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1 EINLEITUNG

Topiramat (Topamax[l), ein im Kklinischen Bereich bereits seit mehreren Jahren
angewandtes Medikament zur Behandlung epileptischer Anfélle, zeigt sich in
aktuellen Studien auch als potenziell wirksam in der Behandlung neuropathischer
Schmerzen, Migrane sowie bipolarer affektiver  Stérungen. In  der
Grundlagenforschung durchgefuhrte Studien zeigten dartber hinaus einen
neuroprotektiven Effekt in Tiermodellen einer globalen cerebralen Ischamie (Lee et
al. 2000) und in einem Modell einer Lasion des Nervus (N.) facialis (Smith-Swintosky
et al. 2001). In einem Rattenmodell zur Entstehung neuropathischer Schmerzen
erwies sich Topiramat als effektiv in der Blockade der Entwicklung von Allodynie
(Shadiack et al. 1999).

All diese Ergebnisse zeigen zum einen eine Wirkung von Topiramat auf
zentralnervoser Ebene, zum anderen aber auch eine Wirkung nach Lasionen des
peripheren Nervensystems. Gegenstand dieser Studie ist die genauere Evaluation
der Wirkung von Topiramat nach peripherer Nervenlasion und die damit
einhergehende Wirkung auf (a) die Entwicklung neuropathischen Schmerzes und (b)

das Ausmal3 neuronaler De- und Regenerationsvorgange.

1.1 Operationsmodelle zur Induktion einer schmerzh  aften Mononeuropathie

sowie zum Studium der Neurode- und —regeneration

Zum Studium der schmerzhaften Mononeuropathie am Tiermodell sind im Verlauf
der letzten Jahrzehnte zahlreiche Operationsmethoden entwickelt worden.

So wird zum Studium von Phantomschmerzen vornehmlich das Modell der Axotomie
verwendet, bei dem der N. ischiadicus in toto durchtrennt wird (Wall et Gutnick
1974). Die regenerative Aussprossung im distalen Stumpf fihrt zur Bildung eines
Neuroms (Ramon y Cajal S 1991) mit spontan aktiven Neuronen, die wiederum auf
chemische, thermische und mechanische Reize reagieren (Devor 1994) und zu
beobachtende Phanomene der Hyperalgesie und Allodynie erklarbar machen.
Andere Modelle wiederum repréasentieren klinisch wesentlich haufigere Situationen
der inkompletten Nervenlasion posttraumatischer, infektioser, toxischer sowie

diabetogener Atiologie.



Im Modell der chronisch konstriktiven Nervenl&sion (chronic constrictive injury = CCI)
nach Bennett und Xie (1988) werden proximal der Trifurkation des N. ischiadicus drei
lockere Ligaturen um den Nerv angebracht. Die Kompression des Nerven vereint
demnach eine ischdmische Lasion mit einer direkt traumatischen kompressiven
Lasion und fuhrt zu partieller Degeneration des Nerven. Zu beobachtbare
Veréanderungen im Verhalten der Tiere lassen auf die Entwicklung einer Hyperalgesie
und Allodynie nach CCI schliel3en, wie sie auch bei der schmerzhaften Neuropathie
beim Menschen zu beobachten sind. AuRerdem kommt es zu morphologischen
Verdanderungen im Nerven distal der L&sion im Sinne einer Waller-Degeneration
(Clatworthy et al. 1995).

Zu &hnlichen morphologischen Veranderungen und Anderungen des Verhaltens
kommt es nach Durchfihrung der 1986 von de Koning erstmals beschriebenen
Crush-Lasion. Hierbei wird mithilfe einer Pinzette der N. ischiadicus fur jeweils
dreimal 10 Sekunden maximal komprimiert. Ein Vorteil dieses Lasionsmodells ist,
dass im Gegensatz zur CCI-Lasion kein Fremdmaterial am oder um den Nerven
verbleibt und es somit nicht zu pathologischen Entzindungsvorgangen durch
Fremdkorperreaktionen kommt.

In der vorliegenden Studie entschieden wir uns fur das CCI-Modell nach Bennett und
Xie sowie fur das Crush-Modell nach de Koning. In beiden Tiermodellen kommt es zu
einem partiellen Untergang von Nervenfasern sowie im Sinne einer Hyperalgesie und
Allodynie zu deutenden Verhaltensanderungen. In beiden Modellen kommt es nach
Untergang zur Aussprossung von Neuronen aus dem proximalen Stumpf im Sinne

einer Regeneration (siehe unten).

1.2  Pathophysiolgische Grundlagen der Neurodegener  ation (Waller'sche

Degeneration)

Die posttraumatisch  nach einer peripheren Nervenlasion auftretenden

pathophysiologischen Mechanismen sind experimentell gut untersucht worden.



1.2.1 Zellulare Veranderungen im distalen Nervense gment

Sowohl nach einer chronisch konstriktiven Lasion (CCI) als auch nach Crush-L&sion
eines peripheren Nerven kommt es zu morphologischen Veranderungen im Sinne
der bereits von Waller 1850 beschriebenen Waller'schen Degeneration (Waller
1850). Hauptort degenerativer Vorgange ist hierbei das distale Nervenende. Durch
Induktion axonaler Proteasen und Calciumeinstrom (George et al. 1995) kommt es
zu einem Untergang von Axoplasma und Axolemm. Untergegangene Myelinscheiden
werden zunéchst von Schwann-Zellen phagozytiert (Stoll et al. 1989), erst zwei
Tage nach der Lasion invadieren hamatogene Makrophagen das distale Nervenende
und phagozytieren das restliche Myelin (Brick 1997).

1.2.2 Molekulare Veranderungen im distalen Nervens  egment

Parallel zu zellularen Verdnderungen kommt es zu erheblichen Veranderungen der
molekularen Zusammensetzung im distalen Nervensegment (Gillen et al. 1997).
Schwann-Zellen dedifferenzieren von myelinproduzierenden zu pré/nicht-
myelinproduzierenden und werden durch Wachstumsfaktoren (glial growth factors
(GGF)) zur Teilung angeregt (Carrol et al. 1997) ebenso werden Neurotrophine
(Nerve growth factor (NGF), Insuline-like growth factor-I (IGF-I)) im degenerierenden
Nervensegment hochreguliert (Heumann et al. 1987, Cheng et al. 1996). Die
Expression pro- und antiinflammatorischer Zytokine wird stark verandert. Kirzlich
konnte gezeigt werden, dass insbesondere ein Subtyp der exzitatorisch wirkenden
Glutamatrezeptoren, der N-Methyl-D-Aspartat (NMDA-) Rezeptor, in groliem Male
an der Hohe der Expression pro-inflammatorischer Zytokine beteiligt ist (Kleinschnitz
et al. 2004).

TNF-alpha

Tumor-Nekrose-Faktor-alpha (TNF-alpha) als ein ubiquitar vorkommendes und
pleiotropes Zytokin scheint hierbei eine besondere Rolle zu spielen. Erstmals wurde
es aufgrund seiner antikanzerésen Eigenschaften beschrieben, seine Wirkung ist
jedoch weitaus vielfaltiger als zunachst vermutet, so fungiert TNF-alpha als wichtiger
Mediator von Apoptosevorgdngen, Entzindungs- sowie Immunreaktionen. Eine
Ubersteigerte Produktion spielt beispielsweise eine grol3e Rolle in der Pathogenese
eines grofRen Spektrums humaner Erkrankungen: unter anderem Sepsis, Diabetes,

Krebserkrankungen, Osteoporose sowie Autoimmunkrankheiten wie Multiple
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Sklerose, Rheumatoide Arthritis (Chen et al. 2002). In den letzten Jahren jedoch
wurde immer mehr die Rolle von TNF-alpha in der Pathogenese des
neuropathischen Schmerzes deutlich. Nach kompressiver Lasion eines peripheren
Nerven finden sich endo- wie epineural erhohte TNF-alpha-Protein-Level (George et
al. 2004), jedoch sind auch im Plasma erhohte Konzentrationen an TNF-alpha
nachweisbar (Wells et al. 1992). Die endoneurale Injektion von TNF-alpha fuhrt im
Tiermodell zu Verhaltensanderungen im Sinne neuropathischer Schmerzen (Wagner
and Myers 1996). Durch TNF-alpha-neutralisierende Antikdrper konnte nach CCI die
Entwicklung sowohl von Hitzehyperalgesie wie auch mechanischer Allodynie
gehemmt werden (Lindenlaub et al. 2000, Schafers et al. 2001, Sommer et al. 2001).
Neben der Rolle bei der Entstehung neuropathischer Schmerzen konnte gezeigt
werden, dass auch bei der Waller'schen Degeneration TNF-alpha eine wichtige
Funktion Ubernimmt. Insbesondere ist TNF-alpha an der Makrophagenrekrutierung
beteiligt, TNF-alpha-knockout Mause wiesen eine verspatete
Makrophagenrekrutierung sowie einen damit einhergehenden verspateten
Myelinabbau auf (Liefner et al. 2000, Stoll et al. 1993).

Die Rolle von TNF-alpha ist demnach bereits intensiv untersucht worden. Wahrend
der ersten 24 Stunden nach der Lasion kommt es jedoch zudem zu einer
Hochregulierung diverser anderer Zytokine, unter anderem von Interleukin (IL)-1 beta
MRNA (Gillen et al. 1998), IL-6- sowie IL-10 mRNA (Bourde et al. 1996, Gillen et al.
1998). Die Wirkungen sind hierbei vielfaltig und noch nicht ausreichend erklart. Es
konnte gezeigt werden, dass IL-1 beta direkt die Synthese von nerve growth factor
(NGF) in Schwann Zellen induziert (Lindholm et al. 1987). Das proinflammatorische
Zytokin IL-6 ist ebenfalls an der Entstehung neuropathischer Schmerzen beteiligt und
wird nach Nervenlasion hochreguliert (Bourde et al. 1996, Bolin et al. 1995). Durch
die antiinflammatorische Behandlung mit IL-10 nach CCI wurde die Entwicklung
thermaler Hyperalgesie, die Makrophageninvasion und endoneurale TNF-alpha

Expression gehemmt (Wagner et al. 1998).



1.3 Regeneration peripherer Nerven

Die von dem proximalen Nervenstumpf ausgehende Aussprossung von Axonen ist
durch eine noch intakte Basallamina, zum Beispiel im Falle der Crush-L&sion,
erheblich erleichtert, aussprossende Axone erhalten hierdurch eine Leitstruktur, die
nach einer Axotomie auftretende Neurombildung durch das unkontrollierte
Aussprossen von Neuronen tritt seltener auf. Die von dem proximalen
Nervensegment ausgehende Regeneration durch Aussprossung von Nervenfasern
kann elektrophysiologisch gut objektiviert werden. Die Wachstumsgeschwindigkeit
liegt nach einer Crush-Lasion, also bei noch vorhandener intakter Basallamina als
Leitstruktur, bei 3-4 mm/die, nach Axotomie bei lediglich 2,5 mm/die (Fugleholm et al.
1994). Parallel hierzu werden zahlreiche Adhé&sionsmolekile (N-CAM (neural cell
adhesion molecule), Ninjurin (nerve injury-induced protein)) hochreguliert (Araki et al.
1996, Martini et al. 1994). Neurotrophe Faktoren (GDNF (glial cell-line derived
neurotrophic factor)) und deren Rezeptoren (GFR-alpha 1) werden ebenfalls
hochreguliert (Naveilhan et al. 1997). Zytokine spielen fir eine erfolgreiche
Regeneration ebenfalls eine wichtige Rolle: TNF-alpha als proinflammatorisches
Zytokin dient vor allem der Makrophagenrekrutierung und Myelinabraumung,
wohingegen die Neuroregeneration in TNF-alpha knockout Mausen nicht affektiert
wurde (Liefner et al. 2000). Die neuronale Regeneration ist verzogert in IL-6
defizienten Mausen (Zhong et al. 1999). Proinflammatorische Zytokine wie zum
Beispiel IL-1 beta, stimulieren die Produktion von nerve growth factor (NGF) und

kontribuieren somit zur erfolgreichen Regeneration (Griffin et al. 1993).

Oftmals ist eine erfolgreiche neuronale Regeneration jedoch durch das
unkontrollierte Fehleinsprossen von Neuronen gekennzeichnet. Es kommt zu
Fehlinnervationen, klinisch beispielsweise zu synergistischen Phanomenen, bei
denen eine Muskelgruppe unwillktirlich durch das willkirliche Anspannen einer
anderen Muskelgruppe aktiviert wird (Augenschluss beim Versuch, den Mundwinkel

zu heben bei Fehleinsprossung im N. facialis Gebiet).



1.4  Klinische Symptome der schmerzhaften Neuropath  ie

Neben der atrophischen Verdnderung der von sensomotorischen Nerven versorgten
Muskulatur kommt es trotz der unterschiedlichen Atiologie der Nervenlasion zur
Entwicklung sensibler Storungen. Diese treten entweder spontan und reizunabhéngig
(paroxysmal versus anhaltend) oder evoziert und reizabhangig auf. Hierbei werden
negative Veranderungen im Sinne einer Verminderung des Empfindens und positive
Veranderungen im Sinne einer Verstarkung unterschieden (Koltzenburg 1998). Zu
den positiven Verdnderungen zahlen vor allem die Entwicklung einer Hyperalgesie
sowie Allodynie. Als erstere bezeichnet man eine verstarkte Reaktion auf einen
taktilen mechanischen oder thermischen Schmerzreiz, als Allodynie das Auftreten
abnormer Schmerzempfindung auf Ublicherweise nicht schmerzhafte Reize. Neben
diesen Kardinalsymptomen berichten Patienten zuséatzlich noch von Dysasthesien
(abnorme Sensation empfunden als eindeutige Missempfindung) und Hypasthesien
(Gefuihlsminderung). In den in unserer Studie verwendeten Tiermodellen der CCI-
und Crush-L&sion entwickelten die Tiere ebenfalls Verhaltensveranderungen, die auf
die Entwicklung einer schmerzhaften Neuropathie mit oben beschriebenen klinischen
Symptomen schlieBen lassen und die in den Verhaltenstestungen untersucht

wurden.

1.5 Medikamenttse Therapie neuropathischer Schmerz  en

Die medikamentdse Therapie neuropathischer Schmerzen umfasst mehrere
Praparategruppen, wobei grundséatzlich zentral wirkende Medikamente gunstigere
Effekte als solche mit peripherem Angriffspunkt haben (Wessely 2001). Infrage
kommen Praparate aus der Gruppe der nichtsteroidalen Antiphlogistika,
Antidepressiva, Opiate sowie Antiepileptika. Antidepressiva insbesondere vom
Amitryptilin-Typ gelten als erste therapeutische Wahl und zeichnen sich nicht nur
durch eine antidepressive sondern auch eine direkte analgetische Wirkung aus
(Onghena et al. 1992). Die Wirksamkeit konnte in zahlreichen Metaanalysen gezeigt
werden (Max 1995, McQuay et al. 1996). Neben den Antidepressiva zahlen
Antiepileptika (Carbamazepin, aber auch neuere Antiepileptika wie Gabapentin,
Lamotrigin  und Pregabalin) als Mittel der ersten Wahl zur Behandlung

neuropathischer  Schmerzen und gehdren zur  Standardtherapie  der
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Gesichtsneuralgien aber auch anderer neuropathischer Schmerzen vorwiegend
brennend-lanzinierenden einschiel3enden Charakters (Polyneuropathie,
Postzosterneuralgie). Insofern ist die Untersuchung einer antihyperalgetischen
Wirkung von Topiramat als neuerem Antiepileptikum in der Behandlung

neuropathischer Schmerzen vielversprechend.

1.6 Topiramat

Topiramat  (2,3:4,5-bis-O-(1-Methylethyliden)-beta-D-Fructopyranose  Sulfamat)
wurde erstmals 1986 aufgrund seiner strukturellen Ahnlichkeit der O-Sulfamat-
Gruppe zu den bekannt antiepileptisch wirksamen Carboanhydrasehemmern als
ebenfalls antiepileptisch wirksame Substanz in Betracht gezogen (Gordocki et al.
1986). Nachfolgende Studien zeigten eine antikonvulsive Wirkung sowohl im
Tiermodell als auch in randomisierten Plazebo-kontrollierten Studien bei humaner
Epilepsie (Cha et al. 2002, Koh et al. 2001, Niebauer et al 1999, Rigoulot et al. 2003,
Biton et al. 1999). Verschiedene molekulare Wirkmechanismen wurden hierfur
verantwortlich gemacht. So zeigte Topiramat eine Wirkung im Sinne einer

1. Verstarkung von Chloridstromen durch GABAerge (y-amino-butyric-acid)
Mechanismen am GABA-A Rezeptor-Subtyp (White et al. 2000, Shank et al.
1994, Kuzniecky R et al. 1998).

2. Beeinflussung spannungsabhangiger Natrium-Kanale moglicherweise durch
Stabilisierung der Kanale im inaktiven Status (Rogawski et al. 1990, Wu et al.
1998, Zona C et al. 1997).

3. Konzentrationsabhéngigen Blockade von AMPA/Kainat-Rezeptor induzierten
Einflussstromen (Skradski S et al. 2000, Gibbs et al. 2000, Poulsen et al. 2004).

4. Negativen Modulation von L-Typ Calcium Kanélen (Zhang et al. 2000) sowie

5. Inhibition insbesondere der Carbo-Anhydrase-Isoenzyme CA Il und CA IV
(Dodgson et al. 2000).

Diese Vielfalt zellularer wie molekularer Wirkmechanismen einer antiepileptisch
wirksamen Substanz konnte bisher nur flr Topiramat eindeutig aufgezeigt werden,

anschlieBende Studien untersuchten mdgliche neuroprotektive Effekte zunachst in
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Modellen der Epilepsie (Rigoulot et al. 2003). Es fand sich hier eine deutliche
Reduktion neuronalen Schadens in allen hippocampalen Subregionen sowie den
Laminae II-IV der ventralen Cortices nach experimentellem Status epilepticus der
Ratte. Diese beschriebenen neuroprotektiven Eigenschaften zeigten sich auch nach
Behandlung mit Topiramat im Anschluss an eine globale cerebrale Ischamie und
waren hier dosisabhangig (Lee et al. 2000). In einem Rattenmodell nach globaler
Ischamie war bereits eine Dosis von 20mg/kg intravends suffizient, fast samtliche
histologische Zeichen hippocampalen ischdmischen Zelltodes zu eliminieren
(Edmonds et al. 2001). In einer aktuellen Studie erwies sich Topiramat erstmals auch
als neuroregenerativ wirksame Substanz. Auf zellularer Ebene erhthte sich unter
Topiramat-Behandlung die Zahl der aussprossenden Neurone sowohl in
hippocampalen wie auch corticalen Zellkulturen, auf funktioneller Ebene zeigte sich
nach Kompression des N. facialis eine deutlich schnellere Erholung motorischer
Funktionen (Smith-Swintosky et al. 2001).

In klinischen Studien hingegen wurde, da einige Antiepileptika als Mittel der ersten
Wahl in der Behandlung neuropathischer Schmerzen gelten, insbesondere die
potenzielle Wirksamkeit von Topiramat als antihyperalgetische Substanz untersucht.
Hierbei zeigte sich in einer Pilotstudie zur Behandlung der Trigeminus-Neuralgie eine
statistisch signifikante Schmerzreduktion (Gilron et al. 2001), in Anbetracht der
geringen Patientenzahl kann diese aber nicht als gesichert gelten. Bei diabetischer
Polyneuropathie zeigte sich in einer Pilotstudie eine in vivo wie in vitro Reduktion des
Nervenfaserverlustes (Vinik et al. 2003). Eine Pilotstudie zur Behandlung
neuropathischer Schmerzen bei diabetischer Polyneuropathie zeigte in Einzelfallen
erfolgversprechende Ergebnisse und signifikante Reduktion des Schmerzerlebens
(Kline et al. 2003). Eine antihyperalgetische Wirkung von Topiramat kann jedoch
nach einer aktuellen Metaanalyse noch nicht als gesichert angesehen werden
(Carroll et al. 2004), auch konnte in 3 Plazebo-kontrollierten randomisierten
klinischen Studien keine signifikante Reduktion des Schmerzerlebens bei

schmerzhafter diabetischer Neuropathie aufgezeigt werden (Thienel et al. 2004).



1.7 Zielsetzung dieser Studie

Wie oben beschrieben, konzentrierte sich die Forschung zunachst auf zellulare wie
molekulare Mechanismen der antikonvulsiven Wirkung von Topiramat. Zunehmend
zeigten sich dann aber nach ischdmischer Lasion des zentralen Nervensystems
neuroprotektive Eigenschaften. Die Erforschung neuroprotektiver wie auch
neuroregenerativer Eigenschaften erwies sich als zunehmend vielversprechender,
insbesondere nachdem gezeigt werden konnte, dass sowohl auf zellularer als auch
funktioneller Ebene die Regeneration nach N.-facialis-L&sion durch Kompression
statistisch signifikant erhoht war. In Anbetracht dessen, aber auch im Hinblick auf die
stark differierenden Ergebnisse in klinischen Studien zur Behandlung
neuropathischer Schmerzen, fluhrten wir eine genauere Evaluation im Hinblick auf
neuroregenerative sowie antihyperalgetische Eigenschaften von Topiramat
insbesondere nach peripherer Nervenlasion durch. In einem weiteren Schritt sollte
auf zellularer Ebene untersucht werden, inwieweit es zu Anderungen der Expression
von Zytokinen und deren Rezeptoren kommt, die bekanntermalRen und wie oben
beschrieben sowohl zur Schmerzentwicklung aber auch zur De- und Regeneration

nach peripherer Nervenlasion in erheblichem Mal3e kontribuieren.



2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Tiere/ Tierhaltung /Anasthesie

Fur die Versuche wurden erwachsene, weibliche Sprague Dawley Ratten
(Korpergewicht 190-220g, Charles River, Deutschland) verwendet.

Die Haltung der Tiere fand bei einer Umgebungstemperatur von 22 bis 24T in
Plexiglasboxen (5 Tiere je Box) unter Einhaltung eines 14:10 Stunden Tag-Nacht-
Rhythmus statt. Die Ratten erhielten Standard-Nagetierfutter sowie Wasser ad
libitum.

Samtliche chirurgische Interventionen und Gewebeentnahmen wurden unter tiefer
Barbituratanasthesie (intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Korpergewicht
Pentobarbital, Narcuren”, Rhone-Merieux, Laupheim) durchgefiihrt.

Die Genehmigung der Tierversuche wurde mit Aktenzeichen 16/02 durch die
Regierung von Unterfranken erteilt.

2.2 CCl-Lasion

Fir die erste Versuchsreihe wurden zehn Ratten einer unilateralen CCI-Lasion
(chronisch konstriktive Lasion (injury)) unterzogen, zwei Ratten dienten als
Kontrolltiere und wurden weder operiert noch behandelt.

Nach der 1988 von Bennett und Xie beschriebenen Methode wurde zunéachst die
Haut Gber dem Oberschenkel des Hinterlaufes rechts in einer Lange von circa 2,5cm
inzidiert. Nach Darstellung des Musculus (M.) vastus lateralis sowie M. biceps
femoris wurden selbige durch stumpfe Préparation getrennt bis zur Darstellung des
N. ischiadicus. Im Anschluss an die Freiprdparation des N. ischiadicus wurden ca.
5mm proximal der Trifurkation drei Ligaturen aus resorbierbarem 4.0 chromiertem
Catgut in einem Abstand von jeweils 1mm um den Nerven platziert und bis zum
Auslosen einer kurzen Zuckreaktion im Hinterlauf festgezogen (Abbildung 1). Durch
Muskel-, Faszien- sowie Hautnaht mit schwarzer Seide 6.0 wurde die Wunde

verschlossen (Bennett und Xie 1988).
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Material und Methoden

Bis zur vollstdndigen Wiedererlangung des Bewusstseins fand die Aufbewahrung
samtlicher Ratten in einer bei 37T temperierten Pl exiglasbox statt.

Abb. 1 Operationssitus einer Ratte mit CCI-L&sion nach Anbringen der drei Ligaturen
um den N. ischiadicus 5mm proximal der Aufteilung in N. peronaeus communis

sowie N. tibialis.

2.3  Crush-Lasion

In der zweiten, dritten elektrophysiologischen sowie vierten molekularbiologischen
Versuchsreihe (siehe unten) erhielten jeweils 10 Ratten eine unilaterale rechtsseitige
Crush-Lasion nach der von de Koning 1986 beschriebenen Methode (de Koning et
al. 1986, siehe Abbildung 2). Der N. ischiadicus wurde hierzu nach obiger
Beschreibung freiprapariert. Wiederum 5mm proximal der Trifurkation wurde der
Nerv von seinem paranervalen Bindegewebe gelost und sodann mit einer Pinzette
der Grof3e Nr. 5 an drei unmittelbar aufeinanderfolgenden Zeitpunkten ftr jeweils 10
Sekunden (s) maximal komprimiert. Anschlieend wurde die Wunde wiederum mit
schwarzer Seide 6.0 durch oben beschriebene Nahte verschlossen, die
Aufbewahrung der Tiere fand in analoger Weise statt.
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Material und Methoden

Abb. 2 Operationssitus einer Ratte mit Crush-Lasion nach Kompression des N.

ischiadicus 5mm proximal der Aufteilung in N. peronaeus communis und N. tibialis.

2.4 Medikation

Im Rahmen der medikamentésen Behandlung wurden aus oben genannten Gruppen
jeweils funf Ratten mit einer intraperitonealen Injektion von zweimal taglich 30 mg/kg
Korpergewicht Topiramat (Johnson & Johnson Pharmaceutical Research &
Development, LLC) behandelt, finf Ratten mit einer physiologischen 0,9%-igen
NaCl-Lésung, zwei Ratten dienten als Kontrolle und wurden dementsprechend nicht
behandelt.

Die Behandlung erfolgte zu den Zeitpunkten 8:00 und 20:00 Uhr und begann in der
ersten bis dritten Versuchsreihe zum Zeitpunkt der Operation, bei der
molekularbiologischen Untersuchung der Zytokinexpression entschieden wir uns fur
eine zweitdgige praoperative Vorbehandlung der Tiere mit Topiramat in einer
Dosierung von 50mg/kg Koérpergewicht bzw. NaCl. Somit wurde ein ausreichender
Wirkspiegel bereits zu den frihen Gewebsentnahmepunkten von 12 bzw. 24
Stunden sichergestellt (Shank et al. 2000).

Nach Durchfihrung der unten beschriebenen Verhaltenstestung fand die

Gewebeentnahme der Versuchstiere der Gruppen 1 und 2 an Tag 28
(Verhaltenstestung und Histomorphologie), der Gruppe 3 nach 3 Monaten
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(Elektrophysiologische Studie), der Gruppe 4 zum Zeitpunkt 12 bzw. 24 Stunden
(Molekularbiologische Studie) post operationem statt.

2.5 Verhaltenstestung

Samtliche Testungen zur motorischen wie sensiblen Funktion des N. ischiadicus
wurden durch einen bezuglich der medikamentésen Behandlung verblindeten
Untersucher durchgefihrt. Die Verhaltenstestung erfolgte stets zu gleichen
Tageszeitpunkten durch den gleichen Untersucher, zur Herstellung optimaler
Untersuchungsbedingungen wurde der Raum fur weitere Personen gesperrt. Die
verschiedenen sensorischen Modalitditen wurden an drei aufeinanderfolgenden
Tagen praoperativ bestimmt und ein Mittelwert als Ausgangswert bestimmt. Neben
der Bestimmung eines Null-Wertes erlaubte diese Vorgehensweise auch eine
Gewobhnung der Tiere an die Testungen. Danach erfolgte die Testung in reguléaren

Intervallen an den den Graphen zu entnehmenden Zeitpunkten.

2.5.1 Testung der Hitzehyperalgesie

Ruckzugslatenzen auf einen Hitzestimulus wurden durch die erstmals 1988 von
Hargreaves et al. beschriebene Methode bestimmt (Hargreaves et al. 1988). Hierzu
wurde der Plantartester von Ugo Basile (Comerio, Italien) verwandt. Die
Versuchstiere wurden einzeln und in zufélliger Reihenfolge in eine Plastikbox auf
eine 3mm starke Glasplatte gesetzt. Nach einer Gewdhnungszeit von mindestens 5
Minuten (min) wurde ein Infrarotstrahl exakt unter der zu testenden Hinterpfote
platziert. Als Ruckzugslatenz wurde die Zeit in Sekunden bestimmt, zu der die Ratte
mit dem Zurtickziehen der Hinterpfote aufgrund des Hitzereizes nach Anstellen der
Infrarotquelle reagierte. Zur Vermeidung von Gewebeschadigungen wurde maximale
Einwirkungszeit der Infrarotstrahlen mit 18s festgelegt. Die Ruckzugslatenzen der zur
Operation ipsilateralen wie kontralateralen Hinterpfote wurden in drei Testungen je
Zeitpunkt auf 1/10-Sekunde bestimmt, danach wurde der Mittelwert berechnet. Ein
adaquates Intervall von mindestens 15min zwischen den einzelnen Messungen
wurde eingehalten. Eine Abnahme der Rickzugslatenz bedeutet demnach eine
frihere Reaktion auf einen Hitzereiz und dementsprechend eine starker ausgepréagte

Hitzehyperalgesie.
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2.5.2 Testung der Allodynie

Zur Messung der Ruckzugslatenz auf einen mechanischen Reiz verwandten wir das
elektronische von-Frey Haar (Ugo Basile, Comerio, Italien). Zunachst wurden die
Tiere hierfur auf ein Gitter aus Fliegendraht gesetzt. Die Spitze des von-Frey Haares
wurde analog dem konventionellen von-Frey Haar auf die Haut der ipsi- bzw.
kontralateralen Hinterpfote aufgesetzt. Anschliel3end wurde tber 2s ein gleichmalig
zunehmender Druck mit dem von-Frey Haar auf die Haut ausgeubt. Unmittelbar nach
Zurickziehen der Hinterpfote wurde der entsprechende Wert (in Gramm) des
maximal ausgeubten Druckes angezeigt. Das Zeitintervall zwischen Messungen an
derselben Pfote betrug hierbei mindestens 1 min, das zur kontralateralen Pfote
mindestens 30s. Nach mindestens 5 Messungen je Pfote wurde der Mittelwert

berechnet, zwei Kontrollratten dienten als Kontrollwerte.

2.5.3 Testung der Mechano-Nozizeption

Nach der Randall-Selitto Methode (Randall et a. 1959) und unter Benutzung eines
Analgesimeters (Ugo Basile, Comerio, Italien) wurde die Mechano-Nozizeption
untersucht. Hierbei wurde mithilfe des Analgesimeters eine zunehmende Kraft auf
die Hinterpfote ausgelbt und ebenfalls die Kraft (in Gramm) gemessen, bei der es zu
einer Rickzugsreaktion der Hinterpfote der Ratte kam. Nach dreimaliger Messung
wurde ein Mittelwert berechnet, NaCl-behandelte Tiere und unoperierte Tiere dienten
als Kontrolle.

2.5.4 Testung der Kalte-Allodynie

Die Ruckzugszeitdauern auf einen Kaltereiz zur Quantifizierung der Kalte-Allodynie
wurden nach der von Choi et al. beschriebenen Methode bestimmt (Choi et al. 1994).
Hierzu wurden die Tiere wiederum auf oben beschriebenes Gitternetz gesetzt.
Zunachst wurde zum Ausschlufd unspezifischer Reaktionen ipsi- wie kontralateral ein
Tropfen 37C warmen Wassers auf die Haut der Ful3soh le aufgebracht. War diese
Reaktion negativ, wurde ein Tropfen Aceton mithilfe einer Polyethylen-Pipette ohne
unmittelbaren Kontakt der Pipette mit der Ful3sohle auf selbige aufgebracht. Als
positive Reaktion auf den durch Aceton ausgeldsten Kaltereiz wurde ein ruckartiger
Ruckzug der Hinterpfote mit Beibehalten einer Schonstellung langer als 1s gewertet.

Die Zeit bis zum mindestens 2s andauernden Wiederaufsetzen der Pfote wurde

14



gemessen. Eine weniger als 1s andauernde Reaktion wurde als Kalte-unspezifisch
und mit 0 bewertet, da diese auch beim Aufbringen eines Tropfen 37T warmen
Wassers beobachtet wurde. Aceton wurde mindestens drei Mal sowohl ipsi- als auch
kontralateral zur operierten Seite appliziert, zwischen zwei Messungen wurde ein
Zeitintervall von mindestens 5min festgesetzt. Abschlie3end wurden die Mittelwerte
berechnet.

2.5.5 Testung der motorischen Funktion

Zur Beurteilung und Quantifizierung der motorischen Funktion des Hinterlaufes
beobachteten wir insbesondere das Spontanverhalten sowie die Positionierung der
ipsilateralen, also operierten Pfote (Attal et al. 1990). Hierfir wurden die
Versuchstiere zur ausreichenden Adaptation zunachst fir mindestens 5min in die
Beobachtungsbox gesetzt. Im Anschluss daran wurde jedes Tier einzeln fir 15min
(3x 300s) beobachtet. Die Zeitdauern, wahrend der sich die ipsilaterale Hinterpfote in
einer bestimmten Position befand, wurden entsprechend dem Protokoll nach Attal et

al. notiert und der Motorische-Funktions-Score anschlieRend berechnet.

2.6  Histologie und Morphometrie

Zur Gewinnung des zu untersuchenden Gewebes wurden die Tiere wiederum in eine
tiefe Barbituratanésthesie (intraperitoneale Injektion von 50 mg/kg Korpergewicht

Pentobarbital, Narcuren”, Rhone-Merieux, Laupheim) versetzt.

Anschlielend wurde analog zur oben beschriebenen Operationsmethode der N.
ischiadicus freigelegt, entnommen und in 0,9%-iger NaCl-L6sung gewaschen. Nach
Fixierung in 2,5-igem Glutaraldehyd sowie post-Fixierung in einer Losung von 1%
Osmium Tetroxid wurde das Nervengewebe in Plastik eingebettet. Die Farbung in
0,2%-igem Toluidinblau wurde nach Anfertigung 1um starker Semidinnschnitte mit
dem Leitz Kryostat 1720 durchgefiuhrt. Zur morphometrischen Analyse wurden pro
Nerv drei reprasentative und zuféllig ausgewéhlte Bildausschnitte mithilfe eines Zeiss
Axiophot 2 Mikroskops in einer 1750fachen Vergrél3erung aufgenommen. Durch
Verbindung des Mikroskops mit einer Sony CCD Kamera und deren Anschluss an

einen PC fand die Auswertung anschlieRend mit der Image Pro Plus 4.0 Software
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(Media Cybernetics, Leiden, Niederlande) statt. Hierbei wurden zunéchst von jedem
Nervenanschnitt drei Bilder aufgenommen. Nach Festlegung eines Schwellenwertes
der Farbintensitdt wurde die Flache jeder einzelnen intakten Myelinscheide
automatisch bestimmt und manuell nachkorrigiert. Der Schwellenwert wurde fur
jeden Nervenschnitt individuell aufgrund der gefarbten Bestandteile festgesetzt. So
wurde sichergestellt, dass nur die tatsdchlich immunreaktive Flache und nicht
eventuelle Hintergrundfarbung registriert wurde. AnschlieBend wurden die drei
reprasentativen Bildausschnitte je Nerv verrechnet und ein Kaliberspektrum je Nerv

erstellt, anhand dessen die Gré3enverteilung intakter Myelinscheiden ersichtlich ist.

Zur Quantifizierung der epidermalen Innervation wurden unter einem
Sektionsmikroskop  drei Proben aus der Plantarhaut) (Footpad) im
Innervationssegment L4/L5 enthommen, sogleich in 4%-igem phosphatgepuffertem
Paraformaldehyd (pH 7.4) fur 3 Stunden fixiert und in 10%-iger Sucroselésung tber
Nacht eingebettet. Nach Umbettung in Tissue Tek” wurde das Gewebe in
Flassigstickstoff schockgefroren und anschliel3end bei —20C verwahrt. 10 um starke
Schnitte  wurden mithilfe des Leitz Kryostat 1720 angefertigt. Durch
Immunfluoreszenzfarbung mit dem pan-neuronalen Marker PGP 9.5 (Ultraclone, UK,
1:800) konnten sodann die epidermalen Nervenfasern wiederum unter Benutzung
des Zeiss Axiophot 2 Mikroskopes visualisiert werden. Zur Quantifizierung der
epidermalen Nervenfaserdichte wurden bei einer 40fachen VergroRerung samtliche
die Epidermis erreichende Nervenfasern gezahlt und in Verhaltnis zur Lange der
ausgewerteten Epidermis gesetzt (Image Pro Plus 4.0 Software). 3 repréasentative
und zufallig ausgewdahlte Bildausschnitte je Footpad wurden ausgewertet,

anschliefend ein Mittelwert berechnet.

2.7  Elektrophysiologie

In regularen den Graphiken zu entnehmenden Intervallen wurden unter einer
neuroleptisch-analgetischen Kombinationsanasthesie (Hypnorm, Janssen,
Deutschland) Studien zur Beurteilung der elektrophysiologischen Parameter im
Verlauf der Neurode- und -regeneration durchgefihrt (Zielasek et al. 1996). Die

Hauttemperatur wurde unter einer Warmelampe bei 33.5-34.5T konstant gehalten.
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Material und Methoden

Fur die Messungen wurde der Medelec 92a Elektromyograph (Medelec, Surrey, UK)
verwandt. Nach Fixierung des Versuchstieres auf einer Korkplatte wurden
Stahlnadelelektroden (DISA13L60 und 64, Kopenhagen, Danemark) subkutan
platziert. Hierbei wurde die Elektrode fir die proximale Stimulation (Anode und
Kathode) auf Hohe des Austrittspunktes des N. ischiadicus aus den Foramina
intervertebralia platziert, zur distalen Stimulation gerade uber dem lateralen
Malleolus. Die Ableitelektroden (Picker, Miinchen, Deutschland) wurden an der Basis
der GroRzehe und im Zehenzwischenraum Digiti Il und Il angebracht.

Abb. 3 Platzierung der Elektroden fir proximale und distale Stimulation sowie der
Ableitelektroden.

Zur Beurteilung der motorischen Nervenleitgeschwindigkeit wurden zunachst das
Schwellenpotenzial sowie die Stimulationsintensitat bestimmt, bei der das
Muskelsummenaktionspotenzial (MSAP) die grof3te Amplitude aufwies. Zur
Beurteilung wurden die Latenz und Amplitude der MSAPs sowie Persistenz, Latenz
und Dauer der F-Welle registriert. Zur Berechnung der Nervenleitgeschwindigkeit
wurde die Distanz zwischen stimulierender und ableitender Elektrode in mm
gemessen und in Bezug zur durchlaufenen Zeit gesetzt (Differenz zwischen
proximaler und distaler Latenz) Samtliche Potenziale wurden unverzuglich auf Papier
gedruckt und anschlieRend durch einen verblindeten Untersucher ausgewertet.
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2.8  Molekularbiologische Untersuchungen zur Zytoki nexpression

Die Zytokinexpression wurde durch Messung der im Gewebe (N. ischiadicus sowie
Spinalganglien) exprimierten mMRNA quantifiziert. Hierbei wurde die quantitative Real-
time PCR verwendet. Mit dieser Methode ist der Fortschritt der PCR ,real time* zu
beobachten. Es wird also nicht die akkumulierte Menge an PCR-Produkt am Ende
der Amplifikation berechnet, sondern die Zyklusanzahl (Ct-Wert) bestimmt, nachdem
erstmals ein Signal detektierbar ist. Je groRer die Menge an mRNA respektive cDNA
zu Beginn der Amplifikationszyklen ist, desto eher ist ein Signal zu messen und desto
kleiner der Ct-Wert. Bei der verwendeten komparativen Ct-Methode ist besonders
von Vorteil, dass keine Standardkurve erstellt werden muss und ein direkter
Vergleich in vitro von Ziel-mRNA zur endogenen Kontrolle mdglich ist. Ausserdem
kann mehr Gewebe zur Zytokinbestimmung eingesetzt werden, da keine cDNA mehr
zur Erstellung von Standardkurven bendtigt wird.

2.8.1 Gewebeasservierung

Nach einer Uberlebenszeit von 12 bzw. 24h post operationem wurden analog zu den
oben bereits beschriebenen Bedingungen bei der vierten Versuchsgruppe die
Gewebeproben entnommen. Der distal der Lasion entnommene N. ischiadicus sowie
Spinalganglien der Segmente L4 und L5 wurden von ihrem umgebenen
Bindegewebe freiprapariert, gewogen und in flissigem Stickstoff schockgefroren. Bis
zur weiteren Verarbeitung fand die Aufbewahrung in sterilen Eppendorf Caps (2ml,

Eppendorf GmbH, Eppendorf, Germany) bei —80<C statt .

2.8.2 RNA-Aufreinigung

Die RNA-Aufreinigung erfolgte unter Einhaltung der Ublichen Sauberkeitsregeln statt
(Verwendung autoklavierter Spitzen, Gebrauch von Einmalhandschuhen, Arbeit unter
Luftabzug).

In einem ersten Schritt wurde das aufzureinigende Gewebe langsam auf Eis
aufgetaut. Gemal der Anleitung der Firma Life Technologiesll] wurde das Gewebe
(N. ischiadicus distal, Spinalganglien L4/ L5) in bereits mit 600ul TRIZOL"-Reagenz
(Life Technologies[l, USA) gefillte 2ml Eppendorf-Caps Uberfuhrt. Mittels eines

Dispergierstabes (Miccra D8, Miccra, UK, 23500rpm (rounds per minute) wurde jede
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Gewebeprobe einzeln fur 30 s homogenisiert, zwischen zwei Gewebeproben wurde
der Dispergierstab zunédchst mit SDS 1%, dann mit DEPC-Wasser (1l
demineralisiertes Wasser + 1ml DePC (Diethyl Pyrocarbonat)) behandelt. Nach einer
Inkubationszeit des Homogenates fur 5min bei Raumtemperatur wurden jeweils
300ul Chloroform zu der Probe hinzugefuigt. Nach Durchmischen (Vortex) der Probe
wurde diese zunéchst fur zehn weitere Minuten bei Raumtemperatur inkubiert,
anschlieRend fur 15min bei 13000rpm und 4T zentri fugiert. Die RNA-haltige obere
Phase der Probe wurde in ein 1,5ml Eppendorf-Cap Uberfiihrt. Durch Zugabe von
300ul Isopropylalkohol sowie 1,1ul Glykogen, Durchmischung, 10min Inkubation bei
Raumtemperatur sowie abschlielRendem Zentrifugieren tber 15min bei 13000rpm
und 4C wurde die RNA geféllt und abpipettiert. Dur ch Zugabe von 1ml Ethanol 75%,
Durchmischen sowie erneutem Zentrifugieren der Probe bei 13000rpm und 4<C Uber
10min wurde eine weitere Ausfallung und Konzentrierung der RNA erreicht.
AbschlieBend wurde wiederum der Uberstand abpipettiert und die Probe bei 42<C fiir
15 min auf einem Heizblock getrocknet. Die nun aufgereinigte RNA wurde durch
Zugabe von 30 pl DEPC-Wasser, griindlicher Durchmischung und 10min Inkubation
bei 55C auf dem Heizblock geldst. Die RNA-Proben w urden bei —80C gelagert.

Zur weiteren Verarbeitung (Reverse Transkription) wurde zur Bestimmung der
optischen Dichte der RNA-Probe selbige auf Eis aufgetaut, anschlielend 3ul der
Probe zu bereits in 1,5ml Eppendorf-Caps vorgegebene 87ul DEPC-Wasser
gegeben. Nach Durchmischung fand am Eppendorf Photometer (Eppendorf GmbH,
Eppendorf, Germany) die automatische Bestimmung der optischen Dichte der Probe
statt. Die Konzentration der RNA-Probe wurde in ng (RNA)/ul (Probe) angegeben
und diente der Berechnung der einzusetzenden Menge an Probe fir die folgende

Reverse Transkription.

2.8.3 Reverse Transkription

Fur die Reverse Transkription der RNA in cDNA wurden je Probe die gleiche Menge
an RNA, 500ng, eingesetzt. Das Probevolumen wurde in ein 0,2ml Eppendorf-CAP
Uberfuhrt und auf Eis gelagert. AnschlieBend wurde bis zum Erreichen eines
Gesamtvolumens von 34,75ul DEPC-Wasser hinzugefigt. Zu der durchmischten
Probe wurde abschlieRend 65,25ul Premix (siehe Tabelle 1) pipettiert, das
Gesamtvolumen betrug 100 pl.
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Material und Methoden

Premix (Tabelle 1 , sdmtliche Komponenten der Firma Applied Biosystems, Applera
Int. Inc., Woolston, Warrington, UK

Komponente Volumen
10xRT Buffer 10,0ul
25mM MgCl, 22,0pl
DesoxyNTPs Mixture 20,0ul
Random Hexamers 5,0ul
RNase Inhibitor 2,0ul
MultiScribe Reverse Transkriptase (50U/ul)  6,25ul
Gesamtvolumen 65,25l

Die Reverse Transkription wurde in einem Thermocycler (Applera Int. Inc., Woolston,
Warrington, UK) unter folgenden Bedingungen ausgefihrt (Tabelle 2):

Reverse Transkription (Tabelle 2)

Primer- Reverse Transkription RT-Inaktivierung
Bindung
Zeit 10min 60min 5min
Temperatur 25T 37C 95C

Die cDNA wurde bei —20C gelagert.

2.8.4 Real-time-PCR (Polymerase-Kettenreaktion)

Die abschlieBend durchgefihrte Real-time-PCR zur Quantifizierung der
Zytokinexpression von TNF-alpha, IL-1 beta, bzw. IL-10 wurde ebenfalls unter oben
angegebenen hygienischen Bedingungen und nach Anleitung des Herstellers
(Applied Biosystems, Applera Int. Inc., Woolston, Warrington, UK) durchgefihrt.
Samtliche Komponenten wurden bei diesem Hersteller bezogen.

Als endogene Kontrolle diente 18s-RNA. Zuné&chst wurde der Premix (siehe Tabelle
3) jeweils fur die spezifischen (TNF-alpha-)Proben sowie fir die 18s-RNA Kontrollen
vorbereitet. 45ul des TNF-alpha-Premix wurden in die erste Halfte (48 Wells) der 96-
Well-Platte (Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) vorgegeben, in die
restlichen 48 Wells jeweils 45 pl des 18s-RNA-Premix. Nach Auftauen der cDNA-
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Proben auf Eis wurden diese in Tripletts (3 Wells je cDNA-Probe) hinzupipettiert.
Hierbei wurde fur die spezifischen TNF-alpha-Proben ein Volumen von 5 pl, fur die
18-sRNA-Proben ein Volumen von 2,5 ul verwendet. Als Nullkontrollen dienten
sowohl fur die TNF-alpha- als auch die 18-sRNA-Proben ein Triplett DePC-Wasser.

Premix (ul je Probe, Tabelle 3, samtliche Komponenten der Firma Applied

Biosystems, Applera Int. Inc., Woolston, Warrington, UK)

TNF-alpha-Premix 18s-RNA-Premix

RNase free water  17,5ul 20yl
Master Mix UMM 25ul 25ul
Primer 2,5ul 2,5ul
Probevolumen 5ul 2,5ul
Gesamtvolumen  50ul 50l

Die Wellplatte wurde mit Caps verschlossen und in den auf 94C vorgeheizten Real-
Time-PCR-Cycler (7700 Sequence Detector Thermocycler, Perkin Elmer, ABI Prism
TM) gesetzt. Unter folgenden Bedingungen wurde die Real-Time-PCR durchgefihrt.

Die Cycler-Bedingungen lauteten wie folgt (siehe Tabelle 4).

Cycler-Einstellung (Tabelle 4)

Inkubation Denaturierung  Amplifikation
40 Zyklen
Zeit 2min 10min 0:15 min 1:00 min
Temperatur 50C 95T 95T 60C

Zur relativen Quantifizierung der mRNA im Ausgangsgewebe wurde die komparative
Ct-Methode verwendet (Winer et al. 1999). Der Ct-Wert einer Probe ist hierbei die
Anzahl an Amplifikationszyklen, bei der das Fluoreszenzsignal erstmals einen
bestimmten Schwellenwert Uberschreitet. Dieser Schwellenwert liegt in der
exponentiellen Phase der Amplifikation. Der Ct-Wert der Ziel-mRNA (TNF-alpha, IL-1
beta, IL-10) wird hierbei in Relation gesetzt zum Ct-Wert der endogenen Kontrolle

(18s RNA) und in 22" angegeben. Dieser Wert wird dann in Relation gesetzt zum
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Ct-Wert eines Kalibrators (Ct-Wert von Geweben unoperierter und unbehandelter
KontrO”tiere)- (AACtZ[(Ct Ziel(unbekannte Probe) — Ct endogene Kontrolle (unbekannte Probe)] - [(Ct Ziel

(Kalibrator) — Ct endogene Kontrolle (Kalibrator))]-

2.9  Statistische Analyse

Die Daten zur statistischen Analyse der Verhaltenstestungen wurden zunachst zur
Feststellung von Gruppenunterschieden (Topiramat- vs. NaCl-behandelte Tiere)
durch einen two-way ANOVA (analysis of variance) analysiert. Durch einen post-hoc
Test wurden die Daten der einzelnen Testtage analysiert. Zur Analyse der
morphometrischen wie auch molekularbiologischen Ergebnisse wurde ebenfalls der
two-way ANOVA verwendet. Die Grenze der Irrtumswahrscheinlichkeit wurde mit 5%
festgelegt, Werte p<0,05 wurden demnach als statistisch signifikant betrachtet und

sind graphisch durch ein *-Symbol gekennzeichnet.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Einfluss der Topiramat-Behandlung auf das Kérp  ergewicht

Samtliche Ratten zeigten nach CCI-Operation einen Gewichtsverlust von 10% ihres
Ausgangs-Kdrpergewichtes. Bis zum Ende der Beobachtung an Tag 28 erreichten
NaCl-behandelte Tiere ihr urspriingliches praoperatives Kérpergewicht, wohingegen
Topiramat-behandelte Tiere bis zum Ende der Studie ihr urspriungliches
Kdrpergewicht nicht wiedererlangten. Im Zeitverlauf erreichten Crush-behandelte
Tiere ihr praoperatives Korpergewicht schneller als CCl-behandelte Tiere, Topiramat-

behandelte jedoch wiederum spater als NaCl-behandelte Ratten.

3.2  Verhaltenstestungen

Fur die Verhaltenstestungen wurden in einer ersten Versuchsgruppe zehn Ratten mit
CCI behandelt und Uber einen Zeitraum von 28 Tagen beobachtet. Fiunf Tiere
erhielten zweimal taglich 30mg/kg Koérpergewicht Topiramat intraperitoneal, funf
weitere eine intraperitoneale Injektion von 5ml NaCl. Zwei weitere Kontrolltiere
wurden weder operiert noch behandelt.

In einer zweiten Versuchsgruppe wurden zehn Ratten mit einer Crush-L&asion des N.
ischiadicus behandelt und ebenfalls Gber 28 Tage beobachtet. Flinf Ratten erhielten
wiederum die oben angegebene Dosis Topiramat, funf weitere NaCl zweimal taglich.

Ebenso dienten zwei Ratten als Kontrolltiere.

3.2.1 Einfluss der Topiramat-Behandlung auf die En  twicklung von
Hitzehyperalgesie

Samtliche Versuchstiere zeigten sowohl nach CCI als auch nach Crush eine
deutliche Abnahme der Wegzugslatenz auf einen Hitzereiz bereits am Tag 3
postoperativ (Abbildung 4).

Ein eindeutiger signifikanter Effekt der Topiramat-Behandlung zeigte sich in der mit
CCI behandelten Gruppe lediglich an Tag 16, hier war die Wegzugslatenz der
Topiramat-behandelten Tiere geringer reduziert als die der NaCl-behandelten Ratten.
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Die Hitzehyperalgesie war demnach an Tag 16 geringer ausgepragt, jedoch noch bis
zum Tag 28 in beiden Gruppen zu beobachten.

—&— NaCl OP

4 - —— Topiramat OP

— £+ — Topiramat contra
— -2~ —NacCl contra

\V) T T

-2 3 6 10 16 21 27
Tag nach CCI

Abb. 4 Hitzehyperalgesie nach CCI. An Tag 16 statistisch signifikant geringer

ausgepragte Hitzehyperalgesie unter Topiramatbehandlung (*=p<0,05).

Bei den mit Crush behandelten Versuchstieren zeigte sich eine geringere Reduktion
der Wegzugslatenz bei Topiramat-behandelten Tieren an Tag 7 und 27 postoperativ.
Zu Ende der Beobachtung zeigten Topiramat-behandelte Tiere im Gegensatz zu den
NaCl-behandelten Tieren keine Hitzehyperalgesie mehr.

Die nicht operierten und nicht behandelten Kontrolltiere zeigten keine Anderung der
Wegzugslatenzen tber den Beobachtungszeitraum (Abbildung 5).
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Abb. 5 Hitzehyperalgesie nach Crush. An Tag 7 und 27 geringer ausgepragte
Hitzehyperalgesie bei Topiramatbehandlung (*=p<0,05).

3.2.2 Einfluss der Topiramat-Behandlung auf die En  twicklung mechanischer
Allodynie (von-Frey Test)

Die Versuchstiere entwickelten sowohl nach CCI als auch nach Crush-L&sion eine

ausgepragte mechanische Allodynie in Form einer reduzierten Wegzugslatenz auf

von-Frey Haar Stimulation.

Nach CCI zeigte sich zwischen den Topiramat- und NaCl-behandelten Tieren keine

Differenz der Wegzugslatenzen im Beobachtungszeitraum bis zum Tag 28

postoperativ (keine Abbildung).

Auch nach Crush-Lasion zeigten die Versuchstiere lediglich eine Tendenz (nicht

signifikant) zu erh6hten Wegzugslatenzen unter Topiramatbehandlung (Abbildung 6).
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Abb. 6 Mechanische Allodynie nach Crush. Zu beobachten ist lediglich eine Tendenz
Zu geringer ausgepragter mechanischer Allodynie unter Topiramatbehandlung (nicht
signifikant).

Gegen Ende des Beobachtungszeitraumes wiesen beide Gruppen sowohl nach CCI
als auch nach Crush-Léasion noch eine ausgepragte mechanische Allodynie auf, nicht
operierte  und nicht behandelte Kontrolltiere zeigten keine Anderung der

Wegzugslatenzen.

3.2.3 Einfluss der Topiramat-Behandlung auf die En  twicklung mechanischer
Hyperalgesie (Randall-Selitto Test)

Eine mechanische Hyperalgesie entwickelte sich nach CCI lediglich bei den mit NaCl

behandelten Tieren, Topiramat-behandelte Ratten zeigten keine Reduktion der

Wegzugslatenzen und differierten nicht von denen der nicht operierten und

unbehandelten Kontrolltiere. Topiramat-behandelte Tiere entwickelten demnach

keine mechanische Hyperalgesie nach CCI (Abbildung 7).
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Abb. 7 Mechanische Hyperalgesie nach CCI. Unter Topiramatbehandlung keine
Entwicklung einer Hyperalgesie (*=p<0,05).

Nach Crush-Lasion des N. ischiadicus zeigten Topiramat-behandelte Tiere eine
Tendenz zu hoheren Wegzugslatenzen an Tag 15 postoperativ (nicht signifikant).
Reduzierte Wegzugslatenzen zeigten sich in allen Versuchstieren nach Crush (keine
Abbildung).

3.2.4 Einfluss der Topiramat-Behandlung auf die En  twicklung von

Kalteallodynie (Aceton-Test)
Samtliche Ratten zeigten nach CCI bzw. Crush-Lasion erhéhte Wegzugszeiten auf
einen Kaltereiz, entwickelten demnach allesamt eine Kélteallodynie. Unoperierte und
unbehandelte Kontrolltiere zeigten keine Anderung ihres Verhaltens.

Nach CCI =zeigten Topiramat-behandelte Versuchstiere an Tag 16 und 21

postoperativ geringere Wegzugszeiten als NaCl-behandelte Tiere, jedoch zeigte sich
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zu Beginn und Ende des Beobachtungszeitraumes kein signifikanter Unterschied
zwischen Topiramat- und NaCl-behandelten Ratten, ebenso war die Kélteallodynie in

beiden Gruppen bis zum Ende der Studie prasent (Abb. 8).

—&— NaCl OP

50 -
—l— Topiramat OP

45 1 — £+ - Topiramat contra

40 |—-——NacCl contra

35 -

30

25 -

20 -

15 -

*
10
_ *

e m = ——— — B————— B———— B—— ——— B — — — — — A

-2 3 6 10 16 21 27

Tag nach CCI

Abb. 8 Kalteallodynie nach CCI. Geringer ausgepragte Kalteallodynie unter
Topiramatbehandlung an Tag 16 und 21 (*=p<0,05).

Analog hierzu zeigten sich nach Crush-Lasion geringere Wegzugszeiten bei
Topiramat-behandelten Tieren zur Mitte des Behandlungszeitraumes an Tag 10,

jedoch wiederum nicht zu Beginn und Ende der Studie (Abb. 9).

28



50 - —&— NaCl OP

—l— Topiramat OP
—B— Topiramat contra
40 - — - -NaCl contra
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Abb. 9 Kalteallodynie nach Crush. Geringer ausgepragte Kalteallodynie unter

Topiramatbehandlung an Tag 10 (*=p<0,05).

3.2.5 Einfluss der Topiramat-Behandlung auf das mo  torische Verhalten (Attal
Score)
Nach CCI und Crush-Lasion zeigten alle Versuchstiere eine ausgepragte Anderung
ihres Spontanverhaltens. Die zur Operation ipsilaterale Hinterpfote wurde in eine
Schonhaltung gebracht, zu Beginn des Beobachtungszeitraumes kaum aufgesetzt,
und haufig beleckt.
Nach CCI und Crush-Lasion zeigte sich ein deutlich erhéhter Motor-Index, eine
pathologische Positionierung der Hinterpfote anzeigend, sowohl in Topiramat- als
auch NaCl-behandelten Versuchstieren. Zwischen Topiramat- und NaCl-behandelten
Tieren zeigte sich hierbei keine Differenz, die Motor-Indices waren bis zum Ende der
Beobachtung an Tag 28 pathologisch bei samtlichen Versuchstieren (keine
Abbildung).
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3.3  Histologie und Morphometrie

Fur die histologischen Auswertungen zur Beurteilung eines Topiramat-Effektes auf
die Neuroregeneration wurden in einer ersten Versuchsgruppe zehn Ratten nach
CClI Uber 28 Tage mit zweimal taglich 50 mg/kg Topiramat (n=5) beziehungsweise 5
ml NaCl (n=5) intraperitoneal behandelt. Analog hierzu fand die Behandlung nach
Crush-Lasion des N. ischiadicus statt, die Gewebegewinnung beider Gruppen

erfolgte an Tag 28 post operationem.

3.3.1 Auswertung der Kaliberspektren des N. ischia  dicus 3 mm distal der
L&sion

Zur Beurteilung und Quantifizierung der nach einer peripheren Nervenlasion
stattfindenden Neuroregeneration wurde zunachst je Nerv ein Kaliberspektrum eines
zufallig ausgewahlten und computerunterstitzt analysierten Bildausschnitts
(VergroRerung 1750x) angefertigt. Hierdurch wurde beurteilbar, in welchem Umfang
myelinisierte Nervenfasern nach Nervenlasion untergehen und in welchem MalRe
eine Neuroregeneration in Form des Auftretens kleiner diinn myelinisierter Fasern
stattfindet. Zur Beurteilung eines Einflusses der Topiramat-Behandlung wurden die
Ergebnisse nach Auswertung der einzelnen Nervenanschnitte miteinander
verrechnet und bezilglich der medikamentdésen Behandlung in  Gruppen

zusammengefasst.

Nach CCI-Lasion kam es ipsilateral zu einer deutlichen Reduktion vor allem
mittelgrof3er und grofRer myelinisierter Nervenfasern (Abbildung 10, 11). Die Anzahl
kleiner Nervenfasern reduzierte sich ebenfalls, 28 Tage nach CCIl kam es noch zu
keiner deutlichen Bildung kleinkalibriger Nervenfasern im Sinne einer
Nervenfaserregeneration. Sowohl contra- wie auch ipsilateral zeigten sich keine
Unterschiede im Kaliberspektrum zwischen Topiramat- und NaCl-behandelten

Tieren.
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Abb. 10 Flache der myelinisierten intakten Nervenfasern (NF) auf der contralateralen
Seite 28 Tage nach CCI.
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Abb. 11 Flache der myelinisierten intakten Nervenfasern auf der ipsilateralen Seite
28 Tage nach CCI. Reduktion insbesondere grof3er myelinisierter intakter
Nervenfasern.

Nach Crush-Lésion kam es 28 Tage postoperativ ebenfalls zu einer deutlichen

Reduktion insbesondere mittelgroRer und grof3er Nervenfasern (Abbildung 12, 14).
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Im Gegensatz zur CCl-Lasion fand sich hier allerdings in beiden
Behandlungsgruppen eine deutlich groRere Anzahl kleinkalibriger Nervenfasern, eine
beginnende Regeneration anzeigend. Unter Topiramatbehandlung war lediglich eine
Tendenz zur starkeren Ausbildung dieser Regeneratgruppen erkennbar, die

statistisch jedoch nicht signifikant war.
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Abb. 12 Flache der myelinisierten intakten Nervenfasern auf der contralateralen

Seite 28 Tage nach Crush.
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Ergebnisse

(A) Semidunnschnitt (N. ischiadicus), 28d (B) (s. A) 28d nach CCI in Topiramat-
nach CCl in NaCl-behandelten Tieren behandelten Tieren
= 5@ o ‘

10
——

7

(C) Myelinscheidendichte 28d nach Crush- (D) Myelinscheidendichte 28d nach Crush-
Léasion in NaCl-behandelten Tieren Lé&sion in Topiramat-behandelten Tieren

(E) Myelinscheidendichte 3 Monate nach
Crush-Léasion in NaCl-behandelten Tieren Crush-Lésion in Topiramat-behandelten
Tieren

Abb. 13 Reprasentative Semidunnschnitte des N. ischiadicus distal der
entsprechenden Lasion (CCl bzw. Crush) 28 Tage respektive 3 Monate post
lesionem. Deutliche Abnahme der Myelinscheidendichte 28 Tage nach CCI mit
Auftreten einzelner Regeneratgruppen, 28 Tage nach Crush bereits hohere Anzahl
von Regeneratgruppen. 3 Monate post lesionem deutliche Dichtezunahme. Zu allen
Zeitpunkten wie Lasionstypen kein Unterschied Topiramatbehandlung versus NaCl-
Behandlung objektivierbar.
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Abb. 14 Flache der myeliniserten intakten Nervenfasern auf der ipsilateralen Seite

28 Tage nach Crush.

Zusammenfassend war zwischen den mit CCl bzw. Crush-Lasion behandelten
Tieren ein Unterschied insofern feststellbar, als dass nach Crush-L&asion der Anteil
regenerierender kleiner und didnn myelinisierter Fasern nach Analyse im
Kaliberspektrum  hoher lag als nach Behandlung mit CCI.  Unter
Topiramatbehandlung war eine Tendenz zu einer erhdhten Zahl kleiner dinn
myelinisierter Nervenfasern erkennbar, ein statistisch signifikanter Einfluss der
Topiramat-Behandlung auf die Neuroregeneration nach peripherer Nervenlasion war

anhand dieser Analyse in unseren Lasionsmodellen aber nicht nachweisbar.

3.3.2 Immunhistochemische Auswertung der epidermal en Innervation der
Footpads

Zur Quantifizierung der epidermalen Nervenfaserdichte wurde zunachst die

immunhistochemische Farbung der an Tag 28 entnommenen Footpads im

Innervationssegment L4/L5 mit dem panneuronalen Marker PGP 9.5 (Ultraclone, UK,

1:800) durchgefthrt.

Nach CCI wie auch nach Crush-L&sion zeigte sich eine deutliche Reduktion der

epidermalen Nervenfaserdichte im Vergleich zu den unoperierten und unbehandelten
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Kontrolltieren. Nach Crush-Lasion zeigte sich im Vergleich zur CCI-Lasion
(Abbildung 15) eine Tendenz zu einer grol3eren Anzahl von Nervenfasern je mm
Epidermis, der statistisch jedoch nicht signifikant war (keine Abbildung). Ein Effekt
durch Topiramat-Behandlung war in keinem der beiden Lasions-Modelle

nachweisbar.
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Abb. 15 Epidermale Nervenfaserdichte, PGP 9.5-immunreaktive Fasern/mm

Epidermis 28 Tage nach CCI.
Auch in der im Folgenden beschriebenen elektrophysiologischen Versuchsgruppe

war die epidermale Innervation 3 Monate post operationem noch deutlich reduziert,

auch hier zeigte sich kein Effekt der Topiramat-Behandlung (Abbildung 16).
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Abb. 16 Epidermale Nervenfaserdichte, PGP 9.5-immunreaktive Fasern/mm

Epidermis 3 Monate nach Crush.

3.4 Auswertung der elektrophysiologischen Verlauf sbeobachtung

Da an Tag 28 die in den verhaltensbeobachtenden sowie histologischen
Auswertungen untersuchten Parameter ihre praoperativen Ausgangswerte noch nicht
erreicht hatten, entschieden wir uns zu einer elektrophysiologischen Langzeitanalyse
nach Crush-L&sion. Zur Verlaufsbeobachtung der elektrophysiologischen Parameter
nach peripherer Nervenlasion wurden 10 Ratten mit einer unilateralen Crush-L&sion
behandelt. Flnf Tiere erhielten zweimal taglich 50mg/kg Topiramat, funf weitere eine
Injektion von zweimal taglich 5ml NaCl, zwei weitere unoperierte und unbehandelte

Versuchstiere dienten als Kontrollen.
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3.4.1 Muskelsummenaktionspotenziale (MSAPS)

Muskelsummenaktionspotenziale waren erst ab Tag 35 post operationem zu
registrieren (Abbildung 17). Ab diesem Zeitpunkt stieg die Amplitude kontinuierlich
an, erreichte aber bis zum Ende der Beobachtung 3 Monate nach Crush-Lasion nicht
die Ausgangswerte. Auch zeigte sich kein Effekt bezlglich einer Behandlung mit
Topiramat im Vergleich zur NaCl-Behandlung.

—— Topiramat OP
o5 — - - NacCl contra

— B+ - Topiramat contra
20 -

B 2
&:\ \\E'//E\\\ //E—-_E\ // \\
A Y - § .’ A AT
\\ TN \\ \EI-—:E:\\ -~
K ¢ \ T SE A

10 ~
5 i
0 T T T T T T T T T T T 1

-4 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84
Tag nach Crush

Abb. 17 Muskelsummenaktionspotenziale (MSAP) im Verlauf bis 3 Monate nach
Crush-Lasion. Kein signifikanter Unterschied zwischen Topiramat- und NacCl-

Behandlung.

3.4.2 Nervenfaserleitgeschwindigkeiten (NLGS)

Ahnlich zu den Ergebnissen der Messung der MSAPs fand sich erst ab Tag 35 nach
Crush-Lasion eine messbare Nervenleitgeschwindigkeit sowohl in NaCl- als auch
Topiramat-behandelten Tieren (Abbildung 18). Bis zum Ende der Beobachtung
stiegen auch hier die Nervenleitgeschwindigkeiten kontinuierlich an, erreichten aber
ebenfalls nicht die Ausgangswerte, auch eine Differenz beziglich NaCl- oder

Topiramat-behandelter Tiere war nicht zu registrieren.

37



60 -

SIS A Y
50 - /Kﬁ/ W B
:/z
A AR o B
ﬁg i s \\ e O T
—~E & - \\K e
7 ~ e -

X S ” &
30
20

—a&A— NaCl OP

—— Topiramat OP
101 _ A —NaCl contra

— B - Topiramat contra

a)

-4 3 7 14 21 28 35 42 49 56 63 70 77 84
Tag nach Crush

Abb. 18 Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) im Verlauf bis 3 Monate nach Crush-

Lasion. Kein signifikanter Unterschied zwischen Topiramat- und NaCl-Behandlung.

3.5 mRNA-Expression der proinflammatorischen Zytok ine TNF-alpha

mitsamt seiner Rezeptoren Typ 1 und 2 und IL-1 beta  sowie eines

antiinflammatorischen Zytokins (IL-10) 12 und 24 St  unden nach Crush-

L&sion
Analog zu obigem Protokoll wurde an 16 jeweils Gber 3 Tage vorbehandelten Ratten
(e Gruppe 4 Ratten zweimal taglich 50mg/kg Topiramat, 4 Ratten 2x taglich 5ml
NaCl) eine unilaterale Crush-L&sion durchgefiihrt. Zwei Ratten je Gruppe dienten als
Kontrolltiere und wurden weder operiert noch behandelt. Durch die medikamentése
Vorbehandlung war ein ausreichender Wirkspiegel zum Zeitpunkt der Operation
sichergestellt. Nach 12h (Gruppe 1) bzw. 24h (Gruppe2) wurden wie oben
beschrieben der N. ischiadicus sowie die Spinalganglien L4 und L5 enthommen.
Durch unmittelbares Schockgefrieren in Fllssigstickstoff wurde somit eine
Untersuchung der in vivo mRNA-Expression sichergestellt. Nach RNA-Extraktion und
reverser Transkription wurde fir jede einzelne Gewebeprobe eine Real-Time-PCR
durchgefuhrt.
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3.5.1 TNF-alpha mRNA-Expression im N. ischiadicus  sowie Spinalganglien
L4/L5 nach Crush-L&sion

Bereits in den unbehandelten und nicht operierten Kontrolltieren war eine konstitutive

MRNA Expression von TNF-alpha sowohl im intakten N. ischiadicus wie auch in den

Spinalganglien L4/L5 detektierbar (Abbildung 19).

12 Stunden nach Crush-Lasion fand sich im N. ischiadicus distal der Lasion unter
NaCl-Behandlung eine um das 4,9-fach erhhte mRNA-Expression von TNF-alpha,
unter Topiramat-Behandlung stieg die Expression um den Faktor 11,3 an.

24 Stunden nach der Lasion reduzierten sich die gemessenen Werte fir TNF-alpha-
MRNA, sie waren aber im Vergleich zu den Kontrolltieren noch erhéht, wiederum
unter NaCl-Behandlung auf das 2,1-fache, unter Topiramat-Behandlung auf das 7-

fache.
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Abb. 19 TNF-alpha mRNA-Expression im N. ischiadicus distal der Crush Lasion
(*=p<0,05, **=p<0,01).

In den Spinalganglien L4/L5 zeigte sich 12 Stunden nach Crush-Lasion noch kein
signifikanter Effekt auf die TNF-alpha mRNA Expression (Abbildung 20).

24 Stunden post operationem war die Expression von TNF-alpha mRNA unter NaCl-
Behandlung auf das 2,5-fache erhéht, unter Topiramat-Behandlung stieg sie auf das
2,3-fache.
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Abb. 20 TNF-alpha mRNA-Expression in den Spinalganglien L4/L5 nach Crush-
Lasion (*=p<0,05, **=p<0,01).

Unter Topiramat-Behandlung fand sich demnach zu den untersuchten Zeitpunkten
eine im Vergleich zur NaCl-Behandlung deutlich erhdhte Expression an TNF-alpha
MRNA im distal der Lasion gelegenen N. ischiadicus, in den Spinalganglien fand sich
ein Anstieg der TNF-alpha mRNA-Expression erst 24 Stunden post operationem,

zudem war ein Effekt der Topiramat-Behandlung nicht auszumachen.

3.5.2 TNF-alpha Rezeptor 1 und 2 mRNA-Expressioni m N. ischiadicus sowie

in den Spinalganglien nach Crush-Lasion
Die Bestimmung der Expression von TNF-alpha Rezeptoren 1 sowie 2 diente primar
der genaueren Beurteilung der beobachteten TNF-alpha mRNA Hochregulation unter
Topiramat. Eine alleinige Hochregulation von TNF-alpha mit beispielsweise
simultaner verminderter Expression der korrespondierenden Rezeptoren hétte

summa summarum keinen Effekt auf nachfolgenden Ebenen.
Es zeigte sich fur TNF-alpha Rezeptoren 1 sowie 2 eine konstitutive Expression im

N. ischiadicus wie in den Spinalganglien der unoperierten und unbehandelten
Kontrolltiere (Abbildung 21).
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Abb. 21 TNF-alpha Rezeptor 1 und 2 Expression im N. ischiadicus distal der Crush-

Lasion (*=p<0,05, **=p<0,01).

12 Stunden nach Crush-Lasion stieg im N. ischiadicus die Expression beider

Rezeptoren an, wobei sich kein Effekt der Topiramatbehandlung beobachten liel3. 24

Stunden nach der Lasion zeigte sich eine Expression &hnlicher Grol3e wie nach 12

Stunden, eine Alteration der Expression durch Topiramatbehandlung fand sich hier

ebenfalls nicht.

In den Spinalganglien stieg die Expression von TNF-alpha Rezeptor 1 wie 2 in

deutlich geringerem Mal3e an als im N. ischiadicus, wiederum lief3 sich kein Effekt

der Behandlung mit Topiramat beobachten (Abbildung 22).
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Abb. 22 TNF-alpha Rezeptor 1 und 2 Expression in den Spinalganglien L4/L5
(*=p<0,05, **=p<0,01).

Zusammenfassend fand sich fur die beiden untersuchten TNF-alpha Rezeptoren ein
Anstieg der mMRNA-Expression 12 wie 24 Stunden nach Crush-Lasion, eine Alteration

durch Topiramatbehandlung lief3 sich jedoch nicht beobachten.

3.5.3 IL-10 mRNA-Expression im N. ischiadicus sowi e in den Spinalganglien
L4/L5 nach Crush-L&sion

Auch bei der Messung der Expression an IL-10 mRNA zeigte sich eine konstitutive

Expression bereits im N. ischiadicus wie auch in den Spinalganglien der unoperierten

Kontrolltiere (Abbildung 23).

Die Expression an IL-10 mRNA im N. ischiadicus stieg bereits 12 Stunden nach
Durchfihrung der Crush-L&sion deutlich an, unter NaCl-Behandlung auf das 9,1-
fache, unter Behandlung mit Topiramat um den Faktor 6,2.

24 Stunden post operationem sanken auch hier bereits die gemessenen Werte zur
IL-10 mRNA Expression. Sie waren aber im Vergleich zu den Kontrollwerten noch
erhoht auf das 3,5-fache unter NaCl-Behandlung, auf das 2,5-fache unter Topiramat-
Behandlung.
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Abb. 23 IL-10 mRNA-Expression im N. ischiadicus distal der Crush-Lasion
(*=p<0,05, **=p<0,01).

In den Spinalganglien L4/L5 fanden sich im Gegensatz zur TNF-alpha mRNA
Expression bereits 12 Stunden nach Crush-Lasion deutlich erhdhte Werte fur die IL-
10 mRNA Expression (Abbildung 24). Diese stieg unter NaCl-Behandlung auf das
4,6-fache, unter Behandlung mit Topiramat um den Faktor 6,2 an. Ein signifikanter
Unterschied zwischen den beiden Behandlungsgruppen lie3 sich jedoch nicht
ausmachen. 24 Stunden post operationem sanken die Werte, blieben aber
gegeniber den Kontrollwerten noch deutlich erhéht auf das 2,7-fache unter NaCl-
Behandlung sowie auf das 3,9-fache unter Behandlung mit Topiramat (kein

signifikanter Unterschied).
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Abb. 24 1L-10 mRNA-Expression in den Spinalganglien L4/L5 nach Crush-Lasion
(*=p<0,05, **=p<0,01).

Zusammenfassend fand sich im N. ischiadicus distal der L&sion zu beiden
Zeitpunkten eine deutlich erhdhte Expression an IL-10 mRNA, diese zeigte sich
allerdings geringer ausgepragt unter Behandlung mit Topiramat (nicht signifikant).

In den Spinalganglien fand sich zum einen bereits 12 Stunden nach Crush-Lasion
eine deutlich erhdhte Expression an IL-10 mRNA (vergleiche Messung der TNF-
alpha mRNA Expression), zum anderen fanden sich unter Topiramat-Behandlung

eher erh6hte Werte als unter NaCl-Behandlung (im Gegensatz zum N. ischiadicus).

3.5.4 IL-1 beta mRNA-Expression im N. ischiadicus  sowie in den

Spinalganglien L4/L5 nach Crush-Lasion
Auch far das pro-inflammatorische Zytokin IL-1 beta fand sich eine konstitutive
Expression bereits in den unoperierten und unbehandelten Kontrolltieren (Abbildung
25).

Im Nervus ischiadicus distal der Lasion fand sich 12 wie 24 Stunden post lesionem

eine deutlich erhthte Expression von IL-1 beta sowohl in NaCl- wie auch in
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Topiramat-behandelten Tieren. Unter Topiramatbehandlung war diese signifikant
hoher als unter NaCl-Behandlung.

IL-1 beta (N. ischiadicus)
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Abb. 25 IL-1 beta Expression im N. ischiadicus distal der Crush-Lasion (*=p<0,05,
**=p<0,01).

24 Stunden nach Crush-Lasion war die Expression bereits wieder herunterreguliert,

jedoch noch deutlich erhéht gegeniiber den Kontrolltieren.

In den Spinalganglien fand sich 12 Stunden post lesionem eine erhdhte Expression
an IL-1 beta mRNA (nicht signifikant), 24 Stunden danach eine statistisch signifikant
erhohte Expression in beiden Behandlungsgruppen. Ein Topiramateffekt war zu
beiden Zeitpunkten nicht zu beobachten (Abbildung 26).
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Abb. 26 IL-1 beta Expression in den Spinalganglien L4/L5 nach Crush-Lasion
(*=p<0,05, **=p<0,01).
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4

DISKUSSION

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Mit dieser Studie konnten verschiedene Wirkungen von Topiramat auf die

Entwicklung neuropathischen Schmerzes sowie neurode- wie -regenerativer

Vorgange nach peripherer Nervenlasion im Tiermodell aufgezeigt werden:

1)

2)

3)

4)

4.2

Moderate  Wirkung auf die  Entwicklung sowie Dauer von
Verhaltensveranderungen, die im Sinne einer Neuropathie zu deuten sind,
hierbei teilweise unterschiedliche Wirkung nach CCI im Vergleich zur Crush-
Lasion.

Ein neuroprotektiver oder pro-regenerativer Effekt von Topiramat war anhand
der histologischen und morphometrischen Analyse sowohl nach CCI als auch
nach Crush bis 28 Tage post lesionem nicht zu beobachten.

In der elektrophysiologischen Langzeitstudie Uber 3 Monate nach Crush
waren Effekte von Topiramat im Sinne erhéhter Nervenleitgeschwindigkeiten
oder groRerer Amplituden der Muskelsummenaktionspotenziale nicht zu
beobachten.

Auf zellularer Ebene fand sich eine deutlich héhere MRNA-Expression
proinflammatorischer Zytokine (TNF-alpha, IL-1 beta) sowie eine niedrigere
MRNA-Expression des antiinflammatorischen Zytokins IL-10 (n.s.), kein Effekt
der Topiramatbehandlung auf die Expression von TGF-beta sowie der TNF-

Rezeptoren 1 und 2.

Zur Schmerzforschung am Tiermodell

Bei den beiden in dieser Arbeit verwendeten Lasionsformen handelt es sich um

etablierte und gut reproduzierbare Modelle einer peripheren Nervenlasion.
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Bei der CCI-Lasion handelt es sich hierbei um ein vornehmlich zum Studium
neuropathischer Schmerzen entwickeltes Modell. Die Tiere zeigen nach CCI
Verhaltensmuster, die auf eine Hyperalgesie sowie Allodynie schliel3en lassen, zwei
Kardinalsymptome, die von Menschen mit chronischen neuropathischen Schmerzen
geklagt werden (Myers und Sommer 1994, Myers 1995). In der vorliegenden Studie
war die Entwicklung oben genannter Verhaltensweisen ebenfalls gut reproduzierbar,

interindividuelle Differenzen hielten sich in Grenzen.

Die Crush-Lasion dient neben dem Studium neuropathischer Schmerzformen
unter anderem auch dem Studium neurode- sowie —regenerativer Prozesse nach
peripherer Nervenlasion. Ein Vortell ist hierbei die noch vorhandene Leitstruktur in
Form des ununterbrochenen Epineuriums. Zudem findet nach der Lasion keine das
Ergebnis  eines  regenerativen Prozesses  verfadlschende  entzindliche
Fremdkorperreaktion statt. Anhand insbesondere der elektrophysiologischen Daten
war sowohl beziglich der Muskelsummenaktionspotenziale als auch der
gemessenen Nervenleitgeschwindigkeiten ein kontinuierlicher Regenerationsprozess
in Form des Wiedereinsprossens von Axonen und des Aufbaus einer intakten
Myelinscheide indirekt zu beobachten. In dieser Arbeit stitzt sich die Beurteilung
neuroregenerativer Prozesse also im Besonderen auf die nach der Crush-Lasion

gewonnenen, histologisch morphometrischen sowie elektrophysiologischen Daten.

Durch strikte Beachtung oben beschriebener Umgangsformen mit den Tieren,
insbesondere Einhaltung eines geregelten Tag-Nacht-Rhythmus, Habituationsphase
in Form von Vortestungen, seltenem Raumwechsel, gleicher Untersucher sowie
schematisierter Testanordnungen und —verfahren konnte gezeigt werden, dass diese
beiden verwendeten Modelle experimenteller peripherer Nervenlasionen gut und
reproduzierbar auf die Sprague-Dawley-Ratte Ubertragbar sind. Nach beiden
Lasionsmodellen kam es zu im Sinne einer Hyperalgesie sowie Allodynie, den
Kardinalsymptomen  einer  schmerzhaften  Neuropathie, zu  deutenden
Verhaltensveranderungen. Die Entwicklung einer Hitzehyperalgesie verlief in beiden
Lasionsmodellen nahezu analog in Ausmald und Dauer der
Verhaltensveranderungen, insbesondere jedoch bezuglich der Entwicklung der

Kalteallodynie war zu erkennen, dass sich diese nach Crush-Lasion bereits an Tag
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20 postoperativ nahezu vollstdndig zurlickgebildet hatte, hingegen nach CCI-L&sion
weiterhin andauerte.

Bei der Analyse der morphometrischen und histologischen Daten ist deutlich zu
erkennen, dass der Anteil regenerierender kleiner diinn myelinisierter Nervenfasern
im Kaliberspektrum 28 Tage nach Crush-L&sion deutlich erhdht gegentber der CCI-
Lasion zu finden ist.

Die immunhistochemische Auswertung der Footpads zeigte eine erhéhte Dichte

epidermaler Nervenfasern nach Crush-Lasion.

Das Ausmal3 von im Sinne einer Neuropathie zu  deutenden
Verhaltensveranderungen sowie die Dauer neurodegenerativer Prozesse scheinen
demnach nach Crush-Lasion geringer beziehungsweise kirzer zu sein als nach CCI-

Lasion.

4.3 Topiramat als antihyperalgetische Substanz?

In der vorliegenden Studie konnte mit den verwendeten Lasionsmodellen der CCI-
sowie der Crush-Lasion kein eindeutiger Effekt von Topiramat auf die Entwicklung
der Hauptsymptome neuropathischer Schmerzen, der Hyperalgesie sowie der
Allodynie, ausgemacht werden. Jedoch sollten einige geringer ausgepragte Effekte
diskutiert werden:

Im CCI-Modell reduzierte Topiramat die Entwicklung einer mechanischen
Hyperalgesie sowie der Kalteallodynie. Wéahrend der Beobachtungsperiode von 28
Tagen entwickelten Topiramat-behandelte Tiere keine mechanische Hyperalgesie,
zudem war die Entwicklung einer Kalteallodynie geringer ausgepragt als unter NaCl-

Behandlung.

Im Crush-Modell hingegen war die Wirkung auf die Entwicklung einer mechanischen
Hyperalgesie geringer ausgepragt, eine Beeinflussung der Entwicklung einer
Kalteallodynie konnte jedoch auch hier beobachtet werden. Zudem waren zu Beginn

und Ende des Beobachtungszeitraumes statistisch signifkante Effekte auf die
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Entwicklung einer Hitzehyperalgesie auszumachen, die unter Topiramatbehandlung
geringer ausgepragt war.

Unterschiede zwischen den beiden Lasionsmodellen kdnnten in dem Ausmald der
Nervenschadigung zu begrinden sein. Trotz der inkompletten Nervenschadigung im
CCI-Modell im Gegensatz zum Crush-Modell, bei der es zu einer Unterbrechung
samtlicher Axone kommen sollte, waren sowohl Ausprdgung neuropathischer
Verhaltensauffalligkeiten als auch Ausmald neurodegenerativer Prozesse im Crush-
Modell (nach de Koning et al. 1986) geringer ausgepragt. Zu beachten ist ebenfalls
die beobachtete Hypersensitivitdt im Crush-Modell bereits an Tag 3 post lesionem.
Demnach missen noch einige impulsleitende Nervenfasern vorhanden gewesen
sein. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass bereits eine geringe Anzahl
leitender Nervenfasern zur Generierung von im Sinne einer Hyperalgesie zu
deutenden Verhaltensauffalligkeiten ausreichen (Sommer et al. 1995). Sicherlich ist
auch die Entwicklung fremdkdérperinduzierter epineuraler Entziindungsprozesse nach
CCl-Lasion durch die Ligaturen zu beachten. Diese Faktoren konnten dazu
beigetragen haben, dass (a) die neuropathie-assoziierten Verhaltensveranderungen
im CCI-Modell langer anhielten und (b) die Regeneration im Crush-Modell durch eine
inkomplette Axondurchtrennung aufgrund der noch vorhandenen, durch Schwann-

Zellen gebildeten Leitstruktur erleichtert war.

Abschlielend ist hinzuzufiigen, dass unter Topiramatbehandlung an einzelnen
Zeitpunkten zwar signifikante Effekte im Sinne einer Reduktion von
Hitzehyperalgesie, mechanischer Allodynie sowie Kalteallodynie zu registrieren
waren, diese groRenordnungsmafig jedoch sehr gering waren. Es ist somit zu
bezweifeln, ob Topiramat als antihyperalgetische Substanz in unseren
Lasionsmodellen zu werten ist. Unterschiedliche Ergebnisse zwischen Randall-
Selitto Test (keine Entwicklung einer mechanischen Allodynie nach CCI) sowie von
Frey Test (Reduktion lediglich an Tag 21 nach CCI) kénnten dadurch begriindet sein,
dass beide Testungen zwar die Entwicklung einer mechanischen Allodynie
quantifizieren, im Randall-Selitto-Test jedoch komplexere supraspinal gelegene
Reaktionen gepruft werden. Selbiges gilt fir die Testung der Kalteallodynie. Es ist
somit zu vermuten, dass in Randall-Selitto-Test sowie im Aceton-Test beobachtete

Reaktionen nicht durch neuroprotektive oder —regenerative Vorgdnge zu erklaren
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sind, sondern durch die Beeinflussung zentraler Schmerz-Verarbeitungsprozesse
durch Topiramat.

4.4  Topiramat als neuroprotektive oder pro-regener  ative Substanz?

In den beiden von uns verwendeten Modellen kommt es post lesionem zu einem
Untergang von Neuronen im Sinne der Waller'schen Degeneration (siehe Einleitung).
Vornehmlich durch Proteaseninduktion und Calciumeinstrom (George et al. 1995)
kommt es zum axonalen Untergang, Myelinscheiden werden zunachst von Schwann-
Zellen, dann von Makrophagen aus dem Blutkreislauf phagozytiert (Stoll et al. 1989,
Bruck 1997). Durch das Aussprossen von Axonen aus dem proximalen
Nervenstumpf entlang von Leitstrukturen (Bungnersche Bander) kommt es im
optimalen Falle zur erfolgreichen Regeneration. Hierbei finden sich im histologischen
Korrelat zunachst kleinkalibrige dinn myelinisierte, erst im weiteren Verlauf

grof3kalibrige stark myelinisierte Nervenfasern.

Eine erfolgreiche neuronale Regeneration ist also im Wesentlichen durch die
histologische Beurteilung distal der Lasion enthommener Nervenschnitte
objektivierbar. Vom proximalen Nervenstumpf aussprossende Axone sind meist in so
genannten Regeneratgruppen kleiner dinn myelinisierter Axone angeordnet. In der
vorliegenden Studie fanden sich 28 Tage post lesionem erste Anzeichen neuronaler
Regenerationsvorgange in Form dieser Regeneratgruppen im histologischen
Korrelat. Im Falle der Crush-Lasion waren diese jedoch in einem wesentlich
groReren Ausmald zu finden als nach CCI-Lasion. Die basallaminare Leitstruktur
spielt hier sicherlich eine entscheidende Rolle, zudem die fehlende epineurale
Fremdkorperreaktion, wie sie nach CCI stattfindet.

Zur weiteren Objektivierung erfolgreicher regenerativer Vorgange nach peripherer
Nervenlasion dienen elektrophysiologische Parameter wie die Beurteilung der
Muskelsummenaktionspotenziale sowie der Nervenleitgeschwindigkeiten. Beide
Parameter lassen indirekt auf sowohl erfolgreiche axonale Wiedereinsprossung als
auch Remyelisierungsvorgange schliel3en. In dieser Arbeit waren erstmals ab Tag 35

nach Crush-Lasion Muskelsummenaktionspotenziale (MSAP) sowie eine
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Nervenleitgeschwindigkeit (NLG) registrierbar. Sowohl die Amplitude der MSAP wie
auch die Nervenleitgeschwindigkeit stiegen ab Tag 35 dann kontinuierlich an und
erreichten ab Tag 77 beziehungsweise Tag 75 ein Plateau, so dass wir uns zur
Beendigung dieser Verlaufsbeobachtung entschieden. Diese Kontinuitat zeigt, dass
gerade elektrophysiologische Studien zur Beurteilung neuroregenerativer Vorgange
ein sehr spezifisches und sensitives Mittel sind.

In Zusammenschau der histologischen Beurteilung sowie der elektrophysiologischen
Verlaufsbeobachtung tber einen Zeitraum von drei Monaten ist ein eindeutiger Effekt
von Topiramat auf neuroregenerative Vorgdnge nicht auszumachen. In Anbetracht
der zahlreichen untersuchten Parameter und in Anbetracht des langen Verlaufes der
elektrophysiolgischen Beobachtung scheint ein signifikanter neuroprotektiver oder
pro-regenerativer Effekt durch Topiramatbehandlung auch bei einem langeren
Beobachtungszeitraum nicht wahrscheinlich, ist aber nicht ganzlich auszuschliel3en.

4.5  Zur gewahlten Dosierung von Topiramat

Sicherlich ist zu diskutieren, ob die von uns zur Beurteilung antihyperalgetischer,
neuroprotektiver oder pro-regenerativer Effekte gewahlte Dosis von 30mg/kg
Korpergewicht ausreichend ist. Eine Dosis-Findungskurve zur exakteren
Objektivierung ware sicherlich winschenswert, die Vielzahl der untersuchten
Parameter jedoch zwang uns zur Wahl einer spezifischen Dosis. Diese wahlten wir
mit 30mg/kg Korpergewicht aufgrund einiger bereits verdoffentlichter Studien.

a) Insbesondere in der von Smith-Swintosky veroéffentlichten Studie, in der ein
pro-regenerativer Effekt von Topiramat nach N. facialis Kompressionslasion
beschrieben wurde, fand eine Dosis von 20mg/kg Verwendung (Smith-
Swintosky et al. 2001). Dieser Effekt wurde durch eine hdhere Dosis nicht
beeinflusst.

b) Niebauer und Gruenthal zeigten nach experimentellem Status epilepticus,
dass eine Dosis von 20 mg/kg intraperitoneal die iktale Phase signifikant
verkirzte und neuronale Zelluntergange im Hippocampus verhinderte und
Dosiserhohungen auf 40 mg/kg oder sogar 80mg/kg nicht zu effektiverer

Neuroprotektion fihrten (Niebauer und Gruenthal 1999).
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c) Shank et al. berechneten fir die Ratte einen ED50-Wert (applizierte
Konzentration einer Substanz, bei der 50% der Rezeptoren besetzt bzw. 50%
der pharmakologischen Wirkung erreicht sind) von 13.5 mg/kg (Shank et al.
1994), Koh und Jensen bei intraperitonealer Applikation sogar einen ED50-
Wert von 2.1 mg/kg (Koh und Jensen 2001). Unsere verwendete Dosis von 30
mg/kg intraperitoneal liegt demnach deutlich Gber dem kalkulierten ED50-
Wert, hohere Dosierungen lassen demnach eher gréRere Nebenwirkungen als
Nutzen erwarten.

d) Edmonds et al. zeigten in ihrer Studie, dass die verwendete Dosis von 20
mg/kg fast sdmtliche Zeichen hippocampalen Zelltodes eliminierten (Edmonds
et al. 2001).

Dementsprechend entschieden wir uns in dieser Arbeit flr eine Dosis von 30mg/kg
intraperitoneal, um madgliche antihyperalgetische, neuroprotektive oder pro-
regenerative Effekte von Topiramat zu evaluieren. Die Wahl einer niedrigeren Dosis
erscheint angesichts der nur geringen zu beobachtenden Effekte wenig
vielversprechend, ebenso die Wahl einer hdhere Dosis in Anbetracht der bereits
veroffentlichten Dosis-Findungs-Daten (Smith-Swintosky et al. 2001, Niebauer und
Gruenthal 1999, Edmonds et al. 2001). Dennoch sind grél3ere Effekte als die von uns

beobachteten in héheren Dosierungen sicherlich nicht ganzlich auszuschliel3en.

4.6  Zur Zytokinregulation durch Topiramat

Sicherlich Uberraschend war nach den nur moderaten Effekten, die wir beztglich
antihyperalgetischer, neuroprotektiver oder pro-regenerativer Wirkung von Topiramat
erfassen konnten, dass es am Ort der Lasion unter Behandlung zu einer deutlichen
Verschiebung des zellularen Zytokin-Milieus kommt. Wie oben bereits erlautert, kam
es zu einer signifikanten Hochregulation insbesondere proinflammatorischer Zytokine
(TNF-alpha, IL-1 beta). Nach peripherer Nervenlasion konnte gezeigt werden, dass
es zu einer deutlichen Veranderung des zellularen Milieus kommt. Somit wird den
Zytokinen in der Pathogenese des neuropathischen Schmerzes eine entscheidende
Rolle zugesprochen, im Speziellen ist dies fur TNF-alpha untersucht worden (siehe

Einleitung). Bezuglich erfolgreicher neuronaler Regenerationsvorgdnge konnte
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gezeigt werden, dass unter anderem IL-1 beta (Stimulation der Expression von
Nerve growth factor (NGF)) sowie IL-6 (geringe Konzentration verzdgert neuronale
Regeneration) diese beeinflussen, TNF-alpha jedoch in der Phase der Regeneration
keine eminente Rolle zu spielen scheint (Zhong et al. 1999, Griffin et al. 1993, Liefner
et al. 2000).

In der vorliegenden Arbeit fanden wir distal der L&sion unter
Topiramatbehandlung eine deutlich erhdhte Expression von TNF-alpha mRNA 12
und 24 Stunden nach Crush. Die Expression von IL-1 beta war ebenfalls erhéht. Es
ist also zu diskutieren, wie es (a) mechanistisch zur Ausschittung dieser
proinflammatorischen Zytokine durch Topiramat kommt und ob (b) die nur geringe
Modulation neuropathischer Schmerzen in unserem Tiermodell sowie (c) die
fehlende Beeinflussung neuronaler Regenerationsvorgange hierdurch in Teilen
erklart werden konnen.

Neuere Studien machen zusatzlich zu den in der Einleitung bereits
beschriebenen Mechanismen eine Wirkung von Topiramat auf den Glutamat-
Rezeptor vom NMDA (N-Methyl-D-Aspartat)- Subtyp wahrscheinlich (Deutsch et al.
2002). Im Tiermodell zeigte sich hierbei, dass Topiramat die Wirkung von MK-801 als
NMDA-Rezeptor-Antagonist in Teilen aufhebt. Daraus wurde eine indirekte oder
direkte agonistische Wirkung von Topiramat am NMDA-Rezeptor geschlussfolgert.
Es konnte zudem gezeigt werden, dass der NMDA-Rezeptor in erheblichem MalRe
an der Produktion proinflammatorischer Zytokine nach peripherer Nervenlasion
beteiligt ist (Kleinschnitz et al. 2004). Eine Mdglichkeit zur Erklarung der erhdhten
Expression proinflammatorischer Zytokine durch Topiramatbehandlung  ware
demnach diese agonistische NMDA-Rezeptor-Wirkung. Zum einen konnte dies
indirekt Uber den Antagonismus am AMPA/Kainat-Rezeptor-Subtyp der
Glutamatrezeptoren geschehen, zum anderen durch direkte agonistische Wirkung
am NMDA-Rezeptor. NMDA-Rezeptoren sind in einer ultrastrukturellen Studie zur
Identifikation von NMDA-Rezeptoren am peripheren Nerven bereits lokalisiert worden
(Coggeshall et al. 1998) und kdnnten somit durch lokale Wirkung von Topiramat zur
Ausschittung proinflammatorischer Zytokine stimuliert werden.

Auch ist zu diskutieren, ob diese lokale Produktion proinflammatorischer
Zytokine in Teilen erklaren kann, warum die Modulation neuropathischer Schmerzen

so gering wie beobachtet ausféllt. Da proinflammatorische Zytokine, wie bereits
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ausreichend erlautert, zur Generierung neuropathischer Schmerzen in groem Anteil
beitragen, konnte eine lokale Topiramat-vermittelte Ausschittung insbesondere von
TNF-alpha eine eher algetische Wirkung vermitteln. Uber zentrale GABAerge
Mechanismen konnte diese periphere algetische Wirkung in Teilen kompensiert
werden, so dass es nur zu einer geringen, insgesamt aber zu unbefriedigenden
Modulation neuropathischer Schmerzen unter Topiramat kommt. Dies wirde sich
decken mit den unbefriedigenden Ergebnissen beziglich der Reduktion
neuropathischen Schmerzerlebens bei schmerzhafter diabetischer Polyneuropathie
in 3 Placebo-kontrollierten randomisierten Studien (Thienel et al. 2004). Hierin zeigte
sich unter Topiramatbehandlung gegentber Placebo keine signifikante Differenz der

Schmerzreduktion.

4.7  Neuroprotektion / Neuroregeneration im periphe  ren Nervensystem

Trotz der weiter fortschreitenden  Aufklarung der Pathomechanismen
neurodegenerativer Vorgdnge im peripheren Nervensystem sind die Mechanismen,
die zur Neuroregeneration fuhren, in weiten Teilen noch nicht verstanden und
erklarbar. Somit bleibt gerade eine pharmakologische Beeinflussung selbiger
Vorgange schwierig. Prinzipiell konnte die neuronale Regeneration im peripheren
Nervensystem durch folgende Angriffspunkte verbessert und erleichtert werden: (a)
Reduktion neuronaler Apoptosevorgange, (b) schnelleres oder zahlreicheres
Wachstum der vom proximalen Nervenstumpf aussprieRenden Axone und (c)
geringere Narbenbildung (Neurombildung). Zur pharmakologischen Beeinflussung
der Neuroregeneration sind in den letzten Jahren nur wenige Arbeiten ver6ffentlicht
worden. Neuroprotektive Eigenschaften wurden unter anderem fir Melanocortin
beschrieben (Ter Laak et al. 2003, Rogerio et al. 2002). Als Antioxidans und Inhibitor
der neuronalen NO-Synthase (nNOS), dem eine wichtige Rolle bei der Induktion
neuronaler Apoptosevorgange zugesprochen wird, reduzierte es neuronalen Zelltod
sowie mit nachfolgender Narbenbildung einhergehende Astrozytenhypertrophie. Die
durch Cisplatin induzierte Neurotoxizitat konnte in einem Tiermodell durch
Behandlung mit humanem Nervenwachstumsfaktor (human nerve growth factor) in
Teilen reduziert werden (Tredici et al. 1999). Erst kirzlich veroffentlichte Studien

attribuieren exogen zugefuhrtem Erythropoetin, fur welches im zentralen
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Nervensystem bereits eine anti-apoptotische Wirkung gezeigt werden konnte,
ebenfalls eine anti-apoptotische Wirkung im peripheren Nervensystem (Campana
und Myers 2003). Insgesamt bleibt die pharmakologische Beeinflussung
neuroregenerativer Vorgange im peripheren Nervensystem aber eher enttauschend.
Sicherlich gilt es zunéchst, in der Grundlagenforschung weiter die zellularen wie
molekularen Mechanismen dieser Vorgange zu erforschen, um dann gezielt in diese

pharmakologisch eingreifen zu kénnen.
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5 ZUSAMMENFASSUNG UND SCHLUSSFOLGERUNGEN

In der vorliegenden Arbeit wurde die antihyperalgetische, neuroprotektive sowie pro-
regenerative Wirkung eines neueren Antiepileptikums, Topiramat, nach peripherer
Nervenlasion im Rattenmodell untersucht. Hierbei wurden Sprague-Dawley Ratten
zwei verschiedenen Nervenlasionmodellen unterzogen: der chronisch konstriktiven
Nervenlasion (CCIl) sowie der kompressiven Lasion (Crush) nach de Koning. Im
Anschluss an beide Lasionsmodelle kam es zu schmerz-assoziiertem Verhalten,
welches im Ausmal nach CCI bzw. Crush vergleichbar war, die Dauer insbesondere
der Kalteallodynie sowie mechanischer Hyperalgesie waren nach Crush-Lasion

kiirzer als nach CCI.

Topiramat zeigte

- modulierende Wirkung auf die Entwicklung der mechanischen Hyperalgesie
wie Kalteallodynie nach CCI, auf Hitzehyperalgesie wie Kalteallodynie nach
Crush-Lasion. Diese Effekte jedoch waren nur gering ausgepragt.

- keine neuroprotektive oder pro-regenerative Wirkung in den von uns
verwendeten Lasionsmodellen

- eine ausgepragte Modulation des zellularen Zytokinmilieus distal der
Nervenlasion im Sinne insbesondere einer Hochregulation

proinflammatorischer Zyotkine (TNF-alpha, IL1-beta)

Aus diesen Resultaten kann geschlossen werden, dass die vermutete und
vielversprechende  Wirkung von Topiramat als neuroprotektives oder
proregeneratives Agens nach peripherer Nervenlasion sicherlich kritischer betrachtet

werden muss als es nach den zitierten Vorstudien zu erwarten watr.

Sicherlich ware eine Dosis-Findungs-Studie mit Untersuchung einzelner Parameter
(mechanische Allodynie, Kaliberspektren der Myelinscheiden) winschenswert,
aufgrund der Vorstudien, die allesamt eine Wirksamkeit von Topiramat in einer
Dosierung von 20mg/kg Korpergewicht beschrieben, erscheint dies jedoch wenig

vielversprechend.

57



Sicherlich interessant und winschenswert wére eine weitere mechanistische
Aufklarung der zytokinmodulierenden Wirkung von Topiramat. Der mdgliche und
oben besprochene Mechanismus durch einen Agonismus am NMDA-Rezeptor
konnte durch eine Inhibitionsstudie mit dem NMDA-Antagonisten MK-801 weiter
aufgeklart werden.
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