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Einleitung

1 Einleitung
1.1 Stand der Forschung

1.1.1 Allgemeine Einfihrung

Schmerz ist ein klassischer Bestandteil von EntziindungsreaktiBaegits vor 2000
Jahren beschrieb Celsus in seinem Werk De Medicina die natk béltigen vier
Saulen einer lokalen Entzindun@alor, Rubor Tumor und Dolor. Die Entstehung
jeder dieser verschiedenen Komponenten beruht auf einer lokaleetEueg von Ent-
zindungsmediatoren. Eine RéturiRubo) und Erwarmung@alor) der Haut entsteht
durch vasoaktive Mediatoren wie zum Beispiel Histamin, die ¥imsodilatation verur-
sachen.Tumor, die Gewebeschwellung, ist durch ein entziindliches Exsudat infolge
lokaler Hyperamie und Permeabilitatsstoérung bedingtDb]or, der Schmerz, ist nach
Definition der International Association for the Study offP@ASP) eine unangenehme
sensorische und emotionale Empfindung, die mit einer aktuellenpotiemtiellen Ge-
websschadigung einhergeht oder mit Begriffen einer solchen Sahgdigpschrieben
wird. Nach dieser Definition ist Schmerz eine Sinneswahro@lgnvon der nur beim
Menschen gesprochen werden kann, nicht aber bei Tieren. Deiff Béyperalgesie
bezeichnet eine verstarkte Schmerzantwort auf einen schmereRaiz (IASP). Diese
kann im Gegensatz zu Schmerz auch im Tiermodell gemessdenvéiin Beispiel ist
die Bestimmung von Pfotendruckschwellen nach Randall-Sellito.iDatmemit einem
Stempel Druck auf die Pfote der Ratte ausgeubt. Im RahmenHéyperalgesie zieht
das Tier schon bei geringerem Druck die Pfote zuriick als ummenabedingungen.
Die neuronale Weiterleitung und Verarbeitung von schmerzhaftepeiRevird als
Nozizeption bezeichnet. Schmerz im Rahmen einer Entziindungsreaktioediagt
durch eine Freisetzung von proalgetischen Mediatoren. Diese aemnars eine
Aktivierung oder Sensitivierung von Nozizeptoren [2]. Eine Ngaiaesensitivierung
kann zu einer verstarkten Schmerzantwort sowohl auf schmerzhadiee R
(Hyperalgesie) als auch auf nicht schmerzhafte Reize (Aliejiyuhren. Eine wichtige
Rolle bei der Freisetzung dieser proalgetischen Mediatorerespieeukozyten.
Residente  Gewebemakrophagen sezernieren sowohl Lipidmediatoren  wie
Prostaglandine oder Leukotriene, als auch Botenstoffe wie ZytakideChemokine,

die weitere Entzindungszellen rekrutieren und so zum Entziindungsgeschihgerbe
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[3]. Die Bedeutung des Chemokins CCL2 und der Bildung von Prostaglardiinem
Monozyten am Ort des Entziindungsgeschehens als ein mdéglicher Meuharder

peripheren Schmerzentstehung soll in dieser Arbeit unteragetien.

1.1.2 Leukozyten und Schmerz

Leukozyten sind als Bestandteile der angeborenen Immunantwort an Entzdndungs
reaktionen wesentlich beteiligt. Schon kurz nach einer Verletzamglevn neutrophile
Granulozyten in groRer Zahl in das Gewebe ein. Im weiteretlicken Verlauf
erreichen auch Monozyten aus dem Blut den Entzindungsort [4]. Siemwdurch
Chemokine sowie die Expression von Oberflachenmolekilen wie Selektind
Integrinen zum Entzindungsort rekrutiert [5, 6]. Innerhalb der Monozjtdres ver-
schiedene Untergruppen. Sie unterscheiden sich in der Expression vdlacbba-
markern und Rezeptoren und entsprechend auch in ihren migratorischercikadtens
und Funktionen. Die humanen Monozyten werden in zwei gro3e Gruppenedinget
CD14" CD16 und CD1#“ CD16 Monozyten. Die CD14 CD16 Monozyten
exprimieren die inflammatorischen Chemokinrezeptoren CCR1,2CCRCR1 sowie
CXCR2 und entsprechen den klassischen inflammatorischen Monozytenin die
entziindetes Gewebe einwandern. Die Ct¥1@D16" Monozyten dagegen exprimieren
ein anderes Chemokinrezeptorprofil, u.a. den CX3CR1 und entsprechessikmten
Makrophagen, deren Migration nicht von inflammatorischen Stinfaléagt [7-9]. Bei
Ratten gibt es eine ahnliche Unterteilung in CB48CRZ CX3CR1°" Monozyten als
inflammatorische Zellen und CD4% CCR2 CX3CRI'%" Monozyten entsprechend

den residenten Gewebemakrophagen [8].

Uber die Freisetzung von Mediatoren sind die eingewanderten Leukaaytder Ent-
stehung und Modulation von Entziindungsschmerz beteiligt [10]. Sie kénnen sowohl
proalgetisch als auch, Uber die Freisetzung von Opioidengedisah wirken [11].
Endogene Opioide wie Endorphine oder Enkephaline bewirken Uber die Aktigier
von Opioidrezeptoren auf den Nozizeptoren eine Schmerzhemmung. fhiitoeEr Ent-
zindungsphase sind Granulozyten die dominierende opioidhaltige Zellpopulation
wahrend in spéateren Stadien der Entziindung die Opioidfreisetzung aus konoay
vorrangiger Bedeutung ist [12, 13]. Eine Beteiligung von neutrapi@enulozyten an

der Entstehung von mechanischer Hyperalgesie wird diskutiertma@taktische
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Substanzen wie N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin (fMLP), Kdementfaktor
Cbha und Leukotrien Bfihren nach Injektion zu einer Hyperalgesie, die abhangig is
von der Anwesenheit von neutrophilen Granulozyten. Glykogen dagegen rekrutier
Granulozyten ohne eine Hyperalgesie zu verursachen [14, 15]. Scletode unter-
suchten das Zytokinprofil isolierter Granulozyten, unstimuliert somach Zymosan-
und Lipopolysaccharid (LPS)- Stimulation und stellten fest, dasscés zur Produk-
tion der proalgetischen Zytokine Interleukin 1 (IL-1), IL-6 oder Tufekrose-Faktor
(TNF)-o kommt. Gebildet werden IL-8 und der antinflammatorische piL1
Rezeptorantagonist. Schon geringe Kontamination mit Monozyten figddeh zu der
Detektion von IL-B und IL-6 [16]. Cunha et al. postulieren eine Beteiligung von
Granulozyten an der Entstehung von Hyperalgesie. Sie beobachtatsn Granulo-
zytendepletion die Carrageenan-induzierte Hyperalgesie vetringdrdass die IL-1
induzierte PGE Produktion in der Pfote durch Leukozytendepletion verringert wird.
[17]. Granulozyten allein scheinen jedoch nicht zur Schmerzentstehungirbgen.
Die Injektion von CXCL1 oder CXCL2/3 (als selektiv neutrophile raitazyten
rekrutierende Chemokine) fuhrt nicht zu einer Hyperalgesie Mi8plicherweise sind

an der Entstehung von Hyperalgesie andere LeukozytensubpopulationenBwie z
Monozyten beteiligt, oder die Interaktion von verschiedenen Zeftitypeas im
Folgenden untersucht wurde.

1.1.3 Proalgetische Entzindungsmediatoren
1.1.3.1 Zytokine

Zu den wichtigsten proalgetischen Entziindungsmediatoren gehdren die Zyidee.
handelt es sich um kleine I6sliche Proteine, die von verschiedégléen im Korper
freigesetzt werden. Sie regulieren Prozesse wie Wachsiettdifferenzierung und
steuern die Immunreaktionen des angeborenen und erworbenen Immusasystem

kine kdnnen autokrin, parakrin und auch endokrin wirken [3]. Im Zusammenhang mit
der Entstehung von Schmerz sind besonders die proinflammatorisclodimgyt NF e,

IL-1, IL-6 und verschiedene Chemokine von Bedeutung [19, 20]. Es konntaytgezei
werden, dass TNE; IL-1 und IL-6 in Ratten Uber einen Prostaglandin-gekoppelten
Mechanismus eine Hyperalgesie nach intraplantarer Injektinmrsaehen. TNFe: be-

wirkt auch dber IL-8 und Freisetzung von sympathischen Aminen eyperblgesie
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[21, 22]. Zytokine kénnen das Entziindungsgeschehen verstarken, inddimnSieiset-
zung anderer proinflammatorischer Zytokine férdern oder tber autokrineakismen

ihre eigene Freisetzung stimulieren. Die proalgetischen Higaften der Zytokine
werden durch verschiedene molekulare Mechanismen vermittelko8ren tber eine
direkte Wirkung an Nervenendigungen zu einer Sensibilisierung oderigkkihg fuh-

ren, oder aber Uber zwischengeschaltete Rezeptoren und Mediatdken. \idiu den
proalgetischen Mediatoren, die in der Zytokin-vermittelten z&miungskaskade
involviert sind, gehoren Neuropeptide (z.B. Substanz P), Bradykinin und
Prostaglandine. Durch Zytokine modulierte Rezeptoren sind beispistswder
Transient Receptor Potential Vanilloid Receptor 1 (TRPV1) im&ganglien oder
Glutamatrezeptoren im zentralen Nervensystem (ZNS) [23PVIRist ein nicht-
selektiver Kationenkanal, der u.a. durch Hitze oder Capsaiciwvieaktwird und
Schmerzreize vermittelt. TNF verstarkt die Capsaicin-Antwort in sensorischen
Neuronen, vermutlich tber die Freisetzung von Prostaglandinen [24Adpékation

von TNFx und IL-1 auf sensorische Neurone in Lamina Il von Rickenmarks-
guerschnitten kommt es zu verstarkten exzitatorischen Potentisder Glutamat-
rezeptoren, ebenso wie IL-1 und IL-6 inhibitorische Potentiale @&BA- und
Glycinrezeptoren hemmen [25]. Somit kdnnen Zytokine sowohl periphentals

zentral zur Schmerzentstehung oder Schmerzverstarkung beitragen.

1.1.3.2 Chemokine
Allgemeine Systematik der Chemokine

Chemokine sind eine Untergruppe der Zytokine mit chemotaktiscigandehaften.
Chemokine sind deutlich kleiner und wirken alle Uber G-Protein-gekeppelt
Rezeptoren. Die systematische Einteilung der Chemokine erfhgpand ihrer
molekularen Struktur. Man unterscheidet vier Gruppen von Chemokinen paitiorP
der Cysteinreste am N-Terminus. Bei der CC-Gruppe liegemn aw Disulfidbriicken
beteiligte Cysteine (C) benachbart, bei der CXC-Gruppe smdlgich eine andere
Aminosaure (X) getrennt. Die XC-Gruppe enthalt nur eine gtaéi Disulfidbriicken
am N-Terminus und bei der CX3C-Gruppe sind zwei Cysteine durdhaddere
Aminosauren getrennt. Die verschiedenen Chemokine in eingpé&rsind nummeriert.

Die Chemokinrezeptoren werden anhand ihrer Liganden ebenfallesa di Gruppen
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unterteilt, nur mit einem ,R* fir Rezeptor anstelle eink$ f{ir Ligand. Chemokine
weisen allerdings im Gegensatz zu Zytokinen eine hohe RedundfarizraChemokin
kann an verschiedene Rezeptoren seiner Gruppe binden, ebenso Rezeptor haufig
Signale mehrerer Chemokine weiterleitet [26, 27]. Eine &lbet tiber die wichtigsten
Chemokine und ihre Bezeichnungen und Rezeptoren gibt Tabelle 1. Inzwisicide
knapp 50 humane Chemokine mit unterschiedlichen Funktionen bekannt. Uber ihre
chemotaktische Wirkung spielen sie eine wichtige Rolle in Rekrutierung von
Immunzellen im Rahmen einer Entzindungsreaktion [28]. Die versclgede
Leukozytenpopulationen exprimieren unterschiedliche Chemokinrezeptoreno-M
zyten, Neutrophile, Eosinophile und Basophile weisen einige geametn&ezeptoren
auf. Es sind aber auch selektive Rezeptoren bekannt. CXQRBeispielsweise
vorwiegend auf neutrophilen Granulozyten zu finden, wahrend CCR2 vendeauf
Monozyten, dendritischen Zellen, Basophilen und T-Lymphozyten, abet aigh
neutrophilen Granulozyten zu finden ist [29]. Durch die unterschiedliche
Rezeptorverteilung konnen selektiv bestimmte Leukozytenpopulationkrutieet
werden [30, 31]. Die Beteiligung von Chemokinen ist in verschiedenpttho-
physiologischen Zusammenhé&ngen beschrieben worden. Sie scheinendreAvtsl-
immunerkrankungen, Allergien, Transplantationsreaktionen und Ardkégiose eine
Rolle zu spielen [30]. Entsprechend stellen sie ein moglicBes fir die

medikamentdse Therapie dieser Erkrankungen dar [32].

Tabelle 1: Ubersicht iiber die wichtigsten Chemokirieinren alten und neuen Bezeichnungen und

den entsprechenden Rezeptoren [27, 33]

Systematischer Urspringlicher Name Rezeptor
Name

CCL2 Monocyte chemoattractant protein-CCR2
(MCP-1)

CCL3 Macrophage inflammatory proteinrCCR1, CCR5
alpha (MIP-1r)

CCL5 Regulated on activation normal T-cell | CCR1, CCR3, CCRS5
expressed and secreted (RANTES)

CXCL1 Growth-related oncogene-alpha (GRJD{ CXCR1, CXCR2
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CXCL2 Growth-related oncogene-beta (GRPD- | CXCR2
CXCL3 Growth-related oncogene-gamma (GROEXCR2
7)
CXCL8 Interleukin-8 (IL-8) CXCR1, CXCR2

Chemokine und Schmerz

Zur Schmerzentstehung kdnnen Chemokine, &hnlich wie Zytokine, awhieztsnen
Wegen beitragen. Es gibt Chemokine, die direkt Nozizeptokéwieaen kdnnen. Es
wurde gezeigt, dass in nozizeptiven Neuronen aus neonatalenig8pgii@n die
Chemokinrezeptoren CXCR4, CCR4, CCR5 und CX3CR1 exprimiert werden und
Stimulation mit entsprechenden Chemokinen zu einer Erhéhung derelhii@zn
Calciumkonzentration fuhrt [34]. CCL3 kann Uber den Rezeptor CCR1 in Spinal-
ganglienneuronen TRPVL1 sensitivieren [35]. Andere Chemokine fihreSctumerz-
entstehung indem sie die Freisetzung weiterer proalgetidtdeiatoren verursachen.
Ein Beispiel hierfir ist das Chemokin CXCL8 (IL-8). Es fuihrt Ubare Freisetzung
von sympathischen Aminen zu einer Hyperalgesie in Ratten 3@&mokine kdnnen
auch Uber zentrale Mechanismen eine proalgetische Wirkung habemtriataekale
Applikation von CCL2 oder CX3CL1 fuhrt zu einer mechanischen Allodigiie 38].
Andererseits konnen Chemokine auch schmerzhemmend wirken. CXCL2iftbew
Uber den Rezeptor CXCR2 auf Granulozyten eine Opioidfreisetzung anddianit in
Complete Freund’s Adjuvant (CFA)-induzierter Entziindung antinozizeptken [39].

CCL2

In einer aktuellen Metaanalyse wurden verschiedene Mikroartadiest der letzten
Jahre zu Genregulation im Rahmen von Schmerz betrachtet. Dafskinv\CCL2 und
regenerating islet-derived 3 beta; pancreatitis associptetein (reg3b) als die
wichtigsten im Zusammenhang mit Schmerz regulierten Genefidient Beide Gene
wurden in dieser Analyse bei Ratten sowohl in einem Modell fiir nelnisphaen
Schmerz (chronic constriction injury, CCI) als auch fir inflananachen Schmerz
(CFA-induzierte Entztindung) in Rickenmark und Spinalganglion heraufreddldgrt

Auch beim Menschen zeigte eine Mikroarray-Analyse die Bedewond-CL2 in der
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Schmerzentstehung. In humanem Gewebe war 3 h nach ZahnextraktioilClolze C
Expression deutlich angestiegen und es zeigte sich eine postiveldion zwischen

der Expression von CCL2, IL-6 und IL-8 und der vom Patienten angegebe
Schmerzintensitat [41]. CCL2 wirkt chemotaktisch auf Monozyten unebrsallem in
Zusammenhang mit neuropathischem Schmerz vielfaltig untersushtwiel bei
Nervenverletzungen von Schwann-Zellen freigesetzt, fihrt zu Eingvanderung von
Monozyten in den geschadigten Nerv und kann eine Demyelinisierung und
Degeneration des Nerven bewirken [37]. CCR2 und CCL2 Herauétemn erfolgt
nicht nur im Bereich der Nervenverletzung, sondern auch in Spinalgan@]. In
Spinalganglien ist CCL2 hauptsachlich in nozizeptiven NeuronerSulstanz P und
Calcitonin-gene-related-protein (CGRP) produzieren, zu finderathetkale Applika-

tion von CCL2 fuhrt zu einer thermalen Hyperalgesie und einehaméschen Allo-
dynie bei Ratten. Diese Effekte sind durch einen selektiv@b2€Antagonisten
reversibel [42]. Mause, die CCL2 uberexprimieren zeigen eingigege Schmerz-
empfindlichkeit [43]. In CCR2 Knockout-Mausen dagegen ist die medfaniéllo-
dynie nach Nervenligatur vollstandig aufgehoben [44]. Durch Konstruktioar e
bitransgenen Maus mit Fluoreszenzmarkierung von CCL2 und CCR2 konnte die
Chemokin- und Rezeptorexpression und ihre Interaktion in vivo untersterilen.
Nach Induktion einer peripheren fokalen Nervendemyelinisierung Neldell fur
neuropathischen Schmerz) kam es zu einer deutlich verstérkten stapneisd Chemo-
kin-Rezeptor-Interaktion in dem geschadigten Nerv und den zugehorigeal-S
ganglien. Bei den CCR2-positiven Zellen in dem Nerv handelsichs/orwiegend um
Leukozyten, wahrend in den Spinalganglien Neurone und Gliazellen pdsitt«fR2

und CCL2 waren [45]. Neurone in Spinalganglien zeigen nach chronischer
Kompression eine deutlich gesteigerte Exzitabilitdt durch C@62 47]. Diese Sensi-
tivierung ist wahrscheinlich Folge einer gesteigerten Exfmesson TRPV1 und dem
Tetrodotoxin(TTX)-resistenten Natriumkanal Na8 auf nozizeptiven Neuronen in den
Spinalganglien [48]. CCL2 fuhrt auch zu einer Freisetzung von CGRB
Spinalganglienneuronen [49]. Bei der Entstehung von neuropathischem Schmerz
handelt es sich vermutlich vor allem um direkte Effekte von Z@h nozizeptiven
Neuronen, infolge einer Heraufregulation von CCR2 im Rahmen vaweNeer-

letzungen [50, 51]. Unter Normalbedingungen werden CCL2 und CCR2 in Rucken-
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mark, Spinalganglion und peripherem Nerv jedoch kaum exprimiert (4fgr die Be-
deutung von CCL2 in Zusammenhang mit akutem Schmerz ist daherewberipannt.

In dieser Arbeit soll als ein méglicher peripherer MechaniswousSchmerzentstehung
untersucht werden, ob CCL2 Uber einen indirekten Mechanismus durch Manozyte
rekrutierung und Prostaglandinfreisetzung am Entziindungsort zu Schmetaamgst

beitragt.

1.1.3.3 Prostaglandine

Eine Gruppe wichtiger Mediatoren, die zu Nozizeptorsensitivieumy Schmerzent-
stehung fuhren, sind die Prostaglandine. Es handelt sich daberaghidonséurederi-
vate, die durch Cyclooxygenasen (Cox) gebildet werden. Sie werdeaingeispeichert
sondern bei Bedarf produziert. Arachidonséure wird aus Membranphosphotipiadin
die Phospholipase abgespalten und dann durch die Cox-Isoenzyme in Prostaglandin
H, umgewandelt. Dieses dient als Ausgangssubstanz fir die weReostaglandine
D,, E; und R, sowie Prostacyklin (PGI und Thromboxan (TX4). Die verschiedenen
Prostaglandine gelangen (ber erleichterte Diffusion aus der ded wirken autokrin
oder parakrin am Ort ihrer Entstehung. Sie haben vielféltigezund Teil entgegen-
gesetzte Funktionen wie Vasokonstriktion und Vasodilatation, und tragaantireh zu
Entztndungsreaktionen, Schmerz und Fieberentstehung bei [52]. Von besddeler
deutung bei der Prostaglandin-Produktion sind die beiden Cox-Isoenzyme 1 und 2. Cox
1 kommt in fast allen Zellen vor, ist konstitutiv aktiv und diefgr basalen
Prostaglandin-Produktion. Cox-2 ist ein induzierbares Enzym und unter aNorm
bedingungen in den meisten Zellen nicht zu finden. Erst durch Induktion derch
schiedene inflammatorische Stimuli wird Cox-2 in Entziindungszellesufreguliert.
Diese Einteilung ist stark vereinfacht. Eine Ausnahme biléetpielsweise das ZNS.
Hier kommen beide Cox-lsoenzyme konstitutiv aktiv vor [53, 54]. &G Braferenzen
der Isoenzyme beziiglich ihrer Prostaglandinbildung beschrieben. ISGoxe2 nach
Induktion bevorzugt PGEund PG} bilden [55]. Bekannte Induktoren von Cox-2 sind
IL-1, TNF-a, LPS, Wachstumsfaktoren, Phorbolester und Ceramide [56-60].

1.1.4 Sensitivierung von Nozizeptoren und Schmerzweiterleitung

1971 wurde erstmals die Hemmung der Prostaglandin-Bildung als maglicinke-

mechanismus von nicht-steroidalen Entzindungshemmern (NSAID) vblagsc
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[61]. Inzwischen ist PGE als Mediator in der Schmerzentstehung etabliert. Eine
wichtige Erkenntnis war die Beobachtung, dass P&lEine bei intradermaler Injektion
nicht, oder nur in hohen Konzentrationen, zu Schmerz fihrt. Es rstgggech die
Sensibilitéat fur andere proalgetische Substanzen wie Bradylkimih Histamin [62].
Dieses Phanomen der Senkung von Schmerzschwellen und gesteddisictiesit auf
Schmerzreize wird als Nozizeptorsensitiverung bezeichnet. Sasing kann sowohl
auf peripherer als auch zentraler Ebene erfolgen [63, 64]pheez Nozizeptor-
sensitivierung durch PGEerfolgt Uber EP-Rezeptoren auf den Nozizeptoren. EP-Re-
zeptoren sind G-Protein-gekoppelte Rezeptoren mit vier verschie@rmypen. EP
wirkt Uber einen intrazellularen Calciumanstieg, Rd ER Uber einen Anstieg von
cyklischem Adenosinmonophosphat (cCAMP) und; EBer eine Senkung der cAMP-
Konzentration [52]. Aus diesen Veranderungen resultieren Modugatio’on ver-
schiedenen lonenkanalen auf den Nozizeptoren. Spannungsabhéngige Fietesi
Natrium-Kanale, die an der Weiterleitung nozizeptiver Inforome&n beteiligt sind,
werden durch PGEphosphoryliert und dartber ihre Aktivierungsschwelle gesenkt [54,
65, 66]. Prostaglandine kénnen auch Kalium-Kanale in den Spinalgarighibieren
und so zur Sensitivierung beitragen [23, 54, 67]. AufRerdem erhdherdiesie
Empfindlichkeit von TRPV1 fur Capsaicin [68].

Neben ihrer Wirkung auf periphere Nozizeptoren sind Prostaglandineaaudntralen
Sensitivierungsprozessen beteiligt. RBGHird nach nozizeptiver Stimulation im
Ruckenmark freigesetzt, wobei die genauen Mechanismen dealeaenBensitivierung
an den Neuronen noch nicht vollstandig geklart sind. Auch periphezérithing kann
zu einer Induktion von Cox-2 im ZNS fuhren. Samad et al. konnten zeigess,
intraplantare Injektion von CFA oder intrathekale Applikation von pLih Ricken-
mark und weiteren Teilen des ZNS zu einer Cox-2 Induktion und einethcen
Anstieg von PGEim Liquor fuhren [69]. Normalerweise kbnnen Zytokine wie -1
die Blut-Hirn-Schranke nicht Gberqueren, sodass ein Mechanismusligégbmduktion
von Cox-2 in Endothelzellen der Blut-Hirn-Schranke mit Sekretion von,P6twie
weiteren Mediatoren in den Liquor angenommen wird [70]. FUr versaigede
Entzindungsmodelle wurde die spinale Freisetzung von, BGEdie Cox-2 Induktion
in Neuronen des Ruckenmarks nachgewiesen [53, 71, 72]. Mitteds eeuronalen

Cox-2 Knockout-Maus konnte gezeigt werden, dass besonders fir diehantstvon
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mechanischer Hyperalgesie die zentrale Cox-2 von Bedeuturig3istDie meisten
Cox-2-Inhibitoren sind liquorgangig und wirken sowohl auf periphere als zerthale
Cox [74, 75].

1.2 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe
1.2.1 CCL2 vermittelte Hyperalgesie

Im Rahmen von Untersuchungen der Arbeitsgruppe zur Bedeutung von
Leukozytensubpopulationen bei der Schmerzentstehung, wurden Verhalteinserjzer
mit verschiedenen Chemokinen durchgefuhrt [76]. Als Monozyten rekmdiese
Chemokin wurde CCL2 verwendet. Es zeigte sich, dass die intragadnjektion von
CCL2 sowohl eine mechanische als auch eine thermische &lgesie in Ratten
verursacht. Abbildung 1 zeigt die Pfotendruckschwellen (PPT) intvet&uf nach
Injektion von 3 ug CCL2. Bereits nach 1 h kommt es zu einenifiggnten Abfallen
der Pfotendruckschwelle, entsprechend einer mechanischen Hyperald@iese
Hyperalgesie erreicht maximale Intensitdt nach 3-6 h und naieralsich innerhalb
von 24 h wieder. Eine Injektion von Kochsalzlosung fuhrt zu keinernder@ng der
Pfotendruckschwellen. Auch die Pfotendruckschwellen der kontralate(al@noht
injizierten) Seite verdndern sich nicht. Untersuchungen zur thelnem Hyperalgesie

(nicht abgebildet) zeigen einen &hnlichen Verlauf.
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Abbildung 1: Pfotendruckschwellen im ZeitverlauthaNaCl- und CCL2-Injektion, dargestellt sind die
Mittelwerte und Standardfehler der Mittelwerte fisilaterale (=injizierte) und kontra-
laterale (=nicht injizierte) Pfote (n = 5-6, Two-w&M-ANOVA, Holm-Sidak-Methode
p < 0,05)

1.2.2 Rolle von Leukozyten in der CCL2 vermittelten Hyperalgesie

Um zu differenzieren, ob direkte Nozizeptorsensitivierung odarkbzyten indirekt
eine Rolle spielen, wurden die Ratten immundepletiert mitdphosphamid. Dabei
handelt es sich um ein Zytostatikum aus der Gruppe der Alkylamigch die Alky-
lierung von Nukleinsduren (DNA, RNA) kommt es zu abnormen Basenpasarwrgl
einer Vernetzung von DNA- bzw. RNA-Stradngen, wodurch die Repikayestort wird
[77]. Davon sind besonders sich schnell teilende Zellen wie Lewdwobgtroffen. Nach
Leukozytendepletion war die CCL2 vermittelte Hyperalgesie vwilig aufgehoben.
Dies spricht gegen einen direkten Effekt von CCL2 an NozizeptoraachlieRend

wurden Rekonstitutionsexperimente mit einzelnen Leukozytensubpopulationen durch-

gefuhrt. Nach Injektion von Makrophagen konnte die Hyperalgesie eisdw
rekonstruiert werden. Durch die gleichzeitige Injektion von Makrgpha und

neutrophilen Granulozyten war sie wieder in vollem Ausmalf3 vorha@denldung 2).
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Abbildung 2: Pfotendruckschwellen im Zeitverlaufchasystemischer Leukozytendepletion mit Cyclo-
phosphamid, die Rekonstitution erfolgte mit Thidgliat-Peritonealmakrophagen und
PMN von verschiedenen Spenderratten (n = 6, TwoRIslyANOVA, Holm-Sidak-Me-
thode p < 0,05)

1.2.3 Wirkung von Cox-Inhibitoren auf die CCL2 vermittelte Hyperalgesie

Um die Bedeutung von Cox-2 fir die CCL2-vermittelte Hyperalgesi@ntersuchen,
wurden die Pfotendruckschwellen nach Applikation eines selektiver2Qphibitors

bestimmt. Es wurden 5 mg Parecoxib (Dynastat, Pfizer) mysté verabreicht. Dies
konnte die CCL2-vermittelte Hyperalgesie vollstandig aufhebgimrend sich in der
Kontrollgruppe mit Kochsalzapplikation die erwartete Hyperakesnstellte. Dies
weist auf eine Beteiligung von Cox-2 in der Entstehung der Hypsialgnach CCL2

Injektion hin.
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Abbildung 3: Pfotendruckschwellen im Zeitverlauf cha CCL2 Injektion und intraperitonealer
Applikation von Parecoxib (Dynastat) oder NacCl, géstellt sind die Mittelwerte und
Standardfehler der Mittelwerte fur ipsilaterale (iierte) und kontralaterale (=nicht
injizierte) Pfote (n = 6, Two-Way-RM-ANOVA, Holm-Sak-Methode p < 0,05)

1.2.4 CCR2 Expression auf Monozyten und Makrophagen

Die Rekonstitutionsexperimente legen eine Beteiligung von Monozitekfophagen
an der Entstehung der CCL2-vermittelten Hyperalgesie naheeikeirAktivierung der
Monozyten und Makrophagen durch CCL2 ist die Expression des RezeptdR)(CC
auf den Zellen erforderlich. Diese wurde durchflusszytometrigotersucht. Mit
Thioglykollatmakrophagen der Ratte (Abbildung 4A und B) und humanen TD14
Monozyten (Abbildung 4C) wurde einer Intrazellularfarbung fir CCR2 hayafiihrt.

Beide Zellpopulationen exprimieren den CCR2.
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Abbildung 4: CCR2-Farbung von Thioglykollat-Makr@gen der Ratte (A und B) und humanen
CD14+ Monozyten (C), ED1 und ED2 wurden als MarkerMakrophagenpopulationen
verwendet.Oben links:Fenster fir ED1-positive Makrophageshen rechts:Vergleich
der CCR2- gefarbten ED1+ Makrophagen (schwarz)dmit Isotypkontrolle (grau)B:
analog fur ED2-positive Makrophagen, C: analoghfiimane Monozyten

1.3 Fragestellungen

Aus den beschriebenen Vorversuchen der Arbeitsgruppe leiten siehadestellungen
dieser Arbeit ab. Das Chemokin CCL2 fiihrt nach intraplantarektion zu einer
Hyperalgesie. Zur Entstehung dieser Hyperalgesie sind Leukozyishesondere
Monozyten notwendig, und durch Cox-Inhibitoren lasst sich die Hyperalgesi-
standig aufheben. Daraus ergibt sich die Hypothese: CCL2 eaktMionozyten und
fuhrt zu einer Induktion von Cox-2 und einer Freisetzung von Prostaglandine

Dazu sollen folgende Fragen untersucht werden:

* FiUhrt CCL2 in vitro in humanen Monozyten zu einer Induktion von Cox-2 und

einer Freisetzung von PGE
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Kommt es durch CCL2 in vitro zu einer Cox-2 Induktion und RGteisetzung

in differenzierten Peritonealmakrophagen der Ratte?

Verursacht CCL2 in vivo eine Induktion von zentraler Cox-2 im lumbalen

Ruckenmark mit Freisetzung von P&E den Liquor?

FUhrt CCL2 in vivo zu einer Cox-2 Induktion in der entziindeten Pfote?
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Es wurden méannliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 250 gd}t2Brwendet
(Harlan, Rossdorf). Die Tierversuche wurden von der zustandigaschutzbehorde
(Regierung von Unterfranken) genehmigt. Die Tiere wurden irmeib2 h Tag-Nacht-
Rhythmus gehalten und hatten freien Zugang zu Futter und Wassernnjgktionen

wurden unter kurzer Isofluran-Narkose durchgeftihrt.

2.2 Isolierung humaner Monozyten

Die Monozyten wurden mithilfe von magnetischer Zellseparation derm Blut
gesunder Spender gewonnen. Es handelt sich dabei um ein positlegioSe
verfahren, bei dem die Monozyten mit Antikbrper-gebundenen magnetiBentkeln
(CD14" MicroBeads, Miltenyi Biotec) markiert und von den ibrigen Zelletremnt
werden [78]. Als Ausgangssubstanz wurde Blut aus Thrombozytenaphézasefil
verwendet, da sich hier ein héherer Anteil Monozyten befindeh alsrimalem Vollblut
(bedingt durch die Filterkonstruktion). Diese Thrombozytenapheresefilteden von
dem Institut far Klinische Transfusionsmedizin und Hamotherapie Udei-
versitatsklinik Wirzburg zur Verfiigung gestellt. Das Blut wuldé mit RPMI ver-
dunnt. Jeweils 5 ml wurden mit 25 ml EL-Puffer (erythrocytsdybuffer) fir 15 min
auf Eis inkubiert und dann 10 min bei 400 g zentrifugiert. Der Udnedstwurde
verworfen, das Zellsediment in je 10 ml EL-Puffer resuspendied erneut 10 min
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 5 ml MACS-Puffer aufgenoemniiber einen Filter
(pre-separation filter, Miltenyi Biotec) gegeben um Zellaggite zu entfernen, und mit
einer Trypanblau-Farbung mikroskopisch gezéhlt. Da Trypanblau tdenZdhu an-
farbt, ist es moglich die Zahl der lebenden Zellen zu ezmittim n&chsten Schritt
wurden die Monozyten mit den MicroBeads markiert. Dazu wurden®1%éllen mit
200 pl CD14 MicroBeads unter standigem Schiitteln bei 4° C fir 15 min inkubiert.
Danach wurde die Zell-CD14uspension 10 min zentrifugiert und einmal mit 10 ml
MACS-Puffer gewaschen um Uberschissige Mikropartikel zu entfechen.Zell-
separation wurden 1xi@ellen in 500 ul MACS-Puffer resuspendiert. Die Separations-

saule wurde in dem Magnetfeld platziert und mit 3 ml MACS-Pujawaschen. Die
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Zellsuspension wurde Uber einen Filter auf die Sdule gegeben unmhazndeen, dass
Zellaggregate die Saule verstopfen. Nach dem Durchlaufendalisugpension wurde
die Saule viermal mit 3 ml MACS-Puffer gesplilt, um alle1@-negativen Zellen aus
der Saule auszuwaschen. Danach wurde die Saule aus dem Magmetéeidt und die

verbleibenden Zellen mit 5 ml MACS-Puffer in einem Reagewglufgefangen. Nun
wurde mit einer Trypanblau-Farbung die Zahl der lebenden GRdden bestimmt.

Die Reinheit der Zellseparation wurde mit FACS-Analysen ot

2.3 lIsolierung humaner Granulozyten

Zur Gewinnung humaner Granulozyten wurde gesunden Spendern mit einer

heparinisierten Spritze 25 ml Blut abgenommen. Das antikoaguilertevurde 1:1 mit

Komplettmedium verdinnt und jeweils 25 ml zu 25 ml Dextran-Lésung gagé&azs

Polysaccharid Dextran fordert die Geldrollenbildung der Erythereyind fihrt dazu,
dass die Erythrozytenaggregate schneller absinken [79]. Naciin3@urde die leuko-
zytenreiche obere Fraktion von der erythrozytenreichen unterktdfrabgetrennt und
zentrifugiert. Die Zellen wurden in 16 ml Komplettmedium resusliert und je 4 ml
vorsichtig auf 6 ml Ficoll-Hypaque-Losung pipettiert. Ficoll @h synthetisch her-
gestelltes Polysaccharid aus Saccharose und Epichlorhydrin und deieriDichte-

gradientenzentrifugation [80]. Die Zellen wurden bei 400 g ohne 8xdiir 40 min bei

Raumtemperatur zentrifugiert. Dabei sammeln sich die Goayt@n und verbliebene
Erythrozyten im Zellsediment, wahrend sich die Monozyten und Lynypéozan der

Ficoll-Plasma-Grenze ablagern. Das Zellsediment wurdenggemuund mit 2 ml

Komplettmedium in einem neuen Ro6hrchen resuspendiert. Um dieiebenén

Erythrozyten zu entfernen, wurde im néchsten Schritt eine hypdigse auf Eis

durchgefuhrt. Dazu wurde kalte 0,2 % Kochsalzlosung fir 30 s hingbhgagind dann
mit der entsprechenden Menge 1,6 % Kochsalzlésung neutraliseerach wurde fur
10 min bei 400 g zentrifugiert und die Lyse wiederholt. Die islie Granulozyten
wurden schlie3lich in Komplettmedium aufgenommen und mit einepahiylau-

farbung gezahlt.

2.4 Gewinnung von Peritonealmakrophagen der Ratte

Zur Rekrutierung von Makrophagen wurde der Ratte 1 ml einer 3 #glykollat-Lo-

sung intraperitoneal injiziert. Dies induziert eine Entzindundein Bauchhdhle und
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nach vier Tagen sind ausreichend Makrophagen eingewandert [81-83]T dtacky der
Ratte durch intrakardiale Injektion von T61 wurde eine peritonealageamit 20 ml
PBS + 100 pl 0,2 M EDTA durchgefuhrt und in weiteren 30 ml PB&06-ul 0,2 M
EDTA aufgefangen. Diese Zellsuspension wurde fur 10 min bei 4@atgfagiert, die
Zellen in Komplettmedium aufgenommen und mit einer Trypanblau-Farbenghlt.
Bei sehr geringer Zellzahl wurden in Einzelfallen die Makroghagon 2-4 Ratten ge-
poolt.

2.5 Gewinnung von Granulozyten der Ratte

Zur Induktion einer Entziindung mit konsekutiver Einwanderung von Granulozyten
wurden den Ratten 20 ml einer 1 % Glykogenldsung intraperitonéaérhj Nach 4 h
wurde die Ratte getotet, eine peritoneale Lavage mit 10 18B00 pl 0,2 M EDTA
durchgefuhrt und in 30 ml PBS + 400 ul 0,2 M EDTA aufgefangen. Eslewtiir
10 min bei 400 g zentrifugiert, die Zellen in Komplettmedium eo@mmen und

mithilfe einer Trypanblau-Farbung die Zellzahl bestimmt.

2.6 Gewinnung von Riuckenmark der Ratte

Zur Entnahme von lumbalem Riuckenmark wurde die Ratte getttet undirthel3&ule
freiprapariert. Mit einer HohlmeilRelzange wurden die Procesgigosi und die
hinteren Wirbelbdgen entfernt und das Rickenmark freigelegt. Rechtelinked
Ruckenmarkshalfte wurden mit einem Skalpell voneinander getrerthiseparat ent-

nommen. Beide Halften wurden eingefroren und bei -80° C aufréwa

2.7 Gewinnung von Liquor der Ratte

Die Ratten wurden getéttet und die Cisterna magna mit eimtrSpritze unterhalb des
Os occipitale punktiert. Es konnten pro Tier 80-130 ul klarer Liguarogaen werden.
Die Liquorentnahmen wurden freundlicherweise von Herrn Dr. med.t@nriGeis der

Neurologischen Klinik und Poliklinik Wirzburg durchgefihrt.

2.8 Zellstimulation mit CCL2

Zur Stimulation der gewonnenen Monozyten mit dem Chemokin CCL2 (PegtpTe
wurden 12-Loch-Zellkulturplatten verwendet. Es wurden 1xZ6éllen/ml Komplett-
medium gel6st und mit 1 pg/ml, 0,1 pg/ml, und 0,01 pg/ml CCLB firbei 37° C in-
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kubiert. Eine Positivkontrolle wurde mit 2 pg/ml LPS durchgefiiNdgch 3 Stunden
wurden die Zellen geerntet und fiir 3 min bei 400 g zentrifudiet. Uberstand wurde
abpipettiert und sofort bei -80° C eingefroren. Bei Proben flrt&keslot wurde das
Zellsediment in 250 pl RIPA-Puffer resuspendiert und fur 10 mirEaifgestellt. Da-
nach wurden auch diese Proben bei -80°C eingefroren. Bei Proben flwia& das
Zellsediment in 350 pl RAl-Lyse-Puffer + 3,5 ul Mercafitaaol resuspendiert und
ebenfalls bei -80° C eingefroren. Bei Koinkubation von GranulozytehMonozyten
wurde in gleicher Weise verfahren. Es wurden Ix#@nozyten und 1x10Granulo-
zyten in 1 ml Komplettmedium mit den oben genannten Chemokin-Konzentati

stimuliert.

2.9 Enzymgekoppelter Immunadsorptionstest (ELISA)
2.9.1 Prinzip

Der ELISA ist ein immunologisches Nachweisverfahren basieren@iaaf Antigen-
Antikdrper-Reaktion mit daran gekoppelter Farbreaktion. Bei demerateten ELISA
handelt es sich um einen kompetitiven Assay. Er basiert anku¢renz zwischen
einem markierten Antigen (Tracer) und dem zu messenden Antigetieugleichen
Antikdrperbindungsstellen. Je mehr Antigen in der Probe vorhanden s, weniger
Tracer kann an den Antikérper binden und spater nachgewiesen werddmaarist

an ein Enzym gekoppelt, das eine Farbreaktion katalysiert. Ind&s verwendeten
Assays zur Detektion von PGEst der Tracer an Acetylcholinesterase gekoppelt. Nach
mehrmaligem Waschen zur Entfernung von Uberschissigem TramerEllman's
Reagenz (bestehend aus Acetylthiocholin und 5,5 Dithio-bis-2elitrzoesaure) hin-
zugefugt. Je nach Menge des gebundenen Tracers wird nun aushiadtplin durch
Hydrolyse Thiocholin freigesetzt. Dieses reagiert mitBithio-bis-2-Nitrobenzoesaure

zu 5-Thio-2-Nitrobenzoesaure, einem gelben Farbstoff mit stadkeorbanz bei
412 nm. Die Absorption ist entsprechend proportional zur Menge an gebondene
Tracer und umgekehrt proportional zu der R®&®nzentration. Durch Vergleich zu
einem Standard mit bekanntem Prostaglandingehalt wurde die Koripenira den

Proben errechnet.
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2.9.2 Durchfihrung

Zur Bestimmung der PGEKonzentrationen wurde ein kommerziell erhéltliches
ELISA-Kit (Cayman Chemicals) verwendet. Das Protokoll orarhtisich an den
Herstellerangaben. Alle Proben wurden in Duplikaten bestimmtwkrden 50 pl
Standard oder Probe pro Loch aufgetragen. Dann wurde jeweils $8qer Tind 50 pl
Antikorper dazugegeben und fur 60 min bei Raumtemperatur inkubiert.PRite
wurde funfmal mit Waschpuffer gewaschen und 200 ul Ellman's Reagehoch hin-
zugefugt. Nach 60-90 min wurde mit einem MikrotestplattenlesegikedAbsorbanz
bei 405 nm gemessen.

2.10Western Blot
2.10.1 Probenaufbereitung und Proteinbestimmung

Die Proben fur Western Blot wurden auf Eis aufgetaut. Zumadfsithluss erfolgte
eine funfmalige Behandlung mit 50 W fir 0,5s mithilfe einedtradchall-

homogenisators. Um eine definierte Proteinmenge bei der @etglhrorese aufzutra-
gen, musste der Proteingehalt der einzelnen Proben bestimmt wiiddrei kamen

die im Folgenden beschriebenen Methoden zum Einsatz.

2.10.1.1Bradford-Test

Der Bradford-Test beruht darauf, dass der Farbstoff Coomas#iar-Blau bei
Bindung an Protein sein Absorptionsmaximum verschiebt. In AbwesenheRretein
liegt das Absorptionsmaximum bei 465 nm, im Beisein von Proteif9senm. Aus der
Zunahme der Absorption bei 595 nm kann auf die Proteinkonzentratiohlagessm
werden [84]. Es wurden 1 ul Probe und 1 ml Bradford-Reagenz in l€inette ver-
mischt und die Extinktion im Photometer bei 595 nm gemessen. Zugieiéér diente

eine Eichgerade mit einem BSA-Standard.

2.10.1.1BCA-Test

Bicinchonininsaure (BCA) reagiert mit Cu -lonen zu einem vietearbkomplex. Da-
durch eignet es sich zur Messung der freigesetzten Cu-lonen ddidRevon Protein
mit alkalischen Cu (Biuret-Reaktion) [85]. Fur die Proteiniestung nach BCA-Me-
thode wurde ein kommerziell erhéltliches Kit (Pierce BCA Rnofessay Kit, Thermo
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Scientific) verwendet. Die Durchfiihrung orientiert sich an Hemnstellerangaben. Mit
dem mitgelieferten BSA-Standard (2 mg/ml) wurde eine StaRdardinnungsreihe
hergestellt. Die Proben wurden vor der Messung 1:10 verdinnt. Aef Mikro-
titerplatte wurden pro Loch 25 pul BSA-Losung oder Probe aufgetragenlLdth
wurden 200 pl Arbeitsreagenz hinzugefigt und fur 30 min bei 37° C inkubiach
Abklhlen auf Raumtemperatur wurde die Absorbanz bei 540 nm mit einkrat@ést-

plattenlesegerat gemessen und die Proteinkonzentrationen errechnet.

2.10.2 SDS-Gelelektrophorese

Bei der SDS-Gelelektrophorese handelt es sich um ein Auofirgsverfahren von
Proteinen nach ihrer Gro3e. Es basiert darauf, dass MolekuEheslsner Gré3e in
einem elektrischen Feld unterschiedlich schnell durch eine Gelraat Polyacrylamid
wandern. Das stark negativ geladene Sodiumdodecylsulfat (BiQ&)t sich an die
Proteine an und Uberdeckt ihre Eigenladung. AuRRerdem verhindert es hydrophobe
Wechselwirkungen innerhalb der Molekile und I6st so die héheren Proteingruktur
auf. Es entstehen negative linearisierte SDS-Protein-Kempinit einem konstanten
Verhdltnis von Ladung zu Masse. Dementsprechend werden die neghtoemen
Proteine nur noch nach ihrer Molekularmasse im elektrischen dedggbtrennt. Die
Proben wurden zur Denaturierung vor dem Auftragen fur 5 min auf 887i&t. Die
Auftrennung erfolgte mit diskontinuierlicher SDS-Gelelektrophoreaeh Laemmli
[86]. Zwischen 2 vertikale Glasplatten mit 1,5 mm Abstan-®ad) wurde zunéchst
das Trenngel auf eine Hohe von 5,5 cm gegossen. Nach Polymeradidmenngels
wurde dartber 1,5 Sammelgel pipettiert und mit einem Rkastim 10 Taschen ge-
formt. Die Polymerisation der Monomere Acrylamid und Methyleninjgamid erfolgt
durch Zugabe von Ammoniumpersulfat (APS) und Tetramethylethylendiami
(TEMED). In dem Sammelgel mit geringerem Acrylamidgel§al®o) werden die Pro-
teine fokussiert um dann nahezu gleichzeitig in das Trenngel eamziern. Das Trenn-
gel verfugt Gber wesentlich kleinere Poren (10 % Acrylamitj einen héheren pH-

Wert. Hier erfolgt die eigentliche Auftrennung nach Molekulafgr.

Die Proben wurden 1:1 in Lammli-Laufpuffer verdinnt und aufgetragenin Dar
enthalten sind SDS urfiiMercaptoethanol um die Sekundar- und Tertiarstrukturen der

Proteine aufzubrechen und Disulfidbricken zu spalten. Die Auftrenaedolypte bei
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einer elektrischen Spannung von 60 V im Sammelgel und 140 V inmJeé Zur
Uberpriifung wurde immer ein Marker (PeqGold V, Peglab) mit gefiarBroteinen

bekannter Grol3en in eine der Taschen aufgetragen.

Tabelle 2: Zusammensetzung der Elektrophoresegele

Material Sammelgel Trenngel 10 %
H.O 2,85 ml 4 ml

3M Tris pH 8,8 - 2,5ml

0,5 M Tris pH 6,8 1,25 mi -

10% SDS 50 pl 100 pl
Acrylamid 850 ul 3,33 ml

APS 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl

2.10.3 Membrantransfer

Nach Auftrennung der Proteine nach ihrer Grol3e erfolgte der Tremsfeine Nitro-
zellulosemembran [87]. Dies erfolgte nach der Semi-Dry-Methddd zwei in
Transferpuffer getrdnkte Filterpapiere wurde die Nitrozellulesebran gelegt und
darauf blasenfrei das Gel. Dieses wurde wiederum von zikkerpgapieren bedeckt.
Alle Komponenten wurden in Transferpuffer getréankt in einer Transt&ammer
(Bio-Rad) platziert, und fir 75 min eine Spannung von 16V angelegtdeim

elektrischen Feld wandern die Proteine aus dem Gel alitiozellulosemembran.

2.10.4 Coomassie-Blau-Farbung

Nach dem Transfer wurde das Gel mit einer Coomassie-Farbumgagrigum die
Transfereffizienz zu Gberprifen und die verbliebenen Banden darenq&f]. Das Gel
wurde far 15 min in Coomassie-Brillant-Blau-Farblésung eingeleghn wurde es fur
10 min mit einem Schnellentfarber (10 % Eisessig + 30 % ameth entfarbt. Das Gel
wurde Uber Nacht in Aqua dest. auf dem Schuttler bewegt und amteradtagy foto-

grafiert.
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2.10.5 Immundetektion von Proteinen

Auf der Nitrozellulosemembran wurden mittels Antikdrpermarkierungifipeh Pro-
teine nachgewiesen. Dazu verwendet man einen Primarantilgagen das nachzuwei-
sende Protein und einen Sekundarantikérper, der gegen das Fc-Frdgméhtmar-
antikbrpers gerichtet ist. An den Sekundéarantikdrper ist ein EnzyBn,Meerrettich-
peroxidase gekoppelt, das dann ein Farbsignal erzeugt. Direkt machraesfer wurde
die Membran zunéchst fur 45 min in Blockierlésung (2,5 % Michpulv2/5t% BSA)
bedeckt um unspezifische Proteinbindestellen zu blockieren. Daraarfiolgte Uber
Nacht die Inkubation mit dem Primé&rantikorper gegen das nachzudeifatein bei
4° C. Die Membran wurde dreimal fir 10 min in TBS-Tween galvan und dann mit
dem Sekundarantikdrper fir 1 h bei 4° C inkubiert. Nach Inkubation wurde die
Membran erneut dreimal 10 min mit TBS-Tween gewaschen.Mdealisierung er-
folgte nach der ECL-Methode. Dabei wird die Tatsache ausgenisiss die Reaktion
von Meerrettichperoxidase (HRP) mit Luminol im Beisein vof©OHzu einer Licht-
emission fuhrt [89]. Luminol ist in der ECL-L6sung | und®4 in der ECL-L6sung Il
enthalten. Die beiden ECL-L6sungen wurden im Verhdltnis 1:1 géinisnd die
Membran fur mindestens eine Minute darin geschwenkt. Das esmsiehichtsignal

wurde fotografisch festgehalten.

Tabelle 3: Verwendete Primarantikdrper

Antikorper Typ Hersteller Konzentration
a-Cox-2 (human)| Polyklonal, Ziege SantaCruz 1:200
a-Cox-2 (Ratte) | Polyklonal, Kaninchen ThermoScientific 1:200
a-GAPDH Monoklonal, Maus Millipore 1:3000
af-Actin Monoklonal, Maus Sigma 1:20000
Tabelle 4: Verwendete Sekundarantikorper

Antikorper Hersteller Konzentration

Schaf-anti-Maus IgG, HRP GE Healthcare 1:10000
Esel-anti-Kaninchen 1gG, HRP GE Healthcare 1:5000
Esel-anti-Ziege 1gG, HRP Santa Cruz 1:3000
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2.10.6 Densitometrie

Zur Auswertung der Western Blots wurde eine densitometrischiygendurchgefinhrt.
Die IDV (integrated density values) fur Cox-2 wurden durch B¢ fir GAPDH (als
ein konstant und in immer gleicher Menge vorhandenes Protein)tgatail Unter-
schiede in der Beladung der Taschen auszugleichen. In jedemui@en die Werte auf

die Kontrolle (ohne Stimulation) bezogen und als Vielfache der Kibmtangegeben.

2.11mRNA-Analyse mittels Polymerasekettenreaktion
2.11.1 Prinzip

Um die Expression eines Gens zu untersuchen, kann die RibonukleinBiNAg¢ (
isoliert werden und mittels einer reversen Transkriptas@mplementire Desoxyribo-
nuleinsaure (cDNA) umgeschrieben werden. Diese cDNA der gesuchéssenger
RNA (mRNA) lasst sich dann mithilfe der Polymeraseketteni@akPCR) verviel-

faltigen und analysieren.

Die PCR ist eine Methode zur Vervielféltigung spezifisdDBIA-Sequenzen. Man be-
notigt ein Primerpaar, das mit den flankierenden Sequenzeniglgeris hybridisiert,
alle vier Desoxyribonukleosidtriphosphate (ANTPs), sowie eine tatziéss DNA-Poly-
merase [90]. Zunachst wird die Probe auf 95° C erhitzt um die [=igpege zu
trennen. Darauf folgt eine Abkihlung der Lésung auf eine Tempefagurder die
Primer mit jeweils einem Strang hybridisieren kénnen (Annggalilm nachsten Schritt
wird die Losung auf das Temperaturoptimum der Tag-DNA-Polymesdstzt und es
erfolgt die DNA-Synthese (Elongation). Diese drei Schritte ddnl einen
Amplifikationszyklus und werden wiederholt bis die gewinschte MengBNA ent-
standen ist [91]. Das Amplifikationsprodukt kann mithilfe einere@trophorese dar-

gestellt werden.

Die Real-time PCR stellt eine Weiterentwicklung der konventiend?CR dar. Hierbei
steht nicht so sehr das Endergebnis der PCR, sondern die Reaktiikskimeend der
Vervielfaltigung im Vordergrund. Das Prinzip basiert daraaiss man dem Reaktions-
ansatz eine Substanz zugibt, die bei Bindung an doppelstrangigaelbpdRluoreszenz
verandert. In jedem Amplifikationszyklus wird zu einem fesiggele Zeitpunkt die

Fluoreszenz gemessen. Aus der Fluoreszenzkinetik lassen sikbcRllisse auf die
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urspriingliche Menge an Ziel-cDNA in dem Reaktionsansatz zigleeweniger Zyklen
notwendig sind, um ein detektierbares Fluoreszenzsignal zugerzeumso grof3er war
die urspringliche Zahl der Kopien in dem Ansatz [92]. Die Expres##enZielgens
wird in jeder Probe auf ein Referenzgen mit konstanter Expreés®s rRNA) be-
zogen. Die Auswertung erfolgte nach dé’ Methode zur relativen Quantifizierung
[93].

2.11.2 RNA-Extraktion

Die Extraktion der RNA erfolgte mit dem NucleoSpin RNAKIit (Macherey-Nagel).
Das Prinzip beruht darauf, die Zellen zu lysieren und die RNAdemnrestlichen Zell-
bestandteilen zu trennen, ohne dass die RNA dabei durch ubiquitér vorh&htikesen
zerstort wird. Dazu dient ein Lysepuffer mit hohen Konzentratiomercheaotropen
Salzen die zu einer Zelllyse und Inaktivierung der DNAsen fulkaefRerdem werden
so optimale Bedingungen fir die Bindung der RNA an eine Silica-Mangaschaffen.
Kontaminierende DNA, die ebenfalls an die Membran bindet, wirchdchsten Schritt
durch Zugabe von DNAse zerstort. Durch verschiedene Waschsclhetten Salze,
Metaboliten und Zellbestandteile entfernt. Die reine RNA wiilisf3lich in RNAse-
freies Wasser aufgenommen. Vor Beginn der RNA-Isolierung wurdedalien durch
10 maliges Aufziehen mit einer Insulinspritze homogenisiemies Rickenmark und
Pfotengewebe im Homogenisator mechanisch zerkleinert. Dgenfié Protokoll
orientiert sich an den Herstellerangaben des Kits. Die Praivdewauf den violetten
Filter geben und 1 min bei 11000 g zentrifugiert (Homogenisierung).Cdechfluss
wurde mit 350 ul 70 % Ethanol vermischt, auf den blauen Filteth&# Silica-
Membran) gegeben und fir 30 s bei 11000 g zentrifugiert (Bindung an didorislie).
Es wurden 350 ul MDB (membrane desalting buffer) hinzugegeben und rfiin
zentrifugiert. 95 pl Reaktionsmix (90 ul Reaction Buffer + LéDNase pro Reaktion)
wurden auf die Membran pipettiert und 15 min bei Raumtemperatubiarkwzur Zer-
stérung der DNA. Nun folgten mehrere Waschschritte: 200 ul RAgWReuffer und
30 s zentrifugieren, 600 pl RA3-Wasch-Puffer und 30 s zentrieigie250 ul RA3
Puffer und 2 min zentrifugieren. Schliel3lich erfolgte die Elutiorin neues Rdhrchen

mit 40 ul Aqua dest. und 1 min zentrifugieren. Die RNA wurdie-80° C gelagert.
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2.11.3 cDNA-Synthese

Die cDNA-Synthese erfolgte mit dem High-Capacity cDNA/&se Transcription Kit
(Applied Biosystems). Das Prinzip besteht darin, die RNA mé&héfner reversen
Transkriptase in DNA umzuwandeln [94]. Bei dem verwendeten Enzyateltees sich
um eine rekombinante Moloney murine leukaemia virus reverse Tiptiasie. Random
Primer sind Oligonukleotide aus einer zufalligen Kombination von Nukieot Sie
dienen der Anlagerung der reversen Transkriptase und sind sortpuSkiarder cDNA-
Synthese. Desoxyribonukleosidtriphosphate (dANTPs) fungieren als Ciuat&ne. Pro
Reaktion wurden 2 pl 10x RT Buffer, 0,8 pl 25x dNTP Mix (100 mM) 2@t RT
Random Primers, 1 ul MultiScribe Reverse Transcriptagg, RINAse Inhibitor sowie
1 ug RNA in 13,2 pl Nuclease-freiem Wasser eingesets. P)pettieren aller Schritte
erfolgte auf Eis. Die Proben wurden kurz zentrifugiert, iml@yplatziert und durch-
liefen ein Programm von 10 min bei 25° C, 120 min bei 37° C unch9#ii85° C. Die
Lagerung der Proben erfolgte kurzfristig bei 4° C oder lastigrbei -20° C.

2.11.4 Durchfihrung der konventionellen PCR

Zur Vervielfaltigung der erstellten cDNA diente ein Master aus PCR Puffer, Mggl
dH,O, GoldTAQ (alle Applied Biosystems), den Primern (forward unense) sowie
der cDNA (Tabelle 5). Bei der GoldTAQ handelt es sich um BiNA-Polymerase, die
von dem Bakterium Thermus aquaticus (TAQ) abstammt, und sich @umehsehr
groRe Hitzestabilitdt auszeichnet. Die GoldTAQ stellt eiNdifikation der
urspriinglichen TAQ-Polymerase dar. Sie liegt zunachstaiktiver Form vor und wird
erst durch 10 minttiges Erhitzen auf 95° C zu Beginn der PCR aktii@durch wird
die Bildung von unspezifischen Nebenprodukten verringert und somit Ausbedte
Spezifitat verbessert [95]. Das MgGitellt freie Mg* lonen zur Verfiigung, die fir die
Funktion der Polymerase notwendig sind. Nach kurzem Zentrifugieredewutie
Proben in dem Cycler platziert. Es erfolgte ein Programs 2 min bei 95° C zur
Aktivierung der DNA-Polymerase und dann 35 Zyklen bestehend aus 30s
Strangtrennung bei 95° C, 30 s Annealing bei 57° C (Cox-2) oder 6&@AEDH) und
30 s Elongation bei 72° C. Anschliel3end erfolgten 10 min bei 72° C und4dda&iis
zur Entnahme der Proben. Zur Visualisierung wurden die Proben im Assdulf ein
Gel aufgetragen. Das Gel besteht aus 2 g Agarose aufl18g0m+ 10 pl SYBR Safe
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DNA Gel Stain (Invitrogen). SYBR Safe ist ein Farbstoff; de die cDNA bindet und
durch UV-Licht sichtbar gemacht werden kann. Es wurden 10 pl Fnib2 pul 10x
BlueJuice Laufpuffer (Invitrogen) gemischt und in die TaschenGids pipettiert. Es
erfolgte eine Elektrophorese bei 90 V fir 35 min. Dann wurdeGidsbei UV-Licht

fotografiert.
Tabelle 5: Pipettierschema pro Reaktionsansatkaterentionellen PCR
Substanz Menge
10x PCR Puffer Il 2 ul
MgCl, 1l
dH,O 18 pl
GoldTAQ 0,25 pl
Primer (forward und reverse, jeweils 1:19 75 ul
verdinnt mit HO) O H
cDNA 2,5 ul
Tabelle 6: Verwendete Primer (konventionelle PCR)
Gen Forward Primer (5'-3) Reverse Primer (5°-3)
GAAGTTCCTTATTTCCTTTCACA

Cox-2 GAACAACATTCCCTTCCTTCG cC

GAPDH | GGTCGGTGTGAACGGATTTG | GTGAGCCCCAGCCTTCTCCAT

2.11.5 Durchfuhrung der quantitativen Real-time PCR

Ein Reaktionsmix-Ansatz besteht aus 12,5 ul Absolute SYBR Gre@X RIlix
(ThermoScientific), 1,75 pl Forward Primer, 1,75 pul Revemsmd? (beide 1:33 ver-
dunnt) und 4 pl nuklease-freiem Wasser. Der Absolute SYBR GreehNR©Qenthalt
eine Thermo-Start DNA-Polymerase, dNTPs, einen Reaktionspi#¥BR Green |
und ROX. Die Thermo-Start DNA-Polymerase wird durch 15 minutiedstzen auf
95° C vor Beginn der PCR aktiviert. Bei SYBR Green | handsl sich um einen

Fluoreszenzfarbstoff, der sich an Doppelstrang-DNA anlagert ubdi dlaoresziert.
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Das Fluoreszenzsignal ist proportional zu der Menge an DoppelstraAg®ROIX ist
ein Referenzfarbstoff zur Normalisierung der Daten. Jewedsul Reaktionsmix
wurden auf eine 96-Loch-PCR-Platte (ThermoScientific) pipetti2ie cDNA wurde
1:10 mit Wasser verdinnt und davon 5 pl zu dem Reaktionsmix dazugegeben. E
erfolgten immer Dreifachbestimmungen. Die Platte wurde emer durchsichtigen
Klebefolie (ThermoScientific) Uberzogen, kurz zentrifugiert und inrm d€ycler
platziert. Es folgte ein Programm mit 15 min bei 95° C zkivAerung der Polymerase
und dann 50 Zyklen bestehend aus 1 min Annealing und Elongation bei 60° C und 15 s
Strangtrennung bei 95° C. Am Ende der Elongationsphase wurde im j&ddus die
Fluoreszenz gemessen. Im Anschluss daran wurde zur Uberprufungricher- P
Spezifitat eine Schmelzkurve erstellt. Dabei wird die tBlddngsam bis auf 95° C
erhitzt und in kurzen Abstanden die Fluoreszenz gemessen. Dma hedaler Ver-
vielfaltigung entstandene Produkt eine spezifische Schmelztatupéat, kann man an
dem Verlauf der Schmelzkurve sehen, ob unerwiinschte Nebenprodukenasrs
sind. In den Schmelzkurven ist die Anderungsrate der Fluoreszeren gdig
Temperatur aufgetragen. Die Ergebnisse wurden nur verywedah die Schmelzkurve
eine hohe Primer-Spezifitat zeigte (Abbildung 5). Zur Auswertwaogle manuell eine
Linie im Bereich der exponentiellen Vervielféltigung gelegt urel Sichnittpunkte der
Amplifikationskurven mit dieser Linie ermittelt. Da immene Dreifachbestimmung
vorlag, wurden die Schnittpunkte gemittelt und Ausrei3er eliminizahn wurde die
Differenz aus dem Schnittpunkt der Amplifikationskurve fiir Cox-2 dath Schnitt-
punkt der Amplifikationskurve des Referenzgens (18S rRNA) gehiiddtdieses als
negative Potenz von 2 gesetzt. Jeweils eine Probe wurdemtiole auf eins normiert
und fur die anderen Proben die vielfache mRNA Expression im Venglai dieser

Kontrolle errechnet.

Tabelle 7: Verwendete Primer (quantitative PCR)
Gen Forward Primer (5°-3) Reverse Primer (5'-3)
TGTATGCTACCATCTGGCT! | GTTTGGAACAGTCGCTCGTCA”
Cox-2
CGG C
18 S-rRNA | ATGGTTCCTTTGGTCGCTCG| GAGCTCACCGGGTTGGTTTT
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Temperature (C) Temperature (C)

Abbildung 5: Darstellung der Schmelzkurven fiir Coflinks) und 18S rRNA (rechts)

2.12Verhaltensexperimente

Die Verhaltensexperimente stellen die Grundlage der Untersuchdiagemd wurden
von Frau Diana Pflicke (Klinik und Poliklinik fir Anéasthesiologie Wiiig) durchge-
fahrt. Zur Messung von mechanischer Hyperalgesie wurden dienBfatkschwellen
(PPT) nach modifiziertem Randall-Selitto Test bestimnazuwird mit dem Stempel
eines Pfotendruckalgesiometers (Ugo Basile, Comerigendatunehmend Druck aus-
geubt bis zum Wegziehen der Pfote. Die Werte in g entsprecheawfetien Stempel
einwirkenden Gewicht. Die PPT wurden jeweils flr beide Seiestimmt, vor und

nach einseitiger intraplantarer Injektion von 3 ug CCL2.

2.13Verwendete L6sungen

Blockierldsung 2,5 % Trockenmilchpulver (Roth) + 2,5 % Bovines Serumalbumin
(Sigma) in TBS-Tween

Bradford-ReagenaBio-Rad Protein Assay 1:5 verdinnt in Aqua dest.

Dextran-L6sung3 % Dextran (Roth) in 0,9 % Kochsalzlésung

ECL-L6sung 144,25 mg Luminol + 6,512 mg p-Hydroxycoumarinsdure (beide Sigma)
+5ml Tris 1 M pH 8,8 auf 50 ml 4@

ECL-L6sung 15 ml Tris 1 M pH 8,8 + 32 ul ¥D, (Sigma) auf 50 ml kD

Elektrophorese-Puffe3 g Tris + 14,4 g Glycin + 1 g SDS (alle Sigma) auiH,0O

Komplettmedium500 ml RPMI (Gibco Invitrogen) + 50 ml FCS (PAA Laboratories)
100 IU/ml Penicillin/Streptomycin (Biochrom AG)
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Lammli-Laufpuffer 125 ml 1 M Tris (AppliChem) + 40 ml 10 % SDS + 37,79
Glycerol + 1 ml Bromphenolblau auf 100 mp® vor Gebrauch Zugabe von
50 ul B-Mercaptoethanol (alle Sigma) auf 950 pl Laufpuffer

MACS-Puffer 250 ml PBS (Biochrom AG) + 0,5 % BSA (Sigma) + 2 mM EDTA
(Roth)

RIPA-Puffer 1 % Igepal CA-630 + 0,5 % Natriumdesoxycholat + 0,1 % SDS (alle
Sigma) in PBS, vor Gebrauch 1 Tablette Protease-Inhibitoren (Ractie
10 ml Puffer

TAE-Puffer 4,848 g Tris + 2 ml 0,5 M N&EDTA + 1,2 ml Eisessig auf 1,0

TBS-Tweenl,21 g Tris + 8,77 g NaCl + 500 pl Tween 20 auf 2OH

Thioglykollat-L6sung3 % Thioglykollat (Sigma) in Aqua dest.

Transferpuffer3 g Tris + 14,4 g Glycin + 200 ml Methanol auf 1JMH

2.14Gerate
Tabelle 8: Verwendete Geréte

Gerat Hersteller
7300 Real Time PCR System Applied Biosystems, USA
Centrifuge 5418 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland
FluorChem FC2, Multiimage II Alpha Innotech, Cell BiosciendgSA
ISrr;/Zt?eemMaster VDS Gel Documentation Pharmacia Biotech, Schweden
Megafuge 1.0 R Heraeus, Hanau, Deutschland
Mini Protean Tetra Cell Bio-Rad, USA
Nano Drop 2000 Spectrophotometer Thermo Scientific, USA
Photometer HP 8453 Hewlett Packard Company, USA
Sonopuls HD 3080 Bandelin electronic, Berlin
Steri-Cult 200 Incubator Thermo Scientific, USA
Sunrise Microplate Reader Tecan, Schweiz
Thermal Cycler 2720 Applied Biosystems, USA
Trans-Blot Semi-Dry Transfer Cell Bio-Rad, USA
VarioMACS Separator g{!iggkg r?éec, Bergisc-Gladbach
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2.15Software

Tabelle 9: Verwendete Software
Programm Verwendung Hersteller
7300 System Software Real-time PCR Applied Biosystems, USA

Alpha Innotech,Ce|

Alpha View Version 1.3.0.7 Western Blot Biosciences, USA

EndNote X4 Literatur Thomson Reuters, USA
Magellan Version 5.01 ELISA Tecan, Schweiz

Microsoft Excel 2003 Statistik Microsoft Corporation, USA
Microsoft Word 2007 Textverarbeitung Microsoft Corporation, USA
Sigma Plot Version 11.0 Grafik Systat Software InGAU
Sigma Stat Version 3.5 Statistik Systat Software, lASA

2.16 Statistik und Auswertung

Alle Ergebnisse wurden als Mittelwerte +/- Standardfehleegelgen. Bei Vergleichen
von zwei Gruppen und vorliegender Normalverteilung wurde ein t-Teshgeitihrt,
bei nicht normalverteilten Daten ein Mann-Whitney-RangsummerestVergleichen
von mehreren Gruppen wurden Varianzanalyen (ANOVA) verwendet, digimbrmal-
verteilten Daten ANOVA on ranks. Zur Subgruppenanalyse wurde bemalor
verteilung die Holm-Sidak-Methode gewdahlt und bei nicht normalvemteiDaten
wurde die Dunnett's Methode verwendet. Ergebnisse mit p <0,0denw als

signifikant gewertet.
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3 Ergebnisse

Die Vorarbeiten der Arbeitsgruppe zeigen, dass CCL2 nadplahtarer Injektion zu
einer Hyperalgesie in Ratten fuhrt und diese Hyperalgesie dusténsische Applika-
tion eines selektiven Cox-2 Hemmers reversibel ist. Dadiéie nun untersucht werden,
inwieweit CCL2 in vitro zu einer Cox-2 Induktion in Monozyten/ Makrogdra flihrt.
Gegenstand der Untersuchungen waren sowohl humane Monozyten als @&ocledter

makrophagen der Ratte.

3.1 Cox-2 in humanen Monozyten nach CCL2 Stimulation

Die Cox-2 Proteinexpression in humanen Monozyten wurde mittels WeBtlet
untersucht. Parallel erfolgte die Bestimmung der R&@nzentration in den Uber-
stéanden dieser Zellen. Bei den verwendeten Zellen harglsicle um CD14+-Mono-
zyten, die durch magnetische Zellseparation aus dem Blut gewanrden. Bereits
unter Basalbedingungen besteht eine schwache Cox-2 Expression. 4. BB, sthrker
Induktor der Cox-2 in Monozyten [96, 97] wurde als Positivkontrolle eingedeie
Stimulation von 1x10 Zellen erfolgte mit CCL2 in den Konzentrationen 1, 0,1 und
0,01 pg/ml. Nach 3 h Stimulation kommt es zu keiner verstaikxgnession von Cox-

2, wahrend eine deutliche Cox-2 Induktion durch LPS zu erkennen ist. Auch
verschiedene andere Zeitpunkte (1, 6 und 12 h) wurden untersucht und ergaben
ebenfalls keine Cox-2 Induktion durch CCL2 (nicht dargestellt). Abbildungz&igt
exemplarisch einen Western Blot und Abbildung 6B die densitomedri&oswertung

von verschiedenen Western Blots (n = 4-8). Die Werte wurdediaufontrolle (ohne

Stimulation) bezogen und als Vielfache der Kontrolle angegeben.

A

- - i * Cox-2

S S e SR A\PDH

Kontrolle LPS 1 0,1 0,01

CCL2 [ug]
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Abbildung 6: Cox-2 Expression in humanen Monozyi@). Western Blot nach 3 h LPS- und CCL2-
Stimulation in drei verschiedenen Konzentratior@APDH diente als Ladekontrolld)
Densitometrische Auswertung verschiedener Cox-2 té¥vesBlots, IDV Cox-2/IDV
GAPDH, die Kontrolle wurde auf 1 gesetzt (n = 4-8/fANOVA Holm-Sidak-Methode
p < 0,05)

Die Zelluberstande der CCL2-stimulierten Monozyten wurden von @#arZgetrennt

und der Gehalt an PGHnittels ELISA bestimmt. LPS fuhrt zu einem signifikanten
Anstieg der PGEKonzentration (p < 0,001), wahrend CCL2 nicht zu einer Freisetzung
von PGE aus humanen Monozyten fuhrt (n = 8). Unter Kontrollbedingungen lag die
mittlere PGE Konzentration bei 39,86 pg/ml und wurde durch Stimulation mit LPS auf

2939,88 pg/ml gesteigert.
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Abbildung 7: PGEGehalt in Uberstéanden von humanen Monozyten nattin&ubation mit LPS oder

CCL2 in verschiedenen Konzentrationen (n =38, RM-AMO Holm-Sidak-Methode
p < 0,05)
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3.2 PGE; Freisetzung von Monozyten und Granulozyten

Im nachsten Schritt sollte untersucht werden, ob fir die Cox-2 liodukine Inter-
aktion von Monozyten und Granulozyten notwendig ist. Dazu wurden humane Mono-
zyten und Granulozyten (PMN) im Verhaltnis 1:1 koinkubiert. Die Gfaton mit
CCL2 erfolgte in den gleichen Konzentrationen wie bei den Monozyteah [8&h
wurden die Zelluberstande auf ihren RGEehalt untersucht. Es ergaben sich keine
Unterschiede zwischen unstimulierten Monozyten und den mit CCL2-<tirieumi
Monozyten und Granulozyten.
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Abbildung 8: PGE Gehalt in Zelliberstdnden von humanen Monozyteth Gnanulozyten nach 3 h

Stimulation mit CCL2 in verschiedenen Konzentragiorin = 3)

3.3 Cox-2 in Peritonealmakrophagen der Ratte

Neben den humanen Monozyten wurden auch Makrophagen der Ratte nft CCL
stimuliert und die Cox-2 Expression untersucht. Bei den verwemdetien handelt es
sich um Peritonealmakrophagen nach Thioglykollat-Injektion. Die Cox-RAn®urde

nach CCL2 Stimulation mittels RT-PCR bestimmt. Abbildung 9A tzdig Agarose-
Gelelektrophorese einer konventionellen RT-PCR. 3 h Kulturbedingungen ohne
Chemokin-Stimulation fihren bereits zu einem Anstieg an Cox-2 mRN&ser wird
durch LPS Stimulation weiter gesteigert, durch CCL2 Stinmdatjedoch nicht.
Abbildung 9B zeigt die Auswertung der quantitativen Real-time FERerfolgte eine
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relative Quantifizierung, der mRNA Gehalt ist als Vielias der Kontrolle angegeben.
Bei bereits hoher Cox-2 Expression unter Kontrollbedingungen ergabekesiehsig-
nifikanten Unterschiede zwischen Kontrolle und den LPS oder CCiH#tirten
Zellen (n = 3, ANOVA p > 0,05).
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Abbildung 9: Cox-2 mRNA in Peritonealmakrophagem Batte. A) Agarose-Gelelektrophorese der
PCR-Produkte, unstimulierte Zellen nach 0 und ®Wwis LPS- und CCL2-Stimulation
mit 3 h Inkubation. B) Real-time PCR mit relativer Quantifizierung derx€d mRNA
aus Peritonealmakrophagen der Ratte nach 3 h LR8- QCL2-Stimulation (n=3,
ANOVA p > 0,05)
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In den Zelliberstanden wurden, analog zu den humanen Monozyten, dieKBGE
zentrationen bestimmt (Abbildung 10). Insgesamt zeigen sichtderaiicht stimulier-
tem Zustand deutlich hohere P&GEonzentrationen als bei humanen Monozyten. Sie
lagen bei 863,76 pg/ml und nach LPS Stimulation bei 1237,01 pg/ml. Ecismd
kommt es durch LPS zu einer geringen, jedoch nicht signifikanteisefizung von
PGE. CCL2 fuhrt nicht zu einer PGHEreisetzung (n = 6-9, RM-ANOVA p > 0,05).
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Abbildung 10: PGEGehalt in Zelliberstanden von Peritonealmakrophatgr Ratte nach 3 h LPS oder
CCL2 Inkubation (n = 6-9, RM-ANOVA p > 0,05)

3.4 Zentrale Cox-2 Expression nach intraplantarer CCL2Injektion

Da es im Rahmen von peripheren Entziindungsreaktionen auch zu eineroimaokti
Cox-2 im ZNS kommen kann [69] sollte im nachsten Schritt die Cox-2 Esipresn
lumbalen Rickenmark und die P&EKonzentration im Liquor nach intraplantarer
CCL2 Injektion untersucht werden. 3 h nach CCL2 Injektion in die reefute wurde
das lumbale Ruckenmark entnommen und rechte und linke Hélfte sepérdiren
Cox-2 mRNA Gehalt untersucht. Abbildung 11A zeigt eine konventionell®®R-der
Ruckenmarkhélften. Es ist kein Unterschied zwischen rechisjiz{erter) und linker
(=nicht-injizierter) Halfte zu erkennen. In Abbildung 11B ist dielative
Quantifizierung der Cox-2 mRNA im Rickenmark durch Real-time PR@R)jestellt.

Auch hier zeigt sich kein Unterschied zwischen injizierter undhtrnjizierter
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Ruckenmarkhalfte. Injektion von CCL2 in die Pfote fuhrt also zu kelderauf-
regulation von Cox-2 mRNA im lumbalen Rickenmark der Ratte.
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Abbildung 11: Cox-2 Expression in lumbalem Ruckerknder Ratte nach intraplantarer CCL2 Injek-
tion. (A) Agarose-Gelelektrophorese der PCR-Produkte: éalglvon linker und rechter
Ruckenmarkhalfte 3 h nach CCL2 Injektion in diehtecPfote B) Real-time PCR mit
relativer Quantifizierung der Cox-2 mRNA aus Rudkemk der Ratte 3 h nach
intraplantarer CCL2 Injektion (n = 8, Mann-WhitnBangsummentest p > 0,05)

Zur Untersuchung von zentraler Prostaglandin-Produktion nach intraptat@ite?
Injektion wurde den Ratten nach 3 h Liquor aus der Cisterna magmanenen und
mittels ELISA die PGEKonzentration bestimmt. Als Positivkontrolle wurde
komplettes Freundsches Adjuvans (CFA), eine entziindungsverursachenden£ubst
verwendet. CFA fihrt zu einer signifikanten PG¥eisetzung in den Liquor (n = 3,
ANOVA p < 0,05). Der PGEGehalt im Liquor wird durch CFA von 242,78 pg/ml auf
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701,96 pg/ml gesteigert. Durch intraplantare CCL2 Injektion dagegehder PGE
Gehalt im Liguor nicht signifikant verandert (n = 8) (Abbildung 12).
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Abbildung 12: PGEKonzentrationen im Liquor 3 h nach CFA oder CClgektion (fir CFA n =3,
Kontrolle und CCL2 n = 8, ANOVA p < 0,05)

3.5 Cox-2 Expression in der entziindeten Pfote

Da CCL2 nicht zu einer direkten Cox-2 Induktion in Monozyten/ Makrophageitran

fuhrt, sollte nun untersucht werden ob es in vivo zu einer lokalen Codtktion nach
CCL2 Exposition kommt. Dazu wurde CCL2 in die Rattenpfote injiziad nach 3 h
das Pfotengewebe entnommen. Die Cox-2 Expression in der entzinésemvérde

mit RT-PCR untersucht. Die nicht-injizierte Gegenseite diafg&ontrolle. Abbildung
13A zeigt eine konventionelle PCR und Abbildung 13B die relative Qimetiing

nach Real-time PCR des Pfotengewebes. Die Injektion von CCL2 Ziuhdinem

signifikanten Anstieg der Cox-2 mRNA in der Pfote (n =14, Mann-Véitn
Rangsummentest p <0,05). Nach 3 h verdoppelt sich die Cox-2 mRNAei

entzindeten Pfote.
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Abbildung 13: Cox-2 Expression in der Pfote nachL€@njektion. A) Agarose-Gelelektrophorese der
PCR-Produkte von Pfotengewebe 3 h nach CCL2 Imekin die rechte Pfote, die
Gegenseite (links) diente als KontrolB) (Real-time PCR mit relativer Quantifizierung

der Cox-2 mRNA (n = 14, Mann-Whitney-Rangsummenpest0,05).

3.6 Lokale Hemmung von Cox-2 in der Pfote

Nachdem gezeigt werden konnte, dass CCL2 Injektion zu einer Induktio@ax-2 in
der Pfote aber nicht im ZNS flhrt, sollte nun untersucht weaotleauch eine lokale
Applikation des Cox-2 Hemmers Parecoxib zu einer Aufhebung der Hypeedliged.
Dazu wurde den Ratten vor intraplantarer Injektion von CCL2 kgrigarecoxib in die
Pfote injiziert. Die mechanischen Pfotendruckschwellen wurden vornach CCL2
Injektion bestimmt. Lokale Applikation von Parecoxib konnte die CCLiézlte
Hyperalgesie aufheben. Bei Injektion von Parecoxib in die Katérale Pfote kam es
jedoch zu der erwarteten Hyperalgesie (n =6, Two-way RMNOXN, Holm-Sidak-
Methode p < 0.05).
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Abbildung 14: Pfotendruckschwellen im Zeitverlawfch CCL2 Injektion und lokaler Applikation von

Parecoxib, schwarze Kreise: ipsilaterale Injektimm Parecoxib vor CCL2 Injektion,
graue Dreiecke: kontralaterale Injektion von Paxégograue Kreise: ipsilaterale Appli-
kation von NacCl, jeweils vor CCL2 Injektion. Dargeltt sind die Mittelwerte und
Standardfehler der Mittelwerte (n =6, Two-way RM-BMA, Holm-Sidak-Methode
p < 0,05).
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Arbeit wurde ein mdéglicher Mechanismus in der Ehistg von Ent-
zindungsschmerz untersucht. Es konnte in Vorarbeiten gezeigt werdenC@h2

nach intraplantarer Injektion zu einer mechanischen und thermistymeralgesie der
untersuchten Ratten fiuihrt und dass diese von der Anwesenheit von Leukabyt
hangig ist. Durch Cox-Inhibitoren kann die Hyperalgesie vollstaradifgehoben
werden. In isolierten humanen Monozyten und Peritonealmakrophageratierlda®st

sich jedoch in vitro weder eine Cox-2 Induktion noch eine PBEisetzung durch
CCL2 Stimulation beobachten. Auch die Koinkubation von humanen Monozyten und
Granulozyten fuhrt in vitro nicht zu einer P@Ereisetzung nach CCL2 Stimulation,
wahrend es in der Rattenpfote zu einer Heraufregulation der Cox-2sBixprenach
CCL2 Injektion kommt. Daraus schlieRen wir, dass die Wirkung von23@itht direkt
sondern vermutlich indirekt zu einer Cox-2 Heraufregulation fuhrt. iDi@plantare
Injektion von CCL2 fihrt zu keiner Induktion von zentraler Cox-2 oderr dhmnei-
setzung von PGEN den Liquor, sodass davon auszugehen ist, dass es sich um einen

peripheren Mechanismus handelt.

4.2 Diskussion der Methoden
4.2.1 Zellisolation

Humane Monozyten wurden durch magnetische Zellseparation aus Thrombo-
zytenapheresefiltern von gesunden Spendern gewonnen. Es ergab sickvasse g
spenderbedingte Variabilitat in der Ausbeute der gewonnenen ZBilerReinheit der
isolierten Monozyten wurde mit FACS-Analysen Uberprift und lag bea €5 %.
Neutrophile Granulozyten wurden aus Blut von Labormitarbeitern isoBerch hier
wurde die Reinheit mit FACS-Analysen untersucht. Bei KoinkubationMonozyten

und neutrophilen Granulozyten war es nicht moglich Zellen des giei8penders zu
verwenden. Es ist daher denkbar, dass diese Ergebnisse durchktibrienson
individuumsspezifischen Oberflachenmolekilen der verschiedenen Syeraieflusst

wurden.
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4.2.2 Verwendung von Thioglykollat-Makrophagen

Die Peritonealmakrophagen der Ratte wurden nach Thioglykollat-Injeggaonnen,
da es sich dabei vorwiegend um inflammatorische Makrophagen haielh
Thioglykollat-Injektion kommt es innerhalb von einigen Stunden bis zugeenTagen
zu einem Einwandern von inflammatorischen Makrophagen, wahrend atie an
residenten Makrophagen im Peritonealraum abnimmt [98]. Bei deh d@tioglykollat
einwandernden Makrophagen handelt es vorwiegend um CCR2-positiven.Zkil
CCR2 Knockout-Mausen kommt es zu einer deutlich eingeschrankten
Makrophageneinwanderung in das Peritoneum durch Thioglykollat im Wergie
Wildtyp-Tieren [99]. Es gibt jedoch Hinweise, dass eine Aktung durch
Thioglykollat den Arachidonsaurestoffwechsel von Monozyten beeinflussan.
Peres et al. konnten Unterschiede in der Aufnahme und Oxidation vaé@ufett in
Thioglykollat-Makrophagen im Vergleich zu residenten Peritonaktophagen der
Ratte feststellen. Die Aufnahme von Arachidonsaure und andetts@den aus dem
umgebenden Medium Uber sechs Stunden war in Thioglykollat-Makrophagé0 #%m
reduziert, gleichzeitig jedoch die Oxidationsrate deutlich erhdht][1®&dererseits
hatten bei Verwendung von residenten Peritonealmakrophagen di@ Zedkrerer
Ratten gepoolt werden mussen, um eine ausreichende Zellzahthaliere Die
moglichen Interaktionen von Makrophagen verschiedener Ratten stbieifalls einen
unbekannten Einflussfaktor dar. AuRerdem erscheint es wahrscheinidass bei der
CCL2-induzierten Hyperalgesie inflammatorische Makrophageriligetind, und die
Expression von CCR2 ist eine wichtige Voraussetzung fir die belehen
Experimente. Daher wurden nach Thioglykollat-Injektion eingewandealerdphagen

verwendet.

4.2.3 Wahl des Kulturmediums

Als Kulturmedium fir die Experimente wurde Komplettmedium bestlzrs RPMI,
10% fetalem Kaélberserum (FCS), Penicillin und Streptomycinwerdet. Von
Bedeutung bei der Wahl des Kulturmediums ist, dass es keirekidelenthalten darf,
die eine Cox-2 Induktion oder PGEreisetzung aus Monozyten verursachen. In der
Literatur gibt es Hinweise, dass FCS eine Ausschiittung vachWdonsauremetaboliten

bewirken kann. Es wurde gezeigt, dass die Freisetzung von BGE TXB, aus
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humanen Monozyten nach Stimulation mit dem Komplementfaktor C3b durch
Anwesenheit von FCS deutlich verstarkt war. Die gleiche Agbrippe beobachtete
auch, dass FCS in unstimulierten Zellen die spontane Eicosams®etifteng hemmt
[101]. Um den Effekt von FCS auf die P&Ereisetzung nach CCL2 Stimulation zu
untersuchen, wurden in Vorversuchen Zellen in RPMI ohne FCS stiinuiid diese
Ergebnisse mit den PGHKonzentrationen nach Stimulation in Anwesenheit von FCS
verglichen. In dem gewahlten Zeitraum von 3 h ergaben sicle kéterschiede in den

PGE Konzentrationen.

4.2.4 Messung von PGE

Wie die meisten Eicosanoide werden Prostaglandine nicht in déam Zsdspeichert,
sondern neu aus Arachidonsaure synthetisiert und freigesetzt. iatiniehen Koérper
hat PGE eine Halbwertszeit von ungefahr 30 s und wird schnell durclyddehgenasen
zu inaktiven Metaboliten umgewandelt. Die Proben wurden sofort naalin@ung bei
-80° C eingefroren und zur Messung auf Eis wieder aufgetaut.PDbben eines
Spenders wurden immer genau gleich behandelt, sodass eventedlavArgange in
allen Proben gleichermal3en auftreten sollten. In der Auswertundewuie PGE

Konzentrationen auf eine Kontrollprobe innerhalb des Sets bezogen.

4.2.5 PCR

Der Nachweis von mRNA mittels PCR ist eine sehr semesiklethode [102]. Von
Nachteil ist jedoch, dass keine Aussage dartiber gemacht weaden ob das ent-
sprechende Protein auch tatsachlich synthetisiert wird Rea-time PCR mit SYBR
Green als Fluoreszenzfarbstoff ist in ihrer Sensitivitatanderen Real-time PCR Me-
thoden vergleichbar. Die Spezifitat ist jedoch gegenuber deverelung von Sonden
deutlich geringer. Eventuell gebildete Nebenprodukte erzeugen dberdal
Fluoreszenzsignal mit SYBR Green [102]. Um die Entstehung vdremygodukten
auszuschlieRen wurde im Anschluss an die PCR immer eine Schmelzbustellt
(Abbildung 5). Die Ergebnisse wurden auf ein Referenzgen bezogen, micitesicher
auszuschlief3en ist, dass dessen Expression gewissen Schwankungegturerlder
relativen Quantifizierung kann keine Aussage Uber den absolutert GelmaRNA ge-

macht werden [93].
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4.3 Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Cox-2 Induktion in Monozyten
4.3.1.1 Cox-2 Induktion durch CCL2

Es konnte in vitro keine Cox-2 Induktion in humanen Monozyten oder Peritoneal-
makrophagen der Ratte durch CCL2 gezeigt werden. Dies steleipensatz zu
Ergebnissen von Tanaka et al. Diese Autoren konnten in humanen Monezryten
Cox-2 Induktion durch CCL2 Stimulation nach einer Inkubationszeit von 24 h nach-
weisen [103]. Die gewahlte CCL2 Konzentration von 10 ng/ml entsprder
niedrigsten von uns untersuchten Konzentration. Die Zellen wurden jedoch im
Unterschied zu unseren Experimenten nach Isolation zunéchst fur 12h in
Kulturmedium ausgesat um eine Adharenz und Differenzierung der Monozyte
erzielen. Danach erfolgte die Stimulation mit CCL2 Uber 24dr. 2itiche Rahmen
unterscheidet sich wesentlich von unseren Untersuchungen. Da di2 e@hittelte
Hyperalgesie in den Verhaltensexperimenten nach 3-6 h maximahweden diese
Zeitpunkte untersucht. Die unterschiedlichen Ergebnisse kdnnen sowohl akmch
Zeitpunkt, als auch durch Unterschiede in dem verwendeten Kulliumeoder dem

Differenzierungsgrad der stimulierten Monozyten bedingt sein.

Die Expression des CCR2 auf den Monozyten/ Makrophagen ist eine nayeendi
Voraussetzung fur die durchgefuhrten Experimente. Die humanen Monozytdanv
Uber magnetische Zellseparation mit CD14-Microbeads gewonnen wumbEssses
sich bei den untersuchten Zellen vorwiegend um den inflammadterisdyp der
CD14+ CD16- Zellen handelt, die den CCR2 exprimieren. Dies konnterarbeiten
der Arbeitsgruppe durch CCR2-Farbungen der isolierten Zellentipest@érden (siehe
Einleitung, Abbildung 4C). Die verwendeten Rattenzellen wurden naabglykollat
Injektion gewonnen, da es sich dabei vorwiegend um inflammator3CR2-positive
Makrophagen handelt [98, 99]. Auch hier wurde die CCR2 Expressiorsal@rien
Zellen im Vorfeld untersucht (siehe Einleitung, Abbildung 4A und B)

Als Positivkontrolle fur Cox-2 Induktion wurde LPS verwendet. In deslieden
humanen Monozyten konnte immer eine signifikante Cox-2 Induktion durchbeBS

bachtet werden. In den Thioglykollat-Makrophagen fuhrte LPS jedocdema&i einer
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signifikanten Cox-2 Induktion, noch zu erhdhter BGQHeisetzung im Vergleich zu
nichtstimulierten Zellen. Méglicherweise ist dies durch eirdaRtivierung der Zellen
durch Thioglykollat bedingt. Schon direkt nach der Entnahme der Zeleairis
deutliche Cox-2 Expression zu beobachten, die durch die Kulturbedingungam all
ohne Stimulation, noch gesteigert wird (siehe Ergebnisteil, |&ing 9). Diese hohe
basale Aktivitat von Cox-2 in den isolierten Zellen kdnnte einen inckrmen Effekt
von LPS oder CCL2 verdecken. Humes et al. zeigten in Peritoakephagen der
Maus, dass die PGHEreisetzung nach Stimulation mit Zymosan in Thioglykollat-
Makrophagen gegeniber residenten Peritonealmakrophagen deutlich hdralgaise
[104]. Scott et al. beobachteten, dass in vitro Exposition von residé/lakrophagen
mit Thioglykollat zu einer Hemmung des Arachidonsduremetabolismute f{td5].
Auch die Reaktion auf LPS scheint in Thioglykollat-Makrophagen im ey zu
residenten Peritonealmakrophagen verandert zu sein. Nach 18 h InkubdtibBRSm
kam es nur zu einer geringen Cox-2 Induktion in Thioglykollat-Makrophagénewéa
LPS zu einer deutlichen Cox-2 Induktion in residenten Makrophagere f{il0®]. Dies
steht im Einklang mit unseren Beobachtungen, dass LPS in TkadigliyMakrophagen
keine, oder nur eine geringe Cox-2 Induktion bewirkt. Die gewonneneenDat
Thioglykollat-Makrophagen der Ratte sind daher weniger aussagglatitdie Daten
zu humanen Monozyten, in denen eine grundsatzliche Induzierbarkeit von Cosh2 dur

LPS gezeigt wurde.

4.3.1.2 Cox-2 Induktion durch andere Mediatoren

Neben exogenen pathogen-assoziierten Mustern wie dem bakterigl&n oder
Mannoseresten auf unterschiedlichen Mikroorganismen [107] kénnen audhieers
dene endogene Mediatoren, vor allem Zytokine, zu einer Cox-2 InduktionnoZyten
fahren. IL-1 gehort zu den wichtigsten proinflammatorischen Zytokuned kann von
Keratinozyten, Fibroblasten, Endothelzellen, Neuronen und Immunzaele Makro-
phagen oder Mastzellen sezerniert werden [108]. Inkubation von humakephagen

mit IL-1 fuhrt innerhalb von zwei Stunden zu einem deutlichen Ansiiexg Cox-2
MRNA. Dieser Effekt scheint vor allem lber eine Staleifisng der Cox-2 mRNA be-
dingt zu sein [109]. Auch TNE-ist ein bekannter Induktor von Cox-2 und fihrt in
humanen Monozyten innerhalb von einer Stunde zu einer Cox-2 Induktion auf mRNA
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Ebene, beziehungsweise innerhalb von zwei Stunden zu einem Coxi2gAast
Proteinebene [110]. Diese Zytokine kénnten nach CCL2 Injektion in dieripéote

von umgebenden Zellen freigesetzt werden und eine Cox-2 Induktion in jenoz
bewirken. Auch durch T-Lymphozyten sezerniertes IL-17 bewirkt pirahne Cox-2
Induktion in humanen Monozyten [111]. Neben den Zytokinen kommen auch weitere
endogene Mediatoren fur eine Cox-2 Induktion in Frage. So zum Beisipiel- L
mediatoren wie Ceramide [56] oder Oxidationsprodukte reaktiverrSatfeadikale,

wie 4-hydroxy-2-nonenal (HNE). Diese Aldehyde sind, im Gegengatz den
Sauerstoffradikalen selbst, relativ stabil und an verschiedgaelprozessen beteiligt
[112]. Kumagai et al. beobachteten, dass HNE und Cox-2 in Makrophagen
kolokalisieren und HNE in einer Makrophagen-Zelllinie innerhalb vomigen
Stunden zu einer Cox-2 Induktion fuhrt [113]. Reaktive Sauerstoffspenistehen in
Immunzellen im Rahmen der Infektabwehr. CCL2 kann in Makrophagen Hiengi

von reaktiven Sauerstoffspezies ausldsen [114] und kénnte somit Uligilddieg von

HNE zu einer Cox-2 Induktion in Makrophagen in der Rattenpfote flhren

4.3.1.3 Intrazellulére Signalwege

Es sind je nach Stimulus, Zelltyp und Spezies verschiedene Bagelder Cox-2 In-
duktion beschrieben. LPS bindet tUber ein vermittelndes Bindungsprote@Da4.
Dieser Komplex interagiert mit dem Toll-like receptor 4LRR) und flhrt unter
anderem zu einer Aktivierung von NB. Dieser Transkriptionsfaktor ist an der Modu-
lation der weiteren Vorgange beteiligt [3]. Im Rahmen des LStimulation kommt es
zu einer Freisetzung von IL-1 und TNFdurch die Monozyten. Die Regulation der
Cox-2 Expression durch LPS ist jedoch unabhangig von diesen Mediatoremnfoigd
direkt auf transkriptioneller und posttranskriptioneller Ebene [1hSgesamt spielt der
Transkriptionsfaktor NkB eine Schltsselrolle in der Induktion von Cox-2 und ist in
den meisten Signalwegen involviert. Weitere, an der Induktion vonr2Cleteiligte
Faktoren sind EGR1, C/EBP und CRE. Sie kdnnen Uber die Proteinkirass GIAP-
Kinasen aktiviert werden [116-118]. Auch die mikrosomale ProstdgleE Synthase 1
(mMPGES-1) wird Uber NEB etwas zeitversetzt parallel zu Cox-2 reguliert [117F Di
intrazellularen Signalwege nach Aktivierung des CCR2 sind michstandig geklart.

Fur chemotaktische Effekte, Integrinaktivierung und transendatbelMigration
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scheinen unterschiedliche Signalkaskaden verantwortlich zu setgili@ sind ver-
schiedene MAP-Kinasen und Rho GTPasen [119, 120]. Unter den gegebene
Bedingungen scheint keine direkte Induktion von Cox-2 in Monozyten durch Stimula
tion mit CCL2 zu erfolgen. Méglicherweise fehlt dazu die Aldiving eines weiteren
Faktors in der intrazellularen Signalkaskade. Dies konnte Uhber Isteraktion mit

anderen Zellen oder weiteren Mediatoren erfolgen.

4.3.2 Cox-2 Induktion in anderen Zellen

CCL2 wirkt hauptsachlich auf Monozyten. Zu einem geringen Anteidereijedoch
auch neutrophile Granulozyten durch CCL2 zum Entziindungsort rekrutiest. daher
denkbar, dass in diesen Zellen durch CCL2 Cox-2 induziert wirdrditigs zeigen die
Verhaltensexperimente, dass nach Leukozytendepletion und Rekonstitgion
Granulozyten alleine keine Hyperalgesie entsteht [76]. Ersthddie Rekonstitution
von Monozyten kommt es zu einer Hyperalgesie, die durch KoinjektioMenmozyten

und Granulozyten noch verstarkt wird. Daher erscheinen auch diréeieteEvon
CCL2 auf andere Zellen am Entzindungsort wie Fibroblasten oder Enetithelz
unwahrscheinlich. Indirekte Effekte sind jedoch mdglich. Es warkigar, dass von
den Monozyten Partikel oder Mediatoren freigesetzt werden, die2doxanderen
Zellen induzieren. Jungel et al. konnten zeigen, dass MikropadikeMonozyten in
Synovialfibroblasten zu einer Induktion von Cox-2 und mPGES-1 fuhren [121].
Mikropartikel sind kleine Vesikel, die von aktivierten Zellen ebchnirt werden und
entsprechend aus Membranbestandteilen und Oberflachenmarkern ihremgszpie
bestehen. Die Arbeitsgruppe konnte sogar zeigen, dass Uber Miksmartikel
Arachidonsaure von den Leukozyten zu den Synovialfibroblasten traespertirde,

und diese dann als Substrat fur die PGgnthese diente [121]. In &hnlicher Weise
kénnten Monozyten zu einer Cox-2 Induktion in umliegenden Zellen im Pfotengeweb
fihren. Auch in Granulozyten kbnnen Monozyten eine Cox-Induktion bewirken. Die
Uberstande LPS-stimulierter Monozyten fiihren zur Bildung von P@Ehumanen
Granulozyten, vermutlich Uber die Freisetzung von TNR22]. Granulozyten allein
scheinen keine proinflammatorischen Mediatoren freizusetzenende Hyperalgesie
auszuldsen [16, 18], in Kombination mit aktivierten Monozyten kénnten dioeljeeine

Quelle proalgetischer Zytokine und Prostaglandine darstellen.
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4.3.3 Zentrale Cox-2

Die Verhaltensexperimente zeigen, dass die CCL2 vermittéyigeralgesie durch
systemische Applikation des Cox-2 Inhibitors Parecoxib vollstandgysioel ist. Dies
lasst eine Beteiligung von Cox-2 an der Entstehung der Hyperalgasnuten. Es lasst
sich jedoch nicht sagen, inwieweit der Effekt von Parecoxib dusshritiing von Cox-

2 in der entziindeten Pfote oder durch Inhibierung von zentraler Cox-2 uner3eam
arbeitungsprozessen im Rickenmark oder Gehirn zustande kommt. Coiehehibi
unterscheiden sich sowohl in ihrer Selektivitat beztglich Card Cox-2 als auch in
ihrer Applikationsart und ihren pharmakokinetischen EigenschaRarecoxib wird
nach parenteraler Applikation sofort in das auf3erst Cox-2 selékslkecoxib umge-
wandelt, welches bereits nach 15 min das ZNS erreicht [75, U&Raneta et al. unter-
suchten zentrale antinozizeptive und periphere antiinflammatorisitekte von Pare-
coxib im Vergleich Ketoprofen, das Uberwiegend auf Cox-1 wiikt s&llten fest, dass
die periphere entziindungshemmende Wirkung von Parecoxib starker vehe &t
Ketoprofen. Die Effekte auf zentrale Schmerzprozesse, gemean der c-Fos
Expression im Hinterhorn des Rickenmarks, hingen von dem Applikationszeigtunkt
Bei Medikamentenapplikation vor Induktion der Entzindung waren beide Cox-
Inhibitoren effektiv, wahrend bei bereits bestehender Entziindungetaptéfen die c-
Fos Expression verringern konnte [124]. Da beide Cox-Inhibitoren gteielfien das
ZNS erreichen, scheinen die Unterschiede eher durch ihre €lektSitat bedingt zu
sein als durch pharmakokinetische Unterschiede. Cox-2 ist nebeBildeng von
Prostaglandinen auch an dem Abbau von Endocannabinoiden beteiligt und kénnte so z

Antinozizeption beitragen [125].

Wie in 1.1.4 erlautert, kann eine periphere Entziindung zu einer ladukin Cox-2 im
Rickenmark und einem Anstieg von PGia Liquor fihren. Die analgetische Wirkung
von Parecoxib in den Verhaltensexperimenten konnte daher auch duretezEfferkte
bedingt sein. Um diese Frage zu klaren, wurde die Cox-2 Expmessi lumbalen
Rickenmark sowie die Prostaglandinfreisetzung in den Liquor nacdhplenttarer
CCL2 Injektion bei Ratten untersucht. Es ergab sich keine gedteigxpression von
zentraler Cox-2. Daher scheint der antinozizeptive Effekt Rarecoxib in der CCL2-

vermittelten Hyperalgesie durch periphere Cox-2 Hemmung bedirggiauDies wird
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unterstitzt durch die Beobachtung, dass sich die Cox-2 Expression ifotied&ch
CCL2 Injektion verdoppelt und die lokale Injektion von Parecoxib in die Rioteiner

Aufhebung der Hyperalgesie fluhrt.

4.3.4 Beteiligung weiterer Zellen oder Mediatoren

Da CCL2 alleine in Monozyten nicht zu einer Induktion von Cox-2 fiistreine Betei-
ligung weiterer Mediatoren wahrscheinlich. Die Interaktion vaynbkyten mit anderen
Zellen kbnnte zu der Freisetzung eines Mediators fihren, der daag @duziert. Be-
kannte Entzindungsmediatoren, die zu einer verstarkten Cox-2 Expressitono-
zyten flihren, sind TNF- oder IL-1. Dixon et al. konnten zeigen, dass die Cox-2
Expression in Monozyten durch Interaktion mit Thrombozyten beeinflusst[hii@].
Durch Interaktion von P-Selektin auf der Thrombozytenoberflache mitRi&alektin
Glycoprotein-Liganden 1 (PSGL-1) auf Leukozyten kénnen sowohl Transkripgon a
auch posttranskriptionelle Mechanismen beeinflusst werden. &babhteten eine
Cox-2 Induktion in Monozyten durch aktivierte Thrombozyten. Die Uberstande de
Thrombin-aktivierten Thrombozyten waren nicht ausreichend um diesiekt zu
erzielen, erst in Aggregaten von Monozyten und Thrombozyten kam eiaeruCox-2
Induktion. In der frihen Phase war diese Induktion nur auf mRNA Ebene zu
beobachten, da die gebildete Cox-2 mRNA sofort wieder abgebaut imrdeateren
Verlauf kam es zu einem erneuten Anstieg der Cox-2 mRNA und serid-all auch

zu einer Proteinsynthese. Die Arbeitsgruppe konnte zeigen, ésssaveite Phase der
Cox-2 Induktion Uber IL-g vermittelt wird. Es wird nach Monozyten-Thrombozyten-
Interaktion sezerniert und stabilisiert die Cox-2 mRNA. Dadurchd vilir Abbau
verhindert und es kommt zu einer gesteigerten Proteinsynthese HiiO&hnlicher
Mechanismus Uber eine Freisetzung von pLwire auch fur CCL2 denkbar. Neben der
Interaktion mit Thrombozyten sind ahnliche Interaktionen von Monozyteh mi
Endothelzellen beschrieben, die zu einer gesteigerten Expression Vv
proinflammatorischen Zytokinen wie TNk-fuhren [126]. Diese kobnnen dann

wiederum Cox-2 in Monozyten induzieren und eine Hyperalgesierkenvi

4.4 Ausblick

Cox-Inhibitoren gehdren zu den am haufigsten verwendeten Schmenmmiitéder

sind sie nicht frei von Nebenwirkungen. Magenbeschwerden treten rauffigero-
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sionen oder Ulcera bis hin zu schweren gastrointestinalen Barusid wichtige
Komplikationen. Auch Odeme, Natrium- und Wasserretention, Niehéasgungen,
Kopfschmerzen, Schwindel, H6r- und Sehstdérungen gehdren zu dem Nebenwirkungs
spektrum von Cox-Inhibitoren [77]. Die modernen selektiven Cox-2 Hemmer ve
ursachen zwar weniger gastrointestinale Blutungen, habenala#tizum Teil ernstzu-
nehmende kardiovaskulare Nebenwirkungen. Durch ein besseres Veis@edmole-
kularen Mechanismen, die zur Schmerzentstehung beitragenesviveelleicht in Zu-
kunft mdglich sein spezifischer mit therapeutischen Mittalzuaetzen. Schmerz ist ein
sehr komplexer Zustand, der auf dem Zusammenspiel vieler Fakiereht und einer
differenzierten Therapie bedarf [127]. Erste CCR2 Antagonisterdem derzeit in
klinischen Studien zur Behandlung von rheumatoider Arthritis, Diabeigllitus und
multipler Sklerose getestet [32]. Die Bedeutung von CCL2 in dést&hung von Ent-
ziindungsschmerz sollte weiter untersucht werden, da hieutletmnoch weitere Me-
diatoren und ungekléarte Mechanismen beteiligt sind. Diese konhéstiadls ein thera-

peutisches Ziel darstellen.
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5 Zusammenfassung

Schmerz ist eine wichtige Komponente von Entziindungsreaktionen. hmeRades
Entzindungsgeschehens werden Zytokine und Chemokine freigesetzt, die temkozy
zum Entziindungsort rekrutieren. Uber die Freisetzung weiterdgptisaher Mediato-
ren tragen diese zur Aktivierung und Sensibilisierung von Nozizeptoredamd zur
Schmerzentstehung bei. Zu den klinisch bedeutendsten Analgetika gdi@dNBAID,
deren Wirkmechanismus Uber die Hemmung von Cyclooxygenasen erfoégt. S
blockieren Cox und damit die Bildung von P$5Rvelches Uber eine Sensibilisierung
von Nozizeptoren an der Schmerzentstehung beteiligt ist. Das Menazakrutierende
Chemokin CCL2 verursachte in Verhaltensexperimenten eine Hypsiglgei Ratten.
Diese Hyperalgesie war durch den Cox-2 Inhibitor Parecoxib vollstéedgysibel.
Diese Arbeit untersucht daher die Beteiligung von Monozyten undagtastiinen an
der CCL2-vermittelten Hyperalgesie als einen mdglichen lsieismus der Entstehung

von Entztindungsschmerz.

Es wurden humane Monozyten sowie Peritonealmakrophagen der Ratte isadien

vitro mit CCL2 stimuliert. In den Zelliberstanden wurden miteldSA die PGE
Konzentrationen bestimmt und in den Zellen die Cox-2 Expressitarsuicht. Dies
erfolgte Uber die Quantifizierung von Cox-2 mRNA durch Real-tire® Bowie dem
Nachweis von Cox-2 Protein mittels Western Blot. Desweiteremievdie PGE Kon-
zentrationen nach Koinkubation von humanen Monozyten und Granulozyten analysiert
Die Rolle von zentraler Cox-2 wurde durch Bestimmung der PGHzentration im
Liquor und der Cox-2 mRNA im lumbalen Rickenmark nach intraplantaréf @G
jektion untersucht. In der Pfote wurde der Cox-2 mRNA Gehalt naci2@gektion
mittels PCR bestimmt. AbschlieRend wurde die Wirksamhkeérdokalen Applikation

von Parecoxib Uberpruft.

Durch in vitro Stimulation mit CCL2 kam es weder in humanen Monozytech in
Peritonealmakrophagen der Ratte zu einer Cox-2 Induktion oder erhdhtenKBGE
zentrationen. Auch Koinkubation von Monozyten und Granulozyten ergab kete ve
starkte PGE Freisetzung nach CCL2 Stimulation. Die Cox-2 Expression im lumbal

Ruckenmark sowie die spinale P&Konzentration wurden durch intraplantare CCL2
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Injektion nicht beeinflusst, wahrend es in der Pfote nach CQigktion zu einem
signifikanten Anstieg der Cox-2 mRNA kam. Lokale Parecoxib Appbkakonnte die

CCL2-vermittelte Hyperalgesie vollstéandig aufheben.

Im Rahmen der CCL2-vermittelten Hyperalgesie wird Cox-2 in Rettenpfote
induziert. Dabei handelt es sich um einen lokalen EffektralenCox-2 scheint an der
Entstehung der Hyperalgesie nicht beteiligt zu sein. CCL2 féHdgh nicht direkt zu
einer Cox-2 Induktion in Monozyten, sondern diese scheint erst durchki®@ von
verschiedenen Zellpopulationen oder der Beteiligung weitereiBdtngsmediatoren
zu entstehen. Mégliche an der Cox-2 Induktion beteiligte Mediateireh IL-1 oder
HNE.

Da Cox-Inhibitoren sehr haufig verwendete Medikamente sind, jedadithiedene
Nebenwirkungen besitzen, ware ein genaueres Verstandnis der maekudiechanis-
men von Schmerzentstehung wiinschenswert. Damit kbnnte man spezifisadizea
und madglicherweise nebenwirkungsdrmere Medikamente entwickedte ECR2 An-
tagonisten werden derzeit klinisch getestet. Die genauereshavismen, Uber die
CCL2 an der Schmerzentstehung beteiligt ist, missen jedoch rmaten @rforscht und

beteiligte Mediatoren identifiziert werden.
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7 Abkirzungsverzeichnis

2-AG 2-Arachidonylgycerol

ANOVA Englisch: Analysis of Variance

APS Ammoniumpersulfat

BCA Englisch: bicinchoninic acid

BSA Bovines Serumalbumin

C/EBP Englisch: CCAAT enhancer binding protein
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat

CCl Englisch: chronic constriction injury

CD Englisch: cluster of differentiation

cDNA Englisch: complementary deoxyribonucleic acid
CFA Englisch: complete Freund's adjuvant

CGRP Englisch: calcitonin gene related protein
Cox Cyclooxygenase

CRE cAMP response element

dNTP Desoxyribonukleosidtriphosphat

ECL Englisch: enhanced chemiluminescence
EDTA Ethylendiamintetraacetat

EGR-1 Englisch: early growth response-1

ELISA Englisch: Enzyme linked immunosorbent assay
EL-Puffer Englisch: erythrocyte lysis buffer

FACS Englisch: Fluorescence-activated cell sorting
FCS Englisch: fetal calf serum

fMLP N-formyl-Methionyl-Leucyl-Phenylalanin
GAPDH Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase
HNE 4-hydroxy-2-nonenal

HRP Englisch: horseradish peroxidase

HRP Englisch: horseradish peroxidase

IASP Englisch: International Association for the Study of Pain
IDV Englisch: integrated density values

IL Interleukin

LPS Lipopolysaccharid
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MACS
MAPK
MDB
MPGES-1
MRNA
NF«B
NSAID
PBS
PGE
PMN
PPT
PSGL-1

reg3b
RIPA

RM-ANOVA

RT-PCR
SDS
TAQ
TEMED
TLR
TNF-a
Tris
TRPV1
TTX
TXA
ZNS

Englisch: magnetic cell separation

Englisch: mitogen-activated protein kinase

Englisch: membrane desalting buffer
Mikrosomale Prostaglandin E Synthase 1
Englisch: messenger ribonucleic acid

Nukleérer Faktor kappa B

Englisch: non steroidal anti-inflammatory drugs
Englisch: phosphate buffered saline

Prostaglandin £

Polymorphonukleére Zellen

Englisch: paw pressure threshold

P-Selektin Glykoprotein-Ligand 1

Englisch: regenerating isled derived 3 beta, pancreatitis iatsic
protein

Radioimmunoprecipitation assay buffer

Englisch: repeated measures analysis of naga
Englisch: reverse transcription polymerase chattion
Sodiumdodecylsulfat

Thermus aquaticus

Tetramethylethylendiamin

Englisch: toll-like receptor

Tumor-Nekrose-Faktar
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

Englisch: transient receptor potential vanilloid receptor
Tetrodotoxin

Thromboxan A

Zentrales Nervensystem

65



Danksagung

Ich mochte mich ganz herzlich bei Frau Priv.-Doz. Dr. Heiken®& und Herrn Prof.
Dr. Alexander Brack fiir die Uberlassung des Themas, die hagerde Betreuung und
strukturierte Einfuhrung in Methodik und Hintergriinde sowie die motwiéen

Gespréache bedanken.

Fur die Betreuung im Labor und hilfreiche Ratschlage bei versciseaie praktischen

Fragen bedanke ich mich bei Frau Dr. rer. nat. Dagmekéia

Herrn Dr. med. Christian Geis aus der Neurologischen Klinik wiiglinik Wirzburg
danke ich fur die Unterstiutzung bei den Liquorentnahmen und die Einweisung in di
Entnahme von Ruckenmark, Herrn Dr. rer. nat. Winfried NeuhauwsidUEinfihrung in

die Technik der Real-time PCR und Frau Diana Pflicke furDdiechfihrung der

Verhaltensexperimente.

AuRerdem mochte ich mich bei den Technischen AssistentinnelBFnaca Schneiker,
Katarina Pech, Judith Skirde und Elisabeth Wilken dafiir bedankass sie bei

alltdglichen Fragen im Labor immer als Ansprechpartnerizneverfigung standen.

Schlie3lich danke ich meinen Eltern ganz herzlich fir die Uiitztsng wahrend

meines Studiums und die Ermoéglichung dieser Doktorarbeit.

Mein Dank gilt auch der Medizinischen Fakultat der Univerdi@trzburg, die mich

durch ein Promotionsstipendium bei der Durchfiihrung dieser Arbeitstiitzt hat.



