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Zusammenfassung

1 Zusammenfassung

Das Complex regional pain syndrome (CRPS) ist eine Uberwiegend posttraumatisch
und postoperativ auftretende Erkrankung, deren Pathogenese bis heute nicht befriedigend
geklart ist. Man unterscheidet zwei Typen: Typ | tritt ohne Nervenschadigung und Typ Il mit
manifester Nervenlasion auf. Das Kklinische Bild ist bestimmt durch eine typische
Schmerzsymptomatik sowie durch eine Stérung der Vasomotorik, der Schweisssekretion und
Odembildung. Im Anfangsstadium unterscheidet sich die Klinik wenig von postoperativen
Verldufen, was die Frihdiagnostik schwierig macht. Gleichzeitig ist die frihe Erkennung
massgeblich fir die Langzeitprognose. Haufig finden sich chronische Verldufe mit Atrophie
aller Gewebekompartimente der betroffenen Extremitat und langfristiger Invalidisierung.
Generell werden zwei grundsétzliche Pathomechanismen als Ursache des CRPS diskutiert.
Zum einen werden Veranderungen im zentralen, peripheren und sympathischen
Nervensystem verantwortlich gemacht, andererseits periphere entziindliche Mechanismen
diskutiert. Eine wichtige Rolle bei der Entstehung des Krankheitsbildes wird dem
Neurotransmitter Substanz P zugesprochen, welcher aus peripheren Nervenendigungen
freigesetzt wird und an der Entstehung neurogener Entziindungen beteiligt ist. Die Therapie
des CRPS erfolgt multidisziplinar mit Schmerztherapie, Ruhigstellung und Physiotherapie.
Aufgrund der mangelnden Kenntnis zur Pathogenese wurde bis heute kein kausaler
Therapieansatz gefunden. Erkenntnisse aus klinischen Studien am Patienten sind limitiert,
da Patienten erst in Studien eingeschlossen werden, wenn das Vollbild der Erkrankung
ausgebildet ist. Daten zur Initialphase liegen wenige vor. Invasive Untersuchungstechniken
kénnen das Krankheitsbild aggravieren und sind somit obsolet. Daher ist der Tierversuch in
der Erforschung des CRPS unumganglich. Verschiedene Modelle wurden bisher entwickelt,
so unter anderem das chronic constriction injury Modell (CCI) mit chronischer Nervenligatur.
Bisher konnte keines dieser Modelle das CRPS befriedigend mit allen seinen klinischen
Facetten widerspiegeln.

In der vorliegenden Arbeit wurden Tiermodelle zur Pathophysiologie des CRPS
analysiert. Am weit verbreiteten CCI-Modell wurden nach chronischer Nervenligatur der
neuropathische Schmerz und ein Zusammenhang zwischen diesem und apoptotischen
Muskelzellen untersucht. Ausserdem wurde das CCI-Modell auf lokale Entziindungsreaktion
hin untersucht. In einem neu entwickelten Modell wurde die Rolle von peripher
ausgeschitteter Substanz P bei der Entstehung der neurogenen Entziindung im Rahmen
des CRPS beleuchtet. Bei diesem Modell wurde zuvor gesunden Tieren Substanz P (ber 24
Stunden mittels eines Katheters in die A. femoralis infundiert. Es wurde untersucht, ob die
Applikation von Substanz P in gesundem Gewebe per se eine Schmerzreaktion hervorrufen

kann. An beiden Modellen wurde das Schmerzverhalten der Tiere mit ausfUhrlichen
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neurophysiologischen Methoden getestet. Es wurden klinische Parameter, wie lokale Odeme
und Temperaturdifferenzen registriert. Mittels intravitaler Fluoreszenzmikroskopie wurden die
Mikrozirkulation, kapillares Leakage und lokale Entziindungsreaktionen im Muskel erfasst.
Apoptose wurde intravitalfluoreszenzmikroskopisch, histologisch und mittels Western-Blot
nachgewiesen.

Es konnte gezeigt werden, dass chronische Ligatur des Nervus ischiadicus ein
CRPS &hnliches Schmerzsyndrom und myozytare Apoptose, aber keine inflammatorische
Reaktion im Muskelgewebe verursacht. Inhibition der Apoptose mit dem Pancaspaseinhibitor
z-VAD-fmk lindert die Auspragung des Schmerzsyndroms durch Senkung der myozytaren
Apoptoserate. Ausserdem wurde nachgewiesen, dass chronische Applikation von Substanz
P Uber 24 Stunden lang anhaltende mechanische Hyperalgesie und muskulare Inflammation
verursacht, ohne myozytére Apoptose auszulésen.

Die untersuchten Modelle zeigen Teilaspekte des klinischen Bildes des CRPS auf,
wobei weder die Nervenligatur noch die Substanz P Applikation das Krankheitsbild
umfassend widerspiegeln. Eine isolierte periphere Nervenschadigung flihrt nicht per se zu
einer neurogenen Entziindung. Die entzindliche Komponente der Erkrankung wird durch
Substanz P eindrucklich induziert, was die Funktion des Neurotransmitters als Trigger von

neurogenen Erkrankungen betont.
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2 Einleitung

2.1 Historischer Riickblick

Das Krankheitsbild des ,complex regional pain syndrome® (CRPS) ist eine schon
seit Jahrhunderten bekannte und in seinem klinischen Erscheinungsbild immer wieder
beschriebene Erkrankung. Bereits 1766 beschrieb John Hunter in einem Abstract in ,The
lessons on the principles of surgery® (Hunter, 1766) schmerzhafte posttraumatische
Extremitatendystrophien. In dieser Arbeit ging er insbesondere auf die Fernwirkung von
Traumen auf distale Muskel und Hautareale ein. Als ,Kausalgie“ beschrieb der Chirurg
Mitchell 1864 ein Krankheitsbild, das mit gerbteten, geschwollenen und brennend
schmerzhaften Handen und Fissen einherging (Mitchell et al., 1864). Er hatte dieses
Phanomen wahrend des Sezessionskrieges an Soldaten mit Schussverletzungen an den
Extremitdten beobachtet. Sehr detailliert wurde die Erkrankung schlieRlich durch den
Hamburger Chirurgen Paul Sudeck im Jahre 1902 beschrieben (Sudeck, 1902). Er
interpretierte das Krankheitsbild als eine ,entgleiste Heilentziindung“ und beschrieb als erster
die im Rdntgenbild sichtbare typische Knochenatrophie. Bis heute findet sich in vielen
Lehrbichern die von ihm vorgenommene Einteilung in drei Stadien nach radiologischen und
klinischen Aspekten (Sudeck, 1902; Sudeck, 1942).

Im 20. Jahrhundert entwickelte sich verstarkt eine wissenschaftliche
Auseinandersetzung mit den pathophysiologischen Grundlagen und therapeutischen
Optionen des Krankheitsbildes. Autoren wie de Takats und Miller, Livingston und Evans
postulierten eine neurologische Ursache und prégten den Begriff der ,reflex sympathetic
dystrophy“ (de Takats und Miller, 1943; Livingston, 1943; Evans, 1947). Bisher konnten die
exakten pathophysiologischen Grundlagen der Erkrankung trotz zahlreicher Kklinischer
Studien sowie experimenteller Untersuchungen an Tiermodellen nicht zweifelsfrei
entschlisselt werden. Neben dem heterogenen klinischen Erscheinungsbild der Erkrankung
fuhrte dies zu einer immensen Vielfalt der Terminologie. Bezeichnungen wie Morbus Sudeck
(Sudeck, 1902), Schulter-Hand Syndrom (Steinbrocker et al, 1948), sympathische
Reflexdystrophie fir posttraumatisch dystrophe Verédnderungen (Evans, 1947) und Kausalgie
nach manifester Nervenlédsion (Mitchell et al., 1864, Blumberg et al., 1991) sind 1993 im
Rahmen einer Konsensuskonferenz der ,International Association for the Study of Pain®
(IASP) zur Vereinheitlichung der Terminologie unter dem Begriff ,complex regional pain

syndrome® (CRPS) zusammengefasst worden (Stanton-Hicks et al., 1995).



Einleitung

2.2 Definition des CRPS

Die Subtypisierung des CRPS geht auf die Atiologie des Klinischen
Erscheinungsbildes ein. In einen Typ | und Typ Il wird je nach Vorliegen einer peripheren
Nervenschéadigung unterschieden, wobei Typ | den Symptomenkomplex nach einem Trauma
ohne nervale L&sion beschreibt und somit dem Krankheitsbild der Sympathischen
Reflexdystrophie entspricht (J&nig und Baron, 2004). CRPS I, in der alten Terminologie als
Kausalgie bezeichnet, wird bei manifester Schadigung eines Nerven diagnostiziert (Rommel
et al., 2004).

Bei ungleicher Atiologie, die dem CRPS Typ | bzw. Typ Il zugrunde liegt, findet man
in der klinischen Ausprédgung keine Unterschiede (Baron et al. 2003). Die Erkrankung wird
durch massiven Spontanschmerz definiert, der im Bezug zur vorliegenden Verletzung
unverhaltnismafig stark ist. Weitere Charakteristika sind Allodynie und/oder Hyperalgesie,
Veranderungen der Vasomotorik und Schweisssekretion sowie Odembildung an der
betroffenen Extremitdt und eine fehlende Beschrédnkung der Stérungen auf das
Versorgungsgebiet eines peripheren Nerven (Rommel et al., 2004).

Die ,International Association for the Study of Pain“ (IASP) nennt folgende
Diagnosekriterien fir das CRPS (Stanton-Hicks et al., 1995, Janig und Stanton-Hicks 1996,
Rommel et al., 2004):

= Spontanschmerz, Allodynie und/oder Hyperalgesie nach schmerzhaftem

Ereignis/ Trauma ohne (CRPS |, Sudeck-Syndrom) oder mit (CRPS I,
Kausalgie) peripherer Nervenlasion

= Stérungen Uberschreiten das Versorgungsgebiet eines peripheren Nerven

= |m Vergleich zum auslésenden Ereignis unverhaltnismafig stark ausgeprégt

= |n der Frihphase bestand oder es besteht noch eine ddematdse Schwellung,

Verédnderungen der Hautdurchblutung und Schweillsekretionsstérungen
= Andere Erkrankungen, die die Verédnderungen erkldren kdnnen, muissen

ausgeschlossen sein

2.3 Epidemiologie

Die Uberwiegend vorkommende Variante des ,complex regional pain syndrome* ist
das CRPS Typ I. In einer prospektiven klinischen Studie diagnostizierten Birklein et al.
(Birklein et al., 2000b) unter 145 CRPS-Patienten 84% CRPS | und 16% CRPS II. Angaben,
wie haufig es nach Traumata z.B. am Unterarm zum CRPS kommt, schwanken zwischen 11
und 37% (Atkins et al., 1990; Field et al., 1992; Gradl et al., 2003). Wie oft manifeste

Nervenlasionen in das klinische Bild des CRPS Il gipfeln, wurde bisher nicht in prospektiven
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Studien untersucht. Der prozentuale Anteil wird hier allerdings deutlich niedriger liegen als

beim CRPS Typ | im Verhéltnis zu Unterarmfrakturen.

2.4 Klinik und Diagnostik

Der Schmerz ist das Leitsymptom des CRPS. Typisch ist der heftige, als bohrend
oder brennend angegebene Spontanschmerz, der in 90% der Falle auftritt. Dieser wird in der
Regel als diffus beschrieben und ist meist durch korperliche Anstrengung, sowie
Orthostasebedingungen (Herabhdngen des Armes) aggravierbar. Wichtig ist, dass die
Auspragung des Schmerzes nicht im Verhaltnis zum vorliegenden Trauma liegt. Als weitere
Schmerzqualitdten werden sowohl thermische als auch mechanische Allodynie (50-80%)
und Hyperalgesie (70%) angegeben. Auch Dys- und Hypdasthesien werden beschrieben.
Sympathische Symptome treten auf in Form typischer Verdnderungen der Hauttemperatur,
gestérter Schweillbildung (80%) und Odementwicklung (70%). Bei der Verénderung der
Hauttemperatur ist zu beachten, dass sie bei bis zu 80% der Patienten auftritt, die
Veranderung aber heterogen ist. So wird Uberwiegend eine Uberwdrmung der erkrankten
Extremitat im Vergleich zur Gegenseite festgestellt. Es wurde aber auch Abkuhlung der
betroffenen Seite beobachtet. Ahnlich kann es sowohl zu Hyper- als auch Hypohydrosis
kommen. Charakteristisch sind auerdem die Beteiligung von peripheren Gelenken mit
Versteifung und die Demineralisierung beteiligter Knochen. Desweiteren kann es im Rahmen
eines CRPS bei bis zu 90% der Falle zu motorischen Stdérungen, wie Tremor oder
Koordinationdefiziten bis hin zu Paresen kommen. In 30-40% der Féalle werden trophische
Stérungen der Haut und der Hautanhangsgebilde beobachtet. Auch eine psychische
Komponente wird beschrieben (Baron et al., 2003).

Die Vielfalt in der Symptomatik des Krankheitsbildes stellt ein entscheidendes
Problem bei der Diagnostik dar. Nach Weichteil- oder Nervenschadigung einer Extremitat,
sei es rein traumatisch oder im Zuge einer posttraumatischen oder elektiven Operation, ist
die Abgrenzung vom CRPS zum normalen Verlauf der Heilung zunachst schwierig (Gradl et
al., 2006). In der Frihphase unterscheiden sich die Verldufe in der Schmerzhaftigkeit und
den typischen Entziindungszeichen nur wenig. Gleichzeitig ist aber die friihe Erkennung des
CRPS entscheidend fir die rechtzeitige und richtige Therapie und damit fir den weiteren
klinischen Verlauf (Baron et al., 2003). Die diagnostischen Kriterien der IASP kénnen helfen,
CRPS frihzeitig von posttraumatischen Entzindungsreaktionen zu differenzieren.
Unterschiedliche klinische Studien haben Kriterien gefunden, anhand derer eine frihzeitige
Diagnosestellung erleichtert wird. Rommel et al. fassen diese in ausfihrlichen klinischen

Tests zusammen (Rommel et al., 2004). Neben der Schmerzanamnese werden vegetative
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und motorische Stérungen ebenso erfasst wie sensorische Beeintrachtigungen. Baron fasst
2003 die drei wichtigsten Aspekte der klinischen Diagnostik zusammen:
= die typische Lokalisation mit distaler Generalisierung,
= die Zusammenhdnge von Schmerz, neurologischer Symptomatik und
Gelenkfunktionen sowie

= der zeitliche Ablauf mit meist rapider Entwicklung der Symptomatik innerhalb

von Stunden oder Tagen.

Die Beschwerden treten in der Regel distal generalisiert auf. Die Lokalisation ist
also nicht auf das Innervationsgebiet eines einzelnen Nervens beschrankt. Es besteht ein
Zusammenhang zwischen den Schmerzen wund einerseits der charakteristischen
neurologischen Symptomatik, d.h. der Beteiligung des somatosensorischen, des
somatomotorischen und des autonomen Nervensystems. Andererseits wird ein
Zusammenhang des Schmerzes zu Gelenksbeteiligung beobachtet. In der Frihphase
entwickelt sich die Symptomatik des CRPS typischerweise rapide, d.h. innerhalb von
Stunden oder Tagen mit Verlagerung von lokalen Schmerzen im traumatisierten Bereich zum
typischen diffusen Schmerzbild in der gesamten distalen Extremitat. Als technische
Zusatzuntersuchung geben Baron und Mitarbeiter die 3-Phasen-Skelettszintigraphie mit
hoher Sensitivitdt und Spezifitdt an (Baron et al., 2003). Gradl et al. empfehlen 2003 die
klinische Evaluation als sensitiv (78%) und spezifisch (94%) (Gradl et al., 2003). Die
Radiographie geben sie als spezifisch (91%) aber wenig sensitiv (33%) an. Fir die
Thermographie wird eine niedrige Sensibilitat (58%), als auch Spezifitdt (66%) angegeben.
Das wichtigste Standbein der Diagnostik ist also die aufmerksame Beobachtung der Klinik im
posttraumatischen bzw. postoperativen Verlauf.

Aufgrund der haufigen Chronifizierung des Krankheitsbildes kénnen langfristige
Invalidisierungen auftreten (Field et al. 1992). So lassen sich nach sechs Monaten bei bis zu
80% der Falle anhaltende Versteifungen beobachten und nach 12 Monaten bei bis zu 50%
(Bickerstaff et al., 1994). In einer Langzeitverlaufsstudie konnte gezeigt werden, dass sich
acht Jahre nach Diagnosestellung keine wesentlichen Verdnderung im ISS (Impairment-
Level SumScore) im Vergleich mit den Daten ein Jahr nach Diagnosestellung entwickelt
hatte (Vaneker et al. 2006). Das haufige Auftreten mit geschatzten 15000
Neuerkrankungen/Jahr in Deutschland zusammen mit der Chronizitdt des Leidens bedingt
eine erhebliche sozialmedizinische Bedeutung. Die volkswirtschaftliche Belastung wird mit

jahrlich Gber hundert Millionen Euro angegeben (Dertwinkel et al. 1994).
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2.5 Pathogenese und Pathophysiologie des CRPS

Die Anlehnung des Uberbegriffs CRPS an die Klinik bei sehr grober étiologischer
Einteilung in Typ | und Il macht klar, dass die Bezeichnung CRPS ein eher vager Begriff ist,
dessen nicht-mechanistischer Ansatz von Janig und Baron wiederholt kritisiert wird (Baron
und Wasner, 2001; Janig und Baron 2004). Durch Konzentration auf mechanistische
Ansatze helfen tierexperimentelle Modelle, die Hypothesen zum Krankheitsbild zu
Uberprifen und somit potentielle Pathomechanismen zu entschliisseln, bzw. das Feld der
moglichen Ursachen einzugrenzen (Janig und Baron, 2002). Generell werden zwei
verschiedene pathomechanistische Anséatze als Ursache des CRPS diskutiert (Janig und
Baron, 2004). Zum einen wird der Ansatz vertreten, dass Verdnderungen des
sympathischen, des peripheren und des zentralen Nervensystems zur klinischen
Auspragung des CRPS fuhren (Janig, 2001; Jénig und Baron 2002). Andererseits spricht die
Tatsache, dass das klinische Bild des CRPS mit klassischen Entziindungszeichen einher
geht, daflr, dass periphere entziindliche Mechanismen an der Entstehung des CRPS
beteiligt sind (Janig und Baron, 2004). Eine gemeinsame Vorstellung, die in
unterschiedlichen Ansétzen zum Tragen kommt, ist die Verlangerung oder Verstédrkung
entzliindlicher Reaktionen durch Faktoren, die bei CRPS-Erkrankten erhéht vorliegen.

So postulieren Janig und Baron (2002) einen sympathisch aufrechterhaltenen
Schmerz, der am CRPS beteiligt sein soll. Dieser wird durch eine erhdhte Aktivitat in
sympathischen Neuronen unterhalten, die zu einer Schmerzhypersensibilisierung durch
unterschwellige Reizung von afferenten Neuronen im Dorsalhorn im Rickenmark fiihrt. Eine
Blockade des Ganglion stellatum bei diesen Patienten fuhrte teilweise zu Schmerzlinderung
(Torebjork et al., 1995). Im Gegensatz dazu erhdhte eine Reizung des sympathischen
Systems durch Abkiihlung des gesamten Koérpers im Vollbad die Schmerzempfindlichkeit
(Baron et al., 2002).

Die Rolle von Substanz P wird immer wieder bei der Schmerzinduktion durch
afferente Nerven an deren peripheren Endigungen betont (Guo et al., 2004; Jang et al.,
2004). Die teilweise permanent anhaltende schmerzlindernde Wirkung von
Sympathikusblockaden bei CRPS-Patienten (Janig und Baron, 2002) ldsst sowohl an die
Aufhebung der unterschwelligen Reizung und damit der Hyperreaktivitdt der nozizeptiven
Neurone denken, als auch an eine ebenfalls durch verminderte Reizung der Nozizeptoren
bedingte verminderte antidrome Freisetzung von Substanz P. Hierfir spricht auch, dass bei
Guo et al. (Guo et al., 2004) sowohl eine intrathekale, als auch eine periphere Applikation
des Substanz P-Antagonisten LY 303870 zu einer Linderung der mechanischen Allodynie
fuhrte. Also muss sowohl die nach zentral gerichtete, als auch die periphere Wirkung von
Substanz P in Erkldrungsanséatzen zu der Entstehung und Aufrechterhaltung des Schmerzes
bei CRPS bedacht werden.

10
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Fur die Erkldrung des peripheren Odems bei CRPS liegen ebenfalls Ansétze vor,
die unterschiedliche Mechanismen fiir die Entstehung bzw. Verlangerung dieses Symptoms
postulieren. Blumberg et al. stellten 1994 den Einfluss spinaler Anasthesie auf periphere
Odembildung vor. In ihren Untersuchungen kam es zu einem Riickgang von Odemen bei
CRPS-Patienten (Blumberg et al., 1994). Janig und Baron (2002) erkldren dies durch eine
Blockierung sympathischer Ganglien und damit einer Ausschaltung sympathischer
Dysfunktion. Sie machen die cholinerge Innervation der BlutgefaRe fiir die Odembildung
verantwortlich, schlieRen aber gleichzeitig einen Einfluss des Sympathikus auf nozizeptive
Neurone als Ursache fiir die Odembildung nicht aus (Janig und Baron, 2002). Die
permanente sympathische Reizung afferenter Neurone fiihrt zu antidromem Transport und
peripherer Freisetzung von Substanz P. Dieser so genannte Hinterhornreflex vermittelt Gber
Interneurone auf spinaler Ebene eine Vasodilatation und Odembildung im zugehérigen
Innervationsgebiet. Hierbei spielt die periphere Ausschiittung von Substanz P aus afferenten,
nozizeptiven Fasern eine entscheidende Rolle (Willis, 1999). Eine Hemmung dieses
Hinterhornreflexes und damit der Riickgang eines Odems durch spinale Anésthesie kénnten
also mit dem Riickgang peripherer Substanz P Freisetzung zusammenhangen.

Bei verschiedenen denervierenden dystrophischen  Erkrankungen des
Skelettmuskelapparates, so der Polyneuropathie (Tews et al., 1997) oder der Spinalen
Muskelatrophie (Migheli et al., 1997), konnte apoptotischer Zelluntergang im betroffenen
Muskel nachgewiesen werden. Yoshimura und Harii zeigten im Tiermodell an der Ratte,
dass Denervierung von Muskel zu myozytarer Apoptose fiihrt (Yoshimura und Harii, 1999).
Migheli et al. konnten hingegen feststellen, dass es bei entziindlichen Muskelerkrankungen,
wie Polymyositis und Dermatomyositis, nicht zu Muskelzellapoptose kommt (Migheli et al.,
1997). Bei klinisch eindriicklicher Geweberlickbildung an der betroffenen Extremitat bei
CRPS Patienten muss neben einfacher Atrophie auch an Substanzverlust durch Apoptose
gedacht werden. Da die Entnahme von Muskelbiopsien bei CRPS-Patienten wegen
moglicher Aggravierung des Krankheitsbildes nicht in Frage kommt, liegen zu dieser
Fragestellung keine am Menschen erhobenen Daten vor. Ob eine myozytare Apoptose an
der Entstehung des CRPS typischen Schmerzbildes im Tiermodell beteiligt ist, kann zurzeit
nicht abschliessend beurteilt werden. Auch ist nicht geklart, ob eine neurogene Entziindung
zu Muskelzellapoptose flihrt.

Sudeck’s Interpretation des Krankheitsbildes als ,entgleiste Heilentziindung® (1902),
also als entziindlichen Prozess, wurde in den letzten Jahren durch klinische Untersuchungen
immer mehr untermauert (Heerschap et al., 1993; Oyen et al., 1993; Goris, 1998; van der
Laan et al., 1998a; Birklein et al., 2000b). Es scheint inzwischen sicher, dass das
Krankheitsbild des CRPS entscheidend durch die entziindliche Komponente gepragt ist.

Noch ist nicht abschlieliend geklart, in welchem Ausmal Substanz P an der Entwicklung der
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inflammatorischen Merkmale beteiligt ist. Verschiedene Faktoren weisen jedoch darauf hin,
dass der Neurotransmitter eine wichtige Rolle spielt (Otsuka und Yoshinaka, 1993; Daemen
et al.,, 1998). In einer Studie von Jang et al. wird Substanz P mit der Induktion von
neuropathischem Schmerz in Zusammenhang gebracht (Jang et al., 2004). Scardina et al.
stellen in einer Studie die These auf, dass Substanz P bei neurogenen Inflammationen eine

Triggerrolle Gbernimmt (Scardina et al., 2004).

2.6 Therapie des CRPS

Bei der Therapie des CRPS ist an erster Stelle die frihest mégliche Diagnose
wichtig. Die therapeutischen Bemihungen missen multidisziplindr koordiniert werden. Zu
jedem Zeitpunkt der Erkrankung muss eine den aktuellen Symptomen angepasste
Therapiekonzeption angewandt werden, um dem sowohl inter- als auch intraindividuell
unterschiedlichen Krankheitsbild gerecht zu werden. Je nach Ausprdgung mussen die
verschiedenen Aspekte des Syndroms, wie die Schmerzen, autonome Stérungen (z.B.
Odem), Bewegungseinschrankungen und psychische Aspekte parallel behandelt und
unterschiedlich stark gewichtet werden (Dertwinkel et al., 1998; Stanton-Hicks et al., 1998;
Baron et al., 2003). Fur den Erfolg der physiotherapeutischen Behandlung ist eine adaquate
Schmerztherapie erforderlich. Desweiteren sind einige Leitregeln zu beachten: so dirfen
durch die Behandlung keine zuséatzlichen Schmerzen oder andere Symptomverstarkung
ausgel6st werden. Ebenso verzdgert eine zu rasche Intensivierung der therapeutischen
Malnahmen, als auch ein Hinauszdgern der indizierten Therapie die Heilungsaussichten. In
der Pharmakotherapie kommen einerseits Nichtopioid-Analgetika, Metamizol und Opioide
zur Schmerztherapie zum Einsatz. Kortikosteroide werden im Akutstadium zur Behandlung
der entziindlichen Komponente voribergehend hochdosiert eingesetzt. Antidepressiva und
Antikonvulsiva werden hauptsachlich zur Therapie des chronischen CRPS eingesetzt.
Interventionelle MalRnahmen, wie die Sympathikusblockade oder -ektomie, sollten bei
therapieresistenten Fallen nach diagnostischen Blockade friihzeitig durchgefiihrt werden
(Baron et al.,, 2003). Kalzitonin findet haufige Anwendung und soll vor allem eine
schmerzreduzierende Wirkung durch Hemmung der Knochenumbauvorgdnge beim
chronischen CRPS haben (Taoussanis, 1981). Der Routineeinsatz dieser Substanzgruppe
ist allerdings durch die hohe Rate inshesondere gastrointestinaler Nebenwirkungen kritisch
zu betrachten (Schirmann et al., 2001). Diese Zusammenstellung zeigt, dass die Therapie
des CRPS Uberwiegend symptomatisch ist, wobei zu diskutieren bleibt, ob die
Sympathikusblockade einen kausalen Ansatz darstellt. Aufgrund des mangelnden
pathomechanistischen Verstandnisses der Erkrankung ist eine kausale

Behandlungsmethode bis heute nicht méglich. Trotz fortschreitender Therapiemdéglichkeiten
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ist die klinische Symptomatik oft wenig reversibel und mindet nicht selten in
Langzeitverlaufe, welche die betroffenen Patienten langfristig invalidisieren (Atknis et al.,
1990; Veldmann et al., 1993).

2.7 Tiermodelle zur Untersuchung des CRPS

Die klinische Forschung ist in der Suche nach einem schlissigen Konzept zur
Pathophysiologie des CRPS durch einige Faktoren limitiert. Die meisten klinischen Studien
beschéftigen sich mit Patienten, bei denen das CPRS bereits voll ausgeprégt ist und die sich
somit nicht mehr in der Initialphase der Erkrankung befinden. Hingegen sind prospektive
Studien an Risikokollektiven selten. Da invasive Untersuchungstechniken das Krankheitsbild
aggravieren koénnen, sind solche am Patienten kontraindiziert (Janig, 1991). Um die
Symptome des Krankheitsbildes zu simulieren und invasive Untersuchungstechniken in ihrer
Entstehungsphase einzusetzen, wurden daher unterschiedliche tierexperimentelle Modelle
entwickelt (Bennet und Xie, 1988; Kim und Chung, 1992; Gradl et al., 2004; Guo et al.,
2004).

Zur Induktion des posttraumatisch entstehenden CRPS | existiert bislang kein
etabliertes Tiermodell. Durch die lokale, intraartikuldre Injektion eines Sauerstoffradikals
versuchten Van der Laan et al. erstmals eine lokale Entziindungsreaktion im Sinne eines
Jocal SIRS“ am Hinterlauf einer Ratte zu erzeugen (Van der Laan et al., 1998a). Dieses
Modell konnte sich nicht etablieren, da es mit der posttraumatischen Genese des CRPS |
wenig gemeinsam hatte. Guo et al. stellten 2004 ein posttraumatisches Tiermodell vor, bei
dem Ratten mit Tibiafraktur nach 4 wdchiger Gipsbehandlung, wie auch Kontrolltiere ohne
Fraktur, Allodynie, 6dematdse Schwellung, Uberwdrmung und periartikuldre Osteoporose
entwickelten (Guo et al., 2004). Durch die Induktion eines Ischdmie-Reperfusionsschadens
am Hinterlauf von Ratten konnten Coderre et al. 4 Wochen nach Intervention ein
gesteigertes Schmerzverhalten nachweisen. Im Jahr 2005 konnten Gradl et al. zeigen, dass
die lokale intraarterielle Applikation eines mediatorreichen Uberstandes zuvor traumatisierten
Muskels zu lokaler Entziindungsreaktion und einem langanhaltenden Schmerzsyndrom
ahnlich dem CRPS fiihrt (Gradl et al., 2005a).

Zur experimentellen Induktion des durch Nervenlasion entstandenen CRPS I
wurden bereits mehrere Tiermodelle vorgestellt, die immer noch als Standard bei der
experimentellen Analyse des CRPS verwendet werden. Das Modell nach Kim und Chung
sieht eine feste Ligatur der Spinalnerven L5 und L6 vor, was ein ausgepragtes
neuropathisches Schmerzsyndrom mit Allodynie und Hyperpathie, sowie autonomen
Stérungen, wie Verénderungen der Hauttemperatur und Odem, hervorruft (Kim und Chung,

1992). Bei diesem Modell sind die sensiblen und motorischen Ausfélle, die durch die feste
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Ligatur entstehen, problematisch. Bennet und Xie fihrten hingegen am N. ischiadicus eine
rickenmarksnahe vierfache lose Ligatur durch, (,chronic constriction injury (CCI)*), die
ebenfalls zu neuropathischem Schmerz, Temperaturverédnderungen und Odem fiihrte, dabei
aber zu keiner Einschrédnkung der motorischen und sensiblen Eigenschaften des Nerven
fihrte (Bennet und Xie, 1988). Auch die von Shir und Seltzer durchgefiihrte feste Ligatur des
N. ischiadicus fuhrte zu &hnlichen Symptomen (Shir und Seltzer, 1990). Diese Modelle
zeichnen neuropathischen Schmerz im Tiermodell suffizient nach, kénnen aber nicht als
integrierende Modelle zum CRPS Il bezeichnet werden. Ein wichtiger Aspekt des CRPS ist

die lokale Entziindungsreaktion, die in diesen Modellen nicht zum Tragen kommt.
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3 Ziel der Studie

In der vorliegenden Arbeit werden Tiermodelle zur Pathophysiologie des CRPS
analysiert. Zum einen wird das weit verbreitete CCI-Modell zum neuropathischen Schmerz
eingehend evaluiert und ein Zusammenhang zwischen apoptotischen Muskelzellen und den
im Modell beobachteten Schmerzen untersucht. Die These Paul Sudecks, dass bei der
Entstehung des CRPS eine entzlindliche Komponente massgebend ist, erlebte in letzter Zeit
eine Renaissance (Heerschap et al., 1993; Oyen et al., 1993; Goris, 1998; van der Laan et
al., 1998a; Birklein et al., 2000b). Vor diesem Hintergrund wird untersucht, ob das CCI-
Modell auch die lokale Entzindungsreaktion des CRPS wiederspiegelt. Desweiteren wird vor
diesem Hintergrund die Rolle von Substanz P bei der neurogenen Entziindung des CRPS
durch die Wirkung des Neurokinins im peripheren Gewebe beleuchtet. Es wird untersucht,
ob die Applikation von Substanz P in gesundem Gewebe per se eine Schmerzreaktion
hervorrufen kann. Auch das Ausmass der Entziindungsreaktion, die durch die Gabe von
Substanz P in zuvor ungeschadigtem Muskelgewebe hervorgerufen werden kann, wird

analysiert.

3.1  Fragestellung

Zur Untersuchung der unter dem Punkt ,Ziel der Studie® genannten Aspekte sollen
in einer experimentellen in vivo Studie anhand neurophysiologischer und
intravitalmikroskopischer Techniken folgende Fragestellungen bearbeitet werden:

1. Welche morphologischen Verdnderungen des Muskels gehen mit dem klinischen

Bild des neuropathischen Schmerzes im CCI-Modell einher?

2. Spielen apoptotische Muskelzellen im CCI-Modell eine entscheidende Rolle bei der

Entwicklung der typischen Schmerzsymptomatik?

3. Welchen Effekt hat peripher freigesetzte Substanz P auf die Mikrozirkulation des

Muskels? Lést Substanz P im Muskel eine lokale Entziindungsreaktion aus?

4. Fuhrt eine periphere Applikation von Substanz P zur Entwicklung einer

Schmerzsymptomatik?

5. Erfullt Substanz P durch kurzzeitige Applikation eine Triggerfunktion bei der

Auslésung einer neurogenen Entziindung?

6. Werden durch CCI und Substanz P Applikation unterschiedliche Aspekte, wie zum

Beispiel Schmerzqualitdten oder Inflammation des CRPS im Modell

nachempfunden?
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4 Material und Methodik

4.1 Versuchstiere und Haltung

Als Versuchstiere wurden mannliche Sprague-Dawley Ratten (Charles River,
Sulzfeld, Deutschland) mit einem Koérpergewicht (KG) von 225-250g verwendet. Die Tiere
wurden vor Beginn der experimentellen Untersuchungen mindestens eine Woche in einem
klimatisierten Raum der zentralen Versuchstierhaltung des Instituts fir Experimentelle
Chirurgie, Universitat Rostock (Tierschutzbeauftragter Dr. rer. nat. H. Stein) artgerecht nach
den Richtlinien des deutschen Tierschutzgesetzes in Einzellaborkafigen bei 12 stiindigem
Tag-/Nachtrhythmus unter Bereitstellung von Wasser und Standardlaborfutter gehalten. Die
Tierversuche waren gemal dem Tierschutzgesetz genehmigt (AZ: LVL-MV 310-4/7221.3-
1.1-019/01).

4.2 Modelle

Die Anasthesie der Tiere wurde mit Pentobarbital (50mg/ kg KG, Narcoren, Merial
GmbH, Hallbergmoos) intraperitoneal eingeleitet. Die Tiere wurden am rechten Hinterlauf
rasiert und anschlieRend entsprechend der nachfolgend beschriebenen chirurgischen
Zugange in Bauch- oder Rickenlage positioniert. Mittels Heizplatte (Klaus Effenberger,
Medizintechnische Geréte, Pfaffing, Deutschland) wurde die Kérperkerntemperatur konstant
bei 36-37°C gehalten. Alle Eingriffe wurden unter nicht sterilen, aseptischen Bedingungen

mit mikrochirurgischen Instrumenten durchgefiihrt.

4.2.1 Modell der chronischen Nervenligatur

Zur Induktion eines chronischen Nervenschadens wurde das ,chronic constriction
injury“ (CCIl) Modell von Bennet und Xie (1988) verwendet. Bei diesem Modell wird der
Nervus ischiadicus der Ratte mittels einer riickenmarksnahen, losen Ligatur definiert und
reproduzierbar chronisch geschadigt. Das CCI-Modell ist eine international anerkannte
Methode zur Induktion eines tierexperimentellen Schmerzsyndroms und wurde von vielen
Autoren hierzu genutzt (Attal et al., 1990; Munglani et al., 1996; Yonehara und Yoshimura,
2001). In diesen Studien konnte bereits nachgewiesen werden, dass diese Methode der
chronischen Nervenligatur zu einer CRPS II-typischen Schmerzsymptomatik fiihrt (Bennet
und Xie, 1988; Attal et al., 1990).

16



Material und Methodik

4.2.2 Modell der chronischen Substanz P Applikation

Substanz P gehoért zu den Tachykininen, einer Familie bioaktiver Peptide, zu der
auch Neurokinin A und B gehoéren (Black PH, 2002). Substanz P bindet vorwiegend an
Neurokinin-1-Rezeptoren. Zur chronischen Applikation von Substanz P wurden den
Versuchstieren osmotische Alzet®-Minipumpen (,alzet® mini-osmotic pump®, Mittlere
Pumprate: 8,06ul pro Stunde Uber 24 Stunden, Fillungsvolumen 230ul; DURECT
Corporation, Cupertino, USA) subkutan unter die Bauchhaut implantiert. Diese Pumpen
geben ihren Inhalt in isotoner Umgebung mittels osmotischen Drucks kontinuierlich Uber 24
Stunden ab. Uber einen Katheter (Polyethylen Katheter, Innendurchmesser: 0.28mm;
ReCathCo, ILL, Pittsburgh, USA), der die AIzet®-Minipumpe mit der Arteria femoralis der
Tiere konektiert, wurde der Hinterlauf der Tiere konstant mit Substanz P perfundiert. Mit
dieser Technik wurde den Tieren Uber 24 Stunden kontinuierlich 260ug Substanz P/kg KG

lokal in das Versorgungsgebiet der Arteria femoralis appliziert.

4.3 Untersuchungstechniken

Alle Tiere wurden initial vor chirurgischer Intervention an Tag 0, nach 1 Tag und vor
der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie an Tag 4 nach Versuchsprotokoll klinisch getestet.
Bei Gruppen mit einem Versuchsprotokoll von nur 1 Tag wurden die Tiere entsprechend an

Tag 0 und an Tag 1 vor der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie klinisch untersucht.

4.3.1 Klinische Testung

Messung von  Hauttemperatur und Odem. Als typische Klinische
Entziindungszeichen ,Dolor, Calor, Rubor, Tumor und Functio laesa“ wurden diese Daten als
Mal fir eine lokale Entzindungsreaktion angesehen. Die Messung der klinischen Parameter
Hauttemperatur und Volumen der Pfoten erfolgte unmittelbar vor der chirurgischen
Intervention an Tag 0 bzw. vor der chirurgischen Intervention an den entsprechenden
Untersuchungstagen. Die Untersuchungen wurden in Pentobarbital- bzw. Athernarkose
durchgefihrt.

Die Messung der Hauttemperatur erfolgte mittels einer Oberflachenelektrode (Mon-
a-therm, Hauttemperaturfiihler 90045, Mallinckrodt Medical, St. Louis, USA) an der
Plantarseite der Pfote. Es wurde die Temperatur der betroffenen rechten Pfote und der
kontralateralen Pfote erfasst. Beurteilt wurde die Differenz der Temperaturen zwischen den

beiden Seiten. Aulerdem wurde die Kérperkerntemperatur erfasst.
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Das Pfotenvolumen wurde durch Wasserverdrangung in einem 10ml- Glaskolben
erfasst. Hierbei wurden die betroffene und die kontralaterale Pfote bis zum Sprunggelenk in
den Kolben eingetaucht und die Differenz der Fillhéhe des Wassers im Gefdll notiert

(Abbildung 1). Als Odem wurde die Volumendifferenz zwischen der betroffenen und der

kontralateralen Pfoten angegeben.

Abbildung 1: Messung der Wasserverdrangung
des Hinterlaufs einer Ratte zur klinischen
Bestimmung eines Odems der Pfote.

Neurophysiologische  Erfassung des  Schmerzes. Zur Erfassung des
Spontanverhaltens der Tiere konnten sich diese in einem 16x15x22cm grofen Plexiglaskafig
(Eigenbau, Universitdt Rostock, Deutschland) auf einem metallenen Untergrund bei
Raumtemperatur (21°C) frei bewegen. Nach 10 Minuten Gewdhnungsphase wurde ohne
Intervention durch den Beobachter die Haltung der rechten Hinterpfote beurteilt. In 3 Phasen
von jeweils 300s wurde das Tier beobachtet und die Haltung der Pfote wie folgt kategorisiert:

0= die betroffene Pfote liegt normal auf, 1= die betroffene Pfote liegt leicht auf und
die Zehen befinden sich ventroflektierter Haltung, 2= nur die Innenseite der betroffenen Pfote
liegt auf, 3= nur die Ferse der betroffenen Pfote liegt auf und die Pfote befindet sich in
ventroflektierter Haltung, 4= die gesamte Pfote ist angehoben, 5= das Tier leckt an der
betroffenen Extremitat (Abbildung 2).

Es wurde erfasst, wie lange das Tier wéhrend der Beobachtungszeitrdume die
betroffene Pfote in den jeweiligen Stellungskategorien hielt. Der als Untersuchungsergebnis

angegebene Schmerzindex fir das Spontanverhalten errechnet sich nach folgender Formel:

(0X tyat oF 1X tkat 1+ 2X tiat 2+ 3X tkat 3+ 4X tkat 4t 5X tkat 5)/ 300s

Hierbei sind tx4t. . 5 die Zeiten, die das Tier die betroffene Extremitat in der jeweiligen
Kategorie hielt (Attal et al., 1990).
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Abbildung 2: Klinische Testung nach Attal et al. (1990). Die Zeichnung zeigt den betroffenen Hinterlauf
des Tieres. Sechs verschiedene Haltungen werden nach der jeweiligen nozizeptiven Reaktion
klassifiziert.

Schmerztestung auf thermische Reize: Der oben beschriebene Plexiglaskéfig
ermdglichte Gber einen Schienenmechanismus den Wechsel der Bodenplatte, ohne dass
das Tier den Kafig hierfur verlassen musste. Der Untergrund konnte somit gegen eine
elektrisch geheizte und eine mittels Durchflusskihler (Multitemp. 1, LKB Bromma,
Schweden) geklhlte Platte (beide Eigenbau, Universitat Rostock, Deutschland) (Abbildung
3) ersetzt werden. Damit erlaubte der Aufbau die Schmerztestung auf thermische Reize bei
Temperaturen von 40°C und von 4°C. Nach einer jeweiligen Gewéhnungsphase von 10min

erfolgte die Bestimmung des nozizeptiven Index nach oben genanntem Schema.

Abbildung 3: Schmerztestung unter thermischer Reizung: a.) Versuchsaufbau mit elektrisch heizbarer
Platte (EP; 40°C) und b.) Testung mit Durchfluss-gekuhliter Platte (DP; 4°C).

Schmerztestung auf mechanischen Reiz: Mittels Filamenten nach von Frey
(Semmes-Weinstein Monofilaments, North Coast Medical Inc., Morgan Hill, CA, USA) wurde
an der rechten Hinterpfote die mechanische Schmerzschwelle quantifiziert. Uber den bereits
erwdhnten Schienenmechanismus des Plexiglaskéfigs konnte die Bodenplatte durch einen
metallenen Maschenboden mit 0,6x0,6cm grolden Maschen ersetzt werden. Nach 10min
Gewdhnungsphase auf diesem Untergrund begann die Testung mit geeichten von Frey
Filamenten mit 0,6g bis 15g (5,83mN bis 147mN) (Abbildung 4). Die Reaktion des Tieres
wurde in 5 Durchgéngen im Abstand von jeweils 3min getestet. Pro Durchgang wurde die
rechte Hinterpfote 6-mal mit einer Frequenz von 1/s stimuliert. Als positive Reaktion wurde

ein Wegziehen der Pfote gewertet. Beginnend mit dem feinsten Filament wurden mit allen
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Stérken jeweils 5 Durchgange durchgefiihrt. Die Angabe des Testergebnisses erfolgt in
Prozent ((100/30)x positive Reaktionen= %) (Chaplan et al., 1994).

Abbildung 4: a.) Testung der mechanischen Schmerzschwelle mittels einem von Frey Filament. b.)
Von Frey Filamente: 0,6g; 1,4g; 2,0g; 6,0g; 10,0g; 15,0g.

4.3.2 Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

Die intravitale Fluoreszenzmikroskopie stellte den Endpunkt des in vivo
Untersuchungszeitraumes dar und wurde an Tag 4 des Versuchsprotokolls durchgefiihrt. Bei
den Gruppen mit 1 tdgigem Versuchsprotokoll endete der in vivo Untersuchungszeitraum an
Tag 1 mit der intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Alle intravitalfluoreszenzmikroskopischen
Untersuchungen wurden an einem Epifluoreszenzmikroskop durchgefiihrt (E600-FN, Nikon,
Tokyo, Japan).

Die Narkose zur Praparation und Mikroskopie der Tiere wurde mit Pentobarbital-
Natrium (50mg/kg KG, Narcoren, Merial GmbH, Hallbergmoos) intraperitoneal eingeleitet.
Die Tiere wurden an Hals, Abdomen und am rechten Hinterlauf rasiert und anschlie3end in
Ruckenlage positioniert. Mittels Heizplatte wurde die Kérperkerntemperatur konstant bei 36-
37°C gehalten. Der chirurgische Eingriff am Hals wurde mit einem horizontalen Hautschnitt
begonnen. Nach stumpfer Dissektion des Unterhautfetigewebes erfolgte die Freilegung der
Trachea und zum Zweck der nachfolgenden Beatmung (Tidalvolumen: 0,1ml/ kg KG,
Frequenz: 50/ min, Eigenbau, Universitdt Rostock) eine Tracheotomie. Anschlielend wurde
die Arteria carotis communis dextra dargestellt und mittels Querinzision zur Kanulierung
(PE-50 Katheter, Portex, Hythe, Kent, UK) eréffnet. Mittels eines druckstabilen Katheters
konnte der mittlere arterielle Blutdruck (MAP) bestimmt werden (Sirecust, Siemens,
Deutschland) und Blut fur nachfolgende Untersuchungen entnommen werden. Letztere
umfassten die Blutgasanalyse (Rapidlab 348, Bayer Vital, Fernwald, Deutschland) und die
Bestimmung eines Differentialblutbildes (AcTdiff, Coulter, Hamburg, Deutschland). Die

Blutdruckkurve erlaubte zusétzlich das Ablesen der Herzfrequenz. Uber den liegenden
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Katheter erfolgte die Applikation des Anasthetikums Pentobarbital zur Aufrechterhaltung der
Narkose, sowie die Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen flir die der Praparation folgenden
intravitalen Fluoreszenzmikroskopie. Alle Eingriffe wurden unter nicht sterilen, aber
aseptischen Bedingungen mit mikrochirurgischen Instrumenten durchgefihrt.

Die Untersuchung der Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur erfolgte am Musculus
extensor digitorum longus (EDL). Die mikrochirurgische Praparation wurde erstmals von
Tyml und Budreau (1991) beschrieben und durch Schaser et al. (1999) modifiziert.

Das Modell ermdglicht am lebenden Versuchstier intravitalmikroskopische
Untersuchungen der Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur. Durch Autofluoreszenz und
durch Gabe verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe kann dabei mittels
Fluoreszenzauflichtmikroskopie das gesamte mikrovaskuldre Netzwerk des freipraparierten
EDL-Muskels beurteilt werden. Bei diesem Modell bleibt die mikrovaskuldre Durchblutung
der Muskeloberflache fir mindestens 5 Stunden stabil (Tyml et al., 1991). Zahlreiche
Publikationen umfassen Untersuchungen unter physiologischen Bedingungen (Tyml et al.,
1991) und die Verédnderungen der Gewebeperfusion unter pathologischen Bedingungen, wie
Weichteiltrauma (Schaser et al., 1999; Gierer et al., 2004; Gradl et al., 2005), Fraktur (Zhang
et al., 2003) und Nervenschaden (Gradl et al., 2004).

Am Hinterlauf der auf den Bauch umgelagerten Ratte wurde die Haut lateral in der
Langsachse auf einer imaginéren Linie zwischen Knie- und Sprunggelenk auf einer Lénge
von ca. 2,5cm inzidiert. Nach Préparation und Darstellung der Faszie wurde diese auf der
Lange des Zugangs er6ffnet. Zur Vermeidung von Blutungen wurden zuvor die
FasziengefalRe durch Elektrokoagulation mit einer feinen bipolaren Pinzette (ICC 50, Erbe,
Tlbingen, Deutschland) verddet. In der Folge erfolgte die Préparation des EDL-Muskels
zwischen Beuge- (Musculus gastrocnemius/- soleus) und Streckmuskulatur (Musculus tibialis
anterior). Zur Minimierung von Mikrozirkulationsstérungen, welche durch das chirurgische
Trauma verursacht werden, wurde eine Berlhrung des EDL-Muskels mit chirurgischem
Besteck mdglichst vermieden. Anschlieliend wurden die benachbarten Muskelgruppen zur
Exposition der Oberflache des EDL-Muskels mit Haltefaden retrahiert (Abbildung 5). Zur
Vermeidung von Austrocknung wurde das gesamte exponierte Gewebe intermittierend mit
37°C warmer Kochsalzlésung superfundiert. Zur intravitalen Fluoreszenzmikroskopie wurde
die Praparation schlieBlich mit einem feinen, fur die Objekttrdgereindeckung Ublichen

Deckglas abgedeckt.
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Abbildung 5: Mikrochirurgische Praparation des EDL-Muskels (Pfeile) zur intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie in Anlehnung an die von Tyml et al. (1991) und von Schaser et al. (1999)
modifizierte Technik. a.) Ubersichtsaufnahme und b.) Detailaufnahme.

Die Lichtgebung zur Intravitalfluoreszenzmikroskopie erfolgte mit einer 100W
Quecksilberdampflampe und entsprechenden Filtersets zur blauen (Exzitation/Emission:
465-495nm/>505nm), griinen (Exzitation/Emission: 510-560/>575nm) und ultravioletten
(Exzitation/Emission:  340-380nm/>400nm)  Epiillumination. Die Verwendung von
Wasserimmersionsobjektiven (20x/0,75W, 40x/0,80W, Nikon, Tokyo, Japan) ermdglichte
eine 306- bzw. 630-fache Vergroflerung. Die quantitative Analyse der muskuldren
Mikrozirkulation erfolgte unter Nutzung der 306x und der 630x VergréRerung. Die
Darstellung apoptotischer Zellen erfolgte ausschlieRlich anhand der 630x Vergréerung. Die
jeweiligen stabilen und von Bewegungsartefakten freien Aufzeichnungen wurden entlang des
gesamten EDL-Muskels von proximal nach distal randomisiert durchgefiihrt. Die einzelnen
Gesichtsfelder wurden jeweils fir 30s aufgezeichnet. Die intravitalmikroskopischen Bilder
wurden mittels einer charge coupled device (CCD) Videokamera (FK 6990.1Q, Pieper, Berlin,
Deutschland) mit einer Geschwindigkeit von 50 Halbbildern/s aufgezeichnet und nach
Umwandlung in ein digitales Bildformat und Zwischenschaltung eines Videozeitgenerators
(TCI-70 RTV, Alpermann/Velte, Hamburg, Deutschland) mit einem S-VHS Videorekorder auf
Videoband gespeichert (AG-7350, Panasonic, Osaka, Japan). Die Auswertung der Bilder
erfolgte off-line an einem Computer-assoziierten Bildverarbeitungsprogramm (Caplmage, Dr.
Zeintl, Heidelberg, Deutschland).

Das mikrovaskulare GefalRsystem des quergestreiften Skelettmuskels umfasst
terminale Arteriolen, nutritive Kapillaren, postkapillare Venolen und Sammelvenolen. Bei
Uberwiegend geradlinigem Verlauf zeichnen sich die terminalen Arteriolen bei einem
Durchmesser von ca. 20-40um durch eine glatte Wandstruktur aus. Im nachfolgenden
Verlauf zweigen sich diese in Winkeln von 120-150° in nachgeschaltete Arteriolen (J=10-
20pum) auf, die ihrerseits das darauf folgende nuritive kapillare (8=5-8um) Gefélbett mit
oxygeniertem Blut versorgen. In diesem Gefal3bett liegen die Kapillaren in einem Abstand

von 40-70um zueinander und stehen Uber Querverbindungen teilweise miteinander in
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Kontakt. Aus dem nutritiven Kapillarbett wird das sauerstoffarme Blut Uber postkapillare
Venolen (&=30-50um) und Sammelvenolen (J=40-120pm) drainiert. Anhand der
Flief3richtung, der Fliekgeschwindigkeit und der bei Venolen unregelmafigeren Wandstrukur
lassen sich arterielle und vendse Geféalde voneinander unterscheiden.
NADH-Autofluoreszenz. Als Indikator des Redoxstatus des Skelettmuskelgewebes
diente die NADH-Autofluoreszenz (Ince et al., 1993; Vollmar et al., 1997). Bestimmte
Biomolekile im Gewebe, so genannte Fluorophore, sind nach Anregung mit Licht einer
bestimmten Wellenldnge in der Lage, die aufgenommene Energie wieder als Licht
abzustrahlen  (Autofluoreszenz). Die Wellenldnge dieses Fluoreszenzlichtes st
charakteristisch  fir das angeregte Molekil. Die Intensitdt der abgestrahlten
Gewebefluoreszenz ist abhéngig von der Konzentration und der Absorption durch das Blut.
Bekannte Fluorophore des menschlichen Organismus sind z.B. Kollagen, NADH (reduzierte
Form des Nikotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid), Flavine, Porphyrine und Tryptophan. NADH
emittiert nach Anregung mit Licht einer Wellenlange von 360nm selbst Licht mit einer
Wellenlange von 470-475nm. Nach ultravioletter Epiillumination des Gewebes zur Erfassung
der NADH-Autofluoreszenz mittels 306x VergréfRerung wurden anhand der gespeicherten
Videosequenzen  Grauwerte des  Skelettmuskelgewebes nach 5s  Belichtung
computerassistiert mittels Densitometrie ermittelt und mit Werten zwischen 0 und 255

angegeben (Vollmar et al., 1997). Um Interferenzen mit mikrovaskuldren Strukturen zu

vermeiden, wurden die Messungen streng unter Aussparung von Gefalen durchgefihrt
(Gierer et al., 2005) (Abbildung 6).

Abbildung 6: Exemplarische intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung kapillarer Netzwerke vor
Gabe von Fluoreszenzfarbstoffen. Die densitometrische Bestimmung der NADH-Autofluoreszenz
erfolgte streng zwischen den Kapillaren (Kastchen). (630x) a.) niedrige und b.) hohe Autofluoreszenz
als Zeichen der Sauerstoffschuld des Gewebes.

Leukozyten-Endothelzellinteraktion. Zur intravitalmikroskopischen Darstellung der
Leukozyten-Endothelzellinteraktion als Parameter der Inflammation erfolgte die intraarterielle

Injektion von Rhodamin-6G (1%, MW 496kDa, 0,15mg/ kg KG, Sigma, Deisenhofen,
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Deutschland) (Grunfilter: Exzitation/ Emission: 530-560nm/>580nm). Dieser Farbstoff ist ein
positiv geladener, lipophiler Fluoreszenzfarbstoff, welcher Mitochondrien und Kernstrukturen
lebender Zellen farbt und sich daher zur Visualisierung von Leukozyten in der Gefalibahn
eignet (Horobin et al., 1990, Baatz et al., 1995). Insbesondere werden hierbei Granulozyten
und Monozyten angefarbt (Horobin et al., 1990).

Die Beobachtung der Interaktion von Leukozyten mit dem mikrovaskuléren Endothel
erfolgte mit 630x VergréRerung in postkapillaren Venolen mit einem GefalRdurchmesser von
30um bis 60um (Abbildung 7). Zur Charakterisierung der Interaktion der Leukozyten mit dem
Endothel wurden sie in drei Gruppen klassifiziert: die nicht-adharenten (,floating leukocytes®),
die temporar adharenten (,rolling leukocytes) und die permanent adharenten (,sticking
leukocytes®) Leukozyten. GefdRabschnitte wurden (iber eine Lange von 100um 30s lang
ausgewertet. Als nicht adhdrente Leukozyten wurden solche definiert, die den
Gefalabschnitt ohne Interaktion mit dem Endothel passierten. Leukozyten, die das
Gefallsegment mit 40% der Zentralstromgeschwindigkeit passierten, wurden als temporar
adharent bezeichnet. Das Leukozyten-Rolling wurde in Prozent aller flieRenden Leukozyten
in diesem Gefalksegment angegeben. Als permanent adhdrent wurden Leukozyten definiert,
die Ober den gesamten Beobachtungszeitraum fest an der Endotheloberflache hafteten
(n/mm? Endotheloberflache). Die Flache errechnete sich aus Durchmesser und Ladnge des
GefalRsegmentes, bei Annahme einer zylindrischen Geometrie des entsprechenden
Abschnitts:

F=1x(Txd)
F=  Endotheloberflache
|= Lange des Segments

d=  Durchmesser des Segments
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Abbildung 7: Exemplarische intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung postkapillarer Venolen
(V) nach Rhodamin-6G Markierung von Leukozyten (L) zur quantitativen Auswertung der Leukozyten-
Endothelzellinteraktion. (306x) a.) niedrige und b.) hohe Leukozytenakkumulation.

Funktionelle Kapillardichte. Die quantitative Erfassung der nutritiven Perfusion des
EDL-Muskels erfolgte Uber die Messung der funktionellen Kapillardichte (FKD). Dieser
Parameter erfasst die Gesamtldnge der mit Erythrozyten perfundierten Kapillaren pro
mikroskopischem Gesichtsfeld (cm/cm?) bei Beobachtung mit 630x VergréRerung. Zur
Kontrastierung des mikrovaskularen Gefallbettes wurde nach Bestimmung des NADH
Autofluoreszenz Fluoreszein-Isothiozyanat markiertes Dextran (FITC-Dextran, 5%, MW
150kDa, 15mg/kg KG, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) tiber den Katheter in der Arteria
carotis communis dextra injiziert. Hierdurch war eine Visualisierung der perfundierten Gefalle
unter Verwendung des Blaufilters (Exzitation/ Emission:465-495nm/>505nm) mdglich. Die
Messungen der FKD erfolgten in finf randomisierten Gesichtsfeldern. Jedes dieser
Gesichtsfelder wurde fir 30s aufgezeichnet und zur Erfassung der FKD komplett
durchfokussiert. Off-line wurden die mit Erythrozyten perfundierten Kapillaren

computerassistiert durch Nachzeichnen markiert, deren Gesamtlange bestimmt und auf die

Fléache bezogen (cm/cm?) (Abbildung 8).

Abbildung 8: Exemplarische intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung des kapillaren Netzwerks
des EDL-Muskels nach Plasmamarkierung mit FITC-Dextran (5%). (630x) a.) hohe FKD, b.) niedrige
FKD mit Ausfall individueller Kapillaren.
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Makromolekulare Leakage. Die Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-
Dextran (5%, MW 150kDa, 15mg/kg KG, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) diente neben
der Beurteilung des Gefaltbettes auch zur Bestimmung der mikrovaskuldren
GefalRwandpermeabilitat. Aufgrund seines hohen Molekulargewichts zeichnet sich dieser
Farbstoff bei intaktem Endothel durch eine geringe Extravasation aus. Unter pathologischen
Bedingungen, wie zum Beispiel nach Weichteiltrauma, kann es zu einer Erhéhung der
GefalRwandpermeabilitat mit Austritt von FITC-Dextran in den perivaskularen Raum kommen
(Abbildung 9). Mittels Densitometrie (Pries et al., 1988) wurden computerassistiert die
Grauwerte des perivaskuldren Gewebes und des angeférbten intravasalen Blutplasmas
bestimmt und zueinander in Relation gesetzt (paravasal/ intravasal). Unter physiologischen
Bedingungen ergibt sich ein Wert von <0,8, wahrend unter pathologischen Bedingungen
Werte >1 beobachtet werden, wenn die Fluoreszenz durch Plasmaaustritt paravasal hoher
ist als intravasal. Die Messungen erfolgten bei 203x Vergréfierung pro Versuchstier an finf

unterschiedlichen postkapillaren Venolen.

Abbildung 9: Exemplarische intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung der makromolekularen
Leakage anhand der Plasmaextravasation (FITC-Dextran markiertes Plasma) in den perivaskularen
Raum (Pfeile) postkapillarer Venolen. (306x) a.) niedrige und b.) hohe makromolekulare Leakage.
Apoptose. Um den Schéadigungsgrad des EDL-Muskels beurteilen zu kdnnen,
erfolgte eine quantitative Analyse der Muskelzellapoptose. Intravitalmikroskopisch erfolgte
die Visualisierung nach Injektion von Bisbenzimid (1%, 15mg/kg KG, Sigma, Deisenhofen,
Deutschland) (Ultraviolettfilter: Exzitation/Emission: 330-380nm/>415nm). Bisbenzimid lagert
sich in Zellkernen an adenin- und thyminreiche Regionen der DNA an und farbt somit alle
Zellkerne. Apoptotische Kerne zeigen in charakteristischer Weise eine Kondensation,
Fragmentation und Margination des nukledren Chromatins (Menger und Vollmar, 2000; Eipel
et al., 2004). Nach Injektion von Bisbenzimid kann anhand dieser kernmorphologischen
Differenzen zwischen apoptotischen und gesunden Zellen differenziert werden (Abbildung

10). Um die Anzahl der apoptotischen Muskelzellen zu erfassen, wurden bei 630x
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VergréBerung zehn randomisierte Gesichtsfelder untersucht. Angegeben wird die Anzahl

apoptotischer Muskelzellen pro Gesichtsfeld.

Abbildung 10: Exemplarische intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung Bisbenzimid gefarbter
Muskelzellen, welche zum Teil eine fur Apoptose charakteristische Kernmorphologie zeigen (Pfeile).
(630x) a.) niedrige und b.) hohe Zahl apoptotischer Zellen.

Euthanasie und Gewebeasservation. Nach Abschluss der intravitalmikroskopischen
Untersuchungen wurden die Tiere durch Vertiefung der Narkose und Ausbluten getdtet. Zur
weiteren molekularbiologischen und histologischen Untersuchung wurden der EDL-Muskel
und der Musculus tibialis anterior entnommen. Auflerdem wurden bei den Tieren mit
chronischer Substanz P Applikation und den entsprechenden Kontrolltieren sowohl die
Konnektionstellen und die intraarterielle Lage der Katheter als auch der Fillungsgrad der
osmotischen Pumpen (berprift, um die vollstdndige Applikation von Substanz P

sicherzustellen.

4.3.3 Vollblutanalyse

Vor Durchfuhrung der Intravitalmikroskopie zur Analyse der Mikrozirkulation des
Skelettmuskels wurde Blut aus dem intraarteriellen Katheter entnommen. Hierbei wurde fur
die Blutgasanalyse eine heparinisierte Glaskapillare mit ca. 90ul Blut verwendet.
AnschlieRend konnten die arteriellen Partialdriicke von Sauerstoff (PaO,) und Kohlendioxid
(PaCO,), sowie pH-Wert, Hamatokrit (Hkt) und Baseniberschuss (BE) bestimmt werden
(Rapidlab 348, Bayer Vital, Fernwald, Deutschland). Zur Erstellung des Differentialblutbildes
wurde arterielles Blut in 200ul EDTA-R8hrchen abgenommen und anschlieend mittels eines
Blutanalysegerates (AcTdiff, Coulter, Hamburg, Deutschland) die systemische Erythrozyten-,

Leukozyten- und Thrombozytenkonzentration bestimmt.

27



Material und Methodik

4.3.4 Postmortale Bestimmung des Muskel6dems

Zur Analyse des Grades des intramuskuldren Odems wurde nach Abschluss der
intravitalen Mikroskopie und Tétung des Tieres der Musculus tibialis anterior der betroffenen
Extremitdt enthommen. Nach Wiegen des Muskels zur Bestimmung des Feuchtgewichts
erfolgte die Trocknung des Gewebes bei 65°C Uber 72h und nachfolgend eine erneute
Gewichtsbestimmung. Aus  beiden  Gewichtsangaben  wurde der  Feucht-/

Trockengewichtsquotient errechnet, welcher als Mal} fir den Grad des Gewebeddems dient.

4.3.5 Immunhistochemie des EDL-Muskels

Fur die lichtmikroskopischen Untersuchungen des EDL-Muskels wurden im
Anschluss an die Intravitalmikroskopie und Tétung des Tieres Muskelgewebe entnommen
und in 4%iger Formalinlésung 3-4 Tage fixiert. Nach Einbettung in Parafin wurden von den
Gewebeblécken Serien an Diinnschnitten angefertigt.

TUNEL-Analyse. Die Dunnschnittpraparate dienten zum histomorphologischen
Nachweis apoptotischer Skelettmuskelzellen unter Verwendung der TUNEL-Methode
(ApopTag, Shemicon International Inc., Temecula, CA, USA). Bei der TUNEL-Farbung
(transferase-mediated dUTP biotin nick end-labeling) wird durch das Enzym terminale
desoxynucleotidyl Transferase (TdT) an DNA-Bruchstiicke apoptotischer Zellen ein
biomarkiertes dUTP angehéngt, dessen Biotin im Anschluss durch einen farblich markierten
Antikérper sichtbar gemacht werden kann.

Histologische Auswertung. Im Auflichtmikroskop (Axioskop 40, Zeiss, Oberkochen,
Deutschland) erfolgte die quantitative Auswertung bei 400x Vergrélierung (40x Obijektiv,
Achroplan, Zeiss, 0,65 NA). Die quantitative Auswertung der Dinnschnittpréparate erfolgte
durch Auszahlen der TUNEL positiven Zellen in 25 Gesichtsfeldern (High power field, HPF)
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Exemplarische lichtmikroskopische Aufnahme mittels TUNEL-Methode histochemisch
markierter DNA-Bruchsticke in Zellkernen apoptotischer Myozyten (Pfeile) in EDL-
Muskeldtnnschnittpréparaten (400x) mit a.) niedriger und b.) hoher Zahl apoptotischer Zellen.

4.3.6 Proteinanalyse

Die Zusammensetzung aller im nachfolgenden aufgeflihrten Puffer und Lésungen
sind dem Anhang zu entnehmen.

Gewebeasservation und Western-Blot Proteinanalyse aus EDL Muskelgewebe.
Zum Nachweis von Caspase-3, einer Effektorprotease der Zellapoptose wurde an EDL-
Muskelgewebe eine Proteinanalyse mittels Western-Blot durchgefiihrt. Hierzu wurde nach
Beendigung der Intravitalmikroskopie Muskelgewebe entnommen, in einem 200ul
Eppendorfréhrchen in flissigem Stickstoff (N,) kryokonserviert und bei -80°C eingelagert.
Von den bei -80°C gelagerten Gewebeproben wurden Aliquots mit einem Gewicht von 30mg
ausgewogen und mit Hilfe eines Dismembrators pulverisiert. AnschlieRend wurden die
pulverisierten Gewebe in Lysispuffer aufgenommen (100pl/10mg Gewebe) und fir 30min auf
Eis inkubiert. Nachfolgend wurden die Proben fir 10min bei 4°C und 10000xg in einer
Ultrazentrifuge zentrifugiert. Der klare proteinhaltige Uberstand wurde gewonnen und ein
weiteres Mal fir 10min bei 10000xg und 4°C zentrifugiert. Nachfolgend wurde die
Proteinkonzentration bestimmt.

Proteinbestimmung. Die Proteinbestimmung diente der quantitativen Analyse der
aus dem EDL-Muskel gewonnenen Proteine und wurde mit BCA (Bicinchinoic acid,
Fertiglésung, Sigma, Deisenhofen, Deutschland) vorgenommen. Bei dieser Methode bildet
das in der Losung enthaltene Kupfer Komplexe mit den Proteinen und fiihrt in Abhangigkeit
von der Proteinkonzentration zu einem charakteristischen Farbumschlag. Die Messung
erfolgte im Dreifachansatz in einer Mikrotiterplatte unter Verwendung aufsteigender
Konzentrationen von 0,1mg/ml bis 1,0mg/ml gegen einen Proteinstandard. Die Proben
wurden in einer 1:20 Verdinnung angesetzt, das Gesamtvolumen betrug 120ul. Die

Extinktion wurde bei 562nm gemessen.
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Western-Blot Analyse. Die Western Blot Analyse ist eine proteinchemische Methode
zum Zweck der Detektion bestimmter Proteine aus einem Proteingemisch.

Dabei werden die einzelnen Komponenten einer Proteinmischung in einer
denaturierenden SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese (SDS-PAGE) ihrem
Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt, anschlieBend auf eine Membran transferiert
und dort fixiert. Nach Blockierung der freien unspezifischen Bindungsstellen mit einer
Blockierlésung (z.B. bovine serum albumin (BSA), Milchpulver) erfolgt die Inkubation mit dem
primaren Antikérper, der spezifisch gegen spezielle Epitope des gesuchten Proteins gerichtet
ist. Dieser Antikérper kann mono- oder polyklonaler Natur sein.

Der gebundene primére Antikdrper kann mit Hilfe eines sekundédren Antikdrpers
nachgewiesen werden, der entweder radioaktiv markiert oder an ein Enzym gekoppelt ist.
Zur Visualisierung der gebundenen Reaktion werden verschiedene Detektionsverfahren
eingesetzt.

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese. In der SDS-PAGE lassen sich spezifische
Proteine der Grofle nach fraktionieren. Zur Vorbereitung werden 60ug Protein mit
Probenpuffer versetzt. Dazu wurde 2x Probenpuffer im Verhéltnis 1:1 mit der
entsprechenden Proteinprobe angesetzt, mit 1x Probenpuffer auf 25ul Endvolumen aufgefillt
und nachfolgend fiir 5Smin bei 95°C denaturiert. Die Auftrennung der Proteine erfolgte mittels
diskontinuierlicher SDS-PAGE, entsprechend der Gré3e des zu bestimmenden Proteins in
14%igem Polyacrylamidgel. Bis zum Austritt der Proben aus dem Sammelgel wurde die
SDS-PAGE fir ca. 1h konstant bei 20mA durchgefihrt. AnschlieRend wurde die Stromstéarke
bis auf 40mA erhéht. Die Proteine passierten entsprechend ihres Molekulargewichts die
Gelmatrix von der Kathode bis zur Anode. Fiir die Molekulargewichtsbestimmung wurde ein
Proteinstandard mitgefiihrt.

Semi-Dry-Blot. Die in der SDS-PAGE aufgetrennten Proteine wurden unter
Verwendung eines Semi-Dry-Blotters aus der Polyacrylamidmatrix auf eine PVDF-Membran
transferiert. Dazu wurden zunachst die Filterpapiere fir mindestens 5min in Anoden- bzw.
Kathodenpuffer getrankt. Die Membran wurde fiir 15s in Methanol &quilibriert, anschlielend
in Aqua bidestillata Gberfihrt und bis zum Aufbau des Semi-Dry-Blots in Anodenpuffer Il
getrankt. Eine Transfereinheit setzt sich wie folgt zusammen (Abbildung 12).

Die Transferzeit betrug bei konstanter Stromstarke von 275mA 1h 45min. Nach dem
Transfer wurde die Membran fir 10min in TBS gewaschen und anschlieRend zur
Blockierung unspezifischer Bindungsstellen tiber Nacht bei 4°C in Blockierungslésung (BSA,
Santa Cruz, CA, USA) inkubiert. Die Gele wurden fir den Nachweis gleichmaligen
Proteinauftrags 1min in Coomassie Blue G (Sigma, Deisenhofen, Deutschland) gefarbt.

Durch Entfarbung in 7%igem Eisessig erfolgte die Visualisierung der Proteinbanden.
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Abbildung 12: Schematische Darstellung zum Aufbau des Semi-Dry-Blots, bei dem die in der SDS-
PAGE aufgetrennten Proteine aus der Polyacrylamidmatrix (P) Uber ein senkrecht zum Gel angelegtes
elektrisches Feld eluiert und auf eine PVDF-Membran (M) transferiert werden. Die Proteine kénnen
renaturieren und dabei teilweise ihre Sekundéar- und Tertidrstruktur wieder annehmen. Weitere
Komponenten der Transfereinheit sind die spezifisch hydrierten Filterpapiere.

Antikérperbindung. Zum Nachweis spezifischer Proteine aus dem Proteingemisch
wurde die Membran fir 2h mit der entsprechenden Antikérperldsung (Antikérper in
Blockierungslésung) auf dem Schittler (Duomax 2030, Heidolph, Schwabach, Deutschland)
bei Raumtemperatur inkubiert. Nach der Inkubation mit dem Primé&rantikérper (Cleaved
Caspase-3 (ASP 175) Antibody, 1:1000, Cell Signaling, New England Biolabs, Frankfurt,
Deutschland) wurde die Membran 3x10min in TBST und 2x15min in TBS gewaschen, um
nichtgebundene Uberflissige Antikdrper zu entfernen.

Die Inkubation mit dem sekunddren HRP (,horseradish Peroxidase“ (eng.:
Meerrettich Peroxidase)-konjugierten Antikérper (Anti-rabbit IgG, HRP-linked Antibody,
1:1000, Cell Signaling, New England Biolabs, Frankfurt, Deutschland) erfolgte tUber 1h bei
Raumtemperatur auf dem Schittler. Danach wurde die Membran erneut wie oben
beschrieben in TBST und TBS gewaschen.

Detektion. Die Detektion der Immunreaktion erfolgte mit dem ECL*™-Verfahren
(enhanced-chemiluminescence). Das ECL'™-Verfahren basiert auf dem Prinzip der
Chemilumineszenz. Dabei wird die Reaktion von Peroxidasen (H,O,) mit dem Luminogen
PS-3 (Phophatidylserin) acridan durch die Meerrettich-Peroxidase (HRP) katalysiert. Unter
leicht alkalischen Bedingungen erzeugen die als Zwischenprodukte entstehenden Acridium-
Ester-Verbindungen zusammen mit dem Luminogen PS-3 eine Chemolumineszenz bei
430nm, welche schliesslich fur die Detektion genutzt wird.

Fur die Detektion wurde die Membran bei Raumtemperatur fir 5min mit dem
ECL*"-Gemisch (1:50) inkubiert. Durch Réntgenfilmanalyse konnte anschlieRend eine
Visualisierung des gesuchten Proteins erfolgen.

Densitometrie. Nach Detektion der gesuchten Proteinbanden erfolgte die

densitometrische Analyse, um neben qualitativen auch quantitative Aussagen Uber den
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Proteingehalt des Gewebes treffen zu kdnnen. Die densitometrische Analyse erfolgte

computerassistiert (Nonlinear Dynamics, New Castle upon Tyne, UK).

44  Experimentelle Gruppen und experimentelles Protokoll

4.4.1 Experimentelle Gruppen

Die Ligatur des Nervus ischiadicus erfolgte in Pentobarbitalnarkose und
Bauchlagerung des Tieres. Der chirurgische Zugang erfolgte nach Rasur und Desinfektion
des Operationsgebietes mittels Jodldsung (Betaisadonalésung, Mundipharma GmbH,
Limburg (Lahn), Deutschland) Uber einen ca. 1,5cm langen Hautschnitt parallel zur
Wirbelsdule auf Hoéhe der Glutealmuskulatur. Nach Darstellung und Praparation des
Musculus gluteus maximus wurde dieser zur Freilegung des Nervens parallel zum
Hautschnitt durchtrennt. Kaudal des Musculus gluteus medius war das Nervenbett des
Nervus ischiadicus nach stumpfer Dissektion bindegewebiger Strukturen einsehbar. Unter
Verwendung feuchter Wattestdbchen (Paul Hartmann Ag, Heidenheim, Deutschland) und
einer vorne abgerundeten mikrochirurgischen Praparationsschere wurde der Nerv Uber den
Verlauf von ca. 1cm aus dem umliegenden Bindegewebe freigelegt. Vier locker geknipfte
Ligaturen (Dermafil Green Polyester, 3/0, SMI Ag, Hinningen, Belgien) des Nervens
erfolgten mit einem Abstand von jeweils 1mm zueinander (Abbildung 13). Danach wurde der
Nerv in seinen physiologischen Verlauf gebettet und die Glutealmuskulatur reponiert. Die
Inzision des Musculus gluteus maximus wurde mit Einzelknopfnahten (Vicryl, Polyglactin,
resorbierbar, 5/0, Ethicon, Norderstedt, Deutschland) verschlossen. Die Haut wurde

fortlaufend genaht und im Anschluss erneut mit Jodlésung desinfiziert.

Abbildung  13:  Freipraparierter =~ Nervus
ischiadicus (N) mit vierfacher loser Ligatur.
(M= Musculus gluteus maximus, M= Musculus
gluteus medius).

Bei den Tieren einer weiteren Gruppe wurde zusétzlich zu der oben beschriebenen

chronischen Nervenligatur eine Inhibition von Zellapoptose durchgefiihrt. Die Hemmung von
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Zellapoptose erfolgte unter Verwendung des Apoptoseinhibitors z-VAD (z-VAD (OMe)-fmk,
Alexis biochemicals, San Diego, CA, USA). z-VAD gehért zu der Familie der Pan-
Caspaseinhibitoren und wurde in zahlreichen Tiermodellen zur Apoptosehemmung
eingesetzt. Systemisch appliziert ist die Substanz nicht ZNS-géngig (Wiessner et al., 2000;
Yang et al.,, 2004). Daher wird sie bei erwlinschter zentralnervéser Wirkung intradural
appliziert (Okuda et al., 2000; Bizat et al., 2005; Scholz et al., 2005). Da im vorliegenden
Versuchsaufbau eine periphere Apoptoseinhibition im Muskelgewebe erwlinscht war, wurde
z-VAD den Tieren 30min vor Nervenligatur und anschlieBend alle 24h unter
Atherkurznarkose in die Schwanzvene injiziert. Die Injektionslésung setzte sich aus 50l
Stammlésung und 250ul PBS-Puffer (Dulbecco’s PBS, PAA Laboratories GmbH, Pasching,
Osterreich) zusammen. Von der Injektionslésung erhielten die Tiere pro Applikation 1mi/kg
KG, d.h. 3,3mg z-VAD/kg KG (Yaoita et al., 1998). Uber den Versuchsverlauf von 4 Tagen
wurden pro Tier insgesamt 13,2 mg z-VAD/kg KG appliziert.

Bei n=10 Tieren (Nervenligatur, NL n=5; Nervenligatur und z-VAD, NLZ n=5) wurde
die oben beschriebene Operation zur Induktion der chronischen Nervenligatur durchgefihrt.
Von diesen 10 Tieren wurden 5 Tiere zur Apoptoseinhibition systemisch mit dem Pan-
Caspasehemmer z-VAD behandelt (NLZ). Bei den Tieren der Kontrollgruppe (n=7) (Sham-
Ligatur, SL) erfolgte die gleiche Operation mit Freilegung, jedoch ohne Ligatur des Nervens.
Nach der Operation erwachten die Tiere in ihrem Kéafig aus der Narkose und hatten dort
freien Zugang zu Wasser und Standardlaborfutter.

Zur kontinuierlichen lokalen Applikation von Substanz P wurden osmotische Alzet®-
Minipumpen (mittleres Pumpvolumen: 8ul/h Uber 24h; mittleres Fillvolumen 200ul; mittleres
Restvolumen 8ul; DURECT Corporation, Cupertino, USA) verwendet. Diese Alzet®-
Minipumpen wurden subkutan unter die Bauchhaut der Tiere implantiert und mittels eines
Katheters (Polyethylen, Innendurchmesser: 0.28mm; ReCathCo, ILL, Pittsburgh, USA) mit
der Arteria femoralis dextra konnektiert. Unmittelbar vor Gebrauch wurden Aliquots mit 100l
Substanz P-Stammlésung einzeln aufgetaut und mit 50ul Kochsalzlésung (NaCl 0,9%, B.
Braun, Melsungen, Deutschland) verdinnt. Um eine Okklusion von Katheter und
Femoralarterie zu verhindern, wurden der Lésung 50ul Heparin (Liquemin 50001E/ ml, Roche
Applied Science, Mannheim Germany) beigefigt. Das Gesamtvolumen der Injektionslésung
entsprach mit 200pl dem Fillungsvolumen der osmotischen Pumpe. Abzlglich des
Restvolumens der Pumpen erhielten die Tiere Gber 24h 260pug Substanz P/kg KG. Die
osmotischen Pumpe wurden den Herstellerangaben folgend vor Implantation ca. 1h in
physiologischer Kochsalzlésung gewassert und kurz vor der chirurgischen Praparation der
Femoralarterie mit der Injektionslésung gefullt.

Die chirurgische Praparation erfolgte unter Pentobarbitalnarkose in

Ruckenlagerung. Nach Rasur und Jod Desinfektion der Inguinalregion wurde die Haut tber
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eine Lange von ca. 2cm am medialen Oberschenkel parallel zum Os femur inzidiert. Von
diesem Zugang aus erfolgten zunédchst die stumpfe Praparation einer subkutanen Tasche
am Bauch des Tieres und die Implantation der mit dem Katheter verbundenen osmotischen
Pumpe. AnschlieRend wurde unter maximaler Schonung des Nervus femoralis die Faszien
der Gefalinervenstrasse stumpf dissektiert und die Arteria femoralis auf einer Lange von ca.
1cm freigelegt. Nach proximaler Ligatur des GefaRes wurde durch einen queren Schnitt das
Lumen eréffnet und die Arterie mit dem Katheter kanuliert. Um die intraarterielle Lage zu
fixieren, wurde der Katheter an der Arterie und am umliegenden Gewebe fixiert (Abbildung
14). Die Haut wurde durch eine fortlaufende Naht verschlossen und erneut mit Jodlésung
desinfiziert. Nach der Operation erwachten die Tiere in ihrem Ké&fig aus der Narkose und

hatten dort freien Zugang zu Wasser und Standardlaborfutter.

Abbildung 14: Inguinale Inzision, mit subkutan implantierter Alzet®-Minipumpe (P), Katheter (K) und
freigelegter Arteria femoralis (A). a.) Ubersicht, b.) Detail.

Tiere der Substanz P-Gruppen (SP 1, SP 4) erhielten die Pumpen mit der Substanz
P-haltigen Injektionslésung. Eine Gruppe wurde an Tag 1 des Versuchsprotokolls
intravitalmikroskopisch untersucht (SP 1, n=6), eine zweite Gruppe an Tag 4 (SP 4, n=5). Bei
Tieren der Kontrollgruppen wurden die Pumpen mit 50ul Heparin und 150ul physiologischer
Kochsalzlésung gefillt. Tiere der Kontrollgruppe wurden entweder an Tag 1 (NaCl 1, n=6)

oder an Tag 4 (NaCl 4, n=5) mittels in vivo Fluoreszenzmikroskopie untersucht.
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Modell der chronischen Nervenligatur

SL: Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage, n=7

NL: Tiere mit chronischer Nervenligatur, Versuchsdauer 4 Tage, n=5

NLZ: Tiere mit chronischer Nervenligatur und Caspaseinhibition mittels z-VAD-

fmk, Versuchsdauer 4 Tage, n=5

Modell der chronischen Substanz P Applikation

NaCl 1: Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag, n=6

NaCl 4: Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage, n=5

SP 1: Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1 Tag n=6

SP 4: Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage,
n=5

4.4.2 Experimentelles Protokoll, zeitlicher Ablauf der Versuche

| NT, KT, CI | NT, KT, IM

‘ Tag 0 ‘ Tag 1

.

| NT, KT, CI | NT, KT | NT, KT, IM
‘ Tag 0 ‘ Tag 1 ‘ Tag 4
.

Abbildung 15: Zeitliches Protokoll der Versuche a.) Uber 1 Tag und b.) Uber 4 Tage. NT=
neurophysiologische Testung, KT= klinische Testung, Cl= chirurgische Intervention, IM= intravitale
Fluoreszenzmikroskopie. Blaue Linie= Dauer der Nervenligatur (NL, NLZ), rote Linien= Dauer der
NaCl-Infusion (NaCl 1, NaCl 4), bzw. der Substanz P Infusion (SP 1, SP 4).

4.5 Statistik

Die Daten werden als Mittelwert + Standardfehler des Mittelwertes (MW SEM)
angegeben. Nach Bestatigung der Normalverteilung der Werte erfolgte der Vergleich
zwischen den Gruppen mittels ,one way analysis of variance (ANOVA) bzw. Student’s t-Test
fur den unverbundenen Paarvergleich. Bei fehlender Normalverteilung erfolgte fir den

Gruppenvergleich die Kruskal-Wallis Varianzanalyse bzw. fir den paarweisen Vergleich die
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Anwendung des Mann Whitney U-Tests. Unterschiede wurden bei p<0,05 als signifikant
angesehen.

Samtliche statistischen Tests wurden unter Verwendung des Software Pakets
SigmaStat (Jandel Corporation, San Rafael, CA, USA) durchgefiihrt.
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5 Ergebnisse

5.1 Ergebnisse nach chronischer Nervenligatur

5.1.1 Makrohdmodynamik

Wéhrend des chirurgischen Eingriffs zur Intravitalfluoreszenzmikroskopie wurden
kontinuierlich die Vitalparameter Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)
erfasst. In beiden Versuchsgruppen, d.h. den Tieren mit chronischer Nervenligatur als auch
den sham-operierten Tieren, zeigten sich physiologische Normalwerte. Die in Tabelle 1

dargestellten Werte wurden unmittelbar vor der Intravitalmikroskopie erhoben.

Tabelle 1: Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) unmittelbar vor Beginn der
Intravitalmikroskopie. (SL= shamoperierte Kontrolltiere, NL Tiere mit chronischer Nervenligatur)
Mittelwerte £ SEM.

SL NL
HF (n/min) 312412 31719
MAP (mmHg) 10345 10624

5.1.2 Klinische Beurteilung von Temperatur und Schwellung der

Hinterldufe und postmortale Muskelédembestimmung

An Tag 0 vor, sowie an den Tagen 1 und 4 nach chirurgischer Intervention wurden
klinische Parameter der Pfote erhoben. Es wurden das Volumen und die Hauttemperatur der
betroffenen Pfote erfasst und die Werte mit den korrespondierenden der Gegenseite
verglichen.

Bei Tieren mit chronischer Nervenligatur (NL) ergaben sich Uber den gesamten
Untersuchungszeitraum von Tag 0 bis Tag 4 im Vergleich zu sham-operierten Tieren (SL)
keine Differenzen bezlglich des Temperaturunterschiedes zwischen den Pfoten der
einzelnen Tiere (Tabelle 2). Die Messung der Volumendifferenz ergab an Tag 0 keinen
Unterschied zwischen den Gruppen. An Tag 1 und an Tag 4 zeigte sich allerdings eine
Schwellung der betroffenen Pfote nach Nervenligatur (NL) mit einer Volumendifferenz
zwischen der betroffenen und der kontralateralen, gesunden Pfote, welche an Tag 4

signifikant gegenliber den Tieren der Kontrollgruppe (SL) erhdht war (Tabelle 2).
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Als weiteres Mall fir eine o6dematése Verdnderung wurde der Feucht-/
Trockengewichtsquotient des Musculus tibialis anterior des betroffenen Hinterlaufs bestimmt.
Es konnte bei den Tieren mit Ligatur des Nervus ischiadicus (NL) im Vergleich zu den
Kontrolltieren (SL) ein leicht aber nicht signifikant erhéhter Fliissigkeitsgehalt im Sinne eines

Muskelédems festgestellt werden.

Tabelle 2: Temperaturdifferenz (°C) und Volumendifferenz (ml) zwischen der betroffenen Pfote und
der gesunden Gegenseite an den Tagen 0, 1 und 4 sowie der Quotient aus Feucht- und
Trockengewicht des M. tibialis anterior an Tag 4. (SL= Shamoperierte Kontrolltiere, NL= Tiere mit
chronischer Nervenligatur) Mittelwerte + SEM, * p<0,05 vs. SL.

Tag SL NL
0 0,1+0,0 0,2+0,1
Temperaturdifferenz 1 0,2+0,1 0,4+0,1
4 0,410,1 0,540,2
0 0,0+0,0 0,0+0,0
Volumendifferenz 1 0,0+0,0 0,1+0,0
4 0,0+0,0 0,1+0,0*
Feucht-/Trockengewicht 4 4,4+0,2 4,7+0,2

5.1.3 Schmerz

Spontanes Schmerzverhalten und thermische Allodynie wurden nach der Methode
von Attal et al. (1990) getestet. Die Testung der mechanischen Schmerzschwelle wurde
mittels repetitiver Stimulation mit von Frey-Filamenten aufsteigender Stirke an der
betroffenen Pfote durchgefihrt.

An Tag 0 vor Ligatur des Nervus ischiadicus bzw. der Sham-Operation wurden bei
den Tieren Werte im Sinne eines physiologischen Schmerzverhaltens beobachtet. Es
ergaben sich bei keinem der getesteten Parameter Unterschiede zwischen den Gruppen
(Abbildung 16).
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Abbildung 16: Tag O0: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C) sowie der
Schmerzreaktion b.) auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (SL=
shamoperierte Kontrolltiere, NL Tiere mit chronischer Nervenligatur) Mittelwert £ SEM.

Ligatur des Nervus Ischiadicus flihrte an Tag 1 zu einem typischen
Schmerzverhalten mit Haltungsabnormalitdten der betroffenen Pfote. Sowohl bei
Zimmertemperatur als auch bei thermischer Reizung (40°C; 4°C) zeigten sich signifikant
hoéhere Werte bei Tieren mit Nervenligatur (NL) im Vergleich zu shamoperierten Tieren
(Abbildung 17). Mechanische Reizung fiihrte nach 1 Tag bei Tieren mit ligiertem Nervus
ischiadicus (NL) zu keinem abnormalen Schmerverhalten. Die Abwehrreaktion zeigte sich
leicht erhéht, ohne sich jedoch signifikant von der Kontrollgruppe zu unterscheiden
(Abbildung 17).
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Abbildung 17: Tag 1: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C) sowie der
Schmerzreaktion b.) auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (SL=
shamoperierte Kontrolltiere, NL Tiere mit chronischer Nervenligatur) Mittelwert + SEM, * p<0,05 vs.
SL.

Nach 4 Tagen Nervenligatur (NL) wurde ein &hnliches Bild bei spontanem

Schmerzverhalten und nach thermischer Reizung beobachtet. Auch zu diesem Zeitpunkt war
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der Index fur die Nozizeption gegentber den Kontrolltieren (SL) signifikant erhéht (Abbildung
18). An Tag 4 zeigten sich auch nach mechanischer Reizung verstarkte Abwehrreaktionen.
So war die Abwehrreaktion bei Reizung mit von Frey-Filamenten von 15g Starke gegenlber
den shamoperierten Kontrolltieren (SL) signifikant erhéht (Abbildung 18).
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Abbildung 18: Tag 4: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C) sowie der
Schmerzreaktion auf b.) thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (SL=
shamoperierte Kontrolltiere, NL Tiere mit chronischer Nervenligatur) Mittelwert + SEM, * p<0,05 vs.
SL.

5.1.4 Mikrozirkulation

Durch intraarterielle Applikation von Rhodamin-6G (1%) werden Leukozyten im
Blutgefal®system angefarbt und dadurch intravitalfluoreszenzmikroskopisch darstellbar.
Mittels dieser Technik Idsst sich das FlieBverhalten der Entziindungszellen beurteilen und
beschreiben, ob sie im Sinne eines losen Kontaktes am Endothel entlang rollen, an diesem
fest adhérieren oder gar keinen Kontakt zum Gefaldendothel haben. Die Zahl fest am
Endothel postkapillarer Venolen haftender Leukozyten ist unter physiologischen
Bedingungen gering. Dahingegen sind am Endothel entlang rollende Leukozyten auch unter
physiologischen Bedingungen zu beobachten.

Die Ligatur des Nervus ischiadicus (NL) hat im EDL-Muskel zu keiner Veranderung
des FlieRverhaltens von Leukozyten bzw. der Leukozyten-Endothelzellinteraktion in
postkapillaren Venolen gefiihrt. Im Anteil rollender Leukozyten bzw. in der Zahl fest
adharenter Leukozyten konnte im Vergleich zu den Kontrolltieren (SL) kein signifikanter
Unterschied festgestellt werden (Abbildungen 19 und 20).
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Abbildung 19: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung Rhodamin-6G markierter Leukozyten in
einer postkapillaren Venole (306x) zur quantitativen Analyse der Leukozyten-Endothelzellinteraktion.
a.) nach Shamoperation (SL) und b.) nach Nervenligatur (NL)
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300 1
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100 1
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Abbildung 20: a.) Prozentualer Anteil langsam am Endothel postkapillarer Venolen entlang rollender
Leukozyten (relativ zur Gesamtzahl aller bewegten Leukozyten). b.) Anzahl am Endothel postkapillarer
Venolen fest adhédrenter Leukozyten. (SL= shamoperierte Kontrolltiere, NL Tiere mit chronischer
Nervenligatur) Mittelwert £ SEM.

Nach intraarterieller Applikation des Fluoreszenzfarbstoffes FITC-Dextran (5%, MW
150kDa) wird das mikrovaskuldre Gefallsystem des EDL-Muskels kontrastiert. Der Farbstoff
flutet Gber die terminalen Arteriolen an und wird nach Passage des nutritiven Kapillarbettes
Uber die postkapillaren Venolen aus dem Muskelgebiet drainiert. Aufgrund der unter
physiologischen Bedingungen geringen Extravasation des Plasmamarkers konnte mittels
intravitaler Fluoreszenzmikroskopie die Mikrozirkulation des EDL-Muskels wahrend des

gesamten Beobachtungszeitraums kontrastreich dargestellt werden (Abbildung 21).
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Abbildung 21: Intravitalfluoreszenzmikrosko-
pische (306x) Ubersichtsaufnahme der
Mikrozirkulation des EDL-Muskels nach
Injektion von FITC-Dextran. Die Aufnahme
zeigt das kapillare Netzwerk, drainierende
postkapillare Venolen und eine Sammelvenole
(Pfeil).

Unter pathologischen Bedingungen kommt es aufgrund der Lockerung von ,tight-
junctions® des GefalRendothels zum Plasmaaustritt aus den Gefalden in das perivasale
Gewebe. Diese makromolekulare Leakage kann durch den Austritt des Plasmafarbstoffs
FITC-Dextran mittels Fluoreszenzmikroskopie sichtbar gemacht werden. Die unter
physiologischen Bedingungen perivasal niedrigere Fluoreszenz wird unter pathologischen
Umstéanden hdher und Uberschreitet teilweise die intravasale Fluoreszenzintensitat. Der
normal unter 0,8 liegende Quotient (perivasale Helligkeit/intravasale Helligkeit) kann dann
auf Werte gréRer 1 ansteigen.

Die makromolekulare Leakage aus postkapillaren Venolen verdnderte sich durch
die Ligatur des Nervus ischiadicus (NL) nicht wesentlich (Abbildung 22). Der Quotient von
peri-/intravasaler Fluoreszenzintensitdt nach Ligatur zeigte keinen signifikanten Unterschied

zu den bei den sham-operierten Tieren erfassten Werten (Tabelle 3).

Abbildung 22: Intravitalmikroskopische Darstellung (306x) makromolekularer Leakage in
postkapillaren Venolen mit Darstellung von niedriger Plasmaextravasation (FITC-Dextran markiert) im
perivaskuldren Raum (Pfeile). a.) nach Shamoperation (SL) und b.) nach Nervenligatur (NL).

Die funktionelle kapillare Dichte (FKD) stellt einen wichtigen Parameter fur die
nutritive Versorgung des Gewebes dar, die durch Verringerung der Kapillardichte oder durch

verminderte Perfusion des Kapillarnetzes beeintrachtigt wird.
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Die funktionelle kapillare Dichte (FKD) des EDL-Muskels wurde durch die Ligatur

des Nervus ischiadicus (NL) nicht wesentlich beeintrachtigt (Abbildung 23). Somit ergaben

sich im Vergleich zu den Tieren der Kontrollgruppe (SL) keine signifikanten Unterschiede
(Tabelle 3).

Abbildung 23: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung (630x) eines kapillaren GeféRbettes
nach Gabe von FITC-Dextran (5%) zur Bestimmung der funktionellen kapillaren Dichte, a.) nach
Shamoperation (SL), b.) nach Nervenligatur (NL).

Der Nachweis und die quantitative Bestimmung des Fluorophors NADH erlauben
die Beurteilung der Gewebeversorgung mit Sauerstoff. Wahrend NADH unter
physiologischen Bedingungen als Koenzym und Energielieferant in der Atmungskette zligig
oxidiert wird, kommt es bei Sauerstoffmangel zu einem intrazelluldren Riickstau, der durch
UV-Epiillumination unter dem Intravitalfluoreszenzmikroskop nachweisbar ist. Ein
densitometrischer Anstieg der NADH Autofluoreszenz des Gewebes indiziert also
Sauerstoffmangel im Gewebe.

Einhergehend mit der funktionellen kapillaren Dichte zeigte die nutritive
Sauerstoffversorgung des EDL-Muskelgewebes durch die Ligatur des Nervus ischiadicus
keine EinbuRen (Abbildung 24). Die densitometrischen Werte der NADH Autofluoreszenz
unterschieden sich zwischen den Tieren mit Nervenligatur und den sham-operierten Tieren
nicht (Tabelle 3).
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Abbildung 24: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung (306x) mikrovaskuldrer Netzwerke
ohne Fluoreszenzfarbstoff zur densitometrischen Bestimmung der NADH-Autofluoreszenz. Zur
Vermeidung von Interferenzen mit dem Blutfluss in Kapillaren wurde die Messung streng zwischen
den Kapillaren durchgefuhrt (Kastchen). a.) nach Shamoperation (SL) und b.) nach Nervenligatur (NL).

Tabelle 3: Funktionelle kapillare Dichte (FKD), NADH-Autofluoreszenz und makromolekulare Leakage
in Tieren mit Nervenligatur (NL) und shamoperierten Tieren (SL). Mittelwert + SEM.

SL NL
Funktionelle kapillare Dichte (cm/cm?) 606141 517131
NADH Autofluoreszenz (aU) 13110 109+18
Makromolekulare Leakage 0,97+0,12 0,87+0,02

5.1.5 Apoptose

Der apoptotische Muskelzelltod ist ein Mal fir die Schadigung des Muskelgewebes.
Apoptotische Myozyten wurden sowohl intravitalfluoreszenzmikroskopisch als auch
immunhistochemisch nachgewiesen. In vivo wurden Zellkerne mit dem Fluoreszenzfarbstoff
Bisbenzimid (1%) markiert und dann apoptotische Zellen anhand der typischen Morphologie
nukledrer Kondensation, Fragmentierung und Margination quantitativ erfasst. Zusétzlich
wurden an Dunnschnittpraparaten des EDL-Muskels mittels TUNEL-Farbung DNA-
Strangbriiche apoptotischer Zellen markiert und ebenfalls quantitativ erfasst. Anhand
Western-Blot Proteinanalyse erfolgte weiterhin der Nachweis von Caspase-3, einer
Effektorprotease der Zellapoptose.

Durch die Ligatur des Nervus ischiadicus entwickelte sich innerhalb 4 Tagen eine
deutliche Muskelzellapoptose. Sowohl die intravitalfluoreszenzmikroskopische Auswertung
als auch die histochemische TUNEL-Analyse (Abbildungen 25, 26 und 27) zeigten signifikant
erhdhte Zahlen apoptotischer Myozyten nach Nervenligatur (NL) im Vergleich zu den

Kontrolltieren (SL). In der Western-Blot Proteinanalyse (Abbildung 28) zeigte sich eine
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deutlich breitere Bande im Bereich von 32,5kDa, also von Caspase-3 gegenlber den
Kontrolltieren (SL).

Abbildung 25: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen (630x) von Bisbenzimid (1%) geférbten
Muskelzellen mit Apoptose-typischer Morphologie (Pfeile) a.) nach Shamoperation (SL) und b.) nach
Nervenligatur (NL)

= -
- - -
& - .

Abbildung 26: Lichtmikroskopische Aufnahmen (400x) TUNEL-gefarbter EDL-Muskelpraparate mit
Darstellung einzelner TUNEL-positiver d.h. apoptotischer Myozyten (Pfeile) a.) nach Shamoperation
(SL) und b.) nach Nervenligatur (NL).
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Abbildung 27: Quantitative Analyse der Muskelzellapoptose im EDL-Muskel a.) nach
Bisbenzimidfarbung und intravitalfluoreszenzmikroskopischer ~Auswertung sowie b.) nach
histochemischer TUNEL Farbung und Auswertung. (SL= shamoperierte Kontrolltiere, NL Tiere mit
chronischer Nervenligatur) Mittelwert £+ SEM, * p<0,05 vs. SL.
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Abbildung 28: Western-Blot zum Nachweis von Caspase-3 in EDL-Muskelhomogenat nach
Shamoperation (SL) und nach Nervenligatur (NL). Deutlich zu sehen ist die Hochregulation von
Caspase-3 nach Nervenligatur.

5.2 Ergebnisse nach chronischer Nervenligatur mit Caspase-

Inhibition

5.2.1 Makrohdmodynamik

In den Versuchsgruppen, d.h. den Tieren mit Sham-Operation, Nervenligatur bzw.
Nervenligatur und Pan-Caspase-Inhibition, zeigten sich fiir die Vitalparameter Herzfrequenz
(HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) physiologische Normalwerte. Die in Tabelle 4

dargestellten Werte wurden unmittelbar vor der Intravitalmikroskopie erhoben.
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Tabelle 4: Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) unmittelbar vor Beginn der
Intravitalmikroskopie. (SL= Shamoperierte Kontrolltiere, NL= Tiere mit chronischer Nervenligatur,
NLZ= Tiere mit chronischer Nervenligatur und Caspaseinhibition mittels z-VAD) Mittelwerte £+ SEM.

SL NL NLZ
HF (n/min) 315+13 309+11 31248
MAP (mmHg) 10547 10316 1084

5.2.2 Klinische Beurteilung von Temperatur und Schwellung der

Hinterldufe und postmortale Muskelédembestimmung

Die Bestimmung der Temperaturdifferenz zwischen der betroffenen und der
kontralateralen gesunden Pfote ergab Uber den gesamten Beobachtungszeitraum keine
Unterschiede zwischen den Gruppen nach Shamoperation (SL) und nach Nervenligatur (NL)
bzw. nach Nervenligatur und Caspaseinhibition (NLZ). Der Vergleich der Pfotenvolumina von
rechts und links zeigte an Tag 4 eine signifikante Differenz zwischen der Gruppe der sham-
ligierten Tiere (SL) und den nervligierten Tieren (NL). Zwischen den Tieren mit chronischer
Ligatur unter Caspaseinhibition (NLZ) und den Tieren der Kontrollgruppe (SL) ergab sich
hingegen kein Unterschied bezuglich der Volumendifferenz zwischen den Pfoten der
einzelnen Tiere (Tabelle 5).

Die Bestimmung des Muskelddems im Musculus tibialis anterior anhand des
Feucht-/Trockengewichtsquotienten zeigte keine signifikanten Unterschiede der Gruppen
(Tabelle 5).
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Tabelle 5: Temperaturdifferenz (°C) und Volumendifferenz (ml) zwischen der betroffenen Pfote und
der gesunden Gegenseite an den Tagen 0, 1 und 4 sowie der Quotient aus Feucht- und
Trockengewicht des M. tibialis anterior an Tag 4. (SL= Shamoperierte Kontrolltiere, NL= Tiere mit
chronischer Nervenligatur, NLZ= Tiere mit chronischer Nervenligatur und Caspaseinhibition mittels z-
VAD) Mittelwert + SEM, * p<0,05 vs. SL.

Tag SL NL NLZ
0 0,1+0,0 0,2+0,1 0,2+0,0
Temperaturdifferenz 1 0,2+0,1 0,4+0,1 0,5+0,0
4 0,4+0,2 0,5+0,2 0,7+0,2
0 0,0+0,0 0,0£0,0 0,0+0,0
Volumendifferenz 1 0,0+0,0 0,1+0,0 0,1+0,0
4 0,0+0,0 0,1+0,0* 0,0+0,0
Tocken-/Feuchtgewicht 4 4,4+0,2 4,7+0,2 4.5+0,1

5.2.3 Schmerz

An Tag 0, d.h. vor chirurgischer und medikament&ser Intervention zeigten die Tiere
aller Gruppen ein physiologisches Schmerzverhalten ohne Unterschiede im spontanen und
thermischen Schmerzverhalten (Abbildung 29).
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Abbildung 29: Tag 0: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C), b.) der Schmerzreaktion
auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (SL= Shamoperierte
Kontrolltiere, NL= Tiere mit chronischer Nervenligatur, NLZ= Tiere mit chronischer Nervenligatur und
Caspaseinhibition mittels z-VAD) Mittelwert + SEM.
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An Tag 1 nach chirurgischer Intervention und medikamentéser Therapie zeigten sich
bei der Nozizeption deutliche Unterschiede zwischen den Gruppen. Im Gegensatz zu den
Kontrolltieren (SL) entwickelten die Tiere nach Nervenligatur eine massive Senkung der
spontanen und thermischen Schmerzschwelle. Die Indices der Nozizeption bei
Raumtemperatur wie auch bei thermischer Reizung mit 40°C oder 4°C waren signifikant
gegenitber den Kontrolltieren erhéht. Die Tiere mit chronischer Nervenligatur, welche mit
dem Pan-Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk behandelt wurden (NLZ), zeigten hingegen keine den
Kontrolltieren (SL) gegenuber erhéhte Werte. Die Werte waren spontan und unter
thermischer Reizung deutlich niedriger gegeniber den unbehandelten Tieren mit
Nervenligatur (NL) (Abbildung 30).

Die mechanische Schmerzschwelle unterschied sich an Tag 1 nicht unter den
Gruppen. Weder die Gruppe mit Nervenligatur (NL) noch die Tiere mit Nervenligatur und
Pan-Caspase-Inhibition (NLZ) zeigten signifikante Unterschiede zur Kontrollgruppe
(Abbildung 30).
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Abbildung 30: Tag 1: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C), sowie der
Schmerzreaktion b.) auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (SL=
Shamoperierte Kontrolltiere, NL= Tiere mit chronischer Nervenligatur, NLZ= Tiere mit chronischer
Nervenligatur und Caspaseinhibition mittels z-VAD) Mittelwert + SEM, * p<0,05 vs. SL.

An Tag 4 zeigte sich ein dhnliches Bild, wie an Tag 1 nach Nervenligatur (NL, NLZ)
bzw. Sham-Operation (SL). Die Indices der Nozizeption der Tiere mit Nervenligatur
unterschieden sich massiv von denen der sham-operierten Tiere (SL). Sowohl die Testung
des Spontanverhaltens bei 21°C als auch bei thermischer Reizung mit 40°C und 4°C ergab
signifikant héhere Werte als in der Kontrollgruppe (SL). Das Schmerzverhalten der Tiere mit
Nervenligatur und Caspase-Inhibition (NLZ) unterschied sich deutlich von den
unbehandelten Tieren mit Nervenligatur und zeigte keine Signifikanz gegeniber den
Kontrolltieren (SL) (Abbildung 31).

Bei der Analyse der mechanischen Schmerzschwelle ergab sich fur die Tiere mit

Nervenligatur eine erniedrigte Schmerzschwelle nach Reizung mit von Frey-Filamenten. So
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zeigte sich in dieser Gruppe ein hdherer Prozentsatz an Abwehrreaktionen. Bei einer
Filamentstarke von 15g unterschied sich der Wert signifikant von dem der Kontrollgruppe
(SL). Die Tiere nach Nervenligatur und Apoptose-Inhibition durch den Pan-Caspase-Blocker
z-VAD-fmk (NLZ) zeigten gegeniiber den Kontrolltieren (SL) keine erniedrigte mechanische
Schmerzschwelle und unterschieden sich bei einer Filamentstarke von 15g deutlich von den
unbehandelten Tieren mit Nervenligatur (NL) (Abbildung 31).
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Abbildung 31: Tag 4: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C), sowie der
Schmerzreaktion b.) auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (SL=
Shamoperierte Kontrolltiere, NL= Tiere mit chronischer Nervenligatur, NLZ= Tiere mit chronischer
Nervenligatur und Caspaseinhibition mittels z-VAD) Mittelwert + SEM, * p<0,05 vs. SL.

5.2.4 Mikrozirkulation

Die intravitalmikroskopische Untersuchung des FlieRverhaltens der Rhodamin 6G
geféarbten Leukozyten in postkapillaren Venolen ergab keine Unterschiede zwischen den
Gruppen (Abbildung 32). Die Ligatur des Nervus ischiadicus filhrte weder bei Tieren mit
(NLZ) bzw. ohne (NL) Caspase-Inhibition zur erhéhten Leukozyten-Endothelzellinteraktion im
Sinne einer lokalen Entziindungsreaktion. Die quantitative Auswertung sowohl der Fraktion
rollender Leukozyten als auch der Zahl fest adharenter Leukozyten ergab im Normbereich
liegende Werte.
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Abbildung 32: a.) Prozentualer Anteil langsam am Endothel postkapillarer Venolen entlang rollender
Leukozyten (relativ zur Gesamtzahl aller bewegten Leukozyten) und b.) Anzahl am Endothel
postkapillarer Venolen adhérenter Leukozyten. (SL= Shamoperierte Kontrolltiere, NL= Tiere mit
chronischer Nervenligatur, NLZ= Tiere mit chronischer Nervenligatur und Caspaseinhibition mittels z-
VAD) Mittelwert + SEM.

Die chronische Nervenligatur fiihrte zu keiner Beeinflussung der mikrovaskularen
Perfusion im Sinne verminderter funktioneller Kapillardichte, erhéhter NADH-Autofluoreszenz
oder erhéhter makromolekularer Leakage. Die genannten Parameter unterschieden sich
nicht von den Werten in der Kontrollgruppe. Auch die Applikation des Caspaseinhibitors z-
VAD-fmk fuhrte bei Tieren mit Nervenligatur (NLZ) zu keiner Veranderung dieser Parameter

(Tabelle 6).

Tabelle 6: Funktionelle kapillare Dichte (FKD), NADH-Autofluoreszenz und makromolekulare Leakage
in Tieren mit Nervenligatur (NL), Nervenligatur und Pan-Caspase-Inhibition (NLZ) sowie in sham-
operierten Tieren (SL). Mittelwert + SEM.

SL NL NLZ
Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?) 606+41 517+31 540+9
NADH Autofluoreszenz (aU) 131+£10 109418 128+17
Makromolekulare Leakage 0,97+0,12 0,87+0,02 0,79+0,09

5.2.5 Apoptose

Die chronische Ligatur des Nervus ischiadicus bewirkte im EDL-Muskel eine

Zunahme apoptotischer Muskelzellen.

Ubereinstimmend ergaben die quantitativen
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Auswertungen apoptotischer Myozyten anhand der Bisbenzimid-Markierung und
Kernmorphologie (Abbildung 33) sowie durch TUNEL-Farbung (Abbildung 34) einen
massiven Anstieg der Muskelzell-Apoptose, mit signifikantem Unterschied gegeniber den
Kontrolltieren (Abbildung 35). Im Gegensatz dazu konnte durch Behandlung mit dem Pan-
Caspase-Inhibitor z-VAD-fmk der Anstieg der Apoptoserate im EDL-Muskel nach
Nervenligatur nahezu komplett inhibiert werden (Abbildung 33 und 34). So liegen die

Ergebnisse sowohl der Intravitalmikroskopie als auch der Histochemie bei den Tieren mit

Nervenligatur und z-VAD-fmk im Bereich derer von Kontrolltieren ohne Nervenligatur
(Abbildung 35).

Abbildung 33: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Aufnahmen Bisbenzimid gefarbter Muskelzellen,
welche zum Teil fur Apoptose charakteristische Kernmorphologie zeigen (Pfeile) (630x). a.) nach
Shamoperation (SL), b.) nach Nervenligatur (NL) und c.) nach Nervenligatur mit Pan-Caspase-
Inhibition (NLZ).
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Abbildung 34: Lichtmikroskopische Aufnahmen (400x) von Dunnschnittpraparaten des EDL-Muskels
nach TUNEL-Farbung zur Darstellung von apoptotischen Myozyten a.) nach Shamoperation (SL), b.)
nach Nervenligatur (NL) und c.) nach Nervenligatur mit Pan-Caspase-Inhibition (NLZ).
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Abbildung 35: Quantitative Analyse der Muskelzellapoptose im EDL-Muskel a.) nach
intravitalfluoreszenzmikroskopischer und b.) nach histochemischer Auswertung. (SL= Shamoperierte
Kontrolltiere, NL= Tiere mit chronischer Nervenligatur, NLZ= Tiere mit chronischer Nervenligatur und
Caspaseinhibition mittels z-VAD) Mittelwert £ SEM, * p<0,05 NL vs. SL.

Auch die Auswertung der Western-Blot Proteinanalyse zur Erfassung der Caspase-
3 Protein-Expression bestatigten die genannten Ergebnisse. Nach Nervenligatur konnte eine
deutliche Zunahme der Bande im Bereich des Caspase-3 Proteins (32,5kDa) gegenuber den
sham-operierten Tieren beobachtet werden. Durch Caspaseinhibition mittels z-VAD-fmk

konnte dieser Anstieg der Caspase-3 Expression unterdriickt werden (Abbildung 36).

- W | 32,5 kDa

NLZ SL NL SL NL

Abbildung 36: Western-Blot Proteinanalyse zum Nachweis der Expression von Caspase-3 im EDL-
Muskelhomogenat nach Shamoperation (SL), nach Nervenligatur (NL) und nach Nervenligatur mit
Caspaseinhibition (NLZ). Deutlich zu sehen ist die Caspase-3-Hochregulation nach Nervenligatur und
deren Ausbleiben bei Pan-Caspase-Inhibition.
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5.3 Ergebnisse nach chronischer Applikation von Substanz P

5.3.1 Makrohdmodynamik

Die Vitalparameter Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP)
zeigten in den Versuchsgruppen mit chronischer Substanz P Applikation sowie den
korrespondierenden NaCl-behandelten Kontrolltieren physiologische Werte. Die in Tabelle 7

dargestellten Werte wurden unmittelbar vor der Intravitalmikroskopie erhoben.

Tabelle 7: Herzfrequenz (HF) und mittlerer arterieller Blutdruck (MAP) unmittelbar vor Beginn der
Intravitalmikroskopie. (NaCl 1= Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4=
Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage; SP 1= Tiere mit chronischer Applikation von
Substanz P, Versuchsdauer 1 Tag; SP 4= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P,
Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwerte £+ SEM.

NaCl 1 NaCl 4 SP 1 SP4
HF (n/min) 318+11 312+14 315413 30912
MAP (mmHg) 10347 10843 10516 10745

5.3.2 Klinische Beurteilung von Temperatur und Schwellung der

Hinterldufe und postmortale Muskelédembestimmung

Die Erfassung der Temperaturen der Pfoten der betroffenen und der kontralateralen
Extremitdt ergaben an Tag O vor chirurgischer Intervention keine Differenz. Ebenso
unterschieden sich die Gruppen zu diesem Zeitpunkt nicht anhand der Volumendifferenz der
Pfoten.

An Tag 1 nach Implantation der Alzet®-Minipumpen und Start der 24-stiindigen
Infusion von Substanz P zeigte sich kein Unterschied zwischen den Gruppen hinsichtlich der
Temperaturdifferenz zwischen betroffener Pfote und der Gegenseite. Dahingegen konnte ein
deutlicher Anstieg der Volumendifferenz im Sinne eines Odems der betroffenen Extremitét
beobachtet werden. Bei Tieren der Gruppe mit chronischer Applikation von Substanz P und
intravitalfluoreszenzmikroskopischer Untersuchung an Tag 1 des Protokolls (SP 1) ergab
sich ein signifikanter Unterschied zur Kontrollgruppe (NaCl 1) (Tabelle 8).

An Tag 4 des Beobachtungszeitraumes ergab sich zwischen den Tieren, welche mit
Substanz P Perfusion an Tag 4 intravitalmikroskopisch untersucht wurden (SP 4), und den

Kontrolltieren (NaCl 4) nach wie vor ein deutlicher Unterschied in den Volumendifferenzen
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der betroffenen und der kontralateralen Pfote. Eine Signifikanz konnte zu diesem Zeitpunkt
jedoch nicht beobachtet werden (Tabelle 8).

Die Analyse des Muskelédems anhand des Feucht-/Trockengewichtquotienten des
Musculus tibialis anterior zeigte keine Unterschiede zwischen den Gruppen. Weder nach 1
noch nach 4 Tagen zeigten sich Unterschiede zwischen den Substanz P behandelten Tieren
(SP 1 bzw. SP 4) und den Kontrolltieren (NaCl 1 bzw. NaCl 4) (Tabelle 8).

Tabelle 8: Temperaturdifferenz (°C) und Volumendifferenz (ml) zwischen der betroffenen Pfote und
der Gegenseite an den Tagen 0, 1 und 4 und der Quotient aus Feucht- und Trockengewicht des M.
tibialis anterior an Tag 4. (NaCl 1= Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4=
Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage; SP 1= Tiere mit chronischer Applikation von
Substanz P, Versuchsdauer 1 Tag; SP 4= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P,
Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert £+ SEM, # p<0,05 vs. NaCl 1.

Tag NaCl 1 NaCl 4 SP 1 SP 4

0 0,4+0,0 0,8+0,3 0,60,2 0,2+0,0
Temperaturdifferenz 1 1,2+0,4 1,9+0,5 1,2+£0,3 0,3+0,1

4 - 0,6+0,2 - 0,440,2

0 0,0+0,0 0,1£0,1 0,0+0,0 0,0£0,0
Volumendifferenz 1 0,0+0,0 0,1+0,0 0,2+0,1% 0,2+0,1

4 - 0,0£0,0 - 0,1£0,0

1 4,2+0,1 - 4,1+0,1 -
Trocken-/Feuchtgewicht

4 - 4,310,1 - 4,310,1

5.3.3 Schmerz

Vor Implantation der Alzet®-Minipumpen und Infusion von Substanz P ergaben sich
an Tag 0 bei der Evaluation der Schmerzparameter physiologische Werte. Sowohl spontan
als auch bei thermischer Reizung mit Warme oder Kélte zeigte sich zwischen den Gruppen
kein unterschiedliches Verhalten. Auch die mechanische Reizung mit von Frey-Filamenten
ergab bei allen vier Gruppen ein identisches, der physiologischen Norm entsprechendes
Abwehrverhalten (Abbildung 37).
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Abbildung 37: Tag 0: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C), b.) der Schmerzreaktion
auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (NaCl 1= Shamoperierte
Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4= Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage; SP
1= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1 Tag; SP 4= Tiere mit
chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert + SEM.
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Die Erfassung der Indices der Nozizeption 1 Tag nach Implantation der osmotischen
Alzet-Minipumpen und Start der 24-stiindigen Infusion zeigte kein pathologisches spontanes
Schmerzverhalten. Auch thermischer Reiz auf warmem oder kaltem Untergrund zeigte keine
erhdhte Nozizeption.

Auf mechanische Reizung zeigten die Tiere nach 24-stindiger Infusion von
Substanz P (SP 1 und SP 4) jedoch einen gegeniber den jeweiligen Kontrollgruppen (NaCl
1 bzw. NaCl 4) massiv héheren Prozentsatz positiver Abwehrreaktionen auf mechanische
Reizung. Bei der Testung mit von Frey-Filamenten der Starken 10g und 15g ergaben sich
bei Tieren beider Studienprotokolle (1 Tag Versuchsdauer (SP 1) bzw. 4 Tage
Versuchsdauer (SP 4)) durch die Applikation von Substanz P signifikant héhere Werte als
bei den jeweiligen Kontrollgruppen nach Infusion von Kochsalzlésung (NaCl 1 bzw. NaCl 4)
(Abbildung 38).
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Abbildung 38: Tag 1: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C), b.) der Schmerzreaktion
auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (NaCl 1= Shamoperierte
Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4= Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage; SP
1= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1 Tag; SP 4= Tiere mit
chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert + SEM, # p<0,05 SP 1 vs.
NaCl 1; ## p<0,05 SP 4 vs. NaCl 4.

An Tag 4 nach Implantation der Alzet®-Minipumpen und Start der 24-stiindigen
Infusion ergab sich bei Analyse des Spontanverhaltens kein Unterschied zwischen den
Substanz P behandelten Tieren (SP 4) und den Tieren der Kontrollgruppe (NaCl 4). Auch
thermische Reizung der Pfote flihrte zu keiner pathologischen Reaktion in einer der beiden
Gruppen. So lagen die Indices der Nozizeption alle im Normbereich.

Auf mechanische Reizung reagierten die Tiere am Tag 4 nach Substanz P
Applikation mit deutlich erniedrigter Schmerzschwelle. Bei Testung mit von Frey-Filamenten
der Starken 6g bis 15g ergaben sich bei den Substanz P behandelten Tieren (SP 4)

signifikant héhere Werte als bei der Kontrollgruppe (NaCl 4) (Abbildung 39).
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Abbildung 39: Tag 4: Testung a.) des spontanen Schmerzverhaltens (21°C), sowie der
Schmerzreaktion b.) auf thermische Reizung (40°C; 4°C) und c.) auf mechanische Reizung. (NaCl 1=
Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4= Shamoperierte Kontrolltiere,
Versuchsdauer 4 Tage; SP 1= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1
Tag; SP 4= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert +
SEM, # p<0,05 vs. NaCl 1; ## p<0,05 vs. NaCl 4.

5.3.4 Mikrozirkulation

Die intravitale Evaluation der Leukozyten-Endothelzellinteraktion zeigte bei den
Tieren an 1 Tag nach Start der Substanz P-Infusion eine massive Entziindungsreaktion
(Abbildung 40). Im Vergleich zu den kochsalzbehandelten Kontrolltieren war der Prozentsatz
der rollenden Leukozyten bei den Substanz P behandelten Tieren (SP 1) signifikant héher
(Abbildung 41). Ebenso zeigte sich bei den Substanz P-behandelten Tieren (SP 1) eine
gegeniber den Kontrolltieren (NaCl 1) signifikant héhere Zahl fest am Endothel adharenter
Leukozyten (Abbildung 41).

Bei den Tieren, die an Tag 4 nach der Implantation der Alzet®-Minipumpen und
Substanz P Gabe intravitalfluoreszenzmikroskopisch untersucht wurden (SP 4), zeigte sich
ebenso noch eine massive Entziindungsreaktion. So war der Anteil rollender Leukozyten bei
dieser Gruppe gegeniiber den Kontrolltieren (NaCl 4) ebenfalls signifikant erhéht (Abbildung
41). Die Anzahl fest am Endothel haftender Leukozyten war zu diesem Zeitpunkt sogar noch

starker erhéht, als bei den Tieren mit eintdgigem Versuchsprotokoll (SP 1) (Abbildung 41).
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Abbildung 40: Intravitalfluoreszenzmikroskopische Darstellung Rhodamin-6G markierter Leukozyten
(L) in postkapillaren Venolen (V) (306x) =zur quantitativen Analyse der Leukozyten-
Endothelzellinteraktion. a.) nach Kochsalzinfusion (NaCl 1) und b.) nach Substanz P-Infusion (SP 1)
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Abbildung 41: a.) Prozentualer Anteil langsam am Endothel postkapillarer Venolen entlang rollender
Leukozyten (relativ zur Gesamtzahl aller bewegten Leukozyten) und b.) Anzahl am Endothel
postkapillarer Venolen fest adharenter Leukozyten. (NaCl 1= Shamoperierte Kontrolltiere,
Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4= Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 4 Tage; SP 1= Tiere mit
chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1 Tag; SP 4= Tiere mit chronischer
Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert £+ SEM, # p<0,05 vs. NaCl 1; ##

p<0,05 vs. NaCl 4.

Die Untersuchungen der mikrozirkulatorischen Parameter der funktionellen
Kapillardichte, der NADH-Autofluoreszenz und der makromolekularen Leakage zeigten keine
Einschrankung der Gewebeperfusion und der Endothelzellintegritdt durch die 24-stindige
Applikation von Substanz P. Die Daten ergaben weder nach eintdgigem noch nach
viertdgigem Versuchsprotokoll fir keinen der genannten Parameter signifikante Unterschiede

zwischen Substanz P behandelten (SP 1 und SP 4) und den jeweiligen Kontrolltieren (NaCl 1
bzw. NaCl 4) (Tabelle 9).
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Tabelle 9: Funktionelle kapillare Dichte (FKD), NADH-Autofluoreszenz und makromolekulare Leakage.
(NaCl 1= Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4= Shamoperierte Kontrolltiere,
Versuchsdauer 4 Tage; SP 1= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1
Tag; SP 4= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert +
SEM.

NaCl 1 NaCl 4 SP 1 SP4
Funktionelle Kapillardichte (cm/cm?) 475123 485124 516114 543111
NADH Autofluoreszenz (aU) 15015 1096 1487 10941
Makromolekulare Leakage 0,66+0,03 | 0,70+0,05 | 0,71£0,03 | 0,68+0,04

5.3.5 Apoptose

Die intravitalfluoreszenzmikroskopische wie auch die histochemische Untersuchung
des EDL-Muskels auf apoptotische Muskelzellen zeigte keinen Anstieg der Apoptoserate
durch Substanz P (Abbildung 42). Auch die Western-Blot Proteinanalyse der Caspase-3
zeigte keinen Hinweis auf eine Zunahme dieses Effektorcaspase-Proteins im Sinne einer
erhdhten Rate an Zellapoptose im untersuchten Gewebe (Abbildung 43).
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Abbildung 42: Quantitative Darstellung der Muskelzellapoptose im EDL-Muskel a.) nach
intravitalfluoreszenzmikroskopischer und b.) nach histochemischer Auswertung. (NaCl 1=

Shamoperierte Kontrolltiere, Versuchsdauer 1 Tag; NaCl 4= Shamoperierte Kontrolltiere,
Versuchsdauer 4 Tage; SP 1= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 1

Tag; SP 4= Tiere mit chronischer Applikation von Substanz P, Versuchsdauer 4 Tage) Mittelwert +
SEM.
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32,5 kDa

NaCl NaCl 4 SP SP 4

Abbildung 43: Western-Blot Analyse zum Nachweis der Expression von Caspase-3 in EDL-
Muskelhomogenat nach Infusion von Kochsalz-Lésung (NaCl 1, NaCl 4) und Substanz P (SP 1, SP 4).
Zu sehen ist eine vergleichbar hohe Caspase-3-Expression in allen Gruppen.

5.4

Zusammenfassung der Ergebnisse

In der vorliegenden Studie konnte gezeigt werden, dass:

chronische Ligatur des Nervus ischiadicus zur Entwicklung eines
Schmerzsyndromes ahnlich des CRPS und zur Apoptose von Muskelzellen flihrt,
aber keine inflammatorische Reaktion im Muskelgewebe verursacht,
Caspaseinhibition mittels des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk
Muskelzellapoptose nach chronischer Nervenligatur inhibiert und die Ausprégung
des durch diese Ligatur verursachten Schmerzsyndroms lindert,

die chronische Applikation von Substanz P Gber 24h lang anhaltende mechanische
Hyperalgesie und Inflammation im Muskelgewebe verursacht, ohne jedoch

Muskelzell-Apoptose auszuldésen.

61



Diskussion

6 Diskussion

Das ,complex regional pain syndrome® ist ein haufiges Krankheitsbild und eine
gefurchtete Komplikation bei Operationen am Unterarm (Atkins et al., 1990; Gradl et al.,
2003). Die Erkrankung fiihrt haufig zu langwierigen Verlaufen und Invalidisierungen (Field et
al., 1992). Trotz intensiver Forschungsbemihungen seit der Erstbeschreibung durch Paul
Sudeck vor 100 Jahren konnte die Pathogenese bis heute nicht abschliessend erkléart
werden. Die mdgliche Aggravierung der Krankheit |&sst eine Forschung mit invasiven
Techniken am Patienten nicht zu. Daher ist die Forschung an Tiermodellen beim CRPS
unerldsslich. Hierbei verlangen neue Erkenntnisse und Erkldrungsansatze auch die
Entwicklung neuer Tiermodelle. Die verschiedenen Theorien zur Pathogenese machen
unterschiedliche Ansatze bei der tierexperimentellen Forschung notwendig (Janig und Baron
2002). So wird einerseits eine inflammatorische Genese des CRPS postuliert (Sudeck, 1904;
Janig und Baron 2004), andererseits besteht die Theorie der primdr neuropathischen
Ursache (Janig, 2001; Janig und Baron, 2002). Die Annahme, dass eine vermehrte
Ausschittung von Neurotransmittern an der Entstehung des Krankheitsbildes beteiligt ist,

geht in beide Theorien ein.

6.1 Diskussion von Material und Methodik

6.1.1 Diskussion der Modelle

Seit der Beschreibung ,Uber die akute (trophoneurotische) Knochenatrophie nach
Entziindungen und Traumen der Extremitdten durch Sudeck im Jahre 1902 beschaftigen
sich eine Vielzahl von Studien mit diesem Symptomenkomplex, welcher heute unter dem
Oberbegriff CRPS zusammengefasst ist (Livingston, 1943; Evans, 1947; Steinbrocker et al.,
1948; Blumberg et al., 1991). Aufgrund der nach wie vor unklaren Pathogenese erstrecken
sich diese Bemuhungen bis in aktuelle Forschungsarbeiten (Birklein, 2001; Baron et al.,
2002; Black 2002; Janig, 2002; Atkins, 2003). Es werden sowohl klinische als auch
tierexperimentelle Studien durchgefiihrt, wobei klinische Studien aufgrund der mdéglichen
Aggravierung des Krankheitsbildes invasive Methoden weitestgehend vermeiden missen
(Janig, 1991). Daher ist die Durchfiihrung von tierexperimentellen Ansétzen und deren
Weiterentwicklung unumgénglich.

Modell der chronischen Nervenligatur. Die Entwicklung tierexperimenteller Modelle
zum CRPS geht auf Wall et al. (1979) zuriick. Ein Modell zur Untersuchung einer kompletten

Deafferenzierung nach Nervenresektion und Neurombildung flhrte zwar zu einer
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Schmerzsensation distal der Nervenl&sion, nicht aber zum CRPS-typischen neuropathischen
Schmerz mit Hyperalgesie und Allodynie (Wall et al., 1979). Ausserdem ist eine komplette
Konturunterbrechung eines Nervens im klinischen Alltag selten anzutreffen. Weitaus
haufigere Ursache peripherer Neuropathien sind partielle Unterbrechungen, bei denen
Teilfunktionen des Nervens erhalten bleiben (Bennett und Xie, 1988). Daraus folgernd sieht
das spater entwickelte Modell von Bennett und Xie (1988) eine lose vierfache Ligatur des
Nervus ischiadicus proximal der Trifurkation auf H6he des Hinterlaufgelenks der Ratte vor.
Es wurde gezeigt, dass die Versuchstiere nach partieller Nervenldsion unter Erhalt der
sensorischen und motorischen  Funktionen ein  ausgepragtes neuropathisches
Schmerzsyndrom mit der Ausbildung von Allodynie und Hyperalgesie entwickeln (Bennet
und Xie, 1988). Dieses Schmerzsyndrom mit Hohepunkt an Tag 4 nach L&sion ging mit
verdnderter Sudomotorik, gesteigertem Nagelwachstum und Ausbildung eines
neuropathischen Odems einher. Dies sind Symptome, die an das humane CRPS Il nach
Nervenldsion denken lassen. Neben dieser auch als ,chronic constriction injury“ (CCI)
bezeichneten Form der Induktion der Neuropathie haben Shir und Seltzer das ,spare nerve
model“ entwickelt (1990), bei dem ein Teil des Nervus ischiadicus (4-72) mit einer Ligatur
fest abgebunden wird. Eine ebenfalls feste Ligatur, allerdings der Spinalnerven L5 und L6,
fihrten Kim und Chung durch (Kim und Chung, 1992). In beiden Modellen konnte in
vergleichbarem zeitlichem Verlauf eine Reduktion der thermischen wund taktilen
Schmerzschwelle beobachtet werden (Shir und Seltzer 1990; Kim und Chung, 1992). Ein
Nachteil dieser Modelle mit partieller Nervenldsion ist, dass durch unterschiedliche
Druckverhaltnisse beim CCI-Modell (Bennett und Xie, 1988) bzw. durch Fassen
unterschiedlich grofier Nervenanteile beim Modell nach Shir und Seltzer (1990) die Anzahl
verletzter Nervenfasern variiert. Das Modell nach Bennett und Xie (1988) gilt als international
anerkannt, wurde von vielen Autoren zur tierexperimentellen Induktion von neuropathischem
Schmerz an der Ratte eingesetzt (Attal et al.,, 1990; Munglani et al., 1996; Yonehara und
Yoshimura, 2001) und diente auch in der vorliegenden Studie zur Induktion des
Nervenschadens.

Modell der chronischen Substanz P Applikation. Um die Wirkung von Substanz P
per se auf primar gesundes Gewebe und insbesondere auf das muskuldre Kompartiment der
Extremitdt zu untersuchen, wurde eine kontinuierliche intraarterielle Applikation von
Substanz P Uber 24h durchgefiihrt. Da das CRPS alle Gewebe der betroffenen Extremitat
betrifft, wurde die intraarterielle Applikation gewahlt, um die gesamte Extremitat mit Substanz
P zu perfundieren. Da bisher in der Literatur eine intraarterielle Perfusion mit Substanz P
nicht beschrieben wurde, konnte auf eine bereits etablierte Methode nicht zurlickgegriffen
werden. Insbesondere bezlglich der Dosierung waren Voruntersuchungen notwendig. Bei

tierexperimentellen Ansatzen zur Untersuchung der Wirkung von Substanz P werden in der

63



Diskussion

Literatur unterschiedliche Applikationsarten sowie deutlich differierende Mengen Substanz P
angegeben. So applizieren Nikolaus und Mitarbeiter 0.001ug ins ventrale Pallidum von
Ratten (Nikolaus et al., 1999). Baumann und Mitarbeiter applizieren 20214ug in den Nucleus
tractus solitarius von Ratten. In der vorliegenden Studie wurde die Gabe verschiedener
Mengen Substanz P getestet. Zu niedrige Dosierungen zeigten keinen messbaren Effekt auf
das Gewebe, wéhrend zu hohe Dosierungen letale systemische Nebenwirkungen zeigten.
Es kam zu Hypersekretion der Schleimhdute der oberen Atemwege, zu Pulsanstieg und
schliesslich zum Kreislaufstillstand. Die in der vorliegenden Studie gewéhlte Dosis zeigte
einerseits reproduzierbare Wirkung der Substanz P an der betroffenen Extremitat der Tiere,
andererseits keine kardiopulmonalen Nebenwirkungen. Um eine eventuelle Triggerrolle bei
der Entwicklung eines Schmerzsyndroms und/oder einer neurogenen Inflammation
nachzuweisen, wie von Scardina und Mitarbeitern vermutet (Scardina et al., 2004), wurden
die Tiere sowohl 1 Tag als auch 4 Tage nach Beginn der 24-stiindigen Infusion von
Substanz P untersucht.

Die chronische Nervenligatur nach Bennett und Xie (1988) wird als Ausldser eines
experimentellen neuropathischen Schmerzes angewandt (Attal et al., 1990; Munglani et al.,
1996; Daemen et al., 1998; Yonehara und Yoshimura, 2001) und wurde lange Zeit als Modell
zur Induktion eines experimentellen CRPS Typ |l gewertet. Diese Interpretation beruht in
erster Linie auf klinischen Beobachtungen, wie der Entwicklung des Schmerzsyndroms und
der Beobachtung eines Odems der betroffenen Pfote. Die Entwicklung einer neurogenen
Entziindung nach chronischer Nervenligatur konnte bisher allerdings nicht nachgewiesen
werden. Yonehara und Yoshimura (2001) wiesen nach chronischer Nervenligatur eine
erhdhte basale Freisetzung von Substanz P aus peripheren Nervenendigungen nach. Meert
et al. zeigten im CCI-Modell eine Erniedrigung der Schmerzschwelle durch Substanz P
(Meert et al., 2003). Substanz P Antagonisten bewirkten in einer Studie von Jang et al.,
(2004) die verzdgerte Entstehung eines Schmerzsyndrom nach Nervenldsion. Substanz P
wird als vorrangiger Mediator in der Entwicklung neurogener Entziindungen diskutiert (Black,
2002; Legat et al., 2002; Seegers et al., 2003; Scardina et al., 2004). In klinischen Studien
konnte gezeigt werden, dass dermale Applikation von Substanz P bei CRPS Patienten zu
signifikant héherer Plasmaextravasation als bei gesunden Probanden fihrt (Birklein, 2005).
Ausserdem zeigte sich, dass die Ausschittung von Substanz P in betroffenes Gewebe von
CRPS Patienten sowohl gegenliber Kontrollprobanden, als auch gegeniber der nicht
betroffenen Extremitdt der CRPS-Patienten erhéht war (Birklein, 2005). In Studien an CPRS
Erkrankten nach Ausheilung des Syndroms konnte eine erhdhte Bereitschaft zu neurogener
Entziindung gezeigt werden (Leis et al., 2004). Leis und Mitarbeiter postulieren desweiteren

eine verminderte Inaktivierung von Substanz P bei CRPS Patienten (Leis et al., 2003).

64



Diskussion

6.1.2 Diskussion der Untersuchungstechniken

Neurophysiologische Erfassung des Schmerzes. Die aufwendige nozizeptive
Testung des spontanen Schmerzverhaltens und der thermischen Allodynie stitzt sich auf die
Methode von Attal et al. (1990), bei der ohne Intervention des Beobachters die Stellung der
betroffenen Rattenhinterpfote auf thermoneutralem, sowie warmem und kaltem Untergrund
analysiert wird. Hierbei wurde die Abwehrhaltung der Pfote in verschiedenen Stellungen zur
Vermeidung von Schmerz mafigebend fur die Quantifizierung eines Schmerzscores beurteilt
(Attal et al., 1990; van der Laan et al., 1998a). Diese Methode zur Erfassung des
Schmerzscores ohne Intervention durch den Beobachter wurde von Attal et al. (1990) zur
Analyse des spontanen Schmerzverhaltens beschrieben. In der vorliegenden Studie wird sie
entweder auf warmem oder kaltem Untergrund in identischer Form zur Beurteilung der
Wérme- und Kaélteallodynie genutzt. Die Temperatur von 40°C wurde nach Kingery et al.
(1999) und Meert et al. (2003) gewahlt. Andere Autoren beschreiben eine Entwicklung von
Allodynie erst bei Temperaturen von Uber 40°C (Guilbaud et al., 1989; Attal et al., 1990).
Dies konnte eine Erklarung fur den nur geringen Abfall der Schmerzschwelle bei 40°C
gegenliber Raumtemperatur sein. Andere Verfahren zur Erfassung der thermischen
Schmerzschwelle, wie der ,acetone drop test, bei dem mittels eines Acetontropfens ein
Kaltereiz ausgel6st wird (Choi et al., 1994; Coderre et al., 2004) oder die Methode von Attal
et al. (1990), der die betroffene Pfote in Wasser unterschiedlicher Temperaturen taucht,
haben den Nachteil, dass eine Intervention durch den Untersucher nicht vermieden werden
kann. Mittels der von Hargreaves vorgestellten Methode zur Erfassung von Warmeallodynie
mittels Warmestrahler (Hargreaves et al., 1987) kann die thermische Schmerzschwelle sehr
prazise gemessen werden, allerdings nur in Temperaturbereichen, die Uber der
Umgebungstemperatur liegen. Der in der vorliegenden Studie angewandte Aufbau hat den
Vorteil, dass zur Beobachtung sowohl des spontanen Schmerzverhaltens, als auch des
Schmerzverhaltens unter Warme und Kaltereizung ein identischer Score verwendet wurde,
der einen Vergleich des Schmerzverhaltens unter den unterschiedlichen Bedingungen
erleichtert.

Die Testung der mechanischen Schmerzschwelle stiitzte sich auf die Verwendung
von von Frey-Haaren (Kim und Chung, 1992; Chaplan et al., 1994). Dabei wurde mittels
Filamenten (0,6- 15g) die betroffene Hinterpfote plantar gereizt. Die maximale Filamentstérke
von 15g wurde gewéhlt, da stérkere Filamente zu einem Anheben der Pfote durch den
Untersucher fuhrten. Chaplan et al. (1994) zeigten in ihrer Arbeit, dass die hier verwendete
Methode zur Erfassung der mechanischen Schmerzschwelle reproduktiv und nicht abhéngig
von der Erfahrung des Untersuchers ist. Die Schmerzreaktion war bei allen Modellen nach
Intervention mit zunehmender Filamentstéarke signifikant gegeniber den jeweiligen

Kontrollgruppen erhéht. Dies deckt sich mit vormals gefundenen Ergebnissen, die eine
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erniedrigte mechanische Schmerzschwelle nach Nervenschaden (Bennett und Xie, 1988;
Shir und Seltzer 1990; Kim und Chung, 1992) bzw. erhéhter Substanz P Konzentration im
Gewebe (Meert et al., 2003) zeigten.

Mikrozirkulationsmodell. ~ Zur intravitalmikroskopischen  Untersuchung von
Skelettmuskelgewebe wurden Uber die letzten Jahrzehnte unterschiedliche Tiermodelle zur
Exposition des Muskels etabliert. Hierbei kommen verschiedene Tierspezies und auch
Lokalisationen von Skelettmuskel zum Einsatz. Zur direkten Visualisierung der
Mikrozirkulation werden u.a. der Musculus sartorius des Frosches (Tyml und Groom, 1980;
Dietrich und Tyml, 1992) und der Katze (Sullivan und Johnson, 1981), der Musculus
cremaster des Hamsters (Klitzman und Duling, 1979), der Ratte (Lee et al., 2005) sowie der
Maus (Lindenblatt et al., 2005), der Musculus tibialis anterior des Hamsters (Damon und
Duling, 1987) und der Musculus soleus der Ratte (Badhwar et al., 2003) verwendet. Bei
Tiermodellen mit Exposition von Muskelgewebe zur Intravitalmikroskopie ist zu bedenken,
dass es durch die Freilegung der Muskeloberfliche und das chirurgische Trauma zu
Beeinflussung mikrohAmodynamischer Parameter, wie der nutritiven Perfusion und der
Leukozyten-Endothelzellinteraktion, kommen kann. Der Vorteil der hier angewandten
atraumatischen Praparation des EDL-Muskels ist eine weitest gehende Vermeidung von
mikrochirurgisch induzierten Schaden. Die mikrochirurgische Préparation des EDL-Muskels
erfolgte in Anlehnung an die von Tyml und Budreau (1991) beschriebene Technik. Eine
Vielzahl von Studien wurde unter der Verwendung dieses Modells durchgefihrt und
publiziert (Pudupakkam et al., 1998, Tyml et al., 1999; Mittimeier et al., 2003; Badhwar et al.,
2004; Gierer et al., 2005; Schaser et al., 2005). Der atraumatisch praparierte EDL-Muskel
zeigt ein physiologisch perfundiertes Gewebe mit einer intakten Mikrozirkulation.
Praparationsbedingte Zeichen von Inflammation, wie z.B. Akkumulation von Leukozyten oder
Auftreten von apoptotischen Zellen, werden nur vereinzelt beobachtet.

Die vorliegende Untersuchung zur Analyse der Mikrozirkulation der
Skelettmuskulatur nach Nervenldsion bzw. Applikation von Substanz P wurde an beatmeten
Ratten unter intraperitonealer Narkose durchgefiihrt. Aufgrund der komplexen
Pathomechanismen der Gewebeschadigung und -regeneration war eine experimentelle
Untersuchung am intakten Organismus erforderlich. In vivo Untersuchungen erlauben
insbesondere die hamodynamischen und mikrozirkulatorischen Parameter gut zu beurteilen.
Alternative Untersuchungen, wie z.B. ex vivo Perfusionssysteme oder in vitro
Zellkulturansatze kamen daher nicht in Betracht.

Die chirurgische Praparation zur intravitalmikroskopischen Analyse der
Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur macht eine Narkose notwendig. Das Anasthetikum
Pentobarbital wird nach intraperitonealer Injektion resorbiert und anschlielRend von der Leber

verstoffwechselt (Hoetzel et al., 2006). Es fihrt zu einer Reduktion des Sauerstoffverbrauchs

66



Diskussion

aller Organe. Wahrend der Narkose kommt es zu Vasodilatation, wodurch Kérpertemperatur
und die basale metabolische Umsatzrate reduziert werden (Craft und Leitl, 2006). Aufgrund
der Gefahr einer Hypothermie des Versuchstieres mit Beeintrachtigung der Mikrozirkulation
der Skelettmuskulatur ist eine permanente Kontrolle und Regulation der Kérpertemperatur
wahrend des gesamten Narkosezeitraumes nétig. Nach Katheteranlage und Préparation des
EDL-Muskels kann die intravitale Fluoreszenzmikroskopie vorgenommen werden. Mit Hilfe
dieser Technik erfolgt eine quantitative Analyse mikrohdmodynamischer und
mikrozirkulatorischer Parameter in den Kapillaren und postkapillaren Venolen der
Muskulatur. Es kénnen nach Applikation von spezifischen Fluoreszenzmarkern individuelle
Zellfunktionen, wie z.B. das Fliellverhalten von Leukozyten und das Auftreten von
apoptotischen Skelettmuskelzellen beurteilt werden. Somit kénnen am lebenden Muskel
dynamische Parameter der Mikrozirkulation, wie auch Parameter der lokalen
Entziindungsreaktion erhoben werden. Weiterhin kann gezielt auf die in der Fragestellung
dieser Studie aufgefihrten Aspekte des CRPS eingegangen werden. Diese kdnnen
wiederum mit den Ergebnissen der neurophysiologischen Untersuchungen in Beziehung
gesetzt werden.

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie. Als Untersuchungstechnik wurde die intravitale
Mikroskopie in Epi-lllumination gewéhlt, da sie die direkte Visualisierung der Mikrozirkulation
des Skelettmuskels gewahrleistet. Die Technik erlaubt die Analyse individueller Segmente
der Mikrozirkulation, d.h. der Arteriolen, der Kapillaren und der postkapillaren Venolen, sowie
die detaillierte Beobachtung und Quantifizierung dynamischer Phanomene Uber einen
ldngeren Zeitraum. Die intravitale Mikroskopie ist daher als so genannte ,direkte Technik®
anderen Verfahren, welche nur indirekte Aussagen Uber die Mikrozirkulation der
Skelettmuskulatur ermdéglichen, tGberlegen. Als Beispiele sind hier die Mikrospharen-Technik
(Vollmar et al., 1992; Anetzberger et al.,, 2004; Vincent et al., 2001), die H,-Clearance-
Technik (Young, 1980) oder die Laser-Doppler Flowmetrie (Clark et al., 2001; Binzoni et al.,
2003; Schaser et al., 2005) zu nennen.

Nach Applikation von Fluoreszenzfarbstoffen erlaubt die intravitale Mikroskopie
unter Verwendung verschiedener Filterblécke die Visualisierung der Skelettmuskulatur mit
gleichzeitiger Analyse sowohl mikrozirkulatorischer als auch zellularer Aspekte. Da die Epi-
llluminationstechnik die Begutachtung grélRerer Areale der Skelettmuskulatur ermdglicht,
kénnen pathophysiologische Verdnderungen, wie z.B. ein nutritives Perfusionsversagen,
direkt visualisiert werden. Uberdies erméglicht die intravitale Fluoreszenzmikroskopie eine
direkte Visualisierung von Skelettmuskelschdden im Gewebe. Die intravitale
Fluoreszenzmikroskopie ist demnach eine geeignete Methode zur in vivo Analyse der

Mikrohdmodynamik und Mikrozirkulation der Skelettmuskulatur unter physiologischen und
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pathologischen Bedingungen. Weiterhin kénnen die regionale Durchblutung und lokale
Vasomotorik quantitativ erfasst werden.

Durch Aktivierung und Rekrutierung von Leukozyten mit Margination, Adhasion und
Migration (Springer, 194) besteht die Mdglichkeit der Interaktion der Leukozyten (,roller bzw.
.Sticker) mit dem GefédRendothel. Durch Markierung der Leukozyten mit einem
Fluoreszenzfarbstoff kann diese Interaktion visualisiert und deren Ausmalf} quantitativ erfasst
werden. Fir die Fluoreszenzmarkierung der Leukozyten wurde Rhodamin 6G intraarteriell
appliziert. Die ebenfalls mégliche ex vivo Markierung von Leukozyten trégt das Risiko einer
extrakorporalen Aktivierung mit Verédnderung der rheologischen Eigenschaften der Zellen
(Nash et al.; 1988; Kirkpatrick et al., 1998) und der Expression von Integrinen (Hamblin et al.,
1992). Bereits ab einer Dosierung von >0,1mg/kg KG Rhodamin 6G werden bei Ratten ein
Grofteil der Granulozyten (99,9%), der Monozyten (97,0%) und der Lymphozyten (75,2%)
angefarbt (Baatz et al.,, 1995). Es kann daher davon ausgegangen werden, dass beim
vorliegenden Versuchsaufbau ein Grofdteil der Leukozyten in vivo mit Rhodamin 6G
angefarbt wurde. Durch zeitliche Begrenzung der Fluoreszenzlicht-Exposition des EDL-
Muskelgewebes wurden phototoxische Effekte minimiert. Desweiteren erfolgte die
Auswertung der Untersuchung off-line, was ebenfalls zur Minimierung der Untersuchungszeit
und damit Lichtexposition beitrug.

Als Marker des Intravasalraumes wurde hochmolekulares, Fluoreszein-markiertes
Dextran mit einem Molekulargewicht von 150kDa verwendet. Aus Untersuchungen an der
Rickenhautkammer am Hamster sind protektive Eigenschaften von Dextran auf Leukozyten-
Endothelzellinteraktion und funktionelle Kapillardichte bekannt (Steinbauer et al., 1997;
Steinbauer et al., 1998) Desweiteren ist die Wirkung von Dextran als Radikalfanger bekannt.
Diese Eigenschaften sind stark vom Molekulargewicht abhangig, wobei insbesondere
niedermolekulares Dextran als protektiv gilt. Das in der vorliegenden Arbeit verwendete
hochmolekulare Dextran besitzt nur einen geringen protektiven Einfluss (Laurent et al.,
1976). Eine Hemmung der Leukozyten-Endothelzellinteraktion oder eine Verbesserung der
funktionellen Kapillardichte kann jedoch nicht komplett ausgeschlossen werden. Die in dieser
Studie nachgewiesene Aktivierung von Leukozyten nach Applikation von Substanz P kénnte
also ohne die Verwendung von hochmolekularem Dextran eher noch ausgepragter auftreten.
Durch Einsatz von makromolekularem FITC-Dextran kann anhand des densitometrischen
Vergleiches von Fluoreszenzaktivitdt ausserhalb zu innerhalb des Geféallumens eine
Aussage Uber den Austritt von Plasma in den Perivasalraum getroffen werden. Dies ist eine
quantitative GréRe fur die Ausbildung eines intramuskuldren Odems. Weiterhin kénnen durch
die Intravitalmikroskopie funktionelle Parameter, wie funktionelle Kapillardichte,

GefalRdurchmesser und Blutzellgeschwindigkeit ermittelt werden. Die funktionelle
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Kapillardichte ist die Voraussetzung fir eine adaquate nutritive Gewebeversorgung, welche
durch Messung der Gesamtlange perfundierter Kapillaren pro Flacheneinheit erfasst wird.

Die reduzierte Form des Nikotinsdureamid-Adenin-Dinucleotid NADH ist der
wichtigste Energietradger zwischen Citratzyklus und Atmungskette. Bei gehemmter Aktivitat
der Atmungskette, z.B. durch verminderte Sauerstoffversorgung kommt es zu einem
Ruckstau von NADH im Gewebe. NADH ist ein so genanntes Fluorophor und somit in der
Lage, nach Anregung mit Licht die aufgenommene Energie in Form von Autofluoreszenz
wieder ab zu geben. Ohne Zugabe von Fluoreszenzfarbstoffen kann diese Autofluoreszenz
densitometrisch gemessen und quantitativ ausgewertet werden und dient als Mal} fir die
nutritive Perfusion des Gewebes (Ince et al., 1993; Vollmar et al., 1997). Diese Methode
wurde an verschiedenen Tiermodellen zur Bestimmung der Gewebeoxygenierung
verwendet, so am Modell zur Untersuchung eines standardisierten Weichteiltraumas am
Hinterlauf von Ratten (Gierer et al., 2003; Gierer et al., 2005; Gradl et al. 2005). Der Vorteil
dieser Methode liegt darin, dass der freigelegte Muskel nicht traumatisiert wird, wie z.B. bei
der Verwendung von Stichelektroden zur Messung des Sauerstoffpartialdruckes im Gewebe.
Durch die randomisierte Erfassung von Gesichtsfeldern auf der gesamten Oberflache des
Muskels und der off-line Auswertung wird die Oxygenierung in einem Zeitfenster von weniger
als 1min erfasst.

Durch  Verwendung des  Fluoreszenzfarbstoffes  Bisbenzimid  kdnnen
kernmorphologische Differenzen zwischen gesunden und apoptotischen Zellen sichtbar
gemacht werden (Eipel et al., 2004). Hierbei wird die fir die Apoptose typische Kondensation
und Fragmentierung von Zellkernen sichtbar gemacht, wodurch eine quantitative Auswertung
der Muskelzellapoptose mdéglich wird (Westermann et al., 1999).

Histochemie des EDL-Muskels. Histomorphologische Untersuchungen dienen der
ex vivo Beurteilung der Skelettmuskulatur. Neben dem in vivo Nachweis apoptotischer
Muskelzellen mittels Bisbenzimid fihrten wir die ex vivo Markierung dieser Zellen mittels
TUNEL-Methode durch. Bei dieser Methode werden in histologischen Schnittpréparaten
DNA-Strangbriiche markiert, wodurch wiederum eine quantitative Auswertung des

Apoptosegrades des EDL-Muskels mdglich wird (Gujral et al., 2001).
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6.2 Diskussion der Ergebnisse

6.2.1 Modell der chronischen Nervenligatur

Die Ausprdgung einer Temperaturdifferenz im Vergleich zur unbehandelten
Gegenseite konnte in der vorliegenden Arbeit nicht gefunden werden. Es zeigte sich zwar
eine Differenz der Temperatur, ein signifikanter Unterschied bestand jedoch nicht. Im
Gegensatz zu den von Bennet und Xie genannten Werten (Bennet und Xie, 1988) ist der
Temperaturunterschied gering, was dadurch erklart werden kénnte, dass die betroffene
Extremitdt sowohl pathologisch erhdhte, als auch erniedrigte Temperatur aufweisen kann.
Temperaturanstieg und Odembildung werden als klinische Zeichen einer lokalen
Entziindungsreaktion sowohl bei CRPS des Menschen als auch bei Tiermodellen fir
neuropathischen Schmerz angesehen (Goris, 1998; Daemen et al., 1998). Es konnte gezeigt
werden, dass antidrome Nervenstimulation in einem Modell zur neurogenen Entziindung zu
einer Zunahme von Plasma-Extravasation und Odembildung aufgrund von Substanz P
Sezernierung aus peripheren Nervenendigungen fihrt (Yonehara und Yoshimura, 2001).
Nach  Nervenldsion konnte erhéhte Plasma-Extravasation nach  elektrischer
Nervenstimulation mittels Methylprednisolon vermindert werden (Kingery et al., 1999). In der
vorliegenden Studie konnte durch die reine Nervenldsion ohne zusétzliche Stimulation eine
signifikante Odembildung beobachtet werden. Die intravitalmikroskopisch erhobenen Daten
zur Plasmaextravasation mittels FITC-Dextranfarbung zeigten jedoch keine Odembildung im
Muskelgewebe. Damit Ubereinstimmend wurde nach Nervenlasion keine Erhéhung des
Feucht-/Trockengewicht-Quotienten des Muskelgewebes als Zeichen eines muskuléren
Odems beobachtet. Die Ausbildung des Odems konnte hiermit in Ubereinstimmung mit
friheren Studien (Kingery et al., 1999; Yonehara und Yoshimura, 2001) als subkutan
eingegrenzt werden. Dies passt auch zu der Beobachtung, dass Nervenligatur zu einer
ausgepragten Muskelatrophie und nicht zu einem muskuléren Odem fiihrt (Bennet und Xie,
1988).

Wie auch schon in anderen Studien gezeigt (Attal et al., 1990; Muglani et al., 1996;
Yonehara und Yoshimura, 2001), fihrte die Ligatur des N. ischiadicus im CCI-Modell nach
Bennet und Xie (Bennet und Xie, 1988) zur Entwicklung von spontanem Schmerz, von
Hyperalgesie und von Allodynie. Dieses Schmerzmuster ist typisch fir das Krankheitsbild
des CRPS (Baron et al., 2003). Das Kardinalsymptom des CRPS ist der Schmerz, welcher
bei ca. 90% der betroffenen Patienten spontan auftritt. Allodynie, sowohl thermisch als auch
mechanisch, treten bei ca. 65% der Félle auf und Hyperalgesien bei ca. 70% (Baron et al.,
2003). Somit wird ein wichtiger Aspekt der klinischen Erscheinung des CRPS durch die

chronische Nervenligatur wieder gespiegelt. Die milde Ausprdgung der Warme- und
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Kalteallodynie und insbesondere der Hyperalgesie lassen sich durch den Zeitpunkt der
Untersuchung erkldren. So wird in verschiedenen Arbeiten eine Aggravierung des
Schmerzsyndroms mit maximaler Ausprdgung zwischen dem 3. und 7. Tag (Shir und
Seltzer, 1990; Kim und Chung, 1992; Yonehara und Yoshimura, 2001; Miletic et al., 2002)
nach Nervenligatur beschrieben. Von einem weiterhin progredienten Verlauf des
Schmerzsyndroms nach Ligatur des N. ischiadicus kann also ausgegangen werden. An
dieser Stelle muss angemerkt werden, dass in der vorliegenden Studie mit relativ kurzer
Nachuntersuchungsperiode ein Zeitraum Uber die akute Phase der Nervenschadigung
hinaus untersucht wurde. In diesem Zeitraum von 4 Tagen konnte bereits eine Entwicklung
der Symptome beobachtet werden. Ergebnisse einer Langzeitstudie stehen aber noch aus.

In der vorliegenden Studie liefert die in vivo Analyse der muskuldren
Mikrozirkulation mittels Fluoreszenzmikroskopie eine physiologische funktionelle kapillare
Dichte und niedrige NADH-Werte im Gewebe. Dies spricht fir eine intakte nutritive
Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff (Vollmar et al., 1997; Gradl et al., 2004; Gierer et
al., 2005). Als einer der wichtigsten Energietrager im Transfer zwischen dem Citratzyklus
und der Atmungskette staut sich NADH bei Hemmung der Atmungskette z.B. durch
Sauerstoffmangel im Gewebe an (Vollmar et al., 1997). Erhéhte NADH Werte im
Muskelgewebe konnten weder nach Nervenligatur noch bei den Kontrolltieren beobachtet
werden, so dass eine Beeintrachtigung der Versorgung des Gewebes mit Sauerstoff durch
die Ligatur des N. ischiadicus ausgeschlossen werden kann.

Durch in vivo Analyse der Leukozyten-Endothelzellinteraktion konnte in der
vorliegenden Studie eindeutig gezeigt werden, dass die chronische lose Ligatur eines
peripheren Nerven nicht zur Entwicklung einer Entziindungreaktion im innervierten Muskel
fuhrt. Die Anzahl am Gefaliendothel entlang rollender oder fest anhaftender Leukozyten
unterschied sich nicht zwischen Tieren mit Nervenligatur und den Kontrolltieren. In einer
Laser Doppler gestitzten Studie am CCIl-Modell von Daemen et al. werden kutane
Hyperperfusion und ein erhdhter Myeloperoxidase-Gehalt des Gewebes in Folge von
Neuropeptidausschittung als Zeichen einer neurogenen Entziindung angesehen. In dieser
Studie wurde mittels Bestimmung des Myeloperoxidase-Gehalts eine muskulére
Leukozytenkumulation als Folge der Nervenligatur nachgewiesen (Daemen et al., 1998). Die
direkt erhobenen Daten der in vivo Fluoreszenzmikroskopie der vorliegenden Studie
widersprechen dieser Beobachtung. Da eine erhéhte Leukozyten-Endothelzellinteraktion den
ersten Schritt einer leukozytdren Gewebeinfiltration darstellt, kann eine Kumulation von
Entziindungszellen im Gewebe nicht angenommen werden. Eine entziindliche Genese des
CRPS wurde bereits von Sudeck diskutiert (Sudeck, 1904; Sudeck 1942) und von anderen
Autoren immer wieder aufgegriffen (Heerschap et al., 1993; Goris, 1998). Insbesondere in

klinischen Studien an Erkrankten konnte in den letzten Jahren eine entziindliche
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Komponente beim CRPS nachgewiesen werden (Goris, 1998; van der Laan et al., 1998b;
Oyen et al., 1993; Birklein et al., 2000b). In der vorliegenden Arbeit konnte also eindeutig
nachgewiesen werden, dass das CCIl-Modell in dieser Hinsicht nicht dem Erkrankungsbild
CRPS des Menschen gerecht wird.

Als weiteres Ergebnis der vorliegenden Studie konnte erstmals das Auftreten von
Muskelzellapoptose nach Nervenlésion gezeigt werden. Sowohl mittels Bisbenzimid-Farbung
zur intravitalmikroskopischen Darstellung, TUNEL-Histochemie und Western-Blot
Proteinanalytik konnte eine signifikante Zunahme der Muskelzellapoptose gegeniiber den
Kontrolltieren nachgewiesen werden. Beim Menschen wurden apoptotische Muskelzellen als
Folge beeintrachtigter Muskelinnervation mittels TUNEL-F&rbung von DNA-Strangbriichen
bei Patienten mit Polyneuropathie beobachtet (Tews et al., 1997). Da Gewebebiopsien bei
CRPS Patienten wegen der Gefahr der Aggravierung des Krankheitsbildes obsolet sind,
liegen keine Daten zu Muskelzellapoptose bei CRPS vor. Im Rahmen von Amyotrophischer
Lateralsklerose und Polyneuropathie (Tews et al.,, 1997) und bei Spinaler Muskelatrophie
(Migheli et al., 1997) wurde Muskelzellapoptose als Folge der Muskeldenervation bei
Motoneuron-Schadigung anhand histochemischer TUNEL-Untersuchungen nachgewiesen.
Auch in Tierexperimenten zur Muskeldenervation konnte anhand TUNEL-Analyse vermehrte
DNA-Fragmentation als Zeichen der erhéhten Anzahl apoptotischer Zellen nachgewiesen
werden (Yoshimura und Harii, 1999). Der Nachweis von muskulérer Apoptose im CCI-Modell
mit nur eingeschrankter und nicht komplett aufgehobener Innervation ist eine wichtige
Erkenntnis der vorliegenden Studie. Zu erwdhnen ist weiterhin, dass die beobachtete
Myozytenapoptose nicht mit einer lokalen Entzindungsreaktion einherging. Diese
Beobachtung stimmt mit den Ergebnissen von Roos und Mitarbeitern Uberein, die zeigten,
dass die Phagozytose apoptotischer Zellen ein nicht entzindlicher Prozess mit aktiver
Unterdriickung pro-inflammatorischer Zytokine durch Makrophagen ist (Roos et al., 2004).
Die Phagozytose nekrotischer Zellen fihrt hingegen zu einem pro-inflammatorischen
Zytokinprofil im Gewebe.

Die muskulare Zellapoptose wurde in einem zweiten Versuchsabschnitt mittels
intravendser Gabe des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk vollstdndig unterdriickt. Z-VAD-
fmk ist eine nicht ZNS gangige Substanz (Wiessner et al., 2000; Yang et al., 2004) die
entsprechend systemisch appliziert keinen Einfluss auf zentralnervése Apoptose hat. Scholz
und Mitarbeiter beschreiben, dass die zentrale Applikation von z-VAD-fmk bei peripherer
Nervenlasion im Tiermodell zu einer verminderten Auspragung des neuropathischen
Schmerzsyndroms fiihrt (Scholz et al.,, 2005). Dieser Effekt wird auf die verminderte
Apoptoserate von Hinterhornneuronen zurickgefiihrt. Um die Rolle von apoptotischen
Muskelzellen bei der Entwicklung des Schmerzsyndroms im CCI-Modell zu beschreiben,

wurde z-VAD-fmk in der vorliegenden Studie intravends verabreicht und somit ein protektiver
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Effekt auf Hinterhornneurone ausgeschlossen. Auch die systemische Applikation ohne
zentralnervése Wirkung des Pan-Caspase-Inhibitors z-VAD-fmk flihrte zu einem signifikant
abgeschwachten Schmerzsyndrom nach Ligatur des N. ischiadicus. Sowohl die thermische
Allodynie, als auch der Spontanschmerz und die mechanische Hyperalgesie treten bei
verminderter myozytarer Apoptoserate in abgeschwachter Form auf. Es konnte also
nachgewiesen werden, dass die Hemmung von Apoptose im pathologisch innervierten
Muskel zu einer signifikanten Milderung der Schmerzsymptomatik fohrt und dass somit
apoptotische Myozyten ursachlich an der Entstehung von Schmerz im CCI-Modell beteiligt

sind.

6.2.2 Modell der chronischen Substanz P Applikation

An Tag 1 konnte klinisch ein deutlich ausgepragtes Odem nach Gabe von Substanz
P beobachtet werden. Durch die Freisetzung inflammatorischer Mediatoren, z.B. IL-1, IL-6
und TNF-a fiihrt Substanz P zu Vasodilatation und Odembildung (Lotz et al., 1988; O’Connor
et al., 2004). Auch in anderen Arbeiten wurde ein Zusammenhang zwischen der Freisetzung
von Substanz P aus peripheren Endigungen afferenter Nervenfasern und Odembildung bzw.
Proteinextravasation gefunden. Das in der vorliegenden Arbeit beobachtete Odem war an
Tag 4 noch zu beobachten, zeigte aber zu diesem Zeitpunkt keine Signifikanz gegenuber
den Werten der Kontrolltiere. Dies zeigt eine Parallele mit den Ergebnissen von Yonehara
und Yoshimura (2001), die eine verminderte Plasmaextravasation bei chronisch erhdhter
basaler Ausschittung von Substanz P nachweisen konnten. In ihrer Studie wurde Capsaicin
zur Induktion eines Substanz P vermittelten Odems verwendet. Mittels Mikrodialyse wurde
im Subkutangewebe der Pfote einerseits die Substanz P Konzentration gemessen.
Gleichzeitig wurde die Extravasation von Evans blau-Farbstoff und somit das subkutane
Odem quantifiziert. Tiere zeigten nach chronischer Nervenldsion im Vergleich zu gesunden
Tieren ohne Nervenldsion eine erhéhte Basalausschiittung von Substanz P. Dies ging einher
mit einem verminderten Anstieg der Plasmaextravasation nach Capsaicinapplikation in der
Gruppe mit Nervenlasion trotz vergleichbar hoher Substanz P Ausschittung in beiden
Gruppen zu diesem Zeitpunkt. Yonehara und Yoshimura folgern aus diesen Ergebnissen,
dass die chronisch erhéhte Basalausschittung von Substanz P zu einer Desensibilisierung
des Gewebes gegenliber Substanz P fihrt. Auch in der vorliegenden Studie konnte ein
Rickgang des subkutanen Odems gezeigt werden. Die Untersuchungen des
Flussigkeitsgehalts des Musculus tibialis anterior ergaben, dass das Muskelgewebe der
Extremitdt nach Substanz P Behandlung nicht ddematds verandert war. Mittels in vivo
Fluoreszenzmikroskopie konnte gezeigt werden, dass es im Muskelgewebe nach Substanz

P Applikation nicht zur Auspradgung von makromolekularer Leakage kommt. Obwohl sich die
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intravitalmikroskopische Untersuchung des subkutanen Fettgewebes als nicht reprasentativ
herausstellte, kann im Zusammenschluss der Ergebnisse der klinischen Tests, der Analyse
des Verhdltnisses Feucht-/Trockengewichts der Muskulatur und der intravitalen
Fluoreszenzmikroskopie gesagt werden, dass das beobachtete Extremitatenédem nach
Substanz P Gabe im subkutanen Fettgewebe und nicht in der Muskulatur lokalisiert zu sein
scheint. Diese Ergebnisse passen zu den von Gilligan und Mitarbeitern gefundenen Daten,
dass die intrakutane Applikation von Substanz P zu subkutaner Odembildung fiihrt (Gilligan
et al., 1994). In der gleichen Studie wurde gezeigt, dass ein Caragen induziertes Odem
durch Substanz P Gabe aggraviert wurde. An CRPS Patienten durchgefiihrte
Untersuchungen, bei denen Substanz P subkutan appliziert wurde, zeigte sich eine im
Vergleich zu Kontrollprobanden erhdéhte Plasmaextravasation (Leis et al., 2003). Die
subkutane Lokalisation des Odems, die in nicht invasiven Studien nur postuliert werden
kann, wurde durch die vorliegende Untersuchung in Ubereinstimmung mit friiheren
Ergebnissen (Yonehara und Yoshimura, 2001) bestétigt.

Eine lokale Temperaturerh6hung konnte an den betroffenen Pfoten der Tiere nach
Substanz P Gabe nicht beobachtet werden. Als Erklarung hierflir kénnte die Tatsache
dienen, dass es beim CRPS sowohl zu abnorm Uberwdrmten Extremitaten, als auch zu
Unterkihlung der betroffenen Extremitat kommen kann (Baron et al., 2003).

Die neurophysiologischen Testungen im Verlauf der Untersuchungen konnten
eindeutig zeigen, dass die 24-stiindige Infusion von Substanz P in die A. femoralis zu einem
lang anhaltenden Schmerzsyndrom fiihrte. Eine Schmerzexacerbation durch Substanz P
nach Nervenldsion konnte bereits von Meert et al. nachgewiesen werden (Meert et al.,
2003). Bisher war jedoch unklar, ob Substanz P in gesundem Gewebe per se einen
Spontanschmerz auslést (Herbert und Holzer, 2002), Somit konnte mit der vorliegenden
Untersuchung die Aussage von Herbert und Holzer, dass eine Substanz P vermittelte
neurogene Inflammation per se nicht zu Schmerzen fihre (Herbert und Holzer, 2002), klar
widerlegt werden. Substanz P wird in Spinalganglien afferenter Nerven synthetisiert und
mittels axonalen Transportes prodrom nach zentral transportiert, um sich dort als
Kotransmitter an der Schmerzweiterleitung zu beteiligen (Herbert und Holzer, 2002).
Brimijoin et al. fanden, dass der Uberwiegende Teil der synthetisierten Substanz P antidrom
Uber die afferenten Fasern der nozizeptiven Nerven in peripheres Gewebe transportiert wird
(Brimijoin et al., 1980). Die detaillierten Analysen des Schmerzverhaltens in der vorliegenden
Studie zeigten die Entwicklung einer mechanischen Hyperalgesie, ausgeldst ausschliesslich
durch die periphere Applikation von Substanz P in zuvor gesundes Gewebe. Die Testung mit
von Frey-Filamenten unterschiedlicher Starke erlaubte die Differenzierung zwischen
mechanischer Hyperalgesie und Allodynie. Mechanische Reize, die bei Kontrolltieren nicht

schmerzhaft waren, fllhrten auch nach Substanz P Gabe nicht zu einer positiven
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Schmerzreaktion. Somit konnte eine Allodynie nicht festgestellt werden. Hingegen kam es
als Zeichen der Hyperalgesie zu einer Senkung der Schmerzschwelle bei mechanischen
Reizen, die auch von Kontrolltieren als schmerzhaft empfunden wurden. Tests mit
Temperaturreizen ermdglichten keine Differenzierung zwischen den Gruppen. Diese
Aussage deckt sich mit den Ergebnissen von Jang und Mitarbeitern, die beobachten
konnten, dass die Gabe eines NK 1-Rezeptorantagonisten vor spinaler Nervenldsion zur
verzégerten Ausbildung der typischen mechanischen Hyperalgesie fihrt (Jang et al., 2004).
Mit dem Nachweis erhéhter Substanz P-Konzentrationen im lumbalen Rickenmark nach
Schadigung des N. ischiadicus zeigten Vachon et al. die Beteiligung der Substanz an der
mechanischen Hyperalgesie (Vachon et al., 2004). Als Neurotransmitter ist Substanz P bei
Schmerzsyndromen im ZNS erhéht (Duggan et al., 1987). Intrathekale Applikation des
Substanz P Antagonisten LY 303870 fihrt zu verminderter mechanischer Hyperalgesie in
Ratten (Kingery et al., 2003). Ein hyperalgesierender Effekt von Substanz P wurde durch
intrathekale Applikation des Neurotransmitters erreicht (Hua et al., 1999; Birklein et al.,
2001). Nach Brimijoin et al. werden bis zu 90% der im Spinalganglion synthetisierten
Substanz P axonal antidrom in das Innervationsgebiet des Nerven transportiert und dort in
das Gewebe abgegeben (Brimijoin et al., 1980). Ein Nachweis von erhéhter Substanz P
Konzentration auf spinaler Ebene lasst indirekt also darauf schliessen, dass auch die
Sezernierung im Innervationsgebiet des Nervens erhéht ist. Neben zentraler Beteiligung an
der Schmerzibertragung wird Substanz P im peripheren Gewebe eine Schmerz-
verstarkende Wirkung zugesprochen. So zeigten Meert et al. (2003), dass intraplantare
Applikation von Substanz P zu einer Verstdrkung eines durch Nervenlasion ausgel&sten
Schmerzsyndroms fiihrte. 2004 zeigten Jang und Mitarbeiter, dass die Entwicklung eines
Schmerzsyndroms aufgrund riickenmarksnaher Spinalnervenldsion durch die Gabe eines
Substanz P Antagonisten verzégert werden kann, wenn der Antagonist vor Setzen der
Lasion appliziert wird. Unmittelbar nach Nervenschadigung zeigte sich keine solche
Verzégerung. Im Gegensatz dazu konnte in der gleichen Untersuchung gezeigt werden,
dass die Antagonisierung des Neuropeptids ,calcitonin-gene-related factor* (CGRP) sowohl
vor als auch nach Nervenschadigung eine Verzégerung des Schmerzsyndroms bewirken
kann. Substanz P ist also in der Induktionsphase entscheidend an der Entstehung des
Schmerzsyndroms beteiligt, andere Neuropeptide ausserdem an der Aufrechterhaltung
(Jang et al., 2004). Wie bei der Entwicklung des Odems scheint also auch bei der
Auspragung des Substanz P vermittelten bzw. verstarkten Schmerzsyndroms die initiale
Phase entscheidend zu sein. So vermuten Jang et al. eine Triggerfunktion der Substanz P
bei der Entstehung von neuropathischem Schmerz. Scardina und Mitarbeiter bezeichnen
Substanz P als Neuromodulator neurogener Entziindungen (Scardina et al., 2004). Im

Einklang mit aktueller Literatur konnte in der aktuellen Studie nachgewiesen werden, dass
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die 24-stiindige Perfusion primar ungeschadigten Gewebes mit Substanz P zur Entwicklung
eines lang anhaltenden Schmerzsyndroms mit mechanischer Hyperalgesie fihrt, wie sie
auch bei CRPS Patienten gefunden wird, allerdings ohne die Auspragung einer thermischen
Komponente. Entscheidend ist hierbei, dass das Schmerzsyndrom durch die alleinige
periphere Gabe des Neurotransmitters nicht nur ausgelést werden konnte, sondern die
Triggerfunktion von Substanz P durch die Persistenz dieses Schmerzsyndroms Uber 3 Tage
nach Beendigung der 24-stiindigen Substanz P Applikation nachgewiesen werden konnte.

Die Analyse der muskularen Mikrozirkulation mittels in vivo Fluoreszenzmikroskopie
zeigte keine Verdnderungen der kapillaren Perfusion oder der nutritiven Versorgung des
Gewebes mit Sauerstoff nach der Gabe von Substanz P. Somit konnte gezeigt werden,
dass Substanz P zu keiner Beeinflussung der Perfusion des Muskels fihrt .

Im Gegensatz dazu wurde intravitalmikroskopisch nachgewiesen, dass es durch
Gabe von Substanz P zur Auspridgung einer deutlichen und anhaltenden
Entziindungsreaktion im Muskelgewebe kommt. Bereits 1993 wurde postuliert, dass
Substanz P unter den Neuropeptiden wahrscheinlich der potenteste Ausléser neurogener
Entziindungen ist (Otsuka und Yoshinaka). Wie auch bei Patienten mit CRPS war im Blutbild
der Tiere der vorliegenden Studie aber kein systemischer Anstieg der Leukozyten zu
beobachten. Tierversuche konnten zeigen, dass Substanz P hingegen an lokalen
Entziindungsreaktionen beteiligt ist. Freigegeben in das Gewebe fihrt Substanz P zur
lokalen Ausschittung von Entzindungsmediatoren, wie Zytokinen, Sauerstoffradikalen,
Arachidonsaurederivaten und Histamin (O’Connor et al., 2004). Black beschreibt eine
Aktivierung von Mastzellen und anderen Entziindungszellen durch Substanz P (Black, 2002).
Aulerdem bewirkt Substanz P durch Expression von Adhasionsmolekilen auf
Endothelzellen eine Leukozytenakkumulation (Smith et al., 1993). In der vorliegenden Studie
konnte ein massiver Anstieg der Leukozyten-Endothelzellinteraktion im betroffenen
Muskelgewebe nachgewiesen werden. Dies passt zu Voruntersuchungen, in denen gezeigt
werden konnte, dass Substanz P die Expression von Endothel-Leukozyten
Adhasionsmolekil-1 (ELAM 1) an mikrovaskularem Endothel erhdht (Matis et al., 1990;
Smith et al., 1993). Desweiteren vermittelt Substanz P eine vermehrte Lymphozyten-
Proliferation und Immunglobulin-Produktion (Stanisz et al., 1986; Lotz et al., 1988) und hat
einen antiapoptotischen Effekt auf Entziindungszellen, wie z.B. Makrophagen, Neutrophile
und Thymozyten (De Fea et al., 2000; Dimri et al., 2000; Béckmann et al., 2001). Neben
seinem Ursprung aus Nervenendigungen wird Substanz P auch aus Entziindungszellen, z.B.
Makrophagen freigegeben (Weinstock et al., 1988; Bost et al., 1992). Aus Nerven ins
periphere Gewebe abgegebene Substanz P fiihrt also zu Akkumulation von Leukozyten, die
ihrerseits wiederum Substanz P auszuschiitten. Beim sogenannten Axonreflex I6st Histamin

aus mittels Substanz P aktivierten Mastzellen einen prodromen Nervimpuls aus, der
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wiederum antidrom zur Ausschittung von Substanz P fuhrt. (Black et al., 2002). Substanz P
fihrt also einerseits zu lokalen Entziindungsreaktionen im Gewebe, andererseits Uber
Histamin induzierte Nervenreizung und aktivierte Entziindungszellen wiederum zu einer
erhdhten Ausschittung von Substanz P. Diese aufgefiihrten Eigenschaften von Substanz P
legen die Vermutung einer entscheidenden Beteiligung an prolongierten, Gberschiessenden
Entziindungsreaktionen, wie beim CRPS vermutet, nahe.

Die Analyse muskularer Zellapoptose zeigte keinen vermehrten Zelltod nach
Infusion von Substanz P. Weder intravitalmikroskopisch noch mittels Histochemie oder
Westernblot Proteinanalyse konnten Zeichen einer erhdhten Apoptoserate beobachtet
werden. In verschiedenen Studien wurde apoptoseinduzierendes Potential von Substanz P
gefunden (Del Rio et al., 2001; Bang et al., 2003), in anderen Studien hingegen wurde ein
antiapoptotischer Effekt von Substanz P auf Entziindungs- bzw. Nerven- sowie
Mukosazellen nachgewiesen (De Fea et al., 2000; Dimri et al., 2000; Béckmann et al., 2001;
Lallemend et al.,, 2003; Koon et al., 2007). In der vorliegenden Studie konnte ein
apoptotischer Effekt auf Muskelzellen ausgeschlossen werden.

Perianin et al. kamen zu dem Schluss, dass Leukozyten durch den Einfluss von
Substanz P fur den Einfluss anderer Entzindungsmediatoren sensibilisiert werden (Perianin
et al.,, 1989). Diese Interpretation der sensibilisierenden Wirkung von Substanz P taucht
immer wieder in der Auswertung von Studienergebnissen auf. Weber et al. konnten 2001
nachweisen, dass die periphere Substanz P-Ausschittung im entziindeten Bereich bei
Patienten mit CRPS erhéht war. Somit zeigte sich bei diesen Patienten eine erhdhte
Bereitschaft, eine neurogene Entziindung zu entwickeln. Diese Beobachtung wird durch die
Ergebnisse von Legat et al. (2002) gestitzt, welche die Verschdrfung einer neurogenen
Entziindung durch UV-Licht induzierte periphere Substanz P-Freisetzung zeigten. In
Hamstern flihrte nach CCI die intradermale Applikation von Substanz P in die betroffene
Pfote zu Aggravierung der Schmerzsymptomatik. Dieser Effekt wurde erreicht mit
Dosierungen, die in nicht operierten Kontrolltieren keinerlei Auswirkung zeigten (Meert et al.,
2003). Gilligan et al. (1994) konnten durch Substanz P-Injektion ein Caragen-bedingtes
Odem aggravieren. Diese Beobachtungen sprechen fir eine Sensibilisierung durch
periphere Substanz P Freisetzung. Birklein et al. (2001) konnten die Freisetzung von
Substanz P aus peripheren Nervenendigungen von nozizeptiven C-Fasern nachweisen,
nachdem diese gereizt worden waren. In einer Untersuchung zum CCI-Modell an der Ratte
konnten Jang et al. zeigen, dass es im Zuge der Nervenligatur durch die Antagonisierung
von Substanz P mit einem Neurokinin-1-Blocker zu einer verminderten Schmerzentwicklung
kommt (2004). In der gleichen Studie kommen Jang et al. aufgrund der unterschiedlichen
hohen Auspragung der Antagonisierbarkeit zu verschiedenen Zeitpunkten zu der Annahme,

dass Substanz P bei der Entwicklung des neuropathischen Schmerzes die Rolle eines
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Triggers Ubernimmt, wahrend andere Neurokinine am weiteren Erhalt des Schmerzes
beteiligt sind. Die Theorie, dass Substanz P bei der Entstehung einer neurogenen
Entziindung einen Triggereffekt bewirkt, wird auch von Scardina gedussert (2004). Diese
Annahme konnte in der vorliegenden Studie bestatigt werden, da eine 24-stiindige
Applikation zu einem andauernden Schmerzsyndrom mit lokaler Entziindungreaktion tber 4
Tage fuhrte. Eine Beobachtung Uber einen nochmals langeren Zeitraum ist anzustreben, um

die Triggerrolle der Substanz P in diesem Modell weiter zu belegen.

6.3  Schlussfolgerung

Im Zusammenschluss kann gesagt werden, dass die beiden in der vorliegenden
Studie untersuchten Modelle zu Pathomechanismen des CRPS im Tierversuch einerseits
sich Uberschneidende, aber auch unterschiedliche Aspekte des Krankheitsbildes
widerspiegeln. In beiden Modellen zeigte sich in Ubereinstimmung mit der aktuellen Literatur
(Gilligan et al., 1994; Kingery et al., 1999; Yonehara und Yoshimura, 2001; Leis et al., 2003)
die Entwicklung eines subkutanen Odems. Das durch Nervenldsion hervorgerufene
Schmerzsyndrom kommt dem klinischen Schmerzsyndrom bei CRPS Patienten aufgrund der
vorliegenden thermischen und mechanischen Allodynie, sowie des zeitlichen Verlaufs mit
Progression Uber 4 Tage sehr nah (Baron et al., 2003). Als ursachlich an der Entstehung
dieses Schmerzsyndroms konnte erstmalig das Vorkommen von Muskelzellapoptose
nachgewiesen werden. Auch durch die Applikation von Substanz P konnte ein
Schmerzsyndrom ausgelost werden. Allerdings trat ausschliesslich mechanische
Hypersensibilitat auf, die CRPS typische thermische Allodynie konnte nicht nachgewiesen
werden. Die entziindliche Komponente des CRPS, die immer wieder betont wird (Sudeck,
1902; Heerschap et al., 1993; Oyen et al., 1993; Goris, 1998; van der Laan et al., 19983;
Birklein et al., 2000b), ist im CCI-Modell hingegen nicht zu beobachten. Diese zeigt sich
jedoch deutlich ausgepragt nach Substanz P Applikation. Hierbei ist bedeutend zu
erwdhnen, dass auch an Tag 4 nach Beginn der 24-stindigen intraarteriellen Gabe von
Substanz P eine lokale Entziindungsreaktion zu beobachten ist.

Die in dieser Studie verwendeten Modellansdtze zeigen isoliert zum einen die
direkten Folgen einer chronischer Nervenldsion, zum anderen die direkten Folgen einer
chronischen Substanz P Applikation. Es ist also wichtig zu betonen, dass beide in der
vorliegenden Untersuchung vorgestellten Tiermodelle kein vollwertiges CRPS mit allen
seinen klinischen Teilaspekten auslésen kénnen. Chronische Nervenldsion wie auch
chronische Substanz P Applikation provozieren Teilaspekte des ,complex regional pain
syndrome®. Einzelne Teilaspekte des CRPS zeigten sich bei beiden Modellen. Daher wird

durch den Vergleich der Modelle eine gewisse Zuordnung klinischer Aspekte zu deren
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Ausléser méglich. So kann man sagen, dass eine Nervenldsion per se zu keiner neurogenen
Entziindung fuhrt. Bekannt ist, dass Nervenldsionen zu erhéhter Substanz P Sensibilitat im
vom geschadigten Nerven versorgten Gewebe fiihrt (Herbert und Holzer, 2002; Meert et al.,
2003). Die beschriebenen Mechanismen, lber die Substanz P zu neurogener Entziindung
und insbesondere deren Prolongation fiihren kénnen, lassen vermuten, dass beim CRPS
eine pathologische Antwort auf eine Nervenldsion des Organismus im Sinne einer erhdhten
Ausschittung oder eines verminderten Abbaus von Substanz P und/oder einer erhéhten
Sensibilitdt auf Substanz P vorliegt. Sudeck’s These einer ,entgleisten Heilentzindung®
(Sudeck, 1902) findet somit hier eine erneute Bestatigung. Die Rolle von Substanz P als
initialer Trigger von neurogenen Entziindungen (Jang et al., 2004; Scardina et al., 2004) wird
in der vorliegenden Studie aufgrund des langanhaltenden Verlaufs sowohl des
Schmerzsyndroms als auch der Entziindungsreaktion Gber 4 Tage, also auch 3 Tage nach

Beendigung der Substanz P Applikation, bestétigt.

6.4 Klinische Perspektiven

Der antiinflammative Ansatz der CRPS Therapie wird durch die vorliegende Studie
bestétigt. Der Einsatz von Kortikosteroiden flhrt zum einen zur direkten Verminderung der
entzindlichen Antwort. Desweiteren kann die Verminderung von Substanz P Ausschittung
aus Entzindungszellen postuliert werden. Somit ist eine entziindungshemmende Therapie
nicht als ausschlieflich symptomatisch anzusehen, sondern tragt wahrscheinlich zur
Unterbrechung eines sich selbst erhaltenden ,Circulus vitiosus® bei.

Der Einsatz von NK-1 Rezeptorantagonisten zur spezifischen Blockade der
Substanz P Aktivitat fuhrte bisher nicht zu den erhofften Ergebnissen in der Therapie
chronischer Schmerzsyndrome (Herbert und Holzer, 2002). Die erwartete analgetische
Wirkung dieser Stoffklasse, in Tierexperimenten erfolgreich nachgewiesen, konnte am
Menschen nicht reproduziert werden. Als Erklarungsansatz fuhren Herbert und Holzer auf,
dass bei chronischen Schmerzzustdnden ein zentraler Sensibilisierungsprozess
stattgefunden hat, bei dem auch andere Transmitter, wie Glutamat, eine wichtige Rolle
spielen (Herbert und Holzer, 2002). Herbert und Holzer verweisen auf Studien, die an
Patienten mit lang bestehenden neuropathischen Schmerzen durchgefiihrt wurden (Block,
1998; Goldstein et al., 2000). Der Blickpunkt bei Studien zu chronischen Schmerzsyndromen
wird in erster Linie auf die zentralnervése Rolle von Substanz P gelenkt. Nach den
vorliegenden Ergebnissen ist eine Wirkung von NK-1 Rezeptorantagonisten im peripheren
Gewebe eher Erfolg versprechend. Hierbei wéare eine Rezeptorblockade in der Frihphase
des CRPS wichtig, um einen Triggereffekt von Substanz P (Jang et al., 2004; Scardina et al.,
2004) mit Hochregulation der Substanz P- und NK-1 Rezeptor Synthese (Herbert und
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Holzer, 2002) zu unterbinden. Die durch Substanz P hervorgerufene Sensibilisierung von
peripheren Nervenendigungen konnte bereits in Versuchen zu akuter Arthritis mittels NK1-
Rezeptor Antagonisten erfolgreich reduziert werden (Pawlak et al., 2001). In einem weiteren
Akutschmerzmodell konnte an Ratten eine postoperative Hypersensitivitat in der Umgebung
von Operationswunden mit einem NK-1 Rezeptorantagonist gemindert werden (Gonzales et
al., 1998). Jang et al. konnten nach Nervenlasion die Auspragung einer Hyperalgesie durch
frihzeitige Applikation eines NK-1 Rezeptorblockers verzégern (Jang et al., 2004). Am
Menschen wurde die Wirkung von NK-1 Rezeptorantagonisten bei akuten und chronischen
Schmerzzustdnden untersucht. Es zeigte sich, dass sich keine analgetische Wirkung bei
chronischen Krankheitsbildern erzielen lasst (Block, 1998; Goldstein et al., 2000). Bei einer
Studie an Patienten mit Schmerzen nach Zahnextraktion hingegen konnte eine analgetische
Wirkung des NK-1 Antagonisten CP 99994 bei Akutschmerz nachgewiesen werden (Dionne
et al., 1998). Das analgetische Potential von NK-1 Rezeptorantagonisten sollte daher
Uberdacht werden und untersucht werden, ob eine friihzeitige Gabe von Substanz P
Antagonisten bei CRPS Patienten zu einer verminderten Auspragung des Krankheitsbild
fuhrt.
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8.1

A
Abb.
APS
au
BCA
BE
BSA
°C
CCD
CCl
CGRP
cm
CRPS

d.h.
DM
DMSO
DNA
dUTP
EDL
EDTA
eng.
et al.
FITC
FKD

geb.
GF

HF
HKT
HPF

Anhang

Anhang

Abkiirzungsverzeichnis

Arteria (lat.: Arterie)

Abbildung

Ammoniumpersulfat

arbitrary units (eng.: willkirliche Einheiten)
bicinchinoic acid

base excess (eng.: Basenlberschuss)
bovine serum albumin

Grad Celsius

charged coupled device

chronic constriction injury

calcitonin gene related factor
Centimeter

complex regional pain syndrome

day (eng.: Tag)

das heil3t

Deutsche Mark

Dimethylsulfoxid

Deoxyribonucleic acid (eng.: Desoxyribonucleinsaure)
Desoxyuridintriphosphat

Musculus extensor digitorum longus
ethylene-diamine-tetraacetic acid
englisch

et alia (lat.: und andere)

fluorescein isothiocyanate

funktionelle Kapillardichte

Gramm
Gravitations-Kraft=Erdbeschleunigung=9,81m/sek?
geboren

Gesichtsfeld

hour (eng.: Stunde)

Herzfrequenz

Hamatokrit

high power field



i.v.
IVM
i.p.
ISS
Kat.
kDa
kg
KG

lat.

mA
MAP
mg
min
mi
mm
mN
MW

NaCl
NADH
nm
PBS
PAGE
PMSF
PS
PVDF

Anhang

Horseradish Peroxidase (eng.: Meerrettich Peroxidase)
intra arteriell

International association for the study of pain
Internationale Einheit

Immunglobulin G

Interleukin

intra vends

Intravitale Fluoreszenzmikroskopie

intra peritoneal

Impairment-Level SumScore

Kategorie

Kilodalton

Kilogramm

Kérpergewicht

Liter

lateinisch

molar

Milliampére

mittlerer arterieller Druck

Milligramm

Minute

Milliliter

Millimeter

Mikronewton

Molekulargewicht (eng.: molecular weight)
number (eng.: Anzahl)

Natriumchlorid

reduzierte Form des Nicotinsdueamid-Adenin-Dinucleotid
Nanometer

phosphate buffered saline

Polyacrylamid Gelelektrophorese
Phenylmethan Sulfonyl Fluorid
Phophatidylserin

Polyvinylidenfluorid

Kreiszahl=3,14159

eingetragenes Warenzeichen

second (eng.: Sekunde)



SIRS
SDS
SMP

SP
S-VHS
Tab.

TBS
TBST
TdT
TEMED
™
TNF-a
Tris
TUNEL
uv

gm

I

VS.

z.B.
ZNS

Anhang

systemic inflammatory response syndrome

sodium dodecyl sulphate

sympathetically maintained pain  (eng:

unterhaltener Schmerz)
Substanz P

Super video home system
Tabelle

time (eng.: Zeit)

Tris buffered saline

TBS tween

terminale desoxynucleotid Transferase
Tetramethylethylendiamin
trade mark

Tumor necrosis factor-alpha

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

sympathisch

transferase-mediated dUTP biotin nick end-labeling

ultraviolett
Mikrometer
Mikroliter
versus

Watt

zum Beispiel

Zentrales Nervensystem



8.2 Chemikalien

Anhang

8.2.1 Lo&sungen der Proteinanalytik

Proteinextraktion aus Muskelgewebe

Lysispuffer

0,1ml 1M Tris, pH 7,5

20ul 5M NaCl

4ul 250mM EDTA

0,5 ml Triton-X-100

50ul NaN3

0,2ml 100mM PMSF

0,1ml Protease Inhibitor Cocktail

ad 10ml Aqua bidestillata

Proteinmengenbestimmung

Reagenz

Proteindenaturierung
SDS-Probenpuffer

BCA-Fertiglésung
Cu® Sulfat-Fertiglésung

2,5ml 1M Tris pH 6,8

0,89 SDS

4,587g Glycerin (87%)
154,2mg DTT

0,2ml 1% Bromphenolblau
ad 10ml Aqua bidestillata

SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese

Trenngel

1,34ml Aqua bidestillata
3,75ml 1M Tris, pH 8,8
4,7ml 30% Acrylamid
100pl 10% SDS

100pl 10% APS

10ul TEMED



Sammelgel

Laufpuffer fir SDS-PAGE

Anodenpuffer |

Anodenpuffer Il

Kathodenpuffer

Coomassie-Farbelésung

Anhang

4,1ml Aqua bidestillata
0,75ml 1M Tris, pH 6,8
1ml 30% Acrylamid
50ul 10% SDS

50ul 10% APS

5ul TEMED

30,39 Tris

1449 Glycin

10g SDS

ad 1000ml Agqua bidestillata

34,349 Tris

200ml Methanol

ad 1000ml Aqua bidestillata
pH 10,4

3,028¢g Tris

200ml Methanol

ad 1000ml Aqua bidestillata
pH 10,4

34,3429 Tris

0,751g Glycin

200ml Methanol

ad 1000ml Aqua bidestillata
pH 9,4

0,1% Brilliant Blue

25% Methanol

5% Essigsaure

ad 1000ml Aqua bidestillata



TBS

TBST

Blockierungslésung

Detektionssystem
ECL-plus™

Visualisierung

Entwicklungslésung

Fixierungslésung

Anhang

24,29 Tris

80g NacCl

ad 1000ml Aqua bidestillata
pH 7,6

100ml 10x TBS
1ml Tween 20
ad 1000ml Aqua bidestillata

50g BSA
1000ml TBST

2ml Solution A
40ul Solution B

90ml Entwicklungsreagenz
323ml Agqua bidestillata

90ml Fixierungsreagenz
323ml Aqua bidestillata

8.2.2 z-VAD-fmk Stammlésung
5mg z-VAD (OMe)-FMK (Alexis biochemicals, San Diego, CA,

USA)

0,25ml Dimethylsulfoxid (DMSO, Fluka Chemie GmbH,

Buchs, Schweiz)

Lagerung in 50l Aliquots bei -20°C, nicht I&nger als 6 Monate

Vi



Anhang

8.2.3 Substanz P Stamml&sung

5mg Substanz P (Calbiochem, Merck Biosciences GmbH,
Schwalbach/ Ts., Deutschland)

4,7ml 5%iger Essigsaure

0,3ml 10M NaOH-Lésung

Lagerung in 100yl Aliquots bei -80°C

VI
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Anhang

8.5 Selbststiandigkeitserklarung

Hiermit erklare ich,
= diese Arbeit selbststandig angefertigt,
= die verwendeten Ergebnisse und Daten anderer vollstdndig angegeben und
korrekt zitiert,

= sowie weitere Mitwirkung Dritter offen gelegt zu haben.

Burkhard Finke, Rostock, Juli 2008
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Anhang

Thesen

Das ,complex regional pain syndrome“ (CRPS) ist eine Uberwiegend
posttraumatisch und postoperativ auftretende Erkrankung, deren Pathogenese bis
heute nicht befriedigend geklért ist. Das klinische Bild ist durch eine typische
Schmerzsymptomatik sowie durch eine Stérung der Vasomotorik und
Schweilsekretion und Odembildung bestimmt. Bei chronischem Verlauf kommt es
haufig zu langfristiger Invalidisierung.

Generell werden zwei grundséatzliche Pathomechanismen als Ursache des CRPS
diskutiert. Zum einen werden Verdnderungen im zentralen, peripheren und
sympathischen Nervensystem verantwortlich gemacht, andererseits periphere
entzlindliche Mechanismen diskutiert. Eine wichtige Rolle bei der Entstehung des
Krankheitsbildes wird dem Neurotransmitter Substanz P zugesprochen, welcher aus
peripheren Nervenendigungen freigesetzt wird und an der Entstehung neurogener
Entziindungen beteiligt ist.

In der vorliegenden Arbeit wurden Tiermodelle zur Pathophysiologie des CRPS
analysiert. Am etablierten CCI-Modell (,chronic constriction injury“) wurden nach
chronischer Nervenligatur der neuropathische Schmerz und ein Zusammenhang
zwischen diesem und apoptotischen Muskelzellen untersucht. AuRerdem wurde das
CCI-Modell auf lokale Entzindungsreaktion hin untersucht.

In einem neu entwickelten Modell wurde Substanz P Uber einen Zeitraum von 24
Stunden mittels Katheter in die A. femoralis infundiert. An diesem Modell wurde die
Rolle von peripher ausgeschitteter Substanz P bei der Entstehung der neurogenen
Entziindung und des Schmerzsyndroms beim CRPS beleuchtet.

In ausfihrlichen neurophysiologischen Untersuchungen wurde das
Schmerzverhalten der Tiere getestet. Weiterhin wurden klinische Parameter, wie
lokale Odeme und Temperaturdifferenzen, registriert. Mittels intravitaler
Fluoreszenzmikroskopie wurden die Mikrozirkulation, kapillares Leakage und lokale
Entziindungsreaktionen im Muskel erfasst. Apoptose wurde
intravitalfluoreszenzmikroskopisch,  histologisch und  mittels = Western-Blot
nachgewiesen.

Chronische Nervenligatur im CCI-Modell 16st ein typisches, dem CRPS &hnliches
neuropathisches Schmerzsyndrom hervor, das mit Apoptose von Myozyten
einhergeht. CCI fuhrt hingegen zu keiner inflammatorischen Reaktion im Muskel.
Inhibition der nach chronischer Nervenligatur beobachteten Apoptose mit dem
Pancaspaseinhibitor z-VAD-fmk lindert die Ausprdgung des Schmerzsyndroms

durch Senkung der myozytdren Apoptoserate. Die Apoptose von Myozyten bei
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Anhang

chronischer Nervenligatur scheint somit ursdchlich an der Entwicklung der
Schmerzsymptomatik beteiligt zu sein.

Chronische intraarterielle Applikation von Substanz P 16st eine muskulare
Inflammation und mechanische Hyperalgesie aus, verursacht aber keine myozytare
Apoptose. Substanz P hat keinen Einfluss auf die Mikrozirkulation des
Muskelgewebes.

Substanz P spielt bei der Auslésung neurogener Entziindungen eine Triggerrolle, da
eine  24-stindige  Applikation eine Uber 4 Tage wahrende Ilokale
Entzindungsreaktion und Hyperalgesie hervorruft.

Die untersuchten Modelle zeigen Teilaspekte des klinischen Bildes des CRPS auf.
Weder das Modell der chronischen Nervenligatur noch das der chronischen
Substanz P Applikation spiegeln das Krankheitsbild umfassend wider. Eine isolierte
periphere Nervenschadigung fiihrt nicht per se zu einer neurogenen Entziindung.
Die entziindliche Komponente der Erkrankung wird durch Substanz P eindriicklich
induziert und die Funktion des Neurotransmitters als Trigger von neurogenen

Erkrankungen betont.
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