 sich
dosisabhangig durch den selektiven d-Opioidrezeptorantagonisten ICI 174,864 (0,075 -
0,325 pg; i.pl.) 5 min (p < 0,001; One Way ANOVA, Linear Regression) nach der Injektion
aufheben. 10 min nach der Injektion war weiterhin ein signifikanter Unterschied
nachweisbar (p = 0,048; One Way ANOVA; Abb.17).

Die systemische Applikation (s.c.) der effektivsten i.pl. Dosierung von ICl 174,864
(0,15 pg) fuhrte zu keiner signifikanten Veranderung der EM-2 (0,625 ug; i.pl.) induzierten
Antinozizeption (p = 0,587; Two Way repeated Measures ANOVA; Abb.18).

Um den Einfluss des &-Rezeptors festzustellen, wurden ein weiterer selektiver
0-Antagonist (Naltrindole) sowie Antikérper gegen endogene Opioidpeptide (siehe 4.3.5.)

eingesetzt.

Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, lief3 sich
dosisabhangig durch den selektiven d-Opioidrezeptorantagonisten Naltrindole
(10 - 40 pg; i.pl.) 5 min nach der Injektion aufheben (p < 0,001; One Way ANOVA, Linear
Regression). Der starkste Effekt wurde nach der Applikation von Naltrindole in einer
Dosierung von 40 ug gemessen. Die hdhere Dosierung von Naltrindole (80 ug) zeigte
keine starkere Aufhebung der Antinozizeption. 10 min nach der Injektion war keine
signifikante Veranderung nachweisbar (p = 0,416; One Way ANOVA; Abb.19).

Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, konnte durch den
selektiven k-Opioidrezeptorantagonisten norBNI (0,1 - 100 ug; i.pl.) weder 5 min noch
10 min (p = 0,745, bzw. p = 0,735; One Way ANOVA) nach Applikation signifikant
aufgehoben werden (Abb.20).
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Abbildung 15. Dosisabhangige Blockierung der EM-2 (0,625 pg) induzierten
Antinozizeption durch den u-Opioidrezeptorantagonisten CTOP (0,0625 - 0,25 pg)
5 und 10 min nach der i.pl. Injektion in die entziindete Pfote (p < 0,001; One Way
ANOVA, Linear Regression). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 16. Der Effekt des systemisch (subkutan) applizierten py-Opioidrezeptor-
antagonisten CTOP (0,25 ug) auf die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 ug) nach
i.pl. Injektion in die entziindete Pfote induziert wurde (p = 0,895; Two Way repeated
Measures ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 17. Dosisabhangige Blockierung der EM-2 (0,625 pg) induzierten
Antinozizeption durch den selektiven 6-Opioidrezeptorantagonisten ICl 174,864
(0,075 - 0,325 pg) nach i.pl. Injektion in die entzindete Pfote. 0,075 - 0,325 g

ICI 174,864 fuhrten 5 min nach Applikation zu einem statistisch signifikanten Effekt
(p <0,001; One Way ANOVA, Linear Regression). 10 min nach der Injektion war
weiterhin ein statistisch signifikanter Effekt von ICl 174,864 nachweisbar (p = 0,048;
One Way ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt.
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Abbildung 18. Der Effekt des systemisch (subkutan) applizierten selektiven
0-Opioidrezeptorantagonisten ICl 174,864 (0,15 ug) auf die Antinozizeption, die durch
EM-2 (0,625 ug) nach i.pl. Injektion in die entziindete Pfote induziert wurde (p = 0,587;
Two Way repeated Measures ANOVA, Bonferroni Test). Die Daten sind als Mittelwerte
+ SEM dargestellt.
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Abbildung 19. Dosisabhangige Blockierung der EM-2 (0,625 pg) induzierten
Antinozizeption durch den selektiven 8-Opioidrezeptorantagonisten Naltrindole

(10 - 40 pg) nach i.pl. Injektion in die entzindete Pfote (p < 0,001; One Way ANOVA,
Linear Regression). 10 min nach der Injektion konnte kein statistisch signifikanter Effekt
von Naltrindole festgestellt werden (p = 0,416; One Way ANOVA). Die Daten sind als
Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 20. Der Effekt des selektiven k-Opioidrezeptorantagonisten
norBinaltorphimindihydrochlorid (O - 100ug) auf die Antinozizeption, die durch EM-2
(0,625 ug) nach i.pl. Injektion in die entziindete Pfote induziert wurde.
NorBinaltorphimindihydrochlorid konnte weder nach 5 min noch nach 10 min (p =
0,745, bzw. p = 0,735; One Way ANOVA) einen signifikanten Effekt produzieren. Die
Daten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt.
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4.3.5. Die Rolle der endogenen Opioidpeptide in der EM-2 induzierten
Antinozizeption
Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, konnte durch den
Antikérper gegen Met-Enkephalin (0,02 - 20 pg; i.pl.) weder 5 min noch 10 min (p = 0,728,
bzw. p = 0,964; One Way ANOVA) nach Applikation signifikant aufgehoben werden
(Abb.21).

Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, konnte durch den
Antikoérper gegen Leu-Enkephalin (0,02 - 8 pg; i.pl.) weder 5 min noch 10 min (p = 0,895,
bzw. p = 0,875; One Way ANOVA) nach Applikation signifikant aufgehoben werden
(Abb.22).

Die Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 pg; i.pl.) induziert wurde, konnte durch den
Antikorper gegen 3-Endorphin (0,0625 - 2 ug; i.pl.) weder 5 min noch 10 min
(p = 0,587, bzw. p = 0,192; One Way ANOVA) nach Applikation signifikant aufgehoben
werden (Abb.23).
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Abbildung 21. Der Effekt des Antikorpers anti-Met-Enkephalin (0,02 - 20 pg) auf die
Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 ug) nach i.pl. Injektion in die entztiindete Pfote
induziert wurde. Anti-Met-Enkephalin konnte weder nach 5 min noch nach 10 min

(p =0,728, bzw. p = 0,964; One Way ANOVA) einen signifikanten Effekt produzieren.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 22. Der Effekt des Antikorpers anti-Leu-Enkephalin (0,02 - 8 ug) auf die
Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 ug) nach i.pl. Injektion in die entziindete Pfote
induziert wurde. Anti-Leu-Enkephalin konnte weder nach 5 min noch nach 10 min

(p =0,745, bzw. p = 0,735; One Way ANOVA) einen signifikanten Effekt produzieren.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 23. Der Effekt des Antikorpers anti-B3-Endorphin (0,05 - 2 pg) auf die
Antinozizeption, die durch EM-2 (0,625 ug) nach i.pl. Injektion in die entziindete Pfote
induziert wurde. Anti-R-Endorphin konnte weder nach 5 min noch nach 10 min

(p =0,587, bzw. p = 0,192; One Way ANOVA) einen signifikanten Effekt produzieren.
Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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4.4. Die Bindung von EM-1 und EM-2 zu p- und &-Rezeptoren
im Hinterwurzelganglion

In den Zellmembranen der Hinterwurzelganglien konnte eine spezifische Bindung von
[*H] DAMGO an p-Rezeptoren nachgewiesen werden, mit einer signifikanten Zunahme
der Bindungsstellen in den ipsilateralen Hinterwurzelganglien bei entzindeten Tieren
(42,5 + 2,3 fmol/mg Protein) im Vergleich zu den Hinterwurzelganglien von nicht
entzindeten Tieren (23,4 +2,4 fmol/mg Protein) (p < 0,001, T-test). Die Verdrangung von
[*H] DAMGO durch EM-1 und EM-2 aus den Bindungen in den DRG von nicht
entzindeten Tieren (EM-1: 92 £ 1,9%; EM-2: 94,3 £ 1,6%) und von entzindeten Tieren
(EM-1: 92,7 £ 2,9%; EM-2: 95,8 £ 1,5%) wurde mit der Verdrangung durch Naloxon
verglichen (100%).

Da nur EM-2, nicht jedoch EM-1 eine Antinozizeption durch 6-Rezeptoren bedingt,
untersuchten wir, ob diese Peptide unterschiedlich an periphere d-Rezeptoren binden.
Unter Zuhilfenahme von [*H] Naltrindole konnten wir weder in den Hinterwurzelganglien
der nicht entzundeten Tiere noch in denen der entzindeten Tiere ein Bindungsverhalten
nachweisen. Anhand von ['?°J]-DPDPE konnten wir eine geringe Bindung in den
Hinterwurzelganglien nicht entzindeter Tiere nachweisen (Bmaxvon spezifischer
['%J]-DPDPE-Bindung = 7 * 2,4 fmol/mg Protein), jedoch keine Bindung in den
Hinterwurzelganglien entziundeter Tiere. Diese sehr geringe oder nicht vorhandene
0-Bindung machte es unmoglich die Bindung von den EMs an den d-Rezeptoren zu
untersuchen.

4.5. Zeitwirkungsbeziehung der antinozizeptiven Effekte von
intraplantar injiziertem EM-1 im Vergleich zu EM-2
Der antinozizeptive Effekt von EM-1 in der effektivsten Dosierung (0,625 pg) im
Vergleich zu dem antinozizeptiven Effekt von EM-2 in der effektivsten Dosierung
(0,625 pg) wurde untersucht. EM-1 hat die Tendenz effektiver als EM-2 zu sein, es zeigt
sich jedoch zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter Unterschied zwischen den beiden EMs
(p > 0,05; Two Way repeated Measures ANOVA; Abb.24).
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Abbildung 24. Zeitwirkungsbeziehung von i.pl. injiziertem EM-1 (0,625 pg) und i.pl.
injiziertem EM-2 (0,625 pg). Es zeigt sich zu keinem Zeitpunkt ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden EMs (p > 0,05; Two Way repeated Measures
ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.

4.6. Antinozizeptive Effekte von B-Endorphin

4.6.1. Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte
von intraplantar injiziertem B-Endorphin
B-Endorphin (0,125 - 2 pg) bewirkte 5 min nach der i.pl. Applikation in beide hintere
Pfoten eine dosisabhangige Antinozizeption in der entziindeten (p < 0,001; One Way
ANOVA, Linear Regression), nicht jedoch in der nicht entziindeten Pfote (p = 0,253; One
Way ANOVA). Der starkste antinozizeptive Effekt wurde nach der Applikation von
B-Endorphin in einer Dosierung von 1 ug gemessen (Abb.25).

4.6.2. EM-1, EM-2 und B-Endorphin im Vergleich

Der antinozizeptive Effekt der untersuchten Opioidpeptide wurde in der jeweiligen
effektivsten Dosierung (EM-1 0,625 pg; EM-2 0,625 ug; B-Endorphin 1 pug) miteinander
verglichen. Es zeigt sich 5 min nach Injektion in die entziindete Pfote kein signifikanter
Unterschied zwischen den drei Opioidpeptiden (p = 0,369; One Way ANOVA; Abb.26).
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Abbildung 25. Dosisabhangigkeit der antinozizeptiven Effekte von i.pl. injiziertem
B-Endorphin (0,125 - 2 pg) 5 min nach Injektion (entzindete Pfote p < 0,001; One Way
ANOVA, Linear Regression; nicht entzindete Pfote p = 0,253; One Way ANOVA). Die
Daten sind als Mittelwerte + SEM dargestellt.
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Abbildung 26. Die antinozizeptiven Effekte von i.pl. injiziertem EM-1, EM-2 und
B-Endorphin 5 min nach Injektion in der jeweils effektivsten Dosierung in die entziindete
Pfote (p = 0,304; One Way ANOVA). Die Daten sind als Mittelwerte £+ SEM dargestellt.
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5. Diskussion

Die wesentlichen neuen Erkenntnisse meiner Studie sind: 1) EM-1 und EM-2 kénnen
einen seit langerem bestehenden entzindlichen Schmerz durch selektive Aktivierung
peripherer Opioidrezeptoren unterdricken. 2) Beide Peptide binden selektiv an periphere
M-Rezeptoren im Hinterwurzelganglion; dieses fuhrt zur Antinozizeption. 3) Dabei sind
keine k-Rezeptoren involviert. EM-2 induziert im Gegensatz zu EM-1 auch Uber periphere
0-Rezeptoren eine Antinozizeption. Dieses wird nicht indirekt durch andere Opioidpeptide
vermittelt, wie z.B. durch Met-Enkephalin, Leu-Enkephalin oder 3-Endorphin. Da bisher
keine Bindung von radioaktiv markierten 6-Liganden bestimmt werden konnte, war es
nicht moglich die direkte Bindung von EM-2 an d-Rezeptoren im Hinterwurzelganglion zu

untersuchen.

5.1. Entzundung

3 - 6 Tage nach der CFA-Applikation entwickelten die Ratten eine Entzindung, die auf
die geimpfte Pfote beschrankt war. Die Entziindung zeigte die klassischen
Entzindungsmerkmale, wie Hyperalgesie (Reduktion der Schmerzschwelle), Schwellung
(Zunahme des Pfotenvolumens) und Uberwarmung (Zunahme der Pfotentemperatur).
Dieses steht im Einklang mit vorangegangenen Studien [16,60,64,67-69]. Darlber hinaus
wurde die Entwicklung der CFA-Entzindung auf zellularem Niveau untersucht. Es zeigte
sich eine verstarkte Migration von Leukozyten, die Opioidpeptide produzieren, in das
entzindete Gewebe [5,15,27,34,64,67,70,71]. 4 - 6 Tage nach der Applikation von CFA
konnte im entziindeten Gewebe die mRNA der Vorstufen der Opioidpeptide und die
dazugehdrigen Opioidpeptide nachgewiesen werden [15,71,72]. In den frihen Stadien der
Entzindung (2 - 6 Std.) werden die Opioidpeptide hauptsachlich von Granulozyten
produziert, in spateren Stadien (4 Tage) wird die gréf3te Anzahl opioidhaltiger Zellen durch
Makrophagen und Monozyten bestimmt [70]. Dieses entspricht der Kinetik anderer
Entzindungen, wie z.B. der Infektion durch pathogene Keime oder der Wundheilung [73].
Zu spateren Stadien der Entziindung ist das Pfotengewebe von Lymphozyten infiltriert.
Dabei handelt es sich hauptsachlich um aktivierte Gedachtniszellen, undifferenzierte
T-Zellen treten weniger auf [5,74]. Dieses stimmt mit der allgemein verbreiteten
Auffassung Uberein, dass aktivierte Gedachtniszellen in das periphere entziindete
Gewebe immigrieren, wahrend undifferenzierte Zellen typischerweise in das lymphatische
Gewebe eindringen [5,75]. Im Verlauf einer Entzindung steigt sowohl die Anzahl der

opioidhaltigen Leukozyten, als auch die Konzentration der Opioidpeptide in den
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Leukozyten [70]. Parallel dazu fuhrt die CFA-induzierte Entzindung zu einem gesteigerten
Transport, einer Akkumulation von Opioidrezeptoren und einer Zunahme der G-Protein-
gekoppelten Rezeptoren an den peripheren Enden sensorischer Neurone [5,8,65,76,77].
Somit ist das Modell der CFA-induzierten Entziindung ein progressiv entwickelnder
Prozess, der zur Hochregulation von Opioidrezeptoren in der Peripherie und zur
vermehrten Prasenz von Opioidpeptiden in zirkulierenden und ortsstandigen

Entziindungszellen am Ort der Verletzung fuhrt.

5.2. Antinozizeptive Effekte der Endomorphine

5.2.1. Dosisabhangigkeit, Wirkdauer und periphere Wirkung

Vorausgegangene Studien untersuchten den antinozizeptiven Effekt der EMs nach
spinaler oder supraspinaler Applikation beim akuten Schmerz (ohne Gewebsverletzung)
und bei kurz andauernder Entzindung (1 - 4 Std.) [29,35,78]. Meine gegenwartige Studie
erweitert diese Beobachtungen, indem gezeigt wird, dass EMs bei einem seit langerem
(4 - 6 Tage) bestehenden entzindlichen Schmerz zur Antinozizeption fuhren. Dieses
geschieht durch die Applikation von EMs direkt in das entziindete Gewebe in systemisch

unwirksamen Dosierungen.

Die Wirkdauer der EMs wird in den verschiedenen Publikationen kontrovers
beschrieben [29]. Es liegen einige Studien Uber eine Wirkdauer von 1 Std. und langer vor.
Zadina et al. demonstrierten antinozizeptive Effekte (Mause, intrazerebroventrikular [i.z.v])
bis 1 Std. nach der Applikation von EM-1 [28]. Przewlocka et al. beschrieben nach
intrathekaler (i.t.) Applikation von EM-1 bei Ratten eine fir 1 Std. andauernde
Antinozizeption bei mechanischen Stimuli und eine 2 Std. anhaltende Antinozizeption bei
thermischen Stimuli [43]. Ahnlich lang andauernde Effekte wurden von Wang et al.
geschildert: Nach i.z.v. oder i.t. Applikationen von EM-1 bei Ratten traten beim
Schwanzschlag-Test auch nach 100 min antinozizeptive Effekte auf [79]. Lee et al.
beobachteten die bisher am langsten beschriebene Antinozizeption. Nach simultaner i.pl.
Applikation von Carrageenan und EM-1 zeigte sich eine 8 Std. andauernde
Antinozizeption in der entztindeten Pfote. In der gleichen Studie wurden die
antinozizeptive Effekte von EM-1 bei einer 3 bis 4 Std. vorangegangenen
Entzindungsinduktion durch Carrageenan untersucht. Die i.pl. Applikation von EM-1

fuhrte zu einer 4 Std., die i.t. Applikation zu einer 1 Std. andauernden Antinozizeption [78].
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Diesen Untersuchungen mit den Erkenntnissen der langen Wirkdauer von EMs stehen
eine Vielzahl von Studien mit einer kirzeren Wirkdauer von maximal 30 min gegenuber.
Tseng et al. beschrieben nach i.z.v. und nach i.t. Applikation von EM-1 und EM-2 ein
Wirkmaximum nach 5 min im Schwanzschlag-Test, nach 20 min waren keine
antinozizeptiven Effekte mehr nachweisbar [36]. Sakurada et al. beschrieben den
starksten antinozizeptiven Effekt der EMs beim Pfotendruck-Test bereits 1 min nach i.t.
Applikation, 15 min spater konnte kein Unterschied zu den Ausgangswerten festgestellt
werden [46]. Weitere Studien, ebenfalls an Ratten und Mausen, weisen nach i.z.v. oder i.t.
Applikation von EM-1 und/oder EM-2 eine maximale Wirkdauer von 30 min nach Injektion
auf [37-41,44-48,51,52,80].

Meine Versuche erbrachten ebenfalls eine kurze Wirkdauer der EMs. In den
Abbildungen 6 und 13 wird die Dauer der peripheren antinozizeptiven Effekte der EMs
dargestellt. Es zeigte sich bei beiden EMs nach 5 min der starkste antinozizeptive Effekt.
Nach 10 min war weiterhin ein signifikanter Unterschied zu den Ausgangswerten
nachweisbar, nach 20 min war keine Signifikanz mehr vorhanden.

Die Ursache der unterschiedlichen Wirkdauer ist bisher nicht bekannt. Es lassen sich
keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Studien mit der langen Wirkdauer und den
Studien der kurzen Wirkdauer feststellen. Beide Gruppen von Studien untersuchten die
antinozizeptiven Effekte der EMs sowohl nach zentraler, als auch nach peripherer
Applikation. Es wurden vergleichbare Schmerztests verwendet, beide Gruppen

untersuchten entziindete und nicht entziindete Tiere.

Da sich die antinozizeptiven Effekte beider EMs dosisabhangig durch i.pl. applizierte
Opioidrezeptorantagonisten in systemisch unwirksamen Dosierungen aufheben lassen, ist
davon auszugehen, dass die Antinozizeption, die durch i.pl. EMs induziert wird, Uber
periphere Opioidrezeptoren vermittelt wird. Kirzlich sind ahnliche periphere Effekte an
Tieren mit neuropathischen Schmerzen beschrieben worden [52]. Die systemische s.c.
Injektion von einem EM-1 Analogon fuhrte zum Teil Gber periphere Opioidrezeptoren
ebenfalls zur Antinozizeption. Dieses wurde in zwei verschiedenen Modellen des akuten
Schmerzes untersucht, im Schwanzschlag-Test und in einem durch Essigsaure
induzierten Bauchkrampftest [81]. Ich konnte feststellen, dass i.pl. applizierte EMs zu
einer Veranderung in der PDS nur an der entzindeten Pfote fuhrten, welches dem
gesteigerten antinozizeptiven Effekt der Opioide unter entziindeten Bedingungen
entspricht. Dieses konnte bedingt sein durch eine Hochregulierung und Vermehrung der

G-Protein-gekoppelten peripheren Opioid-Rezeptoren, eine Unterbrechung der
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perineuralen Barriere und/oder einer Zunahme der sensorischen Nervenendigungen im
entzliindeten Gewebe [1,5,8,16,65,76,77]. In der nicht entziindeten Pfote konnte ich keine
antinozizeptiven Effekte der EMs feststellen. Das Ausbleiben dieser Effekte in dem nicht
entzindeten Gewebe kdnnten die in meiner Studie festgestellten fehlenden
antinozizeptiven Effekte der EMs im nicht entzindeten Gewebe erklaren.

5.2.2. Rezeptorselektivitat

Beide EMs vermitteln antinozizeptive Effekte Uber periphere u-Rezeptoren. Diese
Effekte konnten aufgrund eines vollstandigen und dosisabhangigen Aufhebens durch den
selektiven p-Rezeptorantagonisten CTOP in meinen Versuchen nachgewiesen werden.
Zum ersten Mal konnten wir durch eine 92 - 96%-ige Verdrangung der [*H]-DAMGO-
Bindung zeigen, dass beide EMs stark an periphere u-Rezeptoren binden. Meine
Ergebnisse stehen im Einklang mit anderen Studien, die die antinozizeptiven Effekte der
EMs beschrieben haben. Es liegen Untersuchungen mit radioaktiv markierten Liganden
an nicht p-Rezeptor-Knockout-Tieren und an p-Rezeptor-Knockout-Tieren in dem
zentralen Nervensystem oder in Zellkulturen vor [28-30,35,52,53]. In meiner Studie konnte
der antinozizeptive Effekt von EM-1 zwar durch 6-Rezeptorantagonisten reduziert werden,
dieses gelang jedoch nur zum Teil und war nicht dosisabhangig. Der k-Antagonist zeigte
gegenuber EM-1 keinen Effekt. Diese Daten indizieren, dass peripher appliziertes EM-1
einen seit 4 - 6 Tagen bestehenden entziindlichen Schmerz lindern kann, indem es
ausschlieBlich am py-Rezeptor wirkt. Dieses stimmt mit anderen Studien, die die
antinozizeptiven Effekte von EM-1 nach spinaler oder supraspinaler Applikation
untersucht haben, Uberein [29,35,37,47].

Die Rezeptorselektivitat von EM-2 ist nicht so eindeutig, wie die von EM-1. Neben
Studien, die von einer reinen u-Rezeptorselektivitat ausgehen [28,30,56], gibt es
Untersuchungen, die eine Mitbeteilung des k-Rezeptors [36,38,47,58] beschreiben.
Weitere Studien gehen davon aus, dass die antinozizeptiven Effekte von EM-2 neben
dem p-Rezeptor auch durch den 6- und den k-Rezeptor vermittelt werden [37,45,46,57].
Meine Versuche zeigen eine durch EM-2 induzierte periphere Antinozizeption, die nicht
durch k-Rezeptoren vermittelt ist. Des Weiteren konnte ich feststellen, dass sich der
periphere antinozizeptive Effekt von EM-2 signifikant und dosisabhangig durch zwei
0-Rezeptor-Antagonisten (Naltrindole und ICI 174,864) abschwachen lasst. Die Studien,
die eine Mitbeteilung durch den 6-Rezeptor beschreiben, gehen von der Freisetzung
endogener Opioidpeptide wie Met-Enkephalin aus, die nachfolgend am &-Rezeptor binden
[37,45,46,57]. Diese These konnte unterstutzt werden durch die direkte Bestimmung von
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Met-Enkephalin im Rickenmark von Ratten nach EM-2-Applikation [57]. Ohsawa et al.
[37] und Sakurada et al. [46] beschreiben, dass sich der antinozizeptive Effekt von EM-2
durch die Gabe von Antikorpern gegen Met-Enkephalin reduzieren Iasst. Obwohl
Opioidpeptide mit einer Affinitat gegenuber 6-Rezeptoren in Entzindungszellen [67,82]
und in sensorischen Nerven [83] exprimiert werden, konnte in meiner Studie keine
signifikante Reduktion der EM-2 induzierten Antinozizeption durch i.pl. applizierte
Antikorper (in einem weiten Dosisbereich) gegen Met-Enkephalin, Leu-Enkephalin oder
gegen B-Endorphin erreicht werden. Dieses steht mit anderen Studien im Einklang
[36,47]. Somit scheint in unserem Modell des entziindeten peripheren Gewebes die
Freisetzung von anderen endogenen Opioidpeptiden durch EM-2 keine Rolle zu spielen.
Gaveriaux-Ruff et al. [84] berichteten Uber immunsuppressive Effekte von Naltrindole
bei &- und auch bei den Tripel p/d/k-Rezeptor-Knockout-Mausen. Deswegen gehen sie
von einem weiteren Wirkmechanismus neben dem des Opioidrezeptors aus. Ob dieser
weitere Wirkmechanismus den antagonisierenden Effekt der 8-Antagonisten erklaren
kann, muss in nachfolgenden Studien weiter untersucht werden. Es gibt jedoch bereits
Hinweise, dass diese unspezifische Wirkungsweise von Naltrindole auf immunsuppressive
Effekte limitiert ist. Matthes et al. [85] und Fillol et al. [86], die die Antinozizeption und das
Opioidrezeptor-Bindungsverhalten bei p- und 6-Rezeptor Knockout-Mausen untersuchten,
beschreiben Naltrindole als einen selektiven Liganden gegenuber dem &-Rezeptor.
SchlieRlich Uberpriften wir die Hypothese, ob EM-2 direkt an &-Rezeptoren peripherer
sensorischer Neurone bindet. In vorangegangenen Studien konnte weder eine Bindung
von EM-2 noch eine Aktivierung des 0-Rezeptors nachgewiesen werden. Dabei wurden
unterschiedliche Homogenate untersucht; Membrankulturen von Zellen, die stabile
0-Rezeptoren exprimieren, das Gehirn von py-Rezeptor Knockout-Mausen und von nicht
M-Rezeptor Knockout-Mausen, jeweils ohne Entzindung [30,53]. Kurzlich konnte unsere
Gruppe zeigen, dass es bei einer entziindeten Pfote zu einer Zunahme der Anzahl und
der Effektivitat der G-Protein gekoppelten Opioidrezeptoren in den Hinterwurzelganglien
kommt [65]. Aufgrund dessen untersuchten wir das Bindungsverhalten bei Tieren mit und
ohne periphere Entzindung. Wir konnten bei den entzindeten Tieren keine und bei den
nicht entziindeten Tieren nur eine kleine Anzahl von &-Bindungsstellen in den
Hinterwurzelganglien feststellen. Mdglicherweise liegt dieses an der niedrigen Expression
von 8-Rezeptor-mRNA oder einer durch die Entzindung induzierten Herunterregulierung
entweder des d-Rezeptors oder dessen bevorzugten zytoplasmatischen
Bestimmungsortes in Hinterwurzelganglien [87-90]. Dieses schlief3t jedoch das
Vorhandensein des 6-Rezeptors am peripheren Ende primar afferenter Neurone nicht
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aus, besonders unter dem Gesichtspunkt des verstarkten axonalen Transports von
Opioidrezeptoren zu peripheren Nervenendigungen im Rahmen subkutaner
Entzindungen [5,8,90]. Tatsachlich konnte im CFA-Modell gezeigt werden, dass die
Injektion von selektiven 6-Rezeptor-Agonisten direkt in entzindetes Gewebe zur
peripheren Antinozizeption fuhrte [91]. Des Weiteren sind 8-Rezeptoren am peripheren
Ende sensorischer Neurone mehrfach immunhistochemisch nachgewiesen worden
[17,92]. Leider ist es aufgrund der stark ausgepragten Heterogenitat nicht moglich, ein
quantitatives Bindungsexperiment an einem entzindeten subkutanen Gewebe
durchzufihren.

Zusammenfassend kann gesagt werden, dass EM-1 und EM-2 den Schmerz im
entzindeten Gewebe reduzieren kdnnen. Beide Peptide binden an periphere
u-Rezeptoren. EM-1 flhrt in der Peripherie ausschliel3lich Uber u-Rezeptoren zur
Antinozizeption, wahrend EM-2 aulierdem periphere 6-Rezeptoren involviert, welches

jedoch nicht durch die Freisetzung anderer Peptide vermittelt wird.

5.2.3. EM-1, EM-2 und B-Endorphin im Vergleich

In meiner Studie wurden die beiden EMs miteinander verglichen (siehe 4.5.). Es zeigte
sich bei der Betrachtung folgender Gesichtspunkte eine groRe Ubereinstimmung:
Effektivitat, Potenz und Wirkdauer. EM-1 zeigte zwar die Tendenz eines grof3eren
antinozizeptiven Effekts, es lag jedoch kein signifikanter Unterschied gegenliber EM-2 vor.
Die Potenz beschreibt die Effektivitat eines Wirkstoffes in Bezug auf dessen absolute
Menge. Die Dosierung mit der hochsten Effektivitat von EM-1 entsprach der Dosierung
von EM-2 mit der héchsten Effektivitat (jeweils 0,625 pg). EM-1 hat ein Molekulargewicht
von 665,7, EM-2 von 626,7 kDa [28,29]. Somit konnte ich keinen nennenswerten
Unterschied in der Potenz der beiden EMs feststellen. Die Wirkdauer der EMs erwies sich
in meiner Arbeit ebenfalls als identisch (siehe 4.2.2. und 4.3.2.).

Mittlerweile liegen viele Studien vor, die die beiden EMs miteinander verglichen haben.
Es wird Uberwiegend von einer gleichen Wirkdauer der beiden EMs gesprochen. Die
Effektivitat und Potenz der EMs wird entweder als identisch [42,44,46,48,55,93] oder als
etwas groRRer bei EM-1 beschrieben [28,35-37,40,43,47,52,53,56,94]. Der Unterschied
zwischen den beiden EMs war jedoch haufig nur eine Tendenz. Es liegen keine Studien
vor, die EM-2 eine groRere Effektivitat oder Potenz bescheinigen.

Diese Studien lassen keine eindeutige Erklarung der unterschiedlichen Erkenntnisse
erkennnen. Es liegen keine wesentlichen Unterschiede zwischen den Studien, die von

einer gleichen Potenz der EMs und den Studien, die von einer groReren Potenz von EM-1
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ausgehen, vor. Die antinozizeptiven Effekte der EMs wurden in beiden Studiengruppen
sowohl nach zentraler, als auch nach peripherer Applikation untersucht. In den beiden
Gruppen von Studien wurden entzindete und nicht entziindete Tiere anhand der gleichen

Schmerztests untersucht.

Des Weiteren wurde in meiner Studie der antinozizeptive Effekt der EMs gegenuber
dem des B-Endorphins verglichen (siehe 4.6.2.). Ausschlief3lich im entziindeten Gewebe
konnte ich einen antinozizeptiven Effekt von B-Endorphin feststellen. Im direkten Vergleich
zeigen die EMs und B-Endorphin einen ahnlichen antinozizeptiven Effekt, es lie} sich kein
signifikanter Unterschied darstellen. Die Effekte von B-Endorphin in meiner Studie sind mit
den Ergebnissen von Stein et al. [64] vergleichbar. Auch Stein et al. haben bei der
Untersuchung der peripheren antinozizeptiven Wirkung von B-Endorphin ausschlieRlich im
entzindeten Gewebe einen antinozizeptiven Effekt festgestellt. Die effektivste Dosierung
wurde ebenfalls mit 1 ug beschrieben.

Somit scheinen beide EMs einen mit dem klassischen Opioid B-Endorphin

vergleichbaren peripheren antinozizeptiven Effekt zu produzieren.

6. Schlussfolgerung und Ausblick

Die Identifikation der Endomorphinbiosynthese ist weiterhin schwierig. Dennoch gibt es
uberzeugende Beweise bezlglich der antinozizeptiven Eigenschaften von exogen
applizierten EMs [29,56]. Uber diese Erkenntnisse hinaus und neben dem Bericht Uiber
das neuropathische Schmerzmodell [52] belegt meine Arbeit den peripheren
antinozizeptiven Effekt von EMs bei Entzindungsschmerzen, die seit 4 - 6 Tagen
bestehen. Beide EMs bewirken nach Injektion in das entziindete Gewebe eine lokale und
dosisabhangige Antinozizeption. Beide Peptide binden an periphere y-Opioidrezeptoren.
Die Effekte von EM-1 werden ausschlieRlich durch den p-Rezeptor vermittelt. Im
Gegensatz dazu aktiviert EM-2 zusatzlich den 8-Rezeptor. Diese Aktivierung des
0-Rezeptors wird nicht indirekt durch andere Peptide, wie z.B. Met- und Leu-Enkephalin
oder B-Endorphin, vermittelt. Weitere mdgliche Mechanismen dieser Aktivierung sind zu
untersuchen. Nichtsdestotrotz sind die Effekte der peripheren Opioidrezeptoren von
grol3er Bedeutung bei der Linderung entzindlicher Schmerzen ohne dabei zu zentral
vermittelten Nebenwirkungen wie Atemdepression, Ubelkeit und Sucht zu flihren
[1,3,19,21,22].
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Der Wirkmechanismus der EMs entspricht dem Wirkmechanismus anderer Agonisten
der Opioidrezeptoren (Inhibierung der Kalziumkanale, Aktivierung der Kaliumkanale und
Inhibierung der Adenylatzyklase) [29]. Neben diesen Ahnlichkeiten besitzen die EMs
einige funktionale Unterschiede im Vergleich zu anderen u-Opioidrezeptoragonisten. Die
antinozizeptive Wirkung der EMs ist selbst nach systemischer (intravendser) Applikation
frei von den unerwinschten Nebenwirkungen des Morphins, wie z.B. Abhangigkeit, Atem-
und Kreislaufdepression und ist dartiber hinaus beim neuropathischen Schmerz effektiv
[35,95-97]. Aufgrund dessen ist es besonders bestrebenswert die Mechanismen dieser
Unterschiede zu erforschen, da sich die EMs als ein sicheres Medikament darstellen.
Einer der wesentlichen Grunde konnte die relative Unfahigkeit der EMs zur Durchdringung
der Blut-Hirn-Schranke sein [98,99]. Daruber hinaus basiert ein interessanter neuer
Ansatz auf der Verknupfung einer Nichtprotein-Aminosaure mit EM-2. Dieses bedingt eine
héhere Stabilitat der EM-2-Struktur. Solche EM-2 Analoga (beinhalten Homophenylalanin
und Phenylglycin) zeigen bei Mausen eine langere Halbwertszeit, eine groliere Effektivitat
und eine langere anhaltende Antinozizeption im Vergleich zu dem ursprunglichen EM-2
[100]. Die Effektivitat der EMs und der Stellenwert als sicheres Medikament (Ausbleiben

von Nebenwirkungen) mussen in randomisierten klinischen Studien validiert werden.

7. Zusammenfassung

Zu den haufigsten Formen akuter und chronischer Schmerzen gehort der
Entziindungsschmerz (z.B. postoperativer oder arthritischer Schmerz). Sowohl fir die
Gesundheit des Einzelnen als auch fiir die Okonomie sind Schmerzen von groRer
Bedeutung. Opioide bilden zwar die Haupttherapie fur starken akuten und chronischen
Schmerz, sie verursachen jedoch eine Reihe von Nebeneffekten wie z.B. kdrperliche und
psychische Abhangigkeit, Sedierung und Atemdepression, die von dem Einfluss der
Opiate auf das zentrale Nervensystem (Gehirn, Riuckenmark) herrihren. Daher besteht
ein Bedarf fur Wirkmittel und Applikationsformen, die bei chronischen Schmerzen
Erleichterung ohne Nebeneffekte schaffen. Opiate Gben eine Analgesie durch Aktivierung
verschiedener Typen von Opioidrezeptoren (u, 8, K) aus.

Endomorphine (EMs) sind endogene selektive Agonisten des p-Opioidrezeptors [28].
Ihr Stellenwert in der Behandlung des entzundlichen Schmerzes ist bisher nicht
vollstandig geklart. In meiner Arbeit habe ich anhand von Ratten den antinozizeptiven

Effekt der EMs im peripheren entziindeten und nicht entzindeten Gewebe untersucht.
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Den Ratten wurde eine einseitige Entzindung der Hinterpfote mit Hilfe abgetoteter
Mykobakterien induziert. 4 - 6 Tage nach der Entzindungsinduktion wurde ihre
Schmerzschwelle anhand eines mechanischen Hyperalgesietests bestimmt. Die EMs
wurden direkt in beide Hinterpfoten appliziert, es zeigten sich jedoch ausschliellich in der
entzundeten Pfote antinozizeptive Effekte. Diese Effekte konnten durch die lokale
Applikation eines selektiven py-Rezeptor-Antagonisten (CTOP), nicht jedoch durch einen
K-Rezeptor-Antagonisten (norBNI) geblockt werden. Die 8-Rezeptor-Antagonisten

(IC1 174,864 und Naltrindolhydrochlorid) konnten die antinozizeptiven Effekte von EM-1
nicht beeinflussen. EM-2 hingegen konnte durch die beiden 6-Rezeptor-Antagonisten
dosisabhangig gemindert werden. Antikorper gegen B-Endorphin, Met-Enkephalin oder
gegen Leu-Enkephalin konnten die EM-2 induzierte Antinozizeption nicht signifikant
beeinflussen. Somit ist nicht von einer indirekten Vermittlung durch andere Opioidpeptide
auszugehen.

SchlieRlich haben wir das Bindungsverhalten von EM-2 am &-Opioidrezeptor
untersucht. Es lie3 sich keine verlassliche Bindung von radioaktiv markierten &-Liganden
in den Hinterwurzelganglien nachweisen. Dennoch kann nicht ausgeschlossen werden,
dass EM-2 direkt an den &-Rezeptoren der peripheren primar afferenten Neuronenenden
bindet, zum einen aufgrund des verstarkten axonalen Transports von Opioidrezeptoren zu
peripheren Nervenendigungen im Rahmen einer subkutanen Entzindung [5,8,90], zum
anderen aufgrund vom mehrfachen immunhistochemischen Nachweisen von
0-Rezeptoren am peripheren Ende sensorischer Neurone [17,92]. Dieses muss jedoch in

nachfolgenden Studien weiter untersucht werden.
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8. Abkirzungsverzeichnis
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