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2. HYPOTHESEN, EXPERIMENTELLE STRATEGIEN UND ERGEBNISSE

2.1. Hypothesen der Habilitationsschrift
Ausgangspunkt dieser Habilitationsschrift sind die folgenden 5 Hypothesen:

Hypothese A: Opioidhaltige Granulozyten und Monozyten/Makrophagen tragen zu einer
peripheren Schmerzhemmung unter Entzindungsbedingungen bei.

Hypothese B: Adhasionsmolekile und CXCR2-Liganden regulieren die Einwanderung
opioidhaltiger Immunzellen und beeinflussen dadurch die Intensitat einer lokalen Schmerz-
hemmung durch Opioidpeptide.

Hypothese C: Eine Schmerzhemmung im entziindeten Gewebe lasst sich durch eine
vermehrte Rekrutierung opioidhaltiger Leukozyten verstarken.

Hypothese D: Im Gegensatz zu einem Entzindungsmodell fiihrt die selektive Einwanderung
von Granulozyten in nicht entziindetes Gewebe zu keiner Schmerzentstehung.

Hypothese E: CXCR1/2 Liganden fuhren zu einer kalziumabhangigen Freisetzung von
Opioidpeptiden aus Granulozyten und hemmen dadurch lokal Entziindungsschmerz.

2.2. Bedeutung verschiedener Leukozytenpopulationen fir eine periphere
Schmerzhemmung durch Opioidpeptide im Entzindungsverlauf

Hypothese A: Opioidhaltige Granulozyten und Monozyten/Makrophagen tragen zu einer
peripheren Schmerzhemmung unter Entzindungsbedingungen bei.

Zur Untersuchung der Hypothese wurde zunachst eine Methode zur Quantifizierung opioid-
haltiger Leukozyten etabliert und diese zur Zellquantifizierung im entziindeten Gewebe ein-
gesetzt. Im zweiten Schritt wurde die Bedeutung einzelner Leukozytenpopulationen mit Hilfe
spezifischer Depletionsstrategien analysiert.
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Die Quantifizierung opioidhaltiger Leukozyten im entzindeten Pfotengewebe erfolgte mit
Hilfe der Durchflusszytometrie. Nach enzymatischem Verdau des Gewebes wurde in einer
Einzelzellsuspension eine Doppelfarbung von Leukozyten (CD45) und Opioidpeptiden durch-
gefuhrt. Der zur Farbung der Opioidpeptide eingesetzte Antikérper (3E7) erkennt B-Endor-
phin, Met-Enkephalin und Dynorphin (68). Die Spezifitat der 3E7-Farbung wurde durch zwei
Kontrollen bestatigt: die Farbung mit einem isotypengleichen Kontrollantikdrper und der
dosisabhangige Verlust einer Farbung nach vorheriger Inkubation mit exogen zugegebenen
B-Endorphin. Im Entzindungsverlauf nahm die Anzahl opioidhaltiger Leukozyten zu. Parallel
hierzu stiegen der Gehalt an B-Endorphin und die Anzahl B-Endorphin positiver Zellen im
Gewebe an. Die Schmerzschwellen waren zu allen Zeitpunkten gleichermallen erniedrigt,
wahrend eine durch Stress auslésbare Schmerzhemmung im Entzindungsverlauf signifikant
zunahm. In der frihen Entzindung (2 und 6 h nach CFA-Gabe) waren opioidhaltige
Leukozyten in der Mehrzahl Granulozyten. Spater (96 h nach CFA-Gabe) dominierten
Monozyten/Makrophagen.
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Um die Bedeutung opioidhaltiger Monozyten/Makrophagen zu untersuchen, wurden clodro-
nathaltige Liposomen zur selektiven Depletion eingesetzt (69,70). Clodronathaltige Lipo-
somen werden phagozytiert und lysiert (71). Das freigesetzte, toxische Clodronat verursacht
Zelltod durch Apoptose, indem mitochondriale Enzyme inhibiert werden (72-74).

In spaten Phasen der Entziindung (48 und 96 h nach CFA-Gabe) nahm die Anzahl von
Monozyten/Makrophagen und von opioidhaltigen Leukozyten in der Pfote nach lokaler Injek-
tion clodronathaltiger Liposomen um 30-35% ab. Andere Leukozytenpopulationen blieben
unverandert. Die Schmerzschwellen waren in allen Gruppen vergleichbar, wahrend eine
durch Stress ausgelOste periphere Schmerzhemmung bei einer Depletion der Monozyten/
Makrophagen signifikant vermindert war.
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In der frGhen Entzindung (< 24 h nach CFA-Gabe) waren Granulozyten die quantitativ
groflite Population opioidhaltiger Leukozyten im Gewebe. Die systemische Injektion eines
granulozytendepletierenden Serums reduzierte die Anzahl der Granulozyten in der Zirku-
lation und in der entzindeten Pfote um 90%. Die Anzahl der Monozyten/Makrophagen in der
Pfote blieb unverandert. Wahrend die Granulozytendepletion die Schmerzschwellen nicht
beeinflusste, waren die opioidhaltigen Leukozyten und eine durch CRF ausgeldste periphere
Schmerzhemmung signifikant vermindert.

Zusammenfassung: Im Verlauf einer experimentellen Entziindung steigen die Anzahl opioid-
haltiger Leukozyten, der Gesamtgehalt an Opioidpeptiden in der Pfote und eine durch
Opioidpeptide vermittelte lokale Schmerzhemmung signifikant an. Diese periphere Schmerz-
hemmung wird in der frihen Phase der Entziindung durch Granulozyten vermittelt. In der
spaten Phase tragen Monozyten/Makrophagen hierzu bei.

2.3. Regulation der Einwanderung opioidhaltiger Leukozyten durch
Adhéasionsmolekile und Chemokine

Hypothese B: Adh&sionsmolekile und CXCR2-Liganden regulieren die Einwanderung
opioidhaltiger Immunzellen und beeinflussen dadurch die Intensitat einer lokalen Schmerz-
hemmung durch Opioidpeptide.

Um die Bedeutung der Adhasionsmolekile und Chemokine fir die Leukozytenrekrutierung
und Antinozizeption zu charakterisieren, wurden die einzelnen Schritte der Rekrutierung
durch spezifische Antikorper gezielt blockiert.
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Die Untersuchungen zur Rolle der Adhasionsmolekiile wurden in der friihen Phase der
Entzindung durchgeflihrt (6 h nach CFA-Gabe). Unter Entzlindungsbedingungen nahm die
Expression von Adhasionsmolekilen wie ICAM-1, E-, P-Selektin und PECAM-1 auf Endo-
thelzellen der Gefale in der Pfote zu. Integrine (a4 und B;) lieRen sich auf opioidhaltigen
Leukozyten in der Zirkulation und im Gewebe nachweisen, wahrend L-Selektin nur auf zirku-
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lierenden, nicht aber auf Leukozyten im entzindeten Gewebe exprimiert wurde (,shedding®).
Eine systemische Blockade von Adhasionsmolekilen (ICAM-1 oder Integrine o4 und ()
fUhrte zu einer Zunahme zirkulierender Immunzellen und zu einer Abnahme von Leukozyten
in der Pfote. Bei einer Blockade von Selektinen durch Fucoidin nahmen sowohl die Leuko-
zyten in der Zirkulation als auch im Gewebe ab. Bei allen drei Behandlungsstrategien gegen
Adhasionsmolekiile (ICAM-1, Integrine a4 und B, oder Selektine) nahmen die opioidhaltigen
Leukozyten in der Pfote ab und verhinderten so eine kdrpereigene, periphere Schmerz-
hemmung durch Opioidpeptide. Nur nach Blockade von PECAM-1 waren weder die Anzahl
opioidhaltiger Leukozyten noch die periphere Schmerzhemmung verandert.
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Im entziindeten Gewebe waren zu friihen Zeitpunkten (2 h nach CFA-Gabe) nur eine geringe
Menge granulozytenspezifischer Chemokine (nur CXCL1 und CXCL2/3) nachweisbar. Im
weiteren Entziindungsverlauf wurden alle CXCR2 Liganden (CXCL1, CXCL2/3 und CINC-2)
in hohem Mal3e in der Pfote produziert. Der Chemokinrezeptor CXCR2 war auf nahezu allen
Granulozyten und opioidhaltigen Leukozyten, nicht aber auf Monozyten/Makrophagen nach-
weisbar. Die lokale Injektion von Antikorpern gegen CXCL1 und CXCL2/3 bewirkte eine
signifikante Abnahme der Anzahl der Granulozyten und der opioidhaltigen Leukozyten, nicht
aber der Monozyten/Makrophagen. Parallel zur Abnahme opioidhaltiger Leukozyten war
auch eine durch CRF ausgeloste lokale Schmerzhemmung signifikant vermindert
(graphische Darstellung in Abbildung 4).
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Zusammenfassung: Die Einwanderung opioidhaltiger Leukozyten wird in der frihen Entzin-
dung durch Adhasionsmolekuile auf zirkulierenden Leukozyten (L-Selektin, Integrine ou, B2)
und auf dem GefalRendothel (ICAM-1, E-, P-Selektin) reguliert. Dartber hinaus ist diese Ein-
wanderung abhangig von den im entziindeten Gewebe produzierten CXCR2 Liganden
(CXCL1 und 2/3) und dem auf Granulozyten exprimierten Chemokinrezeptor CXCR2. Eine
Blockade von Adhasionsmolekilen oder von CXCR2 Liganden verursacht neben einer
verminderten Einwanderung opioidhaltiger Immunzellen auch den Verlust einer peripheren
Schmerzhemmung durch Opioidpeptide.
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2.4. Die Intensitat einer peripheren Schmerzhemmung wird durch
Opioidrezeptoren und nicht durch Opioidpeptide begrenzt

Hypothese C: Eine Schmerzhemmung im entziindeten Gewebe lasst sich durch eine
vermehrte Rekrutierung opioidhaltiger Leukozyten verstarken.

In Hypothese A und B wurde gezeigt, dass opioidhaltige Granulozyten zu einer peripheren
Schmerzhemmung beitragen. Im Vergleich zur spateren Phasen der Entziindung war die
Anzahl opioidhaltiger Leukozyten jedoch gering und eine Schmerzhemmung weniger stark
ausgepragt. Um die Anzahl opioidhaltiger Granulozyten in der entziindeten Pfote zu
erhdhen, wurden zwei Strategien gewahlt: die Expansion von Granulozyten im Blut durch
hamatopoetische Wachstumsfaktoren und die lokale Injektion von granulozytenspezifischen
Chemokinen in die Pfote.
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Nach mehrtagiger Injektion hamatopoetischer Wachstumsfaktoren (G-CSF (= ,granulocyte-
colony stimulating factor”) und SCF (= ,stem cell factor®)) werden Granulozyten verstarkt aus
dem Knochenmark freigesetzt und die Anzahl zirkulierender Granulozyten nimmt signifikant
zu (75). Die kombinierte Gabe beider Wachstumsfaktoren ist dabei effektiver als die
Einzelgabe (76,77). In verschiedenen Modellen fiihrt eine solche Expansion zirkulierender
Granulozyten auch zu einer verstarkten Rekrutierung in entzindetes Gewebe (78,79).

In unserem Entzindungsmodell verzehnfachte sich die Anzahl zirkulierender Granulozyten
durch die Injektion hamatopoetischer Wachstumsfaktoren, wahrend die Anzahl opioidhaltiger
Granulozyten in der entziindeten Pfote nur in geringem MalRe zunahm (Anstieg um 30-40%).
Die Intensitéat einer peripheren Schmerzhemmung lieR sich hierdurch nicht steigern.
Untersuchungen zur mRNA-Expression der CXCR2 Liganden zeigten, dass in diesem friihen
Entziindungsstadium (2 h nach CFA-Gabe) nur wenige Transkripte von CXCL1 nachweisbar
waren. Die Menge an Transkripten aller vier CXCR2 Liganden war erst im weiteren
Entzindungsverlauf deutlich erhéht (12 h nach CFA-Gabe).
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Da die Injektion hamatopoetischer Wachstumsfaktoren nur einen geringen Einfluss auf die
Rekrutierung opioidhaltiger Leukozyten hatte und da CXCR2 Liganden in der friihen Entzin-
dung in niedriger Menge im Gewebe nachweisbar waren, wurde ein zweiter experimenteller
Ansatz untersucht. Die lokale Injektion von einem granulozytenspezifischen Chemokin
(CXCL2/3) fuhrte zu einem dosisabhangigen, maximal vierfachen Anstieg der Granulozyten
und der opioidhaltigen Leukozyten in der entziindeten Pfote (2 h nach CFA-Gabe). Ebenso
wie nach der Gabe hamatopoetischer Wachstumsfaktoren wurde jedoch keine Steigerung
einer peripheren Schmerzhemmung erzielt. In dieser frihen Entzindungsphase waren
sowohl die kérpereigene als auch eine durch lokale Injektion von Opioidpeptiden ausgeldste
Schmerzhemmung nur wenig wirksam. Ubereinstimmend lieR sich nur eine geringgradige
Expression von Opioidrezeptoren im DRG und auf peripheren Nervenendigungen nach-
weisen.
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Die Intensitat einer peripheren Schmerzhemmung lieR® sich durch vermehrte Einwanderung
opioidhaltiger Leukozyten nicht steigern. Die Intensitat einer peripheren Schmerzhemmung
scheint also von der Anzahl und Funktion der Opioidrezeptoren abhangig zu sein. Um die
Regulation der Bildung von Opioidrezeptoren genauer zu verstehen, wurde die Anzahl von
Opioidrezeptortranskripten im DRG im Entziindungsverlauf quantifiziert.

Die Anzahl der p-Opioidrezeptortranskripte stieg zu frihen Entziindungszeitpunkten (1 und 2
h nach CFA Gabe) signifikant an. Eine erhéhte Anzahl von p-Opioidrezeptoren liel3 sich erst
im spateren Entzindungsverlauf (24 h nach CFA Gabe) im DRG nachweisen. Beide Veran-
derungen waren nicht mehr nachweisbar, wenn vor dem Entziindungsbeginn der ipsilaterale
Nervus ischiadicus entweder ligiert oder seine Funktion durch Leitungsanasthesie blockiert
wurde. Eine Entziindung scheint also durch die begleitende neuronale Aktivierung direkt die
Neusynthese von p-Opioidrezeptoren im DRG zu beeinflussen.

Die Anzahl der Opioidrezeptortranskripte stieg nicht nur fir y, sondern auch fir k¥ wahrend
der Entziindung an. Die grof3te Anzahl der Transkripte wurde aber zu einem spateren Ent-
zundungszeitpunkt gemessen (12 h nach CFA-Gabe) und liefl3 sich durch systemische Gabe
eines IL-1 Rezeptorantagonisten blockieren. Eine intraplantare Injektion des Zytokins IL-1p
fuhrte ebenso wie CFA zu einer erhdhten Anzahl der k-Opioidrezeptortranskripte und der k-
Opioidrezeptorpositiven Nervenfasern im ipsilateralen DRG zu. Beide Anstiege lieRen sich
durch einen IL-1 Rezeptorantagonisten blockieren. In der Entzindung gebildete Zytokine
scheinen also die Neusynthese von k-Opioidrezeptoren im DRG zu beeinflussen.

Zusammenfassung: Im Gegensatz zur systemischen Gabe von hamatopoetischen Wachs-
tumsfaktoren nimmt die Einwanderung opioidhaltiger Leukozyten in die Pfote nach lokaler
Injektion granulozytenspezifischer Chemokinen erheblich zu. Dennoch bleibt die Intensitat
einer peripheren Schmerzhemmung unverandert. Somit scheint diese Form der Schmerz-
hemmung weniger durch Opioidpeptide als durch Opioidrezeptoren begrenzt zu sein. Zwar
wird die Opioidrezeptortranskription innerhalb weniger Stunden nach Entziindungsbeginn
gesteigert, aber deren Translation und Transport in die Peripherie dauert offensichtlich einen
bis mehrere Tage.

2.5. Keine Schmerzentstehung bei selektiver Granulozyteneinwanderung in
nicht entziindetes Gewebe

Hypothese D: Im Gegensatz zu einem Entziindungsmodell fiihrt die selektive Einwanderung
von Granulozyten in nicht entziindetes Gewebe zu keiner Schmerzentstehung.

In unserem Entzindungsmodell fuhrte weder die Granulozytendepletion noch deren
vermehrte Einwanderung zu Veranderungen der Schmerzschwellen (siehe Hypothese A und
C). Hieraus leitet sich die Frage ab, ob Granulozyten lberhaupt zur Schmerzentstehung
beitragen. Zur Untersuchung dieser Fragestellung wurden CXCR2 Liganden in die nicht
entzindete Pfote injiziert und die Schmerzschwellen gemessen.
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Im CFA-Modell ist ein lokaler Entzindungsschmerz messbar. Hingegen kam es nach lokaler
Injektion von CXCL1 und CXCL2/3 in die nicht entziindete Pfote zu einer dosis- und
zeitabhangigen Einwanderung von Granulozyten ohne Schmerzentstehung. Dieser Unter-
schied kam nicht durch eine fehlende Aktivierung der Granulozyten zustande, denn typische
Aktivierungsmarker von Granulozyten zeigten ein vergleichbares Muster nach Injektion von
CFA und CXCL2/3 (L-Selektin-Shedding und Expression von CD11b und CD18 gleicher
Intensitat). Entzindungsschmerz l6st eine Synthese pronozizeptiver Mediatoren wie
beispielsweise Prostaglandin E, aus. Dementsprechend wurde Prostaglandin E, nach
Injektion von CFA, nicht aber von CXCL2/3 vermehrt gebildet. Entziindung und Schmerz
fuhren darGber hinaus zu einer neuronalen Aktivierung und zu einem Anstieg der
Genexpression so genannter ,immediate early genes® wie c-fos in den Laminae | und Il des
Hinterhornes des Rickenmarks (80). Die Untersuchungen zeigten, dass sowohl die Menge
an c-fos-mRNA als auch die Anzahl c-fos positiver Zellen nach Injektion von CFA, nicht aber
von CXCL2/3, erhdht war.

Zusammenfassung: Die selektive Granulozyteneinwanderung in nicht entziindetes Gewebe
verursacht im Gegensatz zu einem Entzindungsmodell keine Schmerzen, obwohl die
eingewanderten Granulozyten ein identisches Aktivierungsmuster aufweisen. Auch die flr
Entziindungsschmerz charakteristischen Begleitveranderungen (lokale Prostaglandinbildung
und Expression von Aktivierungsmarkern im Rickenmark) treten nur im Entzindungsmodell,
nicht aber nach Chemokinjektion auf.

2.6. Chemokininduzierte Freisetzung von Opioidpeptiden aus Granulozyten in
vitro und Schmerzhemmung in vivo

Hypothese E: CXCR1/2 Liganden flihren zu einer kalziumabhangigen Freisetzung von
Opioidpeptiden aus Granulozyten und hemmen dadurch lokal Entziindungsschmerz.

Bisherige Arbeiten beschrieben Opioidpeptide in vesikeldhnlichen Strukturen von Leukozyten
(67) und zeigten eine Freisetzung von Granula aus Granulozyten nach Stimulation mit
CXCL8 (62,63). Ausgehend hiervon wurde in vitro und in vivo untersucht, ob CXCR1/2
Liganden Opioidpeptide aus Granulozyten freisetzen und welche Signaltransduktionswege
hieran beteiligt sind.
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In unserem Entziindungsmodell flihrte die lokale Injektion von CXCL2/3 zu einer peripheren
opioidvermittelten Schmerzhemmung. Um die molekularen Mechanismen der Opioidpeptid-
freisetzung aus humanen und Ratten Granulozyten zu verstehen, wurden Stimulations-
experimente mit CXCR1/2 Liganden (human: CXCL8, Ratte: CXCL2/3) in vitro durchgeflhrt.
CXCR1/2 Liganden induzierten die Freisetzung von B-Endorphin und Met-Enkephalin. Diese
Freisetzung wurde durch intrazellulare (BAPTA/AM), nicht aber extrazellulare Kalziumchelat-
bildung (EGTA) blockiert. In Anwesenheit eines IP;-Rezeptorantagonisten (2-APB) war die
Freisetzung ebenfalls inhibiert. Dartber hinaus blockierten auch Inhibitoren der Pl;Kinase
(Wortmannin und LY294002) partiell die CXCL8 bzw. CXCL2/3 induzierte Freisetzung von
Opioidpeptiden (graphische Darstellung in Abbildung 5, nachste Seite).
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von Opioidpeptiden.

Zur Untersuchung der in vivo Relevanz der in vitro charakterisierten Signaltransduktions-
wege wurde zunachst eine systemische Granulozytendepletion vor Entziindungsbeginn
durchgefiihrt. In diesen depletierten Tieren war keine periphere Schmerzhemmung durch
lokale Injektion von CXCR2 Liganden auslésbar. Im nachsten Schritt wurden Granulozyten
aus einem Spendertier gewonnen und lokal injiziert. In rekonstituierten Tieren lief3 sich jetzt
eine Schmerzhemmung durch CXCR2 Liganden erzielen. Im dritten Schritt wurden die
Granulozyten vor dem Transfer mit einem intrazellularen Kalziumchelatbildner (BAPTA/AM)
inkubiert und hierdurch die fir die Opioidpeptidfreisetzung wichtige Signaltransduktion
blockiert. Wurden diese vorbehandelten Granulozyten injiziert, lie® sich keine Schmerz-
hemmung durch CXCR2 Liganden ausloésen.

Zusammenfassung: CXCR2 Liganden spielen eine duale Rolle fiir eine periphere
Schmerzhemmung durch Opioidpeptide. Erstens sind sie flr die Rekrutierung opioidhaltiger
Granulozyten verantwortlich (siehe Hypothese B). Zweitens fiihren sie zur direkten Opioid-
peptidfreisetzung aus Granulozyten. Eine solche Opioidpeptidfreisetzung erfordert die
Aktivierung der klassischen Signaltransduktionswege der CXCR1/2 Rezeptoren. Hierzu
zahlen die IP;-Rezeptorvermittelte Kalziumfreisetzung aus dem endoplasmatischen Retiku-
lum und moglicherweise die Aktivierung der Pl;Kinase. Auch in vivo ermoglichen diese Kas-
kaden eine opioidvermittelte Schmerzhemmung durch granulozytenspezifische Chemokine.
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