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Abklrzungen

Akt
ALKS
ANOVA
APS
BCA
BSA
DAPI
DMSO
DUSP
EGF
EDTA
Erk
GAPDH
HEPES
HRP
IDV
JAM
LDL
LRP-1
MARVEL

MAP

MDCK II Zellen
MMP
MMP9-PEX
NGS

PBS

PCA

PI3K

Proteinkinase B

Activin receptor-like kinase-5

Analysis of variance (Varianzanalyse)
Ammoniumperoxodisulfat

Bicinchoninic acid (Bicinchoninsiure)

Bovine serum albumin (Bovines Serumalbumin)
4',6-Diamidin-2-phenylindol

Dimethylsulfoxid

Dual specifity (threonine/tyrosine) protein phosphatase
Epidermal growth factor

Ethylenediaminetetraacetic acid (Ethylendiamintetraessigsdure)
Extracellular-signal regulated kinase
Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsiure
Horse radish peroxidase (Meerrettichperoxidase)
Integrated density value

Junctional adhesion molecule

Low density lipoprotein

Low density lipoprotein receptor-related protein 1

MAL [myelin and lymphocyte] and related proteins for vesicle

trafficking and membrane link

Mitogen-activated protein

Madin-Darby canine kidney II Zellen

Matrix-Metalloproteinase

Hemopexin Doméne der Matrix-Metalloproteinase 9

Normal goat serum (Normales Ziegenserum)

Phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte Salzlosung)
Patient-controlled analgesia (Patientengesteuerte Schmertztherapie)

Phosphoinositid-3-Kinase



PIP3
PPT
RAP
rtPA
SDS- PAGE
SFK
TAMPs
TBS
TEMED
TGF- B
TJ
TRPAI
TRPV1
tPA
TRIS

Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat

Paw pressure test

Receptor-associated protein

Recombinant tissue-type plasminogen activator
Sodium-Dodecyl-Sulfat Polyacrylamid-Gelelektrophorese
Src family kinase

TJ-assoziierte MARVEL-Proteine

Tris buffered saline

Tetramethylethylendiamin

Transforming growth factor 3

Tight junction

Transient receptor potential ankyrin 1

Transient receptor potential vanilloid 1
Tissue-type plasminogen activator

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Tabelle 1: Verwendete Abkiirzungen



Einleitung

1 Einleitung

1.1 Lokalanasthetika in der klinischen Praxis

Lokalanisthetika sind Substanzen, die 2zu einer reversiblen Blockade der
Erregungsleitung in peripheren Nerven oder Spinalnervenwurzeln fithren. Thr klinischer
Einsatz erstreckt sich auf verschiedene Verfahren der Regionalanésthesie,
beispielsweise finden sie bei peripheren Nervenblockaden, riickenmarksnaher
Anésthesie oder bei der Oberflachenandsthesie Verwendung. Klinische Indikation zum
Einsatz von Lokalandsthetika ist insbesondere die Therapie von intraoperativen und
postoperativen Schmerzen.

Schmerz ist dabei nach Definition der International Association for the Study of Pain
(IASP) ein ,,unangenehmes Sinnes- oder Gefiihlserlebnis, das mit tatsidchlicher oder
potenzieller Gewebeschddigung einhergeht oder von betroffenen Personen so

beschrieben wird, als wire eine solche Gewebeschidigung die Ursache.*

1.1.1 Vor- und Nachteile der etablierten Lokalanasthetika

Der Einsatz von Lokalanisthetika hat verschiedene klinische Vorteile, wie etwa eine
bessere postoperative Schmerzkontrolle im Vergleich zur alleinigen systemischen
patientengesteuerten ~ Schmerztherapie ~ (PCA).>® Beim Einsatz  peripherer
Nervenblockaden konnte eine Verringerung des Opioidverbrauchs um 40-70 % und
damit eine Reduktion der opiatabhingigen Nebenwirkungen wie Ubelkeit, Erbrechen
und Obstipation nachgewiesen werden.

Durch den Gebrauch der klinisch etablierten Lokalanésthetika resultieren aber auch
verschiedene Nachteile. Allergische Reaktionen treten hauptsidchlich bei
Lokalandsthetika vom  Ester-Typ auf wund sind auf den Metaboliten
Paraaminobenzoesiure zuriickzufiihren.” Eine Methimoglobinimie wird durch den
Prilocainmetaboliten o-Toluidin ausgeldst.® Systemische Nebenwirkungen sind immer
dann zu erwarten, wenn die Plasmakonzentration eines Lokalanisthetikums einen
bestimmten, substanzspezifischen Grenzwert lberschreitet. Ursache dafiir kdnnen
versehentliche intravasale Injektion, Uberdosierung oder erhdhte Resorption am
Injektionsort sein. Die systemische Toxizitdt manifestiert sich vor allem in Herz und

Gehirn.?
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Lokalanisthetika blockieren unselektiv die Impulsleitung in nozizeptiven, sensorischen
und motorischen Nervenfasern. Dadurch wird bei peripheren Nervenblockaden die
aktive Beweglichkeit der betreffenden Extremitit stark eingeschrénkt. Dies ist vor dem
Hintergrund verschiedener Aspekte einer mdglichst raschen und effektiven
postoperativen Behandlung klinisch sehr ungiinstig. Beispielsweise kann oft nur
verzogert mit einer aktiven krankengymnastischen Behandlung begonnen werden. Eine
selektive Blockade von sensorischen oder nozizeptiven Neuronen wire dagegen
vorteilhafter. Dadurch konnten die Probleme einer langen postoperativen
Immobilisation verhindert werden. Durch eine spezifische Wirkung auf Schmerzfasern
konnten auch oben beschriebene Probleme der systemischen Toxizitit vermieden

werden.

1.1.2 Ansatze zur selektiven Blockade von Schmerzfasern

Uber die verabreichte Dosis des applizierten Lokalanisthetikums kann in
eingeschrinktem Male ein selektiver Effekt erzielt werden: je dicker die Nervenfaser,
desto hoher die minimale, zur Blockade bendtigte Lokalanésthetika-Konzentration. Die
diinnen nozizeptiven Ad- und C-Fasern werden damit vor den dickeren motorischen
Nervenfasern blockiert.” Allerdings ist diese Methode sehr unzuverldssig. Wird die
Konzentration im individuellen Fall zu niedrig gewihlt bleibt zwar die motorische
Funktion erhalten, die Nozizeption ist aber nur ungeniigend blockiert. Bei zu hoher
Konzentration wird eine ausreichende analgetische Wirkung erzielt, es resultieren aber
motorische Einschrankungen.

Ein moglicher Ansatzpunkt zur zuverldssigen selektiven Blockade von Schmerzfasern
ist es, Medikamente zu verwenden, die zwar unselektiv wirken, jedoch nur in
nozizeptiven Fasern zu ihrem Wirkort vordringen konnen. Dem quarterniren
Lidocainderivat QX-314 ist es unter normalen Bedingungen aufgrund der dauerhaft
positiven Ladung nicht moglich, in das Innere von Nervenzellen vorzudringen.
Capsaicin, der Wirkstoff der Chilischote, 6ffnet den transient receptor potential
vanilloid 1 (TRPV1) Kanal, der priferentiell auf Schmerzfasern exprimiert ist.'® Bei
Koapplikation gelangt QX-314 durch den offenen Kanal ins Neuron. Es resultiert eine
Schmerzblockade ohne motorische Defizite.!' Wesentlicher Nachteil dieser Methode

ist, dass zunédchst der Nozizeptor stimuliert und damit voriibergehend Schmerz erzeugt
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werden muss. Die Aktivierung des TRPV1-Kanals durch Capsaicin geschieht innerhalb
kiirzester Zeit (<1 s). Bis zum Eintritt einer ausreichend groen, analgetisch wirksamen
Menge QX-314 vergehen dagegen mehrere Minuten. Durch diese Verzogerung wéren
Patienten vermutlich iiber mehrere Minuten einem brennenden Schmerz ausgesetzt, bis
die nozizeptionsspezifische Analgesie einsetzt.'"> Um dieses Problem zu umgehen,
konnte Lidocain statt Capsaicin verwendet werden. Lidocain 6ffnet fiir QX-314 sowohl
TRPV1 als auch als transient receptor potential ankyrin 1 (TRPA1) Kanile, die in einer
Untergruppe von nozizeptiven Fasern in Koexpression mit TRPV1 gefunden werden.'>
1 Es stellt gleichzeitig ein unselektives Lokalanésthetikum dar, das in kiirzester Zeit zur
undifferenzierten Blockade der Erregungsleitung peripherer Nerven fithrt. Bei
Verwendung von Lidocain tritt daher nur eine sehr kurze brennende Empfindung auf,
daflir muss aber zumindest initial eine unselektive Blockade von Nervenfasern in Kauf
genommen werden. Durch die ldngere Wirkdauer von QX-314 kommt es anschlieBend
zu einer Periode der nozizeptionsspezifischen Analgesie.'” Als besonders effektiv hat
sich die Kombination aus 2 % Lidocain, 0,2 % QX-314 und 0,05 % Capsaicin erwiesen,
die zu einem sensorischen Block mit einer Dauer von ca. 16 Stunden fiihrt.'® Diese
Dreifachkombination hatte in Langzeitstudien an Ratten allerdings neurotoxische
Effekte und die verzdgerte Entwicklung einer mechanischen Hypersensibilitit zur
Folge."” Alternativ wire auch die Verwendung von Bupivacain als TRPA1-Agonist
denkbar.'®

Einen zweiten moglichen Ansatz stellt die selektive Blockade von
spannungsabhingigen Natriumkanilen (Nay) dar. Insgesamt sind 9 Isoformen (Na,1.1-
1.9) dieses Kanaltyps bekannt, wobei Na,1.7, Na,1.8 und Na,1.9 eine wichtige Rolle
bei der Nozizeption spielen. Die Bedeutung von Na,1.3 ist noch nicht abschlieBend
geklirt."” Zum Zeitpunkt dieser Arbeit scheint Na,1.7 das am besten validierte Ziel fiir
eine schmerztherapeutische Behandlung darzustellen. Nay1.7 wird in kleinen Neuronen
des Spinalganglions und in sympathischen Nerven exprimiert.”’ Der Kanal findet sich
dabei préferentiell in nozizeptiven Fasern, ist jedoch auch in Einheiten der epikritischen
Sensibilitit zu finden.”' Nassar et al.”> konnten bei Nozizeptor-spezifischen Na,1.7-
Knockout Maidusen eine Reduktion von akutem und inflammatorischem Schmerz
nachweisen. Beim Menschen fiihrt eine loss of function Mutation des Na,1.7-Gens

SCNOY9A zum kompletten Verlust des Schmerzempfindens. Bei Betroffenen dieser



Einleitung

autosomal-rezessiv vererbten Krankheit sind alle iibrigen sensorischen Qualitidten
erhalten und es tritt keine sonstige Dysfunktion des autonomen, peripheren oder
zentralen Nervensystems auf.”> Im Gegensatz dazu stehen Beobachtungen bei Mausen
mit globalem Na,1.7-Defizit. Diese versterben kurz nach Geburt.** Dariiber hinaus sind
auch gain of function Mutationen von SCN9A bekannt. Bei der Erythromelalgie und
der paroxysmal extreme pain disorder kommt es iiber eine gesteigerte Funktion des
Kanals zu verstirktem Schmerzempfinden.”* Das Tarantulatoxin ProToxin-II ist ein
selektiver Na,1.7-Inhibitor, der in elektrophysiologischen Untersuchungen am Nerven
ohne Perineurium (,,desheathed”) zu einer Blockade der Aktionspotentiale von
schmerzleitenden C- und auch Ad- Fasern fiihrte. Am intakten Nerven war die Substanz
dagegen aufgrund der Permeabilititsbarriere des Perineuriums wirkungslos.”
Opioidrezeptoren werden in drei primidre Typen (u-Opioidrezeptor, MOR; 6-
Opioidrezeptor, DOR; k-Opioidrezeptor, KOR) unterteilt.*® Das Wirkungsprofil der
Rezeptoren in vivo unterscheidet sich. MOR vermitteln hauptsichlich Analgesie,
Atemdepression, Miosis, Euphorie und Obstipation. Uber KOR wird Analgesie, Miosis
und Sedierung bewirkt. Die Stimulation von DOR fiihrt ebenfalls zu Analgesie,
daneben aber auch zu Dysphorie und Halluzinationen.”’ Alle drei Rezeptortypen werden
verteilt iiber das gesamte Nervensystem gefunden. Dabei werden Opioidrezeptoren
auBerhalb des ZNS auch an peripheren Nervenendigungen nozizeptiver Fasern®**
sowie in deren Axonen® exprimiert. Wihrend die periphere Wirksamkeit von Opioiden
am Nervenende, z.B. im Rahmen von intraartikuliren Injektionen,’' relativ gut etabliert
ist, wird die antinozizeptive Wirkung nach Injektion im Axonverlauf kontrovers
diskutiert. Nach perineuraler Injektion sind unter normalen Bedingungen insbesondere
hydrophile Opioide sowohl in klinischen als auch in experimentellen Studien
ineffektiv.*** In entziindetem Gewebe konnten dagegen potente Effekte nachgewiesen
werden.** Einen moéglichen Grund dafiir konnte die Offnung des Perineuriums unter
inflammatorischen Bedingungen darstellen. Nach Offnung der Barriere des
Perineuriums durch hypertone Losungen (z.B. Mannitol oder 10 % NaCl) konnte auch
im nicht-entziindeten Gewebe ein antinozizeptiver Effekt nach perineuraler Injektion
von Opioiden nachgewiesen werden.***>

Sowohl die Opioidagonisten als auch der spezifische Na,-Blocker ProToxin-II stellen

pharmakologische Ansétze zur selektiven Blockade von Schmerzfasern dar. Allerdings
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wird die Wirksamkeit beider Substanzgruppen in vivo stark durch die
Permeabilitétsbarriere des Perineuriums eingeschriankt, welches ein Vordringen der
Substanzen zu ihrem Wirkort verhindert. Eine voriibergehende Offnung des
Perineuriums wiirde damit einen vielversprechenden Ansatz bieten, das
pharmakologische Spektrum fiir eine spezifische Blockade von nozizeptiven Fasern zu

erweitern.

1.2 Das Perineurium als Diffusionsbarriere

1.2.1 Aufbau peripherer Nerven

Periphere Nerven stellen Biindel von Nervenfasern dar, die in verschiedene
bindegewebshaltige Hiillen eingebettet sind. Das Epineurium umhiillt den gesamten
Nerv und verbindet ihn mit seiner Umgebung. Das Innere des Nervens wird durch das
Perineurium in Faszikel, Nervenfaserbiindel, untergliedert. Einzelne Nervenfasern sind

von Endoneurium, einem zartem Bindegewebe, umgeben.*

Abbildung 1: Querschnitt eines peripheren Nervens

Periphere Nerven beinhalten 3 strukturgebende Lamellen: Endoneurium (EN),
Perineurium (PN) und Epineurium (EP) (Piria-Oviedo, Adv Anat Pathol 2008;15:147—
164)
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Eine besondere Bedeutung kommt in der vorliegenden Arbeit dem Perineurium zu. Es
nimmt die Funktion einer Diffusionbarriere ein (Perineuralscheide). Diese Scheide
besteht aus mehreren Lamellen flacher Perineuralzellen, die sich mit Lagen von

3637 Entscheidend fiir die Barrierefunktion sind

Kollagenfibrillen abwechseln.
abdichtende Verbindungen zwischen den Perineuralzellen, sog. Tight Junctions
(=Zonulae occludentes). Wihrend Lokalandsthetika problemlos das Perineurium
durchdringen konnen, ist dieses fiir polare und hydrophile Substanzen besonders von

groBBerem Molekulargewicht nahezu undurchdringlich.

1.2.2 Molekulare Struktur der Tight Junctions

Tight Junctions (TJs) sind Proteinkomplexe, an deren Aufbau drei verschiedene
molekulare Bausteine beteiligt sind: integrale Membranproteine
(=Transmembranproteine), zytoplasmatische Plaque-Proteine (=Adaptorproteine) und
Zytoskelettfilamente.*® Insgesamt sind mehr als 40 verschiedene Proteine bekannt, die
mit der Ausbildung von TJs assoziiert sind.”” Die Gruppe der Transmembranproteine
lasst sich in zwei grofe Familien, die der Claudine und die der TJ-assoziierten
MARVEL-Proteine (TAMPs), unterteilen.** Beiden ist der Aufbau aus jeweils vier
Transmembrandoménen gemeinsam. Zur Familie der TAMPs zéhlen Occludin,
Tricellulin und MarvelD3. Alle TAMPs besitzen eine sog. MARVEL-Proteindomine
(MAL [myelin and lymphocyte] and related proteins for vesicle trafficking and
membrane link).* Ein zusitzliches, von diesen beiden Familien strukturell
verschiedenes Transmembranprotein ist das junctional adhesion molecule (JAM).
1.2.2.1 Integrale Membranproteine

Occludin wurde 1993 als erstes Transmembranprotein der TJ-Familie entdeckt. Bei
einer GroBe von ca. 65 kDa besitzt es vier Transmembrandominen und zwei
extrazelluldre Schleifen. N- und C-Terminus der Aminosdurekette sind in Richtung
Zytoplasma gerichtet.* Die genaue Bedeutung von Occludin ist bis heute unklar. Die
Menge an Occludin korreliert positiv. mit dem Grad der TJ-Abdichtung in
verschiedenen epithelialen Zelllinien.* Bei Transfektion in L-Fibroblasten, die
natiirlicherweise keine TJs ausbilden, sind jedoch nur wenige kurze TJ-artige Stringe in
Gefrierbruchschnitten erkennbar.** TJs von embryonalen Stammzellen mit Occludin-

Defizit zeigen keine signifikanten morphologischen oder funktionellen



Einleitung

Abweichungen.”” In Occludin Knockout-Mausen finden sich unauffillig entwickelte
TJs, jedoch wurden komplexe Abweichungen im Phénotyp (z.B. Verringerung der
postnatalen Wachstumsrate, Gastritis) beobachtet.*® Vermutlich stellt Occludin also
nicht den Grundbaustein der TJs dar, besitzt aber eine akzessorische, modulierende
Funktion.

Auf der Suche nach weiteren Transmembranproteinen stie3 man 1998 auf die Familie
der Claudine. Furuse et al. gelang es, Claudin-1 und -2 als ca. 22 kDa grof3e Proteine zu
identifizieren.*” Heute sind bei Siugetieren 27 verschiedene Mitglieder der Claudin-
Familie bekannt.*® Diesen gemeinsam ist eine molekulare Struktur mit vier
Transmembrandominen und zwei extrazelluldren Schleifen. Die beiden extrazelluldren
Schleifen nehmen, vergleichbar mit den Zahnen eines Rei3verschlusses, Kontakt mit
den entsprechenden Proteinabschnitten benachbarter Zellenmembranen auf.*** Uber
das C-terminale Ende der Proteine ist eine Interaktion mit Plaque-Proteinen moglich.
Die Aminosiuresequenz der Claudine zeigt keine Ahnlichkeiten zu der von Occludin.*®
Claudine sind Schliisselelemente fiir Struktur und Funktion der TJs. Bei Transfektion
von Claudin-1 in L-Fibroblasten werden TJs induziert, deren Struktur in
Gefrierbruchschnitten stark dem TJ-Netzwerk in situ dhnelt.** Claudin-1 Knockout-
Maiuse sind nicht lebensfihig und sterben kurz nach Geburt durch transepidermalen
Fliissigkeitsverlust.”® Das AusmaB der ,,Abdichtung® von Epithelien durch TJs scheint
maBgeblich davon beeinflusst zu sein, welche Claudin-Isoformen exprimiert werden.*
Einige Vertreter der Claudine besitzen dabei ,,abdichtende* Eigenschaften, wie z.B.
Claudin 1, 3 oder 5. Andere Claudine formen parazelluldre Poren, die den Durchtritt
von Jonen und kleinen gelosten Substanzen erlauben.”’ Beispielsweise ist das
»durchldssige Claudin-2 vor allem im durchldssigen Epithel des proximalen
Nierentubulus zu finden und fehlt in den undurchlissigeren distalen Segmenten.’” Diese
verschiedenartige Funktionalitit wird durch die beiden extrazelluliren Schleifen der
jeweiligen Claudine bestimmt. Es wird angenommen, dass die groBere erste Schleife
ausschlaggebend fiir die parazelluldre Abdichtung und selektive lonenpermeabilitét ist.
Die zweite kleinere Schleife engt vermutlich den parazelluldren Spalt ein und stabilisiert

3 Von zusitzlicher

den Kontakt zwischen zwei benachbarten Zellmembranen.’
Bedeutung ist die Phosphorylierung der Claudine durch verschiedene intrazelluldre

Kinasen.*’ Beispielsweise fiihrt die Phosphorylierung von Claudin-1 durch die Mitogen-
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activated protein Kinase (MAP-Kinase) zu einer Verbesserung der Barrierefunktion,
vermutlich durch Insertion von Claudin-1 in die TJ>* Beim erblichen
Pseudohyperaldosteronismus Typ II fiihrt die mutierte Kinase WNK4 dagegen zu einer
vermehrten Phosphorylierung der Claudine 1-4 und zu einer erhdhten Chlorid-
Permeabilitit der Barriere.”> Die durch Proteinkinase A (PKA) vermittelte
Phosphorylierung von Claudin-3 fithrt zur Abschwichung der TJ-Barrierefunktion,
moglicherweise durch gestorten Einbau von Claudin-3 in TJ-Stringe.

Tricellulin zdhlt wie Occludin zur Familie der TAMPs. Es scheint besonders in
trizelluldren Kontakten von Bedeutung zu sein, kann in geringerem Ausmal} jedoch
auch an bizelluldren TJs angetroffen werden.”® Trizellulire Kontakte stellen sich
ultrastrukturell als eine Verlingerung der drei zusammenlaufenden bizelluldren TJs
nach basolateral dar. So wird eine vertikal orientierte Struktur aus drei TJ-Paaren und
einem zentralen ,Rohr gebildet. Diese zentrale Offnung erlaubt bei geringer
Expression von Tricellulin die Passage von Makromolekiilen, bei erhohter Tricellulin-
Expression wird der Durchtritt groBerer Molekiile blockiert.”'’

MarvelD3 stellt das ,,jiingste” Mitglied der TAMP-Familie dar. Es scheint mit Occludin
und Tricellulin tiberlappende Funktionen zu besitzen, kann deren Ausfall jedoch nur
teilweise kompensieren.”’ TAMPs treten sowohl untereinander als auch mit Vertretern
der Familie der Claudine in komplexe Wechselwirkungen und beeinflussen hierdurch
die Struktur der TJs.”®

Im Gegensatz zu Claudinen und den Vertretern der TAMPs weisen die junctional
adhesion molecules (JAMS) statt vier nur eine Transmembrandoméne auf. Sie gehdren
zur Immunglobulin-Superfamilie, bisher sind drei verschiedene JAMs bekannt. JAMs
scheinen nicht direkt fiir Permeabilitdtseigenschaften einer TJ verantwortlich zu sein,
sind aber fiir deren Bildung und Stabilisation von Bedeutung.**’

1.2.2.2 Plaque-Proteine und Zytoskelett

Plaque-Proteine befinden sich im Zytoplasma direkt unterhalb der TJ-Membran. Ein
grof3er Teil der Vertreter dieser TJ-Bausteine weist sog. PDZ-Doménen auf. Der Name
leitet sich von den Anfangsbuchstaben der ersten drei Proteine ab, in denen PDZ-
Doménen gefunden wurden: PSD95, Discs large und Zonula occludentes-1. PDZ-

Dominen stellen Module aus ca. 80-90 Aminosduren dar, welche durch Interaktion mit

spezifischen Sequenzen (PDZ-Bindemotiven) die Bindung an andere Proteine
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vermitteln. So werden die oben beschriebenen integralen Membranproteine in den
Aktin-Zytoskelettfilamenten verankert und es entsteht ein Proteingeriist durch
Verbindungen der Plaque-Proteine unterecinander. Neben dieser Funktion als
Geriistbausteine sind Plaque-Proteine an Signaltransduktionsprozessen an TJs beteiligt.
Durch bislang unklare Mechanismen scheint eine Beeinflussung von Genexpression

und Zellproliferation moglich.®

1.2.3 Raumliche Organisation und Funktion der Tight Junctions

Tight Junctions sind essentieller Bestandteil verschiedener epithelialer Gewebe und
erfiilllen im Wesentlichen zwei unterschiedliche Funktionen.

Als ,,Fence Function* bezeichnet man die Bildung einer strikten Grenze zwischen
apikaler und basolateraler Plasmamembran der Epithelzellen. Zonulae occludentes
schrinken die Lateraldiffusion von integralen Membranproteinen innerhalb der
Zellmembran ein. So wird eine Vermischung von Transmembranproteinen der apikalen
und basolateralen Abschnitte verhindert, was die Grundvoraussetzung fiir eine polare
Funktionalitit und Bauweise der Epithelien darstellt.

Von entscheidender Bedeutung fiir die vorliegende Arbeit ist die ,,Gate Function® oder
w»Barrier Function®“. TJs schrianken in unterschiedlichem Ausmal} die freie Diffusion
von Molekiilen durch den Interzellularspalt ein und regulieren so die parazelluldre
Passage hydrophiler Substanzen.***

Um die beschriebenen Funktionen erfiillen zu konnen, bilden TJs giirtelformige
Kontaktzonen zwischen den Membranen benachbarter Zellen aus. Die
Transmembranproteine einer Plasmamembran interagieren dabei sowohl untereinander
(cis-Interaktion) als auch mit den integralen Membranproteinen der angrenzenden Zelle
(trans-Interaktion).” Die Membranproteine sind zu mehreren Verschlussleisten
organisiert, welche als ,,TJ-strands* mithilfe der Gefrierbruchtechnik sichtbar gemacht
werden konnen.”® TJs sind hiufig Bestandteil sog. Haftkomplexe. Diese setzen sich von
apikal nach basal aus Zonula occludens, Zonula adhaerens und Desmosom zusammen.”®
In der vorliegenden Arbeit spielen TJs vor allem als Bestandteil der unter 1.2.4
beschriebenen Blut-Nerven-Schranke in peripheren Nerven eine wichtige Rolle. Im
Zusammenhang mit Schmerzen kommt ihnen dariiber hinaus u.a. auch als Bestandteil

des zentralen Korrelats dieser Barriere, der Blut-Hirn-Schranke, eine Bedeutung zu.
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Peripherere entziindliche Schmerzen fiihren tiber eine verdnderte Expression von TJ-
Proteinen (Claudin-3, Claudin-5, Occludin, ZO-1) zu einer erhohten Permeabilitdt der
Blut-Hirn-Schranke im ZNS und damit zu einer verbesserten Wirksamkeit von
systemisch applizierten Opioiden. Dieser Effekt scheint durch eine verminderte
Expression des transforming growth factor B (TGF-B) und dessen Rezeptor activin

receptor-like kinase-5 (ALKS5) vermittelt zu werden.®*

1.2.4 Tight Junctions in peripheren Nerven

Das Perineurium setzt sich aus einer duBleren Pars fibrosa mit mechanischer Funktion
und einer weiter innen gelegenen Pars endothelia zusammen. Letztere nimmt die
Funktion einer Diffusionsbarriere ein. Diese Perineuralscheide wird von mehreren
konzentrisch angeordneten Lagen flacher Perineuralzellen gebildet, zwischen denen
jeweils eine Schicht Kollagenfasern eingelagert ist. Jede Lamelle ist zu beiden Seiten
von einer Basalmembran umgeben.’® Entscheidend fiir die Barrierefunktion des
Perineuriums sind TJs, die zwischen den Perineuralzellen ausgebildet werden. In
immunhistochemischen Studien konnten Claudin-1 und -3, Occludin und ZO-1 als TJ-
Proteine im Perineurium nachgewiesen werden.”

Auch zwischen den Endothelzellen der endoneuralen Blutgefa3e sind TJs etabliert, hier
ist v.a. Claudin-5 von Bedeutung.®*® Perineurium und endotheliale Barriere bilden
zusammen die sog. Blut-Nerven-Schranke.®® Diese ist fiir die Aufrechterhaltung eines
konstanten endoneuralen Mikromilieus verantwortlich. In diesem spezialisierten milieu
inérieur iben Axone, assoziierte Schwannzellen und andere residente Zellen ihre
Funktion aus.®® Eine Fehfunktion der Barriere fithrt zu Odemen im Endoneurium und
macht die Bestandteile des peripheren Nervensystems anfillig fiir schédliche

Substanzen.®’

Nach Ligatur des N. ischiadicus bei Ratten konnte mittels
Féarbungsexperimenten ein Zusammenbruch und eine anschlieBende Wiederherstellung
der Blut-Nerven-Schranke nachgewiesen werden. Auf molekularer Ebene geht dies mit
Verlust und nachfolgender Regeneration der Tight Junction Proteine Claudin-1,
Claudin-5 und Occludin einher.®’

Innerhalb des endoneuralen Milieus sind TJs auch in Myelinscheiden der peripheren
Axone anzutreffen. Wihrend der Myelogenese werden markhaltige Axone im

peripheren Nervensystem mehrfach von Schwann-Zellen umwickelt. Durch

10



Einleitung

Kompaktierung der resultierenden membrandsen Schichten kommt es zur Ausbildung
der Myelinscheide, die der Isolation und der Verbesserung der Erregungsleitung des
Axons dient. Claudin-19 ist wesentlicher Bestandteil von TJs innerhalb dieser
Markscheide und triagt vermutlich zur Erfiillung der genannten Funktionen bei. So
konnten in  Claudin-19  Knockout-Méusen  Verhaltensabweichungen  und
Einschrankungen der Leitfdhigkeit von peripheren Nervenfasern nachgewiesen
werden.®® Innerhalb des ZNS nimmt Claudin-11 in Oligodendrozyten eine vergleichbare

Funktion ein.®

1.3 Offnung der perineuralen Barriere

1.3.1 Offnung des Perineuriums durch hypertone Lésung

Opioide fiihren im entziindeten Gewebe =zu einer deutlich ausgeprigteren
Antinozizeption als im nicht entziindeten.”’. Im nicht entziindeten Gewebe ldsst sich
jedoch durch Koinjektion eines Opioids und einer hypertonen Losung eine
antinozizeptive Wirkung erzielen.”*

Die Injektion einer hypertonen Losung (10 % NaCl oder Mannitol) und des selektiven
MOR-Agonisten DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-Enkephalin) an den N.
ischiadicus einer Ratte fiihrt ipsilateral fiir ca. vier Stunden zu einer erhdhten
Schmerzschwelle im  Pfotendrucktest (PPT/Paw-Pressure-Test), wobei die
Antinozizeption durch lokale Injektion von Naloxon vollstindig inhibierbar ist (siche
Abbildung 2A). Ebenso wirkt die perineurale Koinjektion von ProToxin-II mit 10 %
NaCl antinozizeptiv.”' Koinjektion der Substanzen mit 0,9 % NaCl bewirkt keine
Antinozizeption. Grund fiir die Wirksamkeit der Substanzen im entziindeten Gewebe
sowie bei Koinjektion mit 10 % NaCl ist die Offnung der perineuralen Barriere. Der
Farbstoff Meerrettichperoxidase (horse radish peroxidase, HRP) kann unter
Kontrollbedingungen nicht die Schranke des Perineuriums tiberwinden. Sowohl im
entziindeten Gewebe als auch nach Injektion einer hypertonen Losung 6ffnet sich die

Barriere und auch endoneurale Bestandteile werden angefirbt’**” (sieche Abbildung 2B).
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Abbildung 2: Offnung des Perineuriums durch lokale Injektion von 10 % NaCl

(A) Antinozizeptive Wirkung bei perineuraler Koinjektion von Opioiden und hypertoner
NaCl Losung. Am N. ischiadicus wurden iso- bzw. hypertone NaCl-Losung, DAMGO
und ein Antagonist (Naloxon) injiziert und die nozizeptiven Schwellen in den
Hinterpfoten vor und nach Injektion (*p < 0,05 ANOVA, n = 7) (B) Fdrbung mit
Meerrettich-Peroxidase: unter Kontrollbedingungen verhindert das Perineurium die
Anfdrbung des Nerveninneren (Pfeil). Bei Applikation 1 h nach lokaler Injektion von
10% NaCl gelangt der Farbstoff durch die gedffnete Barriere ins Nerveninnere.
(Rittner HL et al. Brain Behav Immun (2009) 23:548)

Molekulare Grundlage der Barrieredffnung bildet die Konzentrationsabnahme des Tight
Junction Proteins Claudin-1. Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte sowohl
immunhistochemisch als auch in Western Blot Untersuchungen eine
Konzentrationsabnahme von Claudin-1 nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl

nachgewiesen werden (siche Abbildung 3).
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Abbildung 3: Injektion von 10 % NaCl reduziert die Claudin-1 Konzentration.

(A) Immunfluoreszenz mit Claudin-1 (griin) und Kernfdrbung (DAPI, blau). Fdrbungen unter
Kontrollbedingungen sowie 60 min nach Injektion von 10% NaCl. (B) Reduzierte Claudin-1
Expression 30-60 min nach Injektion von 10% NaCl. Proteinbanden von Western Blots
wurden densitometrisch quantifiziert und das Verhdltnis zur Ladekontrolle p-Aktin bestimmt
(*p < 0,05, ANOVA, n = 4, IDV = Integrated Density Value). (Hackel et al. Proc Natl Acad
SciUSA. 2012 Jul 17;109(29))

1.3.2 Matrix-Metalloproteinase 9 als Mediator der Barriereo6ffnung

Die durch hypertone Losung induzierte Permeabilitit des Perineuriums ist ein
regulierter Vorgang, der sich spezifisch inhibieren ldsst. FEine zentrale
pathophysiologische Rolle kommt hierbei den Matrixmetalloproteinasen (MMPs) zu.
MMPs stellen eine Familie von Zink-abhéngigen Proteasen dar, von der beim
Menschen bislang 23 verschiedene Mitglieder bekannt sind. Neben dem Zink-haltigen
katalytischen Zentrum enthalten MMPs (mit Ausnahme von MMP7, 23 und 26) eine
Hemopexin-artige Doméne, die unter anderem als Erkennungs-Sequenz fiir Substrate
dient.”> MMPs werden als inaktive Vorstufen (Zymogene) von verschiedenen Zellen in
die extrazelluldre Matrix sezerniert. Dabei ist das aktive Zentrum durch Interaktion
seines Zinkatoms mit einem Cysteinrest des Propeptids blockiert. Die Dissoziation
dieses intramolekularen Cystein-Zink-bezeichnet und fiihrt zur Aktivierung der
MMPs.” Die zentrale Funktion der MMPs besteht in der Degradation von Bestandteilen
der extrazelluliren Matrix. Damit spielen sie beim Umbau von Geweben z.B. im

Rahmen der Wundheilungsprozesse eine wichtige Rolle und sind an der Entstehung
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verschiedener Erkrankungen wie Atherosklerose, Arthritis oder invasiven Tumoren

beteiligt.”
A B
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Abbildung 4: Offnung des Perineuriums durch MMP9-PEX.

(A) Matrix Metalloproteinasen (MMPs) enthalten neben dem aktiven, katalytischen
Zentrum die sog. Hemopexin-Domdne (PEX). (Murphy G et al. Ann Rheum Dis 2005
Nov,;64 Suppl 4) (B) Die periphere Koinjektion von MMP-9 PEX und dem
Opioidagonisten DAMGO fiihrt zu einem Anstieg der Pfotendruckschwelle im
Verhaltensexperiment. Die alleinige Injektion von DAMGO hat keinen
antinozizeptiven Effekt. Die Offnung des Perineuriums durch MMP-9 PEX erlaubt
DAMGO, zu seinem Wirkort vorzudringen (*p < 0,05, ANOVA, n = 6).

Die MMP9 (siche Abbildung 4) hat eine zentrale Bedeutung bei der Offnung des
Perineuriums. Der Effekt ist jedoch nicht von der Proteinase-Einheit abhingig, sondern
wird durch die Hemopexin-Doméine (MMP9-PEX) vermittelt. Durch Koinjektion einer
10 % NaCl-Losung und eines gegen MMP9-PEX gerichteten Antikorpers lésst sich die
antinozizeptive Wirkung von DAMGO aufheben.”' Durch perineurale Koinjektion von
MMP9-PEX (ohne hypertone Losung) zusammen mit DAMGO oder ProTx-II kann
ebenfalls ein dosisabhingiger Anstieg der nozizeptiven Schwellen ausgeldst werden
(siche Abbildung 4B). Auf molekularer Ebene filihrt die Injektion von MMP9-PEX wie

10 % NaCl zur Herabregulation von Claudin-1.""
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Molekularer Angriffspunkt von MMP9-PEX ist der low density lipoprotein receptor-
related protein 1 (LRP-1) Rezeptor. LRP-1 gehdrt zur low density lipoprotein (LDL)
Rezeptor Genfamilie. Deren Mitglieder fungieren als Scavenger-Rezeptoren und
ermoglichen die rezeptorvermittelte Endozytose verschiedener Molekiile. LRPs
beeinflussen z.B. iiber die Aufnahme von Chylomikronen-Remnants den
Cholesterinmetabolismus’ und sind durch die Resorption verschiedener Proteasen an
der Steuerung der proteolytischen Aktivitdt im extrazelluldren Milieu beteiligt.”® So
konnte die Internalisierung der beiden Proteasen tissue plasminogen activator (tPA)”’
und MMP9"® durch Interaktion mit LRP nachgewiesen werden. Daneben ist jedoch
auch eine Beeinflussung intrazelluldrer Signaltransduktionswege durch verschiedene
Liganden der LRP-Rezeptoren moglich. Interessanterweise fallen darunter z.T. auch
Substanzen, deren Endozytose durch LRP vermittelt wird. MMP9 interagiert iiber die
PEX-Domine mit LRP-1 und stimuliert durch eine verstarkte Phosphorylierung der
intrazelluldren Signalproteine Akt (Proteinkinase B) und extracellular-signal regulated
kinase (Erk) die Migration von Schwannzellen.” In embryonalen sensorischen
Nervenzellen fiihrt die Interaktion der rezeptorbindenden Domine von a2-
Makroglobulin mit LRP-1 zu einer verstirkten neurotrophischen Aktivitdt und zur
vermehrten Phosphorylierung von Erk.*® Endozytoseaktivitit und Einflussnahme auf
intrazelluldre Signalwege konnen durch Blockade von LRP durch das 39 kDa grofie
receptor-associated protein (RAP) aufgehoben werden.”*'™

In den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte eine Beteiligung von LRP-1 an der
Offnung des Perineuriums nachgewiesen werden. Immunhistochemische Firbungen
zeigen eine Kolokalisation von LRP-1 und Claudin-1 im Perineurium. Perineurale
Applikation von MMP9-PEX und DAMGO zusammen mit dem LRP-1 Antagonisten
RAP verhindert den antinozizeptiven Effekt, der bei Injektion von MMP9-PEX und
DAMGO zu beobachten ist.”!

1.3.3 Erk und Akt als potentielle intrazellulare Vermittler der

Barriere6ffnung durch MMP9

Ausgehend von den Vorarbeiten von Campana et al.”

wurde die Arbeitshypothese
aufgestellt, dass die Interaktion von MMP9-PEX und LRP-1 {iber eine verstirkte

Aktivierung (=Phosphorylierung) der intrazelluldren Signalproteine Erk und Akt (pErk
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und pAkt) zur Konzentrationsabnahme von Claudin-1 und damit zur Offnung der
perineuralen Barriere fiihrt. Diese Theorie wird durch Verhaltensexperimente mit dem
pErk-Inhibitor PD98059 gestiitzt. Der antinozizeptive Effekt, der bei peripherer
Koinjektion von 10% NaCl und DAMGO zu beobachten ist, wird durch die zusétzliche
Applikation von PD98059 aufgehoben.”’

Erk ist eine Serin/Threoninkinase und gehort zur Familie der mitogen-activated protein
Kinasen (MAPK). Die Phosphorylierung, d.h. Aktivierung, der MAPK geht im
Allgemeinen von verschiedenen extrazelluldiren Stimuli aus, die iiber Rezeptor-
Tyrosinkinasen, G-Protein-gekoppelte Rezeptoren oder eine Offnung von Ca**-Kanilen
zu einer Aktivierung von kleinen GTP-bindenden Proteinen (z.B. Ras) fiihren. Die
GTP-bindenden Proteine starten dann eine Phosphorylierungs-Kaskade. Dabei
aktivieren MAPK Kinase Kinasen (MAP3K, z.B. Raf) MAPK Kinasen (z.B. MEK), die
letztlich zur Phosphorylierung der verschiedenen MAPK (z.B. Erk) fiihren.! Der
resultierende pErk-Spiegel ergibt sich aus der Balance zwischen den beschriebenen
vorgeschalteten Kinasen und der Deaktivierung durch Phosphatasen. Da die
Phosphorylierung sowohl des Threonin- als auch des Tyrosin-Restes fiir die Aktivitét
von pErk notwendig ist, geniigt die Dephosphorylierung an einer Stelle zur
Inaktivierung. Dies geschieht u.a. durch sog. ,,dual specifity (threonine/tyrosine) protein
phaspatases® (DUSPs).** Dariiber hinaus wird der pErk-Spiegel auf verschiedenen
Ebenen durch Feedback-Mechanismen gesteuert: pErk phosphoryliert den GTP-
Austauschfaktor SOS, dadurch kommt es zur Desensibilisierung des GTP-bindenden
Proteins Ras fiir externe Stimuli.** Hyperphosphorylierung der MAP3K Raf durch pErk
fihrt zur verminderten Aktivierung der MAP2K MEK, daraus resultiert eine
verminderte Phosphorylierung von Erk.*® pErk vermittelt die Induktion seiner eigenen

Dephosphorylierung durch Aktivierung verschiedener Phosphatasen (z.B. DUSP6).”’
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Abbildung 5: Beeinflussende Faktoren der pErk Konzentration.
Ubersicht iiber Bestandteile der MAPK-Kaskade. +: Aktivierende Stimuli, -:

inhibitorische Stimuli. Genaue Erliuterungen siehe Text. Modifiziert nach White e al.!

PD98059 hemmt die vorgeschaltete mitogen-activated erk kinase (MEK). Da Erk 1 und
2 die einzigen bekannten Substrate der MEK darstellen, bedeutet eine MEK-Inhibition
eine spezifische Blockade der Aktivierung (=Phosphorylierung) von Erk.*®

Akt = Proteinkinase B (PKB) ist ebenfalls eine Serin/Threoninkinase, die vor allem
durch Phosphatidylinositol-3,4,5-triphosphat (PIP3), einen sekundéiren Botenstoff, der
durch die Phosphoinositid-3-Kinase (PI3K) generiert wird, aktiviert werden kann. Akt
ist an der Regulation einer Vielzahl von zelluldren Funktionen wie Proliferation,

Migration oder Differenzierung beteiligt.*’

1.3.4 Tissue-type plasminogen activator als potentieller Mediator
der Barriere6ffnung

Tissue-type plasminogen activator (tPA) ist eine Serinprotease, die in erster Linie fiir

ihre Beteiligung an der Fibrinolyse von Blutgerinnseln bekannt ist. Durch tPA wird das

im Blut zirkulierende Plasminogen zu Plasmin aktiviert, welches fibrinolytische

Aktivitit besitzt.” Gentechnologisch hergestelltes tPA (recombinant tissue-type
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plasminogen activator [rtPA], Alteplase) wird therapeutisch zur Auflésung von
Thromben  benutzt, insbesondere bei der Behandlung von  akuten
Schlaganfallpatienten.”’

Ebenso wie fiir MMPO ist fiir tPA ist eine Interaktion mit dem LRP-1 Rezeptor
beschrieben. In Studien an der Blut-Hirn-Schranke wurde eine Offnung dieser Barriere
durch Bindung von tPA an LRP-1 nachgewiesen.* Wie nach der Interaktion von
MMP9 und LRP-1 wird auch nach Interaktion von tPA und LRP-1 eine vermehrte
Phosphorylierung des Signalproteins Erk beobachtet.”*”> Ausgehend von diesen
Beobachtungen wurde die Vermutung angestellt, dass auch tPA durch Interaktion mit
LRP-1 zu einer Phosphorylierung von Erk und zur Offnung der perineuralen Barriere
filhren konnte. Ein groBer Vorteil vor dem Hintergrund einer klinischen Anwendung
wire, dass tPA bereits breite klinische Anwendung findet’!, die Substanz also schon

zugelassen und gut auf dem Markt verfiigbar ist.

1.4 Fragestellung der Promotion

Erstes Ziel der Promotionsarbeit ist es, intrazellulire Signalwege bei der Offnung des

Perineuriums darzustellen. Ausgehend von den Vorarbeiten von Campana’ lautet die

Arbeitshypothese, dass durch die Interaktion der MMP9-PEX Doméne mit dem LRP-1

Rezeptor die Phosphorylierung von Akt und Erk aktiviert wird. Um diese Vermutung zu

untersuchen, sollen folgende Fragen beantwortet werden:

* Kommt es nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl bzw. MMP9 zur verstérkten
Phosphorylierung von Akt und/oder Erk?

* In welchem Kompartiment peripherer Nerven (Perineurium oder Nerveninneres)
tritt die verstiarkte Phosphorylierung von Akt und/oder Erk auf?

¢ Kann die Abnahme des Claudin-1 Gehalts nach peripherer Injektion einer 10 %
NaCl-Losung durch den Erk-Inhibitor PD98059 blockiert werden?

Im zweiten Teil der Arbeit soll tPA als mdglicher medikamentdser Ansatz zur Offaung

der perineuralen Barriere untersucht werden:

* Ist nach perineuraler Injektion von tPA eine Konzentrationsabnahme von Claudin-1
zu beobachten? Welche tPA-Dosierung ist dazu notwendig? Kann der Effekt auch
durch enzymatisch inaktiviertes tPA erzielt werden?

* Ist nach perineuraler Injektion von tPA eine verstirkte Phosphorylierung von Erk zu

beobachten? Welche tPA-Dosierung ist dazu notwendig?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Fiir die durchgefiihrten Tierversuche wurden méannliche Wistar-Ratten mit einem
Gewicht von 180 — 220 g verwendet. Die Ratten wurden unter kontrollierten
Bedingungen im Tierstall des Zentrums fiir operative Medizin, Oberdiirbacher Str. 6,
97080 Wiirzburg gehalten. Bei einem 12 h Tag - 12 h Nacht-Rhythmus und
Raumtemperatur (20 — 25° C) hatten die Tiere freien Zugang zu Wasser und
Standardtrockenfutter. Alle Eingriffe wurden unter Kurznarkose mit Isofluran
durchgefiihrt. Die Genehmigung fiir die Tierversuche wurde von der zustindigen

Tierschutzbehorde erteilt.

2.2 Verwendete Gerate und Materialien

* Geriite:

Bezeichnung: Hersteller:
Blotkammer Fast Blot B44 Biometra
Chemilumineszenzdetektor FluorChem FC2 Alpha Innotech
Deckgléser Hartenstein
Inkubator Steri-Cult 2000 Forma Scientific
Kryostat CM3050S Leica
Mikroskop BX51 Olympus
Mikrotiterplatten-Photometer Sunrise Tecan
Mikrowellplatten (96 well) Nunc
Nervenstimulator Stimuplex HNS12 B.Braun
Protran Nitrozellulosemembran Whatman
Objekttrager Histo Bond Marienfeld
Power Supply Peq Power E300 Peqlab
Ultraschall-Homogenisator HD 3080 Bandelin
Varipette Eppendorf
Blottingpapier Whatman
Zentrifuge Centrifuge 5418R Eppendorf

Tabelle 2: Verwendete Geriite
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*  Verwendete Chemikalien:
Bezeichnung:

Albumin Standardlésung

BCA Protein Assay Reagenz A+B
Complete Mini Proteaseinhibitor-Cocktail Tabletten
4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI)
Dimethylsulfoxid (DMSO)
Essigsdure

Ethanol

Ethylendiamintetraessigsdure (EDTA)
Formaldehyd 37 % Losung

Glycin

HCl

HEPES

Lumi Light Plus Western Blotting Kit
Methanol

NaCl

NaF

Paraformaldehyd

Phosphatgepufferte Salzlosung (PBS)
Rotiphorese Gel 30 (37,5:1)

Sodium Dodecyl Sulfat (SDS)

Steriles Wasser Aqua

Sucrose

Tetramethylethylendiamin (TEMED)
Tissue Tek O.C.T. Compound
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (TRIS)
Triton X-100

Tween 20

Vecta Shield Hard Set H-1400 Eindeckmedium
Tabelle 3: Verwendete Chemikalien
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Hersteller:
Thermo Scientific
Pierce

Roche

Roth
Sigma-Aldrich
AppliChem
Sigma-Aldrich
Roth

Merck
AppliChem
Merck
AppliChem
Roche
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma
Biochrom
Roth
Sigma-Aldrich
B.Braun
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sakura
AppliChem
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Vector
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Nicht aufgefiihrt sind mit Hilfe der gelisteten Chemikalien selbst angesetzte Losungen.
Auf diese soll an der Stelle ihrer jeweiligen Verwendung spiter einzeln eingegangen
werden.

* Inhibitoren und Enzyme:

Bezeichnung: Hersteller:

Actilyse (tPA) Boehringer Ingelheim
Non-enzymatic human tPA Molecular Innovations
MMP9 Calbiochem Merck
PD 98059 (pErk Inhibitor) Calbiochem Merck

Tabelle 4: Verwendete Inhibitoren und Enzyme

2.3 Perineurale Injektion

Unter Kurznarkose mit Isofluran wurden die Nn. ischiadici der Ratten mit Hilfe eines
Nervenstimulators (Stimuplex HNS12) in einer vergleichbaren Technik wie bei
Patienten aufgesucht. Eine an die Apparatur angeschlossene 22 G-Nadel wurde von der
Dorsalseite des Beines aus und distal des Os ischii durch Haut und oberflichliche
Faszien vorgeschoben. Unter Applikation von wiederholenden elektrischen Impulsen
mit einer Stirke von 0,4 mA wurde dann zunichst grob die Lokalisation des N.
ischiadicus aufgesucht. Die Ndhe zum Nerven war dabei durch die Plantarflexion der
Rattenpfote, synchron zu den Impulsen des Nervenstimulators, zu erkennen. Zur
Feineinstellung wurde anschliefend die Impulsstirke bis auf 0,2 mA reduziert und
dabei die Nadelposition bestimmt, an der der grofte Bewegungsausschlag zu
beobachten war. Je nach Versuchsaufbau wurden MMP9, 10 % NaCl-Losung, tPA oder
der Erk Inhibitor PD 98059 injiziert. Das gesamte Injektionsvolumen betrug dabei stets
300 pl. Nach Applikation der jeweiligen zu untersuchenden Substanzen und dem
Verstreichen einer vorher festgelegten Zeitspanne wurden die Ratten gemi dem
Tierschutzprotokoll durch intrakardiale Injektion von 300 pl T61 (Embutramid) getotet.
Die Nn. ischiadici wurden dann entnommen und fiir Western Blot oder

Immunhistochemie aufgearbeitet.

2.4 Western Blot

Beim Western Blot werden die Proteine der aufgearbeiteten Proben zunichst durch Gel-

Elektrophorese (SDS-PAGE) nach ihrer molekularen GroBe aufgetrennt. Im zweiten
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Schritt (,,Blotten”) werden sie auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen, wo die
Proteinbanden mit Hilfe von spezifischen Antikoérpern identifiziert werden konnen.
Dabei ist der Primédrantikdrper gegen ein Antigen des gesuchten Proteins gerichtet.
Enzymmarkierte Sekundérantikorper binden wiederum an den konstanten,
unspezifischen Teil des Primdrantikdrpers. Sie vermitteln eine Chemilumineszenz-

Reaktion und konnen die markierten Banden so sichtbar machen.

2.4.1 Probenaufarbeitung

Den Ratten entnommene Nn. ischiadici wurden direkt nach der Préparation in jeweils
500 pl Zytosol-Lysepuffer mit einem Protease-Inhibitor-Cocktail gegeben und mit Hilfe
von Fliissigstickstoff kryokonserviert. Zur weiteren Aufarbeitung wurden die Proben
wieder aufgetaut. Die Nerven wurden geschnitten, mit Hilfe von Mikropistilles
zerrieben, wiederholt durch eine 21 G Nadel aufgezogen und mittels Ultraschall
homogenisiert. Zur weiteren Verarbeitung wurden die Proben zunichst bei 4°C und 450
g fir 10 min zentrifugiert, um nicht geloste Gewebebestandteile vom
weiterverwendeten Uberstand abtrennen zu konnen. Dieser wurde fiir 1 h bei 20.000 g
erneut zentrifugiert, um die Proteine der Membran- und Zytosolfraktion voneinander zu
trennen. Der Uberstand wurde mit den enthaltenen zytosolischen Proteine abpipettiert
(Zytosolfraktion). Die im Pellet abgesetzten Membranproteine wurden durch Zugabe
von 50 ul Membran-Lysepuffer gelost (Membranfraktion). Fiir die nachfolgenden
Schritte (Proteinkonzentrationsbestimmung und Western Blot) wurde bei Claudin-1

Blots die Membranfraktion, bei Erk/Akt Blots die Zytosolfraktion verwendet™.

Zytosol-Lysepuffer: Membran-Lysepuffer:

* 120 mM NaCl * 25 mM HEPES pH 7,6
* 25 mM HEPES pH 7,6 e 2mM EDTA

e 2mM EDTA e 25 mM NaF

e 25 mM NaF * 1% SDS

* 1% Triton X
Tabelle 5: Zytosol-Lysepuffer und Membran-Lysepuffer; vor Benutzung wurden

Jjeweils 10 ml mit einem Protease-Inhibitorcocktail (complete mini) versehen.
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2.4.2 Trennung von Nerv und Nervenscheide

Fiir einige Experimente war zusitzlich eine Trennung von Nerv und Nervenscheide
notwendig. Nach Behandlung mit 300 pl 10 % NaCl wurden nach 0,5 h die Nn.
ischiadici der Ratten entnommen. Unter einem Mikroskop wurde mit Hilfe feiner
Pinzetten eine Auftrennung in Nerv und Nervenscheide vorgenommen. Die beiden
Kompartimente wurden dann getrennt wie unter 2.4.1 beschrieben aufgearbeitet und im

Western-Blot jeweils auf ihren Gehalt an pErk und Erk untersucht.

2.4.3 Bestimmung der Proteinkonzentration (BCA Assay)

Prinzip des BCA Assays:

Im Rahmen der Biuretreaktion entstehen in einer alkalischen, kupferhaltigen Umgebung
bei Zugabe von Proteinen quantitativ einwertige Kupferionen (Cu"). Bicinchoninséure
(BCA) bildet mit Cu" einen violetten Komplex (siche Abbildung 6), dessen Menge bei
einer Wellenlinge von 562 nm photometrisch bestimmt werden kann °*. Hintergrund
und Ziel der Proteinquantifizerung ist es, in der folgenden Gelelektrophorese fiir jede
Probe eine gleiche Menge an Proteinen auftragen zu konnen. Erst damit wird es
moglich, Aussagen iliber den Konzentrationsverlauf bestimmter Eiweilmolekiile zu
treffen.

Protein + Cu'2 — %=, oyt

-0o¢ ON "O coo-
Cu‘1

Cu'+BCA ———>

“0oc ON NO

BCA — Cu"! complex
Abbildung 6: Bildung eines violetten Komplexes durch BCA und Cu' aus der
Biuretreaktion. (Smith et al. Analytical Biochemistry 150, 76-85 (1985))

Protokoll:

Zur Ermittlung der Proteinkonzentration in der Zytosolfraktion wurden 10 ul der
aufgearbeiteten Proben zunichst mit Zytosol-Lysepuffer im Verhiltnis 1:10 verdiinnt.
Analog wurden 5 pl der Membranfraktion mit Membran-Lysepuffer im Verhéltnis 1:20

verdiinnt. Auf einer 96-well Mikrotiterplatte wurden dann in je drei
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nebeneinanderliegende Népfchen jeweils 25 pl einer verdiinnten Probe pipettiert. Im
nichsten Schritt wurden dazu je 200 pl des BCA Protein Assay Reagenz gegeben.
Dessen Losungen A und B wurden im Verhdltnis 1:50 angesetzt. Nach einer
Inkubationszeit von 30 min bei 37°C wurde die Absorption bei 562 nm mit einem
Photometer gemessen. Parallel wurde mit Hilfe einer Standardlosung von bovinem
Serumalbumin (BSA) eine Eichgerade erstellt, anhand derer die Proteinkonzentration

der Lysate ermittelt werden konnte.

2.4.4 SDS-Gelelektrophorese

Prinzip der SDS-Gelelektrophorese:

Ziel der Sodiumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) ist es,
Proteine nach ihrer molekularen Grofe aufzutrennen. Das anionische Detergenz SDS
nimmt dabei eine Schliisselrolle ein. Zum einen fiihrt es durch Storung der
Wasserstoftbriickenbindungen zu einem Aufbruch der Sekundér- und Tertidrstruktur
der Proteine. Damit diese Denaturierung vollstindig erfolgt, werden die Proben
zusitzlich auf ca. 95°C erhitzt und mit B-Mercaptoethanol vermischt, welches zusitzlich
Disulfidbriicken aufzubrechen vermag. Zum anderen besitzt SDS eine sehr starke
negative Ladung und bindet in einem festen Verhéltnis an Proteine (ein Molekiil SDS
auf zwei Aminosédurereste, pro 1 g Protein binden ca. 1,4 g SDS). Dadurch werden die
unterschiedlichen Ladungen der verschiedenen Proteine maskiert und die Molekiile
stattdessen mit einer weitgehend einheitlichen negativen Ladung versehen.

Zur Auftrennung werden die denaturierten Proben in die Taschen eines
Polyacrylamidgels geladen. Bei angelegter Spannung wandern die SDS-markierten
Proteine einheitlich in Richtung Anode und werden zundchst im Sammelgel
konzentriert. Das folgende Trenngel hat eine Siebfunktion inne. Je kleiner die
Proteinmolekiile, desto leichter fillt es ihnen, sich durch die Gelporen zu bewegen und
umso hoher ist ihre Wanderungsgeschwindigkeit. Um die Proteinmasse spiter ablesen
zu konnen, wird zusitzlich ein Marker mit angefarbten Standardproteinen bekannter
Grofe aufgetragen.

Protokoll der SDS-Gelelektrophorese:

Zur Beladung einer Geltasche wurde jeweils das Volumeniquivalent von 10 ug Protein

einer Probe mit Zytosol-Lysepuffer (Zytosolfraktion) bzw. Membran-Lysepuffer
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(Membranfraktion) und Ladepuffer auf ein Gesamtvolumen von 15 ml aufgefiillt. Das
Verhiltnis des Ladepuffers zum Gesamtvolumen war dabei 1:5. Das Gemisch wurde
fiir ca. 5 Minuten bei 95°C erhitzt. Sammel- und Trenngel wurden entsprechend den
Angaben in Tabelle 6 selbst hergestellt und in eine mit Elektrophoresepuffer gefiillte
Kammer gesetzt. Je 15 pl der Proben wurden mit Hilfe einer Hamilton-Spritze in die
Geltaschen eingefiillt. Um die Proteine im Sammelgel zu konzentrieren wurde in
Experimenten mit Proben der Zytosolfraktion zunéchst fiir ca. 15 Minuten eine
Spannung von 90 V angelegt bis die Lauffront im Trenngel angekommen war. Dort lief
die Elektrophorese ca. 90 Minuten bei 120 V bis die unterste angefarbte Bande des
Markers das Ende der Kammer erreicht hatte. Analog wurde bei Experimenten mit
Proben der Membranfraktion zunichst fiir ca. 45 Minuten eine Spannung von 50 V

angelegt, die dann fiir etwa 120 Minuten auf 100 V erhoht wurde.

Elektrophoresegel:
Material: Sammelgel 12% Trenngel
H,0 2,85 ml 3,35 ml
3M TRIS pH 8,8 - 2,5 ml
0,5 M TRIS pH 6,8 1,25 ml -
10% SDS 50 ul 100 pl
Acrylamid 850 ul 4ml
10% APS 50 ul 100 pl
TEMED 5ul S5ul
Tabelle 6: Zusammensetzung des Elektrophoresegels
Elektrophoresepuffer: Ladepuffer (5x):
e 25 mM Tris * 62,5mM Tris pH 6.,8
* 192 mM Glycin e 2% SDS
* 0,1% SDS * 10 % Glycerol
* 1% MSH

* 1 % Bromphenolblau
Tabelle 7: Elektrophoresepuffer und Ladepuffer
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2.4.5 Proteintransfer durch Western Blot

Beim eigentlichen ,Blotten” werden die Proteine durch eine senkrecht zum
Polyacrylamidgel angelegte Spannung auf eine Nitrocellulosemembran {ibertragen.
Nach dem semi-dry Verfahren werden vier Whatman-Papiere, eine

Nitrocellulosemembran und das Polyacrylamidgel nach folgendem Schema

zusammengesetzt:
@ Kathode

2 Whatmman-Papiere
=0 e
E [ ] Acrylamid-Gel
."é Nitrocellulose-Membran
B
Z
3 .
= 2 Whatman-Papiere

YV @ Anode

Abbildung 7: Schemazeichung des Semi-Dry Systems

Vor Zusammenbau des Systems wurden dabei Whatman-Papiere und
Nitrocellulosemembran fiir ca. 5 Minuten in Semi-Dry Puffer eingeweicht. Der Transfer
wurde bei einer Spannung von 15 V und einer Stromstirke von 0,2 — 0,4 A tiiber 90
Minuten durchgefiihrt.

Semi-Dry Puffer (1x):

* 192 mM Glycin

¢ 25 mM Tris

* 20 % Methanol

Tabelle 8: Semi-Dry Puffer

2.4.6 Coomassie-Farbung
Durch die Anfirbung mit Coomassie-Blau konnen Proteinbanden im Polyacrylamidgel

sichtbar gemacht werden und so eine erste Aussage zur Proteinquantifizierung getroffen
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werden. Der Farbstoff bindet dabei unspezifisch und reversibel an basische Seitenketten
der Aminoséuren.

Die Polyacrylamid-Gele wurden zunéchst fiir 10 Minuten mit Coomassie-Blau
angefarbt, anschliefend 15 Minuten in eine Entfarbelosung gegeben. Die Entfarbung
wurde dann iiber Nacht mit Aqua dest. fortgefiihrt und die Gele am nichsten Tag

abfotografiert.

Coomassie Blau (0.5 1): Entfédrbelosung:

* Serva-Blau G250 1,25 g * Essigsdure 10 %
* Isopropanol 227 ml * Methanol 30 %
* Aquadest. 227 ml * Aqua dest. 60 %

* Essigsdure 46 ml
Tabelle 9: Coomassie Blau und Entfiirbelosung

2.4.7 Immundetektion

Prinzip der Immundetektion:

Die  Immundetektion dient der  Visualisierung  spezifischer, auf die
Nitrocellulosemembran iibertragener Proteinbanden. Dabei wird zunichst ein
Primérantikorper eingesetzt, der direkt an ein Antigen des gesuchten Proteins bindet.
Dieser Komplex wird mit Hilfe eines Sekundérantikorpers sichtbar gemacht, der an den
Fc-Teil des Primérantikorpers bindet und an den ein farbgebendes Enzym, z.B.
Meerrettichperoxidase (HRP, horseradish peroxidase) gekoppelt ist. HRP setzt die
Substanz Luminol in ihre oxidierte Form um, deren Chemilumineszenz durch
zusitzliche Geréte detektiert werden kann. Im verwendeten ECL-Gemisch ist Luminol
in Losung I enthalten. Damit die beschriebene Reaktion ablaufen kann, ist zusitzlich die
H,0s-haltige Losung II erforderlich. Um eine unspezifische Bindung der
Primérantikdrper zu verhindern, miissen die entsprechenden Bindungsstellen mit Hilfe
einer Blockierlosung abgesittigt werden.

Protokoll der Imnmundetektion:

Nach erfolgtem Membrantransfer wurde das Polyacrylamidgel wie oben beschrieben
mit Coomassie-Blau angefarbt. Mit der Nitrocellulosemembran wurden nacheinander

folgende Arbeitsschritte durchgefiihrt:
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Dauer: Vorgang:

5 min Waschen mit TBS-Tween

60 min Blockieren mit ca. 40 ml Blockierldsung bei Raumtemperatur (RT)
5 min Waschen mit TBS-Tween

Uber Nacht Inkubation mit dem Primérantikorper bei 4°C

3 x 10 min Waschen mit TBS-Tween

90 min Inkubation mit Sekundarantikdrper in Blockierlosung bei RT

3 x 10 min Waschen mit TBS-Tween

Tabelle 10: Arbeitsschritte der Immundetektion

TBS-Tween : Blockierlosung:

e 10 mM Tris e 2,5% BSA

* 150 mM NaCl * 2,5 % Milchpulver

* 0,1 % Tween-20 * in TBS-Tween gelost

Tabelle 11: TBS-Tween und Blockierlosung

Die verwendeten Primér- und Sekundérantikorper wurden dabei nach dem in Tabelle 12
und 13 dargestellten Schema angesetzt. AnschlieBend wurde die Membran in einer
Mischung der ECL-Losungen I und II des Lumi Light Plus Western Blotting Kit
(Roche) mindestens eine Minute inkubiert. Die lumineszierenden Banden wurden mit
dem FluorChem 2 System (Alpha Innotech) fotografiert.

Um quantitative Aussagen zum Konzentrationsverlauf der Proteine nach Behandlung
treffen zu konnen, war es zusitzlich notwendig, Banden von unbeteiligten Proteinen zur
Ladekontrolle zu bestimmen. Nach Auswertung der Banden, die durch das erste Set von
Primér- und Sekundirantikorper sichtbar gemacht wurden, wurden dazu die
Arbeitsschritte der Immundetektion mit einem zweiten Set von Primér- und
Sekundérantikdrper wiederholt. Als Ladungskontrolle fiir Erk, Akt und deren
phosphorylierte Formen diente dabei die Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
(GAPDH). Als Ladekontrolle fiir Claudin-1 wurde -Aktin verwendet.
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Antigen:
Akt

B-Aktin

Claudin-1

GAPDH

p44/42 MAPK (Erk1/2)

Phospho-Akt

Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
(Thr202/Tyr204)

Primérantikorper:

Polyklonaler AK Kaninchen

Cell Signaling #9272

1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween
Monoklonaler AK Maus

Sigma #A5441

1:10.000 in 5 % BSA in TBS-Tween
Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #51-9000

1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween
Monoklonaler AK Maus

Millipore #MAB374

1:2000 in 5 % BSA in TBS-Tween
Polyklonaler AK Kaninchen

Cell Signaling #9102

1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween
Polyklonaler AK Kaninchen

Cell Signaling #9271

1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween
Polyklonaler AK Kaninchen

Cell Signaling #9101

1:1000 in 5 % BSA in TBS-Tween

Tabelle 12: Verwendete Primdirantikorper
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Als Sekundirantikdrper wurden fiir die zugehdrigen Primérantikorper verwendet:

Primérantikorper: Sekundérantikorper:
Akt, Anti-Kaninchen IgG
p44/42 MAPK (Erk1/2), GE Healthcare #NA934
Phospho-Akt, 1:2000 in Blockierlosung
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2)
B-Aktin Anti-Kaninchen IgG

GE Healthcare #NA9310

1:3000 in Blockierlosung
Claudin-1 Anti-Kaninchen IgG
Roche Lumi-Light WB Kit #2015218
1:1000 in Blockierlosung
GAPDH Anit-Maus IgG
GE Healthcare #NA9310
1:3000 in Blockierlosung

Tabelle 13: Verwendete Sekundirantikorper

2.4.8 Densitometrie

Das Verfahren der Densitometrie wurde zur semiquantitativen Analyse der Western
Blots eingesetzt. Dabei wird computergestiitzt die optische Dichte (Integrated Density
Value, IDV) von Proteinbanden bestimmt, die in linearem Zusammenhang mit der
vorhandenen Proteinmenge steht.

Die densitometrischen Analysen der Proteinbanden wurden mit der Software Alpha
View (Alpha Innotech) durchgefiihrt. Es wurde nach dem Schema IDV(Protein X)/IDV
(Ladekontrolle) stets das Intensitdtsverhéltnis zwischen einer Bande des zu

untersuchenden Protein X und der zugehdrigen Ladungskontrolle errechnet.
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2.5 Immunfluoreszenzfarbung

2.5.1 Probenaufarbeitung

Entnommene Nn. ischiadici wurden direkt nach der Préparation in Tissue Tek eingelegt.
Mit Hilfe von 21 G Nadeln wurden sie in Langsrichtung ausgestreckt und so in einem
zylindrischen Plastikgefaf3 fixiert. Anschliefend wurden die Proben in Fliissigstickstoff
kryokonserviert.

Am Kryostaten CM3050S (Leica) wurden 7 um dicke Querschnitte der Nerven
angefertigt und auf Histo Bond Objekttrager (Marienfeld) iibertragen. Die Schnitte

wurden bis zur Farbung bei -20°C aufbewahrt.

2.5.2 Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz

Das Grundprinzip der indirekten Immunfluoreszenz dhnelt dem der Western Blot
Untersuchungen. Die angefertigten Schnitte werden zundchst mit einem
Primérantikorper inkubiert, der gegen ein Antigen des gesuchten Proteins gerichtet ist.
Um diesen Komplex sichtbar zu machen, wird in einem zweiten Schritt ein
fluoreszierender Sekundirantikorper eingesetzt. Die Technik der indirekten
Immunfluoreszenz hat gegeniiber dem Western Blot den Vorteil, dass zusitzlich
Aussagen tiber die Lokalisation der vermuteten molekularen Prozesse getroffen werden

konnen.

2.5.3 Protokoll der Claudin-1 Farbung

Zunichst wurden die Schnitte 10 min mit Aceton bei 4°C fixiert. Nach einem
Waschvorgang iiber 10 min mit phosphatgepufferter Salzlosung (PBS) wurden sie 120
min mit 1 % Triton X-100 permeabilisiert. Die Proben wurden anschlieBend erneut mit
PBS gewaschen (20 min) und 60 min mit 3 % BSA und 1 % Normalem Ziegenserum
(NGS) geblockt. Danach erfolgte die Inkubation mit dem Primédrantikorper (siche
Tabelle 14) liber Nacht bei 4°C. Am néchsten Tag wurden die Schnitte zuerst mit PBS
gewaschen (30 min), dann 60 min mit dem Sekundarantikorper (siche Tabelle 14) bei
Raumtemperatur inkubiert. Zur Gegenfiarbung der Zellkerne wurden die
Nervenquerschnitte 10 min mit 4',6-Diamidin-2-phenylindol (DAPI) behandelt. Sie
wurden nachfolgend 40 min in PBS gewaschen und abschlieBend mit Vecta Shield
Mounting Medium eingedeckt. Die Lagerung der fertigen Farbungen erfolgte bei 4°C.
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Verwendete Antikorper:

Primérantikdrper: Polyklonaler AK Kaninchen
Claudin-1 Invitrogen #51-9000

1:100 in PBS
Sekundérantikorper: Polyklonaler AK Esel anti-Kaninchen
Alexa Fluor 488 Invitrogen #A-21206

1:600 in PBS

Tabelle 14: Verwendete Antikorper der Claudin-1 Firbung

2.5.4 Fotodokumentation der immunhistochemischen Farbungen

Die Fiarbungen wurden am Mikroskop BX51 (Olympus) durchgesehen und bewertet.
Die Fotodokumentation erfolgte mit Hilfe der Software cellSens Dimension (Olympus).
Beim Anfertigen der Aufnahmen wurden identische Belichtungszeiten gewéhlt, um die

Féarbungsintensititen verschiedener Schnitte vergleichen zu kdnnen.

2.6 Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente wurden von Frau Dr. rer. nat. Dagmar Hackel durchgefiihrt.
Die Ratten wurden zunichst iiber 4 Tage an den Versuchsautbau gewohnt (Handling).
Entsprechend dem jeweiligen Versuchsprotokoll wurden die zu untersuchenden
Substanzen perineural injiziert und anschlieBend iiber die Messung der
Pfotendruckschwelle (im Paw Pressure Test, PPT) das Schmerzverhalten der Tiere
bestimmt. Der PPT wurde nach Randall und Selitto *° durchgefiihrt. Dabei wurde iiber
ein Algesiometer (Ugo Basile) mit einem Stempel zunehmender Druck auf die
Dorsalseite einer Rattenpfote ausgeiibt. Die Pfotendruckschwelle entspricht dem Wert
(Angabe in g), bei dem die Ratte ihre Pfote zurlickzieht. Um strukturelle Schiden zu
vermeiden, wurde das Gewicht auf maximal 250 g begrenzt. Die Pfotendruckschwelle

wurde im Abstand von 10 s dreimal bestimmt und anschlieend ein Mittelwert gebildet.
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2.7 Verwendete Software

Tabelle 15 zeigt die verwendete Software.

Verwendung: Software: Hersteller:

BCA Protein Assay Magellan V5.01 Tecan
Densitometrie Alpha View Alpha Innotech
Immunfluoreszenzaufnahmen  cellSens Dimension Olympus

Grafik Sigma Plot 11.0 Systat Software Inc.
Literaturrecherche Endnote X4.0.2 Thomson Reuters
Statistik Microsoft Excel 2003 Microsoft

Statistik Sigma Stat 3.5 Systat Software Inc.
Textverarbeitung Microsoft Word 2011 Microsoft

Tabelle 15: Verwendete Software

2.8 Statistik und Versuchsauswertung

Die statistische Auswertung der erhobenen Daten erfolgte durch die Programme Sigma
Stat 3.5 (Systat Software Inc.) und Excel 2003 (Microsoft). Die grafische Darstellung
der Ergebnisse erfolgte durch das Programm Sigma Plot 11.0 (Systat Software Inc.).
Dabei sind in den verwendeten Grafiken jeweils Mittelwert = Standardfehler (SEM)
abgebildet. Die densitometrischen Werte der Western Blot Analysen wurden an der
jeweils zugehorigen Ladekontrolle normalisiert.

Fiir den statistischen Vergleich zweier voneinander unabhéngiger Gruppen wurde bei
erfillter Normalverteilung und Varianzgleichheit der t-Test fiir zwei unverbundene
Stichproben durchgefiihrt.

Bei multiplen Messungen mit mehr als zwei Gruppen wurde zur Versuchsauswertung
eine Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of variance) durchgefiihrt. In Abhéngigkeit
vom betreffenden Experiment wurde die One-way- oder Two-way-ANOVA verwendet.
Bei Feststellung eines signifikanten Effekts wurde zur post-hoc Analyse die Student-
Newman-Keuls oder die Dunnet Methode verwendet. Bei einem Signifikanzniveau von

p < 0,05 wurden die Ergebnisse als statistisch signifikant bewertet.
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3 Ergebnisse

In den Vorarbeiten der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die perineurale
Injektion von 10 % NaCl zur Abnahme des Claudin-1 Gehalts und damit zur Offnung
der perineuralen Barriere fiithrt. Diese Wirkung wird {iber die Freisetzung der MMP9
vermittelt, welche durch Interaktion mit dem LRP-1 Rezeptor intrazelluldre
Signaltransduktionsprozesse beeinflusst. Um diese Signalwege genauer verstehen zu
konnen, wurden Phosphorylierungsstudien der Signalproteine Akt und Erk unter

verschiedenen Versuchsbedingungen durchgefiihrt.

3.1 Beeinflussung der Erk-Phosphorylierung

3.1.1 Phosphorylierung von Erk und Erk-Expression nach Injektion
von 10 % NacCl

Im ersten Arbeitsschritt sollte der Konzentrationsverlauf von Erk und pErk nach
Injektion von 10 % NaCl untersucht werden. Nach perineuraler Injektion der
hypertonen Kochsalzlosung kam es iiber einen Zeitraum von 5-120 min zu einer
verstarkten Phosphorylierung von Erk (pErk). Die Gesamtkonzentration des
Signalproteins Erk blieb iiber den Untersuchungszeitraum unverindert (siche Abbildung

8).
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Abbildung 8: Erhohte Phosphorylierung von Erk nach Injektion von 10 % NaCl.

(A) Darstellung eines exemplarischen Western Blots zur Untersuchung des Konzen-
trationsverlaufs von Erk und pErk nach lokaler Injektion von 10 % NaCl. Bei
gleichbleibender Gesamtkonzentration von Erk kommt es 5-120 min nach Injektion zu
einer verstirken Phosphorylierung zu pErk. (B) Densitometrische Analyse der pErk
Proteinbanden. Es zeigt sich eine signifikant vermehrte Phosphorylierung nach 10 min,

60 min und 120 min (*p < 0.05, ANOVA, n = 3).

3.1.2 Lokalisation der Erk-Phosphorylierung

Im néchsten Schritt wurde untersucht, in welchem Gewebe des Nervens die verstirkte
Erk-Phosphorylierung erfolgt. Dazu wurde 30 min nach Injektion von 10 % NaCl an
den N. ischiadicus eine mechanische Trennung von Nerv und Nervenscheide
vorgenommen (siche 2.4.1). Die Western Blot Untersuchungen (siche Abbildung 9)
zeigten, dass eine vermehrte Phosphorylierung von Erk zwar in der Nervenscheide,
nicht jedoch im Nerveninneren stattfand. Die Gesamtkonzentration von Erk blieb in

beiden Kompartimenten unverindert.

35



Ergebnisse

A B
30 min nach
10 % NaCl
P N P N 20 *
a
pErk 1/2 o
42/44 kDa < 15 1
Q
<
GAPDH e g g— Lg_
37 kDa — 1.0 1
>
@)
Erk 1/2 ©
42/44 kDa 2 0.5 1
®
37 kDa 0.0 4

P N P N

30 min nach
10 % NaCl
Abbildung 9: Verstirkte Phosphorylierung von Erk im Perineurium nach Injektion
von 10 % NaCl.
Das Perineurium (P) wurde vom Nerven (N) bei unbehandelten Ratten und 30 min nach
Behandlung mit 10 % NaCl getrennt. (A) Western Blot zur Analyse der pErk-und Erk-
Konzentration in den getrennten Kompartimenten. (B) Densitometrische Analyse der
Proteinbanden. Nur im Perineurium ist eine vermehrte Phosphorylierung zu beobachten

(*p < 0.05, ANOVA, n = 4).

3.1.3 Phosphorylierung von Erk und Erk-Expression nach MMP9-
Injektion

Entsprechend der Arbeitshypothese wurde angenommen, dass die Injektion von 10 %
NaCl zur Freisetzung von MMP?9 fiihrt. Uber eine Interaktion der MMP9-PEX Domine
mit dem LRP-1 Rezeptor konnte eine verstirkte Phosphorylierung von Erk vermittelt
werden. Passend zu dieser Hypothese wurde wie nach Injektion von 10 % NaCl auch
nach perineuraler Injektion von MMP9 eine verstirkte Phosphorylierung von Erk
beobachtet (siche Abbildung 10). Der maximale Effekt trat dabei 60 min nach Injektion
auf, 120 min nach Injektion war die verstirkte Erk-Phosphorylierung wieder riicklaufig.

Die Erk-Gesamtkonzentration im Nerven blieb unverdndert.
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Abbildung 10: Verstirkte Phosphorylierung von Erk nach lokaler Injektion von
MMPY.

(A) Exemplarischer Western Blot zur Untersuchung des Konzentrationsverlaufs von
Erk und pErk nach lokaler Injektion von MMP9. Wihrend die Gesamtkonzentration
von Erk unverdndert bleibt, zeigt sich eine vorriibergehend erhéhte Phosphorylierung
von Erk. (B) Densitometrische Analyse der pErk Proteinbanden. Es zeigt sich eine
vermehrte Phosphorylierung mit einem Maximum des Effekts 60 min nach Injektion.

120 min nach Injektion ist der Effekt riickldufig (*p < 0,05, ANOVA, n = 6).
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3.1.4 Verhinderung der Abnahme von Claudin-1 durch MEK-
Inhibition

Um die Relevanz der Erk Phosphorylierung in vivo zu untersuchen, wurden
Verhaltensexperimente an Ratten unter zusétzlicher Verwendung des MEK1-Inhibitors
PD98059, der so die Phosphorylierung von Erk verhindert, von Frau Dr. rer. nat.
Dagmar Hackel durchgefiihrt (siche Abbildung 11). Der antinozizeptive Effekt, der bei
peripherer Koinjektion von 10 % NaCl und DAMGO zu beobachten war, wurde durch
die zusitzliche Applikation von PD98059 aufgehoben. Ab einer applizierten Dosis von
10 pg PD98059 wurde im Vergleich zur alleinigen Injektion von 10 % NaCl und
DAMGQO ceine signifikante Reduktion der Pfotendruckschwelle beobachtet. Dabei wird
angenommen, dass die Injektion von 10 % NaCl iiber den pErk-Signalweg zur
Abnahme des Claudin-1 Gehalts und damit zur Offnung der perineuralen Barriere fiihrt.
So ist es dem Opioidagonisten DAMGO moglich, zu seinem Wirkort vorzudringen.
Wird die Phosphorylierung von Erk durch PD98059 verhindert, bleibt die Barriere

geschlossen und der antinozizeptive Effekt entfallt.
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Abbildung 11: MEKI-Inhibition reduziert den antinozizeptiven Effekt von 10 % NaCl +

DAMGO.

Periphere Koinjektion von 10% NaCl und DAMGO fiihrt zu einem Anstieg der
Pfotendruckschwelle. Dieser Effekt wird durch die zusdtzliche Injektion des MEK I-Inhibitors

PD98059 aufgehoben. Eine signifikante Wirkung besteht bei der applizierten Dosis von 10

ug und 30 ug PD98059 (*p < 0.05, ANOVA, n = 6).
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In Ubereinstimmung mit den Verhaltensexperimenten blockierte PD98059 auf

molekularer Ebene vollstindig die Konzentrationsabnahme von Claudin-1 nach

Injektion von 10 % NaCl. So war 60 min nach perineuraler Applikation von 10 % NaCl

und PD98059 im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle kein signifikanter Unterschied
des Claudin-1 Gehalts festzustellen (siche Abbildung 12).

Claudin-1
22 kDa

B-Aktin
42 kDa

Kontrolle 60 min 10 % NaCl
+ PD 98059

relative IDV
(Claudin-1/B-Aktin)

16

0.8 ;

0.4 -

0,0 -

1.2 -

Kontrolle

60 min 10 % NaCl
+ PD 98059

Abbildung 12: MEKI-Inhibition blockiert die Abnahme des Claudin-1 Gehalts nach

Injektion von 10 % NaCl.

(A) Western Blot zur Analyse des Claudin-1 Gehalts nach Injektion von 10 % NaCl

zusammen mit PD98059. Es ist keine Intensitdtsverdnderung der Banden erkennbar.

(B) Die densitometrische Analyse der Proteinbanden ergibt keine signifikante

Anderung des Claudin-1 Gehalts (p > 0,05, t-Test, n = 5).

3.2 Beeinflussung der Akt-Phosphorylierung

3.2.1 Phosphorylierung von Akt und Akt-Expression nach Injektion

von 10 % NaCl

Analog zum Vorgehen bei pErk wurde die Phosphorylierung von Akt nach perineuraler

Injektion von 10 % NaCl im Western Blot untersucht. Die Arbeitshypothese konnte

hierbei nicht bestétigt werden. Nach Injektion der hypertonen Kochsalzlosung war zu

keinem Untersuchungszeitpunkt (30 min, 60 min, 120 min und 240 min nach Injektion)
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eine signifikante Verdnderung gegeniiber der unbehandelten Kontrolle zu beobachten

(siche Abbildung 13). Auch die Gesamtkonzentration von Akt blieb unverandert.
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Abbildung 13: Perineurale Injektion von 10 % NaCl fiihrt zu keiner signifikanten
Phosphorylierung von Akt.

(A) Exemplarischer Western Blot zur Analyse des Konzentrationsverlaufs nach Injektion
von 10 % NaCl. Sowohl die pAkt- wie auch die Akt-Proteinbanden zeigen keine
Intensitdtsverdnderung nach Behandlung. (B) Die densitometrische Analyse der
Proteinbanden ergibt keine signifikant vermehrte Phosphorylierung von Akt (p > 0,05,
ANOVA, n = 4).
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3.2.2 Phosphorylierung von Akt und Akt-Expression nach MMP9-
Injektion

Nach perineuraler Injektion von 10 % NaCl konnte keine Verdnderung der
Phosphorylierung von Akt festgestellt werden. Western Blot Analysen (siche Abbildung
14) zum Konzentrationsverlauf nach peripherer MMP9 Injektion bestdtigten diese
Ergebnisse. Zu keinem der untersuchten Zeitpunkte (30 min, 60 min und 120 min nach
Injektion von MMP9) konnte eine signifikant verstirkte Phosphorylierung von Akt im

peripheren Nerven nachgewiesen werden.
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Abbildung 14: Injektion von MMP9 fiihrt zu keiner signifikanten Phosphorylierung
von Akt.

(A) Western Blot zur Analyse von pAkt nach perineuraler Injektion von MMP9. Zu
keinem Untersuchungszeitpunkt (30 min, 60 min, 120 min nach Injektion) ist eine
Intensitditszunahme der Banden erkennbar. (B) Die densitometrische Analyse der
Proteinbanden zeigt iiber den Beobachtungszeitraum von 120 min keine signifikante

Phosphorylierung von Akt (p > 0,05, ANOVA, n = 6).
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3.3 Perineurale Injektion von tPA

Beobachtungen an der Blut-Hirn-Schranke konnten eine Offnung der Barriere iiber
direkte Interaktion von tPA mit LRP-1 nachweisen. In den nachfolgend dargestellten
Experimenten sollten Auswirkungen einer perineuralen tPA-Injektion auf die

Schrankenfunktion des Perineuriums untersucht werden.

3.3.1 Verhaltensexperimente zur Koinjektion von tPA und DAMGO

Die perineurale Koinjektion von tPA (als LRP-1 Agonist) und DAMGO ermoglicht

antinozizeptive Effekte.

110
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Abbildung 15: Antinozizeptiver Effekt nach perineuraler Koinjektion von tPA und
DAMGO.

Nach Injektion verschiedener Dosierungen von tPA (10, 50 und 100 ug) zusammen mit
DAMGO tritt jeweils ein signifikanter Anstieg der Pfotendruckschwelle im Vergleich
zur unbehandelten Kontrolle auf. Im Gegensatz dazu ist nach Koinjektion von 0,9 %
NaCl und DAMGO kein antinozizeptiver Effekt zu beobachten (*p < 0,05, ANOVA, n
=0).
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In Verhaltensexperimenten an Ratten zeigte sich nach Injektion von 10, 50 und 100 pg
tPA zusammen mit DAMGO eine signifikante Zunahme der Pfotendruckschwelle im
Vergleich zur unbehandelten Kontrolle. Der beobachtete Effekt war bei Behandlung mit
50 ug tPA und DAMGO am stirksten ausgepriagt. Nach Koinjektion von 0,9 % NaCl
und DAMGO trat dagegen keine antinozizeptive Wirkung auf (siche Abbildung 15).
Die abgebildeten Verhaltensexperimente wurden von Frau Dr. rer. nat. Dagmar Hackel

durchgefiihrt.

3.3.2 Claudin-1 Immunreaktivitat nach perineuraler Gabe von tPA

Um molekulare Auswirkungen einer perineuralen tPA-Injektion zu untersuchen, wurden
zundchst immunhistochemische Untersuchungen durchgefiihrt. Abbildung 16 zeigt die
Claudin-1 Immunreaktivitdt (griin) unter Kontrollbedingungen (linke Spalte) und 1 h
nach Injektion von 100 pg tPA (rechte Spalte). Dargestellt ist jeweils die 20- und 40-
fache Vergroferung, Zellkerne sind mit DAPI in blau gegengeférbt. Nach Injektion von
tPA war ein deutlicher Riickgang der Claudin-1 Immunfloreszenz im Vergleich zur

unbehandelten Kontrolle zu beobachten.
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Kontrolle 100 pg tPA

(40x) (40x)

Abbildung 16: Perineurale Injektion von tPA reduziert die Claudin-1 Konzentration.
Immunfluoreszenz mit Claudin-1 (griin) und Kernfdrbung (DAPI, blau). Fdrbungen
unter Kontrollbedingungen sowie 60 min nach Injektion von tPA. Aufgrund der

Vergroferung durch das Mikroskop ist jeweils nur ein Abschnitt des Perineuriums

getroffen.
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Die Beobachtungen der Immunhistochemie konnten in Western-Blot Experimenten

bestitigt werden.
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Abbildung 17: Injektion von tPA reduziert dosisabhingig den Claudin-1 Proteingehalt.
(A) Western Blot zur Analyse des Claudin-1 Proteingehalts 1 h nach Injektion von 1 ug,
10 ug und 100 ug tPA. (B) Densitometrische Analyse mehrerer Blots. Es zeigt sich eine
signifikante Abnahme des Claudin-1 Gehalts nach Injektion von 10 ug tPA. (*p < 0,05,
ANOVA, n = 6)

In Abbildung 17 ist eine signifikante Abnahme des Gehalts von Claudin-1 eine Stunde
nach perineuraler Injektion von 10 pg tPA zu erkennen. Nach Applikation von 100 pg
tPA bestand ebenfalls die Tendenz einer Gehaltsabnahme, jedoch war der Effekt nicht
statistisch signifikant. Die Injektion von 1 pg tPA hatte dagegen keinen Einfluss auf den
Claudin-1 Gehalt.
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3.3.3 Beeinflussung des Claudin-1 Proteingehalts durch inaktiviertes
tPA

Um zu tiberpriifen, ob die beobachteten Effekte von der katalytischen tPA-Domaéne
abhingig sind, wurden die oben beschriebenen Experimente mit inaktiviertem tPA
wiederholt. Zu diesem Zweck wurde die enzymatisch inaktive Proteinmutante S478A
verwendet, bei der im katalytischen Zentrum ein Serin- gegen einen Alaninrest

ausgetauscht ist.
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Abbildung 18: Injektion von inaktiviertem tPA fithrt zu keiner signifikanten
Anderung des Claudin-1 Gehalts nach 1 h.

(A) Exemplarischer Western Blot zur Analyse des Claudin-1 Gehalts. Injektion von 0,1
ug, 1 ug und 10 ug inaktivem tPA, Probenentnahme 1 h nach Injektion. (B) Die
densitometrische Analyse zeigt bei keiner der verwendeten Dosen eine signifikante

Anderung des Claudin-1 Gehalts. (p > 0,05, ANOVA, n = 3)
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Im Western Blot (siche Abbildung 18) wurde eine Stunde nach Injektion von 0,1 pg, 1
pg und 10 pg inaktiviertem tPA der Claudin-1 Gehalt untersucht. Bei keiner der

verwendeten Mengen konnte eine signifikante Verdnderung beobachtet werden.

3.3.4 Beeinflussung der Erk-Phosphorylierung durch tPA

Analog zu den Versuchen mit Injektion einer hypertonen Kochsalzlosung wurde auch
nach perineuraler Applikation verschiedener Mengen von (aktivem) tPA der pErk
Gehalt in der Zytosolfraktion untersucht. Im Western Blot (siche Abbildung 19) zeigte
sich eine Stunde nach Injektion von 1 pg, 10 pg und 100 pg aktivem tPA keine

signifikante Verdnderung der Erk Phosphorylierung im Vergleich zur unbehandelten

Kontrolle.
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Abbildung 19: Injektion von tPA fiihrt zu keiner signifikanten Phosphorylierung von
Erk nach 1 h.

(A) pErk Western Blot nach Injektion von 1 ug, 10 ug und 100 ug tPA. Probenentnahme
1 h nach Injektion (B) Densitometrische Analyse. Bei keiner der verwendeten tPA-
Mengen kommt es im Vergleich zur unbehandelten Kontrolle zu einer signifikanten

Phosphorylierung von Erk. (p > 0,05, ANOVA, n = 6)
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie sollten die Offnung des Perineuriums sowie beteiligte intrazellulire

Signalprozesse unter verschiedenen Bedingungen (hypertone NaCl-Losung, MMP9 und

tPA) charakterisiert werden. Zusammenfassend konnten folgende FErgebnisse

herausgearbeitet werden:

* Nach peripherer Injektion der 10 % NaCl-Losung war iiber einen Zeitraum von 5-
120 min eine verstirkte Phosphorylierung von Erk, nicht aber von Akt zu
beobachten. Die Zunahme der Phosphorylierung von Erk wurde dabei nur im
Perineurium, nicht im Nerveninneren nachgewiesen.

* Der Erk-Inhibitor PD98059 blockierte die Abnahme des Claudin-1 Proteingehalts
nach Injektion von 10 % NaCl.

* Die perineurale Injektion von MMPY fiihrte ebenfalls zu einer voriibergehend
verstirkten Phosphorylierung von Erk, nicht von Akt.

* Eine Stunde nach Injektion verschiedener Dosierungen von aktivem tPA zeigte sich
eine Abnahme des Claudin-1 Gehalts, jedoch keine verstirkte Phosphorylierung von
Erk. Eine Stunde nach Injektion von enzymatisch inaktivem tPA konnte keine

Anderung des Claudin-1 Proteingehalts beobachtet werden.

4.2 Freisetzung von MMP9 nach Injektion der hypertonen
Kochsalzl6sung

Die 23 bekannten Mitglieder der Familie der Matrix-Metalloproteinasen (MMPs)
koénnen in geldste und membrangebundene Vertreter untergliedert werden.”” Die
Barrieredffnung des Perineuriums nach Injektion einer hypertonen Kochsalzldsung ist
von der l6slichen Matrix-Metalloproteinase MMP9 abhéngig. Vorexperimente der
Arbeitsgruppe zeigten, dass die Konzentrationsabnahme von Claudin-1 nach Injektion
von 10 % NaCl durch einen MMP9-Inhibitor verhindert wird.”" Der antinozizeptive
Effekt, der bei Koinjektion von DAMGO (als Opioidagonist) und 10 % NaCl (zur
Offnung der perineuralen Barriere) zu beobachten war, wurde ebenfalls durch einen

MMPO9-Inhibitor aufgehoben. Zusammengefasst lieB sich daraus die Hypothese
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ableiten, dass die Injektion der hypertonen Kochsalzlosung zur Freisetzung von MMP9
fiihrt, welche iiber nachfolgende intrazellulire Signaltransduktionsprozesse die Offnung
des Perineuriums vermittelt. Nach Injektion von MMP9 wire somit die Aktivierung der
gleichen Signalprozesse wie nach Injektion von 10 % NaCl zu erwarten. Die Ergebnisse
dieser Arbeit passen zu dieser Hypothese: sowohl nach Injektion der hypertonen
Kochsalzlosung als auch nach Injektion von MMP9 wurde eine voriibergehend
verstarkte Phosphorylierung von Erk in einem &hnlichen zeitlichen Rahmen
nachgewiesen. In beiden Fallen kam es zu keiner signifikanten Beeinflussung von pAkt.
Es existiert noch kein direkter Nachweis, dass MMP9 unter den beschriebenen
Bedingungen nach Injektion der hypertonen Losung freigesetzt wird. Jedoch lassen sich
die Ergebnisse gut mit Studien vereinbaren, in denen hypertone Losungen die
Freisetzung von MMPs aus Kornealzellen®® und Neutrophilen®” ausgelost haben. Auch
ist noch nicht sicher gekldrt, aus welchem Gewebe die sezernierte MMP9 stammt.
MMPs werden unter normalen Bedingungen in peripheren Nerven vorwiegend in
Schwann Zellen exprimiert und nach Verletzung aufreguliert.”® In Vorarbeiten konnten
MMP3, MMP7 und MMP9 im Perineurium nachgewiesen werden.”' — Daher
postulieren wir, dass MMP9 aus dem Perineurium nach Behandlung mit hypertoner

Losung freigesetzt wird.

4.3 Interaktion von MMP9 und LRP-1

Mit Ausnahme von MMP7, MMP23 und MMP26 enthalten alle MMPs eine
Hemopexin-artige Doméne, die vor allem als eine Erkennungssequenz fiir Substrate
fungiert.”> MMP9-PEX enthilt daneben auch die Bindungsstelle fir LRP-1,
Megalin/LRP-2 sowie den endogenen MMP-Inhibitor TIMP1 und ist an einer

Dimerisierung von MMP9 beteiligt.” !

Dariiber hinaus kann durch die Hemopexin-
Domine die katalytische Aktivitidt der MMP9 inhibiert werden.'®* Das PEX-Polypeptid
ist aus vier [B-Faltblattstrukturen aufgebaut, die wie die Fliigel eines Propellers
symmetrisch um eine zentrale Achse angeordnet sind (siehe Abbildung 4).'”

LRP-1 besteht aus einer grofen extrazelluliren Untereinheit (a-Kette: 515 kDa), die
nichtkovalent mit einer kleinen transmembranidren Untereinheit (B-Kette, 85 kDa)

194 Die extrazellulire a-Kette vermittelt die Interaktion mit verschiedenen

verbunden ist.
Liganden, fiir die Anbindung von MMP?9 ist dabei deren PEX-Doméne notwendig.'” In

Untersuchungen an Schwann Zellen wurde eine Interaktion der MMP9 PEX-Doméne
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mit dem LRP-1 Rezeptor nachgewiesen. In Folge dieser molekularen Wechselwirkung
kam es zur verstirkten Phosphorylierung der beiden intrazelluldren Signalproteine Akt
und Erk.” Nach Stimulation mit hypertoner Kochsalzlésung oder MMP9 wurde in der
vorliegenden Studie eine vermehrte Phosphorylierung von Erk, nicht aber von Akt im
Perineurium beobachtet. In Abhéngigkeit vom betrachteten Gewebe scheinen also
Unterschiede in der intrazelluldren Signalantwort nach Stimulation von LRP-1 durch
MMP9 zu bestehen. Insgesamt ist in der vorliegenden Literatur eine breite Spanne an
moglichen Interaktionswegen und Interaktionsergebnissen von LRP-1 und MMP9
beschrieben. In Studien an Brustkrebs-Zelllinien konnte nachgewiesen werden, dass der
Proteaseinhibitor Protease Nexin-1 iiber Interaktion mit dem LRP-1 Rezeptor eine
verstirkte Phosphorylierung von Erk bewirkt, die in einer erhéhten MMP9-Expression
und Sekretion resultiert.'” Die Reihenfolge in der Verkniipfung von LRP-1 und MMP9
ist hier also genau umgedreht: Aktivierung von LRP-1 durch einen anderen Agonisten
fiihrt zur verstirkten MMP9-Expression. Dariliber hinaus kann LRP-1 neben seiner
Funktion als Signalrezeptor auch als Endozytoserezeptor fungieren, beide Funktionen
konnen durch Interaktion mit MMP9 ausgelost werden. So wird im Endometrium durch
LRP-1 vermittelte Endozytose der MMP9-Gehalt im Stroma reguliert.'®® Ahnlich wird
durch Interaktion von o,-Makroglobulin mit LRP-1 sowohl dessen endozytotische

82107198 als auch eine Aktivierung von Akt und Erk ausgelost.'” Die

Aufnahme
Aktivierung beider Funktionen des LRP-1 Rezeptors ist also nicht nur durch MMP9
moglich. Moglicherweise konnen zukiinftige Studien nachweisen, ob die Anbindung
eines Substrats an eine spezifische LRP-1 Proteindomine ausschlaggebend fiir die

ausgeloste Antwort (Endozytose oder intrazellulire Signaltransduktion) ist.

4.4 Beeinflussung des pErk-Signalweges durch LRP-1

Wie unter 1.3.3 beschrieben, wird die intrazelluldre pErk-Konzentration durch ein sehr
komplexes Netzwerk verschiedener Signaltransduktionsketten gesteuert. Neben der
MAPK-Phosphorylierungskaskade, die durch verschiedene extrazellulire Stimuli
aktiviert =~ werden  kann,  regulieren @ auch  mehrere = Feedback-  und
Dephosphorylierungsmechanismen den resultierenden pErk-Spiegel. Es ist unklar, auf
welchem molekularen Wege der LRP-1 Rezeptor im Perineurium in dieses

»dynamische Gleichgewicht* eingreift.
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Aufgrund der beobachteten Kinetik erscheint es unwahrscheinlich, dass die initiale
pErk-Konzentrationszunahme im Perineurium durch Hemmung des pErk-Abbaus oder
durch Aufhebung der oben genannten negativen Feedbackmechanismen zu erkliren ist.
Dennoch ist nicht auszuschlieBen, dass diese Prozesse zum funktionellen Endergebnis
der Signaltransduktion beitragen. Dies ist damit begriindet, dass das pErk-Signal nicht
nur qualitativ sondern auch quantitativ kodiert.*® Fiir das Ergebnis einer
Signalwegsaktivierung ist also nicht nur entscheidend, ob Erk iiberhaupt phosphoryliert
wird, sondern auch wie hoch der resultierende pErk-Spiegel ist und wie lange die
Konzentrationserhohung anhélt. Durch eine Hemmung (oder auch Aktivierung) der
pErk-Dephosphorylierung oder der Feedbackschleife konnten diese Aspekte
entscheidend beeinflusst werden.''?

In in vitro Studien an neuronalen Zelllinien konnte ein komplexes Modell der Erk-
Phosphorylierung durch die LRP-1 Liganden enzymatisch inaktives tPA (EItPA,
enzymatisch inaktives und nicht spaltbares tPA mit Mutationen an S478 A und R275E)
und o2-Makroglobulin entwickelt werden. Demnach wird vermutet, dass der NMDA-
Rezeptor als Korezeptor von LRP-1 fungiert. Nach Anbindung eines der Liganden
vermitteln beide gemeinsam die Aktivierung von intrazelluldren Kinasen der Src-
Familie (Src family kinases, SFKs). SFKs transaktivieren dann den transmembranéren
Rezeptor Trk, welcher wiederum die Erk-Phosphorylierung vermittelt.****'"" Die
Aktivierung der MAPK-Kaskade konnte wie folgt erklart werden: die Phosphorylierung
von Trk an Tyrosinresten erlaubt die Rekrutierung des Adaptorproteins Shc. Shc
vermittelt die Interaktion mit dem GTP-Austauschfaktor SOS und ermdglicht damit die
Aktivierung von Ras und der MAPK-Kaskade.''? In der vorliegenden Arbeit wurde eine
Aktivierung des Erk-Signalweges durch einen anderen LRP-1 Agonisten, MMP9,
beobachtet. Oben genannte Studien an neuronalen Zellen zeigen interessanterweise,
dass LRP-1 in Abhéngigkeit vom interagierenden Liganden verschiedene Korezeptoren
rekrutieren und damit verschiedene intrazelluldre Signalwege beeinflussen kann. Anders
als EItPA und o2-Makroglobulin fiihrt so der LRP-1 Ligand Myelin-assoziiertes
Glykoprotein (myelin associated glykoprotein, MAG) zur Rekrutierung des Korezeptors
p75NTR und aktiviert das GTP-bindende Protein RhoA.”>'" Zum Zeitpunkt der
vorliegenden Arbeit ist nach eigener Kenntnis noch nicht untersucht worden, ob auch

die Wirkung von MMP9 {iiber den NMDA-Korezeptor und Trk vermittelt werden
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konnte. Diese Moglichkeit ist durchaus in Betracht zu ziehen, da mit EItPA und a2-
Makroglobulin bereits zwei strukturell verschiedene LRP-1 Liganden bekannt sind, die
den gleichen molekularen Effekt (vermehrte Phosphorylierung von Erk) wie MMP9-
PEX nach dieser Modellvorstellung vermitteln konnen.” Das oben beschriebene Modell
scheint dabei jedoch nicht auf alle Gewebetypen zuzutreffen. In Studien an Schwann-
Zellen wird die Erk-Signalkaskade iiber einen Trk-unabhidngigen Mechanismus durch
einen LRP-1 Liganden aktiviert. Trotz Applikation des Trk-Inhibitors K252a bewirkt
02-Makroglobulin hier eine vermehrte Phosphorylierung von Erk.'"" Eine Beteiligung
der einzelnen Bestandteile des Modells an den Prozessen im Perineurium kdnnte durch
Verwendung der spezifischen Inhibitoren K252a (Trk-Inhibitor), MK-801 (NMDA-
Rezeptor Antagonist) und PP2 (SFK-Inhibitor) untersucht werden.”*'!!

Eine weitere Verknlipfung der MAPK-Signalkaskade mit LRP-1 ist nach
Phosphorylierung des Rezeptors selbst beschrieben. Der intrazellulire C-Terminus von
LRP-1 besteht aus etwa 100 Aminoséuren und kann sowohl durch Serin/Threonin- als
auch durch Tyrosinkinasen phosphoryliert werden. Diese Phosphorylierung unterstiitzt
die Anbindung von Adaptorproteinen und bildet so die Grundlage zur Ausbildung von
intrazelluldren Signalplattformen.® Eine Verbindung zwischen dieser Phosphorylierung
und der Aktivierung des MAPK-Singalweges konnte in in vitro Studien an Zellen mit
konstitutiv aktiver zytoplasmatischer Tyrosinkinase Src nachgewiesen werden: die
Phosphorylierung der intrazelluldren Domédne von LRP-1 durch die Tyrosinkinase Src
erlaubt die Rekrutierung des Adaptorproteins Shc. Wie bereits oben beschrieben,
vermittelt Shc die Interaktion mit dem GTP-Austauschfaktor SOS und ermdglicht damit
die Aktivierung von Ras und der MAPK-Kaskade.''*'" Im Hinblick auf die
beobachteten Prozesse im Perineurium bliebe dabei jedoch unklar, auf welchem Wege
die Anbindung von MMP9-PEX zur Phosphorylierung von LRP-1 fiihrt. Da LRP-1
nach aktuellem Kenntnisstand keine Kinaseaktivitit besitzt, scheidet eine
Autophosphorylierung des Rezeptors aus. Spekulativ denkbar wire eine
Konformationsdnderung von LRP-1 durch Anbindung des Liganden, die nachfolgend
die Phosphorylierung der intrazelluldren Doméne durch zytoplasmatische Kinasen, z.B.
Src, erlaubt. Dariiber hinaus wire auch das Vorhandensein eines Korezeptors mit

Kinaseaktivitdt denkbar. So ist fiir die Src-vermittelte Phosphorylierung von LRP-1
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nach Anbindung eines anderen Liganden, des Platelet derived growth factors (PDGF),

die zusitzliche Aktivitit des PDGF-Rezeptors notwendig.''®

4.5 Beeinflussung der Claudin-1 Konzentration durch pErk
Erk-Phosphorylierung im Perineurium fithrt zur Konzentrationsabnahme des Tight
Junction Proteins Claudin-1."" Die Blockade des pErk-Signalweges durch PD98059
verhinderte in den durchgefiihrten Experimenten die Abnahme des Claudin-1 Gehalts
nach perineuraler Injektion einer hypertonen Kochsalzldsung. Durch den pErk-Inhibitor
konnte auBlerdem der antinozizeptive Effekt, der bei Koinjektion von 10 % NaCl und
DAMGO zu beobachten ist, aufgehoben werden. Dabei hemmt PD98059 die mitogen-
activated erk kinase (MEK). Da Erk 1 und 2 die einzigen bekannten Substrate der MEK
darstellen, bedeutet eine MEK-Inhibition eine spezifische Blockade der Aktivierung
(=Phosphorylierung) von Erk.*®

Auf welchem molekularen Weg die Erk-Signalkaskade zu der beobachteten Claudin-1
Konzentrationsabnahme fiihrt, ist bislang noch offen. Vielfach sind Einfliisse von Erk
auf die Proteintranskriptionsebene beschrieben. Diese Moglichkeit erscheint im
vorliegenden Fall aber sehr unwahrscheinlich, da Anderungen des Claudin-1 Gehalts
bereits 5 Minuten nach Injektion der entsprechenden Losungen zu beobachten waren.
Wire eine Modifikation der Genexpression fiir den Vorgang verantwortlich, wire
deutlich mehr Zeit erforderlich, bis sich die Verdnderungen auf Proteinebene
manifestieren.

Wie unter 1.2.2 beschrieben, sind die Transmembranproteine der TJs iiber Plaque-
Proteine an Zytoskelettfilamenten verankert. Uber Interaktion von pErk mit diesen
zytosolischen Proteinen wire eine Beeinflussung der Claudin-1 Konzentration denkbar.
In Studien mit Krebszellen konnte eine Beeinflussung der Morphologie des Aktin-
Zytoskeletts und der Abbau von Adhaerens-Kontakten in Folge einer LRP-1
vermittelten Erk-Aktivierung nachgewiesen werden.''” Die Offnung von TJs der
Kornea nach pharmakologischer Aktivierung der Proteinkinase C wird durch eine
Aktivierung des Erk-Signalweges vermittelt und geht mit einer verdnderten Verteilung
des Plaque-Proteins ZO-1 einher.''® Die Beeinflussung der Zytoskelettfilamente und
Plaque-Proteinen muss dabei natiirlich nicht zwangsldufig direkt durch pErk erfolgen,

auch die Zwischenschaltung eines weiteren Signalproteins ist denkbar.
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Daneben ist auch eine Erk-vermittelte Endozytose von TJ-Proteinen beschrieben: In
Madin-Darby canine kidney (MDCK) II Zellen beschleunigt der Epidermal growth
factor (EGF) iiber den MEK/Erk-Signalweg die Clathrin-vermittelte Endozytose und
lysosomale Degradation von Claudin-2.""” In den von der Arbeitsgruppe durchgefiihrten
immunhistochemischen Untersuchungen am Perineurium konnten keine intrazelluldren
Ansammlungen von Claudin-1 beobachtet werden. Endozytose und lysosomaler Abbau
von Claudin-1 miissten also sehr rasch erfolgen und vor dem frithesten Zeitpunkt der
Nervenentnahme (eine Stunde nach Injektion von 10 % NaCl)"' abgeschlossen sein. Um
diese Hypothese zu iiberpriifen, konnte Chloroquin als Inhibitor der lysosomalen
Proteasen verwendet werden. Im Falle einer stattfindenden Endozytose miissten bei
blockiertem lysosomalem Abbau dann gréfere Mengen an intrazellulirem Claudin-1
beobachtet werden kdnnen.

Von einer direkten Degradation von Claudin-1  durch extrazelluldre
Matrixmetalloproteinasen ist nicht auszugehen, da in Western Blot Experimenten keine
Spaltprodukte nachzuweisen waren und ein Abfall der Claudin-1 Konzentration auch
bei alleiniger Applikation der MMP9 PEX-Doméne ohne katalytische Aktivitdt zu

beobachten war.

4.6 Die Rolle von tPA bei der Offnung des Perineuriums

In Studien an der Blut-Hirn-Schranke wurde eine Offnung dieser Barriere durch
Interaktion von tPA und LRP-1 nachgewiesen®, auch eine nachfolgende Aktivierung
von Erk ist bekannt.”*> Als bekannter LRP-1 Agonist wurde tPA somit ausgewahlt, um
einen weiteren moglichen Einstieg in die Signalkaskade zu untersuchen, die an der
Offnung des Perineuriums beteiligt ist.

Passend zur Versuchshypothese trat nach perineuraler Injektion von enzymatisch
aktivem tPA zusammen mit dem Opioidagonisten DAMGO ein antinozizeptiver Effekt
auf wahrend nach Koinjektion von DAMGO und 0,9 % NaCl keine Antinozizeption
festzustellen war. Auf molekularer Ebene fiihrte die perineurale Applikation von
aktivem tPA dosisabhéngig zu einer Claudin-1 Konzentrationsabnahme. Eine Stunde
nach Injektion war dabei keine vermehrte Phosphorylierung von Erk festzustellen. Die
Injektion von enzymatisch inaktivem tPA hatte nach einer Stunde keinen Effekt auf die
Claudin-1  Konzentration. Die  Offnung des  Perineuriums und  die

Konzentrationsabnahme von Claudin-1 nach tPA-Injektion scheinen also zumindest in
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der ersten Stunde nicht durch die Erk-Signalkaskade vermittelt zu werden. Gleichzeitig
ist in diesem Zeitraum die Barrieredffnung von der enzymatischen tPA-Aktivitit
abhingig. Verschiedene Erklarungsansitze konnen in Betracht gezogen werden:

Da tPA als Serinprotease proteolytische  Aktivitit besitzt und die
Konzentrationsabnahme von Claudin-1 nur nach Applikation der enzymatisch aktiven
Form beobachtet werden konnte, liegt zundchst die Vermutung einer direkten
Degradation des TJ-Proteins nahe. Nach dem aktuellen Stand der vorliegenden Literatur
sind allerdings nur wenige Substrate zur Spaltung durch tPA bekannt: Plasminogen, das
inaktive Dimer des platelet derived growth factor (PDGF-CC)'* sowie die NR1'*' und
NR2B'# Untereinheit des NMDA-Rezeptors. Weiterhin wire auf indircktem Wege eine
Degradation durch die tPA-aktivierte Protease Plasmin moglich. In Studien an der Blut-
Hirn-Schranke konnte eine indirekte Beeinflussung der Permeabilitdt nachgewiesen
werden: Plasmin spaltet das monocyte chemoattractant protein 1 (MCP1), welches tiber
Interaktion mit dem CCR2-Rezeptor eine Reorganisation des Aktin-Zytoskeletts und
eine Redistribution des TJ-Proteins Occludin vermittelt.' Studien an menschlichen
Zervix-Zellen lieferten Hinweise auf eine direkte Spaltung von Occludin durch

Plasmin.'**

In den von der Arbeitsgruppe durchgefiihrten Experimenten konnten jedoch
keine Anderungen der Occludin-Konzentration festgestellt werden.”’

Weiterhin konnten durch die proteolytische Aktivitit von tPA nach Anbindung an LRP-
1 verschiedene Signalwege aktiviert werden. Bei der Offnung der Blut-Hirn-Schranke
werden hierbei sowohl von Plasminogen abhéngige als auch unabhéngige Mechanismen
diskutiert. In einem in vitro Modell fiihren enzymatisch aktives tPA und Plasminogen
iiber eine Beeinflussung des Zytoskeletts von Astrozyten zur Offnung der Blut-Hirn-
Schranke. Hierbei wird ein Mechanismus postuliert, nach dem sowohl tPA (vermutlich
iiber LRP-1) als auch Plasminogen an die Zelloberfliche binden. Es wird vermutet, dass
die Kolokalisation der beiden Rezeptoren fiir eine effektive, durch tPA induzierte
Plasminbildung an spezifischen Regionen der Astrozytenoberfliche notwendig ist.
Plasmin vermittelt dann die Aktivierung des Rho Kinase Signalweges, der wiederrum
iiber Verdnderungen des Astrozyten-Zytoskeletts zu einer Beeintrachtigung der Blut-
Hirn-Schranke fiihrt und deren Permeabilitit erhoht.'>

Bei einem moglichen Plasminogen-unabhéngigen Mechanismus vermittelt tPA die

Spaltung von PDGF. In Gegenwart von LRP-1 entfernt tPA proteolytisch die N-
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terminale CUB-Doméine von PDGF-CC. Die so aktivierte Form (PDGF-C) bewirkt tiber
Interaktion mit dem PDGF-a Rezeptor eine Offnung der Blut-Hirn-Schranke.'*’ Dazu
passend ist bei Patienten, die wegen einem Schlaganfall mit tPA therapiert wurden, das
Auftreten von hdmorrhagischen Ereignissen und Hirnddemen mit einem erhohten
Blutspiegel von PDGF-CC assoziiert.'*® Diskutiert wird aufierdem eine Spaltung von
LRP-1 selbst, dessen zytoplasmatische Doméine nach proteolytischer Abspaltung
intrazelluldre Signalprozesse aktivieren kann.'*’ Ein anderes mogliches Substrat stellen
protease activated receptors (PARs) dar, G-Protein gekoppelte Rezeptoren, die durch
Spaltung der extrazelluliren Aminosdurekette aktiviert werden.*'*® Man kann
spekulieren, dass tPA erst nach Anbindung an LRP-1 Zugriff auf die PAR-
Spaltungsdoméne erhilt.

In jedem Fall erscheint es sinnvoll, durch Verwendung des LRP-1 Antagonisten RAP
die Beteiligung von LRP-1 an der tPA vermittelten Offnung des Perineuriums in
zukiinftigen Studien zu {iberpriifen. Dariliber hinaus muss beachtet werden, dass in der
vorliegenden Arbeit nur Ergebnisse eine Stunde nach Injektion von tPA erhoben
wurden. Hier konnten in weiteren Studien auch frithere bzw. spitere Zeitpunkte
hinsichtlich der Phosphorylierung von Erk und der Effektivitit von inaktiviertem tPA

untersucht werden.

4.7 Klinische Einordnung der Ergebnisse und Ausblick

Der klinische Einsatz von Lokalanisthetika spielt insbesondere bei der postoperativen
Schmerztherapie eine wichtige Rolle. Die schmerzleitenden Fasern im Operationsgebiet
werden blockiert, die Beschwerden des Patienten so gemindert. Allerdings schalten die
etablierten Substanzen dabei auch motorische Nervenfasern aus, die behandelte
Extremitdt des Patienten ist damit geldhmt. Dies stellt insbesondere bei der Betreuung
dlterer Patienten einen groBen Nachteil dar. Der Patient bleibt linger immobilisiert,
wodurch die Gefahr postoperativer Komplikationen wie z.B. einer Pneumonie oder
Lungenembolie ansteigt. Der friilhe Beginn einer krankengymnastischen Behandlung,
die entscheidend zum funktionellen Therapieergebnis beitragen kann, wird verzogert.
Dariiber hinaus ist die Immobilisation in vielerlei Hinsicht ,,unangenehm® fiir den
Patienten. Er kann nicht alleine zur Toilette gehen, ist auf Hilfe beim Duschen und

Waschen angewiesen und muss evtl. linger im Krankenhaus bleiben. Durch eine
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selektive Blockade von Schmerzfasern konnten diese Nachteile vermieden werden,
auch unerwiinschte systemische Nebenwirkungen an Herz und ZNS koénnten entfallen.
Die perineurale Barriere verhindert den Zugang von verschiedenen hydrophilen
Substanzen, die zu einer selektiven Blockade von sensorischen oder sogar nozizeptiven
Fasern fithren konnten. Experimente der Arbeitsgruppe zeigen, dass das Perineurium
durch perineurale Injektion von hypertoner Kochsalzlosung oder MMP9 geoffnet
werden kann. Im Verhaltensversuch an Ratten konnte sowohl bei Koinjektion des
selektiven Na,1.7-Inhibitors ProToxin-II als auch der Opioidagonisten DAMGO und
DPDPE ein antinozizeptiver Effekt festgestellt werden.”' Der Ansatz einer
voriibergehenden Offnung des Perineuriums ermdglicht es also, auch hydrophile
Pharmaka fiir periphere Nervenblockaden einzusetzen und dariiber eine selektive
Blockade von Schmerzfasern zu erreichen.

Vor einer klinischen Anwendung dieses Prinzips sind jedoch noch verschiedene

potentielle Hindernisse abzuklaren:

4.7.1 Nervenschiadigung durch Offnung der perineuralen Barriere

Dem Perineurium kommt als Diffusionsbarriere eine wichtige physiologische Funktion
zu. Es schiitzt die umbhiillten Nervenfasern vor toxischen Substanzen und sorgt
zusammen mit dem Endothel der endoneuralen Geféalle fiir die Aufrechterhaltung eines
konstanten endoneuralen Mikromilieus.'” Die Offnung des Perineuriums stellt also eine
nicht unerhebliche Storung der Integritit peripherer Nerven dar. Wie Experimente der
Arbeitsgruppe zeigen, bleibt das Perineurium nach Injektion von hypertoner
Kochsalzlosung nur voriibergehend fiir ca. 4 h gedffnet. Wurde der Opioidagonist
DAMGO lénger als 4 h nach perineuraler Injektion der hypertonen Kochsalzlosung
appliziert, konnte kein antinozizeptiver Effekt mehr ausgelost werden.”' Nach der
gleichzeitigen Injektion von 10 % NaCl und DAMGO war im Verhaltensexperiment
zundchst ein Anstieg der Pfotendruckschwelle zu beobachten. Nach etwa 8 h war dieser
antinozizeptive Effekt abgeklungen und die Pfotendruckschwelle der behandelten
Ratten entsprach wieder dem Wert der unbehandelten Kontrolltiere. Diese Beobachtung
spricht gegen eine schwerere und dauerhafte Schadigung der Nervenfasern. In diesem
Fall wire ein dauerhafter Anstieg der Pfotendruckschwelle durch die irreversible

Schadigung von Schmerzfasern zu erwarten. Auf histologischer Ebene zeigten sich eine
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Woche nach Injektion der hypertonen Kochsalzlosung keine Zeichen einer
Nervenschiadigung. Morphologische Merkmale wie die Anzahl und Myelinisierung der
Axone waren im Vergleich zur Injektion von isotoner Kochsalzlgsung unveréndert und
es konnte keine Infiltration durch Makrophagen nachgewiesen werden. Vor einer
moglichen klinischen Anwendung sind dennoch genauere Toxizititsanalysen

erforderlich.

4.7.2 Substanzauswahl zur Offnung der perineuralen Barriere

Die Anwendung von hypertoner Kochsalzlosung zur Offnung des Perineuriums ist im
klinischen Alltag nicht denkbar. Die Injektion ist sehr schmerzhaft, zusétzlich besteht
die Gefahr der Nervenschiadigung durch Osmolaritits- und Elektrolytverschiebungen.
Ziel der vorliegenden Arbeit war in diesem Zusammenhang, die beteiligten molekularen
Signalprozesse genauer aufzuschliisseln, um so mdgliche Ansatzpunkte fiir eine
medikamentdse, nebenwirkungsirmere Offnung des Perineuriums aufdecken zu
konnen.

Eine Moglichkeit stellt es dabei dar, weitere Agonisten am LRP-1 Rezeptor zu
untersuchen. Bei perineuraler Injektion von tPA konnte ebenfalls eine Offnung des
Perineuriums nachgewiesen werden. Allerdings ist nicht klar, iiber welchen Signalweg
dieser Effekt vermittelt wird. Besonders im Hinblick auf die oben beschriebene Gefahr
der Schiadigung von Nervenfasern durch Stérung des endoneuralen Mikromilieus ist
hier zu kléren, ob die Offnung des Perineuriums durch tPA dauerhaft oder ebenfalls nur
voriibergehend erfolgt. Als weiteres Hindernis kann die fibrinolytische Wirkung von
tPA angesehen werden. Die Injektion einer fibrinolytischen Substanz in eine frisch
operativ versorgte Extremitit konnte schwere Blutungskomplikationen nach sich
ziehen. Da die Injektion von tPA lokal und nicht intravasal erfolgt, konnte dieser Effekt
bei einer geringen erforderlichen Substanzmenge jedoch vernachléssigbar sein.

Einen zweiten Ansatzpunkt bietet die direkte Herabregulation des Tight Junction
Proteins Claudin-1 durch Interferenzpeptide. Die Behandlung mit dem synthetisierten
C1C2-Interferenzpeptid filhrt zur Konzentrationsabnahme von Claudin-1 im
Perineurium."*® Dieser Effekt scheint indirekt iiber eine endozytotische Internalisation

des Peptids und intrazellulire Kolokalisation mit Claudin-1 vermittelt zu werden."**"!
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Ein wesentlicher Nachteil dieser Herangehensweise liegt in der Kinetik der
beobachteten Prozesse: erst 48 h nach Applikation des C1C2-Peptids konnte durch die
perineurale Injekton von DAMGO ein antinozizeptiver Effekt erzielt werden.'*

Zusammengefasst ist damit noch keine fiir die Klinik optimal geeignete Anwendung zur
Offnung des Perineuriums verfiigbar. Ein langfristiges Ziel konnte daher sein, iiber die
bekannten Signalwege eine Substanz zu finden, welche die Barriere des Perineuriums

moglichst kurz und moglichst nebenwirkungsarm 6ffnen kann.

4.7.3 Klinischer Effekt der antinozizeptiven Substanzen

Auch wenn in Verhaltensexperimenten an Ratten bei Einsatz der selektiv antinozizeptiv
wirksamen Substanzen (Opioide und ProToxin-II) ein deutlicher Anstieg der
Pfotendruckschwelle festzustellen war’', garantieren diese Beobachtungen noch keinen
ausreichend starken analgetischen Effekt beim Einsatz am Menschen. Insbesondere die
Bedeutung von Opiodrezeptoren im Axonverlauf ist noch nicht abschliefend geklart.®
Die Frage nach einer suffizienten analgetischen Potenz wird somit vermutlich erst in

abschlieBenden klinischen Studien geklédrt werden kdnnen.
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5 Zusammenfassung

Fragestellung: Experimentelle Ansédtze zur selektiven Blockade von nozizeptiven
Neuronen sind in vivo stark durch die Diffusionsbarriere des Perineuriums
eingeschrinkt, die das Vordringen von hydrophilen Substanzen zu ihrem Wirkort
verhindert. Entscheidend fiir diese Barrierefunktion sind Tight Junctions zwischen
Perineuralzellen, an deren Ausbildung das Transmembranprotein Claudin-1 beteiligt ist.
In Vorarbeiten wurde gezeigt, dass die periphere Injektion einer 10 % NaCl-Losung zur
voriibergehenden Offnung des Perineuriums fiihrt. Dabei kommt es zur Freisetzung der
Matrix-Metalloproteinase 9 (MMP9), die iiber Interaktion mit dem low density
lipoprotein receptor-related protein 1 (LRP-1) Rezeptor eine Konzentrationsabnahme
von Claudin-1 bewirkt. Durch perineurale Koinjektion von 10 % NaCl mit dem
Opioidagonisten DAMGO ([D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol]-Enkephalin) bzw.
Tetrodotoxin ist damit im Verhaltensexperiment ein analgetischer Effekt auszulosen.
Beobachtungen an der Blut-Hirn-Schranke konnten eine Offnung iiber Interaktion von
tPA mit LRP-1 zeigen. In dieser Studie sollten die Barriere6ffnung sowie intrazelluldre
Signalprozesse, die an der Offnung des Perineuriums beteiligt sind, unter verschiedenen
Bedingungen (hypertone NaCl-Losung, MMP9 und tPA) charakterisiert werden.
Methodik: MMP9, 10 % NaCl-Losung, tPA oder Erk Inhibitor (PD 98059) wurden mit
Hilfe eines Nervenstimulators perineural an den N. ischiadicus von Wistar-Ratten
injiziert. Danach wurden zu verschiedenen Zeitpunkten Nerven entnommen, um im
Western Blot die Claudin-1 Expression in der Membranfraktion sowie die
Phosphorylierung der intrazelluldren Signalproteine Erk und Akt darzustellen. Nach
perineuraler Injektion von tPA wurden in Schmerzverhaltenstests die Barriere
offnenden Wirkungen und immunhistochemisch und im Western Blot Auswirkungen
auf die Konzentration von Claudin-1 und pErk untersucht.

Ergebnisse: Nach peripherer Injektion der 10 % NaCl-Losung war iiber einen Zeitraum
von 5-120 min eine Reduktion von Claudin-1 in der Membranfraktion und eine
verstiarkte Phosphorylierung von Erk nicht aber von Akt zu beobachten. Die
Konzentrationszunahme von pErk wurde dabei nur im Perineurium, nicht im
Nerveninneren nachgewiesen. Ebenso fiihrte die periphere Injektion von MMP9 zu

reduziertem Claudin-1 und einer verstirkten Phosphorylierung von Erk In
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Zusammenfassung

Verhaltensexperimenten konnte gezeigt werden, dass die Injektion des Erk-Inhibitors
PD98059 dosisabhingig zur Authebung der Antinozizeption fiihrte, die nach Gabe von
DAMGO in 10 % NaCl zu beobachten war. PD98059 blockierte den Abbau von
Claudin-1 nach Injektion von 10 % NaCl. Perineurale Koinjektion von aktivem tPA (als
LRP-1 Ligand) und DAMGO ermoglicht ebenfalls antinozizeptive Effekte.
Immunhistochemisch und im Western Blot zeigte sich bei verschiedenen Dosierungen
von aktivem tPA eine Konzentrationsabnahme wvon Claudin-1, eine verstirkte
Phosphorylierung von Erk war jedoch nicht nachzuweisen. Nach Injektion von
enzymatisch inaktiviertem tPA konnte nach einer Stunde keine Claudin-1
Konzentrationsianderung beobachtet werden.

Interpretation: Nach Injektion von 10 % NaCl kommt es zur verstirkten
Phosphorylierung von Erk, die sich durch eine Interaktion der MMP9 Hemopexin-
Domine (MMP9-PEX) mit dem LRP-1 Rezeptor erkldren ldsst. Folge dieser
Signalprozesse ist eine Konzentrationsabnahme von Claudin-1 und eine erhohte
Permeabilitit des Perineuriums. Ahnlich zeigen erste Experimente auch nach Injektion
von tPA eine Konzentrationsabnahme von Claudin. Damit bietet LRP-1 einen
innovativen Angriffspunkt, um auch in vivo durch Offnung des Perineuriums neue

hydrophile Medikamente zur selektiven Blockade von Schmerzfasern zu nutzen.
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Abbildung 20: Zusammenfassung der Mechanismen zur Offnung des Perineuriums.

Die Injektion einer hypertonen Kochsalziosung (NaCl) fiihrt zur vermehrten Freisetzung der
Matrix Metalloproteinase 9 (MMP9), die iiber ihre Hemopexin-Domdne (MMP9-PEX) mit dem
LRP-1 Rezeptor interagiert. Dieser vermittelt die verstdrkte Phosphorylierung der Extracellular-
signal Regulated Kinase (Erk), welche eine Konzentrationsabnahme des Tight Junction Proteins
Claudin-1 bewirkt. Dadurch dffnet sich die Barriere des Perineuriums und die anitnozizeptiv
wirksamen Substanzen (Opioide, Nav-Blocker) konnen zu ihrem Wirkort ins Nerveninnere
vordringen. Die Weiterleitung des Schmerzsignals wird blockiert. (Hackel D et al. Proc Natl Acad
SciUS A (2012))
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