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ICAM-I/TH

Abbildung 11: Konfokale Doppelimmunfluoreszenz-Mikroskopie von ICAM-1 (A, D, G) (rot) und CGRP-
(B) oder TH (E, H) (griin) in FCA-entziindetem subkutanem Pfotengewebe. Kombinierte Aufnahmen von
ICAM-1 und CGRP (C) sowie ICAM-1 und TH (F, I). CGRP-IR sensorische Nervenfasern (Pfeile) und TH-
IR sympathische Nervenfasern (Pfeile) liegen in engem Kontakt zu ICAM-1 positiven Blutgefalien
(Pfeilspitzen) im entziindeten subkutanen Pfotengewebe.
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Abbildung 12: Konfokale Immunfluoreszenz-Mikroskopie von ICAM-1 (A-H) (rot) im entzindeten
subkutanen Pfotengewebe 6 h (A, B, E, F) und 4 d (C, D, G, H) nach FCA. Die Behandlung mit Cap (B,
D) und 6-OHDA (F, H) fihrte in der friihen (6 h FCA) sowie in der spaten (4 d FCA) Entziindungsphase
zu einer signifikanten Reduktion ICAM-1-IR BlutgefaRRe im Vergleich zur Behandlung mit den jeweiligen
Vehikeln (A, C und E, G). p<0,05. ep, Epidermis; treated, Behandlung mit Cap oder 6-OHDA; control,
Vehikelbehandlung

3.5 Verlust von subkutanen TH-IR sympathischen Nervenfasern nach 6-OHDA

Behandlung

Nach der Behandlung mit 6-OHDA oder dem Vehikel untersuchten wir deren Einfluss
auf die Veranderungen der postganglionaren sympathischen Nervenfasern und ihrer die
Blutgefalie innervierenden Nervenendigungen. Die Abbildungen 8 B, C, E, F zeigen TH-
immunoreaktive Nervenfasern (grine Fluoreszenz) in FCA-entzindetem subkutanem
Pfotengewebe nach 6-OHDA Gabe (E, F) oder Vehikelbehandlung (B, C). Nach
Behandlung mit 6-OHDA zeigte sich im Vergleich zur Vehikelbehandlung eine deutliche
Reduktion von TH-IR sympathischen Nervenfasern innerhalb peripherer Nerven (nerve)
der Haut (B, E) und von TH-IR sympathischen Nervenendigungen (C, F), die sich in der
Wand der Blutgefalie dicht verzweigen. Balken =20 ym. Die quantitative Analyse ergab
eine signifikante Reduktion der TH-IR Nervenfasern um 45 % nach 6-OHDA
Behandlung (8,7 #+ 0,8/384 mm? verglichen mit der Vehikelbehandlung
(15.9 + 0.9/38,4 mm?) (P<0,05 ungepaarter Student t-Test).
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3.6 Beitrag subkutaner sympathischer Nervenfasern zur Rekrutierung Opioid-

haltiger Leukozyten wahrend FCA-induzierter Entziindungsschmerzen

Wahrend der frihen Phase des Entzindungsschmerzes (6 h nach FCA) konnten wir die
Opioidpeptide vorwiegend in PMN (in Abbildung 13 | mit 1 markiert) darstellen. PMN
bildeten zu diesem Zeitpunkt die Hauptpopulation der in das subkutane Pfotengewebe
eingewanderten Leukozyten (Abbildung 13 A-D, Balken = 40 uym). B, D zeigen, dass die
6-OHDA Behandlung eine signifikante Abnahme der Rekrutierung END- (B) oder ENK-
IR (D) PMN in das entziindete subkutane Gewebe im Vergleich zur Vehikelbehandlung
(A, C) bewirkte. In der quantitativen Analyse (Abbildung 13 Il) stellten wir fest, dass die
Degeneration der TH-IR Nervenfasern durch 6-OHDA (schwarze Balken) zu einer
signifikanten Abnahme END-IR und ENK-IR PMN im Vergleich zur Vehikelbehandlung
(graue Balken) fuhrte (*P<0,05, ungepaarter Student t-Test) (Abbildung 13 E, F). Die
Anzahl mononuklearer Zellen (Monozyten/Makrophagen, Lymphozyten, in Abbildung 13
| mit 2 markiert) war 6 h nach FCA vergleichsweise gering und zeigte keine signi-
fikanten Veranderungen. Die Daten in Abbildung 13 E, F sind als Mittelwert + S.E.M
angegeben. Die immunhistochemische Lokalisation von END-IR (A, B) und ENK-IR (D,
E) Immunzellen im entzindeten subkutanen Pfotengewebe 4 d nach FCA-Gabe bei
Ratten mit 6-OHDA (B, E) oder Vehikelbehandlung (A, D) wird in Abbildung 14 |
dargestellt. Wahrend der spaten Phase des Entzindungsschmerzes waren die
Opioidpeptide vorwiegend in mononuklearen Zellen (in Abbildung 14 | markiert mit 2)
lokalisiert. Wir konnten demonstrieren, dass mononukleare Immunzellen 4 d nach FCA
die Uberwiegende Leukozytenpopulation im FCA-entzindeten subkutanen Pfoten-
gewebe darstellen. B, E zeigen, dass die 6-OHDA Behandlung eine signifikante
Abnahme der Rekrutierung END-IR (B) oder ENK-IR (E) mononuklearer Zellen in das
entzindete subkutane Gewebe im Vergleich zur Vehikelbehandlung (A, D) zur Folge
hatte. Balken = 20 um. Mit Hilfe der quantitativen Analyse (Abbildung 14 Il) gelang uns
der Nachweis einer signifikanten Abnahme von END-IR (E) und ENK-IR mononuklearen
Immunzellen (F) nach Degeneration der TH-IR Nervenfasern durch 6-OHDA (schwarze
Balken) im Vergleich zur Vehikelbehandlung (graue Balken) (*P<0,05, ungepaarter
Student t-Test). Die Anzahl PMN (in Abbildung 14 | mit 1 markiert) war 4 d nach FCA
vergleichsweise gering und zeigte keine signifikanten Veranderungen. Die Daten in
Abbildung 14 Il E, F sind als Mittelwert £+ S.E.M angegeben.
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Abbildung 13: Immunhistochemische Lokalisation (I) und quantitative Analyse (II) von END-IR (A, B, E)
und ENK-IR (C, D, F) Immunzellen 6 h nach FCA, 6-OHDA (B, D) vs. Vehikel (A, C). 6 h nach FCA
immigrierten vorwiegend Opioid-haltige PMN (mit 1 markiert) in das Entzindungsgebiet. Die
Degeneration der TH-IR sympathischen Nervenfasern durch 6-OHDA flihrte zu einer signifikanten
Abnahme END-IR und ENK-IR PMN im Vergleich zur Vehikelbehandlung. Die Anzahl mononukleérer
Zellen (mit 2 markiert) war vergleichsweise gering und zeigte keine signifikanten Veranderungen nach 6-
OHDA- oder Vehikelbehandlung. * P<0,05; 6-OHDA-Behandlung, schwarze Balken; Vehikelbehandlung,
graue Balken; Mono, mononukleare Immunzellen
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Abbildung 14: Immunhistochemische Lokalisation (I) und quantitative Analyse (Il) von END-IR (A, B, E)
und ENK-IR (C, D, F) Immunzellen 4 d nach FCA, 6-OHDA (B, D) vs. Vehikel (A, C). 4 d nach FCA waren
Opioid-haltige mononukledre Zellen (mit 2 markiert) im Entziindungsgebiet vorherrschend. Die
Degeneration der TH-IR sympathischen Nervenfasern durch 6-OHDA fiihrte zu einer signifikanten
Abnahme von END-IR und ENK-IR mononuklearen Zellen im Vergleich zur Vehikelbehandlung. PMN (mit
1 markiert) waren nur in geringer Anzahl vorhanden und zeigten keine signifikanten Veranderungen nach
6-OHDA- oder Vehikelbehandlung. * P<0,05; 6-OHDA-Behandlung, schwarze Balken;
Vehikelbehandlung, graue Balken; Mono, mononukledre Immunzellen
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3.7 Veranderungen der Expression von GefaBRendothel ICAM-1 durch die
Degeneration subkutaner sympathischer Nervenfasern wahrend einer schmerz-

haften Entziindung

In den Abbildungen 12 E, F, G, H zeigen wir anhand der konfokalen Mikroskopie der
ICAM-1 Immunfluoreszenzfarbung (rote Fluoreszenz) die deutlichen Veranderungen der
Expression von Gefallendothel ICAM-1 im subkutanen Pfotengewebe nach 6-OHDA
Behandlung im Vergleich zum Vehikel 6 h (E, F) und 4 d nach FCA-Gabe (G, H).
Balken = 20 ym. Die quantitative Analyse von ICAM-1-IR Blutgefalen im entziindeten
subkutanen Pfotengewebe 6 h nach FCA ergab eine signifikante Reduktion der ICAM-
1-IR Blutgefalte nach 6-OHDA Behandlung (E) verglichen mit dem Vehikel (F) (6-
OHDA: 5,5 + 0,4/38,4 mm? vs. Vehikel: 9,0 + 0,1/38,4 mm?) (P<0,05). Vier Tage nach
FCA-Gabe war die Anzahl der ICAM-1-IR Blutgefalte nach 6-OHDA Behandlung (G)
ebenfalls signifikant reduziert (6-OHDA: 6,2 + 0,5/38,4 mm? vs. Vehikel: 10,82
0,36/38,4 mm?) im Vergleich zur ICAM-1-IR bei den mit dem Vehikel (H) behandelten
Ratten (P<0,05).

3.8 Einfluss der peripheren sensorischen und sympatischen Nervenfasern auf
die lokale Opioid-vermittelte, Schwimmstress-induzierte Inhibition von

Entziindungsschmerzen

In Abbildung 15 A stellen wir den Zeitverlauf des PPT nach CWS in der entzindeten
(gefullte Kreise) im Vergleich zur kontralateralen, nicht entzindeten Pfote (leere Kreise)
von Ratten mit FCA-induzierter unilateraler Hinterpfotentzindung dar. Bei Ratten mit
FCA-entzindeter Pfote waren die PPT-Werte in der entzindeten, nicht aber in der
gesunden Pfote, 1 min. und 5 min. nach CWS signifikant erhdht (Abbildung 15 A). Diese
stressinduzierte PPT-Elevation hatte ihren Hohepunkt nach 1 min. und klang in den
folgenden 20-30 min. wieder ab. Die Abbildung 15 B stellt zum einen den Einfluss der
intraplantaren Injektion von Naloxon auf den Maximaleffekt der CWS-induzierten PPT-
Erhéhung dar. Die Gabe von 18 pg Naloxon i.pl. reduzierte den Maximaleffekt der
CWS-induzierten PPT-Erhdhung signifikant. Desweiteren wird die Auswirkung der
Behandlung der Ratten mit 6-OHDA oder Cap verdeutlicht. Beide Neurotoxine
verringerten signifikant den Maximaleffekt der CWS-induzierten PPT-Erhdhung
(*P<0.05, ungepaarter Student t-test) (Abbildung 15 B).
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Abbildung 15: Zeitverlauf des PPT nach CWS in der entziindeten (geflillte Kreise) im Vergleich zur
kontralateralen nicht entziindeten (leere Kreise) Pfote nach FCA. Signifikante stressinduzierte PPT-
Elevation nach CWS in der FCA-entziindeten Pfote (A). Einfluss von Naloxon (naloxone) i.pl., 6-OHDA
i.p. und Cap s.c. auf den Maximaleffekt der CWS-induzierten PPT-Erhéhung. Naloxon i.pl. hob den
Maximaleffekt der CWS-induzierten PPT-Erhdhung signifikant auf. 6-OHDA und Cap verringerten
ebenfalls signifikant den Maximaleffekt der CWS-induzierten PPT-Erhéhung (B). * P<0,05 (Ergebnisse
dargestellt nach Mousa et al. 2010, Barin Behav Immun 24:1310-23).
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4, Diskussion

Das Hauptergebnis dieser Studie ist, dass sensorische und sympathische Nervenfasern
zu einer verstarkten Expression des Adhasionsmoleklls Gefalkendothel-ICAM-1 bei
einer lokalisierten schmerzhaften Entzindung beitragen. Simultan kommt es zu einer
verstarkten Einwanderung Opioid-haltiger Leukozyten, was wiederum die endogene
Opioid-vermittelte Hemmung der Entzindungsschmerzen fordert. Dies lasst sich durch
die folgenden Punkte begrunden: i) die signifikante Reduktion peripherer sensorischer
und sympathischer Nervenfasern durch Einsatz ihrer entsprechenden Neurotoxine flhrt
zu einer deutlichen Abnahme der Einwanderung Opioid-haltiger PMN (in der frihen
Phase) und mononuklearer Immunzellen (in der spaten Phase) im Rahmen einer
schmerzhaften lokalen Entzindung; ii) die Lokalisation CGRP-IR und TH-IR
Nervenfasern in enger Nachbarschaft zu ICAM-1-IR Blutgefallen in entzindetem
subkutanem Gewebe und die Innervation der ICAM-1-IR Blutgefale durch TH-IR
Nervenfasern; iii) die Hochregulation der Anzahl ICAM-1-IR BlutgefaRe im Anschluss an
die i.pl. Injektion von FCA und die Hemmung dieser Hochregulation durch die
Degeneration peripherer sensorischer und sympathischer Nervenfasern durch die
Behandlung mit Cap bzw. 6-OHDA; iv) schliesslich die aufgehobene stressinduzierte
Opioid-vermittelte Hemmung von Entziindungsschmerzen nach Naloxongabe oder nach

Degeneration der peripheren sensorischen und/oder sympathischen Nervenfasern.

In dem von uns verwendeten Modell der lokalen schmerzhaften Entziindung bei Ratten
wird die Einwanderung Opioid-haltiger Leukozyten in das Entzindungsgebiet durch
verschiedene Adhasionsmolekule gesteuert. Dies konnte durch frihere Studien unserer
Arbeitsgruppe belegt werden (Machelska H et al., 1998, 2002, 2004). Die Blockade von
L- und P-Selektin durch Fucoidin und der Leukozytenintegrine a4 und 32 durch die
entsprechenden monoklonalen AK flhrte zu einer signifikanten Abnahme der
Rekrutierung Opioid-haltiger Leukozyten in das subkutane entzindete Pfotengewebe
von Ratten in der frlihen Phase des Entzindungsschmerzes (6 h nach FCA) und
bewirkte eine vollstandige Aufhebung der peripheren CWS-induzierten Antinozizeption
(Machelska H et al., 1998, 2004). Die Blockade von ICAM-1 durch den monoklonalen
AK Anti-ICAM-1 flhrte zu einer signifikanten Verminderung END-haltiger Immunzellen
im entzindeten subkutanen Pfotengewebe (Machelska H et al., 2002). Durch
Stimulation (z.B. 1 min. CWS) werden die Opioide aus den Leukozyten freigesetzt. Sie

binden an in der Nahe befindlichen Opioidrezeptoren auf sensorischen Nervenfasern
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und fuhren zu einer intrinsischen Schmerzhemmung (Schafer M et al., 1994, 1996). Es
konnte gezeigt werden, dass das Ausmass dieser intrinsischen Schmerzhemmung
proportional zur Anzahl der Opioidpeptid-produzierenden Leukozyten im subkutanen
Gewebe ist. Verschiedene Leukozytensubpopulationen tragen zu der intrinsischen
Schmerzhemmung an unterschiedlichen Entzindungszeitpunkten bei (Rittner H et al.,
2001). Wahrend der fruhen Phase des Entzindungsschmerzes (6 h nach FCA)
wandern Uberwiegend Opioid-haltige PMN (z.B. Granulozyten) in das entziindete
subkutane Pfotengewebe ein. In der spaten Phase des Entzindungsschmerzes (4 d
nach FCA) bilden mononukleare Immunzellen (70-75 % Monozyten/Makrophagen,
< 5 % Lymphozyten) die Hauptpopulation einwandernder Opioid-haltiger Leukozyten
(Mousa SA et al., 2000; Rittner H et al., 2001; Machelska H et al., 2003). Brack et al.
konnten nachweisen, dass PMN in der frihen Entziindungsphase uber verschiedene
Chemokine in das Entzindungsgebiet rekrutiert werden und dass die von ihnen
sezernierten Opioidpeptide verantwortlich sind fur die Opioid-vermittelte Antinozizeption
(Brack A et al, 2004). In der spaten Entzindungsphase reprasentierten
Monozyten/Makrophagen die grosste Leukozytensubpopulation und standen bezuglich
der Opioidproduktion im Vordergrund (Brack A et al., 2004).

Im ersten Teil dieser Studie untersuchten wir die potentielle Rolle des peripheren
sensorischen Nervensystems zur Rekrutierung Opiod-haltiger Leukozyten wahrend
zweier Entzindungszeitpunkte, 6 h und 4 d nach Entzindungsinduktion mit FCA. Wir
behandelten die Ratten mit Cap, einem Neurotoxin, welches die peripheren
sensorischen Nervenfasern selektiv zerstort (Bartho L et al., 1990; Sann H et al., 1995).
Es ist bekannt, dass der neurotoxische Effekt von Cap dosisabhangig ist: niedrige
Dosen bewirken eine Entleerung der Speicher fir CGRP und SP, hohe Dosen von
50-100 mg/kg — sogar bereits eine einzelne Injektion — fuhren dahingegen zu einer
substantiellen Degeneration sensorischer Nerven im Ruckenmark, in den sensiblen
Ruckenmarksganglien sowie peripher im Subkutangewebe [zusammengefasst von
Holzer P, 1991]. In unserer Studie fuhrte die Behandlung mit Cap zu einer selektiven
Reduktion CGRP-IR sensorischer Nervenendigungen im subkutanen Gewebe, was im
Einklang mit friheren Studien steht (Zhang Q et al., 1998; Zhou L et al.,, 1998;
Malmberg AB et al., 2004). Zusatzlich war die Rekrutierung von Opioid-haltigen
Leukozyten aus der Zirkulation in das entzindete subkutane Pfotengewebe nach

Degeneration der sensorischen Nervenfasern mit Capsaicin deutlich reduziert. In der
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frihen Phase des Entzindungsschmerzes (6 h nach FCA) wirkte sich diese Abnahme
vorwiegend auf PMN aus. In der Spatphase des Entziindungschmerzes (4 d nach FCA)
betraf die verminderte Rekrutierung in das Entzindungsgebiet vor allem die
mononukledren Immunzellen. Die Experimente mittels Durchflusszytometrie von Al-
Khrasani und Furst konnten zeigen, dass sich nach Degeneration der sensorischen
Nervenfasern mit  Capsaicin bei Ratten mit  einer  FCA-induzierten
Hinterpfotenentziindung 6 h und 4 d nach FCA Gabe der prozentuale Anteil Opioid-
haltiger (3E7") Leukozyten in der Blutzirkulation nicht verandert (Mousa SA et al.,
2010). Diese Entdeckung deutet darauf hin, dass die Verminderung Opioid-haltiger
Immunzellen im entziindeten subkutanen Gewebe nicht mit einer Cap-induzierten
Abnahme Opioid-haltiger Leukozyten im Blut zusammenhangt, sondern tatsachlich auf

einer Beeintrachtigung der Immunzellrekrutierung beruht.

Eine ahnliche Beteiligung sensorischer Nerven und ihrer Neuropeptide SP und CGRP
an der Rekrutierung von Leukozyten wurde im Vorfeld bereits in verschiedenen anderen
Entzindungsmodellen gezeigt (Nordling L et al., 1992; Bhatia M et al., 1998; Nathan JD
et al., 2002; Neuhuber WL, Tiegs G, 2004). Nordling et al. untersuchten den Beitrag des
sensorischen Nervensystems am Beispiel der experimentellen Urethritis bei Ratten. Die
Entzindung wurde durch Einlage eines Latexstreifens in die Urethra ausgeldst und
anhand einer auf histologischen Befunden beruhenden Entzindungsskala, welche die
Einwanderung von Leukozyten in das entzindete Gewebe mit einschloss, ausgewertet.
Die Autoren demonstrierten nach Behandlung der Ratten mit Cap eine signifikante
Abschwachung der Urethritis (Nordling L et al., 1992). In einem Modell flr
experimentelle Pankreatitis in Ratten konnte der wichtige Beitrag sensorischer Nerven
fur die Leukozytenrekrutierung ebenfalls dargestellt werden (Bhatia M et al., 1998;
Nathan JD et al., 2002). Nach regelmafigen Injektionen von Caerulein entwickelten die
Ratten der Interventionsgruppe eine schwere Pankreatitis, die histologisch durch eine
Odematdése  Schwellung, eine  ausgepragte  Neutrophileninfiltration  sowie
Parenchymnekrosen  charakterisiert ~war. Durch  Capsaicingabe vor der
Entzindungsinduktion konnte die Neutrophileninfiltration des Pankreasgewebes bei der
Caerulein-induzierten Pankreatitis signifikant im Vergleich zur Kontrollgruppe reduziert
werden (Nathan JD et al., 2002). Eine frlhere Studie an NK-1R defizienten Mausen mit
Caerulein-induzierter Pankreatitis konnte anhand einer verringerten

Granulozyteninfiltration ebenfalls die Rolle von SP fur die Immunzellrekrutierung
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aufzeigen (Bhatia M et al., 1998). In unterschiedlichen Modellen fur experimentelle
Hepatitis in Mausen zeigte sich nach Vorbehandlung mit Capsaicin ein nahezu
vollstandiges Ausbleiben der entzindlichen Veranderungen auf morphologischer und
molekularer Basis. Nach Blockade des NK-1R mit zwei verschiedenen Antagonisten
zeigte sich ein ahnliches Ergebnis. Die anti-entzundliche Wirkung von Capsaicin und
den NK-1R-Antgonisten war durch die Gabe von SP reversibel (Neuhuber WL, Tiegs G,
2004).

Wie durch die dargelegten Studien veranschaulicht, gibt es zunehmend Hinweise dafur,
dass freigesetzte Neuropeptide von sensorischen Nerven (z.B. SP und CRGP) zu einer
verstarkten Entzindungsantwort beitragen (zusammengefasst von Mousa SA, 2004).
Welche Mechanismen hieran beteiligt sind, ist aktuell noch unbekannt. Eine
vermeintliche Beteiligung des sensorischen Nervensystems an der Expression von

Adhasionsmolkulen wurde bisher noch nicht eingehend untersucht.

Interessanterweise wies die konfokale Doppelimmunfluoreszenz-Mikroskopie in der
vorliegenden Studie eine enge Lagebeziehung von CGRP-IR Nervenfasern und
subkutanen ICAM-1-IR BlutgefaRen nach. Die Anzahl ICAM-1-IR Blutgefalle pro
Gewebeabschnitt des subkutanen Pfotengewebes stieg bei Tieren mit
Entzindungsschmerzen signifikant an. Der Verlust der sensorischen Innervation infolge
der Cap-induzierten Degeneration sensorischer Nervenendigungen verhinderte
dagegen die Hochregulation der ICAM-1-IR BlutgefaRe und suggeriert dadurch eine

madgliche Verbindung zwischen dem peripheren Nervensystem und dem Immunsystem.

Unsere Entdeckung wird durch eine Studie unterstitzt, in der nach Injektion von SP,
CGRP und VIP in gesunde menschliche Haut innerhalb von wenigen Minuten bis
Stunden eine subkutane Einwanderung von Granulozyten nachgewiesen wurde (Smith
CH et al., 1993). Parallel dazu kam es zu einer signifikanten Hochregulation vaskularer
endothelialer Adhasionsmolekile. Ebenfalls konnte gezeigt werden, dass SP in der
Lage ist direkt Endothelzellen menschlicher Umbilikalvenen und Hautgefal3e zu einer
verstarkten Expression von ICAM-1 anzuregen (Nakagawa N et al., 1993; Quinlan KL et
al., 1998). Zusatzlich demonstrierte eine weitere Studie, dass SP die Adhasion
zwischen Lymphozyten und Endothelzellen vorwiegend uber LFA-1
(Lymphozytenfunktions-assoziiertes Antigen) /ICAM-1 Interaktionen fordert (Vishwanath
R, Mukherjee R, 1996).
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Quinlan et al. konnten sogar spezifische Elemente in der regulatorischen Domane von
ICAM-1 fur die SP-abhangige Aktivierung der Transkription identifizieren (Quinlan KL et
al., 1999). Gefassendothel ICAM-1 ist eines der wichtigesten Molekule fur die feste
Adhasion und Diapedese der Leukozyten (Springer TA, 1990; Butcher EC, Picker LJ,
1996; Petruzzelli L et al., 1999). Kurzlich konnte gezeigt werden, dass ICAM-1 die
Rekrutierung von Opioid-haltigen Leukozyten vermittelt. Die Blockade von ICAM-1
beeintrachtigte signifikant die periphere Opioid-vermittelte Antinozizeption (Machelska H
et al., 2002). Basierend auf diesen Ergebnissen untersuchten wir die Hypothese, ob das
sensorische Nervensystem zur peripheren endogenen Opioidpeptid-vermittelten
Antinozizeption beitragt. Unsere Ergebnisse zeigen, dass die Degeneration der
sensorischen Nervenfasern durch Capsaicin die CWS-induzierte Antinozizeption
signifikant reduzierte. Da sich die CWS-induzierte Antinozizeption nur in der
schmerzhaften, entziindeten Pfote nachweisen liess, in welcher Opioidpeptide prasent
sind und die i.pl. Injektion von Naloxon die CWS-induzierte Antinozizeption vollstandig
antagonisierte, deuten unsere Resultate darauf hin, dass diese Antinozizeption
vorwiegend auf der Rekrutierung Opioid-haltiger Leukozyten und der kurzzeitigen
Freisetzung ihrer Opioidpeptide beruht. Zu einer ahnlichen Abschwachung der CWS-
induzierten Antinozizeption fuhrte die Immunsuppression durch Ganzkoérperbestrahlung
(Stein C et al., 1990), durch Cyclosporin-A-Behandlung (Schafer M et al, 1994) oder
Cyclophosphamidgabe (Zoliner C et al., 2008). Diese Ergebnisse stehen somit im
Einklang mit unseren Resultaten. Zusammengefasst deuten unsere Ergebnisse auf eine
mogliche regulierende Funktion der sensorischen Nervenfasern auf die ICAM-1
Expression auf Endothelzellen subkutaner Blutgefalde hin, was zu einer verstarkten
Rekrutierung Opioid-haltiger Leukozyten in ein Entziindungsgebiet fuhrt und letztendlich

die endogene Opioidpeptid-vermittelte Antinozizeption steuert.

Im zweiten Teil unserer Studie untersuchten wir die potenzielle Rolle des
sympathischen Nervensystems durch chemische Sympathektomie. Die chemische
Sympathektomie erfolgte durch die dreitdgige Behandlung mit 6-OHDA, einem
Neurotoxin, welches selektiv zur Degeneration sympathischer postganglionarer
Nervenfasern fuhrt (Levine JD et al., 1986; Hyatt-Sachs H et al., 1996; Zhou L et al.,
1998). Ubereinstimmend damit konnten wir nach Behandlung der Ratten mit 6-OHDA
eine signifikante Abnahme der subkutanen TH-IR, also sympathischen

postganglionaren, Nervenfasern nachweisen. Zusatzlich reduzierte die chemische
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Sympathektomie die Einwanderung Opioid-haltiger Leukozyten von der Zirkulation in
das entziindete subkutane Pfotengewebe. Betroffen waren vorwiegend die PMN in der
frdhen (6 h nach FCA) und die mononuklearen Immunzellen in der spaten Phase (4 d
nach FCA) der Entzindungsschmerzen. Die Experimente mittels Durchflusszytometrie
von Al-Khrasani und Furst konnten zeigen, dass sich nach Degeneration der
sympathischen Nervenfasern mit 6-OHDA bei Ratten mit einer FCA-induzierten
Hinterpfotenentzindung 6 h und 4 d nach FCA Gabe der prozentuale Anteil Opioid-
haltiger (3E7") Leukozyten in der Blutzirkulation nicht verandert (Mousa SA et al.,
2010). Diese Entdeckung zeigt, dass die Verminderung Opioid-haltiger Immunzellen im
entzindeten subkutanen Gewebe nicht mit einer 6-OHDA-induzierten Abnahme Opioid-
haltiger Leukozyten im Blut zusammenhangt, sondern auf einer Beeintrachtigung der

Immunzellrekrutierung beruht.

In Einklang zu unseren Ergebnissen stehen frihere Studien, welche ebenfalls nach
systemischer Sympathektomie eine verminderte Leukozyteneinwanderung in das
Entzindungsgebiet bei verschiedenen Entzindungs- und Wundheilungsmodellen
registrierten. Nordling et al. demonstrierten eine Abschwachung der experimentellen
Urethritis nach chemischer Sympathektomie. Die Behandlung von Ratten mit Reserpin
oder Guanethidin vor Entziindungsauslésung (Einlage von Latexstreifen in die Urethra)
fuhrte dabei zu einer signifikanten Verminderung der Entzindung, was sich unter
anderem durch eine verminderte Leukozyteninfiltration darstellte (Nordling L et al.,
1992). In einer weiteren Studie bewirkte die systemische Sympathektomie durch
6-OHDA eine verminderte Neutrophilen- und Makrophageninfiltration in das Wundgebiet
und ging mit einer verzogerten Wundheilung von Exzisionswunden an Mausen und
Wistar-Ratten einher (Kim LR et al., 1998; Gosain A et al., 2006).

Studien, in denen eine lokale Sympathektomie durchgeflhrt wurde, unterstitzen
ebenfalls unsere Resultate, indem dort gezeigt wurde, dass auch durch das lokale
Fehlen der peripheren sympathischen Nervenfunktionen die Rekrutierung von Opioid-
haltigen Leukozyten verringert ist. Csillag et al. konnten nachweisen, dass es nach
lokaler Sympathektomie zu einer Beeintrachtigung der Granulozytenrekrutierung im
Rahmen der experimentellen kieferorthopadischen Zahnbewegung kommt (Csillag M et
al., 2004).

Es liegen Hinweise daflr vor, dass das sympathische Nervensystem an der Steuerung

der Expression von zellularen Adhasionsmolekulen beteiligt ist. Redwine et al. konnten
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zeigen, dass akuter psychologischer Stress bei Menschen 2zu erhdhten
Katecholaminspiegeln im Blut fuhrte und mit einer verstarkten Expression zellularer
Adhasionsmoleklle einherging (Redwine L et al., 2003). Griffis et al. wiesen bei
Menschen einen Zusammenhang zwischen akuten Schmerzen, dem sympathischen
Nervensystem und der Expression des Leukozyten-Integrins LFA-1 nach. Bei den
untersuchten Probanden fuhrten die Schmerzen zu einer Aktivierung des Sympathikus,
zu einer Zunahme von zirkulierenden LFA-1 exprimierenden Leukozyten sowie zu einer
erhohten Dichte von LFA-1 Molekulen auf der Leukozytenoberflache. Die Adhasion
zwischen Lymphozyten und Endothelzellen als wichtiger Schritt der Leukozyten-
Rekrutierung findet vorwiegend Uber LFA-1/ICAM-1 Interaktionen statt (Griffis CA et al.,
2007).

In der vorliegenden Studie konnten wir TH-IR sympathische Nervenendigungen in
grosser Anzahl in engem Kontakt zu subkutanen BlutgefaRen finden, deren Aste sich
um und in den ICAM-1-IR Blutgefallen verzweigten. Die Degeneration der
sympathischen postganglionaren Nervenfasern durch das Neurotoxin 6-OHDA bewirkte
eine signifikante Abnahme der Hochregulation der endothelialen ICAM-1-Expression im
Zusammenhang mit den FCA-induzierten Entzindungsschmerzen, was mit einer

deutlich verringerten Einwanderung Opioid-haltiger Leukozyten einherging.

Umweltstimuli (z.B. Stress) konnen Uber die Wirkung von Releasing-Substanzen (CRH,
Zytokine und Kathecholamine) die rekrutierten Leukozyten zur Freisetzung ihrer
Opioidpeptide aktivieren (Kavelaars A et al., 1990; Cabot PJ et al., 1997) und auf
diesem Weg Entzindungsschmerzen Uber eine Interaktion mit peripheren
Opioidrezeptoren hemmen (Cabot PJ et al., 1997; Machelska H et al., 1998). Die
Freisetzung von Opioidpeptiden aus Leukozyten ist calciumabhangig und wird durch
Kalium stimuliert, Ubereinstimmend mit der sogenannten vesikularen Freisetzung.
Daruberhinaus konnte in unseren frGheren Studien gezeigt werden, dass ICAM-1 die
Rekrutierung Opioid-haltiger Leukozyten vermittelt und dass die Blockade von ICAM-1
die Opioid-vermittelte periphere Antinozizeption wahrend der FCA-induzierten
Pfotenentzindung abschwacht (Machelska H et al., 1998, 2002). Daher untersuchten
wir in der vorleigenden Studie die Hypothese, ob zusatzlich zum sensorischen
Nervensystem auch das sympathische Nervensystem die endogene Opioid-vermittelte

Antinozizeption unterstitzt. In unseren Experimenten war der antinozizeptive Effekt des
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CWS nach Degeneration der sympathischen Nervenfasern durch das Neurotoxin
6-OHDA signifikant abgeschwacht.

Da sich die CWS-induzierte Antinozizeption nur in der schmerzhaften, entziindeten
Pfote nachweisen liess, in welcher Opioidpeptide prasent sind und die i.pl. Injektion von
Naloxon die CWS-induzierte Antinozizeption vollstandig inhibierte, weisen unsere
Ergebnisse darauf hin, dass sich diese Antinozizeption vorwiegend durch die
Rekrutierung Opioid-haltiger Leukozyten begrinden lasst. Sympathische Nervenfasern
scheinen daher, ebenso wie sensorische Nervenfasern, an der Rekrutierung Opioid-
haltiger Leukozyten Uber eine verstarkte Expression von Gefassendothel ICAM-1
beteiligt zu sein und dadurch zur lokalen Kontrolle von Entzindungsschmerzen
beizutragen. Zusatzlich evaluierte eine Studie den Beitrag von Zelladhasionsmolekuilen
wie dem neuralen Zelladhasionsmolekil (N-CAM) an der direkten Zelladhasion
zwischen Opioid-haltigen Leukozyten und peripheren sensorischen Nerven und den
Zusammenhang mit der peripheren Antinozizeption. Die Autoren demonstrierten, dass
der AK Anti-N-CAM die Adhasion zwischen Lymphozyten und DRG Neuronen
abschwachte und die CWS-induzierte periphere Opioid-vermittelte Antinozizeption
verhinderte (Hua S et al., 2006).

Zusammengefasst lasst sich sagen, dass in unserem Modell fur lokale
Entzindungsschmerzen, periphere sensorische und sympathische Nervenendigungen
in enger Nachbarschaft zu subkutanen Blutgefalen liegen. Beide verstarken die
Expression von endothelialem ICAM-1 und steuern dadurch die Rekrutierung Opioid-
haltiger Leukozyten. Infolge bestimmter Stimuli, beispielsweise Stress, werden die
Opioidpeptide freigesetzt und bewirken die endogene Opioid-vermittelte Hemmung der
Entzindungsschmerzen. Das periphere sensorische sowie das sympathische
Nervensystem scheinen eine wichtige Rolle fur die Regulation bestimmter
Entzindungs-induzierter vaskularer Adhasionsmolekule wie z.B. ICAM-1 zu spielen. Sie
tragen anscheinend zur Rekrutierung Opioid-haltiger Leukozyten bei und bestimmen
auf diesem Weg das Ausmass der intrinsischen Schmerzhemmung. Unsere Ergebnisse
unterstitzen deutlich bereits vorliegende Hinweise flr eine enge anatomische und
funktionelle Verbindung zwischen dem Nerven- und Immunsystem (Elenkov IJ et al.,
2000).
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5. Schlussfolgerungen

Unsere Ergebnisse lassen vermuten, dass periphere sensorische - und sympathische
Nerven zu einer gesteigerten Expression von Gefassendothel ICAM-1 im Rahmen einer
lokalen schmerzhaften Entziindung beitragen, simultan dazu die Rekrutierung von
Opioid-haltigen Leukozyten férdern und als Konsequenz davon die periphere endogene
Opioid-vermittelte Analgesie unterstitzen. Zentrale Opioid-vermittelte Nebenwirkungen
wie Atemdepression, Sedation, Dysphorie oder Abhangigkeit treten bei der peripheren

Opioid-vermittelten Analgesie nicht auf.

Entzindung ist ein zentraler Bestandteil vieler akuter und chronischer
Schmerzzustande. Prominente klinische Beispiele stellen postoperative
Schmerzzustande und die chronische Arthritis dar. Die Epiduralanasthesie (EDA) wird
haufig im Rahmen der postoperativen Analgesie nach abdominalchirurgischen
Eingriffen verwendet. Es zeigte sich eine verminderte Rekrutierung Opioid-haltiger
Leukozyten in die Abdominalwunde bei Patienten mit EDA (Heurich M et al., 2007), was
verdeutlicht, wie leicht die endogenen Mechanismen der peripheren Schmerzhemmung
durch externe Manipulation verandert werden konnen. Die klinische Relevanz der
peripheren Opioid-vermittelten Analgesie wird durch folgende Studien verstandlich. Bei
Patienten, die einer Kniearthroskopie wegen eines akuten Traumas oder einer
chronisch degenerativen Kniegelenkserkrankung unterzogen wurden, lieRen sich
Opioid-haltige Leukozyten in der entzindeten Synovia immunhistochemisch
nachweisen. Die Blockade der intraartikularen Opioidrezeptoren durch die lokale
Administration des Opioidantagonisten Naloxon flhrte bei diesen Patienten zu
signifikant starkeren Knieschmerzen innerhalb der ersten 4 h postoperativ und zu einer
signifikanten Zunahme der zusatzlichen Einnahme von Analgetika (Stein C et al., 1993).
Desweiteren konnte durch die intraoperative Injektion von kleinen, systemisch inaktiven
Dosen Morphin in das Kniegelenk im Anschluss an eine Arthroskopie im Vergleich zur
intravendsen oder epiduralen Verabreichung von Morphin der zusatzliche
Analgetikakonsum und die Nebenwirkungen innerhalb der ersten 24 h postoperativ
signifikant eingeschrankt werden (Ho ST et al., 2000), was verdeutlicht wie die

peripheren Opioidrezeptoren im klinischen Alltag potenziell genutzt werden kdnnen.

Das Wissen Uber die Beteiligung peripherer sensorischer und sympathischer Nerven an

der gesteigerten Expression von Adhasionsmolekilen wie dem Gefassendothel ICAM-1
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und der parallel damit einhergehenden verstarkten Rekrutierung Opioid-haltiger
Leukozyen erdffnet innovative Strategien fir die Behandlung akuter und daraus
resultierender chronischer Schmerz- und Entzindungszustande. Die Rekrutierung der
Opioid-haltigen Leukozyten an den Entzundungsort stellt einen wichtigen Schritt im
Rahmen der endogenen peripheren Analgesie dar. Zuklnftige Studien sollten daher die
Mechanismen der Rekrutierung weiter im Detail untersuchen. Durch eine gezielte,
lokale Stimulation peripherer sensorischer oder sympathischer Nerven koénnte es in
Zukunft gelingen, Adhasionsmolekule gesteigert am Ort der Entzindung zu exprimieren
und daruber Opioid-haltige Leukozyten vermehrt in das entzindete, schmerzhafte
Gewebe zu dirigieren und die periphere endogene Analgesie zu verbessern. Die
systemische Verabreichung von Analgetika und folglich auch deren Nebenwirkungen

konnten auf diesem Wege eingeschrankt werden.
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6. Zusammenfassung

Endogene Opioidpeptide kdnnen in bestimmten Regionen des Gehirns als Antwort auf
Stress-Stimuli freigesetzt werden. Kirzlich wurden Leukozyten als zusatzliche Quelle
endogener Opioide nachgewiesen. Infolge von Stress oder Releasing-Faktoren setzen
sie ihre Opioidpeptide frei, welche als endogene Liganden an Opioidrezeptoren auf
peripheren sensorischen Nerven binden. Durch die Inhibition exzitatorischer Nerven
und/oder Hemmung der Freisetzung exzitatorischer Neuropeptide fuhren Opioidpeptide
zur potenten Hemmung entzindungsbedingter Schmerzen. Die Opioidwirkung bleibt auf
das periphere Entzindungsgebiet beschrankt. Die unangenehmen, Opioid-induzierten
zentralen Nebenwirkungen wie Atemdepression oder Abhangigkeit treten hierbei nicht
auf. Eine wichtige Voraussetzung fur die Rekrutierung der Leukozyten aus der
Zirkulation in das entzindete Gewebe ist die Expression des intrazellularen

Adhasionsmolekils 1 (ICAM-1) in BlutgefalRen im entzindeten Gewebe.

In der vorliegenden Studie untersuchten wir unter Entzindungsbedingungen den
Einfluss peripherer sensorischer und/oder sympathischer Nerven auf die gesteigerte
Expression von ICAM-1 und die simultan damit einhergehende Rekrutierung Opioid-
haltiger Leukozyten zur Forderung einer  potenten Inhibition von
Entzindungsschmerzen. Die selektive Degeneration von peripheren sensorischen oder
sympathischen Nervenfasern durch ihre entsprechenden Neurotoxine, Capsaicin oder
6-Hydroxydopamin, verringerte signifikant die subkutane Einwanderung R-Endorphin-
(END-) und Met-Enkephalin- (ENK-) haltiger polymorphonuklearer Leukozyten (PMN)
(in der frihen Phase) und mononuklearer Leukozyten (in der spaten Phase) wahrend
der  schmerzhaften Freund’'s  complete  Adjuvant-  (FCA-) induzierten
Hinterpfotenentzindung in Ratten. Calcitonin Gene-Related Peptide- (CGRP-) und
Thyrosinhydroxylase- (TH-) immunoreaktive (IR) Nervenfasern befanden sich in engem
Kontakt zu ICAM-1-IR Blutgefal3en innerhalb des entzindeten subkutanen Gewebes.
Die selektive Degeneration der sensorischen oder sympathischen Nervenfasern
schwachte die verstarkte Expression von Gefassendothel ICAM-1 nach intraplantarer
(i.pl.) Injektion von FCA ab und fuhrte zur Aufhebung der peripheren endogenen

Opioidpeptid-vermittelten Analgesie.

Unsere Ergebnisse deuten darauf hin, dass periphere sensorische und sympathische

Nerven im Rahmen einer lokalen schmerzhaften Entzindung die Expression von
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Gefassendothel ICAM-1 steigern und simultan zu einer verstarkten Rekrutierung
Opioid-haltiger Leukozyten fuhren, was infolgedessen die endogene Opioidpeptid-
vermittelte Hemmung von Entzindungsschmerzen fordert. Unsere Resultate
unterstutzen die bereits existierenden Hinweise auf eine enge Verbindung zwischen

peripherem Nerven- und Immunsystem.
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