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1. Einleitung

1.1 Stand der Forschung

1.1.1 Allgemeine Einfiihrung

Die internationale Fachgesellschaft zum Studium des Schmerzes (IASP) de-
finiert Schmerz als ,unangenehme sensorische und emotionale Empfindung mit
tatsachlicher oder moglicher Gewebeschadigung® (International Association for
the Study of Pain (IASP) Taxonomy 2011, 1.10.2012, www.iasp-pain.org). Die
IASP hat wichtige Begriffe fur die Schmerzmedizin und —forschung definiert.
Der Begriff Hyperalgesie bezeichnet ein gesteigertes Schmerzempfinden auf
einen normalerweise bereits schmerzhaften Reiz, beispielsweise Druck auf eine
Korperstelle. Unter Entzindungsbedingungen flhren verschiedene proalge-
tische Mediatoren zu Nozizeptorsensitivierung und zur Entwicklung einer in-
flammatorischen Hyperalgesie. Ein Schmerzempfinden auf einen normaler-
weise nicht schmerzhaften Reiz wird als Allodynie bezeichnet. Beispielsweise
ein Schmerzempfinden bei leichter Beruhrung der Haut oder durch das Gewicht
von Kleidung auf der Haut. Analgesie bedeutet im Gegensatz dazu die Ab-
wesenheit von Schmerz bei einer normalerweise schmerzhaften Stimulation.
Nozizeption ist der physiologische Prozess der Schmerzentstehung auf peri-
pherer und zentraler neuronaler Ebene. Als Nozizeptoren werden sensorische
Nerven bezeichnet, die durch noxische Stimuli erregbar sind. Nozizeptor-
sensitivierung ist eine erleichtere Erregbarkeit des Nozizeptors bei Kontakt mit
noxischen Stimuli (www.iasp-pain.org, 1.10.2012).

Im klinischen Alltag werden verschiedene Schmerzformen unterschieden. Der
akute, nozizeptive Schmerz ist die Reaktion auf einen akut schadigenden Sti-
mulus und hat eine wichtige, physiologische Schutzfunktion fur den Korper, bei-
spielsweise vor weiterer Schadigung des Gewebes. Inflammatorischer Schmerz
entsteht durch Aktivierung des Immunsystems nach Gewebeschadigung und
unterstitzt indirekt die Heilung, beispielsweise bei der chirurgischen Wundhei-
lung. Im betroffenen Gewebe besteht eine Hyperalgesie, die das geschadigte

Gewebe vor weiterer Schadigung schutzen soll. Pathologische Schmerzformen



sind neuropathische Schmerzen nach Nervenschadigung und dysfunktionaler
Schmerz beispielsweise bei Fibromyalgie, dabei besteht weder eine Nerven-
schadigung noch eine Entziindung (Woolf 2010).

Schmerzen sind ein Hauptsymptom der Entzindung. Wahrend einer Entzun-
dung treten klassische Symptome auf: Schmerz (Dolor), Uberwarmung (Calor),
Roétung (Rubor), Schwellung (Tumor) und Funktionsverlust (Functio laesa)
(Marchand, Perretti et al. 2005). Bei einer inflammatorischen Hyperalgesie be-
steht eine gesteigerte Empfindlichkeit fur mechanische und thermische Stimuli
im entzindeten Gewebe (Sommer and Kress 2004). Ein wichtiger Bestandteil
der Entzundungsreaktion ist die Rekrutierung von im Blut zirkulierenden Leuko-
zyten ins geschadigte Gewebe. Bestandteile der Zellwand von Bakterien (Lipo-
polysaccharide (LPS)) oder chemische Stoffe (z.B.: Carrageen) kénnen die
Einwanderung von Leukozyten ins Gewebe auslosen (Marchand, Perretti et al.
2005). Wahrend in der ersten Phase der Entzindung zunachst neutrophile
Granulozyten als Vermittler der unspezifischen Immunabwehr einwandern
(Marchand, Perretti et al. 2005), spielen in der zweiten Phase Mono-
zyten/Makrophagen und Lymphozyten als Teil der spezifischen Immunabwehr
eine wichtige Rolle (Brack, Labuz et al. 2004). Neben Aufgaben wie Immunab-
wehr und Regenerierung von geschadigtem Gewebe spielen Leukozyten auch
bei der Entstehung der inflammatorischen Hyperalgesie eine entscheidende
Rolle. Die Bedeutung einzelner Leukozytensubpopulationen sowie die Interakti-
on zwischen Leukozytensubpopulationen und Nozizeptoren fur die Entstehung
der inflammatorischen Hyperalgesie sind noch Gegenstand der Forschung.
Eine Vielzahl proalgetischer Mediatoren werden bei Gewebeschadigung freige-
setzt und entfalten entweder direkt an nozizeptiven Neuronen oder indirekt Gber
Nozizeptorsensitivierung ihre Wirkung (Rittner, Machelska et al. 2005). Proalge-
tische Mediatoren sind beispielsweise Zytokine und reaktive Sauerstoffradikale
(ROS). In dieser Arbeit soll die Bedeutung von ROS und deren Folgeprodukte,
den Lipidperoxidationsprodukten (4-Hydroxynoneal (4-HNE)), untersucht wer-
den. Ein genaueres Verstandnis der Mechanismen der Entstehung der in-
flammatorischen Hyperalgesie konnte die Basis fur die Entwicklung neuer the-

rapeutischer Ansatze in der Schmerztherapie sein.



1.1.2 Leukozyten und inflammatorische Hyperalgesie

Fir die wissenschaftliche Untersuchung der inflammatorischen Hyperalgesie
werden verschiedene Entzindungsmodelle verwendet. Folgende Substanzen
konnen zur Induktion einer Entzindung im Tiermodell verwendet werden:
Carrageen, komplettes Freund’s Adjuvans (complete Freund’s adjuvant (CFA)),
LPS, Zymosan oder Glykogen (Rittner, Machelska et al. 2005). Entzindetes
Gewebe wird von verschiedenen Leukozytensubpopulationen (neutrophile Gra-
nulozyten, Monozyten/Makrophagen oder Lymphozyten) infiltriert. Deren Be-
deutung flr die Entstehung der inflammatorischen Hyperalgesie ist noch nicht
ganzlich geklart. Eine Vielzahl von Arbeiten zeigt, dass Leukozyten essentiell
fur die Entwicklung der inflammatorischen Hyperalgesie sind.

Cunha et al. zeigen im Modell der Carrageen-induzierten Entzindung die Be-
deutung von neutrophilen Granulozyten fur die Entwicklung einer mechanischen
Hyperalgesie. Durch Vorbehandlung von Wistar Ratten mit Fucoidin, einem
Leukozytenadhasionsinhibitor, kann die Carrageen-induzierte mechanische
Hyperalgesie dosis- und zeitabhangig inhibiert werden (Cunha, Verri et al.
2008). Unsere Arbeitsgruppe zeigt hingegen, dass nach i.pl. Injektion der
Chemokine CXCL1 oder CXCL2/3 selektiv dosis- und zeitabhangig neutrophile
Granulozyten ins Gewebe rekrutiert werden, die Versuchstiere jedoch keine
mechanische oder thermische Hyperalgesie entwickeln. Im Modell der CFA-
induzierten Entzindung werden neutrophile Granulozyten ins Gewebe rekrutiert
und die Versuchstiere entwickeln eine mechanische und thermische Hyper-
algesie (Rittner, Mousa et al. 2006; Rittner, Hackel et al. 2009a). Noxische und
inflammatorische Stimuli induzieren im Hinterhorn des Ruckenmarks die Ex-
pression von c-Fos. Die Bestimmung der c-Fos Expression bietet eine bio-
chemische Erganzung zur Beurteilung von Schmerzen zu Verhaltens-
experimenten. Die c-Fos Expression und die lokale Prostaglandin E, Produktion
bleiben nach Injektion der Chemokine CXCL1 oder CXCL2/3, die selektiv
neutrophile Granulozyten ins Gewebe rekrutieren, unverandert. Bei CFA-
induzierter Hyperalgesie wird lokal Prostaglandin E, gebildet und im Hinterhorn
des Ruckenmarks die Expression von c-Fos induziert. Folglich sind neutrophile

Granulozyten vermutlich nicht allein fir die Entstehung der inflammatorischen



Hyperalgesie verantwortlich (Ritther, Mousa et al. 2006). Mono-
zyten/Makrophagen konnten bedeutend fur die Entwicklung der inflammatori-
schen Hyperalgesie sein. Nach CFA-induzierter Hyperalgesie besteht das
zellulare Infiltrat des entzlindeten Gewebes nach 48 h und 96 h hauptsachlich
aus Monozyten/Makrophagen (Brack, Labuz et al. 2004). AuRerdem schwacht
die Depletion von Monozyten/Makrophagen die inflammatorische Hyperalgesie
im Modell der chemisch induzierten Peritonitis ab (Ribeiro, Vale et al. 2000).
Monozyten sind eine heterogene Gruppe und Ubernehmen im Organismus viel-
faltige Aufgaben: Abwehr von Pathogenen, Phagozytose, Antigenprasentation,
immunmodulatorische Aufgaben und Wundheilung. Im Blut zirkulierende
Monozyten wandern aus BlutgefalRen ins Gewebe ein und differenzieren zu
Makrophagen (Gordon and Taylor 2005; Dale, Boxer et al. 2008).

Im menschlichen Organismus charakterisiert das Oberflachenmolekil CD14
Monozyten. Anhand ihrer Oberflachenmolekule konnen Monozyten in zwei
Gruppen unterteilt werden: zirkulierende, ,klassische“ CD14" CD16~ Monozyten
und residente CD14" CD16" Gewebemakrophagen. Zusétzlich exprimieren sie
Chemokinrezeptoren. CD14" CD16" Makrophagen exprimieren den Chemokin-
rezeptor 5 (CCR5) und CD14" CD16™ den Chemokinrezeptor 2 (CCR2) (Weber,
Belge et al. 2000). Bei Ratten wird das Oberflachenmolekil CD43 zur Identifika-
tion von Monozyten verwendet (Ahuja, Miller et al. 1995; Gordon and Taylor
2005). CD43°" Monozyten exprimieren vermehrt CCR2. Im Modell der sterilen
Peritonitis wandern inflammatorische CD43"°" CCR2" Monozyten ins Peritone-
um ein (Gordon and Taylor 2005). Monozyten/Makrophagen aus Ratten kdnnen
in CCR2"" CX3;CR1°" CD43"°" und CCR2°" CX3;R1"" CD43"" Mono-
zyten/Makrophagen unterteilt werden (Yrlid, Jenkins et al. 2006). ED1 (CD68)
und ED2 (CD163) sind weitere Oberflachenmolekule anhand derer Mono-
zyten/Makrophagen aus Ratten identifiziert werden konnen. ED1 wird von
Monozyten im peripheren Blut und Makrophagen exprimiert und ED2 von Ge-
webemakrophagen (Dijkstra, Dopp et al. 1985).

Neutrophile Granulozyten und Monozyten/Makrophagen exprimieren das En-
zym NADPH-Oxidase, dadurch sind sie zu der Bildung von Superoxidanionen
(O2) fahig und folglich weiterer ROS (Babior 1999). Die Bildung von ROS in



neutrophilen Granulozyten und Monozyten/Makrophagen wird respiratorischer
oder oxidativer Burst genannt (de Oliveira-Junior, Bustamante et al. 2011). Far
die Abwehr von pathogenen Mikroorganismen ist der oxidative Burst ein essen-
tieller Schritt (Djaldetti, Salman et al. 2002; de Oliveira-Junior, Bustamante et al.
2011).

1.1.3 Proalgetische Entziindungsmediatoren

Monozyten/Makrophagen bilden verschiedene nozizeptive, proinflammatorische
Mediatoren. Dazu gehoren proinflammatorischen Zytokine wie Tumornekrose-
faktor a (TNFa), Interleukin 18 und 6 (IL-18 und IL-6), nerve growth factor
(NGF). Aber auch Stickstoffoxid (NO), Arachidonsdure und deren Derivate,
ROS und Lipidperoxidationsprodukte wie 4-HNE (Ribeiro, Vale et al. 2000;
Marchand, Perretti et al. 2005).

1.1.3.1 Chemokine

Chemokine sind chemotaktisch wirkende Zytokine und ein essentieller Bestand-
teil der angeborenen Immunantwort. Chemotaxis bedeutet das ,Anlocken® von
Zellen ins Gewebe, also ein Wandern der Zellen zu héheren Konzentrationen
des Chemokins. Gewebeschadigung und Entzindungsprozesse fuhren zur
Sekretion von Chemokinen und dadurch zur Einwanderung von Leukozyten.
Das Chemokin CCL2 wirkt chemotaktisch auf Monozyten/Makrophagen, d.h. es
bewirkt die Einwanderung von CCR2" Monozyten (inflammatorische Mono-
zyten) ins Gewebe (Palframan, Jung et al. 2001; Deshmane, Kremlev et al.
2009). Chemokine sind niedermolekulare Proteine, die durch ihre N-terminale
Cysteinsequenz in vier Gruppen eingeteilt werden. Bei den a-Chemokinen
trennt eine Aminosaure die beiden Cysteine (CXC), die BR-Chemokine haben
benachbarte Cysteine (CC), die Lymphotaktine ein einzelnes Cystein und bei
Fraktalkinen sind die Cysteine durch drei Aminosauren getrennt (CX3C). In der
Nomenklatur der Chemokine wird die chemische Gruppe, ein L fur Ligand und
eine Nummer angeben. Die Rezeptoren werden entsprechend mit R benannt.

Die Rezeptoren der Chemokine gehoéren zur Familie der G-Protein-gekoppelten
7-Transmembranrezeptoren. Chemokinrezeptoren konnen durch verschiedene
Chemokine aktiviert werden. CCL2 aktiviert ausschlieBBlich CCR2, dieser kann



wiederum auch durch andere Chemokine aktiviert werden (White and Wilson
2008).

Um die Bedeutung von Chemokinen fir die Schmerzentstehung zu unter-
suchen, wurden in einer Metaanalyse von LaCroix—Fralish et al. die Ergebnisse
verschiedener Microarray Geneexpressionsstudien verglichen. Die Gene des
Chemokins CCL2 und von Reg3b, einem mit Pankreatitis assoziierten Protein,
wurden als wichtige pronozizeptive Faktoren in verschiedenen Schmerzmodel-
len, einschlieBlich des Entzindungsschmerzes, identifiziert (LaCroix-Fralish,
Austin et al. 2011).

Die Arbeitsgruppe Wang et al. untersuchte die Veranderungen der Genexpres-
sion verschiedener Zytokine wahrend der akuten Entzindungsreaktion sowie
deren Korrelation zur Schmerzintensitat bei freiwiligen Probanden nach Zahn-
operationen. Gewebeschadigung fuhrt zu einer signifikant gesteigerten Expres-
sion der Gene von IL-6, IL-8 und den Chemokinen CCL2, CXCL1 und CXCL2.
Diese Zytokine spielen eine wichtige Rolle in der Entstehung der akuten Ent-
zundungsreaktion. IL-6 kontrolliert die Leukozytenrekrutierung und bewirkt die
Freisetzung weiterer Zytokine (IL-8, CXCL1, CXCL2 und CCL2) aus Leuko-
zyten. IL-8, CXCL1 und CXCL2 sind wichtige chemotaktische Mediatoren fur
die Rekrutierung von neutrophilen Granulozyten ins Gewebe, beziehungsweise
CCL2 far Monozyten. Drei Stunden postoperativ korreliert die gesteigerte Gen-
expression von IL-6, IL-8 und CCL2 mit der Schmerzintensitat. Diese Ergebnis-
se zeigen die Bedeutung von IL-6, IL-8 und CCL2 fur die Entstehung der
akuten Entzindung und des Entziundungsschmerzes. Zusatzlich wurde der
Effekt der Einnahme von Ketorolac, einem nichtsteroidalen Antiphlogistikum,
auf die Genexpression untersucht. Die Schmerztherapie mit Ketorolac verhin-
dert eine signifikante Steigerung der Genexpression von CXCL1, CXCL2 und
IL-8, jedoch nicht von IL-6 und CCL2 (Wang, Hamza et al. 2009).

Die Arbeitsgruppe Abbadie et al. hat die Bedeutung des Chemokinrezeptors fur
die Schmerzentstehung anhand einer CCR2 Knockout Maus (CCRZ"') unter-
sucht. CCR2" zeigen nach verschiedenen inflammatorischen Stimuli eine deut-
lich reduzierte Monozytenrekrutierung ins Gewebe und eine geringere Auspra-

gung entzindeter Lasionen bei demyelinisierenden Erkrankungen im zentralen



Nervensystem. Im Akutschmerz besteht zwischen Wildtyp und CCR2™" kein Un-
terschied. Im inflammatorischen Schmerzmodell nach i.pl. Formalin Injektion
zeigen CCR2™ in der zweiten Phase (15 — 50 min nach Injektion) eine deutliche
Reduktion schmerzassoziierter Verhaltensweisen (Ablecken oder Anheben der
Pfote). Nach CFA-induzierter Entzindung ist die mechanische Allodynie bei
CCR2" verringert. Dieser Unterschied ist jedoch statistisch nicht signifikant. Fiir
die thermische Hyperalgesie konnte zwischen beiden Genotypen kein Unter-
schied gezeigt werden. Als Modell fir neuropathische Schmerzen wurde der
Nervus ischiadicus durch Ligatur geschadigt. Wildtypmause entwickeln darauf-
hin nach 3 Tagen eine mechanische Allodynie, deutlich durch eine signifikante
Reduktion der Pfotendruckschwellen. Im Gegensatz dazu entwickeln CCR2™"
keine mechanische Allodynie. I.pl. CFA Injektion fuhrt beim Wildtyp zu einer
Erhohung des Gehaltes an CCR2 mRNA in der Haut, in geringerem Ausmafl
auch im Nervus ischiadicus und im Hinterhornganglion. Auch nach
Nervenschadigung wird vermehrt CCR2 mRNA im Nerv und im Hinterhorn-
ganglion exprimiert. Gleichzeitig infiltrieren CCR2" Monozyten/Makrophagen
das geschadigte Gewebe. CCR2 sowie die Rekrutierung und Aktivierung von
Mono-zyten/Makrophagen sind bedeutend fur die Entwicklung neuropathischer
und inflammatorischer Schmerzzustande (Abbadie, Lindia et al. 2003).

CCL2 beeinflusst die Aktivitdt des Tetrodotoxin-resistenten Natriumkanals
Nay1.8. Veranderungen der Aktivitat dieses lonenkanals ermdglichen die Ent-
wicklung einer peripheren Hypersensitivitat in neuropathischen und inflammato-
rischen Schmerzzustanden. CCR2 wird mit Nay1.8 zusammen auf kleinen bis
mittelgroRen sensorischen Neuronen exprimiert. Nach CCL2 Inkubation kann in
Patch-Clamp Experimenten eine Verstarkung der Amplitude des Einwarts-
stroms durch Nay1.8 und eine Hyperpolarisation gezeigt werden. CCR2 Anta-
gonisten blockieren diesen Effekt. Die Aktivierung von CCR2 durch CCL2 be-
einflusst vermutlich Uber einen GBy-Protein abhangigen Mechanismus die Akti-
vitdt von Na, 1.8 und flhrt zur Sensitivierung von primar sensorischen Neuro-

nen (Belkouch, Dansereau et al. 2011).



1.1.3.2 Reaktive Sauerstoffradikale und Lipidperoxidationsprodukte

Superoxidanionen (Oz’), Hydroxylradikale (OH") und Wasserstoffperoxid (H20>)
werden unter dem Begriff reaktive Sauerstoffradikale (ROS) zusammengefasst.
ROS Bildung findet in Makrophagen und anderen Leukozyten statt und wird
respiratorischer Burst genannt (Forman and Torres 2001).

ROS werden nach Schadigung peripherer Nerven und in entzindetem Gewebe
gebildet (Schwartz, Kim et al. 2009). Die NADPH-Oxidase, das fur die ROS Bil-
dung verantwortliche Enzym, besteht aus 5 Untereinheiten. Im inaktiven Zu-
stand liegen diese Untereinheiten in der Zelle getrennt vor. Im Zytosol liegen
p40P"  p47PM* ynd p67°"* als Komplex vor und p22°"* und gp91P"e*

PhoX ynd gp91P"* bilden ein

membrangebunden an sekretorischen Vesikeln. p22
heterodimeres Flavohdmoprotein (Cytochrom bssg). Durch Trennung der Un-
tereinheiten ist sichergestellt, dass in der inaktiven Zelle keine ROS gebildet
werden. Eine Aktivierung der Zelle fuhrt zur Phosphorylierung des zytosolischen
Komplexes, vor allem von p47°"*. Der phosphorylierte zytosolische Komplex
wandert zur Zellmembran der Vesikel und assoziiert mit Cytochrom bssg zur ak-
tiven NADPH-Oxidase. Die aktive NADPH-Oxidase kann Elektronen von ihrem
Substrat NADPH auf Sauerstoff Gibertragen (2 O, + NADPH = 20, + NAPD™ +
H*) und dadurch die Bildung weiterer ROS einleiten. Zwei weitere Proteine sind
fur die Funktion der NADPH-Oxidase entscheidend: Rac2 und Rap1A. Rac2 ist
ein GTP bindendes Protein und wandert gemeinsam mit dem zytosolischen
Komplex zur Zellmembran. Rap1A ist ein membranstandiges Protein, assoziiert
mit Cytochrom bssg. O, wird an der Membranaul3enseite gebildet. Bei der
Phagozytose wird die Zellmembran eingestilpt und die ehemalige Membran-
aulRenseite zeigt nun zum Inneren der Vesikel. In diesen Vesikeln konnen Oy,
akkumulieren, beispielsweise zur mikrobiellen Abwehr (Babior 1999).

4-HNE, ein Lipidperoxidationsprodukt, entsteht wahrend oxidativem Stress und
ist ein physiologischer Inhibitor der NADPH-Oxidase. In unseren Experimenten
wird Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) als Positivkontrolle fur Aktivierung der
NADPH-Oxidase und ROS Bildung verwendet. PMA aktiviert als unphysiolo-

gischer Stimulus die Proteinkinase C, dies fuhrt zur Phosphorylierung der zyto-



solischen Untereinheiten und folglich zur Aktivierung der NADPH-Oxidase und
ROS Bildung (Babior 1999).

Antioxidanzien und ROS abbauende Enzyme wirken analgetisch bei neuropa-
thischen und inflammatorischen Schmerzen. Radikalfanger vermitteln einen
signifikanten analgetischen Effekt in der Capsaicin-vermittelten sekundaren
Hyperalgesie. |.pl. Capsaicin Injektion bewirkt durch periphere Sensitivierung
eine primare Hyperalgesie und durch zentrale Sensitivierung eine sekundare
Hyperalgesie (Schwartz, Kim et al. 2009). Akkumulation von O ist fur die Ver-
anderung der sensorischen Impulsverarbeitung im Ruckenmark nach Capsai-
cin-induzierter sekundarer Hyperalgesie verantwortlich. Eine abgeschwachte
Aktivitat des ROS abbauenden Enzyms Superoxiddismutase (SOD) auf spinaler
Ebene ist fur die ROS Akkumulation verantwortlich. Wahrend oxidativem Stress
wird die SOD durch Nitrierung inaktiviert, beispielsweise durch Peroxinitrit
(Schwartz, Kim et al. 2009). Beim Abbau von O, durch die SOD entsteht Was-
serstoffperoxid (202" + H" = H,0, + O,) (Baker, Corry et al. 1985). Dieses wird
wiederum durch das Enzym Katalase zu Wasser und molekularem Sauerstoff
abgebaut (H202 > O, + H,0) (Pospisil 2012).

H,0; ist ein wichtiger Mediator der inflammatorischen Hyperalgesie. |.pl. H20,
Injektion fuhrt in Mausen dosis- und zeitabhangig zu einer mechanischen und
thermischen Hyperalgesie. Der Gehalt von H,O, in der Pfote ist in der
Carrageen-induzierten Entziindung signifikant erhdht. Dies spricht fur eine en-
dogene Bildung von ROS in der Pfote. Gleichzeitige i.pl. Injektion von
Carrageen mit den Enzymen SOD und Katalase reduziert die mechanische und
thermische Hyperalgesie (Keeble, Bodkin et al. 2009). I.pl. Injektion von Kali-
umsuperoxid bewirkt sofort eine thermische Hyperalgesie, die durch Applikation
des Superoxiddismutasemimetikums M40403 verhindert werden kann. Des
Weiteren wurde die Bedeutung von Oy in der Carrageen-induzierten Entzun-
dung untersucht. Ratten entwickeln nach i.pl. Carrageen Injektion zeitabhangig
eine inflammatorische, thermische Hyperalgesie, die ebenfalls durch vorherige
Gabe des Superoxiddismutasemimetikums M40403 vermindert werden kann. In
unbehandelten Ratten hat das Superoxiddismutasemimetikum keinen anti-

nozizeptiven Effekt. O, hat folglich keine Relevanz fur die akute Nozizeption,



spielt aber eine wichtige Rolle bei der inflammatorischen Hyperalgesie (Wang,
Porreca et al. 2004).

4-Hydroxy-2,2,6,6-tetramethylpiperidine-N-oxyl (TEMPOL) katalysiert die Reak-
tion von Oy zu H»0O, und wird daher als Superoxiddismutasemimetikum be-
zeichnet (Wilcox 2010). TEMPOL vermindert zeit- und dosisabhangig die
Carrageen-induzierte Hyperalgesie (Khattab 2006).

Nox1 ist das Gen der katalytischen Untereinheit der NADPH-Oxidase. Nox1
entspricht der Untereinheit gp91ph°x. Nox1” Mause entwickeln eine signifikant
reduzierte thermische und mechanische Hyperalgesie nach i.pl. Carrageen In-
jektion. Bei der Reaktion auf akute thermische und mechanische Stimuli besteht
kein Unterschied zwischen Knockout und Wildtyp Maus (lbi, Matsuno et al.
2008).

ROS Bildung fuhrt zur Bildung von Lipidperoxidationsprodukten. Mehrfach un-
gesattigte Fettsauren sind ein Bestandteil der Phospholipidmembran der Zelle.
Sie verfugen Uber mindestens eine Doppelbindung und sind anfallig fur Oxida-
tion durch ROS. Initial reagiert ein Hydroxylion (OH) mit ungesattigten Fett-
sauren: ein Lipidradikal entsteht. Dieses reagiert mit molekularem Sauerstoff
zum Lipidperoxyradikal und weiter mit Wasserstoff von umgebenden Fettsauren
zu Lipidhydroperoxid. Dabei entsteht ein weiteres Lipidradikal. Lipidhydroper-
oxide zerfallen in reaktive Aldehyde, wie 4-HNE, Malondialdehyd (MDA) und
4-Hydroxy-2-hexenal (4-HHE). Diese Aldehyde sind konzentrationsabhangig
zytotoxisch und schadigen Proteine, Phospholipide und DNA. 4-HNE entsteht
hauptsachlich als sekundares Produkt wahrend Lipidperoxidation von mehrfach
ungesattigten w6 Fettsauren (Linolsaure (C18:2 w-6) oder Arachidonsaure
(C20:4 w-6)) und ist ein Indikator fur oxidativen Stress (Catala 2009).

4-HNE ist nicht nur zytotoxisch, sondern ist auch an verschiedenen Signal-
wegen beteiligt. Beispielsweise der Regulation verschiedener Kinasen (p38
mitogen activated protein kinase (p38 MAPK) und Proteinkinase C), Tyrosin
kinaserezeptoren oder der Genexpression (Uber Aktivierung des peroxisome
proliferator-activated receptor). Die Aktivierung des Transkriptionsfaktors NF-kB
durch 4-HNE vermittelt proinflammatorische Effekte (Forman, Fukuto et al.
2008; Riahi, Cohen et al. 2010). Die Aldehyddehydrogenase ,fatty aldehyde
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dehydrogenase® (FALDH), die Alkoholdehydrogenase und die Glutathion-S-
transferase sind wichtige Enzyme fur den Abbau von 4-HNE (Forman, Fukuto et
al. 2008; Riahi, Cohen et al. 2010).

COX-2 ist ein wichtiges Enzym der Prostaglandinsynthese aus Arachidonsaure
wahrend Entzindungen und Immunreaktionen. In Gewebeproben aus
artherosklerotisch veranderten Koronargefal3en liegt proteingebundenes 4-HNE
zusammen mit COX-2 im Zytoplasma von Schaumzellen (fettbeladene Makro-
phagen) vor. In der murinen Makrophagenzellreihe RAW264.7 induziert nur
4-HNE und kein anderes Lipidperoxidationsprodukt dosisabhangig die Expres-
sion von COX-2 mRNA und Protein Uber einen p38 MAPK-abhangigen Signal-
weg. Dieser Effekt kann durch den selektiven Inhibitor der p38 MAPK
SB203580 unterdrickt werden. 4-HNE ist ein bedeutender inflammatorischer

Mediator in Makrophagen (Kumagai, Matsukawa et al. 2004).

1.1.4 Nozizeptorsensitivierung und Schmerzweiterleitung

TRPA1 und TRPV1 sind nicht selektive Kationkanale mit 6 Transmembran-
domanen aus der Familie der transient receptor potential channels (TRP)
(Andersson, Gentry et al. 2008; Westlund, Kochukov et al. 2010).

TRPA1 wird auf primar afferenten, nozizeptiven Neuronen exprimiert. Akti-
vierende Substanzen dieses Kanals sind beispielsweise Acrolein, Stoffe aus der
Senfpflanze (Allylisothiocyant), Zimt (Zimtaldehyd) und inflammatorische Media-
toren wie Bradykinin. Eine Aktivierung des TRPA1 Kanals fuhrt zu akuten
Schmerzen (Trevisani, Siemens et al. 2007; Andersson, Gentry et al. 2008).
ROS und Lipidperoxidationsprodukte spielen eine wichtige Rolle in der Entste-
hung der inflammatorischen Hyperalgesie und vermitteln ihre Effekte uber
TRPA1 Kanale. Unter Bedingungen des oxidativen Stresses wahrend einer
Entzindung werden ROS (H20;) und Lipidperoxidationsprodukte (4-HNE) ge-
bildet. H,O,, 4-HNE und Prostaglandin J2 aktivieren dosisabhangig den TRPA1.
Auch i.pl. Injektion von H;O in die Hinterpfote von Wildtyp Mausen ruft dosis-
abhangig schmerzassoziiertes Verhalten hervor, nicht jedoch bei
TRPA1” Mausen (Andersson, Gentry et al. 2008). I.pl. 4-HNE Injektion 16st bei
Ratten eine dosisabhangige, mechanische Hyperalgesie aus. Dieser Effekt ist

durch TRPA1 Antagonisten wie Camphor und Gentamycin aufhebbar, nicht je-
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doch durch TRPV1 Antagonisten. Bei TRPA1 Mausen fiihrt die i.pl. 4-HNE
Injektion nicht zur Entwicklung einer Hyperalgesie. Auch in vivo vermittelt
4-HNE seinen proalgetischen Effekt Uber TRPA1 Kanale (Trevisani, Siemens et
al. 2007).

Der TRPV1 Kanal wird ebenfalls auf sensiblen, schmerzleitenden Nervenfasern
(Ad- und C-Fasern) exprimiert. Klassische aktivierende Substanzen dieses
Kanals sind Hitze (>43 °C), Capsaicin und Protonen (lbi, Matsuno et al. 2008).
Bei TRPV1” Mausen ist die thermische, nicht jedoch die mechanische Hyperal-
gesie, nach i.pl. Injektion von H,O, deutlich verkurzt. TRPV1 ist ein Zielmolekul
fur ROS, durch dessen Sensitivierung die thermischen Hyperalgesie ermoglicht
wird (Keeble, Bodkin et al. 2009). ROS Bildung durch die NADPH-Oxidase flhrt
zur Oxidation der C1A Untereinheit der Proteinkinase Cg, dadurch wird die
Translokation der Proteinkinase Ce zur Zellmembran beschleunigt und durch
verstarkte Phosphorylierung TRPV1 sensitiviert (Ibi, Matsuno et al. 2008).
Chronische Nervenschadigung fuhrt zu einer Hochregulation von CCL2 und
CCR2 auf Hinterwurzelganglien (DRG) (White, Sun et al. 2005). Die Bindung
von CCL2 an CCR2 fuhrt zur Membrandepolarisation und durch die Aktivierung
der TRPV1 und TRPA1 Kanale zur Nozizeptorsensitivierung mit gesteigerter
Erregbarkeit von sensorischen Neuronen (White, Sun et al. 2005; Jung, Toth et
al. 2008). Es ist wahrscheinlich, dass diese Prozesse unter bestimmten Vo-
raussetzungen zur Pathogenese des neuropathischen Schmerzes beitragen
(White and Wilson 2008). Verschiedene Arbeitsgruppen zeigen, dass die auf
Nozizeptoren exprimierten Kanale TRPA1 und TRPV1 durch H,O, und 4-HNE
aktiviert werden. Deren Sensitivierung ist Voraussetzung fur die Entstehung der

Hyperalgesie unter Entziindungsbedingungen.

1.1.5 Dark Agouti Ratten

Dark Agouti (DA) Ratten sind durch einen Polymorphismus im Gen Ncf1 fur den
Neutrophil Cytosolic Factor (Ncf1) charakterisiert. Das Gen Ncf1 kodiert das
Protein p47°"°* eine wichtige Untereinheit der NADPH-Oxidase. Aufgrund des
Polymorphismus besitzt die NADPH-Oxidase bei DA Ratten eine geringere
Aktivitat. Folglich verfigen DA Ratten Uber einen abgeschwachten oxidativen

Burst verglichen mit Wistar Ratten (Hultqvist, Olofsson et al. 2006).
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DA Ratten werden als etabliertes Tiermodell der rheumatoiden Arthritis verwen-
det. Durch eine einmalige subkutane Injektion von Pristan kann eine Arthritis
induziert werden (Vingsbo, Sahlstrand et al. 1996). Die Pristan-induzierte
Arthritis (PIA) hat viele Ahnlichkeiten mit der rheumatoiden Arthritis beim Men-
schen (Yao, Guo et al. 2008). Aus dem verringerten oxidativen Burst resultiert
eine verminderte Hemmung der T-Zellen, deren folglich gesteigerte Aktivitat
begunstigt die Entwicklung einer Arthritis. ROS entfalten in der Pathogenese
der Arthritis einen protektiven Effekt (Gelderman, Hultqvist et al. 2007). Im
basalen Verhalten reagieren DA Ratten in Verhaltensexperimenten im Vergleich
zu Wistar Ratten weniger empfindlich auf Stimulation mit mechanischen oder
thermischen Reizen (Xu, Plesan et al. 2001). In den von unserer Arbeitsgruppe
durchgefuhrten Verhaltensexperimenten unterscheiden sich DA und Wistar Rat-
ten in der basalen Empfindlichkeit auf Schmerzreize hingegen nicht. Bei Scha-
digung des Nervus ischiadicus zeigt sich bei DA Ratten im mikroskopischen
Bild eine geringere intraneuronale Schadigung und eine geringer ausgepragte
mechanische und thermische Hyperalgesie als bei anderen Rattenstdammen
(Xu, Plesan et al. 2001).

Die Arbeitsgruppe Hultqvist et al. untersuchte verschiedene Alkane auf ihre
Fahigkeit zur Stimulation des oxidativen Burst. Das Alkan Phytol induziert in
vitro den oxidativen Burst und verhindert in vivo die Entstehung der PIA. Eine
Induktion des oxidativen Burst konnte auch in vivo nach s.c. Injektion von Phytol
bei neutrophilen Granulozyten, die 5 Tage spater mit PMA stimuliert wurden,
gezeigt werden (Hultgvist, Olofsson et al. 2006).

13



1.2 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Molekulare Schmerzforschung

1.2.1 CCL2-induzierte Hyperalgesie in Wistar Ratten

In Verhaltensexperimenten (von Dr. rer. nat. Dagmar Hackel durchgefuhrt) mit
Wistar Ratten verursacht i.pl. CCL2 Injektion in die Hinterpfote dosisabhangig
eine mechanische Hyperalgesie (Abbildung 1). 0,9%ige NaCl-Lésung wurde als
Kontrolle verwendet. Die mechanische Hyperalgesie ist an einem Absinken der
Pfotendruckschwelle im modifizierten Randall Selitto Test (Ugo Basile,

Comerio, Italien) zu erkennen.

Abbildung 1: CCL2-induzierte Hyperalgesie in Wistar Ratten

Bestimmung der mechanischen Pfotendruckschwellen zu verschiedenen Zeitpunkten
nach i.pl. CCL2 Injektion (0,3ug, 1pug und 3ug) bei Wistar Ratten. Kontrolle 0,9%ige
NaCl Lésung. (Two way RM ANOVA, Student-Newman-Keuls Methode, *p < 0,05,
Mittelwert +/- SEM)

1.2.2 Leukozyten und Hyperalgesie

Zur Beurteilung, ob es sich um einen direkten Effekt von CCL2 auf den Nozi-
zeptor handelt oder um einen indirekten durch Leukozytenrekrutierung und Bil-
dung proalgetischer Mediatoren, wurden Wistar Ratten zur Leukozytendepletion
mit Cyclophosphamid behandelt. Diese Tiere entwickeln nach i.pl. CCL2 Injekti-
on keine mechanische Hyperalgesie (Abbildung 2A). Die CCL2-induzierte
Hyperalgesie ist somit abhangig von Leukozyten. Es handelt sich nicht um
einen direkten Effekt von CCL2 am Nozizeptor. CCL2 entwickelt nur einen
lokalen Effekt, da die Pfotendruckschwellen der kontralateralen Pfoten unver-

andert bleiben.
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Im zellularen Infiltrat, entstandenen nach CCL2 Injektion, befinden sich neben
Monozyten zusatzlich neutrophile Granulozyten. Um die Bedeutung einzelner
Leukozytensubpopulationen flir die Entwicklung einer Hyperalgesie zu unter-
suchen, wurden Rekonstitutionsexperimente mit Leukozyten-depletierten Wistar
Ratten durchgefuhrt. Durch alleinige Rekonstitution mit neutrophilen Granulo-
zyten entsteht keine Veranderung der Pfotendruckschwellen beziehungsweise
keine mechanische Hyperalgesie. Rekonstitution mit Makrophagen fuhrt teilwei-
se zur Wiederherstellung der CCL2-induzierten Hyperalgesie und die gemein-
same Rekonstitution von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten fuhrt zur
vollstandigen Wiederherstellung der CCL2-induzierten, mechanischen Hyper-
algesie (Abbildung 2B). Makrophagen und neutrophile Granulozyten sind es-
sentiell fur die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie (Hackel, Pflucke
et al. 2013).

A Wistar Ratte B Wistar Ratte

Abbildung 2: CCL2-induzierte Hyperalgesie ist Leukozyten-abhangig
Bestimmung der mechanischen Pfotendruckschwelle bei mit Cyclophosphamid
Leukozyten-depletierten Wistar Ratten nach i. pl. CCL2 Injektion und Vergleich mit
nicht Leukozyten-depletierten Wistar Ratten (A). Bestimmung der mechanischen
Pfotendruckschwellen bei Leukozyten-depletierten Wistar Ratten, denen zusammen
mit CCL2 entweder neutrophile Granulozyten, Makrophagen oder beide Leukozyten-
populationen i.pl. injiziert wurden (B). (Two way RM ANOVA, Student-Newman-Keuls
Methode, *p < 0,05, Mittelwert +/- SEM)
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1.2.3 Effekt von Radikalféngern

In den folgenden Experimenten wurde der Einfluss von ROS abbauenden En-
zymen auf die Entwicklung einer mechanischen Hyperalgesie nach i.pl. CCL2
Injektion untersucht. Das Superoxiddismutase-Mimetikum TEMPOL (Abbildung
3A) und das Enzym Katalase (Abbildung 3B) hemmen dosisabhangig die
CCL2-induzierte Hyperalgesie. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass ROS
wichtige proalgetische Mediatoren fur die Entwicklung der CCL2-induzierten

Hyperalgesie sind (Hackel, Pflucke et al. 2013).

A B

Abbildung 3: Antioxidanzien verhindern die Entwicklung einer CCL2-
induzierten Hyperalgesie

Bestimmung der mechanischen Pfotendruckschwellen bei Wistar Ratten nach i.pl.
CCL2 Injektion zusammen mit verschiedenen Konzentrationen von TEMPOL (A) oder
Katalase (B). Als Kontrolle diente die alleinige i.pl. Injektion von CCL2. (Two way RM
ANOVA, Student-Newman Keuls Methode, *p < 0,05, Mittelwert +/- SEM)

1.2.4 Fehlende CCL2-induzierte Hyperalgesie bei Dark Agouti Ratten

DA Ratten entwickeln nach i.pl. CCL2 Injektion bei keiner der getesteten Kon-
zentrationen eine mechanische Hyperalgesie (Abbildung 4A). Nach i.pl. CFA
Injektion entwickeln sie hingegen eine ausgepragte Hyperalgesie. In den von
unserer Arbeitsgruppe durchgefihrten Verhaltensexperimenten unterschieden
sich Wistar und DA Ratten in der basalen Nozizeption nicht. Dagegen ermdg-
licht eine Vorbehandlung mit Phytol (s.c.) 5 Tage vor i.pl. CCL2 Injektion bei DA
Ratten dosisabhangig eine mechanische Hyperalgesie (Abbildung 4B) (Hackel,
Pflucke et al. 2013).
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Abbildung 4: Dark Agouti Ratten entwickeln keine CCL2-abhiangige Hyper-
algesie

Bestimmung der mechanischen Pfotendruckschwellen bei DA Ratten (A) und bei 5
Tage zuvor mit Phytol s.c. vorbehandelten DA Ratten (B) nach i.pl. CCL2 Injektion
(0,3ug, 1ug und 3ug). Als Kontrolle diente die Injektion von 0,9% NaCl (A) bzw. CCL2
allein (B). (Two way RM ANOVA, Student-Newman-Keuls Methode, *p < 0,05, Mittel-
wert +/- SEM)

1.2.5 Expression des CCR2 Rezeptors auf Makrophagen von Wistar Ratten

Auf Peritonealmakrophagen aus Wistar Ratten wurde die Expression von CCR2
durchflusszytometrisch von Diana Pfliicke untersucht. Als Marker zur Identifika-
tion von Rattenmakrophagen werden zwei verschiedene Oberflachenmolekule
verwendet: ED1 (CD68) und ED2 (CD163). Abbildung 5A zeigt exemplarisch
die Expression von CCR2 auf ED1* Makrophagen. Abbildung 5B die Expressi-
on auf ED2" Makrophagen. Auf beiden Makrophagenpopulationen zeigt sich

eine deutliche Expression von CCR2.
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Abbildung 5: CCR2 Expression auf Makrophagen aus Wistar Ratten
Peritonealmakrophagen aus Wistar Ratten wurden mit 1% PFA fixiert, die Zell-
membran mit Saponinpuffer permeabilisiert und mit einem CRK-2B/anti-goat IgG PE
Antikorper (CCR2 1. Antikorper, erkennt eine intrazellulare Doméane von CCR2), PE-
conj. bovine anti-goat IgG (2. Antikdrper) und ED1-FITC (CD68) (A) bzw. ED2-FITC
(CD163) (B) gefarbt, ausgewertet und mit der Isotypenkontrolle (goat IgG) verglichen.
CCR2 Expression als schwarze Linie und Isotypenkontrolle grau hinterlegt dargestellt.
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1.3 Fragestellung der Promotion

In dieser Promotion soll die Rolle von ROS aus Monozyten/Makrophagen flr
die Entwicklung des Entzindungsschmerzes untersucht werden. Folgende Ar-
beitshypothese wird untersucht:

Die CCL2-induzierte Hyperalgesie und Nozizeptorsensitivierung beruht auf der
Sekretion proalgetischer Mediatoren, insbesondere ROS aus Mono-
zyten/Makrophagen (Abbildung 6). Daruber hinaus spielt moglicherweise die
Interaktion zwischen Monozyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten
eine wichtige Rolle fur die Ausbildung der inflammatorischen Hyperalgesie.

Ziel der Promotion ist, in vitro die Mechanismen der ROS Bildung nach Stimula-
tion von  Monozyten/Makrophagen und  Kokulturen aus  Mono-
zyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten mit CCL2 nachzuweisen.
Diese Promotion ist Teil des Projekts des Interdisziplinaren Zentrums fir klini-
sche Forschung der Universitat Wurzburg ,Neuroimmunologie der Schmerzent-
stehung® N-112, Teilprojekt C: Proalgetische Mediatoren aus neutrophilen

Granulozyten und/oder Monozyten.

Abbildung 6: Arbeitshypothese
Leukozyten und proalgetische Mediatoren vermitteln die Entstehung der CCL2-
induzierten Hyperalgesie.
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2. Material und Methoden

2.1 Isolation humaner Monozyten (MACS Separation)

Humane Monozyten von gesunden Spendern wurden durch MACS Separation
(Miltenyi Biotec) aus Thrombozytenapheresefiltern, zur Verfugung gestellt vom
Institut fur klinische Transfusionsmedizin und Hamotherapie des Universitats-

klinikums Wurzburg, isoliert.

2.1.1 Prinzip

Das Prinzip der MACS Separation basiert auf der Markierung von Zellpopulati-
on mit an Antikorper gebundenen Magnetpartikeln, den MicroBeads. Durch die
Bindung der zu isolierenden Zellen an die MicroBeads ist es mdglich, sie beim
Durchtritt durch ein Magnetfeld von anderen Zellen zu trennen. In diesem Fall
diente dieses Prinzip als Positivselektionsverfahren. Monozyten exprimieren als
charakteristisches Oberflachenmolekul CD14. Die Trennung der Monozyten-
population von anderen Leukozyten erfolgte durch CD14" MicroBeads. Die
magnetisch markierten CD14" Monozyten verbleiben dabei in der Saule und
unmarkierte Zellen durchlaufen das Magnetfeld ungehindert. Die Bindung des
CD14-Antikorpers an den CD14-Rezeptor fuhrt laut Angaben des Herstellers
nicht zu einer Aktivierung der Zelle, da der CD14-Rezeptor keine zytoplasma-

tische Domane hat.

2.1.2 Durchflihrung

Zunachst erfolgte die Spulung des Thrombozytenapheresefilters mit phosphate
buffer saline (PBS). Der nachste Schritt war ein 15 minutiges Lysieren auf Eis
der Erythrozyten mit kaltem EL Puffer (erythrocyte lysis buffer). Die Leuko-
zytensuspension wurde fiir 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert und der Uberstand
verworfen. Nach einer erneuten Resuspendierung der Leukozyten in kaltem,
entgastem MACS Puffer und dem Verdlinnen mit Trypanblau erfolgte die Aus-
zahlung. Bei der Inkubation der Leukozyten Uber 15 min kam zunachst das vom
Hersteller vorgegebene Verhaltnis von 200 pyl MicroBeads und 800 yl MACS

Puffer pro 1 x 10® Zellen zur Anwendung. Bessere Ergebnisse bei der Auf-
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reinigung erreichten jedoch 50 pl MicroBeads und 950 pyl MACS Puffer pro 1 x
108 Zellen. Nach Waschen der Zellen mit MACS Puffer erfolgte die erneute
Aufnahme der markierten Leukozyten in MACS Puffer. Zur Zellseparation ka-
men die LS column, ein Preseparation-Filter und ein MACS Separator mit Mag-
net (alles Miltenyi Biotec) zum Einsatz. Die auf die Saule und den Filter aufge-
tragene Leukozytensuspension durchlief das Magnetfeld, wurde viermal mit
MACS Puffer gewaschen und dann aus dem MACS Separator heraus-
genommen. MACS Puffer spiilte die CD14" Monozyten aus der Saule. Es folgte
die Auszahlung der CD14" Monozyten (siehe Kapitel 2.6) und Aufnahme in
Roswell Park Memorial Institute (RPMI) Medium oder Komplettmedium in einer

Konzentration von 1 x 107/ml.

2.1.3 Kontrolle der Ausbeute und der Reinheit der Monozyten

Die Uberpriifung der Reinheit und Ausbeute der isolierten Monozyten erfolgte
zu verschiedenen Zeitpunkten wahrend der Aufreinigung durch Probenent-
nahme aus dem Leukozytengemisch: zwei 50 pl Proben (pre) vor Auftragung
der Leukozytensuspension auf die Saule, eine 50 ul Probe der CD14" Zellen
(Negativkontrolle) und 50 pl Probe der CD14" Zellen (Positivkontrolle). Drei
(pre, negativ und positiv) Proben wurden mit 3 pl anti-CD14*-FITC gefarbt, min-
destens 15 min bei Raumtemperatur inkubiert, mit PBS gewaschen und an-
schliefend in PBS aufgenommen. Die ungefarbte pre Probe diente der Einstel-

lung der Parameter am Durchflusszytometer.

2.2 Isolation humaner neutrophiler Granulozyten

Zuerst erfolgte die Verdunnung von heparinisiertem Vollblut von gesunden
Spendern 1:1 mit Komplettmedium (500 ml RPMI + 10% FCS + 5 ml Penicil-
lin/Streptomycin). 25 ml des verdinnten Vollbluts wurden auf 25 ml 3%ige
Dextranlosung aufgetragen, 30 min bei Raumtemperatur inkubiert, dann der
leukozytenreiche Uberstand abpipettiert und fir 10 min bei 1200 rpm zentri-
fugiert. Der Uberstand wurde verworfen, das Pellet zweimal mit Komplett-
medium gewaschen und darin resuspendiert. Im nachsten Schritt erfolgte die
Aufteilung der Leukozytensuspension in kleine Mengen, je 4 ml Leukozyten-

suspension wurden zu Trennung auf je 6 ml Ficoll aufgetragen und fur 40 min
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bei 400 g ohne Bremse zentrifugiert. Nach Verwerfen des Uberstands fand eine
erneute Resuspendierung des Pellets aus neutrophilen Granulozyten statt, und
zwar in RPMI Medium mit anschlieRender Aufnahme in ein neues Falcon Rdhr-
chen, um eine Kontamination mit Monozyten zu vermeiden. Durch Zugabe eis-
kalter 0,2%iger NaCl-Losung fur 30 s erfolgte eine hypotone Lyse der Erythro-
zyten, diese wurde mit 1,6%iger NaCl-Losung neutralisiert. Es folgte die Zentri-
fugation der Proben fiir 5 min bei 1200 rpm, Verwerfen des Uberstands, falls
nétig Wiederholung der hypotonen Lyse, Aufnahme der neutrophilen Gra-
nulozyten in RPMI Medium und deren Auszahlung (siehe Kapitel 2.6). Verdun-
nung der neutrophilen Granulozyten mit RMPI Medium auf die Konzentration 1
x 10”/ml (Rittner, Labuz et al. 2006).

2.3 Versuchstiere

Mannliche Wistar und DA Ratten (Harlan, Niederlande) mit einem Gewicht von
150 — 220 g wurden in einem 12 h-Tag/Nachtrhythmus gehalten. Wasser und
Trockenfutter stand den Tieren zur freien Verfugung, teilweise durch Sonnen-
blumenkerne erganzt. Nach einer Eingewohnungszeit von mindestens einer
Woche begannen die Experimente. Die Genehmigung der Tierversuche erfolgte
durch das Landesamt flir Gesundheit und Soziales, Berlin (G0431/09) und die
Regierung von Unterfranken, Bayern (55.2-2531-01-22/10).

2.4 Isolation von Peritonealmakrophagen aus Ratten

Fir die Gewinnung von Peritonealmakrophagen von Wistar oder DA Ratten
wurden die Tiere 4 Tage vor Entnahme der Peritonealmakrophagen mit einer
3%igen Thioglykollatiosung behandelt (Alvarez, Leiro et al. 2002). Intra-
peritoneale Injektion von 1 ml steriler 3%iger Thioglykollatidsung ruft eine sterile
Peritonitis hervor. Thioglykollat stimuliert die Auswanderung von Monozyten aus
der Blutbahn in die Bauchhohle und folglich zur Differenzierung zu Makro-
phagen. Nach 4 Tagen erfolgte die Entnahme der Peritonealmakrophagen. Die
Tiere wurden in Narkose durch intrakardiale Injektion von 200 pl T61 getotet.
T61 ist ein Kombinationspraparat aus Embutramid, Mebenzonium und Tetra-
cain und verursacht eine Betaubung, sowie Herz- und Atemstillstand. Die Zell-
ernte erfolgt durch peritoneale Lavage, mit Injektion von 20 ml PBS mit 1 mM
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EDTA in die Bauchhohle. Im Anschluss wurde das Fell auf dem Bauch der
Tiere mit einer Schere und einer chirurgischen Pinzette abprapariert und die
Bauchhdhle langs eroffnet. Die Lavageflussigkeit enthielt Peritonealmakro-
phagen und wurde in 30 ml PBS mit 3 mM EDTA zur Antikoagulation aufge-
nommen, auf Eis gekuhlt und 10 min bei 1200 rpm zentrifugiert. Nach Ver-
werfen des Uberstands wurde das Pellet aus Peritonealmakrophagen in PBS
oder RPMI Medium resuspendiert (Alvarez, Leiro et al. 2002). Abhangig von der
Menge an Erythrozyten Uber dem Pellet folgte eine hypotone Lyse (siehe Isola-

tion humaner neutrophiler Granulozyten, Kapitel 2.2).

2.5 Isolation von neutrophilen Granulozyten aus Ratten

Die Gewinnung von neutrophilen Granulozyten aus Ratten erfolgte nach dem
gleichen Prinzip wie die Isolation von Peritonealmakrophagen aus Wistar Rat-
ten durch intraperitoneale Injektion von 20 ml steriler 1%iger Glykogenlésung
4 h vor Zellentnahme. Dadurch wandern neutrophile Granulozyten in die
Bauchhohle ein. Nach bereits beschriebener Totung der Tiere erfolgte die Ent-
nahme der Zellen durch peritoneale Lavage mit 10 ml PBS und 2 mM EDTA
des Bauchraums. Anschlielend folgte die Zentrifugation der Lavageflissigkeit
fir 10 min bei 1200 rpm, Verwerfen des Uberstands und Resuspendierung des
Pellets aus neutrophilen Granulozyten in PBS oder RPMI resuspendiert
(Rittner, Labuz et al. 2006). Auch hier wurde bei Bedarf eine hypotone Lyse
durchgefuhrt.

2.6 Auszahlung der Zellen

FUr die Auszahlung der Zellen aus Mensch und Ratte erfolgte entweder 1:50
oder 1:100 eine Verdinnung mit 0,05%iger Trypanblaulésung. Mit der Trypan-
blaufarbung kdnnen lebende von abgestorbenen Zellen unterschieden werden.
Vitale Zellen nehmen den Farbstoff Trypanblau aufgrund ihrer intakten Zell-
membran im Gegensatz zu abgestorbenen Zellen nicht auf, wahrend tote Zellen
blau erscheinen. Unter dem Lichtmikroskop wurden 4 grof3e Quadrate der Zahl-
kammer Neubauer ,improved® ausgezahlt und der Mittelwert flr die Berechnung
der Zellzahl verwendet. Die Zellzahl/ml wurde mit folgender Formel berechnet:
Mittelwert der gezahlten Zellzahl x Verdunnungsfaktor (50 bzw. 100) x 10*.
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2.7 Praparation von Pfotengewebe der Ratte und Probenaufarbeitung fiir
HNE-His Adduct ELISA

Den Tieren wurden 100 pl CCL2-Losung (0,03 mg/ml) intraplantar in die Hinter-
pfote injiziert und 100 ul 0,9%ige NaCl-Losung in die kontralaterale Pfote als
Kontrolle. Nach 3 h wurde fur die Gewebeisolation distal des Calcaneus der
Ratte ein Querschnitt gesetzt, sowie links und rechts des Querschnitts an der
Fellgrenze zwei Langsschnitte, das Gewebe von der tiefen Beugesehne abpra-
pariert und in eiskalten 20 mM Tris-Puffer aufgenommen. Im Anschluss folgte
die Abpraparation des subkutanen Gewebes von der Haut, die Zerkleinerung
des Gewebes, erneute Aufnahme in 300 yl 20 mM Tris-Puffer, Homogenisie-
rung des Gewebes mit Schere und Minipistille und Zentrifugation bei 5000 rpm
fur 5 min. Der Uberstand wurde bei -20 °C eingefroren (Rittner, Brack et al.
2001).

2.8 Vorbehandlung der Dark Agouti Ratten mit Phytol

Nachdem DA Ratten mit 200 ul Phytol (0,85 g/ml) subkutan an der Schwanz-
basis fur 5 Tage behandelt waren (Hultgvist, Olofsson et al. 2006), erfolgten die
Experimente mit Peritonealmakrophagen (siehe Kapitel 2.4) oder Pfotengewebe
(siehe Kapitel 2.7).

2.9 Stimulation der Zellen mit CCL2 und Messung des oxidativen Burst
(Phagoburst Kit)

2.9.1 Prinzip des Phagoburst Kits

Mit dem Phagoburst Kit kann der oxidative Burst von Leukozyten im Durch-
flusszytometer (fluorescence activated cell sorting (FACS)) quantitativ bestimmt
werden. Das Prinzip des Tests beruht auf der Oxidation des Farbstoffs
Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) zu Rhodamin 123 (R 123), einer grun-
fluoreszierenden Substanz. Die Fluoreszenzintensitat wird durchfluss-
zytometrisch bestimmt. Nach den Herstellerangaben ist diese Methode kompa-
tibel fur Zellen von Menschen und Ratten. Die zugehorige Anleitung wurde an-

gepasst an Zellsuspensionen.
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2.9.2 Durchftihrung

Unabhangig von der Spezies wurden aufgereinigte Monozyten/Makrophagen
oder neutrophile Granulozyten von Ratte oder Mensch in einer Konzentration
von 1 x 10” Zellen/ml in RPMI Medium oder Komplettmedium aufgenommen.
Fir  Kokulturexperimente bestanden die  Kokulturen aus  Mono-
zyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten im Verhaltnis 1:1, ebenfalls
in einer Gesamtkonzentration von 1 x 107 Zellen/ml. Fiir beide Spezies wurden
gleiche Chemokinkonzentrationen und Inkubationszeiten verwendet. Fur die
Stimulation der Zellen (100 pl Zellsuspension pro Ansatz) wurden Positiv- und
Negativkontrollen aus dem Phagoburst Kit Gbernommen und CCL2 verwendet.
20 pl Phorbol-12-myristat-13-acetat (PMA) als Aktivator der Proteinkinase C
diente als Positivkontrolle; als Negativkontrolle wie vorgegeben 20 ul Puffer-
l6sung. Ziel dieses Experiments war, den Effekt des Chemokins CCL2 auf den
oxidativen Burst zu untersuchen. Die Durchfuhrung der Experimente erfolgte
mit zwei verschiedenen Konzentrationen des Chemokins (2 pg/ml und 0,5
pg/ml), hergestellt aus einer Stocklosung (0,1 mg/ml). Die Inkubationszeiten
betrugen 10 min, 30 min, 60 min und 120 min bei 37 °C im geschlossenen
Wasserbad. Im Anschluss an die Inkubation wurde entsprechend der Her-
stelleranleitung zu jeder Probe 20 ul Substratidsung hinzu gegeben und die
Proben fur weitere 10 min bei 37 °C im geschlossenen Wasserbad inkubiert.
Der in der Anleitung des Phagoburst Kit vorgesehene Lyseschritt war nicht er-
forderlich, da bereits isolierte Monozyten/Makrophagen beziehungsweise
neutrophile Granulozyten verwendet wurden. Nach Waschen der Zellen erfolgte
die Aufnahme in 250 yl PBS und Analyse der grunen Fluoreszenzaktivitat des

oxidierten Farbstoffs im Durchflusszytometer.

2.10 Nachweis der Rezeptorexpression durch Antikérperfarbung

Der Nachweis der Expression von CCR2 auf humanen CD14*-Monozyten ge-
schah durch Farbung mit folgenden Antikérpern: einem monoklonalen Allo-
phycocyanin (APC)-konjugierten anti-human CCR2-Antikorper, einem CD14-
FITC konjugierten und einem CD16-PE konjugierten Antikorper, zur Darstellung
des Anteils an CCR2" CD14"-Monozyten. Nach Inkubation von 50 ul Mono-
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zytensuspension (0,5 x 10° Zellen) mit den genannten Antikérpern fiir 30 min
bei Raumtemperatur erfolgte das Waschen der Zellen mit 2 ml PBS, Zentrifuga-
tion flr 5 min bei 1200 rpm, Resuspendierung und Fixierung in 250 yl Paraform-
aldehyd (PFA), sowie Auswertung der Fluoreszenzintensitdt am Durchfluss-
zytometer. Die Intensitat der Fluoreszenz ist proportional zur Dichte der Ex-
pression des CCR2 auf den Monozyten. Den Nachweis des CCR2 auf
Peritonealmakrophagen von Wistar Ratten (siehe Kapitel 1.2.5) fuhrte Diana
Pfliicke aus der Arbeitsgruppe Molekulare Schmerzforschung an der Universitat

Wdarzburg durch.

2.11 Durchflusszytometrie / Fluorescence activated cell sorting (FACS)

Die Durchflusszytometrie ist eine Methode, bei der vitale Zellen quantitativ und
anhand ihrer Oberflachenmolekule charakterisiert werden kdnnen. Die Messung
von Lichtstreuung und Fluoreszenz bildet die Grundlage. Durch hydrodynami-
sche Fokussierung durchwandern Zellen einen Laserstrahl einzeln hinter-
einander. Es ist moglich, die Lichtstreuung des Lasers auf Photodetektoren an
zwei Punkten zu messen. In einem engen Winkel zum Laserstrahl wird das
Vorwartsstreulicht (forward scatter, FSC) gemessen. Der FSC ist ein Mal3 fur
die GroRRe der Zellen. In einem Winkel von 90 Grad zum Laserstrahl wird das
Seitwartstreulicht (side scatter, SSC) detektiert. Der SSC bildet die Granularitat
der Zellen ab. So konnen beispielsweise Leukozytenpopulationen aufgrund
ihrer Zellgrofle und -granularitat unterschieden werden. In einem Diagramm,
das FSC gegen SSC darstellt, kdnnen die einzelnen Subpopulationen Lympho-
zyten, Granulozyten und Monozyten dargestellt werden.

Aulerdem kommen spezifische Farbungen mit verschiedenen Farbstoffen zum
Einsatz, um verschiedene Fluoreszenzsignale zu detektieren, die mit spezifi-
schen Detektoren aufgenommen werden (z.B.: FL-1 und FL-2). Die Farbstoffe
emittieren Photonen bei verschiedenen Wellenlangen. Wird beispielsweise zur
Anregung das blaue Licht eines Argonlasers verwendet, fluoresziert
Fluoresceinisoithiocyanat (FITC) grunlich und Phycoerythrin (PE) orange. Ent-
sprechend kdnnen Antikdrper mit diesen fluoreszierenden Farbstoffen konju-
giert und zur Analyse der Expression eines Oberflachenrezeptors verwendet

werden. Abhangig von dem Durchflusszytometer ist auch die Verwendung an-
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derer Farbstoffe wie z.B. APC mdglich. Die Photodetektoren wandeln Licht in
elektrische Signale um. Ausgewertet wurden die Daten mit dem Programm BD
Cellquest Pro. Zwei graphische Darstellungsweisen waren Basis der Auswer-
tung. Das Punktdiagramm wurde flr die Darstellung von Zellpopulationen ver-
wendet. Die Vorwartsstreuung war gegen die Seitwartsstreuung aufgetragen
und die gemessenen Ereignisse als Punkte dargestellt. Einer Zellpopulation
konnte ein Fenster (Gate) zugewiesen und im Histogramm weiter analysiert
werden. Im Histogramm sind u.a. die Fluoreszenzintensitat einer Zellpopulation
als einzelne Spitzen auf einer logarithmischen Skala dargestellt. Daflr wurde
FL-1 gegen die Anzahl aufgetragen (aus Sack, U., Tarnok, A., Rothe, G.:
Zellulare Diagnostik. Grundlagen, Methoden und klinische Anwendungen der

Durchflusszytometrie. Basel, Karger, 2007, pp 27 — 70).

2.12 Proteinquantifizierung fiir enzymgekoppelten Inmunadsorptionstest
(ELISA) BCA-Test

Das Pierce® BCA Protein Assay Kit stand fiir die Quantifizierung des Protein-
gehalts der Proben aus Rattenpfoten zur Verfugung. Das Prinzip beruht auf der
Reduktion von Cu?* zu Cu'™. Einfach positiv geladenes Kupfer bildet Chelate
mit zwei Molekulen Bicinchoninsdure (BCA). Es entsteht ein lilafarbenes Pro-
dukt mit einem Absorptionsmaximum fir Licht bei 562 nm. Die Absorption ist
fast linear zu Proteinkonzentrationen im Bereich von 20 — 2000 pg/ml. Zum
Vergleich diente eine Standardkurve aus verdinntem Albumin (bovine serum
albumin, BSA). Es wurden Mikroplatten flr 25 yl Probenvolumen verwendet,
verdunnt in Triplikaten 1:10 mit 20 mM Tris-Puffer. Die Auswertung erfolgte am
ELISA Reader Tecan Sunrise bei einer Wellenlange von 562 nm und mit dem
Programm Microsoft Excel 2003.

2.13 Enzymgekoppelter Inmunadsorptionstest (ELISA)

Zum Nachweis von Lipidperoxidationsprodukten diente das OxiSelect™ HNE-
His Adduct ELISA Kit.
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2.13.1 Prinzip des ELISA

Der HNE-His Adduct ELISA funktioniert nach dem Prinzip eines Sandwich
ELISA. Zuerst werden Proben und HNE-BSA Proteinstandard auf eine Protein-
bindungsplatte gegeben und inkubiert. Es folgt die Zugabe des Erstantikorpers,
ein anti-HNE Antikorper. Dieser bindet an HNE-Proteinaddukte, welche wiede-
rum auf der Platte gebunden sind. Danach werden die Proben mit einem zwei-
ten Meerrettichperoxidase (engl.: horseradish peroxidase, HRP)-konjugierten
Antikorper inkubiert. Die Meerrettichperoxidase wandelt das im Anschluss hin-
zu-gefugte Substrat in einen blauen Farbstoff um. Diese enzymatische Reaktion
wird durch Zugabe einer Stoplésung unterbrochen. Es entsteht ein gelber Farb-
stoff. Die Absorption wird bei einer Wellenlange von 450 nm im ELISA Reader
Tecan Sunrise gemessen. Der HNE-BSA Proteinstandard wird fur die Auswer-

tung des Proteingehalts der unbekannten Proben bendtigt.

2.13.2 Durchfiihrung

Bei der Durchfilhrung wurden an der Herstelleranleitung des OxiSelect™ HNE-
His Adduct ELISA Kits keine Veranderungen vorgenommen: Inkubation der
Proben und des Standards in Duplikaten erfolgte bei 4 °C Uber Nacht auf der
Proteinbindungsplatte.

2.14 Verhaltensexperimente

Dr. Dagmar Hackel und Diana Pflicke aus der Arbeitsgruppe Molekulare
Schmerzforschung am Universitatsklinikum Wurzburg fuhrten alle Verhalten-
sexperimente durch. Fur die Algesimetrie wurden zwei verschieden Verhaltens-
tests verwendet: Zur Bestimmung der mechanischen Pfotendruckschwelle der
modifizierte Randall Selitto Test (Ugo Basile, Comerio, ltalien) und fur die
thermische Schmerzschwelle der Hargreaves Test. Beim Randall Selitto Test
wird mittels Stempel Druck auf die Hinterpfote der Ratte ausgeubt. Als mecha-
nische Pfotendruckschwellen (PPT, paw pressure threshold) wird der Druck
dokumentiert, welcher ein Wegziehen der Pfote bewirkt. Die mechanische
Hyperalgesie ist an einem Absinken der Pfotendruckschwelle zu erkennen
(Stein, Hassan et al. 1990). Beim Hargreaves Test wird die Zeit bestimmt, bis

die Ratte die Pfote aufgrund der Strahlungshitze einer Gluhlampe mit hoher
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Intensitat zuruckzieht (PWL, paw withdrawl latency) (Hackel, Pflucke et al.

2013).

2.15 Verwendete Chemikalien, Antikérper, Puffer und Kits

Tabelle 1: Verwendete Chemikalien

Aqua B. Braun

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland

0,5% bovines Serumalbumin (BSA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

CCL2 (= MCP-1) human

PeproTech GmbH, Hamburg,

Deutschland

CCL2 (= MCP-1) Ratte

PeproTech GmbH, Hamburg,
Deutschland

CD14 MircoBeads human

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Dextran T 500

Carl Roth GmbH & Co. KG,
Karlsruhe, Deutschland

Ethylendiamintetraessigsaure Tetra-
natriumsalz (EDTA) 2 mM

Carl Roth GmbH & Co. KG,

Karlsruhe, Deutschland

Erythrozytenlyse Puffer (EL buffer)

Qiagen, Hilden, Deutschland

FCS (fetal calf serum)

PAA Laboratories, Colbe,

Deutschland

Ficoll-Paque Plus

GE Healthcare, Minchen,
Deutschland

Glykogen from oyster Type |

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Heparin-Natrium 25000 ratiopharm

Ratiopharm GmbH, Ulm,

Deutschland

Isofluran (Forene)

Abbott, Wiesbaden-Delkenheim,
Deutschland

0,9% NaCl

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,

Deutschland
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Paraformaldehyd (PFA)

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Penicillin

Biochrome AG, Berlin, Deutschland

Phytol

Sigma Aldrich Chemie GmbH,
Steinheim, Deutschland

Phosphate buffered saline (PBS)

Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

RPMI-1640

Invitrogen, Darmstadt, Deutschland

Streptomycin

Biochrome AG, Berlin, Deutschland

T61 (Embutramid, Mebenzonium, Tet-

racain)

Intervet Deutschland GmbH,

UnterschleilBheim, Deutschland

Thioglycollate medium

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Tris

AppliChem, Darmstadt, Deutschland

Trypanblau 0,5%

Sigma Aldrich Chemie GmbH,

Steinheim, Deutschland

Tabelle 2: Verwendete Antikorper

CCR2 APC = anti-hCCR2 allophycocy-

anin conj. Mouse IgG 2B

R&D Systems, Minneapolis, USA

CD14 FITC (fluorescinisothiocyanat) =
FITC labled anti-human CD14

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

CD16 PE human

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

CKR-2B (C-20) goat polyclonal 1gG

Santa Cruz Biotechnology,

Heidelberg, Deutschland

Goat IgG

Santa Cruz Biotechnology,
Heidelberg, Deutschland

PE-conj. bovine anti-goat 1gG

Serotec, Raleigh, NC, USA

FITC-conj. mouse anti-rat ED1

Serotec, Raleigh, NC, USA

FITC-conj. mouse anti-rat ED2

Serotec, Raleigh, NC, USA
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Tabelle 3: Verwendete Losungen und Puffer

3% Dextranlosung

3g Dextran in 100ml 0,9% NaCl

CCL2

Aufgeldst in NaCl; Konzentrationen:

1pg/pl & 0,1ug/ul

0,2 M EDTA-L6sung

2,92g EDTA in 50ml HO

Erythrozytenlyse Puffer
(EL buffer, Qiagen)

Zur Lyse der Erythrozyten vor Isolie-
rung der Monozyten aus Leukozyten-

apheresefiltern

1% Glykogenldsung

0,2g Glykogen in 20ml PBS

HBSS (Hanks balanced sodium

solution)

1 Réhrchen HBSS in 100ml Aqua +
0,35¢g Natriumbicarbonat, aufgefullt
auf 11, pH 7,35

MACS Puffer

500ml PBS + 2,5g BSA (0,5%) +
372mg EDTA-L6sung (2mM)

PBS (phosphate buffered saline)
Dulbecco

Biochrom AG, Berlin, Deutschland

1% PFA

1g in 100ml PBS gel6st, pH 7,4

3% Thioglykollatldsung

0,3g Thioglykollat in 10ml PBS

20 mM Tris Puffer

0,242g Tris auf 100ml PBS, pH 7,4

0,05% Trypanblau

10ml 0,5% Trypanblau in 90ml PBS

Zellmedium: Komplettmedium

500 ml RPMI + 10% FCS + 5ml
Penicillin/Streptomycin (100 [U/ml)

Tabelle 4: Verwendete Kits

OxiSelect™ HNE-His Adduct ELISA Kit

Cell Biolabs, Inc., San Diego, USA

Phagoburst® (Bursttest)

Orpegen Pharma, Heidelberg,

Deutschland

Pierce® BCA Protein Assay Kit

Thermo Scientific, Rockford, USA
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2.16 Gerate, sonstige Materialien und Software

Tabelle 5: Geriate

Durchflusszytometer FACS Scan

Becton Dickinson, Heidelberg,

Deutschland

ELISA Reader Tecan Sunrise

Tecan Group Ltd., Mannedorf,

Schweiz

Lichtmikroskop Axiovert 25

Carl Zeiss AG, Jena, Deutschland

MACS Separator

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

Zahlkammer: Neubauer improved

Paul Marienfeld GmbH, Lauda
Konigshofen, Deutschland

Zentrifuge: centrifuge 5418R

Eppendorf AG, Hamburg,

Deutschland

Zentrifuge: Megafuge 1.0 R

Heraeus, Sepatech, Osterode,

Deutschland

Tabelle 6: Sonstige Materialien

BD Falcon, FACS Roéhrchen

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

BD Truecount™ tubes

BD Biosciences, Heidelberg,

Deutschland

MACS Pre-Separation filter

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,

Deutschland

MACS LS column

Miltenyi Biotec, Bergisch Gladbach,
Deutschland

Nunclon™ Microwell 96F

Thermo Electron LED GmbH,

Langenselbold, Deutschland

Tabelle 7: Software

BD Cellquest Pro

BD Biosciences, Heidelberg,
Deutschland

Endnote X4

Thomson Reuters, Carlsbad, USA
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TK Magellan Tecan Group Ltd., Mannedorf,
Schweiz

Microsoft Office Excel 2003 Redmond, Washington, USA

Microsoft Office Word 2003 Redmond, Washington, USA

SigmaPlot 11.0 Systat Software Inc., Chicago, USA

SigmaStat 3.5 Systat Software Inc., Chicago, USA

2.17 Statistik und Auswertung

Die Zusammenstellung der Ergebnisse erfolgte mit Microsoft Excel 2003 in
Tabellen und die statistische Auswertung mit SigmaStat und SigmaPIot.

Die Rohdaten der ROS Bildung wurden im Bezug zum Mittelwert der Behand-
lungsgruppe normiert. Bei den Ubrigen Experimenten wurden Mittelwerte mit
Standardfehler (SEM) berechnet.

Die statistische Auswertung erfolgte mittels gepaartem t-test beziehungsweise
ANOVA. Die Daten wurden auf Normalverteilung getestet. Bei wiederholten
Messungen und verschiedenen Einflussfaktoren wurde bei Normalverteilung
der Daten die Two Way repeated measures (RM) ANOVA durchgefihrt,
beziehungsweise bei nur einem Einflussfaktor die One Way RM ANOVA. Als
Post-hoc Test im Anschluss an ANOVA erfolgte der Student-Newman-Keuls
Test. Unterschiede wurden als signifikant interpretiert, wenn p < 0,05.
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3. Ergebnisse

3.1 Reinheit der isolierten humanen CD14" Monozyten

Humane Monozyten exprimieren auf ihrer Oberflache spezifisch CD14, daher
wurden sie mittels CD14" MACS Separation aus Thrombozytenapheresefiltern
von gesunden Spendern isoliert und im Anschluss die Reinheit und Ausbeute
der Zellaufreinigung Uberpruft. Abbildung 7A zeigt exemplarisch die in Blut-
proben aus Thrombozytenapheresefiltern enthaltenen Leukozyten vor CD14"
MACS Separation.
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Abbildung 7: Leukozytenpopulationen in Thrombozytenapheresefiltern

Isolierung von humanen Monozyten aus Thrombozytenapheresefiltern mittels CD14"
MACS Separation und durchflusszytometrische Analyse. Leukozytenpopulationen vor
MACS Separation (A), Lymphozyten (blauer Kreis) und Monozyten (griiner Kreis), so-
wie Monozyten nach CD14" MACS Separation (B).

Mittels der durchflusszytometrischen Parametern FSC und SSC koénnen Leuko-
zyten anhand ihrer Grofle und Granularitat unterschieden werden. Lympho-
zyten (blauer Kreis) zeichnen sich im Vergleich zu Monozyten (griner Kreis)
durch eine kleinere Zellgrofle und geringere Granularitat aus. Aufgrund der
Stromungsbedingungen wahrend der Thrombozytenapherese enthalten die
verwendeten Filter kaum neutrophile Granulozyten. In Abbildung 7B ist die
Monozytenpopulation nach CD14" MACS Separation dargestellt, die Zell-
suspension enthalt fast ausschlieRlich CD14" Monozyten. Abbildung 8 fasst
exemplarisch und reprasentativ die verschiedenen Schritte der MACS Separati-
on zusammen. Dargestellt sind durchflusszytometrische Daten als Punktdia-
gramm, in denen die Signale der Fluoreszenzintensitat gegeneinander aufge-

tragen sind, FL1 gegen FL2. Abbildung 8A zeigt ungefarbte Leukozyten vor
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MACS Separation, verwendet zur Einstellung der Parameter des Durchfluss-
zytometers. Vor MACS Separation binden 43% der Leukozyten aus einem
Thrombozytenapheresefilter CD14-FITC auf ihrer Oberflache (Abbildung 8B).
Die Zellen in der Negativ-Probe exprimieren kaum CD14 auf ihrer Oberflache
(94,2% CD14" Zellen), folglich sind kaum noch CD14" Monozyten in der
Negativ-Probe vorhanden (Abbildung 8C). Nach CD14 Positivselektion sind die
isolierten Zellen zu 98,3% CD14", also Monozyten (Abbildung 8D). Bei der Auf-
reinigung der humanen Monozyten wurden Reinheiten zwischen 94 und 98%

erreicht.
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Abbildung 8: Reinheit humaner Monozyten nach CD14 MACS Separation
Zu verschiedenen Phasen der CD14" MACS Separation entnommene Proben wurden
mit einem CD14*-FITC Antikdrper gefarbt und durchflusszytometrisch analysiert. Un-
gefarbte Leukozyten vor CD14" MACS Separation (A). Farbung der Leukozyten aus
Thrombozytenapheresefiltern vor CD14" MACS Separation (B). Leukozytenpopulation
nach Positivselektion, diese Leukozyten exprimieren kaum CD14 (C). Nach CD14"
MACS Separation besteht die Zellsuspension fast ausschlieRlich aus CD14 Monozyten

(D).
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3.2 Expression des CCR2 Rezeptors

Im Folgenden wurde die Expression von CCR2 auf humanen Monozyten unter-
sucht (Abbildung 9). Die Einstellung der Parameter am Durchflusszytometer
erfolgte mit einer Probe ungefarbter Monozyten (Abbildung 9A), dargestellt als
Punktdiagramm von FITC und APC. Nach Einfachfarbung der isolierten Mono-
zyten exprimieren ungefahr 84% der isolierten Zellen CCR2 (Abbildung 9B). Im
Histogramm zeigt sich eine deutliche Zunahme der Fluoreszenzintensitat fur
APC in der gefarbten Probe (blaue Linie) im Vergleich zu den ungefarbten Zel-
len (schwarze Linie) gleichbedeutend mit einer Expression von CCR2 (Abbil-

dung 9C).
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Abbildung 9: Expression des Chemokinrezeptors CCR2 auf humanen Mono-
zyten

Extrazellulare Antikdrperfarbung mit einem APC-konjugierten CCR2 Antikérper von
humanen Monozyten nach CD14* MACS Separation und durchflusszytometrische
Auswertung (jeweils reprasentative Abbildung). Ungefarbte Zellen nach CD14" MACS
Separation (A) und Farbung dieser Zellen mit einem CCR2-Antikérper (B). Die mit
CD14" MACS Separation isolierten Zellen exprimieren CCR2 (C). Farbung der nach
MACS Separation isolierten Zellen mit einem FITC-konjugierten CD14 Antikorper (D)
und Doppelfarbung der isolierten Monozyten mit CD14-FITC und CCR2-APC (E). Die
CD14" Monozyten exprimieren gleichzeitig CCR2 (F)
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Um zu untersuchen welche Zellen CCR2 exprimieren, wurde eine Doppelfar-
bung CD14-FITC und CCR2-APC durchgefuhrt. In Abbildung 9D sind mehr als
96% CD14". Ungefahr 83% der isolierten Zellen sind CD14" Monozyten und
exprimieren CCR2 (Abbildung 9E). Dies zeigt sich auch in der Rechtsverschie-
bung im Histogramm (Abbildung 9F). Zusammenfassend konnte gezeigt wer-
den, dass die mittels MACS Separation isolierten Zellen CD14" Monozyten sind

und gleichzeitig CCR2 exprimieren.

3.3 Freisetzung reaktiver Sauerstoffradikale nach CCL2 Stimulation
(Phagoburst)

3.3.1 Humane Monozyten

Die Stimulation humaner Monozyten mit CCL2 fuhrt nicht zu einer Steigerung
der ROS Bildung. PMA jedoch verursacht eine Rechtsverschiebung des Kur-
venmaximums im Histogramm, also einer Zunahme der ROS Bildung
(Abbildung 10A). Im Gegensatz dazu kommt es nach Stimulation mit CCL2
(2ng/ul) nur zu einer minimalen Rechtverschiebung. Auch bei niedrigeren Kon-
zentrationen von CCL2 (0,5 ng/ul) konnte keine Steigerung der ROS Bildung

nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt). Auch in der statistischen Zusam-
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Abbildung 10: CCL2 steigert nicht die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in
humanen Monozyten

Humane Monozyten, isoliert mittels CD14" MACS Separation, wurden mit CCL2 (2
pg/ml) far 1 h stimuliert. Die ROS Bildung wurde mittels Phagoburst Test durch-
flusszytometrisch untersucht. Kontrolle (grau hinterlegte Kurve), PMA (Positivkontrol-
le, gestrichelte Linie) und CCL2 (schwarze Linie) (A). Die Stimulation mit CCL2 fuhrt
in humanen Monozyten nicht zu einer signifikanten Steigerung der ROS Bildung. (ge-
paarter t-test, p > 0,05, n = 6, Geo Mean Mittelwert +/- SEM) (B).
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menfassung besteht zwischen CCL2 stimulierter Gruppe und Kontrollgruppe
kein Unterschied in der ROS Bildung (Abbildung 10B).

3.3.2 Kokultur von humanen Monozyten und neutrophilen Granulozyten

In Kokulturexperimenten sollte die Bedeutung der Interaktion zwischen Mono-
zyten und neutrophilen Granulozyten fur die ROS Bildung untersucht werden.
Aufgereinigte Monozyten wurden mit neutrophilen Granulozyten von einem an-
deren Spender mit CCL2 in verschiedenen Konzentrationen sowie PMA als
Positivkontrolle inkubiert, ohne dass sich Unterschiede zeigten (Abbildung 11).
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Abbildung 11: CCL2 steigert nicht die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in
Kokultur humaner Monozyten mit neutrophilen Granulozyten

Humane neutrophile Granulozyten wurden gemeinsam mit humanen Monozyten 1 h mit
CCL2 stimuliert. Die ROS Bildung wurde mittels Phagoburst Test durchflusszytomet-
risch untersucht. Fenster um Monozytenpopulation und Auswertung der Bildung von
ROS durch Monozyten (A). Kontrolle (graue Linie), PMA (Positivkontrolle, gestrichelte
Linie) und CCL2 (schwarze Linie) (B). Nach Stimulation der Kokultur mit PMA und
CCL2 konnte kein Unterschied zur Kontrolle nachgewiesen werden.

3.3.3 Makrophagen aus Wistar und Dark Agouti Ratten

Um den Effekt von CCL2 auf differenzierte Makrophagen zu untersuchen, wur-
den Peritonealmakrophagen aus Wistar Ratten verwendet. In vitro fuhrt die
Stimulation der Peritonealmakrophagen mit CCL2 zu einer signifikant gesteiger-
ten ROS Bildung (Abbildung 12A), nicht jedoch bei Peritonealmakrophagen aus
DA Ratten (Abbildung 12B). Leukozyten aus DA Ratten besitzen aufgrund eines
Polymorphismus im Gen Ncf1 eine geringere Kapazitat fur den oxidativen Burst
(Hultqvist, Olofsson et al. 2006). Abbildung 12C fasst die Ergebnisse aus bei-

den Tierstammen zusammen. Aufgrund von interindividuell unterschiedlichen
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Basalwerten und Parametern des Durchflusszytometers wurden die Daten fur
die statistische Auswertung normalisiert.

A Wistar Ratte B Dark Agouti Ratte
& 21
g 2
2 23
(] " ]
o Eo]
== gﬂ ]
3 S
[ =
T o )
= =]
[t} ]
= o i
1° 4
DHR123 DHR123
C
© N I Kontrolle
"GCJ' [ CCL2
< 15
_g ns
©
°
C
3
= 1,0 -
(o]
[0
)
n
0
(e
B 05 -
>
o)
(@]
(@)]
©
<
o
0,0

Wistar Dark Agouti

Abbildung 12: CCL2 steigert die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in
Makrophagen aus Wistar Ratten, nicht jedoch in Makrophagen aus Dark
Agouti Ratten

Peritonealmakrophagen aus Wistar und DA Ratten wurden fir 1 h mit CCL2 stimuliert
und die ROS Bildung mittels Phagoburst Test durchflusszytometrisch ausgewertet.
Die Stimulation von Makrophagen aus Wistar Ratten mit CCL2 (schwarze Kurve)
bzw. PMA (gestrichelt) flhrt zu einer gesteigerten ROS Bildung (reprasentative Abb.)
(A). In Makrophagen aus DA Ratten konnte nach Stimulation mit CCL2 gesteigerte
ROS Bildung nachgewiesen werden (reprasentative Abb.) (B). Statistische Zusam-
menfassung der Stimulationsexperimente: CCL2 erhéht die ROS Bildung in Makro-
phagen aus Wistar Ratten signifikant (C) (Two way repeated measures ANOVA,
Student-Newman-Keuls Method, * p < 0,05, rel. Geo Mean Mittelwert +/- SEM, Wistar
n=12, DAn=28).
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3.3.4 Kokultur von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten der Wistar
Ratte

Kokulturexperimente wurden mit Zellen aus Ratten wiederholt. Durch die grole
Bandbreite der Eigenschaften fur Zellgrole und —granularitat konnte auf
Makrophagen kein Auswertungsfenster gelegt werden (Abbildung 13A). In der
Analyse aller Zellen kann die ROS Bildung durch PMA stimuliert werden, CCL2
hat jedoch keine Wirkung.
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Abbildung 13: CCL2 steigert nicht die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in
Kokultur von Makrophagen mit neutrophilen Granulozyten aus Wistar Ratten
Makrophagen und neutrophile Granulozyten wurden mittels peritonealer Lavage aus
Wistar Ratten entnommen. Diese Kokultur wurde mit CCL2 fir 1 h stimuliert und die
ROS Bildung mittels Phagoburst Test durchflusszytometrisch untersucht. Leuko-
zytenpopulationen in Kokultur (A) und Stimulation mit CCL2 (schwarz) und PMA (ge-
strichelt), Kontrolle (grau) (B). PMA, nicht jedoch CCL2 steigert die ROS Bildung in
der Kokultur von Makrophagen und neutrophilen Granulozyten.

3.3.5 Makrophagen aus mit Phytol behandelten Dark Agouti Ratten

In den folgenden Experimenten wurde die Fahigkeit von Phytol zur Induktion
des oxidativen Burst untersucht. Der Burstinducer Phytol wurde DA Ratten 5
Tage vor Entnahme der Peritonealmakrophagen s.c. injiziert. Trotzdem fuhrte
die Stimulation mit CCL2 nicht zu einer Steigerung der ROS Bildung in Makro-
phagen aus mit Phytol behandelten DA Ratten (Abbildung 14A).
Stimulation mit PMA steigerte die ROS Bildung. (Abbildung 14B). Auch im sta-
tistischen Vergleich mit unbehandelten DA Ratten besteht weder zwischen den
Kontrollgruppen, noch den Chemokin stimulierten Gruppen ein Unterschied in
der ROS Bildung.
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Abbildung 14: CCL2 steigert nicht die Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in
Makrophagen aus mit Phytol behandelten Dark Agouti Ratten

DA Ratten wurde 5 Tage vor Entnahme der Peritonealmakrophagen der Burstinducer
Phytol s.c. injiziert. Die Peritonealmakrophagen wurden fir 1 h mit CCL2 stimuliert und
die ROS Bildung mittels Phagoburst Test durchflusszytometrisch analysiert. Stimulation
von Makrophagen aus mit Phytol behandelten DA Ratten mit CCL2 (schwarze Kurve)
fuhrt im Gegensatz zu PMA (gestrichelt) nicht zur Steigerung der ROS Bildung (repra-
sentative Abb.) (A). CCL2 fuhrt weder in Makrophagen aus DA Ratten, noch in mit Phy-
tol behandelten DA Ratten zu einer Steigerung der ROS Bildung. Auch zwischen un-
behandelten und behandelten DA Ratten konnte kein Unterschied in der ROS Bildung
gezeigt werden (B) (Two way repeated measures ANOVA, Student-Newman-Keuls
Method, p > 0,05, rel. Geo Mean Mittelwert +/- SEM, DA + Phytol n = 6, DA n = 8).
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3.4 Bildung von Lipidperoxidationsprodukten nach intraplantarer CCL2
Injektion

Unter Bedingungen des oxidativen Stresses kommt es im betroffenen Gewebe
zur Bildung von Lipidperoxidationsprodukten wie 4-HNE, einem indirekten
Nachweis fur die Bildung von ROS im Gewebe (Catala 2009). In diesem
Experiment wurde die Bildung von 4-HNE nach i.pl. CCL2 Injektion im Pfoten-
gewebe von Wistar, DA und mit Phytol behandelten DA Ratten mittels ELISA
untersucht. In der Kontrollgruppe wurde in die kontralateralen Pfoten der Tiere
0,9%ige Kochsalzldsung injiziert.

Im Pfotengewebe von Wistar Ratten ist nach i.pl. CCL2 Injektion ein signifikant
gesteigerter Gehalt von 4-HNE nachweisbar (Abbildung 15A). Bei DA Ratten
besteht kein Unterschied in der Bildung von 4-HNE nach i.pl. Injektion von
CCL2. Generell ist der 4-HNE Gehalt in DA Ratten niedriger. Abbildung 15B
vergleicht den 4-HNE Gehalt im Pfotengewebe von DA Ratten und mit dem
Burstinducer Phytol behandelten DA Ratten. Trotz der Vorbehandlung besteht
kein Unterschied in der 4-HNE Bildung. Im statistischen Vergleich von DA Rat-
ten mit Phytol behandelten DA Ratten zeigt sich jedoch ein signifikant ge-
steigerter Gehalt an 4-HNE bei den behandelten DA Ratten sowohl in der Kon-

trolle als auch in der Chemokin Gruppe.
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Abbildung 15: Bildung des Lipidperoxidationsproduktes 4-HNE nach CCL2 Injek-
tion in Wistar, Dark Agouti und Phytol behandelten Dark Agouti Ratten

Wistar Ratten, DA Ratten und mit Phytol behandelten DA Ratten wurden 100 ul CCL2-
Lésung (Konzentration 0,03 mg/ml) in die Hinterpfote injiziert, als Kontrolle diente
0,9%ige NaCl-Lésung. Nach 3 h wurde das Pfotengewebe entnommen und der 4-HNE
Gehalt mittels ELISA untersucht. In Wistar Ratten flhrt die i.pl. Injektion von CCL2 zu
einem signifikant gesteigerten Gehalt von 4-HNE im Pfotengewebe im Vergleich zur
Kontrolle. Bei DA Ratten hingegen besteht nach i.pl. CCL2 kein Unterschied im Gehalt
von 4-HNE zur Kontrolle (A). Bei mit Phytol behandelten DA Ratten besteht nach i.pl.
CCL2 ebenfalls kein Unterschied im 4-HNE Gehalt der Pfoten. Im Vergleich zu DA
Ratten besteht bei mit Phytol behandelten DA Ratten ein signifikant erhéhter Gehalt an
4-HNE in der Kontroll- und der Chemokingruppe (B) (One way ANOVA, Student-
Newman-Keuls Method, * p < 0,05, Mittelwert +/- SEM, n = 6).
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3.5 Signalweg der CCL2-induzierten Hyperalgesie

Die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie ist abhangig von Makro-
phagen. Durch Rekonstitution mit Makrophagen und CCL2 entwickeln auch
Leukozyten-depletierte Ratten eine mechanische und thermische Hyperalgesie.
Die alleinige Injektion von Makrophagen intraplantar verandert die nozizeptiven
Schwellen der Tiere jedoch nicht (Pflucke, Hackel et al. 2013).

Die Rezeptoren TRPV1 und TRPA1 auf dem Nozizeptor spielen eine wichtige
Rolle fur die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie. Die Entstehung
der CCL2-abhangigen thermischen Hyperalgesie kann durch den TRPV1 Anta-
gonist BCTC verhindert werden. Der TRPA1 Antagonist HC30031 verhindert
die Entwicklung einer CCL2-abhangigen mechanischen Hyperalgesie (Pflucke,
Hackel et al. 2013). Auch der spezifische COX-2 Inhibitor Parecoxib verhindert
die Entwicklung der CCL2-abhangigen Hyperalgesie.

CCL2 bewirkt in Makrophagen die Bildung von ROS und im Gewebe die Bil-
dung des Lipidperoxidationsproduktes 4-HNE. CCL2 fuahrt indirekt durch ROS
und 4-HNE Bildung zur Induktion des Enzyms COX-2 im peripheren Gewebe.
Diese Signalkaskade ermdéglicht die Entwicklung einer Hyperalgesie (Pflucke,
Hackel et al. 2013).

CCL2
ROS & 4-HNE
os® _ oo Rezeptoren z.B.: TRPA1
- T . \
Makrophagen Hyperalgesie

Nozizeptor

Abbildung 16: Mechanismus der CCL2-induzierten Hyperalgesie

CCL2 bewirkt zum einen die Einwanderung von Makrophagen ins Gewebe und zusatz-
lich die Stimulierung der Bildung reaktiver Sauerstoffradikale in Makrophagen.
Reaktive Sauerstoffradikale (ROS) flhren im Gewebe zur Bildung von Lipidper-
oxidationsprodukten (4-HNE). ROS und 4-HNE sensitivieren die Rezeptoren TRPV1
und TRPA1 und ermdglichen dadurch die Entwicklung der CCL2-abhangigen, in-
flammatorischen Hyperalgesie.
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DA Ratten entwickeln nach i.pl. Injektion von CCL2 im Gegensatz zu Wistar
Ratten keine Hyperalgesie und die Einwanderung von Makrophagen bleibt aus.
Im Vergleich zu Wistar Ratten weisen Makrophagen aus DA Ratten eine signifi-
kant niedrigere Expression von CCR2 mRNA auf. Zusatzlich migrieren weniger
Makrophagen aus DA Ratten in Chemotaxisexperimenten bei verschiedenen
CCL2 Konzentrationen, folglich besteht ein Migrationsdefekt. Die in der Einlei-
tung beschriebenen Rekonstitutionsexperimente an Leukozyten-depletierten
Wistar und DA Ratten wurden ebenfalls mit Makrophagen aus DA Ratten als
Spendertiere durchgefuhrt. Die Injektion von Makrophagen aus DA Ratten zu-
sammen mit CCL2 fiihrt nicht zu einer Anderung der nozizeptiven Schwellen.
Die fehlende Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie bei DA Ratten hat
folglich zwei Grinde: Zum einen besteht aufgrund der geringeren Expression
des CCR2 ein Migrationsdefekt und zum anderen bilden Makrophagen aus DA
Ratten aufgrund des Defekts der NADPH-Oxidase weniger ROS (Hackel,
Pflucke et al. 2013).
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4. Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

Humane Monozyten, die mittels CD14 MACS Separation aus Thrombo-
zytenapheresefiltern von gesunden Spendern isoliert wurden, besal’en eine
hohe Reinheit. Durchflusszytometrisch konnte auf diesen CD14" Monozyten die
Expression von CCR2 nachgewiesen werden. Nach Stimulation von humanen
CD14"CCR2" Monozyten (oder zusammen mit neutrophilen Granulozyten) mit
CCL2 konnte keine Veranderung in der ROS Bildung nachgewiesen werden.
Hingegen konnte in Peritonealmakrophagen aus Wistar Ratten nach Stimulation
mit CCL2 eine signifikant gesteigerte ROS Bildung nachgewiesen werden. DA
Ratten besitzen aufgrund eines Polymorphismus im Gen Ncf1, das die kataly-
tische Untereinheit der NADPH-Oxidase kodiert, eine geringere Burstkapazitat
als Wistar Ratten. Peritonealmakrophagen von DA Ratten bildeten keine ROS
nach CCL2 Stimulation, auch nicht durch Vorbehandlung mit Phytol. Im Pfoten-
gewebe von Wistar Ratten bestand nach i.pl. CCL2 Injektion ein signifikant ge-
steigerter Gehalt des Lipidperoxidationsproduktes 4-HNE, verglichen mit der
kontralateralen Pfote, in die Kochsalzldsung injiziert wurde. Im Pfotengewebe
von DA Ratten blieb der 4-HNE Gehalt hingegen unverandert. Ebenso bestand
im Pfotengewebe aus mit Phytol behandelten DA Ratten kein Unterschied im
4-HNE Gehalt.

4.2 Diskussion der Methoden

4.2.1 Zellisolation und Stimulationsexperimente

Humane Monozyten wurden aus Thrombozytenapheresefiltern von gesunden
Spendern mittels MACS Separation isoliert. Nach Angaben des Herstellers fuhrt
die Bindung der verwendeten CD14" MicroBeads an den CD14 Rezeptor auf
der Zelloberflache der Monozyten nicht zu einer Aktivierung. Eine gewisse Akti-
vierung der Monozyten durch die Aufreinigung und Isolation oder auch durch
den Prozess der Thrombozytenapherese ist jedoch nicht auszuschliel3en. Mog-
licherweise war eine Voraktivierung der humanen Monozyten ursachlich dafur,

dass ein stimulierender Einfluss von CCL2 auf die ROS Bildung nicht gezeigt
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werden konnte. Durch Isolation der Monozyten aus humanen Vollblutproben,
ohne dass die Zellen vorher die Thrombozytenapherese durchliefen, konnte
dieser Aspekt untersucht werden.

Uber die Bedeutung einer moglichen Interaktion zwischen Monozyten und
neutrophilen Granulozyten fur die ROS Bildung und der folglichen Entwicklung
einer inflammatorischen Hyperalgesie konnte aufgrund einer maoglichen allo-
genen Stimulation durch die unterschiedlichen Spender der Leukozyten keine
Aussage getroffen werden. Um den Effekt von CCL2 auf differenzierte Makro-
phagen zu untersuchen, wurden die Stimulationsexperimente mit Peri-
tonealmakrophagen aus Wistar und DA Ratten wiederholt. Zur Isolation der
Peritonealmakrophagen verwendetes Thioglykollat ist ein starker Stimulus fur
Makrophagen. Dadurch konnte eine ausreichend hohe Zellzahl fur die Stimula-
tionsexperimente aus den Tieren entnommen werden ((Alvarez, Leiro et al.
2002), siehe auch Material und Methoden 2.4). Ein Nachteil dieser Methode ist,
dass die verwendeten Makrophagen bereits zu einem gewissen Ausmal} akti-
viert sind. Fur die Untersuchung der Auswirkung des Burstinducers Phytol wur-
de dieser noch vor Injektion von Thioglykollat DA Ratten s.c. injiziert und an-
schlieRend Peritonealmakrophagen isoliert (siehe auch Material und Methoden
2.8).

Ebenso wie bei den Experimenten mit humanen Spenderzellen konnten auch
bei Kokulturexperimenten mit Leukozyten aus Ratten keine Mono-
zyten/Makrophagen und neutrophile Granulozyten aus ein und demselben Tier
isoliert werden. Aus Ratten konnte jeweils nur eine Leukozytensubpopulation
isoliert werden, da fur die Isolation unterschiedliche Chemikalien und Stimulati-
onszeitraume noétig waren und die Tiere nach peritonealer Lavage getotet wur-
den. Daher bestand auch bei den isolierten Leukozyten aus verschiedenen Rat-
ten eine Inkompatibilitdt untereinander. In den Kokulturexperimenten mit Zellen
der Wistar Ratten ist ein stimulierender Effekt von PMA auf die ROS Bildung zu
sehen. Aufgrund der groRen Bandbreite der Eigenschaften fur Zellgréfte und
—granularitat in der durchflusszytometrischen Analyse, konnte die gesteigerte
ROS Bildung nicht Makrophagen oder neutrophilen Granulozyten zugeordnet

werden. Moglicherweise kdnnte diese Frage mit einer dreifach Farbung beant-
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wortet werden. Durch die grune Fluoreszenzfarbe von DHR 123 des Phago-
burst Kits ist die Fluoreszenz fur ROS vorgegeben. Folglich mussten die Mak-
rophagen zusatzlich mittels CD68 (ED1) und CD163 (ED2) konjugiertem PE-
Antikérper und die neutrophilen Granulozyten mit einem APC konjugierten Anti-
korper identifiziert werden. Problematisch ist, dass im Gegensatz zu humanen
Monozyten Makrophagen aus Ratten Uber zwei Oberflachenmolekule identifi-
ziert werden sollten: CD68 und CD163.

Die Arbeitsgruppe Hultqvist et al. zeigt, dass Phytol in DA Ratten in vivo und in
vitro den oxidativen Burst induzieren kann. Die Induktion des oxidativen Bursts
durch Phytol in vitro konnte bei neutrophilen Granulozyten gezeigt werden
(Hultqvist, Olofsson et al. 2006). Diese Ergebnisse konnten mit Peritoneal-
makrophagen aus DA Ratten nicht reproduziert werden. Die geringere Burst-
kapazitat besteht generell in Leukozyten von DA Ratten und nicht nur selektiv in
neutrophilen Granulozyten. Auch der Signalweg fur die Burst induzierende Wir-

kung von Phytol ist unklar.

4.2.2 Bestimmung des oxidativen Burst (Phagoburst Kit)

Der oxidative Burst aus Leukozyten ist ein elementarer Mechanismus zur Ab-
wehr von pathogenen Keimen. Fir dessen Quantifizierung koénnen ver-
schiedene Methoden verwendet werden. Klassische Methoden sind Luminol-
chemilumineszenz und die Reduktion von Ferricytochrom c. Eine weitere Mog-
lichkeit bieten die durchflusszytometrischen Assays mit den Substraten
Dihydrorhodamin 123 (DHR 123) oder Dichlorofluoresceindiazetat (DCFH-DA).
DHR 123 hat von den genannten Methoden die héchste Sensitivitat zur Quanti-
fizierung der ROS Bildung und bietet gleichzeitig die Moglichkeit, einzelne Zell-
populationen im Durchflusszytometer zu analysieren (Smith and Weidemann
1993).

Aufgrund dessen wurde zur quantitativen Bestimmung des oxidativen Bursts in
Leukozyten das Phagoburst Kit verwendet. Im klinischen Alltag findet dieser
Test beispielsweise in der Diagnostik der chronischen Granulomatose Ver-
wendung (siehe Anleitung Phagoburst Kit). Dabei handelt es sich um eine Er-
krankung, die aufgrund verschiedener Genvarianten mit einer fehlenden oder

deutlich verminderten NADPH-Oxidase Aktivitat in neutrophilen Granulozyten
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einhergeht. Symptome dieser Patienten sind wiederholte schwere Infektions-
krankheiten, wie Abszesse oder Pneumonien. Der Phagoburst Test ist gut re-
produzierbar und sowohl mit Vollblutproben als auch isolierten Zellen durch-
fuhrbar (Kampen, Tollersrud et al. 2004). Zu beachten ist die Variabilitat der
Fluoreszenzintensitat von Tag zu Tag, diese besteht jedoch auch bei DCFH-DA
(Smith and Weidemann 1993; Kampen, Tollersrud et al. 2004). Der Phagoburst
Test wurde verwendet um zu untersuchen, ob Monozyten/Makrophagen nach
Stimulation mit CCL2 ROS produzieren. Als Hypothese wurde zu Beginn dieser
Arbeit angenommen, dass ROS aus Monozyten/Makrophagen elementar fur die
Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie sind. Moglicherweise ist die
Menge freigesetzter ROS in der Entwicklung der Hyperalgesie beziehungs-
weise flr interzellulare Signalwege geringer, als beim oxidativen Burst zur mik-
robiellen Abwehr. Die Analyse der stimulierten Proben erfolgte am Durchfluss-
zytometer. Die Parameter des Durchflusszytometers wurden fur jedes Ex-
periment erneut gewahlt. Zwischen den einzelnen Proben bestanden Schwank-
ungen im basalen ROS Gehalt in den Kontrollproben der verschiedenen Spen-
der beziehungsweise der Tiere. Die ermittelten Rohdaten wurden aufgrund
dessen im Bezug zum Mittelwert der Gruppe normiert. Eine mogliche Limitation
dieses Kits konnte die Identifizierung kleiner Unterschiede in der ROS Bildung
sein. Bei den Erkrankungen, flr die dieser Test entwickelt wurde, bestehen
deutliche Einschrankungen in der Burstkapazitat, daher ist eine Detektion ge-

ringer Schwankungen nicht erforderlich

4.2.3 Bestimmung von Lipidperoxidationsprodukten (OxiSelectTM HNE-His
Adduct ELISA Kit)

Das ELISA Kit OxiSelect™ HNE-His Adduct ELISA Kit wurde fiir den Nachweis
des Lipidperoxidationsproduktes 4-HNE (4-HNE-Addukten) im Pfotengewebe
von Wistar und DA Ratten nach Chemokininjektion verwendet. Der Nachweis
von Lipidperoxidationsprodukten ist ein indirekter Nachweis fur die Bildung re-
aktiver Sauerstoffradikale. Eine mogliche Fehlerquelle des verwendeten Assays
ist die Interaktion der Proteinbindungsplatte mit Chemikalien, die zur Gewebe-
aufarbeitung verwendet wurden. Wahrend der Aufarbeitung des Pfotengewebes

wurden keine Chemikalien verwendet, die nach Herstellerangaben mit der Pro-
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teinbindungsplatte interagieren. Der Gehalt an 4-HNE war bereits in Kontrollpfo-
ten von Wistar Ratten im Vergleich mit Kontrollpfoten von DA Ratten signifikant
erhdht, obwohl Wistar Ratten an den Kontrollpfoten keine Hyperalgesie ent-
wickelten. Die Injektion der isotonen Kochsalzlésung selbst, erscheint als Ursa-
che unwahrscheinlich, da bei DA Ratten der Gehalt von 4-HNE in den Kontroll-
pfoten deutlich geringer war. Interessant ware in diesem Zusammenhang die
Untersuchung und der Vergleich des 4-HNE Gehalts in vdllig unbehandelten
Pfoten von Wistar und DA Ratten. Bereits in nicht entziindeten Pfoten bestand
ein Unterschied im 4-HNE Gehalt zwischen Wistar und DA Ratten. Die geringe
Steigerung der ROS Bildung durch CCL2 fuhrte dazu, dass der Abbau durch
die Enzyme Superoxiddismutase und Katalase nicht mehr ausreicht und Wistar
Ratten folglich eine Hyperalgesie entwickeln.

Neben dem verwendeten ELISA gibt es weitere Methoden zum Nachweis von
4-HNE. Zur Bestimmung von freiem 4-HNE dient die Messung der Absorption
bei 223 nm im Photometer. Der Nachweis von freiem 4-HNE ist nicht immer
sinnvoll, da aufgrund der starken Reaktivitat des Moleklls ein grof3er Teil an
Proteine, DNA und Phospholipide (4-HNE Addukte) gebunden vorliegt. Fur den
Nachweis von 4-HNE Addukten existieren immunhistochemische Farbungen,
spezifische ELISA und Westernblots. Eine Moglichkeit diese Addukte genauer
zu untersuchen, bietet die Massenspektrometrie - ein aufwendiges Verfahren -,
das gleichzeitig die Analyse der Proteine, an welche 4-HNE gebunden ist, er-
moglicht (Spickett 2013).

4.3 Diskussion der Ergebnisse

4.3.1 CCL2-induzierte Bildung reaktiver Sauerstoffradikale und Lipidper-
oxidationsprodukte

In einer Metaanalyse verschiedener Schmerzmodelle wurden die Gene des
Chemokins CCL2 und von Reg3b als wichtige pronozizeptive Faktoren identifi-
ziert (LaCroix-Fralish, Austin et al. 2011). Postoperativ ist die Genexpression
von IL-6, IL-8 und CCL2 gesteigert und korreliert 3 h postoperativ mit der
Schmerzintensitat der Patienten (Wang, Hamza et al. 2009). Bei CCR2"

Mausen ist die Hyperalgesie bei CFA-induzierter Entziindung geringer ausge-
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pragt als bei Wildtypmausen (Abbadie, Lindia et al. 2003). CCL2 und sein Re-
zeptor CCR2 spielen eine wichtige Rolle fur die Entwicklung der inflamma-
torischen Hyperalgesie. |.pl. Injektion von CCL2 flhrt Leukozyten-abhangig in
Wistar Ratten zur Entwicklung einer Hyperalgesie, nicht jedoch bei DA Ratten
(Hackel, Pflucke et al. 2013).

Die Bedeutung von ROS fur die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyper-
algesie wurde in dieser Arbeit untersucht. In humanen Monozyten konnte durch
Stimulation mit CCL2 die Bildung von ROS nicht angeregt werden. Die ver-
wendeten humanen Monozyten exprimieren CCR2. Mdoglicherweise ist die
Differenzierung von im Blut zirkulierenden Monozyten zu Gewebemakrophagen
ein wichtiger Faktor fur die ROS Bildung. Um den Effekt von CCL2 auf differen-
zierte Makrophagen zu untersuchen, wurden die Stimulationsexperimente mit
Peritonealmakrophagen aus Wistar Ratten wiederholt. In vitro bestand bei
Wistar Ratten nach Stimulation von Peritonealmakrophagen mit CCL2 eine sig-
nifikant gesteigerte ROS Bildung. Die verwendeten Makrophagen exprimierten,
wie auch humane Monozyten, CCR2. Die Bedeutung anderer molekularer Ziel-
strukturen, die Makrophagen nach Differenzierung exprimieren, und deren In-
teraktion mit CCR2 sind noch nicht bekannt. Il.pl. Injektion von CCL2 flhrte in
Wistar Ratten zur Entwicklung einer inflammatorischen, mechanischen
Hyperalgesie. Zusatzlich war der Gehalt des Lipidperoxidationsproduktes
4-HNE in der Pfote nach i.pl. CCL2 Injektion bei Wistar Ratten signifikant er-
hoht.

DA Ratten entwickelten nach i.pl. Injektion von CCL2 keine mechanische
Hyperalgesie. Auch die Stimulation von Peritonealmakrophagen aus DA Ratten
mit CCL2 flhrte nicht zu einer Steigerung der ROS Bildung. Der Gehalt des
Lipidperoxidationsproduktes 4-HNE blieb nach i.pl. CCL2 Injektion bei DA Rat-
ten unverandert. Diese Ergebnisse bestatigen, dass reaktive Sauerstoffradikale
und Lipidperoxidationsprodukte im Modell der CCL2-induzierten Hyperalgesie
eine entscheidende Rolle spielen. Im Vergleich des intraplantaren Gehalts an
4-HNE von Wistar und DA Ratten zeigte sich, dass Wistar Ratten bereits in
Kontrollpfoten einen erhdhten 4-HNE Gehalt besitzen.
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Die Induktion des oxidativen Bursts in DA Ratten durch Behandlung der Tiere
mit dem Burstinducer Phytol (Hultqvist, Olofsson et al. 2006) konnte weder in
Stimulationsexperimenten mit Peritonealmakrophagen durch eine gesteigerte
ROS Bildung, noch im Pfotengewebe durch einen Anstieg des Gehalts an
4-HNE nachvollzogen werden. In Verhaltensexperimenten entwickelten mit
Phytol behandelte DA Ratten nach i.pl. CCL2 Injektion eine mechanische
Hyperalgesie. Der Wirkmechanismus von Phytol ist unbekannt. Méglicherweise
ist die Substanz Phytol selbst proalgetisch. Um dies zu untersuchen kdnnten
die nozizeptiven Schwellen von DA Ratten, die nur mit Phytol behandelt wurden
mit denen von unbehandelten DA Ratten verglichen werden.

Die Bedeutung einer Interaktion zwischen Makrophagen und neutrophilen
Granulozyten konnte aufgrund methodischer Probleme weder im humanen Mo-

dell noch im Tiermodell zufrieden stellend untersucht werden.

4.3.2 Bedeutung von reaktiven Sauerstoffradikalen und Lipidperoxidations-

produkten fir die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie

ROS aus ins Gewebe rekrutierten Makrophagen und 4-HNE vermittelten die
CCL2-induzierte Hyperalgesie in Wistar Ratten. I.pl. Injektion von CFA fuhrt bei
Wistar und DA Ratten zur Entwicklung einer mechanischen und thermischen
Hyperalgesie. DA Ratten hingegen entwickelten nach CCL2 Injektion keine
Hyperalgesie.

DA Ratten besitzen eine verminderte oxidative Burstkapazitat. Ursachlich hier-
fur ist ein Polymorphismus im Gen Ncf1. Ncf1 kodiert die katalytische Unterein-
heit p47P"°* des fiir die ROS Bildung verantwortlichen Enzyms NADPH-Oxidase
(Hultgvist, Olofsson et al. 2006). Gleichzeitig besteht bei DA Ratten eine gestei-
gerte T-Zellaktivitat, da ihre Makrophagen aufgrund des Polymorphismus weni-
ger ROS bilden und folglich deren hemmende Wirkung auf T-Zellen vermindert
ist (Gelderman, Hultqvist et al. 2007). Moglicherweise spielt der basale Gehalt
an Lipidperoxidationsprodukten in den Pfoten der Ratten auch bei der Empfind-
lichkeit der Tiere bei der akuten Nozizeption eine Rolle.

DA Ratten entwickeln nach Schadigung des N. ischiadicus in einem geringeren
Ausmall Schmerz-assoziierte Verhaltensweisen und eine geringere intraneuro-

nale Schadigung als andere Rattenstamme. DA Ratten haben jedoch keinen
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generellen Defekt der Nozizeptorfunktion beziehungsweise der akuten
Schmerzwahrnehmung. Im Vergleich zu Wistar Ratten reagieren DA Ratten auf
mechanische und thermische Stimuli weniger empfindlich (Xu, Plesan et al.
2001; Hackel, Pflucke et al. 2013). In den von unserer Arbeitsgruppe durchge-
fuhrten Verhaltensexperimenten konnte dies jedoch nicht bestatigt werden. Die
basalen nozizeptiven Schwellen unterscheiden sich zwischen den verschiede-
nen Rattenstdmmen nicht (Hackel, Pflucke et al. 2013).

DA Ratten haben vermutlich nur in den Schmerzmodellen ein Defizit, welche
von ROS Bildung abhangig sind. Die Bedeutung von ROS fur die Entwicklung
neuropathischer und inflammatorischer Schmerzen wird von den Ergebnissen
verschiedener Arbeitsgruppen unterstitzt (Wang, Porreca et al. 2004; Khattab
2006; Ibi, Matsuno et al. 2008; Keeble, Bodkin et al. 2009; Schwartz, Kim et al.
2009).

Eine mogliche molekulare Zielstruktur fur ROS zur Vermittlung der inflamma-
torischen Hyperalgesie ist der TRPA1 Kanal. ROS fuhren im Gewebe zur Bil-
dung von Lipidperoxidationsprodukten wie 4-HNE. l.pl. Injektion von 4-HNE in
Hinterpfoten von Wistar Ratten fuhrt dosisabhangig zur Entwicklung einer me-
chanischen Hyperalgesie. Dieser Effekt ist durch TRPA1 Antagonisten aufheb-
bar (Trevisani, Siemens et al. 2007). TRPA1 Knockout Mause entwickeln nach
i.pl. Injektion von H,O, im Gegensatz zu Wildtypmausen keine thermische
Hyperalgesie (Trevisani, Siemens et al. 2007; Andersson, Gentry et al. 2008).
Andere Arbeitsgruppen postulieren eine Bedeutung des TRPV1 Kanals als mo-
lekulare Zielstruktur fir ROS (Keeble, Bodkin et al. 2009). TRPV1 und TRPA1
Antagonisten verhindern in von unserer Arbeitsgruppe durchgeflhrten Verhal-
tensexperimenten ebenfalls die CCL2-induzierten Hyperalgesie (Pflucke,
Hackel et al. 2013).

Die Bedeutung von ROS fur die Entwicklung der inflammatorischen Hyperal-
gesie wird durch analgetische Effekte von Antioxidanzien, beispielsweise ROS
abbauenden Enzymen oder Vitaminen, deutlich. Antioxidanzien reduzieren die
Auspragung der Hyperalgesie. Die Verhaltensexperimente unserer Arbeits-
gruppe zeigten, dass Applikation der Enzyme SOD und Katalase oder des
Superoxiddismutasemimetikums TEMPOL die Entwicklung der CCL2-
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abhangigen Hyperalgesie verhindert. |.pl. Carrageen Injektion fuhrt in der Pfote
von Mausen zu einem erhohten Gehalt an H,O, und zur Entwicklung einer
Hyperalgesie. Durch Koinjektion mit den Enzymen Superoxiddismutase oder
Katalase wird die Auspragung der Hyperalgesie vermindert (Keeble, Bodkin et
al. 2009).

TEMPOL und das Enzym SOD reduzieren das Pfotenddem und die Hyper-
algesie nach Carrageen-induzierter Entzindung bei Wistar Ratten deutlich
(Khattab 2006). Die Vitamine C und E sind natlrliche Radikalfanger. Die Kom-
bination der Vitamine C und E bewirkt analgetische Effekte, sowohl bei in-
flammatorischen Schmerzen nach Formalin Injektion, als auch bei neuropathi-
schen Schmerzen nach peripherer Nervenschadigung, jedoch nicht nach Injek-
tion von CFA (Lu, Kallenborn-Gerhardt et al. 2011).

Das Enzym COX-2 ist wahrend Entzindungsprozessen verantwortlich fur die
Synthese von Prostaglandinen. Prostaglandin E2 und Prostaglandin 12 bewir-
ken durch Aktivierung ihrer Rezeptoren EP1 und EP4 eine Sensitivierung von
TRPV1 (Moriyama, Higashi et al. 2005). In vivo ist im Pfotengewebe von Wistar
Ratten nach i.pl. CCL2 Injektion die Expression der COX-2 mRNA gesteigert.
AulRerdem ist in den Pfoten eine gesteigerte Immunoreaktivitat von 4-HNE und
COX-2 nachweisbar, die mit infiltrierenden ED1" Makrophagen kolokalisiert ist.
Die meisten 4-HNE positiven Zellen exprimieren auch COX-2. In Pfoten von
Leukozyten-depletierten Wistar Ratten ist die Immunoreaktivitat fir 4-HNE und
COX-2 nach i.pl. CCL2 unverandert. Systemische Therapie mit dem COX-2
Inhibitor Parecoxib verhindert die mechanische und thermische Hyperalgesie
nach CCL2 Injektion. Auch durch lokale Therapie mit Parecoxib kann die Ent-
wicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie verhindert werden. Folglich han-
delt es sich um einen peripheren Effekt von COX-2. COX-2 spielt zusammen
mit ROS eine wichtige Rolle in der Pathophysiologie der CCL2-induzierten
Hyperalgesie (Pflucke, Hackel et al. 2013).

Auch andere Arbeitsgruppen zeigen einen Zusammenhang zwischen COX-2
und 4-HNE. COX-2 und 4-HNE sind gemeinsam in Schaumzellen (Makro-
phagen) in artherosklerotischen Lasionen lokalisiert. 4-HNE induziert als ein-
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ziges Lipidperoxidationsprodrukt in RAW264.7 Makrophagen die Expression
von COX-2 (Kumagai, Matsukawa et al. 2004).

4.3.3 Leukozyten und Hyperalgesie

Die CCL2-induzierte Hyperalgesie ist Leukozyten-abhangig. Durch Cyclo-
phosphamid Leukozyten-depletierte Wistar Ratten entwickeln nach CCL2 Injek-
tion keine Hyperalgesie. Dadurch konnte in unserem Modell ein direkter Effekt
von CCL2 am Nozizeptor ausgeschlossen werden. Andere Arbeitsgruppen wie
beispielsweise Belkouch et al. beschreiben einen direkten erregenden Effekt
des Chemokins CCL2 durch Interaktion von CCR2 mit dem Natriumkanal
Nay1.8 auf kleinen primar sensorischen Neuronen (C-Fasern) (Belkouch,
Dansereau et al. 2011). Die Arbeitsgruppe Cunha et al. zeigt, dass neutrophile
Granulozyten entscheidend fur die Entwicklung der mechanischen, Carrageen-
induzierten Hyperalgesie sind. Eine Behandlung der Versuchstiere mit Fucoidin,
einem Leukozytenadhasionsinhibitor, verhindert dosisabhangig die Entwicklung
der Carrageen-induzierten Hyperalgesie (Cunha, Verri et al. 2008).

In unseren Verhaltensexperimenten hingegen fuhrt die alleinige Rekrutierung
von neutrophilen Granulozyten ins Gewebe nicht zur Entwicklung einer Hyper-
algesie (Rittner, Mousa et al. 2006). Aufgrund dessen untersuchten wir die Be-
deutung von Makrophagen fur die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyper-
algesie. Leukozyten-depletierten Wistar Ratten wurden Peritonealmakrophagen
aus Wistar Ratten in die Pfote injiziert, woraufhin sie nach CCL2 Injektion er-
neut eine Hyperalgesie entwickelten. Auch DA Ratten wurden Peritonealmakro-
phagen aus Wistar Ratten injiziert und entwickelten daraufhin ebenfalls nach
CCL2 Injektion eine Hyperalgesie. Die Rekonstitution von Leukozyten-
depletierten Wistar beziehungsweise DA Ratten mit Peritonealmakrophagen
aus DA Ratten hatte hingegen keinen proalgetischen Effekt. Aulderdem war der
Leukozytengehalt in der Pfote von DA Ratten nach CCL2 Injektion im Vergleich
zu Wistar Ratten vermindert. In vitro konnte ein Migrationsdefekt von Makro-
phagen aus DA Ratten nachgewiesen werden. Ursachlich fur die fehlende Ent-
wicklung einer Hyperalgesie nach i.pl. CCL2 Injektion bei DA Ratten sind folg-
lich die verminderte oxidative Burstkapazitat in Makrophagen und ein Migrati-
onsdefekt der Makrophagen (Hackel, Pflucke et al. 2013).
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Die CCL2-induzierte Hyperalgesie beruht auf der Bildung von ROS aus Makro-
phagen. Uber die Bedeutung einer Interaktion zwischen neutrophilen Gra-
nulozyten und Makrophagen fur die Entwicklung einer inflammatorischen
Hyperalgesie kdnnen noch keine Aussagen getroffen werden. Das Chemokin
CCL2 wird wahrend Entzundungsprozessen freigesetzt. ROS spielen bei der
Entstehung der inflammatorischen Hyperalgesie eine wichtige Rolle, sowie eine
elementare Rolle fur Zellmigration und die gerichtete Chemotaxis von Mono-
zyten/Makrophagen und neutrophilen Granulozyten. Die Arbeitsgruppe Heo et
al. zeigt die Bedeutung von ROS fur die Expression der Chemokinrezeptoren 1
und 2, die Produktion proinflammatorischer Zytokine und Zell-migration (Heo,
Yun et al. 2008). Oxidativer Stress erhoht demnach die
transendotheliale Migration von Monozyten ahnlichen HL-60 Zellen. Dieser
Effekt kann durch Antioxidanzien und Proteinkinase C Inhibitoren aufgehoben
werden (Rattan, Shen et al. 1997). Die Chemokin abhangige Migration von
neutrophilen Granulozyten ist abhangig von ROS Bildung durch die in Phago-
zyten exprimierte NADPH-Oxidase (Nox2). Radikalfanger und die Hemmung
von Nox2 dampfen die gerichtete Migration von neutrophilen Granulozyten
(Kuiper, Sun et al. 2011).

Die vorliegende Arbeit zeigt, dass nach i.pl. Injektion des Chemokins CCL2 der
Gehalt des Lipidperoxidationsproduktes 4-HNE in der Pfote von Wistar Ratten
signifikant gesteigert war. Bei DA Ratten war dies nicht der Fall. Ursachlich hier-
fur ist zum einen der Migrationsdefekt der Makrophagen in DA Ratten und zum
anderen die geringere Burstkapazitat der Makrophagen selbst. DA Ratten ent-
wickeln nach Vorbehandlung mit dem Burstinducer Phytol eine geringer ausge-
pragte Arthritis als unbehandelte DA Ratten. In vivo ist die Bildung von ROS
bzw. der oxidative Burst in neutrophilen Granulozyten aus mit Phytol behandel-
ten DA Ratten nach Stimulation mit PMA gesteigert (Hultqvist, Olofsson et al.
2006). Nach Behandlung mit dem Burstinducer Phytol entwickeln DA Ratten im
Gegensatz zu unbehandelten DA Ratten eine CCL2-abhangige Hyperalgesie
(Hackel, Pflucke et al. 2013). Bei mit Phytol behandelten DA Ratten wurde ent-
gegen der Erwartungen kein gesteigerter 4-HNE Gehalt in der Pfote nach CCL2

Injektion nachgewiesen. Der Burst induzierende Effekt von Phytol konnte in
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Makrophagen ebenfalls nicht reproduziert werden. Die Wirkungsweise von Phy-
tol ist unklar. Es ist nicht auszuschlie3en, dass Phytol selbst proalgetisch wirkt.

4.3.4 Klinische Relevanz

Moglicherweise ist die Anwendung von Antioxidanzien, wie beispielsweise die
Vitamine C und E oder das Enzym SOD, ein neuer Ansatz zur Therapie des
Entzindungsschmerzes. Auch Uber die potentiell analgetischen Effekte einer
Blockade des Rezeptors CCR2 kann spekuliert werden. Problematisch kdonnten
unerwunschte immunsuppressive Effekte sein, die mit dem analgetischen Effekt
einhergehen.

Im Mausmodell haben die Antioxidanzien Vitamin C und Vitamin E antinozi-
zeptive Effekte bei inflammatorischen und neuropathischen Schmerzen. Die
systemische Verabreichung einer Kombination der Vitamine C und E hemmt die
frihen Schmerz assoziierten Verhaltensweisen nach Formalin Injektion und die
neuropathischen Schmerzen nach peripherer Nervenschadigung. Im Modell des
Entzindungsschmerzes durch CFA konnte kein analgetischer Effekt nach sys-
temischer Gabe der Vitamine C und E nachgewiesen werden. Diese Erkennt-
nisse unterstreichen die Bedeutung von ROS fur bestimmte Schmerzzustande
(Lu, Kallenborn-Gerhardt et al. 2011).

Klinisch relevant kdnnten die Erkenntnisse Uber die Bedeutung von ROS in der
Pathophysiologie von inflammatorischen Schmerzen auch fur die Pathophysio-
logie des komplexen regionalen Schmerzsyndroms | (CRPS |, complex regional
pain syndrome) sein. Das CRPS | wird auch als Morbus Sudeck bezeichnet und
kann sich beispielsweise nach Verletzungen oder Operationen entwickeln.
Klinisch besteht eine Trias aus motorischer, sensorischer und autonomer
Storung. Die Erkrankung verlauft klassischerweise in drei Stadien. Im ersten
Stadium besteht eine schmerzhafte Funktionseinschrankung, im zweiten Stadi-
um eine Dystrophie, die durch Funktionseinschrankungen aufgrund morpho-
logischer Veranderungen bedingt ist und im dritten Stadium eine Atrophie mit
starker Funktionseinschrankung der betroffenen Extremitat bis hin zum Funkti-
onsverlust (Muller, M, Chirurgie fur Studium und Praxis 2010/2011, S. 344 —
345, Medizinische Verlags- und Informationsdienste, Breisach). Die Patho-

physiologie, die zur Entwicklung dieses Krankheitsbildes fuhrt, ist bisher unbe-
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kannt. Die Arbeitsgruppe Tan et al. konnte zeigen, dass bei Patienten mit CRPS
| eine signifikante Akkumulation von Leukozyten in der betroffenen Extremitat
besteht. Aufgrund dessen wird eine Beteiligung von Leukozyten in der
Pathophysiologie des CRPS | vermutet (Tan, Oyen et al. 2005).

In einer Metaanalyse wurde der Zusammenhang des CRPS mit dem inflamma-
torischen Profil der Patienten untersucht. Das CRPS ist assoziiert mit der Ex-
pression proinflammatorischer Mediatoren im Blut. Das Expressionsprofil der
proinflammatorischen Mediatoren unterscheidet sich beim akuten und beim
chronischen CRPS. Im akuten CRPS sind die Konzentrationen von IL-8 und
dem lI6slichen TNF Rezeptor | und Il (sSTNF-RI & II) im Blut signifikant erhoht.
Beim chronischen CRPS sind beispielsweise TNFa, IL-2 und CCL2 signifikant
erhoht (Parkitny, McAuley et al. 2013).

In der klinischen Therapie hat sich gezeigt, dass Radikalfanger die Sympto-
matik des CRPS | reduzieren konnen. Die Wirksamkeit von Radikalfangern in
der Therapie lasst vermuten, dass ROS in der Pathophysiologie des CRPS |
ebenfalls eine Rolle spielen. Beispielsweise ist die Konzentration des Lipid-
peroxidationsprodukts Malondialdeyd im Serum von CRPS | Patienten signifi-
kant erhoht verglichen mit gesunden Probanden. Auch die Aktivitat der Enzyme
Peroxidase und SOD ist im Speichel von CRPS | Patienten erhoht (Eisenberg,
Shtahl et al. 2008).

In der Zusammenschau unserer Daten mit denen anderer Arbeitsgruppen wird
die Bedeutung von ROS und 4-HNE fur die Entwicklung der inflammatorischen
Hyperalgesie deutlich. Die CCL2-induzierte Hyperalgesie wird durch ROS und
4-HNE vermittelt. Radikalfanger entwickeln analgetische Effekte im entziindeten
Gewebe. Sie stellen mdglicherweise einen neuen therapeutischen Ansatz fur

die Therapie inflammatorischer Schmerzen dar.
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5. Zusammenfassung

Ein Hauptsymptom der Entzindung sind Schmerzen. In dieser Arbeit wurde die
Bedeutung reaktiver Sauerstoffradikale (ROS) aus Monozyten/Makrophagen fur
die Entwicklung der inflammatorischen Hyperalgesie untersucht.

In Vorarbeiten der Arbeitsgruppe Rittner wurde in Verhaltensexperimenten mit
Wistar Ratten gezeigt, dass die alleinige Rekrutierung von neutrophilen Gra-
nulozyten ins Gewebe durch CXCL2/3 nicht zur Entwicklung einer inflammatori-
schen Hyperalgesie fuhrt. Des Weiteren wurde gezeigt, dass i.pl. CCL2 Injekti-
on zu einer inflammatorischen Hyperalgesie fuhrt. Dark Agouti Ratten (DA)
entwickeln nach i.pl. CCL2 Injektion keine inflammatorische Hyperalgesie. Die
CCL2-induzierte Hyperalgesie in Wistar Ratten kann durch Applikation von
ROS abbauenden Enzymen (Superoxiddismutase (SOD) und Katalase) oder
Chemikalien (TEMPOL) verhindert werden. In vitro fihrte die Stimulation von
Peritonealmakrophagen aus Wistar Ratten mit CCL2 zu einer signifikanten
Steigerung der ROS Bildung. In Peritonealmakrophagen aus DA Ratten, bei
denen ein Defekt in der p47°" Untereinheit der NADPH-Oxidase bekannt ist,
war dies nicht der Fall. In entzindetem Gewebe bilden Leukozyten ver-
schiedene Chemokine, die weitere Leukozyten ins Gewebe rekrutierten. CCL2
wirkt chemotaktisch auf Makrophagen und stimuliert die Bildung und Freiset-
zung von ROS im Gewebe. ROS konnten als wichtige proalgetische Mediatoren
fur die Entwicklung der CCL2-induzierten Hyperalgesie identifiziert werden.
ROS sind chemisch sehr reagibel und fuhren im Gewebe zur Bildung von
Lipidperoxidationsprodukten (4-HNE). I.pl. CCL2 Injektion fuhrte bei Wistar Rat-
ten zur Bildung von 4-HNE im Pfotengewebe, nicht jedoch bei DA Ratten. Ge-
meinsame molekulare Zielstrukturen fir ROS und 4-HNE sind die Kanale
TRPV1 und TRPA1. Durch deren Sensitivierung entsteht die CCL2-induzierte,
inflammatorische Hyperalgesie. Der Einfluss einer Interaktion zwischen neutro-
philen Granulozyten und Makrophagen auf die Entstehung der CCL2-
induzierten Hyperalgesie konnte aufgrund von Limitationen in der Methode nicht
geklart werden. ROS sind eine maogliche Zielstruktur fur die Entwicklung neuer
Medikamente in der Therapie des Entzindungsschmerzes.
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