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1 Einleitung

1.1 Neuropathischer Schmerz - gesellschaftliche Bedeutung und
Pathophysiologie

"The Relief of Pain Should Be a Human Right"

Diesem Zitat der Internationalen Vereinigung zur Erforschung des Schmerzes
(International Association for the Study of Pain, IASP) zufolge ist die Behandlung
von Schmerzen ein Menschenrecht. Dies bezieht sich natirlich auch auf die
Bekampfung akuten Schmerzes, jedoch stellen vor allem chronische Schmerzen
ein wachsendes Problem im weltweiten klinischen und sozio6konomischen
Bereich dar. Schéatzungen zufolge leiden 20 % der Weltbevélkerung an
chronischen Schmerzen; sie sind der Hauptgrund fur Arbeitsunfahigkeit und
stellen damit neben der individuellen Birde ebenso eine 6konomische Belastung
dar (www.iasp-pain.org, 02.01.2022). Dennoch sind die etablierten
Behandlungsstrategien unzureichend. Opiate kdénnen zwar in vielen Fallen
Erleichterung bei chronischen Schmerzzustanden schaffen, jedoch zum Preis
gefahrlicher Nebenwirkungen wie Atemdepression und Suchtentwicklung [1].
Nicht-Opioid-Analgetika haben gerade bei chronischen Schmerzen eine
unzureichende Wirkung. Zusatzlich erhdht die Einnahme das Risiko von Leber-
und Nierenschaden, gastroduodenalen Ulcera und kardiovaskularen Ereignissen
[2]. Aufgrund dieser Unzulanglichkeiten der verfigbaren Therapieoptionen liegt
ein Fokus der modernen Schmerzforschung auf der Entwicklung neuer

Medikamentenklassen, wozu auch diese Arbeit einen Beitrag leisten soll.
Mechanismen und Modelle neuropathischen Schmerzes

.Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- oder Gefilhlserlebnis, das mit
tatsachlicher oder potenzieller Gewebeschadigung einhergeht, oder von
betroffenen Personen so beschrieben wird, als ware eine solche
Gewebeschadigung die Ursache.” (IASP Terminology 2017, 14.12.2017,
www.iasp-pain.org). Unter  physiologischen  Bedingungen generieren
mechanische, thermische oder chemisch noxische Reize Aktionspotentiale in

peripheren Nerven, welche durch myelinisierte Ad (friher, gut lokalisierbarer



Schmerz) und nicht-myelinisierte C-fasern (spater, schlecht lokalisierbarer
Schmerz) Gber die Spinalganglien (DRGSs) bis zum Cortex geleitet werden. Dieser
Prozess wird als Nozizeption bezeichnet. Die Wahrnehmung dieser Reize als
Schmerz entsteht erst durch die Verarbeitung im Cortex und ist eine subjektiv
gepragte Sinnesempfindung [3]. Akuter Schmerz schitzt den Organismus
konstruktiv vor weiterer Gewebeschadigung durch Anpassung des Verhaltens,
z.B. Wegziehen der Hand von einer heil3en Herdplatte oder Vermeiden von
Belastung eines gebrochenen Knochens. Dagegen hat chronischer Schmerz

diese Warnfunktion verloren.

Eine haufig mit chronischem Schmerz assoziierte Erkrankung, bei dem die
erhohte Erregbarkeit von Neuronen eine wichtige Rolle spielt, ist die Neuropathie.
Auch der chronisch neuropathische Schmerz hat seine Warnfunktion verloren.
Ursache dieser Erkrankung ist die Lasion oder Funktionsstérung peripherer oder
zentraler neuronaler Strukturen selbst. Die Folge sind unter anderem Parasthesie
(primar nicht schmerzhafte Missempfindung), Hyperalgesie (gesteigerte
Schmerzempfindlichkeit) und Allodynie (Schmerz, ausgeldst durch einen primar
nicht-schmerzhaften Reiz). Solche Funktionsstérungen kdnnen mechanisch
durch direktes Trauma, toxisch, entzindlich oder metabolisch durch
Systemerkrankungen wie Diabetes mellitus ausgeltst werden [4, 5]. Dabei ist zu
beachten, dass nicht jeder Nervenschaden zwangslaufig zu Schmerzen fihrt und
es auch akute Formen des neuropathischen Schmerzes gibt, wie z.B. haufig bei
einer akuten Zosterneuralgie [4]. Der chronisch neuropathische Schmerz stellt
dagegen eine dauerhafte physische wie psychische Belastung fur die
Betroffenen dar, dessen komplexe molekularen Regulationsmechanismen bis

heute noch nicht ausreichend verstanden sind [4, 6].

In der Neuropathie-Forschung wurden differenzierte Tiermodelle etabliert, um
diese Art des Schmerzes genauer untersuchen zu kénnen. Man kann diese grob
unterteilen in Modelle peripherer Nervenverletzungen, zentraler Neuropathien,
sowie medikamenten- und krankheitsinduzierte Modelle [7]. Diese Arbeit
konzentriert sich auf neuropathische Schmerzmodelle, die auf peripheren
Lasionen beruhen. Drei Modelle werden hier ndher untersucht, zwei periphere

Nervenverletzungen sowie eine krankheitsinduzierte periphere Neuropathie:



Chronic Constriction Injury (CCI) — traumatisch ﬁ

Spared Nerve Injury (SNI) — traumatisch ‘%j

Diabetische Polyneuropathie (DPN) — metabolisch /&

Der zugrundeliegende Mechanismus der beiden traumatischen Neuropathien ist
die direkte, mechanische Verletzung eines peripheren Nervs mit nachfolgender
lokaler Entziindungsreaktion. Bei der CCI wird durch Ligation des N. ischiadicus
Schaden mit konsekutiver Sensibilisierung an lokalen A- und C-Fasern
verursacht. Die so operierten Tiere leiden fir circa sieben Wochen an Allodynie
sowie mechanischer und thermischer Hyperalgesie. Die SNI wird durch
Durchtrennung des N. peroneus communis und des N. tibialis verursacht. Die
dadurch entstehende partielle Denervation ist namensgebend, da der N. suralis
intakt bleibt. Die Verletzung hat mechanische Allodynie und thermische
Hyperalgesie im Versorgungsgebiet dieses Nerven zur Folge [7, 8]. Ein
entscheidender Unterschied zwischen den beiden Modellen ist die Fahigkeit zur
Regeneration. Es ist bekannt, dass die vollstandige Nervendurchtrennung bei
SNI zu einer Uber sechs Monate hinaus persistierenden Neuropathie fuhrt,

wahrend die Schaden durch Nervenligatur im CCl-Modell reversibel sind [8, 9].

Die DPN wiederum beruht auf autoimmunen, metabolischen und vaskuléaren
Prozessen. Obwohl die Ganze der involvierten Mechanismen dieser Erkrankung
noch nicht verstanden ist, geht man aktuell davon aus, dass die Ursache in der
chronischen Hyperglyk&mie liegt. Eine dauerhatft erhohte
Blutzuckerkonzentration fuhrt einerseits tUber mikrovaskulare Dysfunktion zu
Hypoxie-bedingten Nervenschaden und andererseits durch Entstehung toxischer
Metabolite zu Degeneration peripherer Myelinscheiden und Nervenenden [10,
11]. Die Erkrankung wurde in den Experimenten dieser Arbeit mittels Injektion
von Streptomycin (STZ) induziert, welches die Insulin-produzierenden (3-Zellen
des Pankreas zerstort [7]. Dies fuhrte — wie CCl und SNI - zu mechanischer
Allodynie (siehe Abbildung 1).
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Abbildung 1: Diabetische Polyneuropathie in Wistar Ratten nach Injektion von
Streptomycin (einmalig 45 mg/kg).

(a) Signifikant erhthte Glucosekonzentration im Serum, gemessen via Biosensor-Methodik
(b) Mechanische Allodynie als Zeichen der Neuropathie im von-Frey Haartest, in dem von-
Frey Filamente bis zur Reizschwelle gegen die Hinterpfoten der Tiere gedruckt wurden.
Quelle: Ben-Kraiem, A., 2021 [12]; Lizenz: CC BY 4.0

1.2 Die Rolle von Zytokinen und oxidierten Phospholipiden in der

Schmerzwahrnehmung

Auf Gewebedestruktion, wie bei den oben beschriebenen Nervenverletzungen,
antwortet der Organismus mit Inflammation, zu der unter anderem die
Rekrutierung von Immunzellen, darunter Makrophagen und neutrophile
Granulozyten, gehort. Klinische Zeichen einer solcher Entziindungsreaktion sind
Rubor (Ro6tung), Calor (Uberwarmung), Tumor (Schwellung), Functio laesia

(Funktionseinschrénkung) und eben Dolor (Schmerz) [13].
Zytokine

Makrophagen und neutrophile Granulozyten sezernieren nach Gewebeschaden
Zytokine, welche eine steuernde Funktion im entziindlichen Geschehen haben
und somit auch zur Entstehung des neuropathischen Schmerzes beitragen [14].
Sie werden in pro- und antiinflammatorische Zytokine eingeteilt. Wichtiger
Initiator der proinflammatorischen Kaskade ist der Tumornekrosefaktor a (TNFa).
TNFa bindet an den membranstandigen TNF-Rezeptor 1 (TNFR1) welcher
sowohl in Immunzellen als auch in DRG und Axonen exprimiert wird. Uber
sogenannte TNFa-assoziierte Faktoren kommt es zur down-stream Aktivierung
von Mitogen-aktivierenden Proteinkinasen (MAP-Kinasen) und NFKB. Diese

induzieren wiederum die Transkription von proinflammatorischen Mediatoren,



wie Prostaglandinen, sympathomimetischen Aminen, Bradykinin und dem
Nervenwachstumsfaktor. Die Folge ist eine erhdhte Produktion weiterer
proinflammatorischer Zytokine, darunter Interleukin 6 (IL-6) [15, 16]. IL-6 bindet
Uber seinen Rezeptor IL-6R an das Membranprotein gp130 und setzt tUber die
Aktivierung von Januskinasen (JAK) und dem STAT1-Signalweg (STAT =
Signaltransduktoren  und  Aktivatoren  der  Transkription)  ebenfalls
proinflammatorische Aktivitat in Gang [15, 17]. Die vermehrt produzierten
proalgetischen Molekule steigern die Nozizeptor-Erregbarkeit und tragen so zur
Entstehung der Neuropathie-typischen Hyperalgesie und Allodynie bei. Neben
der indirekten Zytokin-Wirkung wird auch eine direkte Sensibilisierung von
Nozizeptoren durch TNFa und IL-6 diskutiert [16]. Gleichzeitig verstarken die
proinflammatorischen Zytokine tber positive Feedbackmechanismen ihre eigene
Produktion sowie die Rekrutierung weiterer Immunzellen, was die Inflammation
weiter anfeuert. Die wichtige Rolle von IL-6 und TNFa bei der
Schmerzentstehung zeigt andersherum die Verbesserung von neuropathischen
Schmerzen durch experimentelle Antagonisierung dieser Zytokine mit

Antikdrpern, Antiseren oder anhand von Versuchen in Knock-out Tieren [15-18].

Antiinflammatorische Zytokine werden in der spateren Phase einer Inflammation
ausgeschuttet. Interleukin 10 (IL-10), ein Vertreter dieser Gruppe, vermittelt seine
Wirkung tber Bindung an seinen heterodimeren Rezeptor, bestehend aus den
beiden Untereinheiten IL-R1 und IL-R2. Durch Aktivierung des JAK-STAT-
Signalwegs, hier vor allem Gber STAT3, wird die Produktion von IL-6 und TNFa,
sowie weiteren Schmerz-férdernden proinflammatorischen Mediatoren wie IL-1[3
gehemmt. Durch Aktivierung antiapoptotischer Faktoren schiitzt IL-10 zudem das
neuronale Gewebe vor weiterer entztindungsbedingter Zerstérung [15, 16].
Durch diese Mechanismen kann IL-10 als eines der potentesten
antiinflammatorischen  Zytokine Neuropathie- und inflammationsbedingte

Hyperalgesie limitieren [15].
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(TNFR1 bzw. sIL-6R/gp130)
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Abbildung 2: Wirkmechanismen der in dieser Arbeit untersuchten Zytokine.
CGRP = Calcitonin Gene-Related Peptid; TRP-Kanale = transiente
Rezeptorpotentialkanale; blaue Pfeile = Aktivierung/Forderung; rote Pfeile = Hemmung;
Quelle: Eigene Darstellung

Reaktive Sauerstoffspezies und oxidierte Phospholipide

Neben Zytokinen bilden die rekrutierten Immunzellen im Verlauf der
entzundlichen Reaktion nach Gewebeschaden mittels NADPH-Oxidasen weitere
hochreaktive Entziindungsmediatoren: reaktive Sauerstoffspezies (ROS). Ein
sich normalerweise im Gleichgewicht befindlicher Auf- und Abbau dieser
Produkte wird im entzindlichen Milieu gestort und es kommt zum oxidativen
Stress [19]. UbermaRig vorhandene ROS fiihren durch Peroxidation von freien
und membranstandigen Lipiden zur Bildung oxidierter Phospholipide (OxPL), die
wiederum in einem sich selbst verstarkenden Kreislauf mit weiteren
Membranlipiden reagieren [20]. Als Folge der proinflammatorischen Wirkung von
OxPL entstehen zum Beispiel in der Pathogenese der Atherosklerose vaskuléare
Plaques, aber auch bei der Pathophysiologie weiterer chronisch-entzindlicher
Erkrankungen wie Alzheimer, multipler Sklerose und rheumatoider Arthritis wird
eine Akkumulation von schadlichen OxPL angenommen [21, 22]. In vivo
vorkommende Vertreter von OxPL sind zum Beispiel POVPC (1-palmitoyl-2- (5-
oxovaleroyl) -sn-glycero-3-phosphocholin), PGPC (1-palmitoyl-2-glutaryl-sn-



glycero-3-phosphocholin) und PEIPC (1-palmitoyl-2-5,6-epoxyisoprostane E2-
sn-glycero-3-phosphatidylcholin). OxPAPC (oxidiertes 1-palmitoyl-2-
arachidonoyl-sn-glycero-3-phosphorylcholin) ist eine synthetische
Modellsubstanz, die als Vertreter bioaktiver OxPL zur Untersuchung der
proalgetischen Wirkung verwendet wird. In Vorarbeiten der AG Molekulare
Schmerzforschung wurde die Wirkung von OxPL im Rahmen akuter und
chronischer Inflammation und Neuropathie anhand von Versuchen mit OXPAPC
genauer untersucht. Hier zeigte sich, dass OxPL ein proalgetisches Potential
haben, welches Uber Aktivierung von bestimmten Nozizeptor-Kandlen und

Rezeptoren zur Schmerzentstehung beitragen [20, 23].
OxPL und transiente Rezeptorpotentialkanéle

Zentrale Akteure im Wirkmechanismus der inflammatorischen OxPL sind
transiente Rezeptorpotentialkanéle (TRP) in der Nozizeptormembran, speziell
der Subtyp Ankyrin 1 (TRPA1) und Vanilloid 1 (TRPV1). Diese Kanale wirken
durch Aktivitdt an der Entstehung und Aufrechterhaltung neuropathischen
Schmerzes mit. Der TRPV1 Kanal wird durch Capsaicin und thermische Reize
aktiviert [3]. Der typische exogene Aktivator des TRPA1l Kanals ist
Allylisothiocyanat, ein Metabolit von Senfdl. Zusatzlich wird eine Aktivierung
durch schmerzhaften Kaltereiz diskutiert. Nach Offnung der Kanéle kommt es zu
einem lonen-Einstrom (Na*, Ca?*), durch den wiederum Natriumkanale aktiviert
und so Aktionspotentiale generiert werden [24]. Wahrend akuter und chronischer
Inflammation, sowie bei neuropathischem Schmerz und Nervenverletzung
werden die beiden TRP-Kanéle auch in ihrer Funktion als Rezeptoren fir ROS
und OxPL diskutiert [20, 23]. In Anwesenheit von OXPAPC und dessen Derivaten
sind die lonenkandle TRPA1 und TRPV1 vermehrt aktiv [23]. Die direkte
erregende Wirkung der reaktiven Sauerstoffspezies an den Kanalen fiihrt letztlich
zum  Schmerzempfinden.  Aul3erdem  scheint der  OxPL-induzierte
Calciumeinstrom die Ausschittung von Neuropeptiden wie Substanz P und
CGRP zu verursachen. Damit tragen OxPL auch zum Kreislauf der neurogenen
Inflammation und der damit verstarkten Sensibilisierung der Nozizeptoren bei.
Zusatzlich wird die Integration von oxidierten Lipiden in die Plasmamembran

diskutiert. Durch die so modulierte Nozizeptormembran ist damit ebenfalls eine



mechanische Aktivierung der TRP-Kanale mit proalgetischem Effekt denkbar [20,
23].

All diese Erkenntnisse und Uberlegungen weisen auf die beschriebenen
Mediatoren und Kanédle als potenzielle Angriffsziele in der Therapie
neuropathischer Schmerzen hin. Die pharmakologische Wirkung des ApoA-

Mimetikums D-4F ist in diesem Zusammenhang vielversprechend.
1.3 ApoA-lI Mimetikum D-4F

ApoA-| ist das wichtigste Strukturprotein des High Density Lipoprotein (HDL),
welches Uberschissige Fette aus der Peripherie zur Leber transportiert. Diesen
Vorgang nennt man reversen Cholesterintransport und wird unter 1.4 genauer
beschrieben [25]. In dieser Rolle wirken HDL und ApoA-I antiatherosklerotisch,
doch Ubernehmen diese Molekile auch eine wichtige antiinflammatorische
Aufgabe im Rahmen kardiovaskularer, neurodegenerativer und rheumatischer
Erkrankungen. Zu diesen Funktionen zahlen die Reduktion proinflammatorischer
Zytokine, Minderung von oxidativem Stress und Lipidperoxidation sowie die

Hemmung der Rekrutierung von Immunzellen [26, 27].

ApoA-l ist ein Protein, bestehend aus 243 Aminosauren. Das kinstlich
hergestellte D-4F (D-amino-4-Phenylalanin ApoA-I-mimetisches Peptid) hat
dagegen nur 18 Aminosauren (Sequenz: Ac-D-W-F-K-A-F-Y-D-K-V-A-E-K-F-K-
E-A-F-NH2). Seine amphipathische Helixstruktur mit einer polaren und einer
unpolaren Seite erlaubt ihm ApoA-I-mimetisch an Lipide und Rezeptoren zu
binden. D-4F kann die Bildung atherosklerotischer Plaques verhindern und diese
sogar teilweise ruckgangig machen. Mdglich ist dies durch gesteigerten
Abtransport von Cholesterin, aber ebenso durch Reduktion von OxPL und der
gehemmten Transformation von LDL zu OXLDL, welches proinflammatorisch auf
Endothelzellen wirkt [28-30]. So wird D-4F bereits an Patienten in klinischen
Phase Il Studien zur Atherosklerose-Therapie untersucht [31]. Doch auch im
Rahmen anderer chronisch-entzindlicher Erkrankungen scheint D-4F
antiinflammatorisch zu wirken. In asthmatischen Mausen hemmt D-4F durch
Bindung an OxPL dessen proinflammatorischen Effekt und unterstitzt die

Wirkung von antiinflammatorischem HDL, z.B. durch die Stabilisierung des



antioxidativen Enzyms Paraoxonase, einem Bestandteil des HDL-Molekls [32].
Ebenso konnte in Ratten mit chronischer Arthritis gezeigt werden, dass D-4F die
Einwanderung von Makrophagen und Leukozyten in Gelenke und Synovia
hemmt, sowie eine verminderte Konzentration proinflammatorsicher Zytokine im
Serum und Makrophagenkultur herbeifthrt [27, 33].

Diese und andere Wirkmechanismen von D-4F sind im Zusammenhang mit
chronischen Schmerzen noch nicht erforscht, jedoch konnte in den Vorarbeiten
dieser Forschungsgruppe eine deutliche Reduktion inflammatorischer

Hyperalgesie nach intraperitonealer (i.p.) D-4F-Gabe gezeigt werden [23, 34].

Ein zugrundeliegender Scavenger-Mechanismus konnte hierbei zur Reduktion
der inflammatorischen Hypersensitivitat fuhren. Bereits bei Van Lenten et. al
konnte in Zellkultur eine hohe Affinitat von D-4F zu oxidierten Lipiden gezeigt
werden [35]. Oehler et al. zeigten, dass D-4F durch ,Abfangen“ von OxPAPC die
Aktivierung von TRPA1 bzw. TRPV1 und den damit verbundenen Calcium-

Einstrom in Nozizeptoren verringern konnte [23, 34].

Jedoch ist zu vermuten, dass dies nicht der einzige antinozizeptive Mechanismus
ist. Deshalb konzentriert sich diese Arbeit auf die antiinflammatorische sowie
Cholesterintransport-assoziierte Wirkung von D-4F. Da die Mechanismen im
Zusammenhang mit Neuropathie untersucht werden sollten, wurden in den
Vorarbeiten zu dieser Dissertation der Effekt des Peptids auf CCl-induzierte
Allodynie untersucht. Wie bei inflammatorischer Arthritis zeigte D-4F auch hier
eine Symptomlinderung gekennzeichnet durch erhdhte Schwellenwerte beim
Wegziehen der Pfote im von-Frey Haartest. Dieses Ergebnis war taglich
reproduzierbar, wobei die starkste Wirkung ein bis drei Stunden nach Injektion
zu verzeichnen war. Am Folgetag vor der nachsten Injektion konnte jedoch keine

nachhaltig analgetische Wirkung beobachtet werden (siehe Abbildung 3).
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Abbildung 3: Antinozizeptive D-4F-Wirkung bei traumatischer Neuropathie.

Ratten mit CCl wurden Uber 7 Tage tagl. vor (0 h) sowie zu drei Zeitpunkten (1 h, 3 h und
6 h) nach D-4F- Injektion i.p. auf mechanische Allodynie mittels von-Frey Haartest
untersucht. Der Kontrollgruppe wurde NacCl als Vehikel injiziert. (a) Kurzfristig analgetische
D-4F Wirkung, beispielhaft dargestellt anhand des Tagesverlaufs von Tag 2. (b) Kein
nachhaltig antinozizeptiver Effekt von D-4F Uber Nacht, aber reproduzierbare Analgesie 1 h
nach erneuter Injektion; Daten dargestellt als Mittelwerte +/- SEM, n=6. Two-Way RM-
ANOVA (post-hoc Holm-Sidak-Test); p < 0,05 *CCl+Veh vs. zeitlich entsprechendes CCI+D-
4F; Quelle: Eigene Darstellung

1.4 ABC-Transporter und Lipid Rafts

Ein antinozizeptiver Mechanismus von D-4F bei Neuropathie-Behandlung kénnte
potenziell in der Aktivierung des ATP-bindenden Kassettentransporters Al
(ABCA1) liegen, denn D-4F bindet, wie ApoA-I, auch an diesen Transporter [36].
Der ABC-Rezeptor G1 (ABCG1) ist ebenfalls ein membranstandiger
Cholesterintransporter, der in Makrophagen, Endothel- und Gliazellen additiv zu
ABCA1 wirkt. Daten anderer Forschungsgruppen weisen darauf hin, dass die
Interaktion von ABCA1l, ABCG1 und ApoA-l und die damit verbundene
Regulation des Membrancholesterins von Nozizeptoren an Entstehung sowie
Verringerung neuropathischer Schmerzen beteiligt sind [37]. Auch HDL, an
dessen Bildung die beiden ABC-Transporter essenziell beteiligt sind, scheint mit
Schmerz, wie zum Beispiel bei der diabetischen Polyneuropathie, assoziiert zu
sein [38]. Der Einfluss von Nervenverletzungen bzw. deren Behandlung mit D-4F

auf die Expression dieser Transporter ist nahezu unerforscht.
1.4.1 ABCAl-vermittelter Cholesterintransport

ABCALl erlangte nach seiner Entdeckung grofe Aufmerksamkeit beziglich

seiner zentralen Rolle beim reversen Cholesterintransport und seinem Potential
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in der Atherosklerose-Therapie. ABCA1 und ABCG1 gehéren zur Gruppe der
Transporter, die Uber eine ATP-bindende Kassette Moleklle Uber
Zellmembranen schleusen. Lipid-freies HDL bindet tber ApoA-I an den ABCA1-
Transporter, tUber Aktivierung von cAMP und Proteinkinase A werden dann
Cholesterin, aber auch freie Fettsduren und Phospholipide auf das HDL-Molekdl
Ubertragen. Diesen Vorgang nennt man Cholesterin- bzw. Lipid-Efflux. Bezlglich
der Funktion von ABCG1 weisen Versuche an Knock-out Tieren darauf hin, dass
zunachst Lipid-freies ApoA-1 an ABCAL1 bindet und anschliel3end ABCG1 durch
Cholesterin-Transfer auf das entstandene HDL-Molekiul den reversen
Cholesterintransport maximiert [39]. So wird Uberschissiges Cholesterin aus
Makrophagen und Endothelzellen abtransportiert, was den
antiatherosklerotischen Effekt der Transporter, vor allem von ABCA1, erklart [36,
40]. Die Expression beider Gene wird hauptsachlich Uber den
Transkriptionsfaktor Liver-X-Rezeptor reguliert. Durch Akkumulation von
Cholesterin und proinflammatorischem OxLDL wird die Expression von Abcal
und dem ahnlich funktionierenden Abcgl vor allem in Plague-standigen
Makrophagen induziert [41, 42]. Doch auch unter inflammatorischen
Bedingungen anderer Genese — wie Arthritis und ischamischer Hirnlasion —
wurde eine erhdhte Expression von Abcal in Chondrozyten beziehungsweise
Astrozyten beobachtet [43, 44]. Anhand publizierter Transkriptom-Datenbanken
konnten im Vorfeld der Experimente Daten zur basalen Expression von sowohl
Abcal als auch Abcgl in DRG- und Nervengewebe gefunden werden (siehe
Tabelle 8). Wie die beiden Transporter jedoch unter neuropathischen

Bedingungen reguliert werden, ist bislang unbekannt.
1.4.2 Bedeutung der Lipid Rafts

Durch die Bindung von ApoA-l als auch von ApoA-l1 Mimetika an ABCA1 wird
JAK2 aktiviert, wodurch wiederum Uber STATs der ABCAl-abhangige
Lipidtransport optimiert und erhdht wird [45]. So verursacht D-4F in murinen
Makrophagen eine Stabilisierung und Aktivierung von ABCAl, was zu
verstarktem Cholesterin-Efflux fuhrt [36]. Durch diese Mechanismen ist ABCAL
nicht nur wichtig fir den systemischen reversen Cholesterintransport, sondern

tragt auch lokal zur Bildung und Organisation sogenannter Lipid Rafts bei. Lipid
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Rafts sind Membranbereiche bestehend aus Phospholipiden und Cholesterin, die
essenziell fur Struktur und Integritat der Zellmembran sind [46, 47]. Auch wenn
zu seiner genauen Funktionsweise weniger bekannt ist, scheint ABCG1 durch
lokalen Lipidtransport ebenfalls zur Homdstase der Lipid Rafts beizutragen [36,
47, 48].

Durch die lokale Umstrukturierung der Lipid Rafts spielt der ABCAL1-Transporter
eine wichtige Rolle in der neuronalen Signaliibertragung. Durch qualitative und
guantitative Modifikation dieser Bereiche, z.B. Entfernung von Cholesterin oder
OxPL aus der Zellmembran, kann es schlussendlich zu veranderter Sensitivitat
und Aktivitat von nozizeptiven Rezeptoren, Kanalen und Transportern kommen
[47]. Die Fahigkeit OxPL aus der Membran zu entfernen, macht das analgetische
Potential von ABCAL deutlich. Obwohl beziglich des Membrancholesterins noch
unklar ist, ob weniger oder mehr Cholesterin in diesen Domanen einen anti- oder
pronozizeptiven Effekt hat, gibt es Hinweise darauf, dass vor allem der
Oxidationszustand des Cholesterins entscheidend ist. Amsalem et al. z.B.
zeigten, dass durch Inflammation generierte ROS zur Oxidation des
Membrancholesterins und damit zum Verlust der Lipid Raft Integritat fihrten. In
der Folge kam es durch die Cholesterin-Depletion in nozizeptiven DRG-
Neuronen zu einer Navl.9-vermittelten Ruhepotentialverschiebung. Dies
verursachte letztlich eine Ubererregbarkeit der Neurone, und damit thermische
und mechanische Hyperalgesie [46]. Wie unter 1.2 ausgefihrt, ist aul3erdem
anzunehmen, dass auch andere Membranproteine, die zur Entstehung von
inflammatorischer und neuropathischer Hyperalgesie und Allodynie beitragen,
wie die TRP-Kanéle, durch solche Prozesse verédndert reagieren. Genau hier
wird die Wichtigkeit der Forschung zu ABCA1 und ABCG1 deutlich, da diese
Transporter elementar an der Regulation und Zusammensetzung der

Membranlipide beteiligt zu sein scheinen.

Die Regulation von Abcal und Abcgl scheint zwischen verschiedenen Gewebe-
und Zellarten stark zu variieren, sodass bisher keine eindeutige Kausalitat
zwischen Transporter-Regulation und verdnderter Zellmembranfunktion,
insbesondere von Nozizeptoren, beschrieben werden konnte [49]. Um hier ein

tieferes Verstandnis zu erlangen, soll in dieser Arbeit — neben experimenteller
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Untersuchung der Regulation in spezifischen Neuropathie-Modellen — aul3erdem
ein Transkriptom-Screening bereits publizierter Datenbanken beziglich der

Expression dieser ABC-Transporter in Schmerzmodellen erfolgen.
1.4.3 Schnittstelle Inflammation

In den komplexen Regulationsmechanismen von Abcal und ferner Abcgl
scheinen auf3erdem inflammatorische Prozesse eine Rolle zu spielen. Nach
Bindung von ApoA-l wird unter anderem STAT3 aktiviert, wodurch in
Makrophagen die Unterdrickung proinflammatorischer Zytokinproduktion
nachgewiesen wurde. In dieser Funktion wurde ABCA1 als antiinflammatorischer
Rezeptor beschrieben und auch ABCG1 scheint mit antientziindlichen Prozessen
assoziiert zu sein [36, 45, 50, 51]. Wie unter 1.3 erlautert, zeigt D-4F direkte
entzindungshemmende Effekte tiber HDL-Stabilisierung und OxPL-Scavenging.
Aber auch ein indirekter Wirkmechanismus uber ABCA1-Bindung und
Aktivierung konnte uber antiinflammatorische Kaskaden zu der beobachteten

Symptomlinderung bei neuropathischen Tieren fuhren.

Aufgrund der geschilderten Erkenntnisse scheinen die Cholesterintransporter
ABCA1 und ABCGL1 durch ihren Einfluss auf die Membranlipide und die
Zusammensetzung der Lipid Raft Domanen, sowie ihrem antiinflammatorischen
Potenzial an der Entstehung und Ruckbildung von neuropathischem Schmerz
beteiligt zu sein. Damit sind sie wichtige potenzielle Targets des antinozizeptiv
wirksamen D-4F, welches bereits in der Atheroskleroseforschung als ABCAl
Agonist beschrieben wurde. Welche molekularen Mechanismen der Funktion von
ABCAL1 und ABCGL1 sowie der Wirkung von D-4F bei neuropathischem Schmerz
zugrunde liegen, ist jedoch noch weitgehend unerforscht. Deshalb sollen im
Folgenden sowohl die Regulation der beiden Cholesterintransporter bei
peripheren Neuropathien sowie der Einfluss von D-4F untersucht werden.
AulR3erdem soll auch die D-4F vermittelte Schmerzlinderung Utber mdgliche

Regulation der Zytokin-Expression beleuchtet werden.
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1.5 Fragestellungen der Dissertation

Grundlage der Dissertation sind die Beobachtungen der AG Molekulare
Schmerzforschung, dass D-4F mechanische und thermische Hypersensitivitat im
Rahmen einer schmerzhaften Neuropathie (CCI) vermindern kann. Die zugrunde
liegenden Mechanismen sind jedoch noch unzureichend erforscht.
Moglicherweise spielt unter neuropathischen Bedingungen eine reaktive
Hochregulation der ABC-Transporter Expression zur Wiederherstellung der
Membranlipid-Homdostase eine Rolle. D-4F kdnnte durch Wiederherstellung
eines physiologischen Zustands oder durch negative Ruckkopplung auf die
Transkription des ABC-Transporters normalisierend wirken. Neben diesem
negativen Loop-Mechanismus kommt als antinozizeptiver Mechanismus des D-
4F auch eine ABC-Transporter induzierte Hemmung der Expression

entzundlicher Mediatoren in Frage.

Folgende Hypothesen wurden aus diesen Uberlegungen fir die Dissertation

abgeleitet:

1. Abcal/Abcgl werden sowohl durch traumatische als auch diabetische
Neuropathie vermehrt exprimiert. Bei einer reversiblen Nervenverletzung
ist dabei die Wiederherstellung physiologischer Transporter-Expression
zu erwarten, wahrend die Hochregulation bei irreversibler Neuropathie
persistiert.

2. Die antinozizeptive Wirkung von D-4F bewirkt eine Normalisierung der
Abcal/Abcgl Expression.

3. D-4F hemmt die Expression proinflammatorischer Zytokine, wie 116 und
Tnfa, bzw. fordert die Expression des antiinflammatorischen 110 und fihrt
so zur Minderung von Hyperalgesie und Allodynie.

4. Die systemische Gabe von D-4F beeinflusst Lipidkonzentrationen im

Serum.
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Abbildung 4: lllustration der Hypothesen

Darstellung der Nozizeptoroberflache. Die Hypothesen entsprechen der Nummerierung 1-
4. RCT = reverser Cholesterintransport; Quelle: Eigene Darstellung, erstellt mit Servier
Medical Art by Servier Laboratories.
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2 Methoden und Material
2.1 Datenbankanalyse: Transkriptom-Screening

Um einen Uberblick zu bestehenden Erkenntnissen zur Regulation von Abcal
und Abcgl in DRG und Nervengewebe zu gewinnen und die Ergebnisse der
geplanten Tierexperimente vergleichen zu kdnnen, erfolgte eine Literatursuche
zu Offentlich zuganglichen Transkriptom-Datenbanken Uber die Plattform
MEDLINE/Pubmed (www.pubmed.gov, abgerufen 03.07.2021). Folgende
Suchbegriffe wurden verwendet: Transcriptome AND neuropath* AND pain,
Transcriptome AND inflammation AND pain, Transcriptome AND nerve AND
neuropath*, Transcriptome AND nerve AND inflammation, Transcriptome AND
nerve AND pain, Transcriptome AND Schwann cell AND neuropath*, Proteome
AND neuropathic pain, Proteome AND nerve AND inflammation, Proteome AND
nerve AND pain. Die gesamte Studiensuche ergab 898 englischsprachige
Ergebnisse (inklusive Uberschneidungen). Aus den relevanten Datensétzen (22
Publikationen) wurden zunachst Informationen zur basalen mRNA Expression im
gesamten Gewebe, sowie in differenzierten Zellgruppen aus diesen
Gewebearten extrahiert (6 Publikationen). AnschlielRend wurden Verdnderungen
der mRNA und der Proteinexpression in  Schmerz-assoziierten
Krankheitsmodellen zusammengefasst (16 Publikationen). Es wurden nur
Studien mit Gewebe von adulten Mausen, Ratten und Menschen einbezogen.
Fur das Screening der Transkriptom-Datensatze wurden die offiziellen

Genbezeichnungen sowie Eintragsnummern laut UniProt verwendet.

Genbezeichnung Eintragsnummer
Abcal (Maus, Ratte), ABCAl P41233 (Maus), Q80zZB2 (Ratte),
(Mensch) 095477 (Mensch)
Abcgl (Maus, Ratte), ABCG1l Q64343 (Maus), Q9EPG9 (Ratte),
(Mensch) P45844 (Mensch)

Tabelle 1:UniProt Genbezeichnung und -nummer

Die Ergebnisse des Transkriptom-Screenings finden sich in Tabelle 8 und 9.
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2.2 Tierexperimente

Alle Operationen (sham, CCI und SNI) sowie die Injektionen und Betreuung der
Tierexperimente erfolgten durch Dr. med. Beatrice Oehler und Dr. rer. nat. Reine
Solange Sauer, PhD. Die photometrische Analyse der Serumproben wurden im
Zentrallabor der Universitatsklinik Wdurzburg in Auftrag gegeben. Die
Gewebeentnahme sowie alle weiteren Methoden inklusive der statistischen
Auswertung wurden von der Promovendin selbst durchgefihrt. Die Zuteilung aller

Tiere zu Interventions- beziehungsweise Kontrollgruppe erfolgte zufallig.
2.2.1 Schmerzmodelle

Alle Tierexperimente wurden vom Veterinaramt der Regierung von Unterfranken,
Wirzburg anhand der Protokolle Nr. 44/14, 61/11 und 2-264 genehmigt, die
Durchfihrung entsprach den internationalen Richtlinien zur Handhabung von
Labortieren der (EU Directive 2010/63/EU).

Es wurden zwei Spezies, mannliche C57BL/6-Méause (20-30 g) und ménnliche
Wistar Ratten (180-250 g), untersucht.

Entsprechend 1.1 wurden drei Modelle neuropathischen Schmerzes geschaffen.
Zur Untersuchung einer traumatischen Neuropathie wurde den Tieren entweder
durch Nervenligatur (CCI) eine reversible Nervenverletzung oder eine irreversible
Nervendurchtrennung (SNI) zugefugt [52]. Kontrollgruppen waren vollig
unbehandelte Tiere (naiv) und sham operierte Tiere. Die Mause lebten im
Anschluss an die Operation entsprechend dem Versuchsaufbau sieben Tage,
drei oder sechs Wochen und wurden dann vor der Gewebeentnahme mittels

Isofluran euthanasiert.
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Abbildung 5: Operationsmethode CCIl und SNI

Die verwendeten Techniken sind rot markiert. Bei der CCl wird der N. ischiadicus mit
monofilem Faden 3- bis 4-mal ligiert. Die Durchtrennung des N. tibialis und fibularis
definiert die SNI. Quelle: Suter, M.R., 2011 [52]; Lizenz: CC BY 1.0

Durch die Induktion von Diabetes mellitus mittels einmaliger intraventser
Injektion von 45 mg/kg Streptomycin, konnte eine weitere Form der peripheren
Neuropathie untersucht werden [53]. Einer zweiten Gruppe, die als

Kontrollgruppe dienen sollte, wurde die gleiche Menge 0,9 % NaCl injiziert.

2.2.2 Applikation des D-4F-Peptid zur Behandlung des neuropathischen

Schmerzes

Um die molekularen Effekte von D-4F auf die mMRNA von ABC-Transportern und
Zytokinen untersuchen zu kénnen, wurden Wistar-Ratten nach CCI-Operation
zufallig in zwei Gruppen aufgeteilt. Den Tieren der Interventionsgruppe wurde im
Anschluss an die Operation taglich eine intraperitoneale D-4F-Injektion
(12,5 mg/kg) verabreicht. Die Kontrollgruppe erhielt die gleiche Menge

0,9 % NaCl. Das Experiment belief sich auf einen Zeitraum von sieben Tagen.
2.2.3 Gewebeentnahme

Um die Spinalganglien bzw. Nerven zu entnehmen, wurden die Tiere nach CO:2

-induzierter Euthanasie wie folgt prapariert:

Fur die Entnahme des Nervus ischiadicus erfolgte ein Schnitt parallel und circa
1,5 mm anterior zum ertasteten Femur. Der unter der den Muskeln freigelegte

Nerv wurde mit einer Pinzette vorsichtig der Lange nach gespreizt, um ein circa
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1 cm langes Stiuck zu exzidieren. Im SNI Modell wurde die Gewebeprobe aus
dem Bereich proximal der zuvor operativ zugefligten Nerven-Durchtrennung
entnommen. Im CCI Modell wurde die Stelle der Nerven-Ligation aufgesucht und
der verletzte Bereich des Nervens, sowie einige Millimeter proximal und distal

davon entnommen.

Die Spinalganglien prasentierten sich als glasige Strukturen in den Foramina
vertebralia der Wirbelsaule. Um sie herauslosen zu konnen, wurde die
Wirbelsdule durch Schnitte kaudal der Schulterblatter und kranial des
Schwanzansatzes und Entfernung der Ruckenmuskulatur freigelegt. Bevor die
Rippen entfernt wurden, erfolgte eine kleine Markierung des Wirbels auf Hohe
der letzten Rippeninsertion. Auf dieser Hohe konnte die Lage des 13. thorakalen
Spinalganglions angenommen werden. Die weitere Praparation erfolgte unter
einem Lichtmikroskop. Um die Spinalganglien in den Foramina vertebralia
freizulegen, wurde die Wirbelsaule entlang der Dornfortsatze bzw. ventral mittig
entlang der Wirbelkorper in zwei Langshalften geteilt und eroffnet. Ausgehend
von der vorherigen Markierung wurde nun zuerst das Spinalganglion T13
identifiziert kaudal davon die Spinalganglien L3, L4 und L5 aufgesucht und mit
einer Feinpinzette aus ihrer Vertiefung gehoben. Am Ganglion verbleibende
Axone wurden mit einer feinen Praparierschere entfernt. Die Gewebeproben
wurden anschlieBend in flussigem Stickstoff schockgefroren, fir die

Immunhistochemie zuvor in Tissue Tek eingebettet, und bei -80 °C gelagert.
2.3 RNA-Isolierung und cDNA-Synthese RNA-Isolierung

Um die Regulation der untersuchten Gene analysieren zu kdnnen, musste zuerst

RNA aus dem praparierten Gewebe isoliert werden.

Dies erfolgte mithilfe des miRNeasy Micro Kit von QIAGEN. Alle folgenden
Schritte wurden unter mdglichst RNase-freien Bedingungen auf Eis durchgefihrt.
Zunachst wurde das Gewebe (DRG oder Nerv) in 700 pl Trizol mit dem QIAGEN
Tissuelyser zerkleinert. TRIzol™ ist ein Reagenz, welches unter anderem aus
Phenol und Guanidinisothiocyanat besteht. Diese Komponenten hemmen die
RNase-Aktivitat wahrend andere Zellbestandteile, z.B. Proteine und DNA,

aufgeldst werden. Nach Zugabe von 140 ul Chloroform wurde die Mischung
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15 min bei 12 000 x g zentrifugiert, wodurch zwei Phasen entstanden. Die sich
im wassrigen Uberstand befindliche RNA wurde in ein neues Eppendorfgefald mit
525 pl Ethanol Uberfuhrt. Nach Zugabe von Alkohol wurde die Mischung
portionsweise in eine RNeasy MinElute Spin-Saule gegeben und wiederholt
zentrifugiert. Die Saule enthalt eine Siliciumdioxid-Membran, die unter korrekten
pH-Bedingungen RNA ab 200 Nukleotiden Lange bindet, wahrend andere
Bestandteile der Lésung hindurchflieRen. Die mRNA konnte so angereichert
werden, da z.B. tRNA oder rRNA kirzer sind und deshalb nicht gebunden
werden. Die Membran-gebundene mRNA wurde durch die schrittweise Zugabe
von 500 ul RPE Puffer und 500 ul 80 % Ethanol von Verunreinigungen befreit.
Nachdem man die Waschflussigkeiten durch Zentrifugieren bei 8000 x g entfernt
hatte, wurde die Membran 5 min bei 14 000 x g getrocknet. Im letzten Schritt
pipettierte man 14 yul RNase-freies Wasser direkt auf die Membran. Durch
Zentrifugieren bei 14 000 x g Uber 1 min loste sich die aufgereinigte mRNA im

Wasser.
cDNA-Synthese

Die gewonnene mRNA wurde im n&chsten Schritt in die stabilere cDNA
umgeschrieben. Dies erfolgte mit Hilfe des High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit von Thermo Fisher. Zunachst wurde die RNA-Konzentration
einer Probe mit dem NanoDrop 2000 Spectrophotometer bestimmt, um die
bendtigte Reagenzienmenge berechnen zu kénnen. Jede umzuschreibende
Probe sollte genau gleich viel RNA, in diesem Fall 1 pg, enthalten, damit die
Ausgangsbedingungen fiur jede entstehende cDNA-Probe und so wiederum
Vergleichbarkeit und Quantifizierung der Gene in der folgenden qPCR zu
ermoglichen. Jede RNA-Probe wurde mit RNase-freiem Wasser zu 13,2 pl

Gesamtvolumen ergénzt und der folgende Master-Mix zugegeben:

Reagenz Volumen (bei 20 pul Endkonzentration
Gesamtvolumen)

10x RT Buffer 2 ul 10 %

Random Primers 2 ul 10 %

dNTP Mix (100 mM) 0,8 pl 4%

Reverse Transkriptase 1 pl 5%
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RNase Inhibitor 1l 5%
RNA (1 pg) in Hz20 13,2 ul 66 %
Tabelle 2: Mengenangaben fur einen Ansatz zur cDNA-Synthese

Die Transkription fand im 2720 Thermal Cycler iber 120 min bei 37 °C statt. Zur
Inaktivierung der Reversen Transkriptasen folgte ein 5-minutiger Zyklus mit
85 °C. Als negative Kontrollen wurden RNA-freie Proben angefertigt.

24 PCR
Prinzip

Die Polymerase-Kettenreaktion beruht auf dem Prinzip der DNA-Vervielfaltigung
und anschlieRender Detektion des untersuchten Gens. Der Prozess besteht aus

drei Phasen:

e Denaturierung: Die doppelstrangige DNA wird durch Erhitzung auf 95 °C

in zwei Strange getrennt.

e Primerhybridisierung: Durch Abkihlen der Temperatur auf 60 °C lagern

sich die zugegebenen Primer (reverse bzw. forward) genspezifisch an
jeweils einen DNA-Matrizenstrang (5°-3' bzw. 3'-5°).

o Amplifikation: Die hitzestabile DNA-Polymerase synthetisiert beginnend
am gebundenen Primer den komplementaren DNA-Strang. So wird die

vorhandene DNA-Menge des Zielgens in jedem Zyklus erneut verdoppelt.

Bei der herkdbmmlichen PCR-Methode kann nur eine rein qualitative Aussage
Uber das Vorhandensein eines Gens getroffen werden [54]. Deshalb wurde hier
die Analyse der DNA mittels quantitativer Real-Time PCR gewahlt. Dazu wird ein
Fluoreszenzfarbstoff verwendet, in dieser Arbeit SYBR Green, welcher in
doppelstrangige DNA interkaliert. Die Menge der detektierten Fluoreszenz

korreliert dann direkt mit der des amplifizierten Zielgens.

In dieser Zielgen-Analyse wird auferdem die Methode der relativen
Quantifizierung (RQ) genutzt. Als Referenzgen wurde hier Glycerinaldehyd-3-
phosphat-Dehydrogenase (Gapdh) gewahlt und die Menge des Zielgens auf die
Menge von Gapdh bezogen. Dem liegt die Annahme zugrunde, dass dieses

Referenzgen (auch Housekeeping-Gen genannt) konstitutiv im Gewebe

21



exprimiert wird, also auch in verletzten oder erkrankten Tieren unverandert bleibt.
Indem man also die Amplifikation des Zielgens auf die von Gapdh bezieht, kann
man interindividuelle Unterschiede zwischen den Versuchstieren ausgleichen.
AulRRerdem lasst sich durch dieses endogene Kontrollgen die Effizienz der

Amplifikation beurteilen und so die Reliabilitat des Experiments erhdhen.
Durchfihrung und Auswertung

Die cDNA Proben wurden in 1:10 Verdinnung zu 5 pl in eine Mikrotiter-Platte far
96 Ansatze pipettiert. Fur jedes Zielgen wurde ein Master-Mix wie in Tabelle 3

vorbereitet. Die Primersequenzen sind in Tabelle 4 dargestellt:

Reagenz Volumen (bei 20 pul Endkonzentration
Gesamtvolumen)

PowerUp™ 10 ul 50 %
SYBR®Green
3‘-5‘ Primer (forward) 1 pl 5%
5‘-3‘ Primer (reverse) 1l 5%
RNase freies Wasser 3ul 15 %
cDNA (1:10 in H20) 5ul 25 %

Tabelle 3: Mengenangaben fiir einen PCR-Ansatz
Name  Primer forward Primer reverse
Abcal GCAAGGCTACCAATTACATTT GGTCAGAAACATCACCTCCTG
(Maus) G
Abcal CCTAAGCATTATCAAGGAGG AGAGATGACAAGGAGGACGG
(Ratte) GAAG AAG
Abcgl ACCTACCACAACCCAGCAGA GGTGCCAAAGAAACGGGTTC
(Maus) CTTT ACAT
Abcgl CTGACCTTTCCCCTCGAGAT AGTACACGATGCTGCAGTAG
(Ratte) GC
116 CTGCTCTGGTCTTCTGGAGT TGGAAGTTGGGGTAGGAAGG
(Ratte)
1110 AGACCCACATGCTCCGAGAG GGGCATCACTTCTACCAGGT
(Ratte)
Tnfa ACCACGCTCTTCTGTCTACTG CTTGGTGGTTTGCTACGAC
(Ratte)

Tabelle 4: Primerliste
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Um fur weitere Rechnungen einen verlasslichen Mittelwert zu erhalten, wurden
von jeder Probe drei Replikate pipettiert. Als negative Kontrollen wurden cDNA-

freie Ansatze pipettiert.

Der StepOne Plus™ gPCR Thermo-Cycler wurde wie folgt eingestellt:

Temperatur  Zeit Zyklen Zweck
50 °C 2 min Hold Aktivierung UDG
(Reparaturenzym)
95 °C 2 min Hold Aktivierung
Polymerase
95 °C 4s 40 Denaturierung
60 °C 30s 40 Primerhybridisierung

und Extension
Tabelle 5: qPCR Zyklen

Schwellenwert und AACT Methode

Wahrend den PCR-Zyklen misst das Gerat die Amplifikation anhand sogenannter
Ct-Werte (Cycle Threshold). Diese Schwellenwerte entsprechen dem jeweiligen
Zyklus, an dem die Menge der fluoreszierenden amplifizierten Zielgen-DNA den
Hintergrundwert Ubersteigt. Nachdem man die Ct-Werte erhalten hat, werden

folgende Rechnungen angestellt [55].

Zunachst wird die Zielgenexpression mittels der endogenen Kontrolle

normalisiert:
ACt = Ct (Zielgen) - Ct (endogene Kontrolle)

AnschlieRend wird die relative Quantifizierung mittels Subtraktion der ACt-

Mittelwerte einer (unbehandelten) Kontrollgruppe errechnet:
AACt = ACt (Interventionsgruppe) - ACt (Kontrollgruppe)

Der finale Wert, der auch fur die statistische Auswertung verwendet wird, ist dann
der RQ-Wert. So wird die Vervielfachung des mRNA-Levels besser

veranschaulicht als durch logarithmische Ct-Werte:

RQ = 2- AACt
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2.5 Immunhistochemie
Prinzip

Die Methode der indirekten immunhistochemischen Farbung beruht auf einer
zweifachen Antigen-Antikdrper-Reaktion. Spezifische primare Antikorper, in
diesem Fall gewonnen aus Hasen- bzw. Ziegenserum, binden an das Epitop des
Zielproteins. Wichtig ist dabei, dass die Antikérper mdoglichst keine
Kreuzreaktivitat aufweisen. Darauf folgt eine weitere Inkubation mit einem
sekundaren Antikdrper, der gegen den priméaren Antikdrper gerichtet ist und mit
einem fluoreszierenden Farbstoff (hier Alexa Fluor bzw. Cy3) gekoppelt ist. Die
gebildeten Konjugate absorbieren in der anschlie3enden
Fluoreszenzmikroskopie einfallendes Licht und werden so angeregt. Dabei
emittieren die sekundéaren Antikérper Licht mit spezifischer Wellenlange, anhand
dessen Intensitat man auf die gebundene Epitopmenge zuriickschliel3en kann.
Da eine gewisse unspezifische Hintergrundfarbung nicht zu vermeiden ist, wird
die Fluoreszenz-Intensitat dieser Regionen bei der anschlielenden Auswertung

vom Ergebnis subtrahiert.
Durchfihrung und Auswertung

Da in diesem Experiment die ABCA1 Expression in Nozizeptoren gemessen
werden sollte, war eine Doppelfarbung mit einem bekannten Marker dieser
speziellen Neurone notwendig. TRPV1 ist in peptidergen (Typ PEP1) und nicht-
peptidergen (Typ NP2 und NP3) nozizeptiven Neuronen im DRG exprimiert, so
wurde dieser als Antikdrper zur Markierung von Nozizeptoren genutzt [56, 57].

Farbeprotokoll

Von den in Tissue Tek gefrorenen DRGs wurden mit dem Kryostat 10 pum dicke
Schnitte angefertigt. Pro Tier wurden anschlie3end jeweils funf Schnitte mit
einem Schnittabstand von mindestens 40 um auf Objekttragern gefarbt. Alle im
folgenden genutzten Reagenzien wurden auf Eis verarbeitet, die Proben lagerten

stets bei Raumtemperatur (RT).

Durch Umrandung der Proben mit einem flussigkeitsabweisenden Marker wurde
eine gleichmafige Verteilung der applizierten Reagenzien erreicht. Zunéachst
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wurden die Schnitte 20 min bei -20 °C in Ethanol fixiert, dann mit PBS 5 min bei
RT rehydriert und fir die Permeabilisierung der Zellmembranen drei Mal mit einer

Waschlosung gespililt.

Um unspezifischer Konjugatbildung vorzubeugen, wurden die Schnitte 3 h in
einem Blockreagenz inkubiert. Uber Nacht wurden die Proben mit dem priméaren
Antikorper, verdunnt im Blockreagenz, inkubiert. Nach Spilung mit der
Waschlosung erfolgte die Behandlung mit den sekundaren Antikérpern in
Verdinnung Uber 3 h. Zur Farbung der Zellkerne wurde auRerdem DAPI 1:2000
in PBS (1x) verdunnt fir 5 min aufgetragen. Nach einigen grindlichen PBS-
Spulungen wurden die Objekttrager zwei Mal mit destilliertem Wasser gespililt,
um restliche Salze zu entfernen. Zuletzt wurden die Schnitte mit Aqua Polymount
fixiert und bei 4 °C gelagert.

Reagenz Inhalt Endkonzentration
Waschlésung (auch TritonX-100 0,3 %
zur Permeabilisierung) PBS 1x (pH 7,4) 99,7 %
Blockreagenz (auch zur TritonX-1000 0,3 %
Antikorper-Verdinnung) PBS 89,7 %

Donkey Serum 10 %

Tabelle 6: Angaben zu Reagenzien-Konzentrationen

Primare Antikdrper Wirt Verdinnung
ABCAL1 polyklonal Hase 1:400
TRPV1 monoklonal Ziege 1:400
Sekundare Antikorper  Wirt Verdlinnung
Alexa Fluor 488 (grun) Maus (anti-rabbit) 1:1000
Alexa Fluor Cy3 (rot) Maus (anti-goat) 1:1000

Tabelle 7: Antikdrperliste

Konfokale Fluoreszenz-Mikroskopie

Die Bilder wurden mit einem konfokalen Fluoreszenzmikroskop (BZ-9000
BIOREVO von Keyence) erstellt. Die Mikroskop-Einstellungen wurden bei

Aufnahme des ersten Bildes bezlglich bester Auflésung beziehungsweise
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optimalem Verhaltnis von Signal- zu Hintergrund-Intensitéat gewahlt. Die
folgenden Kriterien wurden anschlieBend fur die Anfertigung aller Aufnahmen
beibehalten: 40-fache Vergrof3erung, Belichtungsstarke 1s (ABCA1), 1/1.3s
(TRPV1) und 1/400 s (DAPI). Fur jede Gruppe wurden drei Tiere untersucht. Pro
Tier wurden funf immunhistochemische Bilder von DRGs akquiriert. Der
intersektionale Abstand zwischen den fotografierten DRG-Schnitten betrug
mindestens 40 um. So entstanden pro Versuchstier 15 Bilder, die mit Hilfe der
Software Image J analysiert wurden.

Image J Software

Die Bilder wurden mit Image J (NIH Freeware) in den einzelnen Farbkanalen
betrachtet. Zuerst wurden TRPV1-,positive“ Zellen (rot) als Region of Interest
(ROI) markiert. Diese ROI-Markierungen wurden dann auf die Bilder des ABCA1-
Kanals (griin) gelegt. AbschlieBend wurden noch drei zuféllig platzierte
Hintergrundbereiche markiert.

1. Im TRPV1-Kanal werden ROIs markiert 2. Transferierte ROIs auf ABCA1-Kanal

TRPV1-positive Nur ABCN-positives Neuron
(negativ in TRPV1-Kanal),
deshalb nicht markiert

Neurone

Hintergrundmarkierungen

Abbildung 6: Beispielhafte Darstellung der Zellmarkierung zur Fluoreszenzmessung
Quelle: Eigene Darstellung
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Nach Konvertierung des Fotos zu 8-bit Bildtiefe (Graustufen) wurden folgende

Faktoren durch das Programm berechnet:

e Mittlerer Grauwert (mean grey value): durchschnittlicher Grauwert der
Fluoreszenz innerhalb des ROI. Dieser ergibt sich aus der Summe der
Grauwerte aller Pixel innerhalb des ROI geteilt durch die Anzahl der Pixel.

e Integrierte Dichte (integrated density): Produkt aus Flache und mittlerem
Grauwert.

e Flache (area): in kalibrierter Einheit angegeben, hier Quadratmillimeter.

Fur jedes einzelne Neuron wurde anhand dieser Werte die Intensitat der
Farbungen berechnet. Das Ergebnis folgender Formel ist die korrigierte totale

Zellfluoreszenz (corrected total cell fluorescence; CTCF) [58]:

CTCF = Integrierte Dichte einer Zelle — (Mittlerer Grauwert des

Hintergrunds x Flache der Zelle)

Um die unterschiedliche Grol3e der Zellen auszugleichen, wurde die CTCF am
Ende durch die entsprechende Flache geteilt. Die pro Bild gemittelten CTCF/um?2-
Werte wurden dann fur die statistische Analyse und graphischen Darstellung

herangezogen.
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2.6 Photometrische Serumlipid-Analyse
Probengewinnung

Die Blutentnahme erfolgte zligig nach Exitus der Tiere direkt aus dem linken
Ventrikel des Herzens mittels einer 24 G Kantle. Zur Gewinnung des Serums
wurde das Vollblut in 2,5 ml Eppendorf-Gefal3e aufgeteilt und 10 min bei
12 000 x g zentrifugiert. Das im Uberstand befindliche Serum wurde dann
abpipettiert, bis eine Menge von mindestens 200 ul pro Tier gewonnen wurde.
Die fertigen Serumréhrchen wurden dem Zentrallabor des Universitatsklinikum

Wirzburg auf Eis zur weiteren maschinellen Analyse Gibergeben.
Photometrische Konzentrationsmessung

Die Messung der Serumkonzentrationen von Gesamt-Cholesterin und HDL-
Cholesterin beruht auf dem Prinzip des enzymatischen Farbtests [59]. Das als
Ester vorliegende Cholesterin wird unter Einwirkung der Cholinesterase (CHER)
zu freiem Cholesterin und Fettsauren gespalten. In der nachsten Reaktion
entsteht im Beisein der Cholesterinoxidase (CHOD) 4-Cholesten-3-on und
Wasserstoffperoxid (H202). In der nun folgenden sogenannten Trinder-Reaktion,
katalysiert durch eine Peroxidase (POD), entsteht Chinoniminfarbstoff, welcher
in seiner Menge proportional dem vorher entstandenen H202 entspricht [60].
Somit kann durch die photometrisch bestimmte Intensitdt auf die

Analytkonzentration des Gesamt-Cholesterins zurtickgeschlossen werden.

CHER
Cholesterinester+ H,0 = — > Cholesterin+ RCOOH
CHOD
Cholesterin+ O, — > A*Cholestenon+H,0,
2 H,0, + 4-Aminophenazon POD__, Chinoniminfarbstoff + 4 H,0,

+ Phenol

Minimale Unterschiede in der Reagenzien-Zusammensetzung bestehen
zwischen der Gesamt-Cholesterinbestimmung und der Analyse der HDL-

Cholesterin-Konzentration, die zugrunde liegenden chemischen Reaktionen
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jedoch sind identisch [61]. Um ausschlie3lich die HDL-Cholesterinkonzentration
bestimmen zu kénnen, werden der Serumprobe bei dieser Analyse zuerst
Polyanionen und ein Detergens zugegeben. LDL, VLDL und Chylomikronen
bilden mit diesen einen wasserloslichen Komplex, welcher nicht mehr an den
folgenden Reaktionen teilnehmen kann. So werden nur die HDL-Teilchen durch

CHER und CHOD zu Wasserstoffperoxid umgesetzt und quantitativ gemessen.

CHER
HDL-Cholesterinester + H,O0 ——— Cholesterin + RCOOH

HDL-Cholesterin+ O, o b A*-Cholestenon+ H,0,

2 H,0, + 4-Aminantipyrine —PO®__, Farbpigment+5 H,0,

+EMSE*+ H* + H,0

* N-Ethyl-N-(3-methylphenyl)-N’-succinylethylendiamin

Samtliche Konzentrationsbestimmungen wurden mit den vorgefertigten Kits
HDLC4 und CHOL2 der Firma Roche mit Hilfe des Roche/Hitachi cobas c
701/702 Geratesystems durchgefuhrt.

2.7 Statistik und Programme

Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte mit Excel
(Microsoft Office 2016) und GraphPad Prism 8. In allen Graphen wurden die
Ergebnisse der einzelnen Versuchstiere als Streudiagramm mit dem
Mittelwert +/- Standardfehler des Mittelwerts (SEM) dargestellt. Fur die Wahl des
korrekten statistischen Tests wurden alle Datensatze vorab mittels Shapiro-Wilk-
Normalitdtstest und Brown-Forsythe zum Test der Gleichheit von
Gruppenvarianzen analysiert. Zum Vergleich von zwei Gruppen mit gleichem
Versuchszeitpunkt wurde der t-Test bzw. Mann-Whitney-Test (nicht-
parametrischer Test bei nicht normal verteilten Daten) durchgefihrt. Zum
Vergleich eines Faktors (Art der Behandlung) zwischen mehr als zwei Gruppen
wurde eine einfaktorielle Varianzanalyse (One-Way ANOVA), bei zwei Faktoren
(Behandlung und Zeit) eine Two-Way ANOVA zur Auswertung genutzt. In einem

Fall lagen signifikante Varianzunterschiede vor, hier erfolgte die Auswertung
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mittels Welch-ANOVA (siehe Abbildung 7). Bei signifikantem Ergebnis im

ANOVA-Test diente der Tukey-Test post-hoc zum paarweisen Vergleich aller

Gruppen untereinander. Der p-Wert < 0,05 wurde als signifikant definiert.

2.8 Gerate und Software

Gerat
Tissuelyser
Centrifuge 5418 R

Research Pipetten (10, 100, 1000 pl,
Multipipette)

Safelock Tubes (0,2, 0,5, 1, 2 ml)
Nano Drop 2000 Spectrophotometer

2720 Thermocycler
StepOne Plus real-time PCR System
Combi Spin

Mixer Uzusio VTX-3000L
Cryostat CM3050 S

Biorevo, BZ-9000

Microslide Coverslips
Roche/Hitachi cobas ¢ 701/702
Software
NanoDrop2000/2000c

7300 System SDS
NIS-Elements

NIH Image J

EndNoteX8

Office 2016 (Excel, Word,
PowerPoint)

GraphPad Prism 8

Hersteller

Qiagen N.V, Venlo, Niederlande
Eppendorf AG, Hamburg,
Deutschland

PegLab Biotechnologie GmbH,
Erlangen, Deutschland

Applied Biosystems, Warrington, UK
Hartenstein GmbH, Wrzburg,
Deutschland

LMS, Tokyo, Japan

Leica Biosystems, Wetzlar,
Deutschland

Keyence GmbH, Neu-Isenburg,
Deutschland

ThermoScientific, Waltham, USA
Roche, Basel, Schweiz

Hersteller

Fisher Scientific, Schwerte,
Deutschland

Applied Biosystems, Warrington, UK
Nikon Corporation, Tokyo, Japan
Bethesda, Maryland, USA

Clarivate Analytics, Boston, USA
Microsoft Corporation, Redmond,
USA

GraphPad Software, San Diego, USA

2.9 Chemikalien, Kits und Antikorper

Reagenz
miRNeasy Kit

Hersteller
Qiagen N.V, Venlo, Niederlande
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High-capacity cDNA Reverse
Transcription Kit
Cholesterol Gen.2 und HDL-

Cholesterol Gen.4 gebrauchsfertige

Reagenzien

PowerUp™ SYBR®Green
RNase-freies Wasser
TRIzol Lysis Reagenz
Tissue-Tek compound
Chloroform (99,9 %)

Ethanol (99,9 %)

RNase AWAY

PBS

Triton X-100 (0,3 %)

Donkey Serum

Super Pap Pen Liquid Blocker

Aqua Polymount

Spezifische Primer (Details siehe
Tabelle 4)

Antikdrper

DAPI

ABCA1 NB400-105 polyklonal
TRPV1 VR1 E-8 monoklonal

Alexa Fluor 488 1gG

Alexa Fluor Cy3 IgG

Applied Biosystems, Warrington, UK

Roche, Basel, Schweiz

Invitrogen, Carlsbad, USA
OCT, Miles Inc., Elkhart, USA
Carl Roth GmbH + Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Otto Fischar GmbH & Co. KG,
Saarbrticken, Deutschland
Sigma-Aldrich, St. Louis, USA

[131]

Science Services, Minchen,
Deutschland

Polysciences, Warrington, USA
Eurofin Genomics, Ebersberg,
Deutschland

Hersteller

Roche, Basel, Schweiz

Novus Biologicals, Littleton, USA
Santa Cruz Biotechnology, Dallas,
USA

Jackson ImmunoReasearch, West
Grove, USA
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3 Ergebnisse

3.1 Regulation der ABC-Transporter in neuropathischen

Schmerzmodellen

Offentlich verfugbare Gen-Datenbanken wurden auf Informationen zu den
Transportern Abcal und Abcgl gescreent. Die grundsatzlich vorhandene mRNA-
Expression fur beide Gene wurde in DRG- und Nervengewebe fir Mensch, Ratte
und Maus beschrieben. In murinem sowie menschlichem Gewebe wurde die

Expression auch in spezifischen Zelltypen gemessen (Tabelle 8).

Gewebe Zelltyp Referenz/Versuchstier

Abcal und Abcgl

DRG Neurone [62] Maus

DRG C-Faser Neurone [63] Maus

DRG TRPV1-markierte Neurone [64] Maus

DRG gesamtes Gewebe [65] Maus

DRG gesamtes Gewebe (Neuronen, [66] Ratte
Mantelzellen, Fibroblasten)?!

DRG Abcal: hochste Expression in [57] Affe
nicht-peptidergen und

peptidergen Nozizeptoren
Abcgl: hdchste Expression in C-
Kélte-Nozizeptoren

DRG gesamtes Gewebe [65] Mensch
DRG C-Faser Nozizeptoren und AR- [67] Mensch
Nozizeptoren (insgesamt

niedrige Expression)
Nerv gesamtes Gewebe [66] Ratte

(uberwiegend Schwannzellen)

Nerv gesamtes Gewebe [65] Maus
Nerv Schwannzellen [68] Maus
Nerv gesamtes Gewebe [65] Mensch

Tabelle 8: Expression von Abcal und Abcgl

Die Angaben bezuglich einzelner Zelltypen bzw. Analyse des Gewebes als Ganzes
entsprechend Angaben der jeweiligen Autoren. Analyse des gesamten Gewebes
entsprechen jeweils den Beschreibungen der jeweiligen Referenz;

Anschlie3end folgte das Screening der Transkriptom-Daten (in geringerem
Umfang auch von Proteom-Daten) bezuglich Veranderung der Genexpression in
Schmerz-assoziierten Krankheitsmodellen (Tabelle 9). Nicht in allen

Transkriptom-Datenbanken, die Angaben zu Abcal Expression machten, gab es
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auch Informationen zu Abcgl. Insgesamt waren die Ergebnisse bezlglich des
Regulationstrends nicht einheitlich (Tabelle 9a). In den wenigen verfugbaren
Proteom-Daten wurde im DRG keine Veradnderung der Proteinexpression
festgestellt, was zumindest fir SNI im Gegensatz zur entsprechenden mRNA
Regulation steht (Tabelle 9b) [69, 70].

Nach lokal-traumatischen Nervenverletzungen war in der Mehrheit der Studien
Abcal in Nerv und DRG hochreguliert (SNI, SNT = sciatic nerve transection,
DRG-Kultur, CPIP = chronic-post ischemic pain), wahrend bei systemischen
Schmerzsyndromen und Neuropathien (Chemotherapie, Arthritis, Diabetes,
Sichelzellandmie), sowie lokaler Weichteilentzindung (Complete Freunds
Adjuvans  Pfotenentziindung, Carrageen) Abcal unverandert war.
Interessanterweise zeigte eine Studie zwischen Mensch und Maus einen
Speziesunterschied, da ABCA1 24 h nach PNI hochreguliert war, nicht aber
Abcal [71].

In der Regulation von ABCG1 bzw. Abcgl wurde bei Analyse von DRG-Kulturen
nach vier Tagen ebenso ein Unterschied zwischen Mensch und Maus festgestellt
[72]. In den meisten Studien wurde allerdings kein signifikanter Einfluss der
jeweiligen Behandlungen auf die Regulation des Gens beobachtet. Zu beachten
ist dabei, dass die extrahierbaren Daten zu Abcgl insgesamt eine ausgepragte

Diskrepanz bei geringer Quantitat vorwiesen.

Tabelle 9a: mMRNA-Expression
Modell Gewebe/Zelltyp Abcal Abcgl [Referenz]
Versuchstier

Traumatische Neuropathie-Modelle (irreversibel)

SNI7d DRG 1 1 [73] Maus
SNI7d DRG 1 KA. [74] Ratte
SNI7d DRG-Nozizeptoren 1 k.A. [75] Maus
SNI 7 d und 21 d? DRG-Nozizeptoren 1 K.A. [70] Maus
DRG-Kultur 4 d2 DRG-Neurone 1 — [72] Mensch
DRG-Kultur 4 d? DRG-Neurone 1 ! [72] Maus
SNT 05, 3, 6, 9, DRG o kKA. [76] Ratte
24 h

SNT 4,7,14d DRG 1 k.A. [76] Ratte
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SNT 7 d
SNT 7 d und 28 d*

SNT 14 d

SNT 2,24,72h

SNT1,4,7,14d

SNT7d

PNI 2 und 24 h3

PNI 2 und 24 h3

DRG-Neurone
DRG
DRG

Nerv (differenziert in
proximal und distal

der Verletzung)

Nerv
Nerv (sensorisch
und motorisch

differenziert)

Nerv (80 %
Schwannzellen)
Nerv (80 %

Schwannzellen)

l —

1 k.A.

1 !
2h;24h e 2h;72h <

72 h 1 proximalund 24 h 1 nur

Traumatische Neuropathie-Modelle (reversibel)

CCl14d

PSL 8d
PSL 3und 14d

PSL 16 d*
CPIP7d

Hinterhorn des
Rickenmarks
DRG-Nozizeptoren
DRG-Mantelzellen
DRG

DRG

Krankheitsinduzierte Neuropathie-Modelle

CIBP 8-16 d*
Tumor-assoziierte
Radikulopathie
SCD-assoziierter
Schmerz
(chronisch & VOC)
STZ-induzierte
DPN 14 d
Arthrose (MJL-
induziert) 14 d*

CAIA 54 d°

DRG
DRG

DRG

DRG-Neurone

DRG

Spinale Mikroglia

Medikamenteninduzierte Neuropathie-Modelle

CIPN 10d
(Paclitaxel)

CIPN 28d*4
(Oxaliplatin)

DRG-Nozizeptoren

DRG

distal proximal

1d<;4d1;7d o, k.A.
14d <
0 k.A.
motorisch und
sensorisch

2h«;24h1 k.A.
> k.A

<> <>

<> <«

<> <«

T !

T «—

<> <>

<> <>

<> <«

<> <>

l —

<« <«

<> <>

<> <>
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[77] Ratte
[70] Ratte
[78] Ratte
[79] Maus

[80] Ratte

[81] Ratte

[71] Mensch

[71] Maus

[82] Ratte

[83] Maus
[83] Maus
[84] Maus
[85] Ratte

[84] Maus
[86] Mensch

[87]Maus

[88] Maus

[84] Maus

[89] Maus

[90] Maus

[84] Maus



CMP 29d*4 DRG - — [84] Maus
(Carrageen)

Modelle lokaler Inflammation

CFA 2 d4 DRG P P [84] Maus
CFA 3d DRG - 1 [73] Maus
LID3d DRG 1 ! [91] Ratte

Tabelle 9b: Proteinexpression peripher und zentral

Modell Gewebe/Zelltyp ABCA1l ABCG1 [Referenz]
Versuchstier
SNI 28 d DRG — — [69] Maus
CCl7d Rickenmark ! ! [92] Ratte
CFA 24 h DRG o o [69] Maus

Tabelle 9: Datenbank-Screening zu (a) mMRNA- und (b) Proteinexpression

Als Kontrollgruppe dienten stets sham-Behandlungen oder contralaterale Praparate.
SNT - sciatic nerve transection, PNI — peripheral nerve injury (hier N. suralis), PSL — partial
sciatic nerve ligation, CPIP — chronic post-ischemia pain (& CRPS 1), CIBP - cancer-
induced bone pain, SCD - Sichelzellandmie: rezidivierende Schmerzen im Skelettsystem
bzw. Schmerzkrisen durch Gefalverschlisse (vasookklusive Krisen, VOC) [89], MJL -
mechanical joint loading, CAIA — collagen-antibody induced arthritis, CIPN — chemotherapy-
induced peripheral neuropathy, CMP — chronic muscle pain, LID — local inflammation of the
DRG (Zymosan); tHochregulation nach 21/28 d signifikant, jedoch verglichen mit 7 d bereits
halbierter Fold Change-Wert; ?2Das Prozedere der DRG-Entnahme und Kultivierung erzeugt
laut Autor ein der Axotomie gleichendes Modell, verglichen wird dieses Transkriptom mit
DRGs direkt nach Entnahme; 2Entnahme und Zerteilung des N. suralis + Inkubation bei
37 °C; *DRG zum Zeitpunkt des ausgepragtesten Schmerzverhalten; *Gewebeentnahme in
postinflammatorischer Phase, d.h. keine Gelenkinflammation, jedoch persistierende
Hypersensitivitat

Aufgrund der Daten-Inhomogenitat konnte auf Basis dieses Transkriptom-
Screenings keine definitive Aussage Uber die Genexpression bei Neuropathie
abgeleitet werden. Um den Wirkmechanismus von D-4F besser zu verstehen,
wurde deshalb im folgenden experimentellen Teil dieser Arbeit zuerst die
Regulation der Transporter-mRNA in drei spezifischen Neuropathie-Modell
Uberprift. Es wurden neben der metabolisch verursachten DPN zwei
traumatische Verfahren angewandt — CCl und SNI — um mdgliche Unterschiede
zwischen  reversibler  beziehungsweise  persistierender  Neuropathie

differenzieren zu kdnnen [93].
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3.2 Erhdhte Abcal mRNA aber unveranderte Abcgl Regulation nach

Nervenverletzung

Sieben Tage nach CCI oder SNI-Operation war Abcal im Nervengewebe der
Mause deutlich hochreguliert. Die Expression verdreifachte sich in beiden
Modellen verglichen mit naiven und sham Tieren. Im murinen DRG nach CCI
verdoppelte sich die Abcal mRNA. Nach SNI gab es zwar eine Tendenz der
Hochregulation von Abcal, jedoch war der Effekt nicht signifikant. Fur Abcgl

waren keine Unterschiede zu den Kontrollgruppen zu verzeichnen (Abbildung 7)
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Abbildung 7: Erhdhung der mRNA des Abcal-Transporters 7 d nach Nervenverletzung

7 d nach CCIl- oder SNI wurden C57BL/6 Mausen lumbale DRGs und Nervengewebe
entnommen und mit naiven bzw. sham behandelten Tieren verglichen. (A) Abcal im DRG,
(B) Abcal im Nerv, (C) Abcgl im DRG, (D) Abcgl im Nerv; Daten sind als Mittelwert +/-
SEM dargestellt, n=4-6. One-Way ANOVA (post-hoc Tukey-Test) bzw. Welch-ANOVA; p <
0,05 *CClI vs. sham/naiv, *SNI vs. sham/naiv; Quelle: Eigene Darstellung
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3.3 Unveranderte ABCAl Immunreaktivitdt in nozizeptiven DRG-

Neuronen

Um die Proteinexpression des ABCA1-Transporters zu untersuchen, wurde
dieser anschlieBend in  Spinalganglien  der  operierten Mause
immunhistochemisch gefarbt (Abbildung 8). Da vor allem die Expression in
nozizeptiven Neuronen von Interesse war, wurden diese mittels Farbung des
TRPV1 Kanals lokalisiert und dann die Intensitat beider Proteine gemessen.
Interessanterweise spiegelte sich die Hochregulation von Abcal mRNA hier nicht

in der Immunreaktivitat der Proteine wider (Abbildung 9).

-

SNl ipsilateral SNl ipsilateral SNl ipsilateral

CCl ipsilateral CClipsilateral CCl ipsilateral

Abbildung 8: Immunhistochemie lumbale DRGs von Mausen 7 d nach neuropathischer
Verletzung

grin: ABCA1-Farbung; rot: TRPV1-Farbung; blau: DAPI-Kernfarbung; Pfeile zeigen
Beispiele fur TRPV1-positive Neurone; Pfeilspitzen zeigen Beispiele fir hohe ABCA1l
Immunreaktivitat; VergrofRerung x40, Belichtungsstarke 1 s (ABCA1l), 1/1.3 s (TRPV1) und
1/400 s (DAPI); Quelle: Eigene Darstellung
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Abbildung 9: Keine Zunahme der Immunreaktivitat von ABCA1 und TRPV1 durch
Nervenverletzung in nozizeptiven DRG-Neuronen

Entsprechend Abb.7 wurde die Immunreaktivitdt in nozizeptiven DRG-Neuronen von
Mausen - markiert durch TRPV1-Féarbung - quantifiziert. Als Kontrollgruppe dienten sowohl
die contralaterale Seite als auch sham-operierte Tiere. (A) ABCAL1, (B) TRPV1; Daten sind
als Mittelwert der korrigierten Zellfluoreszenz (CTCF) pro um? +/- SEM dargestellt. Der
Mittelwert (Balken) ergibt sich aus den Einzelwerten jeweils 15 ausgewerteter Bilder
(Punkte). n=3, One-Way ANOVA; Quelle: Eigene Darstellung

3.4 Teilweise  Normalisierung der Abcal Expression nach

Nervenverletzung

Um zu evaluieren, ob sich Abcal nach neuropathischer Verletzung tber die Zeit
wieder normalisiert, wurde die mRNA im Nerven- und DRG-Gewebe nach einem

Zeitraum von drei beziehungsweise sechs Wochen analysiert.

Im DRG gleicht sich die mRNA Expression bei beiden Schmerzmodellen im
Verlauf wieder der Kontrollgruppe an. Sowohl nach drei als auch sechs Wochen
ist kein signifikanter Unterschied mehr zwischen sham und CCI- bzw. SNI-
Behandlung zu verzeichnen. Im murinen Nerven verhdlt sich dies
interessanterweise anders. Die Tendenz der Uberexpression von Abcal bleibt in
beiden Modellen auch nach einigen Wochen bestehen. Wahrend die
Genexpression SNI-behandelter Mause jedoch konstant erhdht bleibt, scheint sie
sechs Wochen nach CCI-Behandlung tendenziell wieder abzunehmen. Da Abcgl
in der Neuropathie nach sieben Tagen nicht hochreguliert war, zeigt sich, wie zu

erwarten, auch im zeitlichen Verlauf keine Anderung (Abbildung 10).
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Abbildung 10: Normalisierung der Abcal mRNA im murinen DRG, aber persistierende
Uberexpression im Nerv

Entsprechend Abb.7 wurde Gewebe aus C57BL/6 Mausen nach 3 und 6 Wochen untersucht.
Als Kontrollgruppe dienten sham-operierte Tiere. (A) Abcal im DRG, (B) Abcal im Nerv,
(C) Abcgl im DRG, (D) Abcgl im Nerv; Daten sind als Mittelwert +/- SEM dargestellt, n=5-

6. Two-Way ANOVA (post-hoc Tukey-Test); p < 0,05 *CCI vs. sham, *SNI vs. sham; Quelle:
Eigene Darstellung

3.5 D-4F hat keinen Einfluss auf die Abcal Uberexpression in Ratten mit
Nervenverletzung

Da sich in den vorangehenden Verhaltensdaten zeigte, dass D-4F einen
antinozizeptiven Effekt hat (siehe Abbildung 3), sollte dessen Auswirkung auf die
Abcal Regulation untersucht werden. Im Rattenmodell bestétigte sich zunachst
das Ergebnis, dass Nervenverletzungen, in diesem Fall CClI, eine Hochregulation

der Abcal mRNA zur Folge hat. Das Mald der Vervielfachung war ahnlich
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ausgepragt wie im murinen Modell. Ein Speziesunterschied zeigte sich in der
Regulation von Abcgl, der hier zwar im DRG auch unverandert blieb, jedoch im
Ratten-Nerv hochreguliert war. Die tagliche intraperitoneale Injektion von D-4F
zeigte keinerlei Effekt auf die Expression von ABC-Transporter mRNA
(Abbildung 11).
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Abbildung 11: Keine Anderung der Abcal- und Abcgl-mRNA nach Behandlung mit D-4F
Wistar Ratten wurden nach CCIl-Operation sieben Tage lang mit taglicher D-4F- oder NaCl-
Injektion (12,5 mg/kg i.p.) behandelt. Verglichen wurden anschlieBend ipsi- und
contralaterale Seite des N. ischiadicus bzw. DRGs innerhalb einer Gruppe sowie die
ipsilateralen Seiten der Interventions- und Kontrollgruppe. (A) Abcal im DRG, (B) Abcal
im Nerv, (C) Abcgl im DRG, (D) Abcgl im Nerv; Daten sind als Mittelwert +/- SEM
dargestellt, n=5-6. Two-Way ANOVA (post-hoc Tukey-Test); p < 0,05 *CCI ipsilateral vs.
contralateral; Quelle: Eigene Darstellung
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3.6 Diabetische Neuropathie in Ratten lasst mMRNA der ABC-Transporter

unbeeinflusst

Wie unter 1.1 beschrieben, handelt es sich bei DPN um eine Systemerkrankung.
Eine ausgepragte lokale Inflammation — wie nach Nerventrauma — gehoért nicht
zu ihrer Pathophysiologie [11]. Um die Auswirkungen dieses Neuropathie-
Modells auf die ABC-Transporter zu untersuchen, wurden im Folgenden Nerven
und DRGs von Ratten mit STZ-induziertem Diabetes mellitus analysiert. Es
konnte kein relevanter Einfluss dieser Neuropathie auf die mRNA Expression
verzeichnet werden, aul3er einer einzelnen signifikanten Erhhung von Abcgl im
DRG nach 8 Wochen (Abbildung 12).
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Abbildung 12: Keine Anderung der ABC-mRNA nach STZ-Injektion, bis auf Abcglim
DRG nach acht Wochen

Wistar-Ratten wurde STZ oder ein Vehikel (NaCl) i.v. injiziert. Die mRNA Expression wurde
4 und 8 Wochen nach Behandlung in DRG (A, B) und Nerv (C, D) untersucht. Daten sind
als Mittelwert +/- SEM dargestellt, n=6. T-tests wurden fir die paarweisen Vergleiche
verwendet; p < 0,05 *Vehikel vs. STZ; Quelle: Eigene Darstellung
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3.7 Kein Einfluss von D-4F auf Zytokin-Expression nach traumatischer

Nervenverletzung

Bereits in Studien zu chronischer Arthritis und Asthma erwies sich D-4F uber
Hemmung von oxidativem Stress und Immunzellen-Rekrutierung als

entziindungshemmend [32, 33].

Da die Abcal und Abcgl Expression durch D-4F Behandlung unverandert blieb,
wurde Uberprift, ob seine antinozizeptive Wirkung mdoglicherweise auf die
Reduktion  proinflammatorischer ~ Zytokine in  neuronalem  Gewebe
zuruickzufuihren ist. 116 und Tnfa wurden als proinflammatorische bzw. 1110 als ein
entziindungshemmendes Zytokin gewahlt [94]. Im Nerv fiel eine Uberexpression
aller drei Zytokine nach CCI-Operation auf. Im DRG war dies nur fur das
proinflammatorische 116 der Fall. Die Behandlung mit D-4F hatte keinerlei

Auswirkung auf die Expression dieser Gene (Abbildung 13).
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Abbildung 13: Keine Anderung der Zytokin-mRNA in DRG und Nerv nach Behandlung mit
D-4F

Entsprechend Abb.11 wurde Nerven- und DRG-Gewebe nach D-4F- oder NaCl-Injektion auf
die Expression von 116, 1110 und Tnfa untersucht. (A) 116 im DRG, (B) 116 im Nerv, (C) 1110
im DRG, (D) 1110 im Nerv, (E) Tnfa im DRG, (F) Tnfa im Nerv; Daten sind als
Mittelwert +/- SEM dargestellt, n(DRG)=4, n(Nerv)=6. Two-Way ANOVA (post-hoc Tukey-
Test); p < 0,05 *CCl ipsilateral vs. contralateral; Quelle: Eigene Darstellung
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3.8 Unveranderte Zytokin-Expression bei diabetischer Neuropathie

Neurale Makrophageninfiltration scheint bei DPN kaum vorhanden zu sein [11,

12]. Um die Auswirkung dessen auf entzindliche Mediatoren bei DPN zu

analysieren und mit traumatischer Nervenverletzung vergleichen zu koénnen,

wurde die pro- und antiinflammatorische Zytokin-Expression in DRG und Nerv

untersuch

t.

Zu keinem Zeitpunkt nach STZ-Injektion gab es messbare Anderungen der

Expression von 116, 1110 oder Tnfa. Grundsatzlich zeigte sich anhand hoher

Schwellenwerte

in den Amplifikationszyklen der

gPCR eine niedrige

Gesamtexpression ungeachtet der Gewebeart, der Behandlung oder des
Zeitpunkts (Abbildung 14).

Abbildung 14: Keine Anderung der Zytokin-mRNA in DRG und Nerv 4 und 8 Wochen
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Ratten wurden entsprechend Abb.12 behandelt und die mMRNA Expression beschriebener
Zytokine im DRG (A, B) und Nerv (C, D) untersucht. Daten sind als Mittelwert +/- SEM
n=6. T-tests bzw. Mann-Whitney wurden fir die paarweisen Vergleiche
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3.9 Keine Veradnderung der Serumlipide durch Nervenverletzung oder
D-4F Applikation

D-4F verbessert durch Induktion des reversen Cholesterintransports die
Entfernung von Cholesterin aus der Peripherie und zeigt dadurch in der
Atherosklerose eine Plaque-reduzierende Wirkung [29]. Als Konsequenz dieser
Uberlegungen sollte untersucht werden, ob die systemische D-4F Applikation bei
Neuropathie zu veranderten Serumlipiden fluhrt. Aul3erdem wurde die

Auswirkung von Nervenverletzungen selbst untersucht

Weder durch die CCI- beziehungsweise SNI-Operation noch durch
intraperitoneale D-4F Injektionen anderten sich die Serumkonzentrationen von
Gesamt- oder HDL-Cholesterin (Abbildung 15).
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Abbildung 15: Unverénderte Serumlipide bei Neuropathie und nach D-4F Injektion

Mittels enzymatischem Farbtest wurden Serumlipide von (A) CCl und SNI behandelten
Mausen nach 7 d mit sham bzw. naiven Tieren verglichen. n(naiv)=5, n(sham)=6, n(CCI)=5,
n(SNI)=9. One-Way ANOVA (B) Ebenso wurde das Serum von Ratten mit CCI 7 d nach tagl.
D-4F- Injektion (12,5 mg/kg) mit dem von naiven oder mit NaCl-injizierten Tieren
verglichen. n(naiv)=6, n(CCl)=7, n(CCIl+D-4F)=3; Daten sind als Mittelwert +/- SEM
dargestellt. One-Way ANOVA; Quelle: Eigene Darstellung
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4 Diskussion
4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Aus dem Screening von Transkriptomdaten und den Versuchen dieser Arbeit
ergibt sich die Annahme, dass sowohl Abcal als auch Abcgl in DRG und
Nervengewebe speziesubergreifend exprimiert werden. Spezifischere Daten des
Transkriptom-Screenings zeigen eine Expression in diversen Zellpopulationen
dieser Gewebe, wie Nozizeptoren und Schwannzellen. Bezuglich der Abcal
MRNA in traumatischen Neuropathie-Modellen zeigte sich in der Mehrzahl der
Quellen sowohl im Gesamtgewebe von DRG und Nerv als auch speziell in
Nozizeptoren nach sieben Tagen bis zu drei Wochen eine Hochregulation,
wahrend die Abcgl mRNA — deutlich seltener untersucht — eher unverandert
blieb. Krankheitsinduzierte Neuropathien hatten in den untersuchten neuronalen
Strukturen keinen Einfluss auf die Genregulation der Transporter. In den wenigen
fur diese Arbeit vergleichbaren Quellen zur Proteinexpression, zeigte sich 28
Tage nach traumatischer Neuropathie sowie 24 Stunden nach lokaler

Inflammation eine unveranderte Menge an ABCA1 und ABCG1 im DRG Gewebe.

Im experimentellen Teil dieser Arbeit zeigte sich Abcal mRNA sieben Tage nach
traumatischer Nervenlasion lokal im Nerven und im DRG hochreguliert. Im
Unterschied dazu blieb die Proteinexpression dabei jedoch zumindest in
peptidergen Neuronen unverandert, so dass andere somatosensorische
Neurone oder nicht-peptiderge Nozizeptoren, Gliazellen oder Immunzellen die

Quelle sein konnten.

Ungeachtet der eigentlichen Regenerationsfahigkeit der Neuropathie-Form
normalisierte sich die Abcal mRNA im DRG innerhalb von sechs Wochen
vollstandig. Im Nerv zeigte sich dagegen im irreversiblen Modell des SNI eine
erhohte  mRNA Regulation Uber Wochen, wahrend nach reversiblem
Nerventrauma lUber sechs Wochen eine Tendenz zur Normalisierung erkennbar
war. Vier und acht Wochen nach Induktion einer diabetischen Neuropathie —
welche sich vor allem durch mildere Nervenentziindung von traumatischen
Modellen unterscheidet — blieb die Abcal mRNA unbeeinflusst. Die

Transkriptionsregulation von Abcal war speziesibergreifend konserviert
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wahrend Abcgl — unbeeinflusst in Mausen — im verletzten Rattennerv nach einer

Woche wie Abcal tUberexprimiert war (s. Hypothese 1).

Die 7-tagige Behandlung mit D-4F hatte nach traumatischer Nervenverletzung
weder Einfluss auf die Regulation von Abcal oder Abcgl noch auf die
Entziindung gemessen anhand von Zytokin-Regulation. Der Wirkmechanismus
muss also ein anderer sein und kénnte in der Scavenger- bzw. Clearing-Funktion
fur oxidierte Phospholipide liegen. (s. Hypothese 2 und 3). Weder die
systemische Applikation des Peptids noch das Nerventrauma selbst hatten nach
sieben Tagen Einfluss auf Lipidkonzentrationen im Serum der untersuchten Tiere

(s. Hypothese 4).
4.2 Diskussion der Methoden
4.2.1 Eigenschaften des DRG und Materialgewinnung

In einem DRG befinden sich bis zu 15 000 Neurone, darunter sogenannte grof3e
A-Neurone, fur Tast- und Beruhrungsempfinden und die vor allem fur die
Neuropathie interessanten C-Neurone, die Nozizeptoren. Diese sind
verantwortlich fir Rezeption peripherer Schmerzreize und deren Leitung zum
Kortex. Durch ihre Plastizitat verandern DRG-Neurone unter neuropathischen
Bedingungen ihre Genregulation, Sekretionsproteine und
Membranzusammensetzung, was sie als potenzielle Targets neuer
Therapieansatze - wie D-4F - qualifiziert und deshalb hier als
Untersuchungsobjekt gewéhlt wurden [95, 96]. Ein weiterer Vorteil dieses
Gewebes besteht in der segmentalen Innervation, durch die eine relativ genaue

Zuordnung des verletzten N. ischiadicus zu den DRGs L3-L5 moglich ist.

Die Ganglien kdonnen gut lokalisierbar aus den entsprechenden Foramina
vertebralia der Wirbelséule prapariert werden, eine Beschadigung des Gewebes
mit Auswirkung auf folgende molekulare Analysen kann jedoch trotz
beschriebener Robustheit des Gewebes bei einer Grél3e von nur 1-3 mm nicht
ausgeschlossen werden [96]. Eine weitere Limitation dieses Versuchsaufbaus
ist, dass aus den Ergebnissen der gPCR nicht direkt auf Vorgange in

Nozizeptoren riickgeschlossen werden kann. Da die RNA-Isolation stets aus dem
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ganzen Nerv bzw. DRG erfolgte, wurde zwangslaufig ein Zellgemisch aus
Neuronen, Fibroblasten, Schwann- und Mantelzellen analysiert. Nach Verletzung
des Nerven, wie bei CCI und SNI, entsteht zuséatzlich lokal ein entziindliches
Infiltrat, welches Granulozyten und Makrophagen enthalt [97]. Da das
Spinalganglion eine durchlassige Blut-Nervenschranke in den zellreichen

Arealen hat, kommt es auch hier zur Einwanderung dieser Immunzellen [98].

Zum besseren Verstandnis der ABC-Transporter Regulation in Nozizeptoren
ware eine Genquantifizierung z.B. mittels Magnetic Cell Separation, Single-Cell-
PCR oder Single-Cell-RNA-Sequenzierung des gesamten Transkriptoms

sinnvoll.
4.2.2 mRNA-Quantifizierung

Die quantitative Echtzeit-PCR ist eine sehr zuverlassige Methode, um die relative
Expression von mRNA zu untersuchen. Der entscheidende Unterschied zur
herkdbmmlichen PCR, welche eine rein qualitative Aussage beziglich des
Vorhandensein eines Gens erbringen kann (siehe 2.4), ist der Nachweis selbst
kleiner Unterschiede in der Genregulation durch zeitgleiche Amplifikation und
Detektion [54]. Jedoch ist die Voraussetzung fur eine prazise Analyse ein ebenso
sorgféaltiges Vorgehen in den vorbereitenden Schritten der RNA-Extraktion und
cDNA Synthese vor allem hinsichtlich der RNA Instabilitat (Arbeiten auf Eis,
RNAse freie Bedingungen durch spezielle Filter-Pipetten, RNAse Inhibitor,
RNase freies Wasser und Kits) [99].

Die Auswahl der verwendeten Primer beruhte auf ausgiebiger Literaturrecherche,
um sich schon bestehende Daten zu ihrer Effektivitat zu Rate ziehen zu kénnen.
Um die Bildung von Primer-Dimeren zu vermeiden, wurden die Sequenzen auf
GC-Gehalt, Schmelztemperatur, Basenlange und -zusammensetzung gepruft
[100]. AuRerdem wurde mittels dem Tool Primer-BLAST sichergestellt, dass die
verwendeten Primer Intron-Uberspannend waren, sodass die Amplifikation nicht-
codierender DNA-Abschnitte vermieden wurde [101]. Diese Sorgfalt beim Primer-
Design ist vor allem fur den hier verwendeten Fluoreszenz-Farbstoff SYBR Green
wichtig, da dieser zwar sehr sensitive Ergebnisse liefert jedoch auch unspezifisch

an jede doppelstrangige DNA bindet und so auch Nicht-Zielgensequenzen
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nachweisen kann. Eine Alternativmethode ware die mRNA-Quantifizierung

mittels Sonden gewesen, die spezifischer an die Zielgensequenz binden [102].

So verlasslich die gPCR-Methode an sich auch sein mag, kénnen Qualitat der
RNA-Extraktion und Effizienz der cDNA nie genau ermittelt werden. Der Effekt
dieser Variationen wurde durch zeitgleiche Expressionsanalyse einer endogenen
Kontrolle normalisiert. So konnte in der anschliel3enden Datenanalyse mittels der
AACt Methode zuerst die Amplifikation einer Probe kalibriert (ACt = Ct (Zielgen)
- Ct (endogene Kontrolle)) werden, um dann die Interventions- und
Kontrollgruppe relativ miteinander vergleichen zu kénnen (siehe 2.4) [55]. Fur
diese Arbeit wurde das Referenzgen Gapdh als endogene Kontrolle gewahlt, da
es aufgrund seiner relativ stabilen Expression unter variierenden
Versuchsbedingungen und Krankheitszustanden als Kontrollgen in der Literatur
etabliert ist [103]. Alternative konstitutiv exprimierte Gene waren Cyclophilin oder
B-Actin. Bemerkenswert ist, dass fur all diese Referenzgene trotz ihrer
vermeintlichen Stabilitat verdnderte Regulationen unter zum Beispiel
hypoxischen Bedingungen beobachtet wurden [104]. Zusatzlich zur Verwendung
anderer Referenzgene, gibt es aulRerdem auch alternative
Berechnungsmethoden zur Quantifizierung der PCR-Daten. Unterschiedliche
Quantifizierungsalgorithmen, darunter zum Beispiel die Anwendung von

Regressionsanalysen sind im Detail bei Cikos et al nachzulesen [105].

Bei der Zytokin-Quantifizierung in Ratten nach CCl musste aufgrund stark von
der Norm abweichender Gapdh-Schwellenwerte in einzelnen DRG-Proben eine
Degradation der Nukleinsduren, moglicherweise durch zu lange Lagerung des
Materials oder Temperaturschwankungen, angenommen werden (siehe
Abbildung 13). Darum wurde entschieden die Ergebnisse dieser Proben, zum
Preis eines Verlusts an statistischer Power bei n=4, fir die Auswertung des

Experiments auszuschliel3en.
4.2.3 Proteinbestimmung mittels Immunhistochemie

Der Nachteil des Gennachweises mittels gPCR ist, dass hier lediglich das
Transkriptionsprodukt mRNA analysiert wird, von dem nicht automatisch auf die

tatsachlich exprimierte Proteinmenge zurtickgeschlossen werden kann. Grinde
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daflr liegen einerseits in der auch heutzutage noch unvollkommen
technologischen Quantifizierungsmethoden. Aul3erdem stehen zwischen mRNA
und Proteinexpression weitere Schritte der posttranskriptionellen Modifikation,
wie Splicing, Polyadenylierung und Capping, welche Auswirkung auf die
Proteintranslation haben [106]. Zur Proteinquantifizierung standen die Methoden
des Enzyme-linked Immunosorbent Assays (ELISA), des Westernblots, und der
Immunhistochemie zur Verfugung. Neben einer hohen Sensitivitat hat die hier
verwendete Immunhistochemie gegeniber den anderen beiden Verfahren den

Vorteil, dass die Lokalisation des Proteins mitbestimmt werden konnte.

Die Reliabilitat dieser Nachweismethode beruht auf der Spezifitat des gewahlten
Antikorpers. Da in der Literatur kein Protokoll fir die Farbung von ABCAL1 im
murinen DRG existierte, wurde der Antikérper nach Vorliegen mdglichst vieler
Erfahrungswerten mit anderen Gewebearten ausgewahlt. Die Entscheidung fiel
auf den ABCA1-Antikérper von Novus Biologicals (NB400-105), der bereits
erfolgreich in Uber 300 Publikationen verwendet wurde. und dessen Spezifitat
vom Hersteller Uber Negativ-Proben nachgewiesen wurde. Aul3erdem wurden
unspezifische Signale durch Inkubation mit einem Blockreagenz weiter minimiert.
Die Spezifitat der sekundaren Antikdrper wurde mittels negativer Kontrollen, d.h.

Inkubation ohne priméare Antikorper, verifiziert.

Eine weitere Schwierigkeit der immunhistochemischen Farbung stellt die
optimale Balance zwischen Signalstarke und Hintergrundfarbung dar. Um

bestmdgliche Ergebnisse zu erzielen, wurden folgende MalRnahmen ergriffen:

1. Zur Gewebekonservierung wurde das Gefrieren in einem OCT-Medium
(optimal cutting temperature) gewahlt. Der Vorteil dieser Methode
gegenuber dem Einbetten in Paraffin ist die geringere Protein-
Degradation, somit kann ein starkeres Fluoreszenzsignal erreicht werden.

2. Der hier verwendete Antikorper zeigte eine starke Hintergrundfarbung,
welche jedoch durch die in einigen Testlaufen titrierte Verdinnung von
1:400, reduziert werden konnte. Zusatzlich erfolgte in der Bildauswertung
eine  Subtraktion des Hintergrundsignals zur Berechnung der

Zellfluoreszenz [58].
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3. Anhand primar durchgefuhrter Einfachfarbungen mit dem ABCALl-
Antikorper, stellte sich heraus, dass der Transporter ubiquitdr im DRG-
Gewebe exprimiert war. Da das Interesse auf der Expression des ABC-
Transporters in Nozizeptoren lag, die in die Entstehung neuropathischen
Schmerzes involviert sind, wurde die Co-Farbung mit TRPV1 gewahlt.
TRPV1 wird in eben solchen peptidergen mechano- und hitzesensiblen
Nozizeptoren sowie in nicht-peptidergen Nozizeptoren, die auf
mechanische Schmerzreize reagieren, exprimiert [56, 57]. Diese Co-
Farbung wurde auRerdem anderen mdglichen Nozizeptor-Markern, wie
CGRP, aufgrund der hier diskutierten Interaktion zwischen OxPL, TRPV1
und ABCAl bei der Entstehung und Rickbildung neuropathischen
Schmerzes, vorgezogen. Um gegenseitiges Uberstrahlen und damit
Verluste der Signalstarke zu minimieren, wurden die sekundaren
Antikdrper mit Fluorophoren unterschiedlich emittierender Wellenlange
gewahlt (AlexaFluor 488: 519 nm; Cy3: 570 nm).

Eine Limitation des Protokolls zur Intensitats-Messung der Fluoreszenz besteht
in der Definition TRPV1-positiver Zellen. In diesem Experiment wurden jene
Zellen als ,positiv® festgelegt, die nach Ermessen der auswertenden Person
deutlich intensiver gefarbt waren als Nachbarzellen und Hintergrund. In
Ermangelung etablierter Schwellenwerte ist die Markierung folglich stark
untersucherabhangig. Das sich der Entwicklung befindende Konzept des Deep
Learnings, welches auf automatisierten Computeralgorithmen basiert, kdnnte
hier in der Zukunft eine objektivere Bildanalyse erméglichen [107].

4.2.4 Enzymatische Farbtests zur Serumanalyse

Es existieren verschiedene Methoden zur Cholesterinmessung im Serum, wie die
Gaschromatographie oder Massenspektrometrie. Weniger Gerateaufwand bei
gut korrelierenden Ergebnissen und noch dazu gut etabliert in der klinischen
Routine zur Bestimmung von Gesamt-Cholesterin und HDL-Cholesterin ist der
vollenzymatische Farbtest, erstmals publiziert 1974 von Roeschlau und Allain
[59, 108]. Die Richtigkeit der Messergebnisse wurde durch Standardisierung
gegen erwahnte Alternativmethoden (Abell/Kendall, Massenspektrometrie) vom
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Gerate- und Kit-Hersteller (Roche) geprift. Dabei betrug die Abweichung im
Einklang mit offiziellen Vorgaben des National Institute of Health héchstens 3 %
[109].

Allerdings ist zu beachten, dass die Qualitdtsstandards der Methode fiur die
Analyse humaner Blutproben beschrieben wurden. Die Prazision fur die hier
durchgefuihrte Messung von Nagetier-Serum ist unbekannt und konnte
maoglicherweise niedriger sein. Eine Limitation bei Bewertung der Ergebnisse ist
das Fehlen verlasslicher Referenzwerte flir Mause und Ratten. In der Literatur
und Herstellerinformationen findet man sehr uneinheitliche Standartwerte,
sodass in diesem Versuchsaufbau verletzte mit gesunden und D-4F behandelten
Tieren in Relation gesetzt wurden (siehe 3.9). Ein Vorteil der Methode, neben
dem grundsatzlich grof3en Erfahrungswert, ist die relative Stérungssicherheit der
Probenanalyse gegeniber Hamolyse und Lipamie-bedingter Tribung [110]. Die
vom Hersteller garantierte Robustheit des Tests gegenuber klinisch alltaglichen
Medikamenten ist hier jedoch nur eingeschrankt gegeben, da keine Daten

bezuglich D-4F in diesem Zusammenhang existieren [111].
4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 Die Regulation der Transporter Abcal und Abcgl ist abhangig von
der Neuropathie-Genese und Lokalisation des untersuchten

Gewebes

In dieser Arbeit wurde sowohl im DRG- als auch Nervengewebe die mRNA-
Expression von Abcal und Abcgl gezeigt. Durch traumatische Nervenlésion
scheint dabei Abcal heraufreguliert zu sein.

Die Gewebeproben von Nerv beziehungsweise DRG bestehen aus
verschiedenen Zellpopulationen. Da hier PCR-Analysen auf Basis des
kompletten Gewebes durchgefuhrt wurden, kann der zellulare Ursprung der
Beobachtungen in dieser Arbeit nicht determiniert werden. Hinweise darauf, dass
die gemessene Erh6hung der Abcal mRNA nicht von den Nozizeptoren selbst
stammt, liefert das Transkriptom-Screening. Wahrend in einigen Studien die

undifferenzierte Transkriptom-Analyse von DRG-Gewebe wie hier eine erhdhte
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Abcal mRNA zeigte, wurde in selektiven Nozizeptor-Transkriptomen keine
Veranderung durch traumatische oder toxische Nervenlasion detektiert [83, 90].
Die erhOhte Expression des Transportergens konnte also durch andere
Neuronen-Populationen oder Satelittenglia zustande kommen. Auf3erdem wird
Abcal bekanntermaf3en auch Immunzellen exprimiert. Es ist also vorstellbar,
dass nicht priméar neuronale Zellen, sondern Makrophagen die Dynamik der
Genregulation bestimmten. Aufgrund ihrer zentralen Rolle im reversen
Cholesterintransport weisen sie ein sehr hohes Expressionsniveau von Abcal
auf [112]. Findet nun aufgrund der Trauma-induzierten Entzindung eine
Immunzellrekrutierung statt, konnte sich deren Genexpression auch in der
Gewebeanalyse reflektieren. Da im Nerv als Ursprungsort der lokalen
Inflammation nach Trauma mehr Makrophagen-Migration stattfindet als
L2upstream“ im DRG, ware somit auch die deutlich ausgepragtere Vervielfachung
der Abcal mRNA dort nur konsequent. Auch die schnellere Normalisierung des
Transporters im reversiblen Neuropathie-Modell ware durch Abwanderung der
Makrophagen aus dem regenerierten Nerv vorstellbar [9, 17].

Bei Diabetes-induzierter Neuropathie zeigte sich in der durch die Arbeitsgruppe
durchgefuhrten Immunhistochemie sogar eine Reduktion Gewebe-assoziierter
Makrophagen im erkrankten Nerv [12]. Entsprechend unveranderte
Expressionsmuster von 116, 1110 und Tnfa in diesen Gewebeproben, bestatigen
die Vorkenntnisse, dass die distale DPN — im Gegensatz zur traumatischen
Neuropathie— nicht zu lokaler Inflammation fiihrt [11, 113]. Dies ist nach obiger
Theorie im Einklang mit der unveranderten ABC-Transporter mRNA in DRG und
Nerv der diabetischen Ratten und entspricht den Ergebnissen des Transkriptom-
Screenings [88]. In weiteren Studien wurde aul3erdem gezeigt, dass nur eine
gezielte Induktion des regulierenden Liver-X-Rezeptors, nicht aber Diabetes
allein zu erhohter Expression von Abcal/Abcgl im Nerv fiuhrte [114]. Es gibt
unterschiedliche Erklarungsansatze daflr, dass unter allen hier durchgeflhrten
Untersuchungen zur traumatischen Neuropathie, Abcgl mRNA ausschlief3lich im
Rattennerv nach CCI vermehrt exprimiert war, obwohl dieser Transporter durch
ahnliche Regulationsmechanismen wie Abcal gesteuert wird [36]. Es kdnnten

Speziesunterschiede vorliegen oder die Uberlegung, dass ABCG1 vor allem fir
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die Lipidhomdstase unter physiologischen Bedingungen additiv zu ABCAL wirkt,
jedoch seine Genregulation nicht oder nur in sehr geringem Mal3e von
pathologischen Zustanden beeinflusst wird. So ware zu erklaren, dass minimale
Anderungen der Genexpression die Folge sind, welche auBer im Falle des
Rattennervs, bei dem aus rein anatomischen Griinden mehr entziindliches
Material anfiel als bei der Maus, aufRerhalb des messbaren Bereichs der
durchgefuhrten PCR lagen. Der einmalig minimal erhéhte Abcgl-Wert im DRG
bei DPN hat an dieser Stelle keine biologische Relevanz.

Durch entsprechende Protein-Quantifizierung mittels Immunfluoreszenz im DRG
wurde kontrar zum Transkript keine Veranderung von ABCALl durch die
neuropathische Verletzung gefunden. Neben oben beschriebenem Einfluss der
posttranskriptionellen Modifikationen, kénnen diese Ergebnisse in der
Diskrepanz zwischen PCR-analysiertem Gesamtgewebe versus Protein-
Quantifizierung nur in TRPV1-positiver Zellpopulation liegen. Da diese
nozizeptiven DRG-Zellen eine wichtige Rolle bei der Entstehung neuropathischer
Schmerzen spielen, ist der ausbleibende ABCA1 Anstieg an dieser Stelle eine
wichtige Erkenntnis. Anhand der Ergebnisse darf jedoch nicht ausgeschlossen
werden, dass andere neuronale Subgruppen erhéhte Proteinexpressionen
vorweisen wirden. Ebenso sollte die Vermutung, dass womoglich die
Akkumulation von Makrophagen im analysierten Gesamtgewebe fur die
beobachtete Abcal Regulation verantwortlich sind, durch Co-Farbungen mit

Makrophagen-spezifischen Antikorpern, z.B. CD68, Uberpruft werden.

Letztlich konnte in dieser Arbeit eine speziesubergreifend konstante
Hochregulation von Abcal bei traumatischer Neuropathie gezeigt werden. Die
Ergebnisse zum CCI-Modell konnten in Ermangelung publizierter Transkriptom-
Daten nicht verglichen werden. Die Tendenz der Induktion von Abcal sieben
Tage nach SNI entspricht der Mehrheit der Transkriptom-Analysen in Tabelle 9.
Daten zu Abcgl waren hierzu nur in einer Studie zu finden [73]. Dort war Abcgl
nach einer Woche vermindert exprimiert, was in dieser Arbeit nicht bestatigt
werden konnte. Die Daten zur Abcal/Abcgl Regulation sind insgesamt eher
uneinheitlich, zudem scheint es Unterschiede zwischen Nagern und Menschen
zu geben. Aus den Ergebnissen des Datenbank-Screenings sowie der hier
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durchgefiihrten Experimente, lasst sich jedoch die Tendenz erkennen, dass vor
allem lokale Nerventraumata eher mit einer Induktion von Abcal verbunden zu
sein, wahrend systemisch verursachte Neuropathien, wie DPN oder CIPN
weniger Einfluss auf diese Genexpression haben. Die Assoziation von
Uberexprimiertem Abcal mit inflammatorischen Zustanden wird dabei durch
weitere Hinweise aus Studien zu anderen Zellarten, z.B. Makrophagen und
Chondrozyten, gestitzt, die den Transporter unter lokal inflammatorischen
Bedingungen, wie Arthritis und Gefal3plaque-Bildung, ebenfalls vermehrt

exprimieren [42, 43].

Trotz der Limitation durch teilweise widersprichliche Transkriptom-Daten, lassen
die Ergebnisse dieser Arbeit in Zusammenschau den vorsichtigen Schluss zu,
dass Abcal mRNA in lokal inflammatorisch bzw. traumatisch versehrtem
neuronalen Gewebe Uberexprimiert wird und sich zumindest in reversiblen

Neuropathie-Modellen im Zeitverlauf wieder normalisiert.

Um dem Regulationsmechanismus bei Neuropathie weiter nachzugehen, sind
nun differenziertere Gewebeanalysen notwendig. Wie die Transkriptom-Daten in
Tabelle 9 zeigen, wurde auch in anderen Studien in den meisten Fallen das
Gesamtgewebe des DRG analysiert. Es fehlt eine vollstandige Analyse aller
einzelnen Zelltypen innerhalb eines Schmerzmodells, um durch tatsachliche
Vergleichbarkeit den wahren Ursprung der Expressionsanderung zu finden.
Besonders wichtig ware hierbei residente und eingewanderte Makrophagen von
Neuronen bzw. Schwannzellen zu differenzieren. Single-Cell PCRs
entsprechender Kulturen und die Co-Farbung von Gewebe mittels passender
Antikorper (z.B. F4/80 bzw. S-100) waren dafir sinnvolle Methoden.

4.3.2 D-4F wirkt nicht iber Abcal Regulation antinozizeptiv

Bei Oehler et al. wirkte D-4F antinozizeptiv bei inflammatorischer Hyperalgesie,
woraufhin in den Tierversuchen zu dieser Arbeit die Wirkung bei Neuropathie
untersucht wurde. Auch hier zeigte sich eine deutliche Minderung der Symptome.
Die daraus abgeleitete Hypothese dieser Arbeit beruhte auf der Uberlegung,
dass D-4F durch seine grundsatzlich ABCA1-aktivierende Wirkung und damit

verbundenem Abtransport von OxPL bei Gabe in analgetischer Absicht wiederum
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normalisierend auf die Neuropathie-bedingt erhdhte Genexpression des
Transporters selbst wirkt. Die hier vorliegenden Daten zeigen jedoch, dass der
antinozizeptive Mechanismus von D-4F nicht auf Herabregulation von Abcal
beruht. Dieses Ergebnis widerspricht der aufgestellten Hypothese und ermdéglicht
wichtige Denkansatze in eine andere Richtung. D-4F wurde in der
Atherosklerose-Forschung vielfach als Aktivator des ABCAl-abhangigen
Cholesterintransports in Makrophagen und Endothelzellen beschrieben [115,
116]. Ob es eine &hnliche Interaktion mit ABCGL1 gibt, wurde bisher nicht ermittelt.
Es ist also moglich, dass D-4F auch an Nozizeptoren den Lipid-Efflux steigert,
ohne dabei die Genregulation von Abcal/Abcgl zu beeinflussen. Welche Rolle
wirden die ABC-Transporter, insbesondere ABCA1, dann in der nozizeptiven
Wirkung von D-4F spielen?

Lipid Rafts sind zentrale Organisationselemente der Nozizeptormembranen und
jede Veranderung ihrer Zusammensetzung beeintrdchtigt Kanal- und
Rezeptorfunktionen. Uber pro- oder antinozizeptive Effekte des
Cholesteringehalts herrscht in der Literatur Uneinigkeit. Es gibt einerseits
Hinweise darauf, dass die Reduktion der Cholesterinmenge in Rafts zu
verminderter Erregbarkeit von TRPA1 und TRPV1 sowie reduzierter CGRP-
Freisetzung fuhrt [117-119]. Und auch der Tetrodotoxin-resistente Kanal Nav1.8,
ein wichtiger Aktionspotentialgenerator im Rahmen chronischer Schmerzen,
zeigte nach Cholesterindepletion in  Nozizeptoren eine verringerte
Offnungswahrscheinlichkeit [120]. Andererseits konnten neuere Arbeiten zeigen,
dass die erhohte Erregbarkeit von Nav1.9, welche zu Hyperalgesie fuhrt, durch
inflammationsbedingte Oxidation von Membrancholesterin mit folgender
Cholesterindepletion und Zerstérung der Lipid Rafts zustande kommit.
Anreicherung der nozizeptiven Neurone mit nicht-oxidiertem Cholesterin

verbesserte dagegen die Symptomatik [46].

Miller et. al beschreibt durch oxidativen Stress verénderte Lipid Rafts in Gliazellen
als Inflammarafts, welche bei Neuropathie durch Trauma oder Chemotherapie zu
unphysiologischer Signaltransduktion fuhren. Dies geschieht unter anderem
durch Translokation des Toll-like-Rezeptors 4 (TLR-4) in diese ,beschadigten®

Membranbereiche mit folgender Dimerisierung. Auf diese Weise aktiviert, initiiert
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der TLR-4 proinflammtorische Signalwege z.B. mittels erhéhter Produktion
proinflammatorischer Zytokine in Mikroglia. Die Blockade von TLR-4 wiederum
kann neuropathische Beschwerden verbessern [47]. Interessanterweise wird
TLR-4 ebenfalls durch die Bindung von inflammatorisch generiertem OxPL
aktiviert, was letztlich zur Sensibilisierung von TRPV1 und TRPAl in
Nozizeptoren mit folgender Hyperalgesie fuhrt [23, 121].

Denkbar ware also, dass durch D-4F/ABCAl-abhangigen selektiven Efflux
oxidierter Lipide die Integritdt von Lipid Rafts und damit die physiologische
Aktivitat nozizeptiver Kanédle und Rezeptoren im Sinne einer Homoostase
wiederherstellt wird. D-4F hétte damit durch seine OxPL-bindende Wirkung und
gleichzeitig Uber Aktivierung des ABCAL-Transporters eine doppelte Funktion zur
Hemmung pronozizeptiver Kanalaktivitat. In diesem Fall ware die gemessene
Uberexpression von Abcal nach Nerventrauma nicht Ursache der
neuropathischen Hypersensitivitat, sondern vielmehr Ausdruck eines
Kompensationsmechanismus des Organismus. Die unveranderte
Genexpression nach D-4F Behandlung ware nach dieser Theorie sowohl zu

erwarten als auch erwinscht.

Um diesen komplexen Zusammenhé&ngen nachzugehen, ist es nétig die D-4F
induzierte Modulation von OxPL wund oxidiertem Cholesterin lokal in
Nozizeptormembranen zu untersuchen. Wahrend zum Nachweis intakten
Cholesterins Farbemethoden mittels Filipin oder Streptolysin O beschrieben sind,
fehlen fir die Detektion oxidierter Lipide aufgrund ihrer hohen in vivo Instabilitat
etablierte Techniken [122-124]. Die bisher erfolgversprechendste Option wére
eine immunhistochemische Quantifizierung mittels des OxPAPC-bindenden
Antikorpers EO6 [20].

4.3.3 Auswirkungen von D-4F auf das inflammatorische Geschehen bei

Neuropathie

Residentielle und eingewanderte Makrophagen sowie Schwannzellen sind
verantwortlich fur die erhdhte Zytokin-Produktion im Rahmen der traumatischen
Neuropathie, wie sie auch hier anhand von mRNA Expression gemessen

wurde [97]. Die Vertreter IL-6 und Tnfa flhren Uber proinflammatorische
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Kaskaden, wie unter 1.2 erlautert, zu neuronaler Hypersensitivitat und kénnen so
neuropathischen Schmerz verursachen [14]. Die tagliche Behandlung mit D-4F
Uber sieben Tage hemmte diese proinflammatorischen Mediatoren jedoch trotz
antinozizeptiver Wirkung weder im Nerv noch im DRG. Auch eine Induktion des
antiinflammatorischen 1110 blieb aus. Dies Uberrascht angesichts der bisherigen
Erkenntnisse zu D-4F und ABCA1/ABCG1. Im Rahmen rheumatischer und
kardiovaskularer Erkrankungen zeigte das ApoA-l1 Mimetikum Uber die Bildung
antiinflammatorischer HDL-Molekile und Inhibition genannter Zytokine direkte
entziindungshemmende Eigenschaften [27, 33, 125]. ABCA1 und ABCG1 selbst
werden als antiinflammatorische Rezeptoren beschrieben [36]. Zumindest eine
indirekte Wirkung Uber die ABCA1l-induzierte STAT3-Aktivierung mit folglich
reduzierter Expression von 116 und Tnfa mRNA ware demnach durch D-4F
Behandlung zu erwarten gewesen [45]. Auch in Konsequenz der Theorien von
Miller et al. (siehe 4.3.2) sollte D-4F Uber eine ABCAl-abhangige Regeneration
der Membranintegritat die Aktivierung von TLR-4 in Makrophagen und damit die
Produktion proinflammatorischer Zytokine verhindern [47, 126]. Es scheint also
angesichts all dieser Fakten widersprichlich, dass D-4F in den Versuchen dieser
Arbeit keine Wirkung auf die Zytokin-Expression zeigt. Dafur gibt es

verschiedene Erklarungsansatze:

Wichtig zu beachten ist die Limitation dieses Versuchs hinsichtlich der niedrigen
n-Zahl durch Ausschluss der potenziell fehlerhaften Proben (siehe 4.2.2). Um
sich zu vergewissern, dass die mRNA der Zytokine tatsachlich unbeeinflusst
bleibt, sind Untersuchungen an weiteren Tieren notwendig, anschliel3end ware
eine Analyse der Proteinexpression sinnvoll. Aul3erdem fallt anhand der
Verhaltensdaten ein wichtiger Unterschied beziglich der langfristigen Wirkung
von D-4F auf. Wahrend bei inflammatorischer Hyperalgesie ein anhaltend
analgetischer Effekt durch die Behandlung am Vortag zu erkennen war, blieb
diese kontinuierliche Symptomlinderung bei Neuropathie aus. Ein so kurzfristiger
Wirkmechanismus (maximal sechs Stunden) weist eher auf direkte Targets der
D-4F-vermittelten Antinozizeption hin, als dass die Genregulation modifiziert
wird. Diese Erkenntnis rickt den OxPL-Scavenging Mechanismus von D-4F

wieder in den Vordergrund [23, 34]. Um die Auswirkung der Modell-spezifischen
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Wirkdauer von D-4F genauer zu Uberprifen, sollte die Zytokin-Expression nach

D-4F-Behandlung in Modellen inflammatorischer Hyperalgesie Uberprift werden.
4.3.4 Neuropathie, Serumlipide und D-4F — Zusammenhé&nge

Weder die traumatische Neuropathie selbst noch deren Behandlung mit D-4F
zeigten Auswirkung auf die Konzentration von Serumlipiden. Da D-4F
grundsatzlich verstarkend auf den reversen Cholesterintransport wirkt, kénnte
man bei systemischer Verabreichung erniedrigte Cholesterin- bei erhéhten HDL-
Spiegeln erwarten [29]. Jedoch ist zu beachten, dass der Cholesterinspiegel im
Blut Gber den Tagesverlauf bereits intraindividuell nicht konstant bleibt, sondern
durch Variablen wie Stress, Alter, Geschlecht und letzte Nahrungsaufnahme vor
Messung beeinflusst werden, folglich ist die interindividuelle Vergleichbarkeit
zusatzlich erschwert [127]. AuRerdem spielt méglicherweise hier eine Rolle, dass
D-4F in jungen und metabolisch gesunden Tieren keinen Effekt auf einen ohnehin
ausgeglichenen Lipidhaushalt hat. In der Literatur fand sich jedoch auch in an
Atherosklerose erkrankten Tieren keine Anderung der Serumkonzentrationen,
sodass eine andere Erklarung nétig ist [115, 128]. In diesen Studien wird ein D-
4F-induzierter Shift von pro- zu antiinflammatorischnem HDL ohne Anderung der
Gesamtkonzentration beschrieben. Diese Wirkung ist auch bei Neuropathie-
Behandlung denkbar und sollte mittels speziell designter Assays Uberprift
werden [129, 130]. Des Weiteren koénnte die fehlende Serum-Modifikation im hier
untersuchten Modell zeitlich bedingt sein. Sechs Stunden nach Injektion liel3 die
antinozizeptive D-4F Wirkung bereits nach, eine ebenso kurzfristige Anderung
der Serumlipide wére also zum Zeitpunkt der Blutentnahme (> 6 h nach
Injektion), z.B. durch hepatischen Abbau von HDL, ebenfalls nicht mehr messbar.
Nicht zuletzt liegt der Wirkmechanismus von D-4F bei Neuropathie beztiglich des
Cholesterin-Efflux hypothetisch vor allem in Lipid-Shifts innerhalb der

Nozizeptormembran, welche sich nicht im Serum reflektieren wirden.

Unklar ist die Auswirkung der Cholesterinkonzentration im Serum auf
neuropathische Schmerzen. Entsprechend der unterschiedlichen Theorien Uber
die Nozizeptor-modulierende Eigenschaft von Membrancholesterin (siehe 4.3.2),

herrscht auch hier Uneinigkeit in der Forschungsgemeinschaft. Statine, die

59



bekanntlich den Cholesteringehalt im Blut senken, werden vor allem
speziesabhéangig als Risiko- oder protektiver Faktor im Rahmen neuropathischer
Krankheitsbilder  beschrieben. Wahrend die Statin-Behandlung von
neuropathischen Mausen deren Symptome verbesserte, scheint sie fur
Menschen das Risiko eine Neuropathie zu entwickeln eher zu erhéhen [131,
132]. In eindrticklichen MR-Untersuchungen an Patienten zeigten Jende et al.,
dass hohes Serumcholesterin sogar protektiv gegen das Fortschreiten von
Nervenlasionen im Rahmen einer DPN wirken [133]. Mit Ausblick auf die
potenzielle Behandlung von Menschen mit Neuropathie ist die Erkenntnis, dass
D-4F in diesem Modell keine cholesterinsenkende Wirkung zeigt, demnach als

positiv zu werten.
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5 Schlussfolgerung und Ausblick

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass traumatische Formen der Neuropathie,
nicht jedoch diabetische, eine vermehrte Expression von Abcal vorweisen. Die
antinozizeptive Wirkung von D-4F scheint jedoch weder auf Genregulation des
Cholesterintransporters noch auf antiinflammatorischen Effekten zu beruhen. Da
sich die Zunahme der Abcal mRNA vor allem mit Inflammation assoziiert zeigte,
sind anhand dieser Ergebnisse am ehesten Immunzellen als Ursprung der
Genexpression zu vermuten. Es bleibt zu klaren, ob der mRNA-Anstieg von
Abcal nach Nerventrauma Ausléser oder Folge der neuropathischen
Hypersensitivitat ist. Ebenso ist ndmlich ein kompensatorischer Mechanismus als
Reaktion auf Nervenverletzung denkbar. Einen Hinweis darauf gibt die
Pathophysiologie der Tangier Erkrankung — eine Mutations-bedingte loss of
function von ABCA1 — bei der 50 % der Betroffenen unter neuropathischen
Symptomen leiden, wahrend sich Agonisten des Liver-X-Rezeptors, Regulator
der Abcal/Abcgl Expression, schmerzlindernd auswirken [92, 134, 135]. So
kénnte neben dem von Oehler et al. postulierten OxPL-eliminierenden Effekt von
D-4F mdoglichweise auch ein ABCAl-abhangig verstarkter Efflux oxidierter
Membranlipide antinozizeptiv wirken [23, 34]. Ein gro3er Vorteil in der klinischen
Anwendung von D-4F liegt au3erdem in seiner gewichtsreduzierenden Wirkung,
die es bei Versuchstieren gezeigt hat [136]. Gerade Ubergewichtige DPN-
Patienten kdnnten davon profitieren, ohne potenziell unginstige Effekte einer
systemischen Cholesterinsenkung auf Nervenldsionen in Kauf nehmen zu
missen. Der Wirkmechanismus von D-4F und sein Effekt auf die ABCA1-Aktivitat
sollten deshalb im Hinblick auf die Lipidhoméstase von Nozizeptormembranen
weiter ergriindet werden, um das vielversprechende Potenzial dieses Wirkstoffs

in der Therapie neuropathischer Schmerzen nutzen zu kénnen.
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6 Zusammenfassung

D-4F, ein  ApoA-I-Mimetikum, lindert mechanische Hyperalgesie in
Versuchstieren, die an entzundlichen und neuropathischen Schmerzen leiden. D-
4F neutralisiert proalgetische oxidierte Lipide — in dieser Funktion ein
entziindungshemmendes Medikament -, und aktiviert zudem ATP-bindende
Kassettentransporter (ABCA1 und ABCG1l) - als solches ein anti-
atherosklerotisches Medikament. Ziel dieser Doktorarbeit war es, den Einfluss
von Neuropathie und deren Behandlung mit D-4F auf die Expression von Abcal

und Abcgl sowie auf Zytokine zu untersuchen.

Mittels gPCR und Immunfluoreszenz wurden Veranderungen im
Expressionsmuster von Abcal, Abcgl und Zytokinen (116, 1110 und Tnfa) in
verschiedenen Neuropathie-Modellen und zu verschiedenen Zeitpunkten in
Ratten und Mausen untersucht. CCIl als reversible und SNI als irreversible
Verletzung dienten als zwei unterschiedliche traumatische Formen
neuropathischen Schmerzes, als weitere Entitdt mit andersartigen
Entstehungsprozessen wurde die diabetische Polyneuropathie (DPN) als Modell
einer krankheitsinduzierten Neuropathie untersucht. Die systemische Wirkung
auf Serumlipide wurde sowohl nach Nervenverletzung als auch D-4F-

Behandlung gemessen.

Abcal war sieben Tage nach traumatischer Nervenverletzung in den sensiblen
Hinterwurzelganglien (DRG) und im Nervus ischiadicus erhoht. Dies spiegelte
sich jedoch nicht in der ABCA1 Immunreaktivitat von TRPV1-positiven Neuronen
wider. Wahrend sich die Hochregulation von Abcal im DRG nach drei Wochen
normalisierte, blieb die mMRNA im Nervengewebe erh6ht. Abcgl in diesem Modell
und beide ABC-Transporter in DPN blieben unveréndert. Durch CCI, nicht aber
DPN (vier und acht Wochen), wurde 116 im DRG und 116, 1110 und Tnfa im
N. ischiadicus nach sieben Tagen hochreguliert. Die D-4F-Behandlung hatte
keinen Einfluss auf die Expression von Abcal/Abcgl oder 116, 1110 und Tnfa. In
Ubereinstimmung mit Daten von Atherosklerose-Patienten blieben HDL und
Gesamt-Cholesterin  nach D-4F-Behandlung im Serum normgewichtiger

neuropathischer Tiere stabil.
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Zusammenfassend lasst sich sagen, dass Abcal in nozizeptiven Neuronen und
Immunzellen  exprimiert wird. Eine mdogliche pronozizeptive oder
schmerzlindernde Rolle von ABCA1l bei frihem neuropathischem Schmerz
bedarf weiterer Aufklarung: Die Uberexpression kénnte sowohl ein Zeichen fur
lokale Entzindung als auch fiur die Aktivierung von Nozizeptoren sein. Die
antinozizeptive Wirkung von D-4F ist unabhangig von der Abcal/Abcgl
Regulation oder einer entzindungshemmenden Wirkung. D-4F kdnnte entweder
durch Neutralisation oxidierter Lipide oder durch ABCA1l-induzierte Modifizierung
von Membranlipiden eine veradnderte Kanalaktivitat in Nozizeptoren induzieren.
Um ABCAL1 als Target in der Therapie neuropathischer Schmerzen einzusetzen,
sind weitere Studien bezilglich zugrunde liegender Mechanismen von

Membrancholesterin und Lipid Rafts erforderlich.
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7 Abstract

D-4F, an ApoA-I mimetic peptide, alleviates mechanical hyperalgesia after
administration to rodents suffering from inflammatory and neuropathic pain. D-4F
scavenges proalgesic oxidized lipids — working as an anti-inflammatory drug —
but also activates ATP-binding cassette transporters (ABCA1 and ABCG1) — as
such an anti-atherosclerotic drug. Aim of this dissertation was to investigate the
impact of neuropathy and its treatment with D-4F on the expression of

Abcal/Abcgl as well as cytokines.

Using gPCR and immunofluorescence, changes in the expression pattern of
Abcal, Abcgl and cytokines (116, 1110 and Tnfa) were investigated in different
models of neuropathic pain at several timepoints in rats and mice. The reversible
CCl and irreversible SNI as traumatic entities, and further diabetic
polyneuropathy (DPN), served as models of neuropathic pain. The systemic
effect on serum lipid changes were measured after nerve injury and D-4F

treatment.

Abcal was increased seven days after traumatic nerve injury in the dorsal root
ganglia (DRG) and the sciatic nerve itself. This was not reflected in the ABCA1
immunoreactivity of TRPV1-positive neurons. While Abcal upregulation resolved
in the DRG after three weeks, it remained elevated in nerve tissue. Abcgl and
both ABC transporters in DPN were unchanged. CCI, but not DPN (four and eight
weeks), increased 116 in the DRG and 116, 1110 and Tnfa in sciatic nerve tissue
after seven days. Daily D-4F treatment had no effect on Abcal/Abcgl nor 116, 1110
or Tnfa expression. Consistent with data from atherosclerotic patients, serum
HDL or cholesterol remained stable after D-4F treatment in lean neuropathic

animals.

In conclusion, Abcal is expressed in nociceptive neurons and immune cells. A
pronociceptive or pain resolving role of ABCAL in early neuropathic pain needs
to be clarified: its upregulation could be a sign of local inflammation or an
activation of nociceptors. The antinociceptive effect of D-4F is independent of
Abcal/Abcgl regulation or anti-inflammatory effects. D-4F might induce changes

of nociceptive channel activity either by oxidized lipid scavenging or by activating
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ABCA1l-induced membrane lipid alterations. Further studies on the underlying
mechanisms of membrane cholesterol and lipid rafts are required to support role

of ABCAL targeting to alleviate chronic pain.
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Appendix
| Abkirzungsverzeichnis

ABC ATP-Binding Cassette
ANOVA  Analysis of Variance
ApOA-I Apolipoprotein A-I

CAIA Collagen Antibody induced Arthritis
CAMP Cyclic Adenosine Monophosphate

CCl Chronic Constriction Injury

cDNA Complementary Deoxyribonucleic Acid
CHER Cholesterinesterase

CHOD Cholesterinoxidase

CIBP Cancer induced Bone Pain

CIPN Chemotherapy induced Peripheral Neuropathy
CMP Chronic Muscle Pain

CPIP Chronic Post-Ischemia Pain

Ct Threshold-Cycle

CTCF Corrected Total Cell Fluorescence

D-4F Apolipoprotein A-I-mimetisches Peptid D-4F
DAPI 4', 6-diamidino-2-phenylindole

DPN Diabetische Polyneuropathie

DRG Dorsal Root Ganglion

G Gauge

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat Dehydrogenase
H+ Wasserstoff-lon

HDL High-Density Lipoprotein

IL-10 Interleukin 10

IL-6 Interleukin 6

LID Local Inflammation of the DRG

MJL Mechanical Joint Loading

NIH National Institute of Health



OxLDL
OxPAPC

OxPL
PBS
PNI
POD
PSL
(@)PCR
RM
ROI
ROS
RQ

RT
SCD
SEM
SNI
SNT
STZ
TNFa
TRPA1
TRPV1
VOC

Xg

Oxidiertes Low Density Lipoprotein
Oxidiertes 1-palmitoyl-2-arachidonoyl-sn-glycero-3-
phosphocholin

Oxidierte Phospholipide
Phosphatgepufferte Salzlésung
Peripheral Nerve Injury

Peroxidase

Partial Sciatic Nerve Ligation
(quantitative) Polymerase Chain Reaction
Repeated Measurement

Region of Interest

Reactive Oxygen Species

Relative Quantifizierung

Reverse Transkriptase

Sickle Cell Disease

Standard Error of the Mean

Spared Nerve Injury

Sciatic Nerve Transection

Streptomycin

Tumornekrosefaktor

Transient Receptor Potential Ankyrin 1
Transient Receptor Potential Vanilloid 1
Vasookklusive Krise
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