Aus der neurologischen Klinik und Poliklinik
der Universitat Wiirzburg

Direktor: Professor Dr. med. Jens Volkmann

Charakterisierung von Spinalganglienneuronen

im oGalaktosidase A-defizienten Maus-Modell des M. Fabry

Inaugural - Dissertation
zur Erlangung der Doktorwiirde der
Medizinischen Fakultat
der
Julius-Maximilians-Universitdt Wiirzburg

vorgelegt von

Dorothea Anna Elisabeth Hose

aus Neuenstein, Obergeis

Wiirzburg, Juni 2017



Referentin: Prof. Dr. Claudia Sommer

Korreferent: Prof. Dr. Christoph Wanner

Dekan: Prof. Dr. Matthias Frosch

Tag der mundlichen Prifung: 21.02.2018

Die Promovendin ist Arztin



Inhaltsverzeichnis

Abkiirzungsverzeichnis

R 1] =3 117 T 1
1.1. MOrbus Fabry.....ccceuciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniininiessesnninesssssisninesssssssssnesssssssssssssnns 1
O 00 I =Y o 1o [T 0 o] o ={ ISP PPPRRRRROE 1

B YT Y4 10 o = PP PPPRRRRPOE 2
0 I TR (1T T Y od V=T 2 11 o O PP PPUP 3
1.1.3.1. OrganmanifestationNeN ....cc..uuiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e e e aarraereaaeeeaans 4
1.1.3.2. Peripheres Nervensystem und Schmerzen bei M. Fabry .......ccccccoeiiiiiiieiiiiccciiieeeee e, 5
O O S DT =Y = o o 1] 41 PP PPPRRROE 7

O T I o 1T =Y o =TSP PPPRRRROE 8
1.2. Die Beeinflussung der Nozizeption bei M. Fabry..........ccccvvveiiiiiiiirnnncciininenn. 10
1.2.1. Anatomische Grundlagen der NOzZiZeption........ccoocciiiiiie i ecccee e e 12
1.2.1.1. Das Spinalganglion — Schaltstelle der NOzZizeption ........cccccuveveeeeiieicciiiieeee e 13
1.2.1.2. Die Beeinflussung des Spinalganglions durch M. Fabry ........ccccccooviiiiiiiiiiiiciiiiieeeee e, 14
1.2.2. Mediatoren der SChMErzI@itUNE .......ccoi i e e ee e e e e e e e e sab e e e e e e e eeeaa 15
1.2.2. 0. TRPVI-KANEAIE ...ttt ettt ettt e e e e e e e et ba e e e e e e e e s abbaaeeeaeeeeesnsraneeaaeeennes 16
1.2.2.2. Spannungsgesteuerte Natriumkanale.........cccooooiiieiii e 17
1.2.2.3. Calcitonin-gene-related Peptide (CGRP) ......ccouiiiieiee et 19

1.3. Globotriaosylceramid 3 (Gb3).......cccceiiiiiiiiiiiiiiiiiineeeeeeneesneeeen 20
1.3.1. Definition und Physiologie von Glykosphingolipiden .........cccccouiiiiiiiiiiiiiiiiiiee e, 20
1.3.2. Gb3-Akkumulation und seine Auswirkungen bei M. Fabry .........ccccccoeiiiiiiiieei e, 21
1.4. Maus-Modelle des M. Fabry.......cccccceeiiiiiimrnniiiiiinieniiiniiiiieneee. 22
1.4.1. aGalaktosidase A-KNOCKOUT-IMAUS.......ccoiiiiiiiiiie ettt e e s e s s abae e e 23
1.4.2. G35tG/GLA-KNOCKOUL-IMIAUS ......uviiiiiiiiieeciee ettt ettt et e e e e e e ta e e e eeate e e e etaeeeeeabaeeeennes 25
1.5. Fragestellungen und Zielsetzungen der Arbeit......ccccccceerrrrrniiiiiniiienncciininnnen. 26
B 1Y/ (=1 1 o T - RN 27
2.1. aGalaktosidase A Knock-out Mause und Tierhaltung.......ccccccceviirrrrnnniiiininnnn. 27
2.2. VerhaltenstestUNGeN......ccuuuciiiiiiienneiiiiiiiienneiiiiiiienssiiniineessesssssimessssssrsesnes 28

2.2.1. Von-Frey Test zur Bestimmung der mechanischen Pfotenriickzugsschwellen........................ 28



2.2.2. Bestimmung der Pfotenriickzugslatenz auf Hitze........cccuveeeieiiiiiiiiiieec e, 29

2.2.3. Bestimmung der Kalterlckzugslatenz ............uvviiieeiiiiecee e 29
2.3. Gewebeentnahme........cceuueiiiiiiiiinniiiiiiiiers s esssssssssneesans 30
2.4. GEWEDEASSEIVIEIUNG ...civvvueeiiiiiiirnniiiiiiiiennsiiiieiressssssssiinessssssssssssesssssssssssennns 31
2.5. Immunfluoreszenzfarbung mit PGP9.5 an Footpads .......ccccceeeiiiirrrrnnnciininnnns 31

2.5.1. Bestimmung der intraepidermalen Nervenfaserdichte (IENFD)......ccccceeeevicciiiiieeee e, 32
2.6. Himatoxylin-Eosin-Farbung an Spinalganglien ..........cccouvveeciiiiiinienneicciinnnnnnn. 32

2.6.1. Bestimmung der neuronalen FIACHhE ... e 33
2.7. Fluoreszenz-Doppelfarbungen an Spinalganglien...........cccccceeiiiiiirrrnncciininnnn. 33

2.7.1. Fluoreszenz-Doppelfarbung CD77 und Nav 1.8.......ccouiiiiiiiiei ittt 35

2.7.2. Fluoreszenz-Doppelfarbung CD77 UNd IB4........oooeiiiiiiiiiieee ettt 36

2.7.3. Auswertung der Fluoreszenzfarbungen mit Image J .....cceeveeeiieiiiiiiieee e 36

2.8. Molekulargenetische Untersuchungen zur Quantifizierung der Genexpression

Schmerz-assoziierter Rezeptoren und Mediatoren..........cccccvveiiiirineenniiiinnnennnnnees 37
2.8.1. Allgemeines zur quantitativen real-time Polymerase-ketten-reaktion (QRT-PCR) .................. 37
2.8.2. RNA-EXTIAKEION 1neeiiii ittt sttt e e e st e e st e e sate e e e sabbeeesnabeeessabaeessnbaeaenns 38
2.8.3. Messung der optiSChen DIChTE ........uuiiiiiiiieeieeeee e e et e e e e areeaeas 39
2.8.4. ReVErse TranSKIiPTION ... .uuuiiiiee ettt e et e e e e e e e st r e e e e e e e e e eababbeeeeeeeeesnsbaaseeeens 39
D T T o | I = 1 SR PPPPPPPP 40

2.9. Kultivierung der Spinalganglienneurone..........cccccceeiiiiiiiennesiiinnnnennesiinnnnenne 42
2.9.1. Anlegen der Spinalganglien-KUITUN ...........oooiiiiiiee et e s 42
2.9.2. Fixierung der ZellKUUIEN ........ooo et e e e e e e e ab b e e e e e e e e snebaaeeaaens 43
2.9.3. Fluoreszenz-Doppelfarbungen der KUITUren ... 43

2.10. StatistisSChe AUSWEItUNG ......ccoiiveeueiiiiiiiiinuiiiiiiiiennniiiiiieesnessssimesssssssieennns 45

I T = o T=] T X - RN 46

3.1. Ergebnisse Verhaltenstestungen ...........ccceeceeiiiiiiinnniiiinininnnniinnnnnenene. 46
3.1.1. Mechanische Hypersensibilitat bei Fabry-ko-Mausen........ccccccoecciiiiiei e, 46
3.1.2. Altersabhangige Hyper- und Hyposensibilitat gegeniliber Hitze in Fabry-ko-Mausen............. 47
3.1.3. Kélte-Hyposensibilitdt bei Fabry-KO-MEaUSEN........c.ccoiiiiiiiiiiiee et 49

3.2. Reduzierung der IENFD bei Fabry-ko-Mausen........c..cccovirveuneiiiiinnnennncciinnnennn 51



3.3. Quantifizierbare VergroBBerung der neuronalen Flache in Spinalganglien von

Fabry-KO-MaUSEN......cccuuuiiiiiiiiieiiiiiiiiieieiiiiiiessssisiiieessssssssssresnsssssssssesssssssssssennns 53
3.4. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfirbungen an Spinalganglien..................... 55
3.4.1. Vermehrte Gb3-Ablagerungen in Spinalganglien von Fabry-ko-Mausen ..........ccccccccecvvvnnen... 55
3.4.2. Erhohte Expression TRPV1-positiver Neurone bei Fabry-ko-Mausen .........ccccccveeiieeiininnnen.n. 57

3.4.2.1. Kein Genotypunterschied in der Korrelation TRPV1- und CD77-positiver Neurone......... 58
3.4.3. Kein Unterschied bei der Expression Nav1.8-positiver Neurone zwischen Fabry-ko- und litt-
WT-Mausen sowie keine Genotyp-spezifische Korrelation Nav1.8- und CD77-positiver Neurone...61
3.4.4. Verminderte Anzahl CGRP-positiver Neurone bei alten Fabry-ko-Mause. Keine Genotyp-
spezifische Korrelation zwischen CGRP UN CD77 .......uuiiiiiiieiieieeeee ettt eetver e e e e e e e aanaes 63
3.4.5. Reduzierung der NF200-Expression bei Fabry-ko-Mausen, jedoch keine Genotyp-spezifische
Korrelation zwischen NF200 UNd CD77 ......oociiiiiiiiiieiiieenite sttt sttt be e sine et esaee s e snee e 64

3.4.6. Erhohte Anzahl IB4-positiver Neurone bei Spinalganglien von jungen Fabry-ko-Mausen...... 66

3.5. Ergebnisse der Genexpressionsanalysen..........ccccveeeiiiiiinenneiininnnennncinnneennes 67
3.5.1. TRPV1-Genexpression bei Fabry-ko- und litt-WT-MEUSEN .......cccuviiiiieeiieecciiieeee e 68
3.5.2. Na, 1.8-Genexpression bei Fabry-ko- und litt-WT-MEUSEN .........ccvvvieeeieeiciiiiiieeee e, 69

3.6. Ergebnisse NeuronenKkultur........cccccceeeiiiiienneiiiiiinennniiniiiensee. 70

3.6.1. Erfolgreiche Etablierung einer Neuronenkultur aus Spinalganglien von Fabry-ko- und litt-WT-

VL BUSEIN s s e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaeaaaaaaaaaaaeaaaeaaatataranararene 70
3.6.2. Keine aussagekraftigen Farbeversuche an Neuronenkulturen aus Spinalganglien................. 71
4. DiSKUSSION ...evvvueneiiirinnnnniissrissenssssssssssmusssssssmssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssns 74

4.1. Charakterisierung von Fabry-ko-Madusen hinsichtlich Schmerz-assoziiertem

Verhalten gegeniiber mechanischen und thermischen Stimuli ............................. 74
4.2. Reduzierung der IENFD entsprechend einer SFN in Fabry-ko-Mausen............. 78
4.3. Charakterisierung der Spinalganglien von Fabry-ko-Mausen ...........cccceeeuunne. 82
4.3.1. Verdanderungen der neuronalen Morphologie in Fabry-ko-Mausen ..........cccccccevivieeeeeeiccinnns 82
4.3.2. Verdanderungen der neuronalen Rezeptorausstattung bei Fabry-ko-Mausen.............ccccuuue. 86

4.3.2.1. Vermehrte Ablagerungen von Gb3 in Spinalganglienneuronen bei Fabry-ko-Mausen ...86

4.3.2.2. Veranderungen schmerzassoziierter lonenkanéle im Fabry-ko-Mausmodell.................. 88
4.3.2.2.1. Veranderungen der neuronalen TRPV1-Expression in Spinalganglien von Fabry-ko-
IMTBUSEIN .ttt ettt et ettt e et b b ettt eb b ek st e b eheehe Ak hea et bbbt ettt e bbb ben s e e e eaes 88

4.3.2.2.2. Unterschiede der Nav1.8-Expression in Fabry-ko-Mausen ..........cccccceeeeeeecnnvineen... 91



4.3.2.2.3. Verminderte CGRP-Expression in Spinalganglienneuronen von 12 Monate alten
[ o] AV o T Y = 10 K =T o U UU PSPPI 95
4.3.2.3. Reduktion neuronaler NF200-Expression in Spinalganglien von Fabry-ko-Mdusen ........ 98
4.3.3. Immunhistochemische Untersuchung der neuronalen IB4-Expression in Spinalganglien von

[ o] AV o T Y = 10 LY =T o PP PSPPI 99

4.4. Etablierung einer Kultur aus Spinalganglienneuronen zur Untersuchung

Schmerz-assoziierter lonenkanale in Vitro ..............ccceevvvviviiiiiiiniieeeeeeeeenecsssnnnn. 100
4.5. Methodenkritik und Limitationen der vorliegenden Arbeit........c....cceeeeeeeee. 101
5. Zusammenfassung und AUSDIICK ..........ccceuueeeerriveeneeiiisinneneeiisisinnsesssssssssssnssssnnns 104
6. LiteraturverzeiChNis ...............eeeeevvevereerrriieieeeerveeeeuissssssssesssssssssssssnssssssssssssssssnes 106
7. AbbildungSVerzeiChNis .............ueeeevrveeenuniciinnieneesssssinnsesisssssssssssssssssssssssssssssssnes 116
8. TaDelleNVerzEiChNIS .............ccoveveeeeeeevevvveeveiiiiiiccccssiisiineeeeseresssesssessssssssss s 116
L R 1 [ 1 =T [ ] T= 1 | =2 120
9.1. Gerdte und Laborhilfen .........cooveeeeeeiiiiinicini e 120
9.2. Verbrauchsmaterialien.........coovveeeeeeeiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiinnnnnnnnnrnneeseeeee 121
9.3. Antikoérper, Losungen und Puffer fiir die PGP9.5-Farbung.............cccccceeeeeeeet 122
9.4. Losungen und Puffer fiir die H.E.-Farbung ........c.cccccciviirrrviiiiiiiiienciiiinnnennnnn. 123
9.5. Antikérper und Reagenzien fiir die Fluoreszenz-farbung.........cccccceveuueeeeannenn 124

9.6. Enzyme, Primer-Puffer und Nukleinsauren fiir reverse Transkription und Real-

LI L= 5O 124
9.7. Puffer, Medien und Enzyme fiir Neuronenkultur .........ccccceeeiirrrvnnniiiinnnnnnnne. 125
0 R V1 T T o 127

Danksagung



Abkirzungsverzeichnis

BSA
CDH
cDNA
CGRP
CSS

C
CTH
DEPC
DNA
ERT
Fabry-ko-Maus
Gb3
GFR
GNDF
GSL
HE
IASP
1B4
IENFD
litt-WT-Mause
LSD

mRNA
Na,-Kanal
NF
NF200
NGF

PBS
PEPD

PFA
PGP9.5
gRT-PCR
QST

ROI
SDS-PAGE
SFN
SHIRPA

SLS
TL-Liberase
TM-Liberase
trkA
TRP-Kanéle
TRPV-Kanale
TTX

WML

aGalA

Bovines Serumalbumin

Ceramide-dihexosid

copyDNA

Calcitonin-Gene-Related Peptide

Complete Saline Solution

Threshold cycle

Ceramide-trihexosid

Diethyl Pyrocarbonat

Desoxyribonukleinsdure

Enzymersatztherapie

0GalA-knockout-Maus

Globotriaosylceramid-3

Glomerulare Filtrationsrate

Glial Derived Neurotrophic Factor
Glykosphingolipide

Hamatoxylin-Eosin

International Association for the Study of Pain
Isolectin B4

Intraepidermale Nervenfaserdichte
Wildtyp-Wurfgeschwister

Lysosomale Speicherkrankheiten (engl. lysosomal storage
disorders)

Messenger-RNA

Spannungsgesteuerter Natrium-Kanal
Neurofilament

Neurofilament 200

Nerve Growth Factor

Phosphat-Buffer-Saline

Paroxysmal Extreme Pain Disorder
Paraformaldehyd

Protein Gene Product 9.5

Quantitative real-time Polymerasekettenreaktion
Quantitative sensorische Testung

Region of Interest

Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamid Gel Electrophoresis
Small Fiber Neuropathie

SmithKlineBeecham, Harwell, Imperial College, Royal London
Hospital, Phenotype assessement
Natriumlauryl-Sulfat (engl. Sodium-lauryl sulfate)
Thermolysin-low Liberase

Thermolysin-medium Liberase
Tropomysin-receptor kinase A

Transient receptor potential-Channels
TRP-Kandle sensitiv fir Vanilloid

Tetrodotoxin

White matter lesions

oGalaktosidase A






1. Einleitung

1.1. Morbus Fabry

Morbus Fabry (M. Fabry) ist eine X-chromosomal vererbte, lysosomale
Speicherkrankheit, die erstmals 1898 zeitgleich von William Anderson und Johannes
Fabry beschrieben wurde (Anderson 1898; Fabry 1898; Uceyler et al. 2012). Ausgehend
von einem monogenetischen Defekt im fir das Enzym aGalaktosidase A (aGalA)-
kodierenden Gen GLA (Lokalisation: Chromosom Xg22.1 (Bishop et al. 1988), kommt es
zu einer vollstandig fehlenden oder verminderten Expression von aGalA (Schiffmann
2009). Als Hydrolase katalysiert aGalA die Abspaltung von aGalaktosylbindungen am
terminalen Ende von Glykosphingolipiden, einer Lipidgruppe, die am Aufbau von
Zellmembranen beteiligt ist (s.1.3; Brady, Gal et al. 1967; Garman 2007; Ugeyler and
Sommer 2012). Dabei wird Globotriaosylceramid-3 (Gb3; CD77 als Rezeptor) durch die
aGalA und Abspaltung von Galaktose zu Laktosylceramid abgebaut (Garman, S. C. et al.
2004). Bei einem vollstandigen oder teilweisen Funktionsverlust dieses Enzyms kommt
es zu Akkumulation von Glykosphingolipiden, insbesondere Gb3 in Lysosomen
(Germain 2010). Diese u.a. endotheliale, renale, kardiale und neuronale Ablagerung
von Gb3 fihrt schlielich zu einer progressiven Multiorganerkrankung mit

Funktionseinschrankung (Zarate et al. 2008; Germain 2010).

1.1.1. Epidemiologie

Nach dem M. Gaucher ist der M. Fabry die zweithdufigste lysosomale
Speicherkrankheit (Mehta et al. 2010). Weltweit wird die Inzidenz mit 1:40.000-
1:117.000 angegeben (Meikle et al. 1999; Uceyler et al. 2012). Die Rate nicht erkannter
Patienten wird jedoch hoher geschatzt. So konnte unter mannlichen Dialysepatienten
eine Inzidenz des M. Fabry von 0,1-1%, bei Patienten mit vermeintlich idiopathischer
Kardiomyopathie von 3-5% und unter Patienten mit kryptogenem Schlaganfall von
4,9% nachgewiesen werden (Wilcox et al. 2008). Fiur die Pravalenz gibt es lediglich

uneinheitliche Daten. So wird in einem Screening auf verminderte aGalA-Aktivitat bei



neugeborenen Jungen in Norditalien eine Pravalenz von 1:3.100, in Taiwan von 1:5.000

angegeben (Spada et al. 2006; Ellaway 2016).

1.1.2. Vererbung

Nachdem Brady et al. 1967 erstmals den zugrundeliegenden Enzymdefekt der aGalA
beschrieben, folgte 1988 die Entdeckung des GLA-Gens auf Position X22q des langen
Arms des X-Chromosoms durch Bishop et al. (Brady et al. 1967; Bishop et al. 1988). Das
GLA-Gen besteht aus tber 12.000 Basenpaaren und sieben Exons (Schiffmann 2009;
Germain 2010). Seither wurden mittlerweile Gber 600 verschiedene Mutationen in
diesem Gen festgestellt ((Saito et al. 2011) http://fabry-database.org, Stand:
29.02.2016). Eine Untersuchung der oGalA bei M. Fabry zeigte, dass die
Genmutationen zu einer fehlerhaften Faltung des Proteins und damit zu einem ,loss-
of-function” fiihren kénnen (Garman 2007). Die haufigste Mutationsform ist die
Punktmutation, die zu einem Missense- oder Nonsense-Codon und damit zu einem
veranderten Peptid oder Kettenabbruch fiihrt. Seltener sind Basendeletionen oder —
insertionen oder sog. Splice-Mutationen (Germain 2010; Uceyler et al. 2012). Viele
dieser Mutationen sind sog. private Mutationen, d.h. sie kommen nur in bestimmten
Familien vor; andere treten dagegen haufiger auf (Desnick et al. 2003; Mehta et al.
2010). Aufgrund der hohen Anzahl verschiedener Mutationen, der Beobachtung
unterschiedlicher Phdnotypen bei gleichem Genotyp und hoher Variabilitdt der
klinischen Prasentation in einer Familie wird angenommen, dass neben dem Genotyp
auch epigenetische Faktoren fiir den Schweregrad der Erkrankung mitverantwortlich
sind (Zarate et al. 2008; Schiffmann 2009; Ugeyler et al. 2012).

Bei einem X-chromosomalen Erbgang treten aullerdem verschiedene Besonderheiten
der Vererbung auf. So gibt ein erkrankter Vater das kranke Allel an alle seine Tdchter,
nicht aber an seine S6hne weiter. Eine heterozygote Mutter dagegen vererbt die
Erkrankung an 50% ihrer Kinder. Lange Zeit galten heterozygote Frauen nur als
asymptomatische Ubertragerinnen des erkrankten Gens. In den letzten Jahren zeigte
sich jedoch, dass Frauen ein heterogenes Spektrum von vollstandig fehlender

Symptomatik bis hin zum klinischen Vollbild des M. Fabry entwickeln kénnen (Toyooka



2011; Echevarria et al. 2016). Eine Erklarung fir dieses Phianomen ist die X-
Chromosom-Inaktivierung, die sog. Lyonisierung. Hierbei wird, zur Angleichung der
mannlichen und weiblichen Genanzahl in Korperzellen ein X-Chromosom zufallig
inaktiviert (Harper 2011). Eine Uberwiegende Expression des Wildtyp-GLA-Allels in
weiblichen Korperzellen fliihrt somit zu einem milderen Phanotyp mit langsamerem
Progress; haufigeres Auftreten des mutierten GLA-Alles dagegen zu einem frihen
Auftreten, schnellerem Verlauf und einer schlechteren Prognose (Echevarria et al.

2016).

1.1.3. Klinisches Bild

Das klinische Bild des M. Fabry variiert vom schwerkranken Patienten bis zum
asymptomatischen Mutationstrager und ist abhdngig von der verbliebenen
Enzymaktivitdt (Schiffmann 2009; Mehta et al. 2010; Uceyler et al. 2012). Erste
Symptome der Erkrankung treten gewohnlich in der Kindheit auf; bei Jungen zwischen
3 bis 10 Jahren, bei Madchen zwischen dem 6. und 15. Lebensjahr (Mehta et al. 2010).
Trotz des weitgehend asymptomatischen Verlaufs in den ersten Lebensjahren konnten
Ellaway et al. histopathologisch bereits im Fetus Gb3-Ablagerungen nachweisen
(Ellaway 2016). Die erste klinische Manifestation bei 59% der Jungen und 41% der
Madchen sind episodische Schmerzen im Sinn von brennenden Schmerzen der Hande
und FiRe (Ellaway 2016). Weitere Friihsymptome sind gastrointestinale Beschwerden,
Angiokeratome sowie Hypo- bzw. Anhidrose (Germain 2010). Manifestationen an Herz
und Nieren treten zumeist erst im Erwachsenenalter auf und sind bedingt durch
GefalRdysfunktion und Vaskulopathie sowie Minderperfusion, ausgelost durch Gb3-
Ablagerungen in kleinen GefdaRBen (Desnick et al. 2003; Zarate et al. 2008; Schiffmann
2009). Sie konnen zu schweren Komplikationen sowie Einschrankung der
Lebensqualitat fihren und reduzieren die mittlere Lebenserwartung unbehandelter
Manner auf ca. 50 Jahre, unbehandelter Frauen auf ca. 70 Jahre (Mehta et al. 2010).

Der genaue Pathomechanismus ist allerdings weiterhin unklar.



1.1.3.1. Organmanifestationen

Eine Nierenbeteiligung tritt bei 50% der Fabry-Patienten auf und beginnt meist vor
dem 30. Lebensjahr mit Mikroalbumin- und Proteinurie (Branton et al. 2002; Germain
2010; Mehta et al. 2010). Die Ablagerung von Gb3 in u.a. glomeruldren Endothelzellen
fihrt nach anfanglicher Hyperfiltration zu einer progredienten Einschrankung der
Nierenfunktion bis hin zu einer chronischen Niereninsuffizienz mit reduzierter
glomerularer Filtrationsrate (GFR) und Dialysepflichtigkeit (Germain 2010; Ugeyler et
al. 2012). Neben der Rolle als prognostischer Faktor beeinflusst die Nephropathie die
Lebensqualitat der Fabry-Patienten deutlich (Wagner et al. 2014). Bei vielen Patienten
besteht bereits vor Diagnosestellung eine fortgeschrittene Nierenerkrankung (Ortiz et
al. 2010).

40-60% der Fabry-Patienten weisen eine Kardiomyopathie, meist im Sinne einer
konzentrischen linksventrikularen Hypertrophie auf (Germain 2010; Seydelmann et al.
2015). Ursache hierfiir sind Gb3-Ablagerungen in Kardiomyozyten, die histologisch zu
deren Hypertrophie und Vakuolisierung fiihren (MacDermot et al. 2001; Seydelmann
et al. 2015). Jedoch ist Gb3 nur fir 1-3% der Masse des vergrofRerten Herzens
verantwortlich, sodass u.a. ein Einfluss von Wachstumsfaktoren diskutiert wird
(Weidemann et al. 2011). Im weiteren Verlauf entwickeln sich eine Herzwandfibrose
und  Herzinsuffizienz. Neben  Myokardinfarkten  treten  haufig  maligne
Herzrhythmusstérungen auf, die zum plétzlichen Herztod fiihren kénnen (Linhart et al.
2000; Shah et al. 2005; Schiffmann et al. 2009; Germain 2010; Uceyler et al. 2012). In
einer Untersuchung des Fabry-Registers stellten kardiovaskuldre Erkrankungen die
haufigste Todesursache bei Fabry-Patienten dar (Mehta et al. 2010).

Daneben werden haufig transitorisch ischdmische Attacken (TIA), zum Teil bereits im
Kindesalter sowie Schlaganfille beschrieben (Mehta et al. 2004; Ramaswami et al.
2006; Mehta et al. 2010). Vier Prozent der weiblichen und sieben Prozent der
mannlichen Fabry-Patienten erleben im Laufe der Erkrankung einen Schlaganfall. 50%
erlitten bereits vor Diagnosestellung oder anderen klinischen Manifestationen einen
Schlaganfall; dabei sind Manner laut Studienlage im Mittel 39 Jahre, Frauen 43 Jahre
alt (Sims et al. 2009; Mehta et al. 2010; Toyooka 2011). Neben Gb3-Ablagerungen, die



Mikroangiopathien kleiner intrakranieller BlutgefalRe verursachen konnten, werden
weitere Faktoren, wie z.B. ein veranderter Blutfluss oder eine vermehrte Produktion
oxidativer Substanzen als Ursache vermutet. In radiologischen Untersuchungen fielen
Fabry-Patienten durch einen vergroRerten Durchmesser der A. basilaris und sog. white
matter lesions (WML) auf (Fellgiebel et al. 2011; Uceyler et al. 2014). WML sind
unspezifische Veranderungen der weilen Substanz, deren Pathophysiologie bisher
nicht ausreichend geklart ist. lhr radiologisches Korrelat ist eine mittels MRT
darstellbare Hyperintensitat in der T2- oder FLAIR-Wichtung (Kolodny et al. 2015).

Weitere klinische Manifestationen sind erhabene, rotlich-livide Hautveranderungen,
sog. Angiokeratome die z.B. typischerweise am Bauchnabel vorkommen (Germain
2010). Daneben finden sich korneale Veranderungen am Auge, die sog. Cornea
verticillata, Tinnitus oder Horstiirze, abdominelle Beschwerden, Depressionen sowie
Beschwerden des autonomen Nervensystems wie Anhidrose, orthostatische
Dysregulation oder Hitzeintoleranz (Muller 2006; Germain 2010; Ugeyler et al. 2012;

Pensabene et al. 2016).

1.1.3.2. Peripheres Nervensystem und Schmerzen bei M. Fabry

Die am haufigsten berichteten Symptome des M. Fabry sind neurologische Symptome
(Mehta et al. 2010). Dabei ist das periphere Nervensystem v.a. in Form einer Small-
fiber-Neuropathie (SFN) betroffen, bei der typischerweise intraepidermale
myelinisierte A&- und nicht-myelinisierte C-Fasern geschadigt sind. Histologisches
Korrelat ist eine Verminderung oder sogar ein vollstandiger Verlust intraepidermaler
Nervenfasern (Burlina et al. 2011; Uceyler 2016). Dabei tritt eine angehobene
Kaltedetektionsschwelle auf, die mittels quantitativer sensorischer Testung (QST)
nachgewiesen werden kann (Maag et al. 2008; Uceyler et al. 2011). Das
Hauptsymptom der SFN sind brennende akrale Schmerzen, die u.a. durch Druck oder
Wairme ausgeldst werden kénnen (Toyooka 2011; Uceyler et al. 2012; Uceyler 2016).
Brennende, an den Akren auftretende Schmerzen sind auch das charakteristische
Erstsymptom des M. Fabry (Uceyler et al. 2012). Bereits 60-80% der erkrankten Kinder
leiden unter starken Schmerzen (Germain 2010; Burlina et al. 2011). Dabei kénnen

verschiedene Formen und Schweregrade unterschieden werden (Tabelle 1).



Tabelle 1 Unterschiedliche Schmerzformen des M. Fabry nach (Ugeyler et al. 2013)

Schmerzattacken Akral Brennend
Triggerfaktoren (z.B.
Stress, Fieber,
Anstrengung, Hitze, Kalte)
Fabry-Krisen Akral beginnend Dauer: Minuten bis Tage
Nach proximal Episodisch
ausbreitend Kaum durch Analgetika
beeinflussbar
Evozierte Schmerzen Akral Hyperalgesie, Allodynie
Permanente Schmerzen Brennende

Kribbelpardsthesien
Erwachsenenalter

Zum einen werden Schmerzattacken, in Form brennender akraler Schmerzen
beschrieben, die durch endo- und exogene Faktoren, wie Stress, Anstrengungen,
Fieber und Hitze oder Kdlte ausgelost werden kénnen. Weiterhin kénnen sog. Fabry-
Krisen auftreten. Diese sind extreme, an den Akren (v.a. FuRsohlen und Handflachen)
beginnende und nach proximal aufsteigende episodische Schmerzen, die Minuten bis
Tage andauern koénnen. Im Gegensatz zu Schmerzattacken sind sie kaum durch
Analgetika beeinflussbar. Auch evozierte akrale Schmerzen in Form von Hyperalgesie
und Allodynie werden von einigen Patienten beschrieben. Eine weitere Form sind
permanente Schmerzen, die oft mit brennenden Kribbelparasthesien assoziiert sind
und meist im Erwachsenenalter auftreten (Germain 2010; Burlina et al. 2011; Ugeyler
et al. 2012). Schmerzattacken mit oder ohne Fabry-Krisen treten meist bereits im
Kindesalter auf (Ugeyler et al. 2012). Mit zunehmendem Alter sinkt die
Schmerzintensitat in der Regel; jedoch kénnen die Schmerzen auch persistieren oder
erst im Erwachsenenalter beginnen (Zarate et al. 2008; Uceyler et al. 2012). Die
verschiedenen Fabry-assoziierten Schmerzen filihren bei betroffenen Patienten zu

einer stark reduzierten Lebensqualitdt (Germain 2010; Ugeyler et al. 2014).



1.1.4. Diagnostik

Trotz der o.g. Symptome erfolgt die Diagnosestellung meist verspatet und haufig erst
im Erwachsenenalter (mittleres Alter bei Diagnose: 29 Jahre; (Desnick et al. 2003;
Mehta et al. 2010)). Symptome, die in der Anamnese auf M. Fabry hindeuten kénnen

sind in Tabelle 2 zusammengefasst.

Tabelle 2 ,,Alarmzeichen”, die auf M. Fabry hinweisen nach (Uceyler et al. 2012)

Brennende Schmerzen an Handflachen und FuRsohlen Gehaufte akrale

Ausléser: Hitze, Kdlte, Fieber, kérperliche Schmerzen
Anstrengungen
Fabry-Krisen Rezidivierende Familiar auftretende
Schlaganfalle im jungen Nieren- und
Lebensalter Herzerkrankungen
Rezidivierende Nieren- und/oder Friihe Todesfalle unklarer
fieberhafte Erkrankungen Herzinsuffizienz unklarer Ursache
Genese
Cornea verticillata Herzrhythmusstérungen Hinweise auf X-
unklarer Genese chromosomalen Erbgang

Die Sicherung der Diagnose bei bestehendem klinischem Verdacht erfolgt mittels
biochemischer Methoden und genetischer Untersuchungen. Hierzu kann die aGalA-
Enzymaktivitat z.B. in Plasma, Leukozyten oder getrocknetem Blut oder die Gb3-
Ausscheidung im Urin gemessen werden (Zarate et al. 2008; Germain 2010; Mehta et
al. 2010). Da diese Untersuchungen bei betroffenen Frauen aufgrund der Lyonisierung
jedoch haufig im Normalbereich liegen, gilt die Gensequenzierung als Goldstandard zur
Diagnosesicherung bei Frauen (Zarate et al. 2008; Schiffmann 2009; Germain 2010).
Auch bei Mannern erfolgt zur weiteren Diagnosesicherung eine Gensequenzierung und
Identifizierung ursachlicher Mutationen. Nach der Diagnosestellung sollten alle
typischerweise betroffenen Organe wie Niere, Herz und Nervensystem untersucht

sowie ein Familienscreening durchgefiihrt werden (Uceyler et al. 2012).



Pranatal- oder Neugeborenen-Screening mittels aGalA-Aktivitatsmessung in
Chorionzotten bzw. Blutstropfen von Neugeborenen sind ebenfalls moglich (Spada et

al. 2006; Germain 2010; Verma et al. 2015).

1.1.5. Therapie

Fir die Therapie des M. Fabry wurden interdisziplindrer Leitlinien erstellt. Ziel ist es,
die Lebenserwartung und Lebensqualitdit der Patienten zu verbessern, indem
Schmerzen reduziert und die weitere Progression von Organschadigungen verhindert
werden (DGN-Leitlinie 2013, (Biegstraaten et al. 2015)). Die wichtigste Saule der
Behandlung ist die intravendse Enzymersatztherapie (ERT). Seit 2001 sind zwei

rekombinante Enzyme auf dem europdischen Markt zugelassen (Tabelle 3).

Tabelle 3 Eigenschaften der zur intravenésen Enzymersatztherapie zugelassenen Medikamente. Nach
(Germain 2010; Ugeyler et al. 2012)

Handelsname Repagal ® Fabrazym ©

Hersteller Shire Pharmaceuticals, Genzyme Corporation,
Cambridge, MA, USA Cambridge, MA, USA

Herstellung aus Humanen Ovarialzellen des
Hautfibroblasten chinesischen

Goldhamsters
Dosis 0,2 mg/kg KG 0,1 mg/kg KG
Begleitmedikation Nicht notwendig Notwendig

(antihistaminisch,
antipyretische)

Beide Prdparate werden zweiwOchentlich appliziert und haben in Studien ihre
Sicherheit und Effektivitdt belegt (Germain 2010). Ein direkter Vergleich beider
Praparate liegt bisher nicht vor. Laut Studien reduziert ERT die kardiale Masse und die
renale Gb3-Akkumulation, wahrend Effekte auf das Nervensystem (inklusive Fabry-
assoziierter Schmerzen) und die renale Funktion noch nicht eindeutig bewiesen sind
(Biegstraaten et al. 2015). Entscheidend fiir den Therapierfolg ist der friihzeitige
Beginn der ERT. So konnte gezeigt werden, dass der Einfluss der ERT auf die

Progression der Organschadigungen bei bereits fortgeschrittener Erkrankung zum



Zeitpunkt des Therapiebeginns sinkt (Weidemann et al. 2013). Hohe Kosten und
mogliche Induktion einer Immunreaktion durch das rekombinante Enzym sind
limitierende Faktoren (Ugeyler et al. 2012). Alternativen zur ERT sind u.a. die
Chaperontherapie, die auf der Annahme einer fehlerhaften Faltung von aGalA beruht
und seine korrekte Faltung vermittelt (Garman 2007; Warnock et al. 2015). 2016
wurde mit Migalastat (Galafold®) eine orale Chaperontherapie durch die Européische
Kommission zur Behandlung des M. Fabry zugelassen. Migalastat bindet selektiv und
reversibel an bestimmte Mutationsformen des aGalA-Enzyms und fiihrt dadurch zu
einer Stabilisierung des Enzyms sowie zur Wiederherstellung der Enzymaktivitat.
Hierdurch kann das krankheitsverursachende Gb3 abgebaut und die Organfunktion
stabilisiert bzw. verbessert werden. Die europdische Zulassung basiert auf den
Ergebnissen zweier klinischer Phase-llI-Studien bei unbehandelten Patienten (FACETS-
Studie) und Patienten, die zuvor eine ERT erhalten hatten und nun auf Migalastat
umgestellt wurden (ATTRACT-Studie) sowie noch laufenden Langzeitstudien.
Migalastat konnte in diesen Studien die Nierenfunktion bis zu 18 Monate bei ERT-
erfahrenen und bis zu 30 Monate bei ERT-naiven Patienten stabilisieren sowie die
Herzfunktion nach 18-monatiger Therapie bei ERT-erfahrenen bzw. nach 30-monatiger
Behandlung bei ERT-naiven Patienten verbessern. Mit Hilfe eines eigens entwickelten
in vitro-Tests (Galafold Amenability Assay) wurden tGber 800 Mutationen als ,,sensitiv”
oder ,,nicht sensitiv” flir Migalastat klassifiziert. Die aktuelle Zulassung umfasst alle 269
Migalastat-sensitiven aGalA-Mutationen, die insgesamt 35-50% der derzeit
diagnostizierten Mutationen umfassen (Benjamin et al. 2016; Germain et al. 2016;
Hughes et al. 2016).

Weitere Sdulen der Therapie stellen die kardiologische, nephrologische und
neurologische Zusatztherapie dar (DGN-Leitlinien 2013). Zur Behandlung Fabry-
assoziierter Schmerzen ist die Studienlage beschrinkt (Uceyler et al. 2012). Als Mittel
der ersten Wahl wird Carbamazepin, ggf. in Kombination mit Pregabalin empfohlen.
Zweite Wahl sind Duloxetin oder Venlafaxin (Burlina et al. 2011). Schmerzkrisen
kénnen z.B. mit Phenytoin, in schweren Fdllen mit Opioiden behandelt werden

(Ugeyler et al. 2012). Haufig ist die Schmerztherapie jedoch unzureichend, was an dem



noch fehlenden Verstandnis des Pathomechanismus des Fabry-assoziierten Schmerzes

liegt.

1.2. Die Beeinflussung der Nozizeption bei M. Fabry

Schmerz ist eine der wichtigsten Wahrnehmungen unseres Korpers. Laut International
Association for the Study of Pain (IASP) ist Schmerz ,ein unangenehmes Sinnes- oder
Gefuhlserlebnis, das mit aktueller oder potenzieller Gewebeschadigung verknipft ist
oder mit Begriffen einer solchen Schadigung beschrieben wird“. Schmerz kann dabei in
zwei groBe Kategorien - akut und chronisch - unterteilt werden. Zur Gruppe der
chronischen Schmerzen gehéren sowohl die neuropathischen als auch die nozizeptiven
Schmerzen. Dabei resultiert der nozizeptive Schmerz aus schadlicher mechanischer,
thermischer oder chemischer Stimulierung peripherer sensibler Nerven, sog.
Nozizeptoren (Lee et al. 2005). Hierzu gehdren u.a. postoperative Schmerzen,
Gewebeverletzungen und Ischamieschmerzen. Im Gegensatz zum nozizeptiven
Schmerz, bei dem neuronale Strukturen prinzipiell in Takt sind, entstehen
neuropathische Schmerzen als direkte Folge einer Schadigung des zentralen und bzw.
oder peripheren  Nervensystems und resultieren in einer gestbrten
Schmerzverarbeitung. Typische Beispiele fiir neuropathische Schmerzen sind die
Trigeminusneuralgie, Schmerzen bei Polyneuropathien oder zentrale
Schmerzsyndrome.

Die ersten Symptome des M. Fabry, meist rickblickend durch die Patienten
beschrieben, sind, wie unter 1.1.3.2 genannt, akrale neuropathische Schmerzen in der
Kindheit (Ugeyler et al. 2014).

Die Fabry-assoziierten Schmerzen, die im Verlauf der Erkrankung in den in Tabelle 1
genannten Formen auftreten kénnen, sind auslosbar sowie brennend und deuten auf
eine neuropathische Genese hin (Toyooka 2011; Ugeyler et al. 2012). Tatséchlich findet
sich in Untersuchungen von Hautbiopsien betroffener Patienten eine Verminderung
der intraepidermalen  Nervenfaserdichte (IENFD) sowie eine erhohte

Kiltedetektionsschwelle in der QST (Maag et al. 2008; Uceyler et al. 2011; Ugeyler et
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al. 2012). Hierbei missen jedoch verschiedene Qualitditen von Nervenfasern

unterschieden werden (Tabelle 4).

Tabelle 4 Einteilung der Nervenfasern nach Erlanger und Gasser

A o 3-20um 80-120 m/s Motorische Impulse,
afferente Impulse von
Muskelspindeln und
Sehnenorganen
B 3-20pum 60 m/s Berihrungsimpulse der Haut
Y 3-20 um 40 m/s Efferente Impulse zu den

kortikalen Abschnitten der
infrafusalen Muskelfasern

6 3-20 um 20 m/s Impulse von
Mechanorezeptoren, Kalt-,
Warm- und

Schmerzrezeptoren der Haut
(rasche Schmerzfasern)

B 1-3um 10 m/s Pragangliondre vegetative
Fasern

C 1pm 1m/s Postgangliondre  vegetative

(marklos) Fasern und afferente Fasern

des Grenzstrangs, Impulse
von Mechano-, Kalt- und
Warmrezeptoren, langsame
Schmerzfasern

Die Afferenzen eines Nozizeptors kdnnen in zwei Gruppen unterteilt werden. Zum
einen gibt es unmyelinisierte Fasern, sog C-Fasern (Leitungsgeschwindigkeit <2,5 m/s),
die einen Grof3teil der Afferenzen ausmachen und v.a. bei polymodalen Nozizeptoren
vorkommen. Sie adaptieren langsam und dienen der Wahrnehmung langer dauernder
Schmerzen.  Daneben gibt es  myelinisierte  Fasern, z.B.  Ab-Fasern
(Leitungsgeschwindigkeit 5-30 m/s), die v.a. bei mechanischen Nozizeptoren
vorkommen und fir die Ausldsung von Schutzreflexen und dem sog. ,ersten Schmerz”
verantwortlich sind (Tabelle 4). Farbungen von zur Diagnostik gewonnenen
Hautbiopsien erfolgen jedoch mit einem Antikorper gegen den panaxonalen Marker

protein gene product 9.5 (PGP9.5), der mit allen Axonen ohne Unterscheidung der
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Nervenfasersubgruppen reagiert. Daher kdnnen mit dieser Farbung die Eigenschaften
der verbliebenen Nervenfasern nicht beschrieben werden. So ist es moglich, dass die
restlichen Nervenfasern hyperreagible und hochsensitive Fasern oder beeinflussbarer
durch pro-inflammatorische und algetische Zytokine der Umgebung sind (Ugeyler
2016). Aufgrund der ebenfalls auftretenden Defizite in der Temperaturwahrnehmung,
wird auch angenommen, dass Fabry-assoziierte Schmerzen durch Fehlfunktionen
hitzeleitender C-Fasern oder durch ein Ungleichgewicht der Signalintegration aufgrund

des Ausfalls kilteleitender A5-Nervenfasern hervorgerufen wird (Ugeyler et al. 2011).

Jedoch gibt es auch Hinweise, dass die ursdachliche Pathologie der Schmerzen bei M.
Fabry weiter proximal in der Schmerzleitungsbahn wie etwa in den Spinalganglien zu
finden ist (Kahn 1973; Gadoth et al. 1983; Kaye et al. 1988; Uceyler et al. 2012). Es wird
vermutet, dass Gb3-Ablagerungen in Spinalganglienneuronen und im Riickenmark eine
Minderperfusion peripherer Nerven und damit Fabry-assoziierte Schmerzen auslésen
(Gadoth et al. 1983; Kaye et al. 1988; Schiffmann 2009; Uceyler et al. 2012). Aufgrund
der Gb3-Ablagerungen konnte es in den Neuronen der Spinalganglien zu

pathologischen Veranderungen der Leitung nozizeptiver Signale kommen.

1.2.1. Anatomische Grundlagen der Nozizeption

Nozizeptoren, deren Perikarya sich in den Spinalganglien befinden, sind kleine, primar
afferente, spezialisierte Neurone, die intensive Stimuli wahrnehmen und die erste
Abwehr gegen potenziell schadliche Umwelteinfliisse darstellen (Woolf et al. 2007). Sie
bestehen aus freien Nervenendigungen pseudounipolarer Neurone, die durch
Uberschwellige chemische, thermische und mechanische Reize erregt werden und
synaptisch das zentralnervose nozizeptive System (Neurone des Rickenmarks,
Trigeminuskern, thalamokortikalen Systems) aktivieren. Dabei findet in den
Endigungen zundchst eine Transduktion noxischer Reize in elektrische Potentiale statt.
Hierdurch wird die Erregbarkeit der Nozizeptoren durch unterschiedliche lonenkanale
kontrolliert (Lee et al. 2005). Die meisten Nozizeptoren sind polymodal, d.h. sie sind
durch thermische, chemische und mechanische Reize erregbar. Wird ein Nozizeptor

stimuliert, kommt es zur Freisetzung von Neuropeptiden, u.a. Substanz P (SP),
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Calcitonin gene related Peptide (CGRP) oder Neurokinin A aus Vesikeln, die im
rezeptiven Feld eines Nozizeptors zu lokalen Anderungen der Perfusion und
Gefdllpermeabilitat fihren. Im Extremfall kann hieraus eine sog. neurogene
Entzlindung resultieren. Die Afferenzen mehrerer Nozizeptoren (Tabelle 4) gelangen
schlieBlich gemeinsam Uber das Spinalganglion und die Hinterwurzel zum Hinterhorn
des Rickenmarks. Hier erfolgt die Umschaltung der C- und Ad-Fasern auf das zweite
nozizeptive Neuron (C-Fasern: oberflachlich Rexed-Lamina | und I, Hals Rexed-Lamina
I, IV-VI; AS-Fasern: Rexed-Lamina I). Die Axone dieser Neurone kreuzen im selben oder
nachst hoheren Rickenmarkssegment auf die Gegenseite und steigen in der
kontralateralen Vorderseitenstrangbahn zum Thalamus auf. Sie aktivieren schlieflich
das thalamokortikale System, was zur bewussten Schmerzwahrnehmung fihrt (Woolf

et al. 2007; Lullmann-Rauch 2009; Schmidth 2011; Aumdller 2014; Talbot et al. 2016).

1.2.1.1. Das Spinalganglion — Schaltstelle der Nozizeption

Die in den Foramina intervertebralia befindlichen Spinalganglien enthalten die
Perikarya primar afferenter, pseudounipolarer Neurone. Das Spinalganglion selbst ist
von einer Bindegewebshiille und jedes Perikaryon von einer Hille aus glialen
Satellitenzellen umgeben, die ihrerseits von einer Basallamina umgeben werden
(Lallmann-Rauch 2009). Die darin enthaltenen Neurone kénnen anhand ihrer GroRe,
ihrer physiologischen Eigenschaften, ihrem neurochemischen Phdnotyp sowie ihren
zentralen und peripheren Projektionen unterschieden werden (Snider et al. 1998; Chen
et al. 2006). Anhand der ZellgroRe konnen groRe Neurone (Proprio- und
Mechanorezeptoren) und kleine Neurone mit dinn myelinisierten A&- und
unmyelinisierten C-Fasern unterschieden werden, die v.a. fir die Nozizeption
verantwortlich sind (LGllmann-Rauch 2009). Diese kleinen Neurone kénnen anhand
ihrer Immunoreaktivitat gegenilber Isolectin B4 (IB4), ihrer Rezeptorausstattung und
ihres Neuropeptidgehalts weiter unterteilt werden. IB4-negative Neurone beinhalten
Neuropeptide wie CGRP und SP und werden daher als peptiderg bezeichnet; sie
exprimieren Tropomyosin Rezeptor Kinase A (trkA), einen Rezeptor fiir den Nerve
Growth Factor (NGF). Im Gegensatz dazu exprimieren IB4-positive, nicht-peptiderge

Neurone Glial-Derived Neurotrophic Factor (GDNF)-sensitive Ret-Rezeptoren
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(Silverman et al. 1990; Bennett et al. 1996; Molliver et al. 1997; Bennett, D. L. et al.
2000; Breese et al. 2005; Chen et al. 2006; Leclere et al. 2007). Die meisten
Nozizeptoren sind IB4-positive nicht peptiderge Neurone (Plenderleith et al. 1993;
Molliver et al. 1997). Die Unterschiede in Rezeptorausstattung und Affinitat gegeniber
neurotrophen Faktoren fiihren zu unterschiedlichem Ansprechen der Nozizeptoren auf
veranderte Umweltbedingungen wie Entziindung oder Axonschadigung, die
unterschiedliche Ausschittungen neurotropher Faktoren bedingen (Stucky et al. 1999;
Bennett 2001; Woolf et al. 2007). Neben der Differenzierung anhand ihrer 1B4-
Bindung, konnen Nozizeptoren durch ihr Rezeptormuster subklassifiziert werden (s.
1.2.2). Wie jede eukaryotische Zelle, besitzen Spinalganglien neben den o.g. Zellen ein
Zytoskelett, bestehend aus Mikrofilamenten, Mikrotubuli und Intermediarfilamenten
(DePianto et al. 2004; Lidllmann-Rauch 2009). Die aus Proteinen bestehenden
Intermediarfilamente werden in Neuronen als Neurofilamente (NF) bezeichnet. NF
kénnen anhand eines SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel
Electrophoresis), einer Methode zur Auftrennung von Stoffgemischen nach ihrer
MolekiilgroRe, in leichte (68-70 kDa), mittlere (145-160 kDa) und schwere (200-220
kDa; NF200) Filamente unterteilt werden (Yuan et al. 2006). Die Intermediarfilamente
dienen der Stabilisierung der strukturellen Integritdt einer Zelle. So sind sie fur die
Reparatur geschadigten Gewebes, der Aufrechterhaltung der zelluldren Struktur
inklusive ihrer Auslaufer und fir den Transport von Organellen und Proteinen
innerhalb der Auslaufer verantwortlich (DePianto et al. 2004; Lillmann-Rauch 2009).
Weiter dienen NF der Bindung und somit der Regulation von Effektorproteinen, wie
z.B. Rezeptoren (DePianto et al. 2004). Daneben kann die Immunoreaktivitdt von
NF200 histologisch zur Identifizierung A-Faser exprimierender Neurone und damit zur
Abgrenzung gegenlber bspw. C-Fasern genutzt werden; somit dient NF200 als Marker

fir myelinisierte Afferenzen bspw. Ab-Fasern (Ma 2002).

1.2.1.2. Die Beeinflussung des Spinalganglions durch M. Fabry
Aufgrund des Nachweises zentralnervéser Ablagerungen wurde eine maogliche
Beteiligung der Spinalganglien bei M. Fabry frih diskutiert. Bereits 1951 berichteten

Scriba et al. von Ablagerungen in Spinalganglien betroffener Patienten (Scriba 1950;
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Miyatake et al. 1972). Es folgten zahlreiche weitere Fallberichte zu verstorbenen Fabry-
Patienten, in deren Spinalganglien Ablagerungen gefunden werden konnten (Steward
et al. 1968; Kahn 1973; Tabira et al. 1974; Gadoth et al. 1983; Kaye et al. 1988). In
Autopsien betroffener Patienten wurden neben Gb3-Ablagerungen von einigen
Autoren weitere Pathologien der Spinalganglienneurone beschrieben. So berichtete
u.a. Kahn et al. 1973 von einer Zelldegeneration in Spinalganglien dreier verstorbener
Fabry-Patienten (Kahn 1973). Gadoth et al. entdeckte 1982 in einer Himatoxylin-Eosin-
Farbung an Spinalganglien eines verstorbenen Fabry-Patienten neben ,eosinophiler
Granula“ eine deutliche VergréBerung der Spinalganglienneurone (Gadoth et al. 1983).
Auch Purpura et al. beschrieben 1976 Auswirkungen lysosomaler Speicherkrankheiten
auf die neuronale und v.a. axonale Entwicklung. Sie schlussfolgerten daraus, dass
neuronale Ablagerungen bei lysosomalen Speicherkrankheiten als Stimulus zur
Ausbildung sog. Meganeurite betrachtet werden kénnen (Purpura et al. 1976).
Aufgrund ihrer Befunde vermuteten viele Autoren schon damals Auswirkungen des M.
Fabry auf die Spinalganglien und sahen einen Zusammenhang zwischen einer
moglichen neuronalen Beeinflussung und der Entstehung von Schmerzen (Kahn 1973;

Gadoth et al. 1983).

1.2.2. Mediatoren der Schmerzleitung

Sensible Neurone Ubertragen durch verschiedene lonenkandle und Rezeptoren
physische Stimuli in elektrische Potenziale (Talbot et al. 2016). Diese elektrischen
Potenziale werden, wie unter 1.2.1 ausgefiihrt, an das thalamokortikale System
weitergeleitet. Nachfolgend wird auf die, fiir die Schmerzwahrnehmung und fir die

vorgelegte Promotionsarbeit wichtigen lonenkandle und Rezeptoren eingegangen.
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1.2.2.1. TRPV1-Kandile

TRP-Kandle (Transient Receptor
Potential Channels) sind eine
Familie selektiver lonenkandle, die
als polymodale Sensoren fir
verschiedene externe Stimuli

dienen. Sie konnen in sieben

Unterfamilien unterteilt werden,

# Capsaicinbinding 0O PKA,PKC, CaMKI|

denen eine Grundstruktur aus sechs €D Ankyrin domain 4
A pH sensitivity g

Transmembrandomanen % PKA O PKC _
m PKA «s THP-like domain

gemeinsam ist (Abb. 1; (Montell Abb. 1 Modelldarstellung TRPV1 aus (Planells-Cases et al.
2005). Legende: PKA = Proteinkinase A, PKC = Proteinkinase
2005; Venkatachalam et al. 2007; ¢ CaMKil = Ca”* Calmodulin-abhéngige Kinase Il (License
Satheesh et al. 2016)). Zu ihnen umber: 3878161326609)
gehdren auch die Transient Receptor Potential Channels, die sensitiv gegenliber
Vanilloid sind (TRPV) und deren sechs Subtypen (TRPV1-6), die u.a. in definierten
Temperaturbereichen aktiviert werden (Wang et al. 2005). Hierunter wird
insbesondere TRPV1 eine groBe Rolle bei neuropathischem, entziindlichem und
chronischem Schmerz zugeteilt. Dieser lonenkanal ist ein polymodaler, unselektiver
Kationenkanal, der v.a. fiir Ca**-, aber auch Na*- und K*-lonen permeabel ist und u.a. in
kleinen und mittleren, meist C-Faser-exprimierenden Nozizeptoren von Spinalganglien
vorkommt (Breese et al. 2005; Lee et al. 2005; Levine et al. 2007; Moriya et al. 2015).
Er kann jedoch auch in Neuronen nachgewiesen werden, die ein Neurofilament (NF)
exprimieren; einen Marker fir Neurone mit myelinisierten Ad-Fasern (Ma 2002).
TRPV1 kann durch zahlreiche Stimuli wie Hitze (243°C), Azidose (pH <5,9), Capsaicin,
mechanische Reize, Protonen, aber auch durch Entziindungsmediatoren (z.B.
extrazellulares ATP, NGF, SP, CGRP, Bradykinin) aktiviert werden (Caterina et al. 1997;
Sidi et al. 2003; Tominaga et al. 2005; Wang et al. 2005; Levine et al. 2007). Seine
Aktivierung ist sowohl komplex als auch durch zahlreiche zelluldre Wege reguliert und

resultiert in einem Ca®*-(bzw. Na*-) Einstrom, der zu einer Erhéhung der intrazelluldaren

Ca**-Konzentration fiihrt und Einfluss auf Nozizeption und andere zelluldre Prozesse,
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wie bspw. Exozytose hat (Caterina et al. 1997; Liapi et al. 2005). Weiterhin kann TRPV1
durch eine Calcium-abhangige Dephosphorylierung desensibilisiert werden (Caterina
et al. 1997; Jung et al. 2004).

Caterina et al. entwickelten 2000 eine TRPV1-knockout-Maus, die bei Entziindung
keine Hyperalgesie gegenuber Hitze zeigte, was auf eine wichtige Rolle von TRPV1 in
der Hypersensibilitdt gegenliber Hitze hindeutet (Caterina et al. 2000; Breese et al.
2005). Seit der Entwicklung dieser Knockout-Maus und der Klonierung von TRPV1
durch Caterina et al. konnten weitere zahlreiche Studien die Bedeutung von TRPV1 fir
die Pathophysiologie des Schmerzes belegen (Caterina et al. 1997; Planells-Cases et al.
2005; Wang et al. 2005; Satheesh et al. 2016). So konnte bspw. in einer Studie
nachgewiesen werden, dass die Anzahl TRPV1-positiver Neurone in Spinalganglien, bei
gleichbleibender Gen-Expression nach einer peripheren Entziindung deutlich anstieg (Ji
et al. 2002). Daneben konnten Garcia-Martinez et al. in einer weiteren Studie eine
Abschwadchung der entziindungsbedingten Hyperalgesie gegeniiber Hitze nachweisen
(Garcia-Martinez et al. 2002). Aufgrund der aktuellen Studienlage und der Aktivierung
von TRPV1-Kanalen durch Hitze, wird angenommen, dass diese Kanale ebenfalls an der
Initiierung brennender, neuropathischer Schmerzen bei M. Fabry involviert sein

kdonnten.

1.2.2.2. Spannungsgesteuerte Natriumkandile

Spannungsgesteuerte Natriumkanale (Na,-Kanéle)  sind, aufgrund ihres
depolarisierenden Na*-Einstroms fiir die Generierung und Weiterleitung von
Aktionspotenzialen u.a. innerhalb des Nervensystems verantwortlich (Waxman et al.
1999; Lee et al. 2005; Benarroch 2007). Na,-Kanéle sind heteromere Komplexe, die aus
einer a-Untereinheit, bestehend aus je vier homologen Domdnen mit je sechs
Transmembransegmenten sowie einer oder mehrerer B-Untereinheiten aufgebaut sind
(Bagal et al. 2015; de Lera Ruiz et al. 2015). Bis heute sind neun Untergruppen der Na,-
Kanéle (Na,1.1-1.9) identifiziert, die durch die Gene SCN1A-5A und SCN8A-11A codiert
werden (Brouwer et al. 2014). Diese konnen anhand ihrer Sensitivitdt gegenliber
Tetrodotoxin (TTX) in TTX-sensitiv (Na,1.1-1.4, Na,1.6, 1.7) und TTX-resistent (Na,1.5,
1.8, 1.9) unterteilt werden (Rush et al. 1998; Dib-Hajj et al. 2010; de Lera Ruiz et al.
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2015). Dabei zeigen Na,-Kanale eine gewebsspezifische Verteilung; so kommen drei
Isoformen (Na,1.7, 1.8 und 1.9) Uberwiegend im peripheren Nervensystem und hier
v.a. in kleinen, nozizeptiven Neuronen vor (Fang et al. 2002; Catterall et al. 2005; Lee
et al. 2005; Dib-Hajj et al. 2010; de Lera Ruiz et al. 2015). Da spannungsgesteuerte Na,-
Kandle die neuronale Erregbarkeit regulieren, wird angenommen, dass eine
Veranderung ihrer Expression oder Funktion eine Anderung neuronaler
Aktivitditsmuster bewirkt. Die Ubererregbarkeit wird mit verschiedenen Formen von
Schmerz, u.a. neuropathischem Schmerz in Zusammenhang gebracht (Waxman et al.
1999; Lai et al. 2003; Brouwer et al. 2014). Weiterhin konnte anhand von Mutationen
in Na,1.7- und Na,1.8-Kandlen ihre Rolle fiir die Schmerzwahrnehmung belegt werden.
So verursacht eine ,gain-of-function“-Mutation im SCN9A-Gen (Na,1.7) die hereditare
Erythromelalgie und die ,Paroxysmal Extreme Pain Disorder” (PEPD); zwei schwere
Schmerzsyndrome (Tabelle 5). Die Erythromelalgie, eine Differentialdiagnose des M.
Fabry, fihrt u.a. zu brennenden Schmerzen und Rétung der Extremitdten, getriggert
durch Warme und Anstrengung (Yang et al. 2004; Fertleman et al. 2006; Brouwer et al.
2014). Pathogene Mutationen konnten auch bei Patienten mit idiopathischer SFN
nachgewiesen werden (Faber et al. 2012). Im Gegensatz dazu verursacht eine sog. loss-
of-function Na,1.7-Mutation eine kongenitale Schmerzinsensitivitdt (Cox et al. 2006;
Goldberg et al. 2007).

Na,1.8-exprimierende Neurone sind fir die Wahrnehmung von mechanischem und
entziindlichem Schmerz sowie Kalteschmerz essentiell (Brouwer et al. 2014). Hier
kénnen ,gain-of-function” Mutationen ebenfalls zur idiopathischen SFN fihren
(Tabelle 5). Einige dieser Mutationen erhdhten die Antwort der Na,1.8-Kanale auf
Depolarisation und produzierten eine Ubererregbarkeit der Spinalganglienneurone mit
erhohter Feuerfrequenz und Spontanaktivitdt (Faber et al. 2012; Brouwer et al. 2014).
In einer anderen Studie entwickelten Na,1.8-knockout-Mduse eine moderate
Hypoalgesie gegeniiber schadlichen thermischen und mechanischen Stimuli (Lai et al.
2003).

Durch die Ahnlichkeit der durch Na,1.7- bzw. Na,1.8-Mutationen ausgeldsten

Schmerzsyndrome mit Fabry-ahnlichen Schmerzsymptomen und die bisherigen
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Hinweise aus vorausgegangenen Studien, wird vermutet, dass diese Kandle eine

wichtige Rolle bei M. Fabry einnehmen kdnnten.

Tabelle 5 Lokalisation und Schmerzerkrankungen ausgewdhlter Na,-Kandle im peripheren Nervensystem
nach (Brouwer et al. 2014)

Na,1.7 SCN9A Spinalganglien- Vererbte Erythromelalgie (Yang et al. 2004),

neurone, PEPD (Fertleman et al. 2006), kongenitale
sympathische  Schmerzinsensitivitat (Cox et al. 2006), SFN
Neurone (Faber et al. 2012)

Na,1.8 SCN10A Spinalganglien- SFN (Faber et al. 2012)
neurone

Na,1.9 SCN11A Spinalganglien- Verlust der Schmerzwahrnehmung (Leipold et
heurone al. 2013), familidare episodische Schmerzen

(Zhang et al. 2013)

1.2.2.3. Calcitonin-gene-related Peptide (CGRP)

In den letzten Jahren wurden zahlreiche Studien zur Beleuchtung der Rolle von CGRP in
der Schmerzentstehung und -weiterleitung durchgefiihrt. CGRP ist ein Neuropeptid (s.
1.2.1), dass aus zwei Peptiden (CGRPo und CGRP) besteht, die durch unterschiedliche
Gene (Calca, Caclb) codiert werden (Emeson et al. 1989). Es ist einer der potentesten
peripheren Vasodilatoren des Kérpers und kommt neben nicht-neuronalem Gewebe
u.a. in Spinalganglienneuronen vor (Russell et al. 2014). Diese zumeist kleinen bis
mittleren Neurone besitzen neben myelinisierten A&-Fasern hauptsachlich
unmyelinisierte C-Fasern (Yu et al. 2009). Ca. 50% dieser CGRP-positiven Neurone
weisen eine Kolokalisation mit TRPV1 auf (McCoy et al. 2012). Die Aktivierung dieser
Neurone und die Sekretion von CGRP kann durch chemische und thermische Stimuli,
wie Entziindungen (s. neurogene Entziindung 1.2.1), aber auch durch Capsaicin und
andere TRPV1-Agonisten und durch intensive mechanische Stimuli ausgelést werden
(Tsukagoshi et al. 2006; Gold et al. 2010). Diese Hinweise aus in den letzten Jahren
durchgefliihrten Studien weisen darauf hin, dass CGRP und seine Rezeptoren an der
Weiterleitung und Modulation schmerzassoziierter Informationen im peripheren und
zentralen Nervensystem beteiligt sind. So konnten Zhang et al. 2001 nachweisen, dass

CGRP-knockout-Mause bei akuter Inflammation, induziert durch eine Kaolin/Carageen-
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Injektion in die Hinterpfote, einen Verlust der Schmerzantwort auf Hitze zeigen (Zhang
et al. 2001). In anderen Studien inhibierte die Gabe eines CGRP-Antagonisten eine
durch Capsaicin-induzierte Hyperalgesie bei Ratten und bewirkte eine Reduzierung von
Schmerzen in verschiedenen neuropathischen Schmerzmodellen (Yu et al. 1994; Yu et
al. 1996; Bennett, A. D. et al. 2000; Massaad et al. 2004). Da jedoch die alleinige
Injektion von CGRP in die Hinterpfote von Ratten keine Hyperalgesie ausldst, wird
vermutet, dass die Rolle von CGRP bei Schmerzen erst wahrend pathologischer
Schmerzkonditionen, wie sie bspw. bei entziindlichem oder neuropathischem Schmerz
vorkommen, zum Tragen kommt (Saxen et al. 1993; Russell et al. 2014). So konnte in
elektrophysiologischen Studien die Bedeutung von CGRP bei der Ubererregbarkeit
spinaler Neurone wahrend Gelenksentziindungen nachgewiesen werden (Neugebauer
et al. 1996). Trotz dieser Studienergebnisse und der Entdeckung seines Einflusses bei
der Pathophysiologie der Migrdne, bleibt die Rolle von CGRP in der Entstehung und

Aufrechterhaltung von Schmerzen bisher noch weitestgehend ungeklart.

1.3. Globotriaosylceramid 3 (Gb3)

1.3.1. Definition und Physiologie von Glykosphingolipiden

Die Akkumulation von Glykosphingolipiden (GSL), insbesondere Gb3 (friher
Ceramidtrihexosid (CTH); CD77 als Rezeptor) in verschiedenen Organen fiihrt bei M.
Fabry zu einer Multiorganerkrankung. GSL sind, neben Cholesterol und
Glycerophospholipiden, ubiquitdar vorkommende Komponenten der Zellmembran aller
eukaryotischer Zellen (Butters et al. 2000). Sie bestehen aus mindestens einem
Monosaccharid (Glukose oder Galaktose), das mit einem hydrophilen Ceramidkern
verbunden ist. Dabei verankert der Ceramid-Kern das GSL in der Lipiddoppelschicht der
Zellmembran, wahrend sich der Kohlenhydratanteil an der Zelloberflache befindet. Das
Vorkommen von GSL auf der AuBenseite der Zellmembran schitzt diese vor
chemischer oder mechanischer Zerstérung. Daneben sind sie an zellspezifischen
Adhasionsprozessen sowie dem Wachstum und der Differenzierung von Zellen

beteiligt. Die grolRe Bedeutung der GSL fur Zelldifferenzierung und -entwicklung, zeigt
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sich anhand einer Knockout-Maus, der das erste Enzym der GSL-Synthese (Ceramid-
Glukosyltransferase) fehlt; sie verstirbt bereits in utero (Butters et al. 2000; Jeyakumar
et al. 2002).

Die Synthese der GSL erfolgt im Zytosol, endoplasmatischen Retikulum und Golgi-
Apparat durch sequentielles Hinzufligen von Monosacchariden zum Ceramid-Kern. lhr
Abbau beginnt ebenfalls im Golgi-Apparat und endet in den Lysosomen, wo spezifische
Glykohydrolasen ein optimales pH-Niveau vorfinden (Butters et al. 2000; Jeyakumar et
al. 2002). Neben M. Fabry existieren weitere Lipidspeicherkrankheiten (LSD), die aus
einem fehlerhaften Abbau von GSL resultieren (Abb. 2, Butters et al. 2000). Ein
besseres Verstandnis der genauen Pathologie dieser Erkrankungen, koénnte zur

weiteren Verbesserung von Therapiestrategien fiihren.

Galp3GalNAcp4 GM1
~

/GaIMGIcCe,r .
NeuAco3 Xi"‘“‘”"””""" GalNAcP3GalodGaldGlcCer  Globuside
GM1 Gangliosidosis Ga\l:\IAch GM2
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P-glucocerebrosidase Gaucher Disease
Ceramide

Abb. 2 Katabolismus der Glycosphingolipide und lysosomale Speicherkrankheiten. Modifiziert nach
(Butters et al. 2000). CDH = Ceramide-dihexosid , CTH = Ceramide-trihexosid (Gb3).

1.3.2. Gb3-Akkumulation und seine Auswirkungen bei M. Fabry

Die Akkumulation von Gb3 bei M. Fabry ist lange bekannt; dennoch wird
angenommen, dass Gb3 nicht allein fir alle Manifestationen der Erkrankungen
verantwortlich gemacht werden kann. Daher werden Gb3 und andere verwandte

Molekiile eher als Mediatoren pathologischer Prozesse angesehen (Germain 2010; De
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Francesco et al. 2013). So gibt es verschiedene Theorien, wie Gb3 zu den beobachteten
Pathologien fuhrt. Zum einen wird angenommen, dass Gb3 oder seine Metabolite
direkt zelltoxisch sind, zum Anderen, dass Gb3-Ablagerungen zu pathologischen
Zellprozessen oder -morphologien fiihren, die eine Zellapoptose induzieren. Eine
Studie beschreibt bspw. einen verdanderten Transport von GSL und Cholesterol in
betroffenen Zellen. Cholesterol und GSL dienen u.a. als Mikrodomanen fir
oberflachliche Rezeptoren, wie GPIl-verankerte Proteine und es wird vermutet, dass
diese essentiellen Signalfunktionen durch Gb3-Ablagerungen gestort werden und zum
Tod der betroffenen Zelle fihren (Jeyakumar et al. 2002). 2008 konnte die Theorie,
dass Gb3 ein Mediator pathologischer Prozesse ist durch Shen et al. weiter
untermauert werden. Er konnte zeigen, dass Gb3 oxidativen Stress induziert und zu
einer erhohten Expression von Adharenzmolekilen (IAM-1, VCAM-1, E-Selectin) in
kultiviertem GefdBendothel fihrt (Shen et al. 2008; Schiffmann 2009; De Francesco et
al. 2013). Weitere Studien stltzen diese Ergebnisse und untermauern die Vermutung,
dass Gb3 bei M. Fabry einen pro-inflammatorischen Phanotyp induziert (Namdar et al.
2012; De Francesco et al. 2013). Ein weiterer Gegenstand aktueller Forschung ist die
Beeinflussung des Immunsystems bei Fabry-Patienten. Es konnte gezeigt werden, dass
betroffene Patienten eine erhdhte Produktion an pro-inflammatorischen Zytokinen,
wie TNFa und IL-6 aufwiesen. Dies kdnnte auf einen autoimmunen Mechanismus der
Erkrankung hinweisen, bei dem Gb3-Ablagerungen als Gefahr und Stresssignal
interpretiert werden. Die genauen Mechanismen, wie Gb3-Ablagerungen zu erhdhter
Zytokin-Expression flihren sind noch unbekannt (De Francesco et al. 2013; Mauhin et

al. 2015).

1.4. Maus-Modelle des M. Fabry

Die ersten Untersuchungen zur Pathogenese des M. Fabry erfolgten in Fallberichten
anhand von Gewebe verstorbener Patienten. Um eine intensivere Erforschung der
Auswirkungen von Gb3-Ablagerungen im Korper in vivo zu ermdéglichen und die
zugrundeliegenden Pathomechanismen dieser Erkrankung zu verstehen, wurden

verschiedene Maus-Modelle entwickelt.
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1.4.1. aGalaktosidase A-knockout-Maus

Die erste aGalA-knockout-Maus (Fabry-ko-Maus) wurde 1997 durch Ohshima et al.
entwickelt (Ohshima et al. 1997). Die Autoren hatten zwischen dem menschlichen und
murinen aGalA-Gen eine hohe Ubereinstimmung in GroRe, Genorganisation und
Nukleotidsequenz der codierenden Region entdeckt (Ohshima et al. 1995). So konnten
sie durch Genausschaltung in embryonalen Zellen und Ubertragung in C57BI/6-M3use
ein Maus-Modell des M. Fabry generieren. AnschlieBend erfolgte die Bestatigung der
vollstandig fehlenden aGalA-Aktivitat durch Enzymmessungen in unterschiedlichem
Gewebe und kultivierten Fibroblasten (Ohshima et al. 1997). Weiterhin konnten Gb3-
Akkumulationen in verschiedenen Korperflissigkeiten und Geweben u.a. Plasma,
Niere, Herz und Leber nachgewiesen werden (Ohshima et al. 1999; Aerts et al. 2008;
Valbuena et al. 2011; Bangari et al. 2015). Es folgten Studien, in denen anhand der
Fabry-ko-Maus u.a. die Effektivitat und Sicherheit verschiedener Therapieverfahren,
wie der ERT, der Substratreduktion, der Methotrexat-Therapie oder der Gentherapien
gezeigt werden konnte (Ziegler et al. 1999; loannou et al. 2001; Garman, R. D. et al.
2004; Murray et al. 2007; Choi et al. 2010; Marshall et al. 2010). Weiterhin konnten mit
Hilfe der Fabry-ko-Maus Biomarker, wie bspw. Lyso-Gb3 Uberprift und etabliert
werden (Durant et al. 2011). Jedoch ist eines der wichtigsten Ziele des Mausmodells
die Bestatigung von Theorien zur Pathogenese des M. Fabry. (Eitzman et al. 2003;
Heare et al. 2007; Nelson et al. 2014).

Die ersten Untersuchungen hinsichtlich der Vergleichbarkeit mit dem humanen
Phanotyp erfolgten durch Ohshima et al., die bei 10 Wochen alten Mausen jedoch
keine klinischen Auffalligkeiten feststellen konnten. Diese Ergebnisse beruhten jedoch
lediglich auf ophthalmologischen sowie Blut- und Urinuntersuchungen (Ohshima et al.
1997). Eine ausfihrlichere Studie zur Analyse des Schmerz-assoziierten Verhaltens der
Fabry-ko-Maus sind die Untersuchungen von Rodrigues et al. an 24 und 48 Wochen
alten Fabry-ko- und Kontroll-M&dusen (Rodrigues et al. 2009). Rodrigues und ihre
Kollegen fiihrten neben einem Hotplate-Test das sog. SHIRPA (SmithKline Beecham,
Harwell, Imperial College, Royal London Hospital, phenotype assessment)-Protokoll

durch; eine standardisierte Reihe von Experimenten (u.a. Untersuchung von Reflexen,
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motorischer Aktivitat, sensorischer Funktionen) zur phanotypischen Charakterisierung
genetisch verdnderter Mause (Rogers et al. 1997). Rodrigues et al. fuhrten die
Untersuchungen an acht Mausen pro Gruppe durch und konnten in Fabry-ko-Madusen
neben einer thermischen Hyposensitivitdit im Hotplate-Test u.a. eine verminderte
Spontanaktivitat, verminderte Vokalisierung und gesteigerte Reflexe nachweisen
(Rodrigues et al. 2009). Eine thermische Hyposensitivitdt im Hotplate-Test konnte
ebenfalls durch Bangari et al. in 3-17 Monate alten Fabry-ko-Mausen und durch
Marshall et al. in finf Wochen bis drei Monate alten Fabry-ko-Mausen gegentiber
Kontrollmdusen bestatigt werden (Marshall et al. 2010; Bangari et al. 2015). 2014
erweiterte Lakoma et al. diese Untersuchungen durch schmerzassoziierte
Verhaltenstestungen. Sie fiihrten neben dem Hotplate-Test einen von Frey-Filament-
Test und drei verschiedene Kalte-Untersuchungen mittels Azeton, Trockeneis und
einer Kalteplatte zur Detektion der mechanischen und Kalte-assoziierten Reizschwelle
durch. Aufgrund der starkeren Beeintrachtigung von Mannern mit M. Fabry, erfolgten
die Untersuchungen ausschlieBlich an 8-12 Wochen alten mannlichen Fabry-ko- und
Kontroll-Mausen. Es zeigte sich eine Hypersensitivitat gegentiber mechanischen Stimuli
und Hitze. Daneben prasentierten Fabry-ko-Mause in allen drei Untersuchungen eine
Hyposensitivitdt gegeniliber Kalte-Stimuli (Lakoma et al. 2014). Alle bisherigen Studien
zu Schmerz-assoziiertem Verhalten der Fabry-ko-Maus erfolgten jedoch jeweils im
Vergleich zu Nicht-Wurfgeschwistern, meist ohne Unterscheidung des Geschlechts und
zumeist anhand junger Mause. Histologisch konnten neben Gb3-Ablagerungen im ZNS
Ablagerungen in Spinalganglienneuronen von Fabry-ko-Mausen nachgewiesen werden
(Marshall et al. 2010; Bangari et al. 2015). Weiterhin konnten Marshall et al. in einer
H.E.-Farbung von Spinalganglien 11 Monate alter Fabry-Rag-Méause (eine Kombination
aus Fabry-ko- und immundefizienten Rag-Mausen, mit vermehrter Gb3-Akkumulation)
einen erhohten prozentualen Anteil vergroBerter Neurone im Vergleich zu
Kontrolltieren feststellen. Dieser Anteil zeigte sich unter ERT ricklaufig. Diese
Beobachtung eines erhdhten Anteils vergréBerter Neurone in Spinalganglien konnten
Bangari et al. 2015 in 2-17 Monate alten Fabry-ko-Mausen bestdtigen. In einer

weiteren Studie konnte eine Reduzierung der intraepidermalen Nervenfasern in der
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Pfotenhaut junger Fabry-ko-Mannchen festgestellt werden (Lakoma et al. 2014).
Dieselbe Gruppe konnte sowohl in Farbungen als auch in Proteinmessungen eine
erhohte Expression der schmerzassoziierten lonenkandle Na,1.8 und TRPV1 in der
Pfotenhaut mannlicher Fabry-ko-Mausen nachweisen (Lakoma et al. 2014). All diese
bisher erhobenen Befunde in Verhaltenstestungen sowie in laborchemischen
Untersuchungen weisen darauf hin, dass die Fabry-ko-Maus ein geeignetes Modell zur

Untersuchung von Pathomechanismen bei M. Fabry sein kénnte.

1.4.2. G3Stg/GLA-knockout-Maus

Trotz Gb3-Akkumulation zeigt die Fabry-ko-Maus insgesamt einen milden Phanotyp
und hat keine reduzierte Lebenserwartung (Ohshima et al. 1997; Marshall et al. 2010).
So stieg bspw. die durch Lipidanalysen gemessene renale Gb3-Konzentration in Fabry-
ko-Mdusen mit steigendem Alter zwar an, erreichte jedoch nur max. 25% der in
Patienten gemessenen Konzentration (Ohshima et al. 1999). Daher wurde vermutet,
dass die murine Gb3-Synthesekapazitat deutlich geringer ist als die menschliche,
weswegen Taguchi et al. ein neues Mausmodell des M. Fabry entwickelten (Shiozuka
et al. 2011; Taguchi et al. 2013). Zunachst wurde eine transgene Maus entwickelt, in
die eine humane Gb3-Synthase transferiert wurde (TgG3S-Maus). Dieses Mausmodell
entwickelte zwar hohe Gb3-Konzentrationen in verschiedenen Organen, zeigte jedoch
keine phanotypischen Manifestationen des M. Fabry (Shiozuka et al. 2011). Daher
kreuzten Taguchi et al. die Fabry-ko- und die TgG3S-Maus miteinander. Diese sog.
G3Stg/GLAko-Maus zeigte im Vergleich zur Fabry-ko-Maus insgesamt deutlich hohere
Gb3-Konzentrationen in Serum und wichtigen Organen wie Herz, Niere und Gehirn. Ab
der 15. Lebenswoche verloren G3Stg/GLAko-Mause rapide an Gewicht; mit 20 Wochen
prasentierten sie einen spontanen Tremor, eine progressive Nierenbeteiligung sowie
eine vermindere Nahrungsaufnahme und verstarben schlieBlich mit 36 Wochen

(Taguchi et al. 2013).
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1.5. Fragestellungen und Zielsetzungen der Arbeit

Aufgrund der bisher geringen Datenlage zur Pathogenese von Schmerzen bei M. Fabry

und den Hinweisen auf einen Zusammenhang mit pathologischen Befunden in

Spinalganglien betroffener Patienten und Fabry-ko-Mausen (Kaye et al. 1988; Marshall

et al. 2010; Bangari et al. 2015) ergaben sich folgende Fragestellungen bzw.

Zielsetzungen, die in der vorliegenden Arbeit bearbeitet wurden:

Charakterisierung der Fabry-ko-Maus hinsichtlich Schmerz-assoziierten
Verhaltens gegeniber taktilen und thermischen Stimuli und Untersuchung auf
geschlechts- und altersspezifische Unterschiede.

Quantifizierung und Vergleich der intraepidermalen Nervenfaserdichte (IENFD)
in  Fabry-ko-Mausen und Wurfgeschwistern  (litt-WT-Mausen) sowie
Untersuchung auf geschlechts- und altersspezifische Unterschiede.
Histologische, immunhistochemische und molekulargenetische Untersuchung
der Spinalganglienneurone von Fabry-ko-Mausen beziglich morphologischer
Veranderungen und Verdanderungen des Expressionsmusters Schmerz-
assoziierter Kanale.

Etablierung einer Zellkultur aus Spinalganglienneuronen und deren
immunhistochemische Untersuchung hinsichtlich verdanderter Expression
schmerzassoziierter Kandle in vitro.

Herausstellung des Nutzens der Fabry-ko-Maus zur weiteren Untersuchung der

Pathogenese des M. Fabry.
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2. Methoden

2.1. aGalaktosidase A Knock-out Mause und Tierhaltung

Im Vergleich zu dem neu entwickelten Mausmodell von Taguchi et al. entspricht die
alleinige Ausschaltung des aGalA-Gens in der Fabry-ko-Maus dem Genotyp des Fabry-
Patienten, sodass sich in dieser Arbeit zur Klarung der o.g. Fragestellungen, trotz des
verminderten Phdnotyps in vorausgegangenen Verhaltenstestungen fir dieses
Mausmodell entschieden wurde (Ohshima et al. 1997; Taguchi et al. 2013).

Die Fabry-ko-Brutpaare erhielten wir dankenswerter Weise aus der Tierhaltung des
Instituts fur Virologie der Universitat Wirzburg mit Erlaubnis von Prof. A. Kulkarni
(National Institute of Health, Bethesda, USA, (Ohshima et al. 1997)). Alle Versuche
wurden durch die Regierung von Unterfranken (#54/12) genehmigt. Die Mause
wurden in der Tierhaltung der Neurologischen Klinik der Universitait Wirzburg bei
einer Umgebungstemperatur von 22-24°C mit Wasser und Futter ad libitum und einem
Hell-Dunkel-Rhythmus von 12:12 Stunden gehalten. In einem kleinen Kafig (Typ II;
Flache 363 cm?) wurden max. 3 Tiere, in einem groRen Kafig (Typ I1l, 825 cm?) wurden
max. 8 Tiere gehalten. Der Kafigboden wurde mit Sagespahen ausgekleidet und diese
regelmalig gewechselt. Die Verhaltenstestungen wurden stets zur gleichen Tageszeit,
innerhalb der Tagesrhythmik und von einem Untersucher durchgefiihrt, der
hinsichtlich des Genotyps verblindet war.

Fir die Verhaltenstestungen wurden aGalA-Knockout-Méause (Fabry-ko-Mause) mit
gezielter Ausschaltung des aGalA-Gens in mannlichen und weiblichen Tieren (Ohshima
et al. 1997) und Wildtyp-Wurfgeschwister (litt-WT-Mause) vom C57BI/6J-Hintergrund
untersucht. Da vorangegangene Arbeiten von Oshima et al. und Marshall et al.
klinische Auffalligkeiten erst ab der 12. Lebenswoche beschrieben, wurden die
Verhaltenstestungen in der vorliegenden Arbeit erst ab diesem Alter begonnen
(Ohshima et al. 1997; Marshall et al. 2010). Insgesamt wurden die Verhaltenstestungen
an 333 Tieren durchgefiihrt; davon 53 junge Fabry-ko-Mause (27 Mannchen, 26
Weibchen) und 58 junge litt-WT-Mause (29 Mannchen, 29 Weibchen) im Alter von
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zwei bis drei Monaten sowie 106 alte Fabry-ko-Mause (54 Mannchen, 52 Weibchen)
und 116 alte litt-WT-Mause (58 Mannchen, 58 Weibchen) im Alter von zwolf bis
finfzehn Monaten. Fir histologische Untersuchungen wurden insgesamt 83 Fabry-ko-
und litt-WT-Mdause untersucht; davon 22 junge (12 Mannliche, 10 Weibliche) und 21
alte (10 Méannchen, 11 Weibchen) Fabry-ko-Mé&use sowie 20 junge (10 Mannchen, 10
Weibchen) und 20 alte (11 Mannchen, 9 Weibchen) litt-WT-Mause. Zur
Langzeitcharakterisierung des Verhaltens wurden mannliche und weibliche Fabry-ko-

und litt-WT-Mause ab dem zweiten Lebensmonat bis 27 Monate monatlich untersucht.

2.2. Verhaltenstestungen

2.2.1. Von-Frey Test zur Bestimmung der mechanischen

Pfotenriickzugsschwellen

Der von Frey-Test, benannt nach dem Wiirzburger Physiologen Max von Frey (1852-
1932) wird zur Testung der taktilen Sensitivitdt genutzt. Um eine Storung der taktilen
Sensitivitdt, z.B. eine mechanische Hypersensitivitat zu erfassen, werden
Nylonfilamente (sog. von Frey-Monofilamente) in logarithmisch aufsteigender Starke
verwendet. Durch diese Nylonfilamente wird punktuell Kraft auf eine Oberflache, hier
die Sohle der Maushinterpfote, ausgelibt und registriert, bei welcher Filamentstarke
die Maus ihre Pfote wegzieht (Chaplan et al. 1994). Die Versuchstiere wurden einzeln
in Plexiglasboxen mit offenem Boden auf ein eisernes Drahtgitternetz gesetzt und
adaptierten zundchst an die Versuchsumgebung. Um den Versuch zu beginnen,
mussten sich alle vier Pfoten auf dem Gitter befinden. Fir die anschlieRende Testung
wurde ein von Frey-Filament (Stoelting, Kiel, WI, USA) in aufsteigender Starke,
beginnend mit 3,84 g mit leichtem Druck auf die Mitte der Hinterpfotensohle
aufgesetzt und fir drei Sekunden ein konstanter Druck ausgelibt, sodass sich das
Filament leicht verbog. Das Wegziehen der Pfote wurde als positives Ergebnis
gewertet. Beantwortete die Maus die Darbietung des Reizes mit Wegzug der Pfote, so

wurde das ndchst feinere Filament verwendet. Zeigte sie keine Reaktion, wurde die
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nachste Testung mit einem starkeren Filament durchgefiihrt. Jede Pfote wurde dreimal
getestet. Zwischen den verschiedenen Reizdarbietungen wurde mindestens 5 s
gewartet, um so eine Beeinflussung des folgenden Reizes durch den
vorausgegangenen Stimulus zu vermeiden. Die Testergebnisse wurden nach der

Methode von Chaplan ausgewertet (Chaplan et al. 1994).

2.2.2. Bestimmung der Pfotenriickzugslatenz auf Hitze

Die Testung der thermischen Wegzugslatenz auf Hitze wurde nach der Methode von
Hargreaves durchgefiihrt (Hargreaves et al, 1988). Hierflir wurden die Versuchstiere
einzeln in Plexiglaskafige auf einen 2,2 mm dicken Glasboden gesetzt. Nach einer
Gewohnungszeit an die Umgebung, wurde eine Hitzequelle in Form eines
Infrarotstrahlers (Plantar Test 7370®, Ugo Basile Inc., Comerio, Italien) unter der rechte
bzw. linke Hinterpfote der Maus positioniert. Mit Beginn des Infrarotstrahls, startete
gleichzeitig eine Zeitmessung, die bei Wegzug der Pfote automatisch stoppte. Durch
diese Methode konnte die Wegzugslatenz auf einen Hitzestimulus mit einer
Genauigkeit von 0,1 s bestimmt werden. Um die Maus vor einer Gewebeschadigung zu
schitzen, wurde die maximale Darbietungszeit auf 16 s begrenzt. Die Testung wurde
dreimal an jeder Pfote wiederholt, wobei zwischen den Darbietungen 5 s abgewartet
wurde. Aus den drei ermittelten Werten wurde anschlielRend der Mittelwert der

Wegzugslatenz errechnet.

2.2.3. Bestimmung der Kdlteriickzugslatenz

Fir die Testung der Kaltesensitivitit wurde die Methode nach Brenner et al.
angewandt (Brenner et al. 2012). Hierbei wurden die Mause analog zur Hitze-Testung
in Plexiglaskafige auf einen 2,2 mm dicken Glasboden gesetzt. Nach einer
Gewodhnungsphase wurde den Versuchstieren ein Kaltestimulus in Form eines mit
Trockeneispulver gefiillten Réhrchens, dargeboten. Der Kaltereiz wurde unter der
rechten bzw. linken Pfote der Maus platziert. Mit Beginn der Darbietung des Stimulus
wurde eine Stoppuhr gestartet, die bei Wegzug der Pfote gestoppt wurde. Um die

Maus vor Gewebeschadigungen zu schiitzen, wurde die maximale Zeit der
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Stimulierung auf 4 s begrenzt. Jede Pfote wurde dreimal getestet, wobei jeweils 5 s
Abstand zwischen den jeweiligen Messungen lagen. Aus den drei ermittelten Werten

wurde anschliefend der Mittelwert der Wegzugslatenz auf einen Kaltereiz errechnet.

2.3. Gewebeentnahme

Nach Abschluss der Verhaltenstestungen erfolgte die Gewebeentnahme im Alter von
zwei bis drei Monaten bzw. 12 bis 15 Monaten. Die Mause wurden mit Isofluran
narkotisiert und anschlieRend durch Dekapitation getdtet. Mit Hilfe eines Binokulars,
Skalpells, einer feinen Schere und einer feinen Pinzette wurde zunachst der rechte N.
ischiadicus dargestellt. Die rechten Spinalganglien L4 und L5 wurden durch Prdparation
des N. ischiadicus nach proximal mit Hilfe eines Skalpells und einer Knochenzange
aufgesucht und nach vorsichtiger Eréffnung des Wirbelkanals entnommen; ebenso die
linken Spinalganglien L3, L4 und L5. Nach Herauslosen des Wirbelkanals aus dem
muskuldaren Halteapparat wurde die vertebrale Muskulatur mit Hilfe einer Schere
entfernt und die Wirbelsdule mit einer scharfen Knochenschere vorsichtig entlang der
Dornfortsatze erdffnet und halbiert. Beide Halften der Wirbelsdule wurden
anschliefend in eine Petrischale Uberfihrt und mit einigen Tropfen Complete Saline
Solution (CSS, s. 2.9.1) benetzt. Mit Hilfe einer feinen Schere und einer feinen Pinzette
wurde das Riickenmark prapariert und die Spinalganglien freigelegt. Um die Ganglien
leichter I6sen zu kdnnen musste die Arachnoidea abgeldst werden. Hiernach konnten
die Ganglien vorsichtig aus den Foramina intervertebralia prdpariert werden. Dabei
wurden die Ganglien mit Hilfe der feinen Pinzette herausgelst und die anhdangenden
Wurzeln moglichst nahe am Kérper des Ganglions abgeschnitten. Die so enthnommenen
Spinalganglien wurden in eine auf Eis stehende, mit CSS geflllte Petrischale tGberfiihrt
und ohne Zeitverzogerung entsprechend 2.9.1 kultiviert. Zuletzt wurden an beiden
Hinterpfoten je drei Proben der Pfotensohle (sog. Footpads) entnommen und die

Schwanzspitze fiir die abschlieRende Genotypisierung abgetrennt.
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2.4. Gewebeasservierung

Die fir die immunhistologischen Untersuchungen entnommenen Spinalganglien L4
und L5 rechts wurden in Eppendorf Caps Uberflihrt, mit Tissue Tek® (Sakura Finetek
Europe B.V., Zoeterwoude, Niederlande) eingebettet und anschlieBend in, mittels
flussigen Sticksoff geklhltem, 2-Methylbutan eingefroren. Bis zur Weiterverarbeitung
wurde das Gewebe bei -80°C gelagert. Die fiir die Genexpressionsanalysen mittels
quantitativer real-time PCR (qRT-PCR) entnommenen Spinalganglien L3, L4 und L5 links
wurden in Eppendorf-Caps in flissigem Stickstoff schockgefroren und zusammen mit
dem anderen Gewebe bei -80°C aufbewahrt. Die Footpads wurden fiir 3 Stunden in 4%
Paraformaldehyd (PFA) eingelegt und anschlieBend dreimal mit Phosphatpuffer
gewaschen. Nach einer mindestens zwodlfstiindigen Inkubation in 10%iger Saccharose
bei 4°C wurden die Footpads in Tissue Tek® eingebettet und entsprechend des

Gewebes fir die immunbhistologischen Untersuchungen in 2-Methylbutan eingefroren.

2.5. Immunfluoreszenzfarbung mit PGP9.5 an Footpads

Von den, wie unter 2.4 beschrieben, eingefrorenen Footpads wurden mittels eines
gekihlten Cryostat (CM 3050 S, Leica, Wetzlar, Deutschland) bei -20°C je drei 40 um
dicke Schnitte pro Maus angefertigt, auf einen Objekttrager (R. Langenbrick GmbH,
Emmendingen, Deutschland) ({bertragen und anschlieRend fir 30 min bei
Raumtemperatur luftgetrocknet. Hiernach wurden die Gewebeschnitte mit 10%
Bovinem Serumalbumin (BSA), gel6st in Phosphat-Buffer-Saline (PBS) fiir 30 min bei
Raumtemperatur geblockt. AnschlieRend wurde rabbit anti-human PGP9.5 (UltraClone
Limited, Isle of Wight, England) 1:500 in 1% BSA/PBS mit 0,3% Triton verdiinnt, auf die
Schnitte aufgetragen und tber Nacht bei Raumtemperatur inkubiert. Am zweiten Tag
erfolgten die dreimalige Waschung mit PBS und eine anschliefende Inkubation fir
zwei Stunden bei Dunkelheit und Raumtemperatur mit einem Cyanin 3,18 konjugierten
(Cy3) 1gG Zweit-Antikérper (goat anti-rabbit; 1:50 in 1% BSA/PBS, Jackson
ImmunoResearch Laboratories Inc., USA). AnschlieBend wurden die Footpads drei Mal

mit PBS gewaschen. Im ndchsten Schritt wurden die Proben mit Deckgldaschen und
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VECTASHIELD® Mounting Medium mit DAPI (VECTOR Laboratories, Inc. Burlingame,
California USA) eingedeckt und mit Deckglaslack versiegelt. Die fertigen Objekttrdager
wurden bei 4°C gelagert. Die Auflistung der verwendeten Materialen findet sich in

Tabelle 18.

2.5.1. Bestimmung der intraepidermalen Nervenfaserdichte

(IENFD)

Die Bestimmung der intraepidermalen Nervenfaserdichte (IENFD) und die
Auswertungen aller folgenden Farbungen wurden an einem Axiophot Mikroskop
(Axiophot2, Zeiss, Gottingen, Deutschland) mit Hilfe einer Meta-Vue Kamera
(Diagnostic Instruments Zeiss, Gottingen, Deutschland) und dem
Dokumentationsprogramm Spot 32 (Universal Imaging, Pennsylvania, USA)
durchgefiihrt. Die IENFD sowie alle weiteren Auswertungen wurden durch eine
bezlglich Genotyp und Geschlecht verblindeten Person durchgefiihrt. Die Auswertung
der IENFD in der PGP9.5-Farbung bei 40facher VergroBerung erfolgte gemall den
Richtlinien der European Federation of Neurological Societies fir humane Proben
(Lauria et al. 2005). Zur Bestimmung der IENFD wurde die Anzahl der intraepidermalen
Nervenfasern pro Millimeter bestimmt. Pro Maus wurden drei Schnitte ausgewertet

und der Mittelwert bestimmt.

2.6. Hamatoxylin-Eosin-Farbung an Spinalganglien

Um mogliche Unterschiede in der Morphologie von Neuronen, wie bspw. eine
Vergroflerung der neuronalen Fldache festzustellen, wurde eine Hamatoxylin-Eosin
(H.E.)-Farbung der Spinalganglien durchgefiihrt. Hamatoxylin ist ein natirlicher
Farbstoff, der in Form des oxidierten Hamatein saure bzw. basophile Strukturen, wie
DNA, Zellkerne oder Ribosomen blau anfarbt. Dagegen farbt Eosin, ein synthetischer
Farbstoff, basische bzw. acidophile Strukturen (z.B. Zytoplasma, Mitochondrien oder
Kollagen) rot (Lallmann-Rauch 2009). Im ersten Schritt wurden am Cryostat bei -20°C

10 um dicke Schnitte der Spinalganglien angefertigt und je drei Schnitte pro Maus auf
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einen Objekttrager Ubertragen. Dieses Vorgehen wurde ebenfalls fir alle folgenden
Farbungen angewendet. Nach dem Schneiden bzw. nach dem Auftauen aus -20°C
wurden die Schnitte fiir 10 min in Hamalaun nach Meyer inkubiert und danach fir 10
min flieRend gewassert. Im nachsten Schritt wurden die Objekttrager fir 25 s mit Eosin
1% inkubiert. Hiernach folgte eine aufsteigende Alkoholreihe (dreimal 70% und je
zweimal 96% und 100%) worauf eine zwei Mal 10mindtige Inkubation mit Xylol und
abschliefend das Eindecken mit Vitro Clud (R. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland) folgte. Die gefarbten Schnitte wurden bei 4°C im Kiihlschrank gelagert.

Die Auflistung aller verwendeten Materialien findet sich unter Tabelle 19.

2.6.1. Bestimmung der neuronalen Fléiche

Die Bestimmung der Neuronenflache erfolgte mit Hilfe der unter 2.5.1 genannten Soft-
und Hardware. Alle drei Schnitte eines Objekttragers wurden bei 400facher
VergroRerung mikroskopiert und abschnittsweise fotografiert, um so alle Neurone des
Spinalganglions zu erfassen. AnschlieBend wurde das Softwareprogramm Image J

(http://imagej.de.softonic.com/) zur Messung der Neuronenfliche verwendet

(Rasband 1997-2005; Abramoff 2004). Anhand der vorgegebenen Kalibrierung bei
40facher VergréBerung wurde die Skalierung zur Ausmessung in Image J auf 5,5
Pixel/um eingestellt. Durch Umrandung eines Neurons in der H.E.-Farbung errechnete
das Programm so die neuronale Fliche in um®. Als nichstes wurde fiir jeden Abschnitt
eines Ganglions der Mittelwert der Neuronenflache berechnet. Dieses Vorgehen
erfolgte bei allen Abschnitten der drei Gewebeschnitte einer Maus, sodass schlieflich
anhand der Mittelwerte pro Schnitt ein Gesamtmittelwert der neuronalen Flache
gebildet werden konnte. Aus diesen drei Mittelwerten konnte nun die mittlere

neuronale Flache pro Maus errechnet werden.

2.7. Fluoreszenz-Doppelfarbungen an Spinalganglien

Zur Charakterisierung der Spinalganglien von Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen wurden

unterschiedliche Primar-Antikdrper zur Darstellung von Rezeptoren genutzt (Tabelle
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6). Alle Farbungen wurden zuvor durch Austitrierung des jeweiligen AK und seiner
bendtigten Konzentration etabliert. Zur Identifizierung der Gb3-Ablagerungen wurde
ein purified mouse anti-human CD77-Antikorper verwendet. Um mogliche Gb3-
Ablagerungen und Kolokalisationen mit Rezeptoren bzw. lonenkanélen untersuchen zu
kénnen, wurden alle Doppelfarbungen mit diesem Antikérper durchgefiihrt. Vor der
eigentlichen Farbung wurden die entsprechend 2.6 vorbereiteten Schnitte fiir 30 min
auf Raumtemperatur gebracht und anschlieBend fiir 10 min bei -20°C in 100% Aceton
fixiert. Hiernach wurden die Gewebeschnitte auf einer Heizplatte fiir ca. 5 min bei max.
42°C getrocknet, mit einem PapPen® (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) umrandet und
zur Farbung in eine feuchte Kammer gelegt. Um unspezifische Bindungen des Primar-
Antikorper im Gewebe zu vermeiden, wurden die Schnitte fur 30 min mit 10% BSA/PBS
inkubiert. Im Anschluss an diesen Schritt wurde BSA dekantiert und 50-100 ul derin 1%
BSA/PBS verdinnten Primar-Antikbrper pro Schnitt aufgetragen (Tabelle 6).

AnschlieBend erfolgte die Inkubation der Erstantikdrper bei 4°C Giber Nacht.

Tabelle 6 Primdr-Antikérper fiir Fluoreszenzfdrbungen an Spinalganglien

CD77 BD Pharmingen, Heidelberg, Germany Mouse 1:100

TRPV1 Santa Cruz, Heidelberg, Germany Goat 1:500

Nav1.8 Chemicon, EMD Millipore Cooperation, Rabbit 1:100
Temecula, CA, USA

CGRP Peninsula Laboratories, LLC, San Carlos, CA, Rabbit 1:100
USA

NF200 Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA Rabbit 1:2000

IB4-FITC  Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA Bandeireae 1:1000

simplicifolia

Am ndchsten Tag erfolgte dreimaliges Waschen der Objekttrager mit PBS. Hiernach
wurden die ebenfalls in 1% BSA/PBS verdiinnten Zweit-Antikorper aufgetragen. Da die
Sekundar-Antikorper 1:1 mit Glycerol vorverdinnt wurden, erfolgte eine
entsprechende Anpassung der Verdinnung (Tabelle 7). Nach zweistlindiger
Inkubationszeit bei Raumtemperatur wurden die Gewebeschnitte erneut drei Mal mit

PBS gewaschen. Fir eine zusatzliche Kernfarbung und damit bessere Identifizierung
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von Zellen sowie zum Schutz vor Ausbleichen der Fluoreszenzfiarbung wurde
abschliefRend VECTASHIELD® Mounting Medium mit DAPI (VECTOR Laboratories, Inc.
Burlingame, California USA) auf die Schnitte aufgetragen. SchlieBlich wurden die
Deckgldaser mit Deckglaslack versiegelt. Die fertigen Objekttrager wurden bis zur

Auswertung bei 4°C im Kihlschrank dunkel aufbewahrt.

Tabelle 7 Sekunddire Antikérper fiir Fluoreszenzférbungen an Spinalganglien.

Cy3 Jackson ImmunoResearch Laboratories Donkey- 1:100
(cp77) Inc., USA anti-

mouse
Alexa Jackson ImmunoResearch Laboratories Donkey- 1:200
Fluor Inc., USA anti-goat
(TRPV1)
Alexa Jackson ImmunoResearch Laboratories Donkey- 1:200
Fluor Inc., USA anti-rabbit
(NF200, Nav
1.8)
AMCA Jackson ImmunoResearch Laboratories Donkey- 1:100
(CGRP) Inc., USA anti-rabbit

2.7.1. Fluoreszenz-Doppelfdirbung CD77 und Na, 1.8

Nach Trocknung auf der Heizplatte und dreimaligem Waschen mit PBS wurden die
Gewebeschnitte eine Stunde bei Raumtemperatur mit einer speziellen Blocklsung,
bestehend aus 0,3% Triton X100, 4% NGS, 4% FCS in PBS geblockt. Die Antikorper
gegen Navl1.8 und CD77 wurden beide in der Blocklésung verdiinnt (Tabelle 6) und
nach Dekantieren der Blocklésung auf die Schnitte aufgetragen. Es folgte die
Inkubation beider Primar-Antikdrper bei Raumtemperatur Gber Nacht. AnschlieBend
wurden die Gewebeschnitte drei Mal mit PBS gewaschen und die ebenfalls in der
speziellen Blocklosung verdiinnten Zweit-Antikorper (Tabelle 7) eine Stunde bei
Raumtemperatur inkubiert. Abschlieffend erfolgten entsprechend der vorherigen
Farbungen die erneute dreimalige Waschung mit PBS und das Eindecken mit
VECTASHIELD® Mounting Medium mit DAPI sowie die Versiegelung mit Deckglaslack.

Die fertigen Schnitte wurden bei 4°C im Kiihlschrank aufbewahrt.
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2.7.2. Fluoreszenz-Doppelfdirbung CD77 und I1B4

Fiir diese Farbung wurde eine spezielle PBS-Losung bestehend aus PBS, Triton X100,
CaCl; und MgCl; angesetzt. Zundachst wurden die Gewebeschnitte entsprechend der
vorhergehenden Protokolle vorbehandelt. Hiernach wurden die Praparate mit der
speziellen PBS-Losung fiir 5 min gewaschen. Anschlieend erfolgte die Inkubation mit
dem in der PBS-Losung verdiinnten IB4-FITC-Antikdper (Tabelle 6) Gber Nacht bei 4°C.
Hiernach wurden die Objekttrager dreimal mit der speziellen PBS-L6sung gewaschen.
Die Inkubation des fiir die Doppelfarbung verwendeten CD77-Antikorpers erfolgte
entsprechend 2.7 ebenfalls bei 4°C Gber Nacht (Tabelle 6). Am nachsten Tag erfolgte
erneut dreimaliges Waschen der Objekttrager mit der am Vortag angesetzten
speziellen PBS-Losung (SpezialPBS) und anschlieBend eine zweistlindige Inkubation mit
dem Sekundar-Antikorper flir CD77 bei Raumtemperatur (Tabelle 7). Im nachsten
Schritt wurden die Objekttrager schlieBlich nochmals dreimal mit SpezialPBS und
anschliefend einmal mit normalem PBS gewaschen. Zuletzt erfolgte die Eindeckung
mit VECTASHIELD® Mounting Medium mit DAPI und die Versiegelung mit Deckglaslack.

Die fertigen Objekttrager wurden ebenfalls bei 4°C gelagert.

2.7.3. Auswertung der Fluoreszenzfirbungen mit Image J

Alle Schnitte eines Objekttragers wurden bei 400facher VergroRerung mikroskopiert
und abschnittsweise fotografiert. Da CD77 als Glycosphingolipid ubiquitdr (u.a. in
Membranen und Lysosomen) vorkommt, konnte eine Auswertung der intrazelluldren
Ablagerungen mittels Intensitdatsmessungen und -vergleichungen nicht ausgefiihrt
werden. Daher wurde eine manuelle Auswertung der Fluoreszenz-Doppelfarbungen
mit Hilfe der Software Image J gewahlt. Hierbei wurde mit Hilfe des Region of Interest
(ROI)-Managers zunachst die Gesamtzahl aller Neurone eines
Spinalganglienabschnittes ermittelt. AnschlieRend erfolgte die Bestimmung z.B. TRPV1-
postiver Neurone eines Abschnittes, ebenfalls mittels ROI-Manager. Entsprechend
wurde die Anzahl von Neuronen ermittelt, die intrazellulire Gb3-Ablagerungen

aufwiesen. Um die Genauigkeit der erhaltenen Neuronenanzahlen zu erhéhen, wurden
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alle Zahlungen jeweils drei Mal durchgefiihrt und schlieflich ein Mittelwert pro
Spinalganglienabschnitt gebildet. Im nachsten Schritt wurde der prozentuale Anteil von
CD77-positiven bzw. TRPV1-positiven Neuronen an der Neuronengesamtanzahl pro
Spinalganglienabschnitt berechnet. Dieses Vorgehen wurde fiir alle Abschnitte eines
Spinalganglions durchgefiihrt. AbschlieRend wurde aus den Mittelwerten aller
Abschnitte eines Spinalganglions der Gesamtmittelwert pro Spinalganglion errechnet.
Weiter wurde aus den Mittelwerten der zumeist drei Spinalganglien der
Gesamtmittelwert fir das Tier gebildet. Am Ende erhielt man auf diese Weise je einen
Mittelwert fir die Anzahl CD77- und einen Mittelwert fir die Anzahl z.B. TRPV1-

positiver Neurone.

2.8. Molekulargenetische Untersuchungen zur Quantifi-
zierung der Genexpression Schmerz-assoziierter

Rezeptoren und Mediatoren

2.8.1. Allgemeines zur quantitativen real-time Polymerase-

ketten-reaktion (QRT-PCR)

Zur Bestimmung der Genexpression Schmerz-assoziierter Rezeptoren in asservierten
Maus-Spinalganglien  wurde die Methode der quantitativen real-time-
Polymerasekettenreaktion (qRT-PCR) angewandt. Die gRT-PCR erlaubt eine
Quantifizierung der messengerRNA (mRNA) durch eine Fluoreszenzmessung wahrend
oder nach des PCR-Zyklus in Echtzeit (Holzapfel 2007). Diese schnelle und
automatisierte Quantifizierung ist auch bei geringer Genexpression moglich (Winer et
al. 1999). Bei dieser Methode nimmt die Fluoreszenz einer Probe proportional zur
Menge der PCR-Produkte zu, was eine Quantifizierung ermdoglicht (Holzapfel 2007). Um
die RNA-Menge einer Probe in der gRT-PCR zu bestimmen muss die zuvor gewonnene
MRNA durch eine reverse Transkriptase in eine copy DNA (cDNA) Uberfiihrt werden,

welche dann als Amplifikations-Matritze genutzt wird.
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2.8.2. RNA-Extraktion

Fir die gRT-PCR wurden die, wie unter 2.4 fixierten Spinalganglien L3, L4 und L5 links
verwendet. Zur RNA-Extraktion wurde das Gewebe zunachst auf Eis aufgetaut und
anschlieBend zu jeder Probe 600 pl TRIZOL-Reagenz (Life Technologies™, USA)
hinzugegeben. Im dritten Schritt wurden die Gewebeproben fir mindestens 30 s
mittels eines Dispergierstabes (Miccra D8, Miccra, Millheim, Deutschland)
homogenisiert, welcher nach jeder Probe mit RNAse-freiem Diethyl Pyrocarbonat
(DEPC)-Wasser gereinigt wurde. Nach diesem Schritt wurde das Homogenisat fiir 5 min
bei Raumtemperatur inkubiert. Im Anschluss wurden 300 pl Chloroform hinzugefiigt
und die Proben nach einer 10minitigen Inkubationszeit griindlich gevortext. Danach
wurden die Eppendorf Caps mit dem enthaltenen Gewebe fiir 15 min bei 13.000 rpm
und 4°C zentrifugiert. Hierdurch entstand eine Dreischichtung: Am Boden das rétliche
TRIZOL, mittig die je nach Probe unterschiedlich breite proteinhaltige Interphase und
die farblose RNA-haltige obere Phase. Die obere Phase wurde in ein neues Eppendorf-
Cap uberfihrt und 1,1 pl Glycogen sowie 600 pl Isopropylalkohol hinzugegeben. Das
Gemisch wurde abzentrifugiert und anschlieRend bei -20°C tGber Nacht inkubiert. Am
zweiten Tag wurden die Proben fiir 15 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. Dabei
fallte die mRNA in Form von Pellets am Boden des Eppendorf-Caps aus. Der aus
Isopropylalkohol bestehende Uberstand wurde abgenommen, sodass nur noch das
Pellet im Eppendorf-Cap verblieb. In einem weiteren Reinigungsschritt wurde 1 ml
75%iger Ethanol zu jeder Probe hinzugegeben und gevortext. Erneut wurden die
Proben 10 min bei 13.000 rpm und 4°C zentrifugiert. AnschlieRend wurde der
entstandene Uberstand vorsichtig dekantiert und das Pellet bei 42°C fir 15 min auf
einem Heizblock getrocknet. SchlieRlich wurde das Pellet in 33 ul DEPC-H,0 gel6st und
vermischt. Die Proben wurden anschlieend bei 55°C fur 10 min auf einem
Thermomixer TS10 (Eppendorf AG, Hamburg, Deutschland) geschittelt und lGber Nacht

bei -20°C gelagert.

38



2.8.3. Messung der optischen Dichte

Zur Bestimmung der RNA-Ausbeute erfolgte bei jeder Probe eine photometrische
Messung der optischen Dichte mittels NanoDrop 1000 (Peqglab, Erlangen, Deutschland).
Nach Eichung mittels DEPC-Wasser und Ermittlung eines Leerwertes wurde je 1 ul der
vorbereiteten Proben drei Mal gemessen. Aus dem Mittelwert der Messungen konnte

anschlieBend die jeweilige RNA-Konzentration der Probe in ng/ul ermittelt werden.

2.8.4. Reverse Transkription

Herkémmliche Polymerasen, wie sie z.B. bei der PCR genutzt werden, kdnnen RNA-
Fragmente nicht amplifizieren. Um dies fiir unsere Proben dennoch zu ermdglichen,
wird eine reverse Transkriptase genutzt. Diese kann mRNA in cDNA umschreiben,
bendtigt dafiir jedoch einen Primer in Form von random Hexamer. Anhand der zuvor
durchgefiihrten OD-Messung wurde fir jede Probe das Volumen berechnet, in dem
sich 500 ng/ul mRNA befanden. Nach Auftauen der Probe auf Eis, wurde das
errechnete Volumen in 0,2 ml Eppendorf-Caps pipettiert und mit 34,75 pl Aqua
destillata aufgeflllt. Im nachsten Schritt wurden 65,25 pl Premix hinzugefiigt, der sich
wie in Tabelle 8 beschrieben zusammensetzte. Das abschlieBende Gesamtvolumen
jeder Probe betrug somit 100 ul. Alle Reagenzien wurden von demselben Hersteller

(Applied Biosystems, Darmstadt, Deutschland) bezogen.

Tabelle 8 Premix fiir Reverse Transkription

10x Buffer 10,00 pl
25 mM MgCl2 22,00 pl
DesoxyNTPs 20,00 pl
(dNTP) Mixture

10mM

Random 5,00 ul
Hexamers

RNAse Inhibitor 2,00 pl
MultiScribe 6,25 pl
Reverse

Transkriptase

(50U/ul)

Gesamtvolumen 65,25 ul
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Nach Durchmischung der Proben wurde die reverse Transkriptase in einem
Thermocycler (Peqglab Primus Advance 96, Peqlab Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland) unter in Tabelle 9 genannten Bedingungen durchgefiihrt. AnschlieBend
erfolgte entweder direkt die gRT-PCR oder die Lagerung der gewonnenen cDNA bis zur

Weiterverarbeitung bei -80°C.

Tabelle 9 Einstellungen Thermocycler fiir Reverse Transkription

Zeit 10 min 60 min 5 min
Temperatur  25°C 37°C 95 °C
2.8.5. gRT-PCR

Fiir jeden Rezeptor sowie fiir die 18s-RNA, die als endogenen Kontrolle diente, wurde
ein primerspezifischer Premix vorbereitet (Zusammensetzung Tabelle 10). Die
endogene Kontrolle wird als Referenzgen eingesetzt um Variationen in der

Ausgangsmenge der zu messenden RNA-Probe auszugleichen (Holzapfel 2007).

Tabelle 10 Premix fiir die quantitative Realtime-Polymerasekettenreaktion

Aqua destillata 1,75 pl 4,25 ul
Master Mix 2,0 ul 2,0 ul
Primer 0,25 ul 0,25 ul
cDNA-Probe 5ul 2,5 ul
Gesamtvolumen 9 ul 9ul

Jede cDNA-Probe wurde als Triplett (je drei Wells pro Probe) mit dem Rezeptor-
Primer-Premix und als Duplett (je zwei Wells pro Probe) mit dem 18S-RNA-Premix auf
eine 96-well-Platte aufgetragen. Als Negativkontrolle diente ein Triplett aus DEPC-
Wasser und Rezeptor-Primer-Premix und ein Duplett aus DEPC-Wasser und 18s-RNA-

Primer-Premix jeweils ohne cDNA. Im Anschluss wurde die PCR-Platte mit Caps

40



verschlossen und die gRT-PCR im Step One Plus™ Real-Time PCR System (Life
Technologies Corporation, Carlsbad, USA) durchgefiihrt. Zu Beginn erfolgte eine
Inkubationsphase bei 50°C fir 2 min und eine weitere bei 95°C fir 10 min.
AnschlieBend wurden 40 Amplifikationszyklen fir 15 s bei 95°C, gefolgt von 40
Amplifikationszyklen fir 1 min bei 60°C durchgefiihrt. Die Target-spezifischen Primer
wurden als TagMan Gene Expression Assays von Applied Biosystems (Darmstadt,
Deutschland) bezogen. In Tabelle 11 sind die untersuchten Zielgene mit der jeweiligen

Assay-ID zusammengestellt.

Tabelle 11 Untersuchte Primer mit Assay-Identifikator

TRPV1 Mm01246302_m1
Nav1.8 MmO00501467_m1

Die Ermittlung der relativen Genexpression in den verwendeten Proben erfolgte
mittels der komparativen AAC;-Methode (Winer et al. 1999; Fleige et al. 2006). Dabei
wird der sogenannte C-Wert (threshold cycle) bestimmt. Dieser C--Wert einer Probe
basiert auf der Anzahl der Amplifikationszyklen, bei denen das Fluoreszenzsignal der
amplifizierten mRNA einen bestimmten Schwellenwert (beruhend auf dem
Hintergrund-Fluoreszenzsignal) Uberschreitet. Hierbei gilt: Je mehr mRNA in einer
Probe vorhanden ist, desto weniger Zyklen werden bendtigt um diesen Schwellenwert
zu Uberschreiten und desto niedriger ist der Ci-Wert (Winer et al. 1999). Die
erhaltenen Ci-Werte der endogenen Kontrolle und des Rezeptor-Primers werden
schlief8lich voneinander subtrahiert, wobei der Mittelwert des Kontroll-Dupletts vom
Mittelwert des Rezeptor-Tripletts abgezogen wurde (Holzapfel 2007). Dieser Wert wird
wiederum zu einem Ci-Wert eines fir jedes Gewebe und Ziel-mRNA spezifischen

Kalibrator in Relation gesetzt und in Gleichung n-fache Expression (2'(AAC”) eingesetzt.

AAC; = [C, Zielgen (unbekannte Probe) — C; (Endogene Kontrolle)] — [C; Zielgen

(Kalibrator) — C; Endogene Kontrolle (Kalibrator)]

Ratio = 2 ~*<Y
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2.9. Kultivierung der Spinalganglienneurone

2.9.1. Anlegen der Spinalganglien-Kultur

Fir die Kultur der entnommenen Spinalganglienneurone wurden einige Tage zuvor das
Kulturmedium und die Complete Saline Solution (CSS) angelegt (s. Tabelle 22). Zu
Beginn wurde eine Losung, bestehend aus Bovine Serum Albumin (BSA), Trypsin-
Inhibitor (TI1) und Kulturmedium (BSA/TI-L6sung) gemischt, die zunachst gevortext und
anschlieBend steril gefiltert wurde. Die BSA/TI-L6sung wurde anschlieRend bei 4°C bis
zur weiteren Verwendung gelagert. Im zweiten Schritt wurde das zuvor angesetzte CSS
10 min oxygeniert und anschlieBend je 10 ml in zwei 15 ml Falcon-Tubes und eine
kleine Petrischale umgefillt. Zu den 10 ml CSS wurde jeweils EDTA hinzugeflgt, um
einer durch Schwermetalle verursachten Hemmung der Enzymaktivitat vorzubeugen.
Hiernach wurde in ein Falcon-Tube eine Thermolysin medium (TM) Liberase (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland), in ein anderes eine Thermolysin low (TL)
Liberase (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Deutschland) hinzugefiigt. Die
Liberasen ermdoglichen durch Spaltung der extrazelluldren Matrix eines Gewebes die
Freisetzung einzelner Zellen. Zur TL Liberase-Losung wurde schlieRlich Papain
(Worthington Biochemical Corporation, Lakewood, NJ, USA) hinzu pipettiert. Papain
gehort zur Gruppe der Cysteinproteasen und zeigt eine breite eiweillspaltende
Wirkung, die fur die ebenfalls Zellisolierung ausgenutzt wurde. AnschlieRend wurden
beide Losungen gevortext, steril gefiltert und bis ca. 10-20 min vor Nutzung auf Eis
gelagert. Im nachsten Schritt folgte die Entnahme der Spinalganglien (s. 2.3). In der
Zwischenzeit wurde die TM Liberase-Lésung flr im Wasserbad auf 37°C erwarmt. Die
entnommenen Spinalganglien wurden zunachst in die mit CSS-beflillte Petrischale
Uberfihrt. AnschlieBend wurden sie in die TM Liberase-Losung transferiert und fir 20
min auf einer rotierenden Heizplatte bei 37°C im Brutschrank inkubiert. AnschlieBend
wurde die Zellsuspension zentrifugiert, der Uberstand abgesaugt und die in der
Zwischenzeit erwdrmte TL Liberase-Losung hinzugefiigt. Hiernach erfolgte erneut eine

10minutige Inkubation der Losung auf der rotierenden Heizplatte. Wahrenddessen

42



wurde die anfangs angesetzte BSA/TI-Losung erwarmt. Nach Zentrifugation der Probe
und Absaugung des Uberstandes wurden zunichst 200 pl BSA/TI-Lésung zu den Zellen
zugefligt und vorsichtig auf- und abpipettiert. AnschlieBend wurden weitere 600 pl
BSA/TI-Losung hinzugegeben und erneut vorsichtig vermischt. Dieser Schritt diente der
Beendigung der durch die Liberasen ausgelosten Reaktionen. Zuletzt wurden je 80 pl
der Zellsuspension pro Well einer vier Well-Kulturplatte aufgetragen, in die zuvor
PolyD-Lysine/Mouse Laminin beschichtete Coverslips (BD BioCoat™ Cellware, Bedford,
MA, #354087) ausgelegt wurden. Hiernach erfolgte eine einstiindige Inkubation der
Kulturen im Brutschrank. Zuletzt wurden 920 ul Kulturmedium hinzugefiigt. Insgesamt
erhielten wir 12 Kulturen pro Maus. Ein Wechsel des Kulturmediums erfolgte aufgrund

der kurzen Kultivierungszeit nicht durchgefiihrt.

2.9.2. Fixierung der Zellkulturen

Nach 7 (+/- 2) Tagen war in allen Kulturen Neuronenwachstum erkennbar, sodass sie
fur die nachfolgenden Farbungen mit 100% Methanol fixiert werden konnten. Hierzu
wurde zunachst das DRG Medium aus jedem Well abgesaugt und jedes Well mit 500 ul
PBS gespilt. Nach Absaugung der PBS-Losung wurden zu jedem Well 500 pl 100%
Methanol hinzugefiigt und die Kulturen fiir 20 min bei -20°C inkubiert. Nach der
Inkubation folgte dreimaliges Waschen der Wells mit PBS. AbschlieRend wurden je 500
pl PBS pro Well hinzugefiigt und die Kulturschalen mit Parafilm verschlossen. Die

fixierten Kulturen wurden bei 4°C im Kiihlschrank bis zum Tag der Farbung aufbewahrt.

2.9.3. Fluoreszenz-Doppelféirbungen der Kulturen

Um die Kulturen auf mogliche Gb3-Ablagerungen und Verdanderungen von Rezeptoren
bzw. Kandlen zu Uberprifen, wurden dieselben Antikorper verwendet, die fiir die
Fluoreszenzfarbung der Spinalganglienschnitte verwendet wurden (Tabelle 6). Fiir die
Kulturfluoreszenzfarbungen wurden die bei 4°C gelagerten Cover slips aus den Wells
entnommen und in eine zuvor prdparierte feuchte Kammer Ubertragen. AnschlieRend
wurden die Cover slips dreimal je 5 min mit PBS gewaschen, um eventuelle

Verunreinigungen zu entfernen. Hiernach erfolgte eine 20mindtige Inkubation mit
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10%iger BSA/PBS-Losung, gefolgt von einer 5Sminitigen Inkubation mit 1%iger
BSA/PBS-Lésung. In der Zwischenzeit wurden die Erstantikérper entsprechend der
Verdlinnung (Tabelle 12) in 2%iger BSA/PBS-Losung verdlinnt. Zur eindeutigen
Identifizierung der Neurone in der Zellkultur wurden die Kulturfarbungen jeweils in
Kombination mit einer PGP9.5-Farbung durchgefiihrt. Aufgrund der nur
eingeschrankten Diffusionsfahigkeit von PGP9.5 durch Zellmembranen, erfolgte die
Zugabe von 0,3% Triton X100 zum Erstantikérper. Triton X100 ist ein nichtionisches
Tensid, welches Membranproteine in ihrer nativen Konformation aus Membranen
herauslost ohne diese, im Gegensatz zu Natriumlaurylsulfat (sodium lauryl sulfate;
SDS) zu denaturieren. Auf diesem Weg erreicht Triton X100 die Permeabilisierung fir
schwer durchgdngige Antikorper wie z.B. PGP9.5. Nach Herstellung des Erstantikdrpers
und Entfernung der 1%igen BSA/PBS-Lésung wurden je 100 pul der Primarantikorper auf

die Coverslips aufgetragen und die Farbung Gber Nacht bei 4°C inkubiert.

Tabelle 12 Verwendete Primdrantikérper fiir Kultur-Fluoreszenzfdrbungen

CD77 BD Pharmingen, Heidelberg, Germany Mouse 1:100

TRPV1 Santa Cruz, Heidelberg, Germany Goat 1:50

CGRP Peninsula Laboratories, LLC, San Carlos, Rabbit 1:125
CA, USA

PGP 9.5  UltraClone Limited, England Rabbit 1:500

Am zweiten Tag erfolgte die Entfernung des Primarantikérpers durch dreimalige
Waschung mit PBS fiir je 5 min. Zuvor wurde die Zweitantikdrper-Losung vorbereitet
indem die Sekundarantikbrper in 2%iger BSA/PBS-Losung entsprechend ihrer
Verdiinnung (Tabelle 13) gel6st wurden. Fiir die Verdiinnung des Zweitantikorpers
wurde aufgrund der Doppelfarbung und einer 1:1-Vorverdiinnung mit Aqua destillata
eine entsprechend hohere Verdinnungsstufe gewahlt. Hiernach erfolgte eine
einstiindige Inkubation des SekundarAK bei Raumtemperatur. Im Anschluss wurden
die Coverslips erneut drei Mal je 5 min mit PBS gewaschen und schlielllich mit

Moviol/Dapi auf Objektragern fixiert.
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Tabelle 13 Verwendete Sekunddrantikérper fiir Kultur-Fluoreszenzfdrbungen

Cy3 Jackson ImmunoResearch Donkey-anti-mouse 1:75
(PGP 9.5) Laboratories Inc., USA

Alexa Jackson ImmunoResearch Donkey-anti-goat 1:100
Fluor Laboratories Inc., USA

(VR1)

Alexa Jackson ImmunoResearch Donkey-anti-mouse 1:100
Fluor Laboratories Inc., USA

(CD77)

2.10. Statistische Auswertung

Die Verwaltung der Daten erfolgte mit Hilfe von Microsoft Excel 2010 (Microsoft). Die
statistische Auswertung aller Daten wurde mit IBM SPSS Statistics 23 (IBM, Ehningen,
Deutschland) durchgefiihrt. Zunichst erfolgte eine Uberpriifung der Daten auf
Normalverteilung anhand des Shapiro-Wilk-Tests und Abgleich der Histogramme des
Datensatzes mit der Normalverteilungskurve. Konnte die Normalverteilungshypothese
angenommen werden, wurde zusitzlich eine Uberpriifung der Varianzhomogenitit
und im Anschluss ein t-Test flr unabhangige Stichproben durchgefiihrt. Bei nicht
normalverteilten Daten erfolgte der Mann-Whitney-U-Test als nicht-parametrisches
Testverfahren fur unabhdngige Stichproben. Korrelationsuntersuchungen erfolgten bei
normalverteilten Daten mittels Pearson-Test, bei nicht-normalverteilten Daten mittels
Spearman-Test. Alle Graphen wurden mit Hilfe von IBM SPSS Statistics 23 erstellt. Die
Darstellung der Daten aus den Verhaltenstestungen und Farbungen erfolgte durch

Boxplots; die Korrelationsdarstellung mittels Scatterplots.
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3. Ergebnisse

3.1. Ergebnisse Verhaltenstestungen

3.1.1. Mechanische Hypersensibilitit bei Fabry-ko-Mdusen

Insgesamt wurden zur Feststellung der mechanischen Sensibilitat 124 Fabry-ko- und
litt-WT-Mause im Alter von zwei bis drei Monaten und 12 bis 15 Monaten getestet. Es
konnte gezeigt werden, dass zwei bis drei Monate alte Fabry-ko-Mause verglichen mit
ihren litt-WT-Altersgenossen eine deutliche mechanische Hypersensibilitdt aufweisen
(Abb. 3; **p<0,01). Auch 12 bis 15 Monate alte Fabry-ko-Mause zeigten eine deutlich
erhohte taktile Sensibilitat gegentber ihren 12 bis 15 Monate alten litt-WT-Madusen
(Abb. 3; ***p<0,001). Die mechanische Hypersensibilitat junger Fabry-ko-Maduse nahm
mit steigendem Alter weiter zu, sodass 12-15 Monate alte Fabry-ko-Mause gegentiber
den jungen Mausen eine nochmals deutlich herabgesetzte mechanische Reizschwelle
aufwiesen (Abb. 3; ***p<0,001), wahrend zwischen jungen und alten litt-WT-Mausen
kein Unterschied bestand (Abb. 3; p=0,339). Weiterhin konnte zwischen jungen Fabry-
ko-Weibchen und -Mdnnchen ein unterschiedliches Verhalten gegeniber taktilen
Reizen nachgewiesen werden (Abb. 3). So zeigten junge Fabry-ko-Weibchen eine
verstarkte taktile Hypersensitivitat verglichen mit gleichaltrigen Mannchen (Abb. 3;
*p<0,05). Zwischen dlteren Fabry-ko-Mausen konnte  jedoch kein
geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden. Litt-WT-Weibchen dagegen
zeigten mit steigendem Alter eine verminderte Rickzugslatenz gegeniber
gleichaltrigen litt-WT-Mannchen (Abb. 3; *p<0,05). In der Gruppe der jungen litt-WT-

Mause zeigte sich kein Unterschied zwischen mannlichen und weiblichen Mausen.
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Abb. 3 Geschlechtsspezifische Unterschiede im von Frey Filament-Test. Mdnnliche und weibliche Fabry-
ko-Mduse zeigten verglichen mit litt-WT-Mdusen eine mechanische Hypersensibilitidt (*p<0,05 bis
***¥p<0,001). Zwischen den Geschlechtern zeigten sich innerhalb eines Genotyps kein oder nur gering
Unterschiede (Fabry-ko-Mduse 2-3 Monate p=0,583, Fabry-ko-Mduse 12-15 Monate *p<0,05; litt-WT-
Mduse 2-3 Monaten=0,257, 12-15 Monate *p<0,05).

3.1.2. Altersabhdngige Hyper- und Hyposensibilitit gegeniiber
Hitze in Fabry-ko-Mdusen

Zur Testung der Pfotenriickzugslatenz auf Hitze wurden insgesamt 123 Fabry-ko- und
litt-WT-Mause im Alter von zwei bis drei Monaten und 12 bis 15 Monaten getestet.
Hier zeigte sich ein Unterschied der Hitzeschwellen zwischen jungen und alten Fabry-
ko-Mausen (Abb. 4; ***p<0,001). Wahrend junge Fabry-ko-Mdause gegentiber ihren
litt-WT-Altersgenossen eine verminderte Pfotenriickzugslatenz auf Hitze aufwiesen
(Abb. 4; **p<0,01), hatten alte Fabry-ko-Mause eine Hyposensibilitdt mit verzogerter

Rickzugslatenz, die sich ebenfalls erhéht gegeniiber alter litt-WT-Mause darstellte
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(Abb. 4; *p<0,05). Junge und alte litt-WT-Mause wiesen dagegen keinen Unterschied in
ihrem Verhalten gegenlber Hitzestimuli auf (Abb. 4; p=0,693). Bis auf eine erhdhte
Riickzugsschwelle von 12 bis 15 Monate alten mannlichen litt-WT-Mausen gegenliber
ihren weiblichen Artgenossinnen (*p<0,05) zeigte sich in diesem Versuch zwischen den

Geschlechtern kein Unterschied im Verhalten gegeniiber einem thermischen Stimulus.

Hitze Test

Fabry 2-3Mo—
WT 2-3Mo]
Fabry 12-15Mo™
WT 12-15Mo™]

Abb. 4 Thermische Riickzugslatenz (Hitze-Test). 2-3 Monate alte Fabry-ko-Mduse zeigten eine
Hypersensibilitit gegeniiber Hitze (**p<0,01). 12-15 Monate alte Fabry-ko-Mduse wiesen dagegen eine
deutlich verzégerte Riickzugslatenz auf (*p<0,05). Zwischen jungen und alten Fabry-ko-Mdusen bestand
ein signifikanter Unterschied der thermischen Reizschwelle (***p<0,001).
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3.1.3. Kdlte-Hyposensibilitit bei Fabry-ko-Mdusen

Fir den Kalte-Test wurden insgesamt 119 Fabry-ko- und litt-WT-Mduse im Alter von
zwei bis drei Monaten und 12-15 Monaten getestet. Junge wie alte Fabry-ko-Mause
wiesen eine Hyposensibilitdat mit erhohter Riickzugslatenz gegeniiber Kalte auf (Abb. 5;
2-3 Monate p**<0,01; 12-15 Monate p*<0,05). Innerhalb der Fabry-ko-Mause zeigte
sich mit steigendem Alter eine Abnahme der Kalte-Hyposensibilitit (Abb. 5;
***p<0,001). Im Gegensatz dazu konnte zwischen jungen und alten litt-WT-Mausen
keine Veranderung der Pfotenriickzugslatenz gegeniliber einem Kaltereiz festgestellt
werden (Abb. 5; p=0,245). Im Vergleich der Geschlechter zeigten lediglich weibliche
alte Fabry-ko-Maduse gegeniiber ihren mannlichen Artgenossen eine noch einmal
verstarkte Kalte-Hyposensitivitdt (Abb. 6; ***p<0,001). In der Gruppe der litt-WT-
Mause prasentierten 2-3 Monate alte mannliche litt-WT-Mduse gegeniiber weiblichen
litt-WT-Mausen eine verminderte Rickzugslatenz gegenliber einem Kalte-Stimulus

(Abb. 6; **p<0,01).
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Abb. 5 Riickzugslatenz im Kdlte-Test. Junge und alte Fabry-ko-Mduse wiesen verglichen mit litt-WT-
Mdusen im Kdlte-Test eine erhéhte Riickzugslatenz auf (2-3 Monate **p0,01, 12-15 Monate *p=0,05).
Die Reizschwelle fiir Kdlte sank zwischen jungen und alten aGalA-ko-Mdusen nochmals ab (***p =
0,001).
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Abb. 6 Geschlechtsspezifischer Unterschied im Kilte-Test. Lediglich in alten Fabry-ko-Mdusen
(**p<0,01) und jungen litt-WT-Mdusen (**p<0,01) zeigten sich Unterschiede im Verhalten der
Geschlechter gegeniiber einem Kdlte-Stimulus.

3.2. Reduzierung der IENFD bei Fabry-ko-Mausen

Insgesamt wurden Footpads von 79 Fabry-ko- und litt-WT-Mause untersucht. Es zeigte
sich, dass Fabry-ko-Mause eine niedrigere IENFD aufwiesen als litt-WT-Mause (Abb. 7,
Abb. 8). Bereits junge Fabry-ko-Mdause besallen gegeniber gleichaltrigen litt-WT-
Mausen eine verminderte IENFD (Abb. 7 ***p<0,001, Abb. 8a, b). Diese verminderte
Innervation der Epidermis reduzierte sich bei alten Fabry-ko-Mausen verglichen mit
jungen Fabry-ko-Mausen nochmals deutlich (Abb. 7; ***p<0,001, Abb. 8 a, c).
Verglichen mit ihren Altersgenossen stellte sich in der Gruppe der 12 bis 15 Monate
alten Fabry-ko-Mausen eine signifikant verminderte IENFD dar (Abb. 7; ***p<0,001,

Abb. 8 c, d). In der Gruppe der litt-WT-Mause konnte ebenfalls eine altersabhangige
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Rarefizierung der intraepidermalen Nervenfasern festgestellt werden (Abb. 7;
***p<0,001, Abb. 8 b, d). Bei einem Vergleich der Geschlechter zeigten lediglich
weibliche 12 bis 15 Monate alte litt-WT-Maduse gegenliber ihren mannlichen
Artgenossen eine verminderte IENFD (**p<0,01); innerhalb der Fabry-ko-Gruppen

konnte zwischen den Geschlechtern kein Unterschied nachgewiesen werden.
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Abb. 7 Reduzierung der intraepidermalen Nervenfaserdichte (IEDNF) in Fabry-ko-Mdusen. Fabry-ko-
Mdusen weisen eine Reduzierung der intraepidermalen Nervenfasern gegeniiber litt-WT-Mdusen auf (2-
3 Monate und 12-15 Monate ***p<0,000). Zusdtzlich zeigte sich eine Verminderung der IENFD zwischen
jungen und alten Mdusen (Fabry-ko- und litt-WT-Mduse ***p<0,000).
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Abb. 8 Reduzierung der intraepidermalen Nervenfasern (IENFD) in Fabry-ko-Mdusen im Vergleich zu
litt-WT-Mdusen: Darstellung der intraepidermalen Nervenfasern mittels PGP9.5 (gelb). Exemplarische
Markierung der intraepidermalen Nervenfasern durch Pfeile. a) 3 Monate alte Fabry-ko-Maus, b) 3
Monate alte litt-WT-Maus, c) 12 Monate alte Fabry-ko-Maus, d) 12 Monate alte litt-WT-Maus.

3.3. Quantifizierbare VergroBerung der neuronalen
Flache in Spinalganglien von Fabry-ko-Mausen

Zur Beurteilung der neuronalen Flache wurden insgesamt 79 Spinalganglien von Fabry-
ko- und litt-WT-Mause untersucht (Abb. 9). Bereits junge Fabry-ko-Mause zeigten, im
Gegensatz zu ihren altersadaptierten litt-WT-Mausen vergrofRerte Neurone (Abb. 10;
**p<0,01). Diese VergroRerung der neuronalen Flache wies innerhalb der Fabry-ko-

Mause eine altersabhangige Zunahme auf; so konnten bei 12-15 Monate alten Mausen
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gegeniber jungen Mausen deutlich vergroRRerte Neurone festgestellt werden (Abb. 10;
***p=0,001). Auch gegenliber gleichaltrigen litt-WT-Mdausen zeigten 12-15 Monate
alte Fabry-ko-Mause eine eindeutige Zunahme der Neuronenfliche (Abb. 10;
***p<0,001). Im Gegensatz zur Gruppe der Fabry-ko-Mause fand sich zwischen jungen
und alten litt-WT-Mausen kein Unterschied der neuronalen Flache (Abb. 10; p=0,258).
Im Vergleich der Geschlechter konnte ebenfalls kein Unterschied nachgewiesen

werden.

Abb. 9 Vergroflerte Neuronenfliche bei Fabry-ko-Mdusen im Vergleich zu litt-WT-Mdusen.
Exemplarische Markierung der Neuronenfliche in gelb. a) 3 Monate alte Fabry-ko-Maus; b) 3 Monate
alte litt-WT-Maus, c) 12 Monate alte Fabry-ko-Maus; d) 12 Monate alte litt-WT-Maus).
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Abb. 10 Vergroflerung der neuronalen Flédche bei Fabry-ko-Mdusen. Es zeigte sich eine VergréfSerung
der neuronalen Fldche sowohl zwischen jungen als auch alten Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen (2-3
Monate **p<0,05; 12-15 Monate ***p<0,001). Zwischen jungen und alten Fabry-ko-Mdusen nahm die
Neuronenfldche noch einmal zu (***p<0,001).

3.4. Ergebnisse der Immunfluoreszenzfarbungen an

Spinalganglien

3.4.1. Vermehrte Gb3-Ablagerungen in Spinalganglien von

Fabry-ko-Mdusen

Zur Quantifizierung von Gb3-Ablagerungen innerhalb der Spinalganglien erfolgten
verschiedene CD77-Doppelfarbungen (Abb. 11a-d, s. Anhang Abb. 25, Abb. 26, Abb.
27, Abb. 28). Alle CD77-Fluoreszenzfarbungen zeigten eine Zunahme der CD77-
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positiven Spinalganglienneurone bei Fabry-ko-Mausen gegeniiber altersgematchten
litt-WT-Mausen (Abb. 11a-d). Dabei zeigte sich, dass zwei bis drei Monate alte Fabry-
ko-Mause gegenlber altersadaptierten litt-WT-Mausen eine héhere Anzahl CD77-
positiver Neurone innerhalb der Spinalganglien aufwiesen (Abb. 11a ***p<0,001; Abb.
11 b **p<0,01; Abb. 11c ***p<0,001; Abb. 11d ***p<0,001). Diese erhdhte Anzahl bei
Fabry-ko-Madusen stieg in alten Fabry-ko-Mausen, verglichen mit jungen Mdusen noch
einmal eindeutig an (Abb. 11a-d; ***p<0,001). Auch im Vergleich mit alten litt-WT-
Madusen zeigten 12 -15 Monate alte Fabry-ko-Mduse mehr CD77-immunreaktive
Neurone in ihren Spinalganglien (Abb. 11a-d; ***p<0,001). Auch alte litt-WT-Mdause
zeigten, verglichen mit jungen Mausen eine Zunahme CD77-positiver Neurone (Abb.
11a-d; ***p<0,001). Im Vergleich der CD77-Doppelfarbungen untereinander konnten
Schwankungen der Deutlichkeit und somit der Anzahl der CD77-positiver Neurone
festgestellt werden, was auf die Interaktion der verschiedenen Erstantikorper mit
CD77 zurickzufihren ist. Dennoch zeigten sich in jeder Doppelfarbung eindeutige und
gleichbleibende genotypische und altersabhdngige Unterschiede (Abb. 11; **p<0,01
bis ***p<0,001). Im Vergleich der Geschlechter konnte weder innerhalb der Fabry-ko-

noch innerhalb der litt-WT-Mause ein Unterschied nachgewiesen werden.

56



Q
(on

100 100
S F ko 1 g * % %
~ J
g 80 g 80 r 1
=] o
e
S }_*_*_*_1 |._>|2|‘_.| s . * sk %k |
2 607 2 60 1
E s
.§ 404 £ —k— |_a<_*_|
3 8 .
o ; e
g a
0_. Ok L e o
T I I I T T [
(=] (=} o (=}
2 3 : g 7 2 2 2
? ? I 0 @ o © ©
> 2 & & g 2 & &
8 = z = 8 = z E
0w § < d w 2 <
c w
CD77 CD77
100+ : k | 100— |r 3k %k 3k 1
& 1 k %k 3k 1 e lA'
o 80 r 1 o 80
{ [
o o
5 * % 5
Q — [ |
3 60 ek |——-*—| 2 60
g g
Sl ol St sl
g 40 Y
Q_ g
E 20 E 20
[5) o
0~ R e E ! =
b b b b b b b 5
3 - 3 3 3 3 3 3
o~ o~ 7 T I3 o~ e ST
> = e & > E - -
Z 2 > = 8 = > =
i 5 S w = <
w I

Abb. 11 Vermehrte Gb3-Ablagerungen bei Fabry-ko-Mdusen gegeniiber litt-WT-Médusen. In allen vier
Doppelfdrbungen konnten im Vergleich zu altersadaptierten litt-WT-Mdusen vermehrte Gb3-
Ablagerungen in jungen und alten Fabry-ko-Mdusen nachgewiesen werden. Aufserdem konnte eine
nochmalige Zunahme der Gb3-Ablagerungen zwischen jungen alten alten Fabry-ko-Mdusen gezeigt
werden. Abb. 12a: TRPV1/CD77-Doppelfdrbung (***p<0,001, **p<0,01); Abb. 12b: Nav1.8/CD77-
Doppelfdrbung (***p<0,001, **p<0,01); Abb. 12c: CGRP/CD77-Doppelfdrbung (***p<0,001); Abb. 12d:
NF200/CD77-Doppelfdrbung (***p<0,001, **p<0,01).

3.4.2. Erhohte Expression TRPV1-positiver Neurone bei Fabry-
ko-Mdusen

Zum Vergleich der TRPV1-Expression zwischen Fabry-ko- und litt-WT-Madusen wurden
von insgesamt 75 Mause histologische Praparate der Spinalganglien verglichen (s.
Anhang Abb. 25). Dabei konnte in der Gruppe der zwei bis drei Monate alten Fabry-ko-
Mause eine vermehrte Expression TRPV1-positiver Neurone gegentiber gleichaltrigen
litt-WT-Mausen festgestellt werden (Abb. 12; ***p<0,001). Diese vermehrte TRPV1-

Expression bestand ebenso deutlich bei alten Fabry-ko-Mausen verglichen mit ihren
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litt-WT-Mausen (Abb. 12; ***p<0,001). Es zeigte sich auRerdem, dass mit steigendem
Alter die Anzahl TRPV1-positiver Neurone in den Spinalganglien sowohl von Fabry-ko-
Madusen als auch von litt-WT-Mausen signifikant anstieg (Abb. 12; Fabry-ko-Méause
***p<0,001; litt-WT-Mause ***p<0,001). Ein Unterschied zwischen den Geschlechtern

konnte nicht festgestellt werden.
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Abb. 12 Vermehrte Expression TRPV1-positiver Neurone in Fabry-ko-Mdusen. Sowoh! zwischen 2-3
Monate alten als auch 12-15 Monate alten Fabry-ko- und ihren litt-WT-Mdusen zeigte sich eine
vermehrte TRPV1-Expression in den Spinalganglien (***p<0,001). Ebenso bestand eine deutlich
verstidrkte TRPV1-Expression in alten Fabry-ko- bzw. litt-WT-Mdusen gegeniiber ihren jungen
Artgenossen (***p<0,001).

3.4.2.1. Kein Genotypunterschied in der Korrelation TRPV1- und CD77-
positiver Neurone

Zur Feststellung eines Genotyp-spezifischen Zusammenhangs zwischen der Anzahl

TRPV1- und CD77-positiver Neurone erfolgte eine Korrelationsuntersuchung. Hier
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zeigte sich in der Korrelation TRPV1- und CD77-positiver Neurone kein
Genotypunterschied (Abb. 13, Tabelle 14). In beiden Gruppen konnte eine positive
Korrelation zwischen der Anzahl positiver TRPV1- und CD77-Neurone festgestellt
werden. So zeigte sich bei der Korrelation TRPV1- und CD77-positiver Neurone in
Fabry-ko-Mausen ein Spearman-Korrelationskoeffizient von 0,654 (Abb. 14) und in litt-

WT-Ma3usen ein Pearson-Korrelationskoeffizient von 0,696 (Tabelle 15).

Korrelation TRPV1 / CD77
(Fabry 2-3Mo & 12-15Mo)
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Abb. 13 Korrelation TRPV1- und CD77-positiver Neurone in Fabry-ko-Mdusen
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Tabelle 14 Spearman-Korrelartionskoeffizient der TRPV1- und CD77-positiver Neurone in Fabry-ko-

Mdusen

Korrelationen

Mean TRPV1 | Mean CD77
Spearman-Rho  Mean TRPV1  Komelationskoeffizient 1,000 ,654r
Sig. {2-seitig) . ,000
N 4 41
MeanCD77  Komelationskoeffizient 6547 1,000
Sig. {2-seitig) ,000 .
N 41 41
**_Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant {zweiseitig).
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Abb. 14 Korrelation TRPV1- und CD77-positiver Neurone in litt-WT-Md&usen
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Tabelle 15 Pearson-Korrelationskoeffizient der Korrelation TRPV1- und CD77-positiver Neurone in litt-
WT-Mdusen

Korrelationen

tMean CD77 | Mean TRPY1
Mean CD77 Komrelation nach Pearson 1 696
Signifikanz {2-seitig}) 000
N 34 34
Mean TRPV1  Komrelation nach Pearson 696" 1
Signifikanz {2-seitig) ,000
N 34 34

**_Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

3.4.3. Kein Unterschied bei der Expression Navl1.8-positiver
Neurone zwischen Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen sowie keine
Genotyp-spezifische Korrelation Nav1.8- und CD77-positiver

Neurone

Fir die Auswertung der Nav1.8-Expression in Spinalganglien von Fabry-ko- und litt-WT-
Mausen wurden insgesamt 62 Mduse ausgewertet und verglichen (s. Anhang Abb. 26).
In dieser Untersuchung zeigte sich weder zwischen jungen noch zwischen alten Fabry-
ko-Madusen und ihren litt-WT-Altersgenossen ein Unterschied in der Anzahl Nav1.8-
positiver Neurone (Abb. 15; 2-3 Monate p=0,816; 12-15 Monate p=0,185). Im
Vergleich der unterschiedlichen Altersgruppen der Genotypen konnte lediglich
zwischen jungen und alten litt-WT-Madusen eine Zunahme der Navl.8-Expression
festgestellt werden (Abb. 15; *p<0,05). Dagegen zeigte sich zwischen zwei bis drei
Monate und 12-15 Monate alten Fabry-ko-Mausen kein Unterschied (Abb. 15;
p=0,152).

In einer Korrelationsuntersuchung zwischen der Anzahl Nav1.8- und CD77-positiver
Neurone, konnte keine Genotyp-spezifische Korrelation nachgewiesen werden.

Innerhalb der Fabry-ko-Maduse zeigte sich ein Pearson-Korrelationskoeffizient von
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0,249, welcher lediglich auf eine vernachlassigbare positive Korrelation beider AK
hinwies. Im Vergleich dazu ergab die Korrelation innerhalb der litt-WT-Mause einen
Spearman-Korrelationskoeffizienten von 0,003, was einer fehlenden Korrelation

innerhalb dieser Genotyp- Gruppe entspricht.

Nav1.8

‘z>5 60

Fabry 2-3Mo—]
WT 2-3Mo]
Fabry 12-15Mo™
WT 12-15Mo]

Abb. 15 Kein Unterschied in Expression Nav1.8-positiver Neurone bei Fabry-ko-Mdusen. Sowohl!
zwischen jungen als auch alten Fabry-ko-Mdusen und altersadaptierten litt-WT-Mdusen konnte kein
Unterschied in der Expression Na,1.8-positiver Neurone festgestellt werden. Lediglich in der Gruppe der
litt-WT-Mduse zeigten alte Mduse gegenliber jungen Artgenossen eine Zunahme der Na,1.8-Expression
(*p<0,05).
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3.4.4. Verminderte Anzahl CGRP-positiver Neurone bei alten
Fabry-ko-Mduse. Keine Genotyp-spezifische Korrelation

zwischen CGRP und CD77

79 Fabry-ko- und litt-WT-Maduse wurden hinsichtlich der CGRP-Expression ihrer
Spinalganglien miteinander verglichen (s. Anhang Abb. 27). Dabei zeigte sich in der
Gruppe der zwei bis drei Monate alten Fabry-ko- und litt-WT-Mausen kein Unterschied
in der Anzahl CGRP-positiver Neurone (Abb. 16; p=0,570). Dagegen konnte in alten
Fabry-ko-Mdusen gegeniiber ihren litt-WT-Mdusen eine Reduzierung der CGRP-
positiven Neurone festgestellt werden (Abb. 16; *p<0,05). Innerhalb der Genotypen
zeigten alte Fabry-ko-Mause verglichen mit jungen Mausen, eine Zunahme der CGRP-
positiven Neurone (Abb. 16; **p<0,01); dieser altersspezifische Unterschied konnte
ebenfalls in der Gruppe der litt-WT-Maduse nachgewiesen werden (Abb. 16;
***p<0,001.)

Bei der Untersuchung einer moglicherweise bestehenden Genotyp-spezifischen
Korrelation zwischen CGRP- und CD77-positiven Neuronen, konnte kein Unterschied
festgestellt werden. Sowohl innerhalb der Fabry-ko-Mause (Spearman-
Korrelationskoeffizient 0,322) als auch der litt-WT-Ma&use (Pearson-Koeffizient 0,380)
konnte eine positive, jedoch nicht Genotyp-spezifische Korrelation zwischen CGRP und

CD77-positiven Neuronen nachgewiesen werden.
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Abb. 16 Verminderte Anzahl CGRP-positiver Neurone in alten Fabry-ko-Mdusen. Alte Fabry-ko-Mduse
wiesen weniger CGRP-positive Neurone auf als altersentsprechende litt-WT-Mduse (*p<0,05). Zwischen
jungen Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen zeigte sich kein Unterschied. Junge Mduse zeigten in beiden
Gruppen gegenliber ihren dlteren Artgenossen eine Abnahme CGRP-positiver Neurone (Fabry-ko-Mduse
**p<0,01; litt-WT-Mduse ***p<0,001).

3.4.5. Reduzierung der NF200-Expression bei Fabry-ko-Mdusen,
jedoch keine Genotyp-spezifische Korrelation zwischen NF200

und CD77

Bei insgesamt 70 Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen wurde die Anzahl NF200-positiver
Neurone in Spinalganglien untersucht (s. Anhang Abb. 28). Hierbei zeigte sich, dass
zwei bis drei Monate alte Fabry-ko-Mduse weniger NF200-positive Neurone besitzen
als litt-WT-Mause in diesem Alter (Abb. 17;***p<0,001). Diese Verminderung der

NF200-Expression zeigte innerhalb der Fabry-ko-Maduse altersabhdngig eine
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zunehmende Reduzierung. So wiesen 12-15 Monate alte Fabry-ko-Maduse eine
niedrigere Anzahl NF200-positiver Neurone auf als junge Fabry-ko-Mause (Abb. 17;
***p=0,001). Auch im Vergleich zu altersadaptierten litt-WT-Mdausen zeigten 12-15
Monate alte Fabry-ko-Mause eine verminderte NF200-Expression (Abb. 17;
***p<0,001). Auch innerhalb der litt-WT-Mduse wiesen 12-15 Monate alte gegeniber
2-3 Monate alte Mause eine Reduzierung NF200-positiver Neurone auf (Abb.
17;***p<0,001).

Entsprechend der obigen Farbungen wurde auch hier eine Untersuchung auf eine
eventuell bestehende Korrelation durchgefiihrt. Es zeigte sich, dass innerhalb beider
Genotyp-Gruppen eine negative Korrelation zwischen NF200 und CD77 besteht (Abb.
29, Abb. 30). So wiesen Fabry-ko-Mause einen Spearman-Korrelationskoeffizienten
von -0,472, litt-WT-Mause einen Pearson-Korrelationskoeffizienten von -0,624 auf
(Abb. 29, Abb. 30). Diese Ergebnisse deuten auf eine bestehende negative, jedoch

Genotypen-unabhadngige Korrelation NF200- und CD77-positiver Neurone hin.
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Abb. 17 Verminderung der NF200-positiven Neuronen bei Fabry-ko-Mdusen. Fabry-ko-Mduse zeigten
gegenliber litt-WT-Mdusen eine Reduzierung der NF200-Expression in Spinalganglien (***p<0,000). Mit
zunehmendem Alter bestand bei Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen eine weitere Verminderung NF200-
positiver Neurone im Vergleich zu jungen Artgenossen (***p<0,000).

3.4.6. Erhohte Anzahl IB4-positiver Neurone bei Spinalganglien

von jungen Fabry-ko-Mdusen

Die Untersuchung auf eine Veranderung der Anzahl IB4-positiver Neurone konnte nur
an 15 2-3 Monate alten Fabry-ko- (6 Mannchen, 3 Weibchen) und litt-WT-Mausen (3
Mannchen, 2 Weibchen) durchgefiihrt werden. Die Farbung an Gewebe alterer Mause
war aus technischen Griinden nicht erfolgreich, weswegen hier nur die Ergebnisse der
jungen Mause prasentiert werden kénnen.

Es konnte gezeigt werden, dass junge Fabry-ko-Mause im Vergleich zu gleichaltrigen

litt-WT-Mause deutlich mehr IB4-positive Neurone aufwiesen (Abb. 18; ***p<0,001).
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Zwischen den Geschlechtern konnte kein signifikanter Unterschied nachgewiesen

werden.
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Abb. 18 Vermehrte Expression IB4-positiver Neurone in jungen Fabry-ko-Mdusen gegeniiber
altersadaptierten litt-WT-Mdusen. Junge Fabry-ko-Mduse weisen eine erhéhte Anzahl IB4-positiver
Neurone gegenliber gleichaltrigen litt-WT-Mdusen auf (***p<0,001).

3.5. Ergebnisse der Genexpressionsanalysen

Aufgrund ihres Aktivierungsmusters und der durch sie ausgelosten Schmerzformen,
wurde neben der immunhistochemischen Expression auch die Genexpression von

TRPV1 und Nav1.8 untersucht.
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3.5.1. TRPV1-Genexpression bei Fabry-ko- und litt-WT-Mdiusen

Zur Untersuchung der Genexpression von TRPV1 wurden je sieben 2-3 Monate und 12-
13 Monate alte Fabry-ko-Mause sowie je sechs 2-3 Monate und 12-13 Monate alte litt-
WT-Maduse untersucht. In der Auswertung ergab sich kein Unterschied zwischen den
unterschiedlichen Genotypen (Abb. 19). Weder zwischen jungen noch zwischen alten
Fabry-ko- und litt-WT-Mausen konnte ein Unterschied in der Genexpression von TRPV1

nachgewiesen werden. Auch innerhalb der Gruppen zeigte sich keine altersabhangige

Veranderung (Abb. 19).

TRPV1 - Genexpression
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Abb. 19 TRPV1-Genexpression in Fabry-ko- und litt-WT-Mausen. Kein Unterschied der Genexpression
von TRPV1 sowohl zwischen 2-3 Monate alte Fabry-ko—und altersentsprechenden litt-WT-Mause als
auch zwischen 12-15 Monate alten Fabry-ko- und altersadaptierten litt-WT-Mausen.
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3.5.2. Na, 1.8-Genexpression bei Fabry-ko- und litt-WT-Mdiusen

Die Genexpression von Na,1.8 wurde an insgesamt 23 Mausen gemessen. Es wurden
sechs junge litt-WT- und finf junge Fabry-ko-Mause sowie je sechs 12-13 Monate alte
Fabry-ko- und litt-WT-Mause untersucht. In der Gruppe der 2-3 Monate alten Mause
zeigten Fabry-ko-Mause gegenlber altersadaptierten litt-WT-Mdusen eine
verminderte Na,1.8-Genexpression (Abb. 20, *p<0,05). Im Gegensatz dazu konnte
zwischen 12-13 Monate alten Fabry- ko- und litt-WT-Mausen kein Unterschied in der
Genexpression von Na,1.8 festgestellt werden (Abb. 20). Auch konnte weder in der

Gruppe der Fabry-ko- noch in der der litt-WT-Mause ein altersabhangiger Unterschied

nachgewiesen werden (Abb. 20).

Nav1.8 - Genexpression
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Abb. 20 Verminderte Na, 1.8-Genexpression in jungen Fabry-ko-Mdusen. Junge Fabry-ko-Mduse zeigen
gegenliiber gleichaltrigen litt-WT-Mdusen eine verminderte Na, 1.8-Genexpression. In der Gruppe der
alten Fabry-ko- und litt-WT-Mduse konnte kein Unterschied nachgewiesen werden. Weiterhin ergab sich
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kein altersabhéngiger Unterschied der Genexpression von Na, 1.8 in der Gruppe der Fabry-ko- und litt-
WT-Mdéuse.

3.6. Ergebnisse Neuronenkultur

3.6.1. Erfolgreiche Etablierung einer Neuronenkultur aus

Spinalganglien von Fabry-ko- und litt-WT-Mdusen

Abb. 21 Neuron in der Neuronenkultur einer Fabry-ko-Maus

Alle Kulturen wurden wie unter 2.9.1 beschrieben, nach einem Protokoll der Yale
Universitat (freundliche Uberlassung durch Dr. S. Dib-Hajj) angelegt ((Dib-Hajj et al.
2009). Nach einigen Versuchen erwies sich eine Anzahl von ca. 15 Spinalganglien als
ideal fir die Neuronenkultur. Innerhalb weniger Tage zeigte sich neben dem
Wachstum von Satellitenzellen auch ein deutliches Neuronen- und Axonenwachstum
(Abb. 21). Eine Vitalitatsfarbung der Zellsuspension ergab 97% lebende Zellen.
Aufgrund der kurzen Wachstumsdauer und der eventuellen Absaugung neuronaler
Zellen, wurde entgegen anderer Protokolle auf das Wechseln des Mediums verzichtet.
Insgesamt wurden pro Tier 12 Cover slips verwendet. Pro Cover slip konnten max. 5-10

Neurone nachgewiesen werden.
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3.6.2. Keine aussagekriiftigen Fdrbeversuche an Neuronen-

kulturen aus Spinalganglien

Um Aussagen der neuronalen Expression verschiedener u.a. Schmerz-assoziierter
Kanale in vitro anhand von Neuronenkulturen treffen zu kénnen, mussten diese
Farbungen zunachst etabliert werden. Dazu erfolgte im ersten Schritt mit Hilfe von

PGP9.5 eine Identifizierung bzw. Abgrenzung von Neuronen gegenilber glialen

Satellitenzellen (Abb. 22).

Abb. 22 Darstellung kultivierter Neurone mittels PGP 9.5-Fdrbung. a) litt-WT-Maus; b) Fabry-ko-Maus.
WeifSer Pfeil: Markierung der Neurone. Grauer Pfeil: Exemplarische Darstellung von Axonen.

Um diese neuronale ldentifizierung wahrend der Etablierungsphase beizubehalten,
wurden alle weiteren Farbungen als Doppelfarbungen mit PGP9.5 durchgefiihrt. Es
folgten Farbeversuche mit CD77, CGRP (Abb. 23), TRPV1 (Abb. 24) und Nav1.8. Fir
eine zusatzliche Kernfarbung und bessere Identifizierung von Zellen erfolgte zusatzlich

die Farbung mit DAPI (s. 2.9.3).
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Abb. 23 CGRP/PGP9.5-Doppelfiirbung kultivierter Neurone. a) CGRP-Firbung (griin), b) Merge-
Aufnahme der CGRP/PGP9.5-Doppelfdrbung (CGRP=griin, PGP9.5=rot, DAPI=blau). Weifer Pfeil:
Markierung CGRP-positiver Neurone.

[—
50 um

[e—
50 um

Abb. 24 TRPV1/PGP9.5-Doppelfirbung kultivierter Neurone. a) Darstellung eines TRPV1-positiven
Neurons (griin), b) Merge-Aufnahme der TRPV1/PGP9.5-Doppelfdrbung (TRPV1=griin, PGP9.5=rot,
DAPI=blau). Weifer Pfeil: Markierung der Neurone.

Viele dieser Farbungen wiesen in den ersten Versuchen ein unspezifisches
Farbeverhalten in Form von Kernfarbungen auf. Durch Variationen der Verdiinnungen,
Anderungen der Protokolle bzw. der beinhalteten Lésungskonzentrationen oder durch

AK-Austausche wurde versucht eine hohere Spezifitdt der Farbungen zu erreichen.
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Positive Farbeversuche wie bspw. in Abb. 23 und Abb. 24 dargestellt waren in
Wiederholungen jedoch nicht reproduzierbar. Weiterhin wurde die Etablierung v.a. der
CD77-Farbung an kultivierten Neuronen auch durch eine geringe Neuronenanzahl pro
Cover slip erschwert. So konnte die Etablierung von Farbungen kultivierter Neurone
aufgrund unspezifischem Farbeverhaltens, ungenigender Reproduzierbarkeit
erfolgreicher Farbungen und geringer Neuronenzahl nicht erfolgreich abgeschlossen

werden.
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4. Diskussion

4.1. Charakterisierung von Fabry-ko-Mausen hinsichtlich
Schmerz-assoziiertem Verhalten gegeniuber
mechanischen und thermischen Stimuli

Um zu klaren, ob die Fabry-ko-Maus ein suffizientes Tiermodell zur weiteren
Erforschung des M. Fabry darstellt, erfolgte in der vorliegenden Arbeit die
systematische Charakterisierung des sensorischen Systems von mannlichen und
weiblichen Fabry-ko-Mausen im Alter von 3 bis 12 Monaten in verschiedenen Schmerz-
assoziierten Verhaltenstestungen. Vorangegangene Arbeiten beinhalteten zumeist
eine kleine Anzahl von Versuchstieren und fokussierten sich insbesondere auf
mannliche; vorwiegend junge Mause (Ohshima et al. 1997; Rodrigues et al. 2009;
Marshall et al. 2010; Lakoma et al. 2014). Weiterhin ist die vorliegende Arbeit eine der
ersten, die Fabry-ko-Mause mit ihren Wurfgeschwistern (litt-WT-Tieren) vergleicht. In
den meisten bisherigen Studien erfolgten Verhaltenstestungen im Vergleich mit Nicht-
Wurfgeschwistern (non-litt-WT-Tieren), deren genetischer Hintergrund teilweise nicht
bekannt war.

In der vorliegenden Arbeit konnte in jungen und alten Fabry-ko-Mdusen eine
mechanische Hypersensibilitdt sowie eine Kalte-Hyposensibilitat gegeniber litt-WT-
Mausen nachgewiesen werden (Abb. 3, Abb. 5). Weiterhin zeigten junge Fabry-ko-
Mause eine Hyper-, 12 Monate alte Mduse dagegen eine Hyposensibilitat gegentber
Hitze (Abb. 4).

Die Gruppe um Rodrigues et al. nutzte 2009 dasselbe Maus-Modell von Ohshima et al.
und konnte im ,Hotplate“-Test eine Hyposensibilitat gegeniber Hitze in 6 bis 12
Monate alten mannlichen Fabry-ko-Mausen verglichen mit non-litt-WT-Mausen
nachweisen (Ohshima et al. 1997; Rodrigues et al. 2009). Im Gegensatz dazu
untersuchten Lakoma et al. zwei bis drei Monate alte mannliche Fabry-ko-Mause und

verglichen sie mit litt-WT-Mausen mit C57BI/6J-Hintergrund. Die Autoren fanden eine
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mechanische Hypersensibilitdit im von Frey-Test, eine Hypersensibilitdit gegentber
Hitze im ,Hotplate“-Test sowie eine Hyposensibilitat gegenlber Kalte im Aceton- und
»,Coldplate“-Test (Lakoma et al. 2014). Diese Beobachtungen stimmen mit den in dieser
Arbeit gezeigten Ergebnissen in der Gruppe der drei Monate alten Mause Uberein.
Paradoxerweise zeigte die Gruppe von Marshall et al. in 3 bis 11 Monate alten Fabry-
ko-Madusen eine Hyposensitbilitat gegenliber Hitze im , Hotplate“-Test verglichen mit
non-litt-WT-Mé&usen mit 129S6/SvEvTac-Hintergrund (Marshall et al. 2010). Dieselbe
Gruppe untersuchte 2014 ein anderes Fabry-ko-Mausmodell im Alter von 3 bis 17
Monaten und verglich die Riickzugslatenz gegeniiber einem Hitze-Stimulus mit non-
litt-WT-Mausen mit 129S6/SvEvTac-Hintergrund. Die Autoren berichteten ebenfalls
von einer erhohten Reizschwelle gegeniiber Hitze in drei Monate alten Fabry-ko-
Mausen, welche mit steigendem Alter weiter zunahm (Bangari et al. 2015).

Zusatzlich zu den o.g. Ergebnissen in der Kohorte der jungen Mause, wurde in dieser
Studie die weitere Entwicklung des Schmerz-assoziierten Verhaltens bis zum Alter von
12 Monaten beobachtet. So konnte neben der Persistenz einer mechanischen
Hypersensibilitdt und Hyposensibilitit gegeniiber Kilte eine Anderung des Verhaltens
gegenilber einem Hitze-Stimulus nachgewiesen werden (Abb. 3, Abb. 4, Abb. 5, Abb.
6). Zeigten drei Monate alte Fabry-ko-Mause noch eine Hypersensibilitdt gegenliber
Hitze, so entwickelte sich mit zunehmendem Alter eine Hyposensibilitat (Abb. 4). Auch
wenn nicht direkt vergleichbar, so sind diese Ergebnisse kongruent mit Beobachtungen
bei Fabry-Patienten. In mehreren Studien konnten in der Quantitativen Sensorischen
Testung (QST) eine thermische Hyposensibilitdit sowie evozierte Schmerzen durch
mechanische Hypersensibilitdt gezeigt werden (Maag et al. 2008; Torvin Moller et al.
2009; Toyooka 2011; Uceyler et al. 2011).

Bei dem in dieser Arbeit genutztem Tiermodell erfolgte eine gezielte Ausschaltung des
GLA-Gens in murinen embryonischen Zellen, sodass sowohl in mannlichen als auch
weiblichen Mausen keine aGalA-Aktivitdit bestand (Ohshima et al. 1997). Diese
Situation ist nicht vollstandig vergleichbar mit der enzymatischen Situation bei Fabry-
Patienten. Hier ermdoglicht die X-chromosomale Inaktivierung eine variable aGalA-

Expression in Frauen. Das hier genutzte Mausmodell schafft jedoch die Mdoglichkeit
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eventuell vorhandene geschlechtsspezifische Unterschiede bzw. Einflisse des
Geschlechtes auf den Fabry-Phdanotyp unabhdngig von der vorhandenen aGalA-
Aktivitat zu untersuchen. Dieser Aspekt gewinnt insbesondere im Hinblick auf
geschlechtsspezifische  Unterschiede in  Schmerz-assoziiertem Verhalten in
Mausmodellen und die damit mogliche Erklarung fir geschlechtsspezifische
Unterschiede in der Effizienz verschiedener Therapien an Bedeutung (Mogil et al.
2011; Sorge et al. 2011; Sorge et al. 2015). So induzierten Sorge et al. durch eine sog.
spared nerve injury (SNI) in mannlichen und weiblichen Mausen eine mechanische
Allodynie. Eine Woche spater erfolgte die intrathekale Injektion glialer Inhibitoren. In
anschlieenden Testungen der mechanischen Rickzugslatenz, zeigten mannliche
Mause eine dosisabhangige Verbesserung der mechanischen Allodynie. Im Gegensatz
dazu wiesen weibliche Mduse keine Veranderung der mechanischen Rickzugslatenz
auf (Sorge et al. 2015). Die Autoren konnten schliellich Signalwege in weiblichen
Mausen nachweisen, die zu einem verminderten Ansprechen auf die intrathekal
injizierten Medikamente fiihrten (Sorge et al. 2015). Aufgrund dieser Ergebnisse wird
vermutet, dass das Geschlecht einen indirekten Einflussfaktor fir das
Therapieansprechen darstellt.

In der vorliegenden Arbeit konnten keine groBeren Unterschiede in Schmerz-
assoziiertem Verhalten von mannlichen und weiblichen Fabry-ko-Madusen festgestellt
werden (Abb. 3, Abb. 6). Dies lasst die Schlussfolgerung zu, dass das weibliche
Geschlecht keine zusatzlichen Veranderungen in Fabry-ko-Mdusen verursacht. In
vorangegangenen Studien konnten diese Fragstellung bisher nicht beantwortet
werden, da entweder die Ergebnisse nicht nach Geschlecht getrennt (Rodrigues et al.
2009; Lakoma et al. 2014) oder nur mannliche Fabry-ko-Mause untersucht wurden
(Marshall et al. 2010; Bangari et al. 2015).

Ein weiterer wichtiger Aspekt der vorliegenden Arbeit ist der Vergleich von Fabry-ko-
Mausen und litt-WT-Mdusen desselben genetischen Hintergrunds. Die bisher
veroffentlichten Arbeiten zu Schmerz-assoziiertem Verhalten von Fabry-ko-Mdusen
nutzten Nicht-Wurfgeschwister (non-litt-WT-Mause). Ein unterschiedlicher genetischer

Hintergrund beider Kohorten fiihrt jedoch meist trotz exakt gleicher Testung zu
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unterschiedlichen Ergebnissen. Ein Beispiel hierfiir ergibt sich aus dem Vergleich des
,Hotplate“-Test von Lakoma et al. und Bangari et al. (Lakoma et al. 2014; Bangari et al.
2015). In beiden Arbeiten wurde die Wegzugslatenz gegenliber Hitze in 12 Wochen
alten Fabry-ko-Mausen im Vergleich zu non-litt-WT-Mausen gemessen. In der Arbeit
von Lakoma et al. wurden non-litt-WT-Mause mit C57BI/6J-Hintergrund genutzt. Diese
Tiere zeigten im , Hotplate“-Test eine Wegzugslatenz von 25 s auf; Fabry-ko-Mause
reagierten dagegen schneller auf den Hitze-Stimulus, weswegen Fabry-ko-Mause im
Vergleich zu den non-litt-WT-Mausen eine Hypersensibilitdit gegenlber Hitze
aufwiesen (Lakoma et al. 2014). Bangari et al. fihrten den ,Hotplate“-Test ebenfalls
bei 12 Wochen alten non-litt-WT-Mausen mit 12956/SvEvTac-Hintergrund im Vergleich
mit gleichaltrigen Fabry-ko-Mdusen durch. Hier zeigten die non-litt-WT-Mduse eine
Wegzugslatenz von 15 s, was zu dem Ergebnis einer Hyposensibilitdt gegeniber Hitze
in Fabry-ko-Mausen fiihrte (Bangari et al. 2015). Denn interessanterweise zeigten
Fabry-ko-Mause in beiden Studien eine dhnliche Wegzugslatenz von ca. 20 s. Lediglich
aufgrund des Vergleichs von Fabry-ko- mit non-litt-WT-Mausen unterschiedlichen
genetischen Backgrounds konnten so zwei gegensatzliche Aussagen Uber das
Verhalten von Fabry-ko-Mdusen gegeniiber einem Hitze-Stimulus entstehen. Dieses
Beispiel verdeutlicht die erschwerte Vergleichbarkeit gewonnener Daten durch die
Nutzung verschiedener non-litt-WT-Stamme.

Die vorliegende Arbeit konnte anhand von Schmerz-assoziierten Verhaltenstestungen
die phanotypische Vergleichbarkeit von Fabry-ko-Mausen und Fabry-Patienten
nachweisen. Da das hier verwendete Fabry-ko-Mausmodell jedoch im Gegensatz zu
Fabry-Patienten einen milden Krankheitsverlauf ohne Einschrankung der
Lebenserwartung aufweist, wurde das Fabry-ko-Mausmodell durch Taguchi et al. um
eine zusatzliche Gb3-Uberproduktion weiterentwickelt (Ohshima et al. 1997; Taguchi
et al. 2013). In neuen Studien konnten in diesem neuen Mausmodell schnellere und
héhere Gb3-Konzentratonen im Gewebe nachgewiesen werden (Taguchi et al. 2013).
Ferner zeigt dieses Modell eine frihere und starkere Krankheitsaktivitdt mit deutlich

reduzierter Lebenserwartung. Dieses neue Mausmodell eroffnet weitere
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Moglichkeiten zur Erforschung der Pathophysiologie des M. Fabry zum Preis einer
weniger physiologischen Entwicklung.

Eine weitere Erkenntnis dieser Arbeit ist die teilweise Verdnderung der sensorischen
Funktion mit zunehmenden Alter, die in zukiinftigen Untersuchungen berticksichtigt
werden muss. Zusatzlich konnte durch die erstmalig getrennte Untersuchung von
Mannchen und Weibchen eine Beeinflussung der Krankheitsaktivitdt durch das
Geschlecht ausgeschlossen werden. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass der
Phanotyp des M. Fabry ausschlieRlich durch den ursachlichen Gendefekt und die X-
chromosomale Inaktivierung bestimmt wird; nicht jedoch speziell durch das weibliche

Geschlecht.

4.2. Reduzierung der IENFD entsprechend einer SFN in
Fabry-ko-Mausen

Zur weiteren Charakterisierung des Fabry-ko-Mausmodells sowie zur weiteren
Bestatigung der phanotypischen Vergleichbarkeit der Fabry-ko-Maus mit Fabry-
Patienten, erfolgte die Quantifizierung der IENFD in Footpads von Fabry-ko- und litt-
WT-Ma3usen.

Als histologisches Korrelat einer SFN findet sich in Hautbiopsien von Fabry-Patienten
eine Verminderung oder sogar ein vollstandiger Verlust intraepidermaler Nervenfasern
(Ugeyler et al. 2011; Ugeyler 2016). Hierbei sind insbesondere myelinisierte AS-Fasern
und nicht-myelinisierte C-Fasern betroffen (Uceyler 2016).

In der vorliegenden Arbeit konnte bereits in drei Monate alten Fabry-ko-Mausen eine
reduzierte IENFD gegenulber gleichaltrigen litt-WT-Mdusen nachgewiesen werden
(Abb. 7, Abb. 8). Diese Ergebnisse stimmen mit denen von Lakoma et al. Gberein. Die
Gruppe hatte ebenfalls einen Verlust intraepidermaler Nervenfasern in 12 Wochen
alten mannlichen Fabry-ko-Mausen festgestellt. Weiterhin hatten die Autoren
morphologische Veranderungen, wie bspw. Schwellungen oder Fragmentationen von
Nervenfasern beobachtet (Lakoma et al. 2014). Im Gegensatz zu Lakoma et al., die die

Quantifizierung der IENFD lediglich an je drei 12 Wochen alten Fabry-ko- und
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Kontrolltieren vornahmen, erfolgte in der vorliegenden Arbeit die systematische
Untersuchung der Footpads von insgesamt 83 Mdusen (22 junge und 21 alte Fabry-ko-
Tiere; je 20 junge und alte litt-WT-Mause). Durch diese hohe Anzahl an Versuchstieren
gelang neben dem Nachweis einer reduzierten IENFD in jungen Fabry-ko-Mdusen
zusatzlich der Nachweis des progredienten Verlusts intraepidermaler Nervenfasern mit
zunehmendem Alter der Mause. So konnte gezeigt werden, dass 12 Monate alte Fabry-
ko-Mduse nicht nur gegenliber ihren gleichaltrigen litt-WT-Artgenossen eine
verminderte IENFD aufwiesen, sondern auch im Vergleich zu jungen Fabry-ko-Mdusen
eine nochmals deutliche Reduktion der intraepidermalen Nervenfasern zeigten (Abb.
7, Abb. 8). Diese Ergebnisse stimmen mit der in Fabry-Patienten gefundenen
reduzierten Anzahl intraepidermaler Nervenfasern iiberein (Uceyler et al. 2013).

Die Farbung der intraepidermalen Nervenfasern erfolgte in dieser Arbeit, ebenso wie
bei Lakoma et al. mit PGP9.5. Dieser Antikdrper erlaubt keine Unterscheidung der
Nervenfasersubtypen. Daher sagt die Reduzierung der PGP9.5-positiven Nervenfasern
nichts Uber die zurlickgebliebenen Nervenfasern und deren Eigenschaften aus. So
konnten die wenigen noch vorhandenen Nervenfasern hyperaktiv oder sensibler
gegeniber Umwelteinflissen wie bspw. proinflammatorischen oder algetischen
Zytokinen sein (Ucgeyler 2016). Trotz der fehlenden Aussagekraft der vorliegenden
Farbung Uber die noch vorhandenen Nervenfasern, lassen sich in Zusammenschau der
bisherigen Ergebnisse dieser Arbeit Vermutungen uber die Eigenschaften der
verbliebenen Nervenfasern aufstellen. So zeigten drei Monate alte Fabry-ko-Mause
neben einer reduzierten IENFD eine mechanische Hypersensibilitit sowie eine
thermische Hypersensibilitdt gegenlber Hitze, jedoch eine Hyposensibilitat im Kalte-
Test (Abb. 3, Abb. 4, Abb. 5). Dies lasst vermuten, dass bereits bei jungen Fabry-ko-
Mausen die Anzahl der insbesondere kalteleitenden myelinisierten AS-Fasern reduziert
sein kdnnte. Auch kénnte eine Uberaktivierung der zuriickbleibenden C-Fasern zu einer
mechanischen und thermischen Hypersensibilitat gegeniber Hitze-Stimuli fiihren.

1995 entdeckte die Gruppe um Schmidt et al. neben den bisher bekannten Mechano-
Hitze-respondierenden C-Fasern (CMH) weitere Untergruppen afferenter C-Fasern

(Schmidt et al. 1995). Die Autoren beschrieben in ihrer Arbeit zwei Hauptgruppen:

79



Mechano-sensitive und Mechano-insensitive C-Fasern. Die Untergruppe der Mechano-
sensitiven C-Fasern konnten in Untersuchungen durch von Frey-Filamente stimuliert
werden. Die Mehrheit dieser Fasern reagierte zusatzlich auf Hitze-Stimuli (mechano-
heat responsive C-fibers; CMH; polymodale Nozizeptoren); die restlichen Fasern waren
durch Hitze nicht stimulierbar und wurden lediglich als mechano-sensitive C-Fasern
(CM) bezeichnet. Teile der Mechano-insensitiven afferenten C-Fasern waren dagegen
ausschlieBlich durch Hitze stimulierbar (CH), andere Fasern zeigten weder eine
mechanische noch eine thermische Erregbarkeit (CMH;). Die Autoren zeigten in
weiteren Versuchen, dass die Mechano-insensitiven C-Fasern durch u.a. Capsaicin
erregbar waren und nach Sensibilisierung sowohl auf mechanische als auch auf
thermische Stimuli reagierten. Diese Fasersubgruppe wurde daher als ,stille
Nozizeptoren” bezeichnet (Schmidt et al. 1995; Schmelz et al. 2000). Diese
Subpopulation von C-Fasern scheint eine maligebliche Rolle in der Entstehung von
Schmerzen im Rahmen einer Hyperalgesie und des Entziindungschmerzes zu spielen.
Weiterhin scheinen sie an der Entstehung neuropathischer Schmerzen sowie der
Auslésung neurogener Vasodilatation beteiligt zu sein (Schmelz et al. 2000; Namer et
al. 2015). Fur die Temperaturwahrnehmung spielen sie nur eine untergeordnete Rolle.
Diese Subgruppe von C-Fasern konnte in der Gruppe der verbliebenen
intraepidermalen Nervenfasern bei 12 Monate alten Fabry-ko-Mausen eine wichtige
Rolle spielen und insbesondere die veranderte Reaktion der Mduse auf einen Hitze-
Stimulus erkldren. So kdnnte die Degeneration warmedetektierender C-Fasern in den
Footpads alter Fabry-ko-Mause zu einer Hyposensibilitat gegentber Hitze fiihren. Die
jedoch verbliebenen Fasern kénnten zur Untergruppe der ,stillen Nozizeptoren”
gehdren und durch Hitze, Entzindungen oder Anstrengungen zu brennenden
Schmerzen fuhren.

Die zugrundeliegende Ursache fiir die Degeneration intraepidermaler Nervenfasern bei
M. Fabry ist weiterhin Gegenstand aktueller Forschung und kann in der vorliegenden
Arbeit nicht geklart werden. Jedoch kénnte eine mogliche Theorie der direkte
zytotoxische Effekt der Gb3-Ablagerungen auf u.a. intraepidermale Nervenfasern sein

(Jeyakumar et al. 2002). Bei gleicher Empfindlichkeit der intraepidermalen
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Nervenfasern gegenlber Gb3 miusste sich hierdurch jedoch ein individuelles
Befallsmuster bzw. individuelle Unterschiede der degenerierten und verbliebenen
Nervenfasersubtypen ergeben. Diese individuellen Unterschiede wirden aber den
interindividuell vergleichbaren Befunden der QST bzw. der hier gezeigten
Verhaltenstestungen widersprechen. Eine weitere Hypothese ist der Untergang von
peripheren Nerven aufgrund neuronaler Gb3-Ablagerungen in Spinalganglien. In
unterschiedlichen Studien konnte Gb3 die Auslésung verschiedener pathologischer
Prozesse, wie bspw. Auslésung oxidativen Stress oder  Produktion
proinflammatorischer Zytokine nachgewiesen werden (Shen et al. 2008; Schiffmann
2009; Namdar et al. 2012; De Francesco et al. 2013). Diese neuronalen Ablagerungen
konnten in verschiedenen histopathologischen Untersuchung festgestellt werden und
kénnten durch neuronale Apoptose zu Gangliopathie mit schlielRlich reduzierter IENFD
fiihren (Uceyler et al. 2013). Die Gb3-Ablagerungen kénnten somit bspw. durch eine
neurogene Entziindung in Spinalganglienneuronen den retrograden Untergang
intraepidermaler Nervenfasern auslésen. Dennoch bleibt unklar, wieso A&-Fasern
empfindlicher reagieren und vor anderen Nervenfasersubgruppen degenerieren. Ob
diese Fasern eine besonders hohe Empfindlichkeit gegenliber den Gb3-induzierten
Mechanismen aufweisen muss in weiteren Studien untersucht werden.

Andere Theorien zur Erklarung der Nervenfaserdegeneration beziehen die Umgebung
der intraepidermalen Nervenfasern wie z.B. die Keratinozyten mit ein. Intraepidermale
Nervenfasern pflegen einen intensiven Kontakt zu den sie umgebenden Hautzellen.
Ebenso konnten Synapsen-dhnliche Kontakte zwischen intraepidermalen Nervenfasern
und Keratinozyten nachgewiesen werden (Chateau et al. 2004; Uceyler et al. 2013). In
einer Studie von Hedstrom et al. konnte der Einfluss von Hautzellen auf
intraepidermale Nervenfasern gezeigt werden. Die Autoren demonstrierten, dass eine
Uberexpression von GDNF in Keratinozyten den fortschreitenden Verlust
intraepidermaler Nervenfasern verlangsamte (Hedstrom et al. 2014). So kdnnte eine
verminderte GDNF-Expression zu einer vorzeitigen Degeneration intraepidermaler

Nervenfasern fuhren.
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Zusammengefasst zeigen die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit eine hohe
Ubereinstimmung des hier verwendeten Mausmodells mit Krankheitsmanifestationen
bei Fabry-Patienten. Damit stellt die Fabry-ko-Maus ein geeignetes Modell zur

Untersuchung des dem Nervenfaseruntergang zugrundeliegenden Mechanismus dar.

4.3. Charakterisierung der Spinalganglien von Fabry-ko-

Mausen

4.3.1. Verdinderungen der neuronalen Morphologie in Fabry-ko-

Mdusen

Eine Beteiligung und Beeinflussung von Spinalganglienneuronen bei M. Fabry wurde
aufgrund des Nachweises neuronaler Ablagerungen in verstorbenen Patienten durch
verschiedene Arbeitsgruppen bereits friih diskutiert (Scriba 1950; Steward et al. 1968;
Miyatake et al. 1972; Kahn 1973; Tabira et al. 1974; Gadoth et al. 1983; Kaye et al.
1988). Einige Autoren beschrieben jedoch neben den Ablagerungen weitere
Pathologien der Spinalganglienneurone bei betroffenen Patienten. 1972 berichteten
bspw. Kahn et al. von einer Zelldegeneration in Spinalganglien von drei verstorbenen
Fabry-Patienten (Kahn 1973). Auch Purpura et al. hatten 1976 Auswirkungen
lysosomaler Speicherkrankheiten (LSD) auf die neuronale und insbesondere axonale
Entwicklung entdeckt; so wirden LSD laut Purpura et al. zur Ausbildung sog.
»Meganeurite” fihren (Purpura et al. 1976). 1982 entdeckte Gadoth et al. in einer H.E.-
Farbung an Spinalganglien neben ,eosinophiler Granula“ eine deutliche VergrofRerung
der Neurone (Gadoth et al. 1983). Aus diesen Entdeckungen schlussfolgerte die
Gruppe, dass die Schmerzen bei M. Fabry auf Schadigungen der Spinalganglienneurone
zuriickzufihren seien. Erst mit der Entwicklung eines Fabry-Mausmodells durch
Oshima et al. eroffnete sich schlieBlich die Moglichkeit morphologische
Veranderungen der Spinalganglienneurone systematisch zu untersuchen.

Marshall et al., die die Effizienz der ERT im Fabry-Mausmodell untersuchten, waren

eine der ersten Gruppen, die eine erhbhte Anzahl ,vakuolisierter”
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Spinalganglienneurone in Fabry-Rag-Mdusen, eine Kreuzung aus Fabry-ko- und
immundefizienter Ragl-Maus beschrieben (Marshall et al. 2010). Die Gruppe hatte
bereits in einer vorangegangenen Arbeit eine ,Vakuolisierung® von
Spinalganglienneuronen sowie eine Reduzierung dieser nach exogener Zufuhr von
0GalA gezeigt (Ziegler et al. 2007). In der Arbeit von Marshall et al. zur Effizienz der ERT
erfolgte jedoch erstmals eine Quantifizierung ,vakuolisierter” Neurone bei naiven
Mausen und Madusen nach acht Monaten Behandlung mit ERT bzw. einer Kombination
aus ERT und substratreduzierender Therapie (SRT). Die Gruppe untersuchte 10 Tiere
pro Messzeitpunkt, der nicht weiter erlautert wurde und beschrieb den prozentualen
Anteil ,vakuolisierter” Spinalganglienneurone an der Gesamtneuronenzahl. So konnten
ein deutlich erhdéhter prozentualer Anteil vergrofRerter Neurone in Fabry-Rag-Mausen
gegeniber non-litt-WT-Mdusen nachgewiesen und eine Reduzierung dieses Anteils
nach Behandlung mit ERT bzw. ERT/SRT festgestellt werden (Marshall et al. 2010).
2014 konnten diese Ergebnisse durch dieselbe Gruppe bestdtigt werden. So
beobachteten Bangari et al. ab dem Alter von drei Monaten eine zunehmende
,Vakuolisierung” von Spinalganglienneuronen in Fabry-ko-Mausen. Der Anteil
vergroBerter Neurone lag dabei in drei Monate alten Mausen bei 30,5 £ 3,9% der
Spinalganglienneurone. Weiterhin konnte die Gruppe eine Zunahme dieses Anteils bis
zu 65,8 * 6,3% ,vakuolisierter” Neurone in 17 Monate alten Fabry-ko-Mausen
nachweisen. Bangari et al. schlussfolgerten, dass die Zunahme vergroRerter Neurone
in Fabry-ko-Mdusen in Zusammenhang mit der erhohten Wegzugslatenz im
»Hotplate“-Test steht. Die Gruppe konnte ferner keinen geschlechtsspezifischen
Unterschied in der Anzahl vergroBerter Neurone sowie keinen Hinweis auf
,vakuolisierte” Neurone in non-litt-WT-Mausen mit 129S6/SvEvTac-Hintergrund
nachweisen (Bangari et al. 2015). Eine genaue Definition der ,vakuolisierten” Neurone
bzw. die Kriterien, ab wann ein Neuron als ,vakuolisiert” bezeichnet wurde, wurden
durch die Autoren nicht erlautert.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte ebenfalls eine Untersuchung der morphologischen
Eigenschaften der Spinalganglienneurone von Fabry-ko- gegenuber litt-WT-Mausen. Im

Gegensatz zu den vorangegangenen Arbeiten von Marshall et al. und Bangari et al., in

83



denen bei einer kleinen Anzahl von Mausen lediglich eine prozentuale Beschreibung
vergroBerter Neurone durchgefiihrt wurde, erfolgte hier eine objektive und
systematische quantitative Ausmessung der neuronalen Flache mit Hilfe von ImagelJ an
insgesamt 73 Tieren. So konnte gezeigt werden, dass bereits junge Fabry-ko-Mause
eine deutliche VergréBerung der neuronalen Flache gegeniiber gleichaltrigen litt-WT-
Mausen aufwiesen (Abb. 9, Abb. 10). Zusatzlich konnte eine weitere, altersabhangige
Zunahme der Neuronenflache gezeigt werden. So konnte in 12 Monate alten Fabry-ko-
Mausen eine nochmalige VergroRerung der neuronalen Flache gegentiber ihren jungen
Artgenossen und gegeniber gleichaltrigen Kontrolltieren festgestellt werden (Abb. 9,
Abb. 10). Weiterhin konnte gezeigt werden, dass in der Gruppe der litt-WT-Mause kein
Unterschied der neuronalen Flache zwischen jungen und alten Mdusen bestand sowie
kein geschlechtsspezifischer Unterschied in beiden Gruppen feststellbar war (Abb. 9,
Abb. 10). Damit stimmen die hier beschriebenen Ergebnisse mit denen der
vorangegangenen Arbeiten Uberein.

Im Gegensatz zu Marshall et al. und Bangari et al. wurde in der vorliegenden Arbeit
eine deutlich groRere Anzahl von Fabry-ko-Mdusen und ihren litt-WT-Geschwistern
hinsichtlich morphologischer Verdanderungen der Spinalganglienneurone untersucht.
Insgesamt wurden in dieser Arbeit die Spinalganglien von 73 Mausen von einem
gegenlber Genotyp und Geschlecht verblindeten Untersucher vermessen. Die hier
vorliegende Arbeit ist somit die erste Studie, die eine quantitative VergroRerung der
Neuronenflache in Spinalganglien von Fabry-ko-Mdusen anhand objektivierbarer
Messungen nachweisen konnte. Daraus ergeben sich fir zukilinftige Studien
aussagekraftige und vergleichbare Daten.

In den morphologischen Untersuchungen der Spinalganglienneurone der Fabry-ko-
Mause fiel neben der Zunahme der neuronalen Fliche zusatzlich eine reduzierte
Stabilitat des gesamten Ganglions auf. Im Gegensatz zu den Spinalganglien der litt-WT-
Mause erschienen die Ganglien der Fabry-ko-Mause instabiler. Haufig konnte bei
Entnahme der Spinalganglien aus dem Foramen intervertebrale eine Art ,ZerflieRen”
beobachtet werden. Diese morphologische Instabilitdt kénnte auf eine Beeinflussung

des Zytoskeletts hindeuten. Zu diesem Thema existieren bislang nur wenige Arbeiten.
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Eine jedoch wegweisende Arbeit hierzu stammt von Choi et al., die sich mit der
Inhibition der Kollagensynthese in Fibroblasten bei M. Fabry beschaftigten (Choi et al.
2015). Die Gruppe untersuchte die Effekte von lyso-Gb3 (lysosomales Gb3, (Aerts et al.
2008; Niemann et al. 2014)) auf die Pathogenese des aszendierenden
Aortenaneurysma bei M. Fabry und fokussierte sich hierbei auf das aortale
Remodelling durch Fibroblasten. Choi et al. konnten nachweisen, dass Lyso-Gb3
inhibierend auf das Wachstum von Fibroblasten sowie auf deren Differenzierung zu
Myofibroblasten und die Expression von Kollagen wirkt. Weiterhin konnte die Gruppe
um Choi et al. diesen Effekt auf die Herunterregulierung der Expression des KCa3.1-
Kanals zurtickfiihren (Choi et al. 2015). Diese Arbeit deutet daraufhin, dass Lyso-Gb3 zu
einer reduzierten Kollagensynthese und damit zur Entwicklung des aszendierenden
Aortenaneurysma bei Fabry-Patienten fihrt. Im Hinblick auf die beschriebenen
vergroRerten, teilweise instabilen Spinalganglienneurone bei Fabry-ko-Mausen in der
vorliegenden Arbeit, lassen die Beobachtungen von Choi et al. eine &hnliche
Beeinflussung des Zytoskeletts von Spinalganglienneuronen durch Lyso-Gb3 bzw. Gb3
vermuten. So kdnnten Ablagerungen von Gb3 zu einer reduzierten Synthese oder zu
einem beschleunigten Abbau von Neurofilamenten, der Hauptkomponente des
neuronalen Skeletts fiihren. Da Neurofilamente ebenso das Grundgerist der
neuronalen Rezeptoren darstellen, konnte ihre Reduktion somit nicht nur die
morphologischen Verdanderungen sondern auch die vermutete verdnderte
Rezeptorausstattung der Spinalganglienneurone erklaren.

Zusammenfassend besteht bei Fabry-ko-Mausen eine verdnderte neuronale
Morphologie i.S. einer, verglichen mit litt-WT-Mausen deutlich vergrofRerten
neuronalen Flache, was eine Beeinflussung des neuronalen Zytoskeletts durch die
Erkrankung nahelegt. Die vorliegende Arbeit liefert somit grundlegende Daten fir

zuklnftige Studien zur weiteren Analyse der neuronalen Morphologie bei M. Fabry.
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4.3.2. Verdnderungen der neuronalen Rezeptorausstattung bei

Fabry-ko-Mdusen

4.3.2.1. Vermehrte Ablagerungen von Gb3 in Spinalganglienneuronen bei
Fabry-ko-Mdiusen

Wie bereits in den vorangegangenen Abschnitten ausgefiihrt, beschrieben einige
Autoren bereits friih Ablagerungen in Spinalganglien von Fabry-Patienten (Kahn 1973;
Kaye et al. 1988). Die gefundenen Ablagerungen wurden von einigen Autoren als
Ursache der Schmerzentstehung bei M. Fabry vermutet (Gadoth et al. 1983).
Mittlerweile wird Gb3 als Mediator pathologischer Prozesse bei M. Fabry angesehen.
Es wird angenommen, dass Gb3 entweder selbst eine zelltoxische Wirkung aufweist
oder dass seine Ablagerungen zu pathologischen Prozessen fihren, die eine
Zellapoptose induzieren. So konnten bspw. Shen et al. in ihrer Arbeit die Auslésung
oxidativen Stress durch Gb3 zeigen (Shen et al. 2008). In anderen Studien konnte bei
Fabry-Patienten die Induktion eines proinflammatorischen Phanotyps durch Gb3
nachgewiesen werden (Namdar et al. 2012; De Francesco et al. 2013). Weiterhin
gelang es einigen Forschern eine erhdhte Produktion proinflammatorischer Zytokine in
Fabry-Patienten festzustellen, was eventuell auf autoimmune Mechanismen, ausgeldst
durch Gb3 hinweisen kdnnte (De Francesco et al. 2013; Mauhin et al. 2015). Mit der
Entwicklung des Fabry-ko-Mausmodell 1997 durch Ohshima et al. ergaben sich neue
Moglichkeiten in der Erforschung der Gb3-Ablagerungen bei M. Fabry (Ohshima et al.
1997). Viele Studien an Fabry-ko-Mausen konnten in verschiedenen Geweben, wie
bspw. Niere, Herz und Gehirn Gb3-Ablagerungen nachweisen (Marshall et al. 2010;
Bangari et al. 2015). Die vorliegende Studie ist jedoch die erste Arbeit, die eine hohe
Anzahl von Tieren hinsichtlich Gb3-Ablagerungen in Spinalganglienneuronen
untersuchte. Hierzu wurde ein anti-mouse Antikorper gegen den Gb3-Rezeptor CD77
verwendet. Dieser Antikdrper war bereits in Routinefarbungen von Hautbiopsien von
Fabry-Patienten etabliert. Zu Beginn dieser Arbeit existierten lediglich zwei
unterschiedliche CD77-Antikérper. Beide wurden in Voruntersuchungen an

Nierengewebe und Spinalganglien von Fabry-ko- und litt-WT-Madusen getestet. Hier
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zeigte der in dieser Arbeit verwendete CD77-Antikdrper eine hohere Spezifitat
gegeniber Gb3.

In der vorliegenden Arbeit konnten Gb3-Ablagerungen in Spinalganglienneuronen von
Fabry-ko-Mdusen immunhistochemisch nachgewiesen werden. In den Farbungen
zeigten bereits junge Fabry-ko-Mause verglichen mit gleichaltrigen litt-WT-Mausen
eine deutlich hohere Anzahl CD77-positiver Neurone. Weiterhin konnte eine
altersabhangige Zunahme der CD77-immunoreaktiven Spinalganglienneurone in Fabry-
ko-Mausen beobachtet werden (Abb. 11). Auch in der Gruppe der litt-WT-Méause
konnten CD77-positive Neurone sowie deren altersabhdngige Zunahme festgestellt
werden, was auf physiologische Ablagerungen von Gb3 in Spinalganglien hindeuten
konnte. Verglichen mit der Anzahl CD77-positiver Neurone in Spinalganglien von
Fabry-ko-Mdusen zeigte sich in der Gruppe der Kontrolltiere jedoch ein deutlich
niedrigeres Niveau (Abb. 11). Ein geschlechtsspezifischer Unterschied konnte in keiner
der beiden Gruppen nachgewiesen werden. Damit bestdtigen die hier vorliegenden
Ergebnisse die bisherigen Fallberichte Uber neuronale Gb3-Ablagerungen in
Spinalganglien verstorbener Fabry-Patienten.

Aufgrund der Verwendung eines anti-mouse Antikdrpers ergab sich in den
immunhistochemischen Untersuchungen eine hohe Hintergrundfarbung, weswegen
eine Intensitatsmessung nicht moglich war. Daher wurde eine manuelle Auszahlung
CD77-positiver Neurone durch einen gegeniiber Genotyp und Geschlecht verblindeten
Untersucher durchgefiihrt. Aufgrund dieser Auswertungsmethode konnte lediglich die
Anzahl CD77-immunoreaktiver Neurone gezahlt, nicht aber die Konzentration von Gb3
innerhalb der Spinalganglienneurone gemessen werden. Wahrend der Auswertung der
Anzahl CD77-positiver Neurone konnte jedoch subjektiv ein Unterschied in der Menge
der Gb3-Ablagerungen insbesondere zwischen jungen und alten Fabry-ko-Madusen
festgestellt werden (s. Abb. 25, Abb. 26, Abb. 27, Abb. 28).

Der in dieser Arbeit erbrachte Nachweis von Gb3-Ablagerungen in
Spinalganglienneuronen von Fabry-ko-Mausen konnte ein Hinweis auf eine
Beeinflussung der Spinalganglienneurone i.S. einer Gangliopathie im Rahmen des M.

Fabry darstellen (Ugeyler et al. 2011). So kénnten diese Ablagerungen weitere
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pathologische Prozesse innerhalb der Neurone induzieren und so zu Verdanderungen
der Nozizeption fihren. Mdoglicherweise koénnten die Ergebnisse der Schmerz-
assoziierten  Verhaltenstestungen sowie der IENFD auf unterschiedliche
Empfindlichkeiten der verschiedenen Neuronen- und Nervenfasersubtypen gegentber
Gb3 bzw. den durch Gb3-Ablagerungen ausgeldsten pathologischen Prozessen
hinweisen. Ob Gb3 direkt toxisch auf Spinalganglienneurone wirkt oder eine
Inflammation in Form einer neurogenen Entziindung auslést und so zu einer
Schadigung der Neurone mit anschlieBender antegraden Degeneration
intraepidermaler Nervenfasern fihrt, muss durch zukiinftige Studien weiter untersucht

werden.

4.3.2.2. Verdinderungen schmerzassoziierter lonenkandle im Fabry-ko-
Mausmodell

Zur Erforschung der Beeinflussung von Schmerzkanalen durch M. Fabry bzw. durch die
neuronale Ablagerung von Gb3 wurden in der vorliegenden Arbeit verschiedene
Schmerzkandle bzw. -mediatoren hinsichtlich ihrer immunhistochemischen und
molekulargenetischen Expression untersucht. Ziel dieser Arbeit war es, mogliche
Veranderungen von Schmerzkandlen in Fabry-ko-Mausen zu untersuchen, um die

Ursache des Fabry-assoziierten Schmerzes aufzudecken.

4.3.2.2.1. Verdnderungen der neuronalen TRPV1-Expression in
Spinalganglien von Fabry-ko-Mdusen

Dass TRPV1-Kandlen eine zentrale Rolle in der Initiierung neuropathischer Schmerzen
bei M. Fabry zugeordnet wird, liegt in erster Linie an ihrer Charakteristik. Diese Kandle
kénnen durch verschiedene Mechanismen, wie Hitze, Capsaicin, Azidose, mechanische
Reize und Entziindungsmediatoren (z.B. NGF, SP, CGRP) aktiviert werden (Caterina et
al. 1997; Sidi et al. 2003; Tominaga et al. 2005; Wang et al. 2005; Levine et al. 2007).
Stimuli, die auch bei Fabry-Patienten zu Schmerzen, ggf. sogar zu Fabry-Krisen fiihren
kénnen. Ein Knockout-Mausmodell von Caterina et al. belegte schlielich die
bedeutende Rolle der TRPV1-Kandle in der Entwicklung einer Hyperalgesie gegeniber

Hitze bei Inflammation (Caterina et al. 2000). In den hier aufgefiihrten Ergebnissen der
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Verhaltenstestungen, sowie bereits in anderen Arbeiten ebenfalls gezeigt (Rodrigues et
al. 2009; Lakoma et al. 2014), demonstrieren auch Fabry-ko-Mause eine
Hypersensibilitdt gegenliber Hitze-Stimuli, was eine mogliche Beeinflussung von
TRPV1-Kandlen durch den M. Fabry nahe legt. Auch Lakoma et al. untersuchten in ihrer
Arbeit die Expression von TRPV1-Kanadlen in der unbehaarten Haut der Vorderpfoten
von mannlichen Fabry-ko-Madusen. Die  Autoren konnten sowohl in
immunhistochemischen Untersuchungen als auch in Western Blots eine erhdhte
epidermale TRPV1-Expression in Fabry-ko-Mdusen gegeniber Kontrolltieren
nachweisen. Einen Unterschied in der epidermalen Kolokalisation von TRPV1 und
PGP9.5 zwischen Fabry-ko- und Kontrollmdusen konnte die Gruppe jedoch nicht
feststellen (Lakoma et al. 2014). 2016 fiihrten Lakoma et al. aber weitere
immunhistochemische und molekulargenetische Untersuchungen der TRPV1-
Expression an kryokonservierten und in vitro kultivierten Spinalganglienneuronen
durch. In diesen Untersuchungen konnte die Gruppe eine vermehrte neuronale TRPV1-
Expression in drei Monate alten mannlichen Fabry-ko-Mausen gegenlber
gleichaltrigen litt-WT-Mdusen nachweisen. Weiterhin blockierte die Gruppe um
Lakoma et al. die Ca’*-abhingige Exozytose von TRPV1-Rezeptoren in Nozizeptoren
durch DDO04107. DDO04107 ist ein palmiotyliertes Peptid und inhibiert die
inflammatorische Rekrutierung von lonenkandlen in die Plasmamembran von
Nozizeptoren. Durch Nutzung von DD04107 konnten die Autoren eine Verminderung
der Hypersensibilitdat gegenliber Hitze in drei Monate alten mannlichen Fabry-ko-
Mausen nachweisen. Die Autoren schlussfolgerten hieraus, dass die thermische
Hypersensibilitat auf eine verdanderte Oberflaichenexpression von TRPV1-Rezeptoren in
Nozizeptoren von Fabry-ko-Mausen beruht (Lakoma et al. 2016).

Die vorliegende Arbeit ist die erste Studie, in der Spinalganglienneurone von jungen
und alten, mannlichen und weiblichen Fabry-ko- und litt-WT-Mausen hinsichtlich einer
veranderten immunhistochemischen Expression sowie Genexpression von TRPV1
untersucht wurden. Die Auswertung der immunhistochemischen Untersuchung ergab
eine deutlich erhohte TRPV1-Expression in der Gruppe der Fabry-ko-Mause (Abb. 12).

Diese vermehrte neuronale TRPV1-Expression bestand bereits in drei Monate alten

89



Fabry-ko-Madusen und zeigte mit steigendem Alter eine weitere Zunahme. Auch in der
Gruppe der litt-WT-Mduse konnte eine altersabhdngige Zunahme der TRPV1-
Expression, jedoch auf deutlich niedrigerem Niveau nachgewiesen werden (Abb. 12).
Im Gegensatz zu den immunhistochemischen Untersuchungen, konnte in der qRT-PCR
kein Unterschied in der Genexpression von TRPV1 zwischen Fabry-ko- und
Kontrollm&usen festgestellt werden (Abb. 19).

Ahnliche Ergebnisse konnten in einer Arbeit von Ji et al. gezeigt werden. Die Gruppe
untersuchte den Einfluss der NGF-induzierten p38 MAPK (Mitogen-activated protein
kinase)-Aktivierung nach peripherer Inflammation auf die periphere und neuronale
TRPV1-Expression. Dabei konnte die Gruppe, entsprechend vorangegangener Arbeiten
eine Erhohung der TRPV1-Proteinkonzentration ohne Anstieg der TRPV1-mRNA
nachweisen (Sanchez et al. 2001; Tohda et al. 2001; Voilley et al. 2001; Ji et al. 2002).
Weiterhin beschrieben Ji et al. eine p38-Aktivierung in Spinalganglienneuronen durch
aus entzlindlichem Gewebe retrograd transportiertem NGF, welche in der erhdhten
Translation und dem Transport von TRPV1 in die peripheren Enden der Nozizeptoren
resultierte. Die Gruppe konnten ebenfalls zeigen, dass die postinflammatorische
Aktivierung von p38 in Spinalganglienneuronen zu einer Hochregulation von TRPV1 in
der Hinterpfotenhaut sowie in Spinalganglienneuronen von Versuchstieren fiihrte (Ji et
al. 2002). Diese Ergebnisse stimmen somit mit denen von Lakoma et al. in der
unbehaarten Haut von Vorderpfoten sowie mit den hier gezeigten Ergebnissen in
Spinalganglienneuronen bei Fabry-ko-Mausen liberein (Lakoma et al. 2014).

In Zusammenschau der Ergebnisse vorangegangener Studien und den Ergebnissen der
vorliegenden Arbeit lasst sich als Ursache der erhéhten TRPV1-Expression in Fabry-ko-
Mausen eine periphere oder zentrale Gb3-induzierte Entziindung, eventuell in Form
einer neurogenen Entziindung vermuten. Denkbar ware, dass die Entziindung zu einer
erhohten TRPV1-Expression in Spinalganglienneuronen fihren kdnnte, welche in
einem verstarkten antegraden Transport von TRPV1 in die peripheren Endigungen
intraepidermaler Nervenfasern resultiert (Ji et al. 2002). Da TRPV1-Kanile
insbesondere in kleinen und mittleren, meist C-Faser exprimierenden Nozizeptoren

vorkommen, konnte die verstdrkte periphere TRPV1-Expression in dieser
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Nervenfasersubgruppe zu einer Hypersensitivitat der zuriickgebliebenen C-Fasern
fhren. Hieraus kénnten die in den Verhaltenstestungen nachgewiesene mechanische
Hypersensibilitat sowie Hypersensibilitat gegenliber Hitze-Stimuli in jungen Fabry-ko-
Mausen resultieren. Weiterhin ist denkbar, dass die zusatzliche Beeinflussung anderer
Schmerzmediatoren, wie bspw. CGRP, die progrediente Degeneration intraepidermaler
Nervenfasern, die Erschopfung der verbliebenen C-Fasern oder die weitere Selektion
der restlichen Fasern zu der Entwicklung einer Hyposensibilitdt gegeniiber Hitze-
Stimuli in 12 Monate alten Fabry-ko-Mausen fiihren kénnten.

Eine in dieser Arbeit ebenfalls durchgefiihrte Korrelationsuntersuchung der CD77- und
TRPV1-Expression in Spinalganglienneuronen von Fabry-ko- und Kontrolltieren konnte
keinen Genotyp-spezifischen Unterschied nachweisen. Dieses Ergebnis konnte darauf
hindeuten, dass die bei M. Fabry bestehende genetische Veranderung keine
Auswirkungen auf bestehende physiologische Zusammenhdnge zwischen Gb3 und
TRPV1, sondern nur eine Verstarkung dieser Zusammenhange hat.

Die in dieser Arbeit berichteten Ergebnisse stimmen mit den Ergebnissen von Lakoma
et al. an drei Monate alten Mausen Uberein und kdonnten die Bedeutung des TRPV1-

lonenkanals fiir die Pathophysiologie des Fabry-assoziierten Schmerzes belegen.

4.3.2.2.2. Unterschiede der Na,1.8-Expression in Fabry-ko-Mdusen

Neben dem TRPV1-Kanal sind spannungsgesteuerte Na,-Kandle zunehmend in den
Fokus der Schmerzforschung bei M. Fabry geraten. Sie sind u.a. flr die Produktion und
Weiterleitung von Aktionspotentialen innerhalb des Nervensystems verantwortlich
(Waxman et al. 1999; Lee et al. 2005; Benarroch 2007). Da sie daneben jedoch auch die
neuronale Erregbarkeit regulieren, konnte eine Verdanderung ihrer Expression oder
Funktion zu Anderungen neuronaler Aktivititsmuster fiihren. Die resultierende
Ubererregbarkeit wird mit verschiedenen Schmerzformen, u.a. dem neuropathischen
Schmerz in Verbindung gebracht (Waxman et al. 1999; Lai et al. 2003; Brouwer et al.
2014). Insgesamt existieren neun Untergruppen der Na,~-Kanale (Brouwer et al. 2014).
Die Gruppe, die fir die Entstehung neuropathischer Schmerzen, wie beim M. Fabry
vorkommend verantwortlich gemacht wird sind Na,1.7, Na,1.8 und Na,1.9; Kanale die

v.a. im PNS und hier insbesondere in kleinen, nozizeptiven Neuronen vorkommen
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(Fang et al. 2002; Catterall et al. 2005; Lee et al. 2005; Dib-Hajj et al. 2010; de Lera Ruiz
et al. 2015). Hierbei wird insbesondere Na,1.8 eine essentielle Rolle in der Kilte-
Wahrnehmung und Na,1.7 die Initiierung von Aktionspotentialen als Antwort auf eine
Depolarisation sensorischer Neurone durch schadliche Stimuli zugeordnet (Minett et
al. 2012; Brouwer et al. 2014). Arbeiten zu Mutationsversuchen dieser Kanédle konnten
die Bedeutung beider Kanadle fiir die Schmerzwahrnehmung und Schmerzweiterleitung
untermauern. So fuhrten ,gain-of-function“~-Mutationen des Na,1.7- bzw. 1.8-Kanals
zur Entwicklung der Erythromelalgie oder zu einer idiopathischen SFN (Yang et al.
2004; Fertleman et al. 2006; Faber et al. 2012; Brouwer et al. 2014). lhre “loss-of-
function“-Mutation resultierte dagegen in Hypalgesie (Cox et al. 2006; Goldberg et al.
2007). 2012 untersuchten Minett et al. die Rolle von Na,1.7 bei neuropathischen
Schmerzen. Die Gruppe beschrieb in dieser Arbeit drei Wege, wie Na,1.7 die
Schmerzleitung in Spinalganglienneuronen beeinflusst: 1. Durch Rekrutierung von
Na,1.8 zur Weiterleitung des Schmerzsignals in das Riickenmark (Momin et al. 2008),
2. Durch Unterstitzung der Aktionspotentialausbreitung (Muroi et al. 2011; Raouf et
al. 2012) und 3. Durch Regulation der Neurotransmitterfreisetzung an zentralen
Nervenendigungen (Weiss et al. 2011). Weiterhin konnten Minett et al.
unterschiedliche Reizschwellen verschiedener Na,1.7-exprimierender
Spinalganglienneurone nachweisen, woraus sie schlussfolgerten, dass eine ,gain-of-
function“~-Mutation des Na,l1.7-Kanals brennende Schmerzen auslost, weil die
Reizschwelle der Hitze-sensiblen Na,1.7-exprimierenden (Na,1.8-negativen) Neurone
niedriger ist als die der Na,l.7-exprimierenden Na,1.8-positiven ,klassischen”
Neurone, die auf schadliche Mechanoperzeption reagieren (Minett et al. 2012). Auch
die Gruppe um Leo et al. untersuchten die Rolle von Na,1.9 und Na,1.8 in der
Pathogenese neuropathischer Schmerzen. So konnten sie in Untersuchungen von
Na,1.9- und Na,1.8-Knockout-Mausen v.a. eine reduzierte Antwort gegenliber Kilte
nachweisen (Leo et al. 2010).

Erst in den letzten Jahren erfolgten Untersuchungen der Na,-Kandle im Fabry-ko-
Mausmodell. So untersuchten Lakoma et al. neben der TRPV1-Expression ebenfalls die

Expression von Na,1.8-Kandlen in der Vorderpfotenhaut von mannlichen Fabry-ko-
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Mausen. Die Gruppe konnte eine erhdhte Na,1.8-Expression in der Epidermis der
Vorderpfote von Fabry-ko-Mdusen gegenliber Kontrolltieren nachweisen. Diese
erhohte Na,1.8-Expression schien jedoch vermehrt in den dermalen Hautabschnitten
als in den Nervenfasern vorzuliegen. Ferner beobachteten die Autoren eine héhere
Proteinexpression von Na,1.8 in den Fabry-ko-Mannchen. Weitere Untersuchungen
der Na,1.7-Expression erbrachten jedoch keinen Unterschied zwischen Fabry-ko- und
Kontrolltieren (Lakoma et al. 2014). Die Gruppe um Lakoma et al. konnte ebenfalls in
immunhistochemischen und molekulargenetischen Untersuchungen an
Spinalganglienneuronen und neuronalen Zellkulturen keine Unterschiede in der
Nav1.8-Expression zwischen Fabry-ko- und WT-Mdusen nachweisen (Lakoma et al.
2016).

Aufgrund der bisherigen Ergebnisse der vorangegangenen Arbeiten erfolgte in der
vorliegenden Arbeit die fokussierte Untersuchung auf Verdanderungen der neuronalen
Na,1.7- bzw. Na,1.8-Expression in Fabry-ko-Mausen. Zundchst erfolgte die Etablierung
der Farbungen an den entnommenen Spinalganglien. Hier zeigte sich, dass mit den zur
Verfligung stehenden anti-Na,1.7-Antikdrpern keine spezifischen Farbungen
durchfiihrbar waren, weshalb im weiteren Verlauf die Fokussierung auf Na,1.8
erfolgte. In den Auswertungen der immunhistochemischen Farbungen von Na,1.8 in
Spinalganglien von Fabry-ko-Mausen, konnte kein Unterschied gegeniiber der Gruppe
der litt-WT-Mduse festgestellt werden (Abb. 15). Lediglich in der Gruppe der 12
Monate alten Mause zeigte sich in den immunhistochemischen Farbungen eine
Tendenz zur Reduktion der Anzahl Na,1.8-positiver Neurone in Fabry-ko-Mausen (Abb.
15). Im Gegensatz dazu konnte in der qRT-PCR eine verminderte Na,1.8-Genexpression
in jungen Fabry-ko-Mdusen gegeniiber gleichaltrigen litt-WT-Mdusen nachgewiesen
werden. Alte Fabry-ko-Mause zeigten dagegen keinen Unterschied zu alten litt-WT-
Mdausen (Abb. 20). Ein altersabhdngiger Unterschied in der Na,1.8-Genexpression
konnte ebenfalls nicht festgestellt werden (Abb. 20).

Die in dieser Arbeit gezeigten Ergebnisse der qRT-PCR deuten auf eine verminderte
Expression von Na,1.8-Kandlen in jungen Fabry-ko-Mdusen hin. Da Na,1.8

insbesondere fur die Kdltedetektion essentiell ist, konnte die verminderte Expression

93



dieses Kanals die ebenfalls gezeigte Hyposensibilitait gegeniber Kalte in dieser
Altersgruppe erklaren. Die Diskrepanz zwischen den Ergebnissen der
molekulargenetischen und immunhistochemischen Untersuchung liegt vermutlich in
den Methoden selbst. So kdnnen mit Hilfe der gRT-PCR prazise Aussagen beziglich der
Expression eines Kanals getroffen werden. Jedoch werden in der
immunhistochemischen Farbung erst massive Veranderungen der Genexpression eines
Kanals in Form eines verdanderten Expressionsmusters sichtbar. Im Gegensatz zu den
jungen Fabry-ko-Mdusen konnte in alten Fabry-ko-Mausen kein Unterschied in der
Genexpression von Na,1.8 gegeniber litt-WT-Mdusen nachgewiesen werden. Diese
Beobachtung kdnnte an einer physiologisch-bedingten, mit dem Alter abnehmenden
Genexpression von Na,1.8 in litt-WT-Madusen und damit Angleichung beider
Expressionslevel in alten Fabry-ko- und litt-WT-Mausen liegen. Dies wiirde auch den
lediglich geringen Unterschied in der Kaltewahrnehmung in der Gruppe der 12 Monate
alten Mause erklaren.

Eine weder mit der qRT-PCR noch immunhistochemisch untersuchbare Aussage, ist die
Funktion der vorhandenen Kandle. So konnte die zusatzliche Vermutung einer
Dysfunktion der vorhandenen Kandle in dieser Arbeit nicht beantwortet werden. Eine
verminderte Funktion der vorhandenen Kandle konnte jedoch die bestehende Kalte-
Hyposensibilitdat zusatzlich erkldaren. In bisher unveréffentlichten Untersuchungen
unserer Arbeitsgruppe konnten bereits verminderte Na,1.7-Strome durch Patch clamp-
Versuche an  kultivierten  Spinalganglienneuronen  nachgewiesen  werden.
Untersuchungen zu Na,1.8-Kandlen sind noch ausstehend. Diese Untersuchungen
konnten die Vermutung der Dysfunktion der vorhandenen Na,1.8-Kanale in Fabry-ko-
Spinalganglien und der damit verbundenen Hyposensibilitdit gegeniber Kalte
unterstltzen. Daneben ist jedoch auch die Beeinflussung anderer Na,-Untergruppen,
die in der vorliegenden Arbeit nicht untersucht wurden in der Pathophysiologie des
Fabry-assoziierten Schmerzes weiterhin moglich. So wadre als Ursache der
Hyposensibilitdt gegenliber Kdlte ebenfalls eine Veranderung der neuronalen Na,1.9-
Expression in Fabry-ko-Mausen denkbar (Leo et al. 2010). Weiterhin konnte die Rolle

des Na,1.7-Kanals bei M. Fabry in der vorliegenden Arbeit nicht abschlieRend geklart
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werden. Mit Hilfe neuerer anti-Na,1.7-Antikorper konnte aktuell eine Farbung an
murinen Spinalganglienneuronen in unserer Arbeitsgruppe erfolgen. Dies er6ffnet fir
zuklnftige Arbeiten die Moglichkeit die neuronale Expression sowie Funktion von
Na,1.7 im Fabry-Mausmodell weiter zu erforschen.

So bilden die in der vorliegenden Arbeit erzielten Ergebnisse eine Grundlage zur

weiteren Erforschung der Rolle der Na,-Kandle bei M. Fabry.

4.3.2.2.3. Verminderte CGRP-Expression in Spinalganglienneuronen
von 12 Monate alten Fabry-ko-Mdusen

In zahlreichen Studien der vergangenen Jahre konnte die bedeutende Rolle von CGRP
in der Schmerzentstehung und -—weiterleitung belegt werden. CGRP kommt
vorwiegend in kleinen bis mittleren, v.a. Ab- und C-Faser-exprimierenden Neuronen
vor, welche eine 50%ige Kolokalisation mit TRPV1 aufweisen (Yu et al. 2009; McCoy et
al. 2012). Die Sekretion von CGRP kann, dhnlich der Aktivierung TRPV1-positiver
Neurone durch chemische und thermische sowie durch intensive mechanische Stimuli
und anderer TRPV1-Agonisten ausgeldst werden (Tsukagoshi et al. 2006; Gold et al.
2010). Einige Studien konnten bspw. belegen, dass CGRP-Antagonisten in
verschiedenen neuropathischen Schmerzmodellen zur Reduktion von Schmerzen
flihrten (Yu et al. 1994; Yu et al. 1996; Bennett, A. D. et al. 2000; Massaad et al. 2004).
Die bisherigen Beobachtungen kdnnten darauf hindeuten, dass CGRP eine zentrale
Rolle in der Schmerzentstehung bei M. Fabry spielen kénnte. Bisher gibt es jedoch
keine Studien, die die Rolle von CGRP bei M. Fabry beleuchten. Die vorliegende Arbeit
ist somit eine der ersten Arbeiten, die sich mit dieser Fragestellung beschaftigte. Es
konnte gezeigt werden, dass alte Fabry-ko-Maduse gegeniiber litt-WT-Mdusen eine
reduzierte CGRP-Expression in Spinalganglienneuronen aufwiesen (Abb. 16).

Bereits Zhang et al. konnten in CGRP-knockout-Mdusen einen Verlust der
Schmerzantwort auf Hitze nachweisen (Zhang et al. 2001). Diese Beobachtungen
passen zu den in dieser Arbeit erzielten Ergebnissen. So konnte in alten Fabry-ko-
Mausen sowohl eine Verminderung der neuronalen CGRP-Expression als auch eine
Hyposensibilitat gegenlber Hitze nachgewiesen werden (Abb. 5, Abb. 16, Abb. 27).

Junge Fabry-ko-Mause, die keine Unterschiede der CGRP-Expression in Neuronen im
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Vergleich zu ihren litt-WT-Artgenossen aufwiesen, zeigten im Gegensatz dazu in
Verhaltenstestungen eine Hypersensibilitat gegenliber Hitze, die wie o.g. aufgrund der
Beeinflussung von TRPV1 entstehen kénnte (Abb. 5, Abb. 16, Abb. 27). Es ware somit
moglich, dass die Verminderung der neuronalen CGRP-Expression in alten Fabry-ko-
Mausen ursdchlich fur Verhaltensdanderungen im Hitze-Test sein kdnnte.

In weiteren Untersuchungen konnten verschiedene Arbeiten zeigen, dass CGRP in der
Pathophysiologie des Schmerzes erst wahrend abnormalen Schmerzkonditionen an
Bedeutung gewinnt. So lie sich durch alleinige Injektion von CGRP in Hinterpfoten von
Versuchstieren bspw. keine Hyperalgesie auslésen. Erst im Rahmen von entzlindlichem
oder neuropathischem Schmerz scheint CGRP eine Rolle in der Schmerzentstehung
einzunehmen (Saxen et al. 1993; Neugebauer et al. 1996; Russell et al. 2014).
Ubertragen auf das hier vorliegende Mausmodell und die vorliegenden Ergebnisse
konnten diese Beobachtungen darauf hinweisen, dass auch bei M. Fabry
inflammatorische Bedingungen vorliegen kénnten. So kénnten die in dieser Arbeit
nachgewiesenen neuronalen Gb3-Ablagerungen eine neurogene Entziindung in
Spinalganglien auslosen. Neurogene Entziindungen fiihren zur Sekretion von
Neuropeptiden, insbesondere von Substanz P und CGRP an peripheren
Nervenendigungen (Schmidth 2011). Diese vermehrte CGRP-Expression v.a. an C-
Fasern fihrt schlieflich zu einer Hypersensibilitat gegentiber Hitze. Weiterhin |6sen
inflammatorische Prozesse die vermehrte Expression von TRPV1 aus, die, nach
antegradem Transport in die peripheren Nervenendigungen ebenfalls eine
Hypersensibilitdt gegeniber Hitze bedingt (Ji et al. 2002).

So konnte eine durch Gb3-Ablagerungen ausgeldste neurogene Entziindung an
Spinalganglien von Fabry-ko-Mausen zunachst die lokale Steigerung der neuronalen
TRPV1-Expression sowie eine vermehrte Sekretion von CGRP auslésen. Weiterhin
weisen TRPV1-Kandle und das Neuropeptid CGRP eine 50%ige Kolokalisation in kleinen
insbesondere C-Faser-exprimierenden Neuronen auf (McCoy et al. 2012). Denkbar
ware jedoch auch, dass die inflammatorische Sekretion von CGRP zusatzlich eine
weitere Steigerung der neuronalen TRPV1-Expression bedingen kénnte (Caterina et al.

1997; Tominaga et al. 2005). Der Transport von TRPV1 und CGRP in die peripheren
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Nervenfaserendigungen koénnte schlieBlich in ihrer vermehrten epidermalen
Expression sowie einer Hypersensibilitdt gegenliber Hitze in jungen Fabry-ko-Madusen
miinden. Die peripher und neuronal verstarkte TRPV1-Expression wiirde ebenfalls die
bestehende mechanische Hypersensibilitdit erklaren. Weiterhin kénnte die
Verminderung der neuronalen CGRP-Expression in alten Fabry-ko-Madusen auf eine
Anpassung der Spinalganglienneurone auf die permanente neurogene Inflammation
und damit verbundene hochregulierte CGRP-Sekretion hinweisen. Die verdanderte
neuronale CGRP-Expression als Adaptationsmechanismus sowie die veranderte IENFD
mit zurlickbleiben von lediglich mechano-sensitiven C-Fasern kdnnten somit die
Entwicklung der Hyposensibilitat gegeniber Hitze, sowie die persistierende Kalte-
Hyposensibilitdt und mechanische Hypersensibilitdt erklaren. Auch Beobachtungen
bzw. Berichte von Fabry-Patienten liber reduzierte Schmerzen mit zunehmendem Alter
kdnnten diese Theorie ebenfalls unterstitzen.

Kritikpunkt dieser Vermutung ist der fehlende Unterschied der neuronalen CGRP-
Expression in der Gruppe der jungen Fabry-ko- und litt-WT-Mause. So miusste eine
deutlich verstarkte Sekretion von CGRP durch eine vermehrte Expression von CGRP in
immunhistochemischen Untersuchungen feststellbar sein. Eine mdgliche Erklarung
hierfur konnte jedoch in der immunhistochemischen Methode selbst liegen. So wird in
dieser Methode ein Antikorper gegen den CGRP-Rezeptor verwendet. Folgt man
jedoch der Theorie dass eine neurogene Entziindung eine vermehrte Sekretion von
CGRP verursacht, nicht jedoch die neuronale Rezeptorexpression von CGRP verdndert,
wdre mit dieser Methode die vorliegende Theorie nicht zu beweisen bzw. zu
widerlegen. Die erhohte Sekretion von CGRP, ausgel6st durch eine neurogene
Entziindung misste in einer gesteigerten Proteinexpression resultieren, die
gegebenenfalls durch eine erhohte Genexpression von CGRP verursacht wird.

Die in dieser Arbeit erbrachten Ergebnisse kdnnen somit zunachst als Hinweis auf die
Rolle von CGRP in der Pathophysiologie des Fabry-assoziierten Schmerzes angesehen
werden. Eine Beeinflussung des schmerzassoziierten Verhaltens der Fabry-ko-Maus
durch veranderte Expression von CGRP scheint wahrscheinlich, bedarf jedoch weiterer

Untersuchungen.
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4.3.2.3. Reduktion neuronaler NF200-Expression in Spinalganglien von
Fabry-ko-Mdusen

Zur weiteren Differenzierung der betroffenen Neurone in Spinalganglien von Fabry-ko-
Mausen erfolgte in der vorliegenden Arbeit die Untersuchung der neuronalen NF200-
Expression.

Es konnte gezeigt werden, dass Fabry-ko-Mduse verglichen mit litt-WT-Mausen eine
deutlich reduzierte Anzahl NF200-exprimierender Neurone aufwiesen. NF200 ist ein
Neurofilament, dass die Stabilitdit der zelluldren Integritdt sichert sowie fir die
Regulation von Effektorproteinen wie Rezeptoren verantwortlich ist (DePianto et al.
2004; Liullmann-Rauch 2009). Weiterhin kann es zur Abgrenzung von A-Faser-
gegenilber C-Faser-exprimierenden Neuronen genutzt werden (Ma 2002). Die in dieser
Arbeit festgestellte verminderte neuronale NF200-Expression kdnnte somit mit einer
auftretenden zelluldaren Instabilitdt und dem Auftreten einer Hyposensibilitat
gegenilber Kélte in Fabry-ko-Mausen zusammenhangen (Abb. 5, Abb. 17, Abb. 28).
Denkbar ware, dass eine zentrale Schadigung NF200-exprimierender Neurone in den
Spinalganglien zu einer peripheren Degeneration intraepidermaler Ad-Fasern fiihren
konnte. Dieser vorzeitige Untergang kaltedetektierender Fasern wiirde zu einer
Hyposensibilitdt gegenliber Kélte fiihren, die bereits in jungen Mausen einsetzt und
mit steigendem Alter an Intensitdt zunimmt. Damit kdnnten die in dieser Arbeit
gezeigten Ergebnisse des Kalte-Tests auf die Degeneration A&-Fasern und den
Untergang NF200-positiver Neurone erklart werden (Abb. 5). Weiterhin ergibt sich aus
der Reduzierung der neuronalen NF200-Expression eine Erklarung fir die vergréRerte
Neuronenflache in Fabry-ko-Mausen. In einer Korrelationsuntersuchung konnte eine
negative Korrelation zwischen der Neuronenfliche und der Anzahl NF200-
exprimierender Neurone festgestellt werden (Abb. 29, Abb. 30). Somit kénnte eine
verminderte NF200-Expression zur Schwachung der neuronalen Stabilitdt bzw. des
neuronalen Zytoskeletts flihren und damit die VergroRerung der Neuronenflache
bedingen.

Warum NF200-exprimierende Neurone bzw. Ad-Fasern eine héhere Empfindlichkeit
gegenlber einer moglichen Gb3-induzierten neurogenen Entziindung aufweisen

kénnten, kann in der vorliegenden Studie nicht beantwortet werden. Hierzu bedarf es
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in zuklinftigen Arbeiten weiterer Untersuchungen, gegebenenfalls in Form von in vitro-

Untersuchungen anhand von Neuronenkulturen.

4.3.3. Immunhistochemische Untersuchung der neuronalen I1B4-

Expression in Spinalganglien von Fabry-ko-Mdusen

Kleine Nozizeptoren kdnnen ebenfalls anhand ihrer Immunoreaktivitat gegenliber 1B4
weiter unterteilt werden. Die meisten Nozizeptoren sind IB4-positive nicht-peptiderge
Neurone, die GDNF-sensitive Ret-Rezeptoren exprimieren; IB4-negative Neurone
weisen demgegenilber einen NGF-Rezeptor auf (Silverman et al. 1990; Bennett et al.
1996; Molliver et al. 1997; Bennett, D. L. et al. 2000; Breese et al. 2005; Chen et al.
2006; Leclere et al. 2007). Aufgrund der unterschiedlichen Rezeptorausstattung
reagieren beide Untergruppen verschieden auf Entzindungen oder Axonschadigungen.
So konnte bspw. in Studien gezeigt werden, dass eine erhdhte NGF-Expression in einer
thermischen und mechanischen Hyperalgesie resultiert (Lewin et al. 1994; Woolf et al.
1994; Andreev et al. 1995). Weitere Studien konnten unter Einwirkung neurotropher
Faktoren und peripherer Entziindung eine erhdhte TRPV1-Expression und Funktion
IB4-positiver Neurone nachweisen (Amaya et al. 2004; Breese et al. 2005).

In der vorliegenden Arbeit sollten durch IB4-Farbungen an Spinalganglienneuronen von
Fabry-ko-Madusen die betroffenen Neuronensubgruppen weiter differenziert werden.
In der ersten Kohorte junger Fabry-ko-Maduse konnte eine erhdhte neuronale 1B4-
Expression gegentliber gleichaltrigen litt-WT-Mausen nachgewiesen werden (Abb. 18).
Leider war die zunachst erfolgreich etablierte IB4-Farbung an den folgenden Kohorten
nicht reproduzierbar. Trotz gleicher Ausfiihrung konnte keine weitere spezifische
Farbung durchgefiihrt werden. Auch Anderungen des zuvor funktionierenden
Farbeprotokolls durch Variationen von L&sungen, Konzentrationen oder Ablaufen
resultierten in unspezifischen Farbungen. Somit konnte durch die fehlgeschlagene
Reproduzierbarkeit der Farbung die Frage nach Unterschieden der neuronalen
Expression von IB4 in jungen und alten Fabry-ko-Mausen nicht vollstdandig beantwortet

werden.
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Der Hinweis einer vermehrten Expression IB4-positiver Neurone in Spinalganglien
junger Mause konnte auf eine verstarkte Reaktion dieser Neuronenuntergruppe auf
inflammatorische Stimuli hindeuten. In Zusammenschau mit Ergebnissen
vorangegangener Arbeiten, die eine erhdhte Expression IB4-positiver Neurone unter
Einfluss neurotropher Faktoren und peripherer Entziindungen nachwiesen, kénnten
die hier gezeigte erhdhte IB4-Expression in jungen Fabry-ko-Madusen ebenfalls die
Hypothese einer neurogenen Entziindung mit Verdnderung des neuronalen IB4-
Expressionsmusters unterstiitzen (Amaya et al. 2004; Breese et al. 2005). Um diese
Theorie weiter zu belegen, miussen in folgenden Untersuchungen weitere Farbungen

durchgeflhrt und in vitro Versuche mit neurotrophen Faktoren erfolgen.

4.4. Etablierung einer Kultur aus
Spinalganglienneuronen zur Untersuchung Schmerz-
assoziierter lonenkanale in vitro

In  der vorliegenden Arbeit erfolgte neben immunhistochemischen und
molekulargenetischen Untersuchungen ebenfalls die Etablierung einer Neuronenkultur
aus Spinalganglien. Diese Kultur sollte neben immunhistochemischen Untersuchungen
auch der Untersuchung von Proteinkonzentrationen mittels Enzyme Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) dienen. Nach erfolgreichem Abschluss der
Etablierungsphase erfolgten immunhistochemische Untersuchungen, welche jedoch
aufgrund ungeniigender Reproduzierbarkeit erfolgreich durchgefiihrter Farbungen
durch unspezifisches Farbeverhalten der Antikdrper und aufgrund einer zu geringen
Neuronenanzahl nicht abgeschlossen werden konnten (Abb. 22, Abb. 23, Abb. 24). Die
geringe Neuronenzahl stellte ebenso fiir die Durchfiihrung des ELISA einen
limitierenden Faktor da.

Aktuell gelang es unserer Arbeitsgruppe hohere Neuronenzahlen aus Spinalganglien
von Fabry-ko-Mausen zu kultivieren, sodass in zukiinftigen Arbeiten Neuronenkulturen
zur weiteren Untersuchung der Pathophysiologie des M. Fabry genutzt werden

kbnnen. So konnten mit Hilfe der Neuronenkultur neben neuronalen
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Expressionsmustern auch Einflisse von NGF und weiteren proinflammatorischen
Faktoren auf die neuronale Expression schmerzassoziierter Kandle und Neuropeptide
in vitro untersucht werden. Weiterhin kénnten durch sog. patch-clamp-Experimente
Funktionseinschrankungen schmerzassoziierter Kandle aufgedeckt werden. Auch

konnten der grundlegende Einfluss von Gb3 weitere erforscht werden.

4.5. Methodenkritik und Limitationen der vorliegenden

Arbeit

Aufgrund eines milderen Phanotyps und der nicht beeintrachtigten Lebenserwartung
stellt sich die Frage, ob das in dieser Arbeit verwendete Mausmodell zur Erforschung
des M. Fabry ausreichend geeignet ist (Ohshima et al. 1997; Marshall et al. 2010).
Untersuchungen ergaben, dass Fabry-ko-Mause nur ein Viertel der in Menschen
gemessenen Gb3-Konzentration aufwiesen (Ohshima et al. 1999). Daher ist fraglich, ob
die mit diesem Mausmodell gewonnenen Erkenntnisse vollstandig auf den Menschen
Ubertragbar sind. Diese Frage stellt sich jedoch bei allen Tiermodellen, die zur
Erforschung der Pathophysiologie von Erkrankungen genutzt werden. Im Gegensatz
zum neuentwickelten Fabry-Mausmodell mit artifiziell gesteigerter Gb3-Synthese
schafft die in diesem Mausmodell vorgenommene Ausschaltung des GLA-Gens jedoch
ein physiologisches Modell des M. Fabry. Die kiinstlich erhéhte Gb3-Akkumulation im
Gewebe der G3Stg/GLA-ko-Maus schriankt die Ubertragbarkeit der gewonnenen
Ergebnisse weiter ein. So stellt das hier verwendete Mausmodell ein physiologisches
Modell zur Erforschung des M. Fabry dar, an dem insbesondere die
pathophysiologischen Mechanismen untersucht werden kénnen.

Bei den Verhaltenstestungen muss der hier verwendete Kalte-Test nach Brenner et al.
kritisch betrachtet werden (Brenner et al. 2012). Aufgrund der Nutzung von
Trockeneispulver kann wahrend der Testungen keine gleichbleibende Temperatur
garantiert werden. Aufgrund des haufigen Austauschs des Trockeneispulvers kénnen
zwar mogliche Temperaturschwankung minimiert, jedoch nicht vollstandig aufgehoben

werden. Diese minimalen Temperaturschwankungen kénnten durch die Nutzung eines
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,Coldplate“-Test weiter reduziert werden. Jedoch nutzten Lakoma et al. in ihrer Arbeit
drei verschiedene Kalte-Testungen, die identische Ergebnisse erbrachten (Lakoma et
al. 2014). Somit scheinen die Temperaturunterschiede im Kalte-Test nach Brenner et
al. keinen bedeutsamen Einfluss auf die erbrachten Ergebnisse zu haben.

Ein weiterer Kritikpunkt der hier vorgelegten Arbeit ist die Nutzung eines anti-mouse
antiCD77-Antikorpers zur Detektion von Gb3 in murinem Gewebe. Trotz der in
verschiedenen Farbungen von Mausgewebe nachgewiesenen Spezifitdt dieses
Antikorpers gegenliber Gb3-Ablagerungen, ergab sich eine starke Hintergrundfarbung,
die eine Intensitatsauswertung unmoglich machte. Die Intensitatsmessung ware eine
interessante und eventuell aussagekraftigere Methode zur Erfassung der Gb3-
Konzentraion in Fabry-ko-Mdusen mit steigendem Alter gewesen. Durch die hier
erfolgte manuelle Zahlung Gb3-exprimierender Neurone konnte lediglich die Frage der
Anzahl Gb3-positiver Spinalganglienneurone, nicht jedoch die der Menge an Gb3
beantwortet werden. Mit Hilfe neu entwickelter antiCD77-Antikorper und einer damit
durchfihrbaren Intensitatsmessung kann in zukiinftigen Arbeiten die Frage der Gb3-
Konzentration in Spinalganglienneuronen von Fabry-ko-Mdusen immunhistochemisch
beantwortet werden. Die Nutzung des hier verwendetet Antikérpers erschwerte
ebenfalls die immunhistochemischen Untersuchungen an kultivierten murinen
Spinalganglienneuronen. Aufgrund der starken Hintergrundfarbung konnten keine
aussagekraftigen immunhistochemischen Untersuchungen auf die Kolokalisation von
schmerzassoziierten Kanalen bzw. Peptiden mit Gb3 durchgefiihrt werden. Auch hier
konnte die Nutzung neu entwickelter antiCD77-Antikdrper die Hintergrundfarbung
reduzieren und damit die Aussagekraft maximieren.

In der vorliegenden Arbeit erfolgte ebenfalls die Untersuchung der neuronalen IB4-
Expression mittels immunhistochemischer Untersuchungen. Die Frage nach
Unterschieden dieser Expression zwischen Fabry-ko- und litt-WT-Madusen konnte
jedoch nicht abschlieRend beantwortet werden. Als eine mogliche Ursache wurde die
Gewebequalitdt der zweiten Kohorte von Fabry-ko- und litt-WT-Mdausen diskutiert. So
hatte eine Schadigung des Gewebes bei Entnahme oder eine fehlerhafte Fixierung zu

Schaden im Gewebe fiihren kénnen. Da jedoch andere Farbungen an dem gleichen
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Gewebe durchfihrbar waren, konnte dies als Ursache ausgeschlossen werden.
Weiterhin wdre eine neue Zusammensetzung der, aufgrund des zeitlichen Abstandes
zwischen den Farbungen neu bezogenen Antikérper-Charge maoglich. AbschlieRend
kann die Ursache der nicht-replizierbaren Farbung nicht geklart werden.

In der hier vorliegenden Arbeit konnte eine Neuronenkultur aus Spinalganglien
erfolgreich etabliert werden. Limitierend fir die weiteren immunhistochemischen und
molekulargenetischen Untersuchungen war jedoch eine zu geringe Neuronenanzahl.
Trotz Steigerung der Anzahl verwendeter Spinalganglien, war eine Erhdhung der
Neuronenzahl nicht moglich. Dies kénnte mit einer ausgeschopften Kapazitat der
verwendeten Enzyme zur Spaltung der Ganglienhillen oder einer verldngerten
Entnahmedauer und damit geringeren Anzahl vitaler neuronaler Zellen
zusammenhadngen. Auch durch Pooling der gewonnenen neuronalen Zellen, konnte
keine fir eine ELISA bendtigte Anzahl neuronaler Zellen gewonnen werden.
Zwischenzeitlich konnte in unserer Arbeitsgruppe ein weiteres Protokoll zur Anlage
einer neuronalen Kultur etabliert werden. Zellzahlungen und Vitalitatsuntersuchungen
deuten auf eine héhere Neuronenanzahl hin. Mit Hilfe dieser Kulturen kénnten die hier

nicht durchgefiihrten Untersuchungen erfolgen.
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5. Zusammenfassung und Ausblick

Der Pathomechanismus des Fabry-assoziierten Schmerzes blieb trotz Entwicklung der
Fabry-ko-Maus durch Ohshima et al. bisher weitergehend ungeklart. Ziel der
vorliegenden Arbeit war die systematische Charakterisierung des Fabry-ko-
Mausmodells hinsichtlich Schmerz-assoziierten Verhaltens und Expression Schmerz-
assoziierter lonenkandle in Spinalganglienneuronen (Ohshima et al. 1997). Hierzu
wurden insgesamt 42 drei Monate und 41 12 Monate alte mannliche und weibliche
Fabry-ko-Mduse und ihre gleichaltrigen Wurfgeschwister untersucht. Die
Verhaltenstestungen beinhalteten einen von Frey- sowie einen ,Hotplate“- und
,Cold“-Test zur Evaluation der mechanischen und thermischen Riickzugslatenz.
Weiterhin erfolgten die Analyse der intraepidermalen Nervenfaserdichte in FuBsohlen
der Maduse sowie eine H.E.-Farbung von Spinalganglien zur Untersuchung
morphologischer Verdanderungen der Neurone. Zusatzlich folgten
immunhistochemische und molekulargenetische Untersuchungen der CD77-, TRPV1-,
Na,1.8-, CGRP-, NF200- und IB4-Expression an kryokonservierten und kultivierten
Spinalganglienneuronen.

In Verhaltenstestungen konnten eine Hypersensibilitat gegenliber mechanischen und
Hitze-Stimuli sowie eine Kalte-Hyposensibilitdt festgestellt werden. Es zeigte sich eine
reduzierte IENFD in FuBsohlen sowie eine VergrofRerung der neuronalen Flache in
Spinalganglien von Fabry-ko-Mausen. Die immunhistochemischen Untersuchungen
ergaben eine erhéhte CD77- und TRPV1-Expression sowie eine erniedrigte NF200-
Expression in Fabry-ko-Mausen; Untersuchungen hinsichtlich der Na,1.8-Expression
ergaben keine Unterschiede. Molekulargenetisch konnte neben einer verminderten
Na,1.8-Expression in jungen Fabry-ko-Mausen keine Unterschiede festgestellt werden.
Die Ergebnisse der Verhaltenstestungen sowie die verminderte IENFD bei Fabry-ko-
Mausen entsprechen klinischen Befunden bei Fabry-Patienten. Erstmals konnte in
dieser Arbeit eine VergoRerung der Neuronenflache in Fabry-ko-Mdusen quantitativ
nachgewiesen und eine vermehrte Expression von TRPV1 und CD77 festgestellt

werden. Bei fehlendem Nachweis eines geschlechtsspezifischen Unterschieds der
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Ergebnisse, konnte ein Einfluss des weiblichen Geschlechts auf den Phanotyp des M.
Fabry ausgeschlossen werden.

Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit konnen aufgrund der hohen Anzahl an
Versuchstieren und dem Vergleich mit Wurfgeschwistern als Grundlage fiir weitere
Studien dienen. Aufgrund methodischer Limitationen kénnen jedoch nicht alle Fragen
abschliefend geklart werden. So sind weitere Untersuchungen notwendig um den
genauen Pathomechanismus der erhéhten TRPV1-Expression in
Spinalganglienneuronen zu untersuchen. Weiterhin sind patch clamp-Analysen
kultivierter Spinalganglienneurone notwendig um weitere Erkenntnisse Uber die
Funktionalitdt der lonenkandle zu gewinnen. Darlber hinaus kdnnen mit Hilfe des hier
verwendeten Mausmodells weitere in die Schmerzentstehung bzw. —weiterleitung
involvierte Kandle wie bspw. TMPR8, Na,1.9 oder HCN2 untersucht werden und in
Untersuchungen neuronaler Kulturen der Einfluss neurotropher Faktoren wie NGF
oder GDNF geklart werden, um die eventuell zugrundeliegende neurogene Entziindung

weiter aufzudecken.
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9. Materialienliste

9.1. Gerdte und Laborhilfen

Tabelle 16 Gerdte und Laborhilfen

Bezeichnung Art Hersteller
Binokular Stemi 2000 Carl  Zeiss, Gottingen,
Lichtquelle KL 1500 LCD Deutschland

Brutschrank Histologie Warmeschrank Memmert GmbH und
Co.KG, Schwabach,
Deutschland

Brutschrank Kulturlabor Heracell 150 Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland

Schittler A. Hartenstein GmbH,
Wiirzburg, Deutschland

Sterilbank Herasafe Heraeus Instruments,
Hanau, Deutschland

Zentrifuge Rotofix 32 Andreas Hettich GmbH &
Co.KG, Tuttlingen,
Deutschland

Kihlzentrifuge Centrifuge 5417R Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Vortexer GLW L-46 Gesellschaft fur
Laborbedarf = Wiirzburg,
Deutschland

Wasserbad WNB 45 Memmert GmbH & Co.KG,

Schwabach, Deutschland

Kuhlschrank

Liebherr International AG,
Bulle, Schweiz

-80°C Gefrierschrank ULT-Freezer Thermo Scientific,
Waltham, MA, USA
Mikroskop Axiophot2 Carl  Zeiss, Gottingen,
Deutschland
Durchlichtmikroskop; Olympus Deutschland
Olympus CKX41 GmbH, Hamburg,
Deutschland
Absaugpumpe ECOM-P 4153 Sartorius AG, Godttingen,
Deutschland
CCD-Kamera Visitron Systemes,

Tuchheim, Deutschland

Homogenisierer

Polytron PT 1600

Kinematika AG, Luzern,
Schweiz
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PCR-Cycler fir reverse | Gene Amp. PCR-System | Applied Biosystems,

Transkription 9100 Darmstadt, Deutschland

Pipetten Pipettman 10ul, 100ul, | Eppendorf, Hamburg,

200pl, 1000ul Deutschland

Heizblock (Schnitte) Liebisch, Bielefeld,
Deutschland

Heizblock (PCR) Thermoshaker A. Hartenstein GmbH,
Wiurzburg, Deutschland

Drahtgitter Laboreigene Herstellung

Plexiglaskafige Laboreigene Herstellung

Waage Pharmacy Mettler-Toledo GmbH,
GieRen, Deutschland

Glaspipetten 5/10/20 ml Pasteurpipetten Glas | Brand GmbH und Co.KG,

Glaspipetten, ungestopft

225mm

Wertheim, Deutschland

Hargreaves Apparat

Ugo Basile Inc., Comerio,
Italien

Real Time PCR System

StepOnePlus™ Real Time
PCR System

Life Technologies,
Carslbad, CA, USA

9.2. Verbrauchsmaterialien

Tabelle 17 VVerbrauchsmaterialien

Art Bezeichnung Hersteller

Caps 0,2ml;1,5ml, 2 ml Eppendorf, Hamburg,
Deutschland

Spritzen BD Discardit™ Il, 5ml, | Becton Dickinson GmbH,

10ml

Heidelberg, Deutschland

Pipettenspitzen 10ul, 100ul, 200ul, 1000ul | Sarstedt, Nirnbrecht,
Deutschland
Reaktionsplatten fiir Real- | Micro Amp Optical 96- | Applied Biosystems,

Time PCR

Well Reaction Plate

Darmstadt, Deutschland

Verschlusskappen far

Real-Time PCR

Micro Amp. 8-Cap Strip

Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland

Verschlussfolien fiir PCR- | Micro Amp Optical 96- | Applied Biosystems,
Reaktionsplatten Well Reaction Plate | Darmstadt, Deutschland
MicroAmp® Optical

Adhesive Film
Aluminiumfolie Toppits Melitta
Unternehmensgruppe
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Bentz KG, Minden,
Deutschland
Tlcher Zet-Box Labor- und
Hygienetlicher
Versiegelung fiir Kulturen | Parafilm® M Bemis Company Inc,,

Oshkosh, WI, USA

Falcon Tubes

Greiner Centrifuge Tubes,
15 ml, 50 ml

Greiner Bio One GmbH,
Frickenhausen,
Deutschland

PapPen Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA

Objekttrager 26 x 76 mm R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen,
Deutschland

Coverslips BD Biosciences,
Heidelberg, Deutschland

Petrischalen Nunc™, Roskilde,
Danemark

Kulturschalen 4 Well Platte BioAssay Labor flr
biologische Analytik
GmbH, Heidelberg,
Deutschland

96 Well Fast Thermal Life Technologies,

Cycling Plate Carslbad, CA, USA

Optical Adhesive Covers

PCR SoftTubes 0,2 ml Biozym Scientific GmbH,

Hessisch Oldendorf,

Deutschland

9.3. Antikorper, Losungen und Puffer fir die PGP9.5-

Farbung

Tabelle 18 Antikérper, Lésungen und Puffer fiir die PGP9.5-Fdrbung

Art Bezeichnung Hersteller

Primar-Antikorper PGP 9.5 UltraClone Limited,
England

Sekundar-Antikorper Cy3 Jackson ImmunoResearch

Laboratories Inc., USA
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2-Methylbutan

Carl Roth GmbH & Co.KG,
Karlsruhe, Deutschland

Saccharose 10%

Laboreigene  Herstellung
aus Grundbestandteilen

Einbettmittel Tissue Tek Sakura, Zoeterwoude,
Niederlande
BSA Bovines Serumalbumin, | Laboreigene Herstellung
10% aus Grundbestandteilen
PBS Phosphat-Buffer-Saline Laboreigene  Herstellung
aus Grundbestandteilen
PFA 4% Laboreigene  Herstellung

aus Grundbestandteilen

FlUssigstickstoff Linde AG, Miinchen,
Deutschland
Narkosemittel Isofluran Abbott, Wiesbaden,

Deutschland

9.4. Losungen und Puffer fiir die H.E.-Farbung

Tabelle 19 Lésungen und Puffer fiir die H.E.-Fdrbung

Art Bezeichnung Hersteller
Versiegelungsmittel Vitro Clud R. Langenbrinck GmbH,
Emmendingen,
Deutschland
OilRed O Sigma-Aldrich, St. Louis,
Farbung MO, USA
Hamalaun Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA
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9.5. Antikorper und Reagenzien fiir die Fluoreszenz-

farbung

Tabelle 20 Antikérper und Reagenzien fiir die Fluoreszenzférbungen

Art Bezeichnung Hersteller
CcDb77 BD Pharmingen,
Heidelberg, Germany
VR1 Santa Cruz, Heidelberg,
Germany
CGRP Peninsula Laboratories,
LLC, San Carlos, CA, USA
o _— IB4 Sigma-Aldrich, St. Louis,
Primar-Antikorper MO, USA
Na, 1.8 Chemicon, EMD Millipore
Cooperation, Temecula,
CA, USA
NF200 Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
PGP 9.5 UltraClone Limited,
England
Cy3 (CD77, PGP 9.5) Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., USA
Alexa Fluor (VR1) Jackson ImmunoResearch
Laboratories Inc., USA
Sekundar-Antikorper Alexa Fluor (NF200, Nav
1.8)
AMPCA (CGRP) Jackson ImmunoResearch

Laboratories Inc., USA

9.6. Enzyme, Primer-Puffer und Nukleinsauren fiir

reverse Transkription und Real-Time PCR

Tabelle 21 Enzyme, Primer-Puffer und Nukleinsduren fiir reverse Transkription und Real-Time PCR

Art Bezeichnung Hersteller

Aqua destillata B. Braun Melsungen AG,
Melsungen, Deutschland
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PCR-Buffer Il + MgCI* 10x
Solution

DesoxyNTPs Mixture
10 mM

Random Hexamers

RNAse Inhibitors

20 U/ul

MultiScribe
Transkriptase

Reverse

Tagman Universal PCR-

Master Mix

18s R RNA

Primer

TRPV1
(Mm01246302_m1)

Na,1.8
(MmO00501467_m1)

Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA

9.7. Puffer, Medien und Enzyme fiir Neuronenkultur

Tabelle 22 Puffer, Medien und Enzyme fiir Neuronenkultur

Art Bezeichnung/Inhalt Hersteller
Fetal Bovine Serum (FBS) Hyclone, Logan Utah, USA
DMEM/F12 (Ham) 1:1
_ Penicillin/Streptomycin
DRG-Medium (100X)  10,000U/ml - | Gibco, Darmstadt,
10,000ug/ml) Germany
L-Glutamine, 200 mM
(100x)
Natriumchlorid Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO, USA
Kaliumchlorid Merck KGaA, Frankfurt,
Deutschland
Complete Saline Solution | Magnesiumchlorid Carl Roth, Karlsruhe,
(CSS) Deutschland
Sorbitol Carl Roth, Karlsruhe,
Deutschland
HEPES Sigma-Aldrich, St. Louis,

MO, USA

125




Calciumchlorid

Merck KGaA, Frankfurt,
Deutschland

Liberase TL

Liberase TM

Roche Applied Science,
Mannheim, Germany

Papain, Suspension

Worthington Biochemical,
Lakewood, New Jersey,
USA

Bovine Serum Albumin

Sigma- Aldrich, Germany

Trypsin Inhibitor

Roche Applied Science,
Mannheim, Germany

Invitrogen™ Ambion™ 0,5
EDTA pH 8 (500ml)

Applied Biosystems,
Darmstadt, Deutschland
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10. Anhang

127



Abb. 25 TRPV1/CD77-Doppelfiirbung. Links TRPV1, Rechts CD77. A-b) 3 Monate alte Fabry-ko-Maus, c-
d) 3 Monate alte litt-WT-Maus, e-f) 12 Monate alte Fabry-ko-Maus, g-h) 12 Monate alte litt-WT-Maus
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Abb. 26 Na,1.8/CD77- Doppelfirbung. Links Na,1.8; Rechts CD77. a-b) 3 Monate alte Fabry-ko-Maus; c-
d) 3 Monate alte litt-WT-Maus; e-f) 12 Monate alte Fabry-ko-Maus; g-h) 12 Monate alte litt-WT-Maus
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Abb. 27 CGRP/CD77-Doppelfiirbung. Links CGRP; Rechts CD77. a-b) 3 Monate alte Fabry-ko-Maus, c-d) 3
Monate alte litt-WT-Maus, e-f) 12 Monate alte Fabry-ko-Maus, g-h) 12 Monate alte litt-WT-Maus
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Abb. 28 NF200/CD77-Doppelfdrbung. Links NF200, Rechts CD77. A-b) 3 Monate alte Fabry-ko-Maus, c-
d) 3 Monate alte litt-WT-Mduse, e-f) 12 Monate alte Fabry-ko-Maus, g-h) 12 Monate alte lit-WT-Maus.
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Korrelation NF200 / CD77 / Neuronenflache
(Fabry 2-3Mo & 12-15Mo)
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Korrelationen
DRG neuron

area Mean NF200 | Mean CD77

Spearman-Rho  DRG neuron area  Korrelationskoeffizient 1,000 -,205 361

Sig. (2-seitig) . 224 028

N 41 37 37

Mean NF200 Korrelationskoeffizient -,205 1,000 - 444"

Sig. (2-seitig) 224 . 005

N 37 38 38

Mean CD77 Korrelationskoeffizient 361 - 4447 1,000

Sig. (2-seitig) ,028 ,005 .

N 37 38 38

* Die Korrelation ist auf dem 0,05 Niveau signifikant (zweiseitig).
** Die Korrelation ist auf dem 0,01 Niveau signifikant (zweiseitig).

Abb. 29 Korrelation NF200/CD77/Neuronenfliche in Fabry-ko-Tieren. Negative Korrelation zwischen

NF200 und der neuronalen Flachen (*p=0,05); negative Korrelation zwischen NF200 und CD77
(*p=0,05). Positive Korrelation zwischen CD77 und der neuronalen Flache (**p=0,01).
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Korrelation NF200 / CD77 / Neuronenflache
(WT 2-3Mo & 12-15Mo)
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Signifikanz (2-seitig) 379 ,000
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Mean CD77 Korrelation nach Pearson ,284 -,624“ 1
Signifikanz (2-seitig) 122 ,000
N 3 K} Ky

*_ Die Korrelation ist auf dem Niveau von 0,01 (2-seitig) signifikant.

Abb. 30 Korrelation NF200/CD77/Neuronenfléiiche in litt-WT-Tieren. Negative Korrelation zwischen
CD77 und NF200. Keine signifikante Korrelation zwischen CD77 und der neuronalen Fliche; keine
Korrelation zwischen NF200 und der neuronalen Fléiche.
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