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1. Einfithrung

1.1. Schmerz

Schmerz ist definiert als ,ein unangenehmes Sinnes- und Gefiihlserlebnis, das mit
aktueller oder potentieller Gewebeschadigung verkniipft ist oder mit Begriffen einer
solchen Schadigung beschrieben wird." (International Association for the Study of Pain
(IASP)).

Schmerz im Allgemeinen entsteht durch die Aktivierung von Nozizeptoren, Verletzung
von peripheren Nerven oder durch Schdden am zentralen Nervensystem [1, 2]. Die
physiologische Funktion des akuten Schmerzes besteht darin, auf Organschadigungen
oder Organdysfunktionen hinzuweisen. Im Gegensatz dazu erfiillt der chronische
Schmerz keine physiologische Funktion. Chronische Schmerzen konnen zu Inaktivitat,

Anhedonie und Depressionen fiihren [1].

1.2. Schmerzphysiologie

Grundsatzlich werden drei Formen von peripheren afferenten Nervenfasern
unterschieden: erstens die schnell leitenden, dick myelinisierten Af3-, zweitens die mittel
schnell leitenden, mittel dick myelinisierten A8- und drittens die langsam leitenden,
unmyelinisierten C-Nervenfasern. Postoperativer Schmerz entsteht in erster Linie
infolge der mechanischen Reizung von A&6- und C-Nervenfasern. Die AS§-Fasern
vermitteln den schnellen, scharfen Schmerz, die C-Fasern den langsamen, dumpfen
Schmerz [3]. Beide Nervenfasern koénnen nicht nur durch mechanische Irritation,
sondern auch durch andere Substanzen wie z.B. Aminosiauren (z.B. Glutamat),

Neuropeptide (z.B. Substanz P), Prostaglandine oder Capsaicin erregt werden.

1.3. Postoperative Schmerzen und therapeutische Ansatzpunkte

Nach Operationen werden durch das Operationstrauma Nozizeptoren erregt, welche
dazu fithren, dass Patienten an Schmerzen leiden. Insbesondere erhohte Laktat- und

erniedrigte pH-Werte in Haut und Muskeln tragen zur postoperativen



Schmerzentstehung bei [3]. Diese Schmerzen beeintrachtigen nicht nur das
Wohlbefinden der Patienten, sondern fithren durch Stimulierung des Sympathikus auch
zu Tachykardie, Tachypnoe und erhohtem Blutdruck. Zudem ist auch die postoperative
Rehabilitation erschwert [4], was zu verlangerten Krankenhausaufenthalten und
hoheren Kosten fiir das Gesundheitssystem fiihrt [5].

Es existieren verschiedene Methoden postoperative Schmerzen zu verhindern und zu
behandeln. Praemptive d.h. bereits pra- und intraoperativ applizierte Analgetika
reduzieren beispielsweise den postoperativen Analgetikaverbrauch, flihren zu
glinstigeren postoperativen Schmerzscores und verliangern die Zeit bis zum ersten
Abrufen einer Schmerzmedikation [6]. Jedoch zeigten die Studien auch zweideutige
Ergebnisse: durch die systemische Applikation von Opioiden oder NMDA-Antagonisten
konnte kein postoperativer Vorteil in der Schmerztherapie gezeigt werden.

Als erfolgreich sind in diesem Zusammenhang eher die regionalandsthetischen
Verfahren anzusehen [7]. Die Regionalanasthesien haben einer alleinigen
Allgemeinandsthesie erstens postoperativ niedrigere Schmerzscores und zweitens eine
geringere Rate an andsthesieassoziierten Nebenwirkungen und Komplikationen wie
Ubelkeit, Erbrechen, Atemdepression, Myokardinfarkte, Pneumonien und Darmatonien
voraus. Durch die Kombination mehrerer therapeutischer Verfahren wird der gesamte
intra- und postoperative Opioidverbrauch weiter gesenkt [3, 4]. Zu den Regional-
anasthesien zdhlen Spinal-, Epidural- und Plexusanasthesien wie auch die Blockade
einzelner Nerven [4]. Lokalandsthetika wie auch Opioide kommen im Rahmen dieser
Methoden zur postoperativen Schmerzkontrolle zum Einsatz. Kombinierte Verfahren
sind z.B. die simultane Anlage einer Spinal- und einer Epiduralandsthesie mit
Verwendung von Lokalandsthetika wie z.B. Bupivacain und Opioiden. Dadurch werden
die Vorteile beider Verfahren genutzt. In der Spinalanasthesie profitiert man von einem
schnellen Wirkungseintritt und einer motorischen Blockade und durch die
Epiduralandsthesie kann man eine gute postoperative Schmerzeinstellung
gewahrleisten. Trotz dieser etablierten Verfahren leiden jedoch weiterhin viele
Patienten an postoperativen Schmerzen [3], weshalb die aktuellen Therapien verbessert

werden sollten.



1.4. Periphere Nervenblockade

Regionalandsthesien nutzen die analgetische Wirkung der peripheren Nervenblockade.
Die perineurale Injektion von Lokalandsthetika verhindert im Rahmen der peripheren
Nervenblockaden voriibergehend die Fortleitung von Aktionspotentialen [4]. Es
existieren  verschiedene Formen und Applikationstechniken: so  koénnen
Spinalnervenwurzeln am Riickenmark, Nervenplexus der Extremititen oder auch nur
einzelne periphere Nerven blockiert werden. Dabei unterscheidet man zwischen
kurzwirksamen einmaligen Bolusinjektionen und kathetergestiitzten Verfahren, die eine
anhaltende Analgesie bis hin zu mehreren Tagen gewdhrleisten konnen. Die zu
blockierenden Nerven werden mittels Nervenstimulatoren oder Ultraschall aufgesucht
[8]. Im Rahmen der regionalanasthesiologischen Verfahren kommen vor allem
langwirksame Lokalandsthetika wie beispielsweise Bupivacain oder Ropivacain zur
Anwendung. Hierbei handelt es sich um Substanzen, die spannungsabhingige
Natriumkandle blockieren und so die Weiterleitung von Aktionspotentialen am
peripheren Nerven hemmen. Insbesondere Bupivacain ist ein lipophiles Molekiil,
welches somit gut in das fettreiche, myelinisierte Nervengewebe penetrieren kann [4].
Die Lokalanasthetika blockieren die Nervenfasern allerdings nicht selektiv. Dies
bedeutet, dass sowohl sensorische, nozizeptive, wie auch vegetative und motorische
Nervenfasern gehemmt werden. Dies bedingt, dass beispielsweise bei
rickenmarksnahen Andsthesien Sympathikolysen mit erheblichen kardiovaskuldren
Nebenwirkungen, eine Hemmung des Atemzentrums [9] oder Harnverhalt bzw.
Inkontinenz auftreten konnen [10]. Problematisch ist ferner die ungewollte zusatzliche
Blockade motorischer Fasern, welche die postoperative Rehabilitation erschwert und zu
einer erhohten Sturzgefahr fihrt [11-13]. Durch genaue Berechnung der zu
applizierenden Dosis kann versucht werden nur die sensorischen und nicht die
motorischen Fasern zu blockieren, da diinnere, weniger myelinisierte Ad-und C-
Nervenfasern bereits bei geringeren Konzentrationen gehemmt werden als die dicker
myelinisierten motorischen Fasern. Diese Methode ist allerdings sehr unzuverlassig, da
eine zu hohe Dosis zu einer Blockade der motorischen Funktion und eine zu geringe
Dosis zu keiner ausreichenden Analgesie fiihrt. Zudem wird eine direkte, von der
Bindung an den Natrium-Kanal unabhidngige, Neurotoxizitit von z.B. Bupivacain

diskutiert [14-16].



Neben diesen unselektiven Inhibitoren peripherer Nerven existieren verschiedene
Stoffe wie beispielsweise Opioide oder Nayl.7-Kanalblocker, die selektiv auf
schmerzleitende Nervenfasern wirken. Der hydrophile Charakter dieser Opioide oder
des ProToxin-II verhindert allerdings, dass die Substanzen die lipophile Blut-Nerven-
Schranke iiberqueren koénnen. Die perineurale Applikation beider Substanzen fiihrt
daher zu Kkeiner vermehrten Analgesie, sodass diese Substanzen in der
Infiltrationsandsthesie nicht verwendet werden konnen. Andere Lokalanadsthetika wie
z.B. das QX-314, ein Derivat des Lidocains, konnen in Tierversuchen durch Poren des
Transient Receptor Potential Vanilloid-1 (TRPV1)-Kanals zu den Nerven vordringen.
Dabei wird die Pore durch Co-Applikation von Capsaicin geéffnet und so eine Analgesie
ohne Storung der motorischen Funktion ermdoglicht [17]. Jedoch erregt Capsaicin den
TRPV1-Rezeptor in sensorischen Nervenfasern und fiihrt zu brennenden Schmerzen
[18]. Ebenfalls fiihrte die Kombinationsbehandlung von Capsaicin und QX-314 zu einer
verzogerten mechanischen Hypersensitivitit und Neurotoxizitit und ist damit fiir den

klinischen Alltag nicht geeignet [19].

1.5. Wirkungsweise von Lokalanasthetika und Opioiden

Lokalandsthetika wie auch Opioide entfalten ihre analgetische Wirkung durch die
Interaktion mit spezifischen Rezeptoren des peripheren und/oder des zentralen
Nervensystems: Lokalandsthetika wie beispielsweise Bupivacain binden an
spannungsabhdngige Natriumkandlen, welche eine bedeutende Rolle in der Initiation
und Fortleitung von Aktionspotentialen in Neuronen und anderen Zellen spielen.
Physiologischerweise fiihrt die Depolarisation einer Zellmembran zur Aktivierung von
Natriumkandlen und dem Einstrom von Natrium ins Zellinnere. So entsteht ein
Aktionspotential und der Reiz, beispielsweise Schmerzen, wird fortgeleitet. Diese
spannungsabhdngigen Natrium-Kandle sind grofde Proteinkomplexe, die aus einer
grofderen a-Untereinheit und einer kleineren B-Untereinheit bestehen [20]. In der a-
Untereinheit befindet sich die Pore, durch welche die Ionen in die Zelle durchtreten. Die
B-Untereinheit vermittelt die spannungsabhingige Offnung des Kanals. Hinsichtlich der
spannungsabhdngigen Natriumkandle existieren neun verschiedene Isoformen der o—
und 3 Isoformen der P-Untereinheiten. Die verschiedenen Isoformen werden in

unterschiedlichen anatomischen Lokalisationen exprimiert; so ist der Nay1.2 Kanal in
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unmyelinisierten Axonen nachweisbar, wogegen Na,1.8- und Nay1.9-Kandle vor allem in
sensorischen Nervenzellen der Spinalganglien vorkommen. Nay1.4- und Nay1.5-Kanéle
sind in den Muskelzellen fiir die Initiierung der Kontraktion verantwortlich. Der
wichtigste Kanal des peripheren Nervensystems (PNS) ist der Nay1.7-Kanal [21]. Nay1.7-
Kanile spielen eine wichtige Rolle in der Erregung sensorischer Neuronen. Loss-of-
Function-Mutationen des codierenden Gens des Nayl.7-Kanals fithren zu einer
Reduktion des Schmerzempfindens. Dagegen fiihren Gain-of-Function-Mutationen zu
einer erhohten Schmerzempfindlichkeit. Ein selektiver Inhibitor dieses Kanals, das
ProToxin-II, induziert die Blockade des Aktionspotentials des Nervens und verhindert so
die Signalweiterleitung [22]. Die Natrium-Kanale kénnen durch Lokalanasthetika wie
beispielsweise Bupivacain an der Offnung und damit der Fortleitung des
Aktionspotentials gehindert werden.

Opioide sind eine heterogene Stoffgruppe, die ihre analgetische Wirkung durch Bindung
an die sogenannten Opioidrezeptoren (u—, k-, >—Subtypen) entfalten. Opioidrezeptoren
sind G-Protein gekoppelte Rezeptoren mit 7 Transmembran-Doméanen. Sie sind
hauptsichlich an den prasynaptischen Endigungen der Nervenfasern lokalisiert. Ihre
Aktivierung verhindert durch die Hyperpolarisation der Zelle eine Ausschiittung von
Neurotransmittern und blockiert so die Erregungsfortleitung [23]. Insbesondere der
p—Rezeptor ist ein zentraler Ansatzpunkt in der Schmerztherapie: dieser Rezeptor ist
sowohl im Gehirn, an den Spinal- und den peripheren Nerven zu finden und zeichnet

sich durch eine hohe Affinitdt zu Morphin aus [24].

1.6. Anatomie der Blut-Nerven-Barriere

Epithelien und Endothelien werden durch eine Lage von Zellen gebildet, die
Korperhohlen und Oberflichen der Organsysteme auskleiden. Ihre Hauptrolle ist es, als
physikalische und chemische Barriere die Koérperfunktionen aufrecht zu erhalten. Die
Haut dient beispielsweise als Schutz zur Umgebung, Darmepithelien zur Resorption,
Sekretion und Schutz vor Toxinen und die Blut-Nerven-Barriere tragt zur Regulation der
Homoostase, Erndhrung und Schutz der Nervenfasern bei. Die Blut-Nerven-Barriere
gehort zu den dichtesten Schranken des Korpers und dient der Regulation des
Umgebungsmilieus der Nerven [25]. Sie wird aus dem Perineurium und den

endoneuralen Blutgefiafden gebildet.



Periphere Nerven bestehen aus Biindeln von einer bis zehn myelinisierten oder
unmyelinisierten Nervenfasern, die von Hiillstrukturen umgeben sind. Die dufierste
Hiillstruktur ist das Epineurium, ein aus Kollagenfasern, elastischen Netzen, Fettzellen
und Blutgefifden bestehendes Bindegewebe. Es dient der Einbettung des Nervs in die
Umgebung, zur Erndhrung und dem mechanischen Schutz. Unter dem Epineurium liegt
das Perineurium. Es besteht aus epithelartigen Perineuralzellen, die in konzentrischen
Lagen angeordnet sind. Das Perineurium kann in die dufdere Pars fibrosa und die innere
Pars epitheloidea aufgeteilt werden. Die Pars fibrosa hat vor allem mechanische
Funktion wahrend die innere Pars epitheloidea die eigentliche Blut-Nerven-Barriere
bildet. Die Epithelzellen der Pars epitheloidea sind durch Tight Junctions,
Adharenskontakte und Desmosomen untereinander verbunden (vgl. Abbildung 1) [26].
Palladino et al. konnten in einer Transkriptomanalyse 22 verschiedene Tight Junction-
Proteine, 45 Adharens-Proteine und 52 Junktions- oder Adaptor Proteine in der Blut-
Nerven-Barriere nachweisen [27]. Es finden sich dort vor allem Claudin-1, Claudin-3,
Z0-1 und Occludin [28]. Die einzelnen Zelllagen sind beidseits von Basallaminae
bedeckt, deren negative Ladung als molekulares Sieb positiv geladene Molekiile an der
Diffusion hindert [29]. Dieser Aufbau bildet um den Nerven eine wirksame und
schiitzende Barriere gegeniiber hydrophilen Substanzen. Studien konnten zeigen, dass
Tracermolekiile wie beispielsweise Meerrettich-Peroxidase im humanen Gewebe nicht
aus den endoneuralen Blutgefafden, jedoch aus den epineuralen Blutgefafien austreten
konnen. Das Tracermolekil diffundiert frei durch das Epineurium, kann allerdings das
Perineurium nicht durchdringen [30].

Innerhalb des Perineuriums sind die Nervenfasern in lockeres Bindegewebe eingebettet,
das Endoneurium. Darin werden die peripheren Nerven von Myelinscheiden umhiillt,
die von Schwannzellen gebildet werden. Die Myelinisierung dient einerseits dem Schutz
des Nerven, andererseits als Isolation um die Leitungsgeschwindigkeit zu erhéhen. Die
Schwannzellen wickeln sich um das Axon des Nerven und bilden so mehrere Lagen einer
kompakten, membrandsen Struktur. Daneben existieren allerdings auch nicht kompakte
Bereiche, wie die paranodalen Regionen, Schmidt-Lantermann-Inzisuren oder das
Mesaxon, an denen sich ebenfalls wie an den Perineuralzellen Tight Junction-Proteine

wie beispielsweise Claudin-1 finden (vgl. Abbildung 1) [31].
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Abb. 1. Anatomie der Blut-Nerven Schranke

Die Blut-Nevenschranke besteht aus dem Perineurium und den endoneuralen Gefdfien. Das Mesaxon,
Schmidt-Lantermann Inzisionen und die perinodale Region bilden die Myelinscheide. Schematische
Darstellung der Hauptkomponenten und Tight Junction-Proteine. Die roten Punkte markieren Tight
Junction-Proteine [32]. Abbildung modifiziert mit Erlaubnis der Autorin und verwendet mit Erlaubnis von
Springer.

1.7. Transepithelialer Stoffaustausch

Die Passage von Stoffen tliber Epithelien und Endothelien kann entweder transzellular
oder parazellular erfolgen (vgl. Abbildung 2). Aufgrund der Lipophilie der
Zellmembranen  koénnen  lipophile Stoffe ~ ungehindert  entlang  eines
Konzentrationsgefilles liber die Barriere diffundieren, wogegen hydrophile Stoffe wie
Aminosauren, Proteine und Ionen zuriickgehalten werden. Diese konnen aktiv mittels

membranstiandiger Pumpen und Kanadle transportiert werden [33].

Abb. 2. Transepithelialer Stoffaustausch

TRANSCELLULAR PARACELLULAR Der transzellulare Transportweg ist aktiv und passiv,
passive but selective  in Abhingigkeit von der Aktivitit und der Expression
variable and regulated  yon  Pumpen, Kanilen und Transportern. Der
parazelluldre Transport ist ausschliefdlich passiv und
wird durch Konzentrationsgradienten verursacht.
Diese werden durch aktive transzellulare Transport-
mechanismen aufrecht erhalten, Die hauptsachliche
Einschriankung des parazellularen Transports erfolgt
durch die Tight Junction-Proteine [34]. Eine
Abbildungs-genehmigung ist gemdfd der American
Physiological Society nicht erforderlich.
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Der parazelluldre Transport wird durch Tight Junction-Proteine reguliert. Diese formen
durch die gegenseitige Interaktion ein die Zellen umspannendes Netzwerk. Dadurch
werden die einzelnen Kompartimente wie durch einen Zaun voneinander getrennt. Dies
verhindert, dass sich membranstindige Proteine unkontrolliert zwischen apikaler und
basaler Zellmembran bewegen kénnen. Die Tight Junction-Proteine gewahrleisten, dass
die apikale und die basale Zellmembran unterschiedliche Proteinzusammensetzungen
aufweisen und so eine Zellpolaritdt aufgebaut werden kann [25]. Diese Zellpolaritat ist
wichtig fiir die Zelldifferenzierung, Zellmigration und den gerichteten Transport von
Molekiilen iiber die Plasmamembran [35]. Die Tight Junction-Proteine tragen nicht nur
zur Polaritat der Zellen bei sondern zeigen ferner eine Ladungs- und Grof3enselektivitat,
wodurch sie den Durchtritt von Wasser, gelosten Stoffen und Immunzellen regulieren

[34].

1.8. Tight Junction-Proteine im Perineurium

Im Perineurium peripherer Nerven liegen vor allem Claudin-1, -3, und-19 sowie ZO-1
und Tricellulin als Tight Junction-Proteine vor [28, 36, 37]. Claudine sind integrale
Membranproteine, die in Tight Junctions von Epithelien und Endothelien vorkommen.
Claudine wurden erstmals 1998 von Shoichiro Tsukita identifiziert. Der Begriff Claudine
wird vom lateinischen claudere (schliefien) abgeleitet. Momentan sind 27 Proteine
bekannt, die der Familie der Claudine zugeordnet werden [38]. Studien, die die Uber-
oder Unterexpression von Claudinen untersuchten, zeigen die wichtige Rolle der
Claudine in der Bildung von Barrieren [39, 40]. Claudine tragen allerdings nicht nur zum
Verschluss, sondern auch zur Offnung von Barrieren bei und nehmen so eine zentrale
Rolle in der Steuerung der Permeabilitit von Epithelien und Endothelien ein. Die
variable Permeabilitat von Barrieren wird durch die unterschiedliche Expression und
Kombination der Claudin-Untergruppen bestimmt.

Die Regulation der Expression und Kombination von Claudinen beruht auf
verschiedenen Mechanismen: So konnen deren Expression und Einbau in die
Zellmembran durch externe Stimuli liber Signalkaskaden auf translationaler Ebene,
durch Endozytose, Phosphorylierung oder Palmitoylierung reguliert werden. Eine
Phosphorylierung der Claudine durch intrazellulare Kinasen fiihrt iiber einen

vermehrten oder verminderten Einbau in Tight Junctions zur Modulation der
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Permeabilitdit der Barriere der Zellmembranen [41, 42]. Externe Stimuli stellen
beispielsweise Proteine wie Tumor-Nekrose-Faktor o (TNF-a) oder Interleukine dar.
Diese steigern oder inhibieren liber intrazelluldre Signalkaskaden die Expression von
Claudinen. So fiihrt z.B. Interleukin-6 in Mausmodellen iiber den Janus-Kinase-Signalweg
zu einer vermehrten Expression von Claudin-2 [43]. In dieser Doktorarbeit wird
besonders der MAPK-Signalweg von Interesse sein; hierbei kann eine Aktivierung des
Signalweges sowohl zu einer Hoch- wie auch einer Herabregulation der Claudine fithren
[44-46].

Voruntersuchungen zeigten, dass eine Aktivierung des Low Density Lipoprotein
Receptor-related Protein 1 (LRP-1) Rezeptors durch hypertone Kochsalzlésung tiber
eine Phosphorylierung von Erk (Extrazellular Regulated Kinase) zu einer
Herabregulation von Claudin-1 in Tight Junctions des Perineuriums des Nervus

ischiadicus von Wistar Ratten fiihrt [47].

1.9. Offnung der Blut-Hirn-Schranke durch rtPA

Hypertone Kochsalzlosung ist jedoch kein geeigneter Wirkstoffvermittler, da die
Injektion duflert schmerzhaft ist [48]. Dieses akute Schmerzerlebnis kann einerseits
durch das verdnderte perineurale Milieu [49] verursacht sein, andererseits vermuten
Allessandri-Haber et al. einen Zusammenhang mit dem TRPV4-Rezeptor und der
intrazelluldren Src Tyrosin-Kinase [50].

Im klinischen Alltag und in Studien wurde allerdings beobachtet, dass nach systemischer
Applikation von Rekombinantem Tissue Plasminogen Aktivator (rtPA), beispielsweise
im Rahmen der Therapie eines Schlaganfalls, vermehrt Hirnddeme auftreten [51, 52].
Dies wird durch eine ,,Offnung” der Blut-Hirn-Schranke erklirt. In Tierversuchen konnte
gezeigt werden, dass nach Perfusion von Rattenhirnen mit rtPA und anschliefiender
intravendser Infusion eines Farbstoffes (Evans Blue) dieser vermehrt ins Gewebe
austrat. Bei Evans Blue handelt es sich um einen an Albumin gebundenen Farbstoff, der

normalerweise die Blut-Hirn-Schranke nicht passieren kann (vgl. Abbildung 3) [53].



J - Abb. 3: Schrankenstérung durch rtPA
M f Nach Perfusion von Rattenhirnen mit rtPA und

anschlieflender intravendser Infusion von
Evans Blue, tritt dieses vermehrt aus
[53].Verwendet mit Erlaubnis von Mary Ann

Liebert Inc.
control 30 uM rtPA

Yepes et. al konnten in Rattenmodellen zeigen, dass diese Offnung nicht durch die
katalytische Aktivitit von rtPA zu erkldaren ist. Dabei wurde rtPA-Ser#81Ala, eine rtPA
Variante ohne Kkatalytische Aktivitat, injiziert. Eine einzelne Dosis dieser katalytisch
inaktiven rtPA-Variante erhohte die Permeabilitit der Blut-Hirn-Schranke [54]. Diese
Ergebnisse lassen vermuten, dass Tissue Plasminogen Aktivator (tPA) bzw. rtPA eine
Signalkaskade auslost, die zum Zusammenbruch der Schranke fiihrt. Eine Theorie ist,
dass diese Signalkaskade durch ein Zusammenspiel von rtPA und der
Matrixmetalloproteinase-9 (MMP-9) mit dem LRP-1-Rezeptor ausgelost wird [55]. In
Rattenmodellen konnte gezeigt werden, dass tPA die Aktivitit der MMP-9 in
ischamischen Hirnarealen iiber die Interaktion mit dem LRP-1-Rezeptor steigert [56].
Die Aktivitatssteigerung von MMP-9 fiihrt dazu, dass Tight Junction-Proteine vermehrt
degradiert werden und die Blut-Hirn-Schranke geoffnet wird [57]. Yepes et al. zeigten
allerdings ebenfalls, dass rtPA auch in MMP-9 Knock-Out-Méausen zu einer Offnung der
Blut-Hirn-Schranke fithren kann und die Blockierung des LRP-1-Rezeptors diese
Offnung verhindert. So ist davon auszugehen, dass rtPA iiber den LRP-1-Rezeptor, nicht

jedoch tiber MMP-9, zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke fiihrt. [54]

TPA ist ein 70 kDa grofies Protein, welches hauptsdchlich von Endothelzellen
synthetisiert wird und aus 5 Domaédnen aufgebaut ist: einer finger-, einer epidermal
growth factor-, zwei kringle- und einer proteolytischen Doméne [58]. Die proteolytische
Domadane spaltet Plasminogen zu Plasmin und ist essentiell fiir die Hamostase. Die
Hamostase ist ein komplexer und streng regulierter Prozess, der ilibermafiige
Thrombusbildung oder Blutungen verhindert. Durch die Aktivierung von Plasmin kann
dieses Fibrin spalten und Thromben auflésen (vgl. Abbildung 4). Plasmin wird durch
o2—Antiplasmin und tPA von Plasminogen Aktivatoren Inhibitoren (PAI) inaktiviert.

In der Schlaganfalltherapie @ wird rekombinantes tPA zur Lyse der
unphysiologischerweise gebildeten Thromben verwendet. Das rekombinante tPA wird

durch genetische Verfahren hergestellt. Durch Mutationen von DNA-Sequenzen des
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nativem tPAs wird eine ldngere Halbwertszeit, eine erhohte Fibrinspezifitit und eine

Resistenz gegeniiber PAls im Vergleich zu tPA erreicht [58].

PAI-1
PAI-2

uPA
tPA
a2-antiplasmin

~

Plasminogen

Fibrin Degradation
ECM proteins Proteins

Abb. 4: Plasmin Aktivierung und Degradierung

Die Plasminogen Aktivatoren uPA und tPA katalysieren die proteolytische Umwandlung von Plasminogen
in die aktive Protease Plasmin, welche Fibrin und andere extrazelluldre Matrixproteine (ECM) spaltet. Die
Aktivitdt von uPA und tPA kann von den Plasminogen Aktivatoren Inhibitoren (PAI) und die Aktivitat von
Plasmin durch a2—-Antiplasmin inhibiert werden [59]. Verwendet mit Erlaubnis von Bentham Science
Publishers.

1.10. Stimulierung des LRP-1-Rezeptors

Der Low density lipoprotein-receptor related Protein-1-Rezeptor (LRP-1-Rezeptor)
wurde erstmals 1988 von Herz et al. beschrieben [60]. Er gehort zur Familie der Low
Density Lipoprotein (LDL)-Rezeptoren, zu der mehr als 11 verschiedene
Zellmembranrezeptoren zdhlen. Diese Rezeptoren finden sich unter anderem im
zentralen und peripheren Nervensystem und den darin enthaltenen Endothelzellen [61].
Sie sind beispielsweise an der Endozytose extrazellulirer Liganden, der
Nervenregeneration, dem Vitamin- und Lipidmetabolismus und der Signaltransduktion
beteiligt [56, 62].

LRP-1 ist mit 600 kDa ein grofdes Protein mit einem kleinen 85 kDa schweren C-
terminalen B-Fragment, welches aus einer kurzen extrazellularen, einer

membranstindigen, einer intrazelluliren Domdine und einer 515 kDa schweren
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extrazellularen n-terminalen a-Kette besteht, die nicht-kovalent miteinander verbunden
sind. Die lange extrazellulare Kette enthdlt vier Bindestellen fiir die iiber 40
verschiedenen Liganden des LRP-1-Rezeptors. Zu diesen Liganden gehoren unter
anderem tPA, Proteinase-Inhibitoren und Receptor-Associated Protein (RAP) [63]. RAP
fungiert dabei als Antagonist, der die Bindung von anderen Liganden an den
Bindestellen der extrazelluldren Kette nicht-kompetitiv blockiert [64, 65].

Eine Aktivierung des LRP-1-Rezeptors durch extrazelluldre Liganden fiihrt durch eine
Interaktion der intrazelluliren Domdidne mit zytoplasmatischen Adaptor- und
Geriistproteinen zur Aktivierung intrazelluldarer Signalwege [66]. So bewirkt eine
Bindung von rtPA an den LRP-1-Rezeptor in Fibroblasten der Rattenniere (NRK-49F
Zellen) am B-Fragment eine Phosphorylierung von Tyrosin. Diese Tyrosinaktivierung
fiihrt zu einer Mek1 Phosphorylierung und zu einem Anstieg von phosphoryliertem Erk-
1/2, einem nachgeschalteten Molekiil des Mitogen-activated Protein (MAP)-Kinase
Signalweges. Die Phosphorylierung von Erk-1/2 fithrt zu einer Aktivierung des Molekiils
und zu einer vermehrten Expression der MMP-9. Applikation von RAP oder PD98059
verhindert die Aktivierung von Erk-1/2 und die Expression der MMP-9 [67]. PD98059
ist ein selektiver Inhibitor des MAP-Kinase Signalweges. In MDCK-Zellen konnte nach
Inhibition des MAP-Kinase Signalweges durch PD98059 ein vermehrter Einbau von
Claudin-1, ZO-1 und Occludin in die Zellmembran nachgewiesen werden [68]. Im
Umkehrschluss bedeutet dies, dass eine Aktivierung dieses Signalweges zu einer
Verminderung der Tight Junction-Proteine fiihrt. Dies konnte in einer anderen Studie
bewiesen werden. Dort fiihrt rtPA iiber eine Erk-1/2-Aktivierung durch Verringerung
des Tight Junction-Proteins Occludin zu einem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke

[69].

In PC12 und N2a Zelllinien (welche als Modelle fiir Nervenzellen dienen) wird LRP-1
durch aktives oder inaktives rtPA stimuliert und interagiert anschliefend mit dem N-
Methyl-D-Aspartat- (NMDA) und Tyrosin Rezeptor Kinase- (TrK) Rezeptor. Der NMDA-
Rezeptor ist ein lonenkanal, der durch Bindung von extrazellularen Liganden aktiviert
wird. Der TrK-Rezeptor wird vor allem durch Neurotropine aktiviert und dient im
Nervensystem unter anderen der Differenzierung, dem Uberleben und der Funktion der
Neuronen. Dieser Komplex aus LRP-1, NMDA und TrK-Rezeptoren fiihrt zur Aktivierung
des MAP-Kinase-Signalweges durch Phosphorylierung von Erk-1/2 [70]. Diese

Signalkaskade konnte beispielsweise durch RAP geblockt werden (vgl. Abbildung 5).
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1.11. Intrazelluldre Signalwege

Auch die Untersuchungen weiterer Studien lassen den Schluss zu, dass extrazellulares
rtPA tiber den LRP-1-Rezeptor den MAP-Kinase Signalweg stimuliert. Der MAP-Kinase
Signalweg beschreibt die kettenartige Interaktion von im Zytoplasma der Zelle
lokalisierten Kinasen, die ein Signal von zellmembranstidndigen Rezeptoren an den
Zellkern vermitteln. Zu diesen Kinasen, die auf diese Weise unter anderem die
Zellproliferation, die Zelldifferenzierung sowie den Zellzyklus steuern, gehort
beispielsweise Erk [71]. Die vorgeschalteten Kinasen phosphorylieren die
nachfolgenden und aktivieren diese dadurch. Das Signal wird so nicht nur verstarkt,
sondern lasst Raum fiir Regulationsmechanismen und Interaktionen mit anderen
Signalwegen. Anschlieffend wird {iber Transkriptionsfaktoren die Transkription
bestimmter Proteine reguliert. Ist der Signalweg gestort, konnen entziindliche,
degenerative oder maligne Erkrankungen entstehen.

Ein moglicher Transkriptionsfaktor, der das Signal von rtPA iiber LRP-1 und
phosphoryliertem (aktivierten) Erk vermittelt, konnte Snail sein. Snail ist ein Zink-
Finger Protein, welches unter anderem zur Herabregulation der Tight Junction-Proteine
E-Cadherin [72] und Claudin-1 fiihrt [73]. Snail ist dabei ein Repressor, der an die
spezifischen E-Boxes der Promotoren bindet und so die Transkription verhindert. In z.B.
Trophoblasten wird die Transkription von E-Cadherin durch Snail2 {iber die Aktivierung

von Erk inhibiert [74].
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Der MAP-Kinase Signalweg interagiert tiber Erk ebenfalls mit dem Wnt/p-Catenin
Signalweg. Dabei fiihrt Erk iiber eine Phosphorylierung der GSK-3 (Glykogen Synthase
Kinase-3) zu einer Akkumulation von (-Catenin [75]. Diese Akkumulation von -Catenin
wiederum fiihrt zu einer vermehrten Expression des Caudal Homeobox Proteins Cdx2
[68, 76]. Cdx2 ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem in entarteten Colonzellen
zu einer Hochregulation von Claudin-1 und -2 fiihren kann [77, 78]. Dieser Effekt wird

durch B-Catenin verstarkt.

1.12. Vorversuche

In Vorversuchen unserer Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass hypertone
Kochsalzlosung tiber die MMP-9 durch Interaktion mit dem LRP-1-Rezeptor zu einer
Phosphorylierung von Erk-1/2 und einem verminderten Gehalt von Claudin-1 in der
Zellmembran fiihrt. Hierbei wurde hypertone Kochsalzlésung an den peripheren Nerven
appliziert und die Proteine mittels Western Blot untersucht. Ebenfalls zeigte sich
Applikation von hypertoner Kochsalzlosung und DAMGO [(D-Ala2,N-Me-Phe4, Gly5-ol)-
Enkephalin], einem synthetischen Opioid mit p—Rezeptorspezifitit, eine signifikante
Erhéhung der Schmerzschwelle in dem Pfotendruckschwellentest (PTT). Der
Pfotendruckschwellentest beschreibt ein Testverfahren, das 1957 von Randall und
Selitto zur Messung der Schmerzschwelle bei Nagetieren entwickelt wurde [79]. Das
Prinzip beruht darauf, dass mechanischer Druck auf die Hinterpfote oder seltener den
Schwanz von Ratten ausgeiibt wird und gemessen wird bei welcher Druckbelastung in
Gramm das Tier seine Hinterpfote bzw. den Schwanz entzieht. Im Vergleich zu den
Normwerten kann so nach Applikation von Substanzen wie beispielsweise Analgetika
objektiviert werden, in wieweit die applizierte Substanz die Schmerzschwelle
beeinflusst. Gesteigerte Druckwerte implizieren ein vermindertes Schmerzempfinden
des untersuchten Versuchstiers.

Es wird angenommen, dass die Applikation von hypertoner Kochsalzl6sung iiber die
Aktivierung des LRP-1-Rezeptors und der darauffolgenden Phosphorylierung von Erk
den Claudin-1 Gehalt in der Zellmembran des Perineuriums vermindert. Dies bewirkt,
dass die Barrierefunktion der Blut-Nerven-Schranke durchlassig fiir z.B. Opioide wird

und eine periphere Analgesie ohne motorische Funktionseinschrankungen induziert
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werden kann [47]. Hypertone Kochsalzlosung ist allerdings fiir den klinischen Alltag
ungeeignet, da die Injektion dufderst schmerzhaft ist.

Basierend auf der Erkenntnis, dass rtPA LRP-1 aktiviert, wurden weitere Versuche mit
rtPA anstatt hypertoner Kochsalzlésung durchgefiihrt. Wistar Ratten wurde perineural
am Nervus ischiadicus rtPA in verschiedenen Konzentrationen (10, 50 und 100 pg)
injiziert. Eine Stunde spater wurde an selber Lokalisation DAMGO injiziert und der

Pfotendruckschwellentest durchgefiihrt [37].
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Abb. 6: RtPA éffnet funktionell die Blut-Nerven-Schranke

(A) Wistar Ratten wurden unterschiedliche Konzentrationen von rtPA (10, 50 und 100 pg) und 1 h spater
DAMGO perineural am Nervus ischiadicus injiziert. Der PTT wurde vor und 10 min nach der Injektion
durchgefiihrt. (*p < 0.05 vs. Basalwert (BL), Two-Way ANOVA, n 6).

(B) Wistar Ratten wurde perineural 10 pg rtPA injiziert gefolgt von einer zweiten Injektion mit DAMGO
(30 mg, 1 bis 168 h spater) (*p < 0.05 vs. Basalwert, Two-Way RM-ANOVA, n = 6).

(C) Wistar Ratten wurde rtPA und nach 2 h ein Lésemittel perineural injiziert [80].

Eine Abbildungsgenehmigung ist als Co-Autor nicht erforderlich.

Es zeigte sich eine erhohte Schmerzschwelle nach perineuraler Injektion von rtPA und
DAMGO aber nicht nach alleiniger Injektion von rtPA. (vgl. Abbildung 6 C). Es muss

davon ausgegangen werden, dass rtPA ein moglicher Mediator der opioidvermittelten
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Analgesie am peripheren Nerven ist. Die hierdurch induzierte analgetische Wirkung
erreichte ihr Maximum 2 h nach Injektion und hatte sich nach 120 h wieder normalisiert
(vgl. Abbildung 6 B). Der analgetische Effekt konnte bereits nach Injektion von 10 pg
rtPA beobachtet werden; die Dosissteigerung auf 100 pug zeigte keine signifikante
Erhéhung der Schmerzschwelle (Daten nicht gezeigt). Um die Offnung der perineuralen
Barriere zu visualisieren, wurden immunhistochemische Farbungen peripherer Nerven
angefertigt. Ein Claudin-1-Antikérper wurde mit einem griinen Farbstoff gekoppelt,
sodass Claudin-1 grin fluoreszierte. Die Zellkerne wurden mittels DAPI (4',6-Diamidin-
2-phenylindol) gefarbt. Die immunhistochemischen Farbungen zeigten eine
Verringerung von Claudin-1 im Perineurium und eine erhohte

Zellmembranpermeabilitdt 2 h nach Injektion von rtPA (vgl. Abbildung 7).

Claudin-1 DAPI

merge
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//‘

CTRL

rtPA 2h

bar =50 pm

Abb. 7: RtPA reduziert Claudin-1 in der Zellmembran

Immunreaktivitdat von Claudin-1 [rabbit Claudin-1 Primdrantikérper und goat anti-rabbit Alexa Fluor®
488 Sekundarantikérper (von Life Technologies), griin] und Farbung der Zellkerne (DAPI, blau) des
Perineuriums unter Kontrollbedingungen und 2 h nach der perineuralen Injektion von 10 pg rtPA. Man
sieht eine Verminderung von Claudin-1 im Perineurium und eine erhohte Permeabilitit [80]. Eine
Abbildungsgenehmigung ist als Co-Autor nicht erforderlich.

1.13. Arbeitshypothesen

Trotz herausragender Fortschritte in der Schmerztherapie sind regional- und
allgemeinandsthesiologische Verfahren nach wie vor mit einem betrachtlichen
Spektrum an unerwiinschten Wirkungen und Komplikationen verbunden. Die fehlende
Selektivitit von Lokalandsthetika auf sensorische Nervenfasern bedingt deren

kardiovaskulares Risikoprofil sowie die ungewollte passagere Lahmung motorischer
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Nerven. Bislang existieren keine in vivo wirksamen Medikamente, die selektiv und
ausschliefdlich die Schmerzrezeptoren blockieren. Es sind zwar selektiv wirksame
Substanzen bekannt, doch gelangen diese bislang nicht iiber die Blut-Nerven-Schranke.
Diese Arbeit untersucht und beschreibt Grundlagen fiir die Entwicklung eines
alternativen Verfahrens zur Offnung der perineuralen Barriere fiir die oben
beschriebenen selektiv ~wirksamen Analgetika. RtPA gilt als moglicher
Wirkstoffvermittler der opioidvermittelten Analgesie am peripheren Nerven, sodass die

molekularen Mechanismen nach Applikation von rtPA von besonderem Interesse sind.

Ziel dieser Arbeit ist es, aufbauend auf den Vorversuchen von Dr. Judith Bosten und Dr.
Alexander Boecker, die intrazelluliren Mechanismen nach Applikation von rtPA an
peripheren Nerven zu untersuchen. Annahme ist, dass rtPA in einer frithen Phase ca. 2 h
nach Applikation liber eine Bindung an den LRP-1-Rezeptor zu einer vermehrten
Phosphorylierung von Erk und somit liber eine Repression der Transkription durch
Snail zu einer verminderten Claudin-1 Expression fiihrt (vgl. Abbildung 8). GSK-3

vermittelt die Ubiquitinierung und damit den Abbau von B-Catenin.

Abb. 8: Signalweg in der frithen Phase
Hypothetischer Signalweg nach Bindung von rtPA an den LRP-1-Rezeptor, frithe Phase.
Erstellt mit Hilfe von smart Servier medical art.
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Im Gegenzug wird in einer zweiten, spateren Phase ca. 24 h nach Applikation von rtPA
tiber die Interaktion von Erk mit GSK-3 und der darauffolgenden Akkumulation von
f—Catenin und Cdx2 die Expression von Claudin-1 wieder hochreguliert (vgl. Abbildung
9).

® ~_
B-Calﬂenin] ERK 1/2

)

Abb. 9: Signalweg in der spaten Phase
Hypothetischer Signalweg nach Bindung von rtPA an den LRP-1-Rezeptor, spéte Phase.
Erstellt mit Hilfe von smart Servier medical art.

Durch die Herabregulation von Claudin-1 in der frithen Phase wird die Blut-Nerven
Barriere geoffnet und hydrophile Stoffe, wie beispielsweise Opiate, konnen an den
Nerven dringen. In einer spaten Phase wird die Barrierefunktion wiederhergestellt und

der Nerv ist wieder vor externen Stoffen geschiitzt.

Um die Abfolge des Signalweges genauer zu untersuchen, werden bestimmte
Schliisselpunkte des Signalweges inhibiert bzw. moduliert (vgl. Abbildung 10). Dabei
wird RAP, ein nicht-kompetitiver Antagonist des LRP-1-Rezeptors, vor rtPA appliziert
um zu untersuchen, ob durch die Inhibition des Rezeptors die nachgeschaltete
Signalkaskade nicht ausgelost wird. So kann bestatigt werden, ob die Phosphorylierung
von Erk und die Herabregulation von Claudin-1 durch rtPA abhangig von der
Aktivierung des LRP-1-Rezeptors sind. Um zu verifizieren, dass die Phosphorylierung
von Erk fiir die Herabregulation von Claudin-1 nétig ist, wird PD98059, ein Inhibitor der

Erk-Phosphorylierung, mit rtPA gemeinsam appliziert.
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Auch wird untersucht, ob die perineurale Applikation von rtPAi die gleiche
Signalkaskade wie rtPA auslosen kann. RtPAi ist katalytisch inaktives rtPA mit jedoch
den gleichen Bindungsstellen und sollte somit auch an den LRP-1-Rezeptor binden
konnen. Dadurch wird untersucht, ob die katalytische Aktivitit von rtPA zur
Stimulierung des LRP-1-Rezeptors notwendig ist oder ob das nebenwirkungsarmere

rtPAi eine Alternative darstellen kann.

Abb. 10: Interaktion mit dem Signalweg

Blockierung durch RAP, Inhibition von Erk durch PD98059 und Aktivierung durch rtPAi des Signalweges.
Erstellt mit Hilfe von smart Servier medical art.
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2. Material und Methoden

2.1. Materialien

2.1.1. Versuchstiere

Samtliche dieser Doktorarbeit zugrundeliegenden Tierversuche wurden von der
Regierung Unterfranken nach §8 Abs. 1 TierSchG genehmigt (Aktenzeichen 55.2-
2531.01-3/13). Die Behandlung der Tiere, die Nervenentnahme sowie die
Verhaltenstests wurden von Dr. Judith Bosten und Shaobing Yang durchgefiihrt.
Mannliche Wistar Ratten mit einem Gewicht zwischen 170 und 220 g dienten als
Versuchstiere. Die Haltung der Ratten erfolgte in einem 12-h-Tag-12-h-Nacht-Rhythmus
bei Raumtemperaturen von 20 - 25°C im Zentrum fiir Experimentelle Molekulare
Medizin (ZEMM), Zinklesweg 10 in 97090 Wiirzburg. Die Versuchstiere hatten freien
Zugang zu Wasser und Standardtrockenfutter. Sie stammten von Janvier S.A.S., 4105-Le
Genest-St-Isle, Frankreich. Die perineurale Injektion der Medikamente erfolgte unter

kurzer Isofluran-Narkose.

2.1.2. Antikorper und Primer

Primarantikérper

Antikorper und Primer Hersteller: Verdlinnung
B-Aktin-HRP anti-Maus Antikorper Sigma #A5441 1:10.000
Phospho-p44/42 MAPK (Erk1/2) | Cell Signaling #9101 | 1:400
(Thr202/Tyr204) anti-Kaninchen

Antikorper

P44/42 MAPK (Erk1/2) anti-Kaninchen | Cell Signaling #9102 | 1:1.000
Antikorper

Claudin-1 anti-Kaninchen Antikérper Invitrogen #51-9000 | 1:1.000
B-Catenin anti-Kaninchen Antikdrper abcam ab6302 1:4.000

Phospho-GSK-3a/3 (Ser21/9) anti- | Cell Signaling #9331 | 1:1.000
Kaninchen Antikérper

GSK-3p (27C10) anti-Kaninchen | Cell Signaling #9315 | 1:1.000

Antikorper

Cdx2 (H-43) anti-Kaninchen Antikérper Santa Cruz Biotech | 1:100
sc-134468#

SLUG (H-140) anti-Kaninchen Antikérper | Santa Cruz Biotech | 1:100
sc-15391

Tabelle 1: Antikérper und Primer
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Die Primarantikorper wurden in 5% Magermilch in TBS-TWEEN verdiinnt.

Sekundarantikorper:

Anti-Kaninchen IgG HRP-linked Antikérper von Cell Signaling #7074S;
Verdiinnung 1:3.000 in 2,5% Blockierlésung mit 2,5% BSA in TBS-T

Primer:

Claudin-1 Primer von MWG Eurofins, Ebersberg, Germany

18s-rRNA Primer von MWG Eurofins, Ebersberg, Germany

2.1.3. Inhibitoren und Enzyme

Inhibitoren und Enzyme

Bezeichnung: Hersteller: Katalognummer
rtPA Abcam Ab62763
inactive rtPA (rtPAi) Molecular innovations | HTPA-ALA

RAP receptor associated protein | Fitzgerald 30R-AR008

PD 98059 (pErk Inhibitor) Cellsignaling #9900
Complete ultra Tablets mini Roche 05892970001

Tabelle 2: Inhibitoren und Enzyme

2.1.4. Gerate

Gerate |

Bezeichnung:

7300 Real Time PCR System

Accu-jet pro Pipettierhelfer
Blotkammer Fast Blot B44
Chemilumineszenzdetektor FluorChem FC2
Dri Block DB2A

Folienschweifdgerat Vacupak plus
Heracell 150i Inkubator
Microcentrifuge MC6400
Mikrotiterplatten-Photometer Sunrise

Tabelle 3: Gerate |
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Gerate I1
Bezeichnung: Hersteller:

Mini-PROTEAN® Tetra Cell Gelkammer BioRad

NanoDrop 2000 spectrophotometer peqlab
Nervenstimulator  Stimuplex =~ HNS12 | B. Braun Whatman peqlab
Power Supply Peq Power E300 Sony

Printer UP-D897 Marienfeld
Taumler Applied Biosystems
Thermal cycler 2720 Quiagen
Tissuelyser 85220 Bachmann
Ultrazentrifuge Avanti J-301 Eppendorf
Varipette 4720 Labinco

Vortexer L46 Eppendorf
Zentrifuge 5415C Eppendorf
Zentrifuge 5418R

Tabelle 4: Gerate II

2.1.5. Hilfsmittel

Die Hilfsmittel fiir die Gele sind von BioRad:
Casting stand
Casting frame
Keile zum Aufbrechen der Gele (,Gel releaser”)
Weitere Hilfsmittel:
Stainless stealbeads (Stahlkugel) von Quiagen #69989; 200 Stiick
Mikrowellplatten mit 96 Wells von Thermo scientific
Schere
Stoppuhr
Lineal
Blotting-Papier (550g/mz2, #GB40 von Hartenstein)
Blottingmembran (Whatman Protran BA83 von GE Healthcare: 0,2um-Nitrocellulose-
Membran #NC02 von Hartenstein)
Kunststoffschalen

Plastikfolie zum Einschweif3en (Roth #H508.1)
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2.2. Behandlung der Ratten

Die Wistar Ratten wurden mittels Isofluran in eine Kurznarkose versetzt und die Nn.
ischiadici unter Zuhilfenahme eines Nervenstimulators (Stimuplex HNS12; B. Braun)
dhnlich wie bei Patienten aufgesucht. Von der Dorsalseite des Beines und distal des Os
ischii aus wurde eine 22 G-Nadel durch die Haut und die oberflachlichen Faszien
eingestochen. Zur Nervenlokalisation wurden wiederholt liber einen an die Nadel
angeschlossenen Nervenstimulator elektrische Impulse mit einer Stirke von 0,4 mA
appliziert. Eine impulssynchrone Plantarflexion der Rattenpfote signalisierte die Nahe
der Nadel zum Zielnerven. Durch Reduzierung der Impulsstarke auf 0,2 mA wurde zur
Feinjustierung der Nadelposition der Punkt bestimmt, an dem der grofite
Bewegungsausschlag zu verzeichnen war. An dieser Stelle wurde dem jeweiligen
Versuchsaufbau entsprechend rtPA, rtPAi, PD 98059 und/oder RAP injiziert. Das
gesamte Injektionsvolumen betrug dabei stets 300 pl. Im Falle der zweizeitigen
Injektion von DAMO wurde das Injektionsvolumen auf 150 pl reduziert um wieder ein
Gesamtvolumen von 300 pl zu erreichen. Nach Verstreichen der festgelegten Zeitpunkte
wurden die Ratten gemafd dem Tierschutzprotokoll in tiefer Isoflurannarkose durch
intrakardiale Injektion von 300 ul T61 (Embutramid, Mebezonium und Tetracain)
getotet. Anschliefdend wurden die Nn. ischiadici entnommen und bei -80°C in fliissigem
Stickstoff bis zur weiteren Aufbereitung eingefroren. Jedes Reaktionsgefafd wurde mit

jeweils zwei Nerven bestiickt.

2.3. Western Blot

Der Western Blot ist eine Methode, die 1979 im Labor von Robert Nowinski im Fred
Hutchinson Cancer Research Center in Seattle von W. Neal Burnette entwickelt wurde
und dazu verwendet wird, Proteine in verschiedenen Geweben oder Fliissigkeiten
nachzuweisen. Das Funktionsprinzip beruht auf unterschiedlichen Laufge-
schwindigkeiten verschiedener Proteine in der Gelelektrophorese. Die unter-
schiedlichen Laufgeschwindigkeiten hdngen von Grofde, Ladung und weiteren
proteinspezifischen Eigenschaften ab. Durch Verwendung einer Sodiumdodecylsulfat
Polyacrylamid Gelelektrophorese (SDS-PAGE) wird durch das SDS die Eigenladung der

Proteine liberdeckt, sodass diese nur ihrem Molekulargewicht entsprechend aufgetrennt
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werden konnen (vgl. Abschnitt 2.3.3) [81]. Die aufgetrennten Proteine werden in einem
zweiten Schritt auf eine Membran transferiert und durch Bindung von Antikérpern
visuell dargestellt. Dabei bindet der Primarantikérper das nachzuweisende Protein und
ein weiterer Sekundarantikorper diesen Primarantikorper. Der Sekundarantikorper ist
enzymgekoppelt und kann in einer Chemilumineszenzreaktion sichtbar gemacht
werden. Folglich kénnen erstens spezifische Proteine visualisiert und zweitens

Proteinmengen semiquantitativ im Verhaltnis zueinander betrachtet werden.

Western Blotting
A SDS-PAGE and Detection E

l Western biot TDeveIop color
B D
Blot from gel
C
Add\ Je=r g E /E;?i’ me
[ y
F;”n’{:_a'y 2 conjugate

body

1

1]

Abb. 11. Western Blot

Schematische Darstellung eines Western Blots. (A) Ungefarbtes SDS-PAGE Gel vor dem Western Blot. Die
gezeigten Banden sind hypothetisch. (B) Die Membran nach dem Transfer der Banden aus dem Gel. (C)
Der Primérantikorper bindet an das spezifische Protein. (D) Ein Sekundarantikdrper, der an ein Enzym
konjugiert ist, bindet den Primarantikorper. (E) Fluoreszenzentwicklung der spezifischen Bande [82].
Verwendet mit Erlaubnis von Elsevier.

2.3.1. Nervenhomogenisierung und Separation der Membran- und
Zytosolfraktionen

In das zwei Nerven fassende Reaktionsgefiafie wurden pro behandelten Nerv 250ul
eiskalter EP-Puffer sowie ein Proteaseinhibitor (Complete) hinzugefiigt und die
eingefrorenen Proben auf Eis aufgetaut. Die Proben wurden nach Beigabe einer
Stahlkugel der Firma Quiagen fiir 3 min im Quiagen Tissuelyser bei einer Frequenz von
30/s lysiert. AnschliefSend erfolgte das Zentrifugieren der Proben bei 4°C in der
Zentrifuge 5418R fiir 10 min bei 4500 x g. Der Uberstand wurde in neue, sterile

Reaktionsgefafde tiberfithrt. Der Riickstand mitsamt der Stahlkugel wurde verworfen.
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Der gewonnene Uberstand wurde anschieRend 30 min in der Ultrazentrifuge bei 4°C
und 40.000 x g zentrifugiert. Es erfolgte das erneute Abpipettieren und Uberfiihren des
Uberstands in ein steriles Reaktionsgefi3. Der Bodensatz wurde mit 50 pl RIPA (vgl.
Tabelle 6) mit dem Proteaseinhibitor Complete resuspendiert und auf Eis gestellt.

Die Gefifse mit dem Uberstand enthielten den Zytosolanteil des aufbereiteten Nervens
und die Gefdfle mit dem Bodensatz (Sediment) die Membranbestandteile. Die
Proteinkonzentration in den verschiedenen Proben wurde bestimmt und die Proben

anschlieflend bei -20°C bis zur Verwendung fiir den Western Blot eingefroren.

EP-Puffer RIPA-Puffer

Chemikalie Konzentration Chemikalie Konzentration
NaCl 120 mM HEPESpH 7,6 | 25 mM

HEPES pH 7,6 | 25 mM EDTA 2 mM

EDTA 2 mM NaF 25 mM

NaF 25 mM SDS 1%

Triton X 1%

Tabelle 5 und 6: EP- und RIPA-Puffer

2.3.2. Proteinbestimmung mittels BCA Assay

Der Bicinchoninic Acid (BCA) Assay wurde 1985 das erste Mal von Smith et al.
beschrieben. Ein Assay (deutsch: Test, Probe) ist ein in der Labormedizin verwendetes
Testverfahren zum Nachweis bestimmter Substanzen. Der BCA Assay beruht auf der
Reaktion von Cu?* zu Cu* unter alkalischen Bedingungen. Dieses einfach positive Cu-lon
reagiert mit BCA zu einem violetten Komplex dessen Absorptionsmaximum bei 562 nm
liegt.

Da die Menge des produzierten Cu* von der Ausgangskonzentration an Proteinen in der
Probe und der Inkubationszeit abhdngt, kann die Proteinkonzentration der Probe
photometrisch im Vergleich zu Gemischen mit bekannter Proteinkonzentration, einer
sogenannten Standardreihe, bestimmt werden [83, 84].

Ziel dieser Proteinquantifizierung ist es, in der Gelelektrophorese gleiche Mengen an
Proteinen je Probe aufzutragen. Damit kann eine Aussage iiber die quantitativen

Proteinmengen der einzelnen Proben im Vergleich zueinander getroffen werden.
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Protokoll:
Eine Standardreihe wurde aus dem Pierce BCA Protein Assay Kit nach folgendem

Schema angefertigt.

Volumen RIPA (ul)  Volumen BCA (pl) BSA-Konzentration (pul/ml)
A 125 375 der Stammlosung 1500
B 325 325 der Stammlosung 1000
C 175 175 aus A 750
D 325 325aus B 500
E 325 325ausD 250
F 325 325ausE 125
G 400 100 aus F 25
H 400 0 0=BLANK

Tab. 7: Pipettierschema der Standardreihe

Jeweils 10 pl der Zytosol- und Sediment-Proben wurden mit 90 ul RIPA ohne Complete
1:10 verdiinnt. Ein ,Working Reagent“ wird aus Reagenz A und Reagenz B aus dem
Pierce BCA Protein Assay Kit im Verhdltnis 50:1 hergestellt. Jeweils 25 ul der
Standardreihe oder der Probe wurden in ein Loch einer Loch-Platte gefiillt. Pro Probe
wurden jeweils drei Locher befiillt; in jedes Loch erfolgte ferner die Zugabe von 200 pl
der Reagenz A:B-Mischung. Die Lochplatte wurde 30 min im Inkubator gewarmt und
anschlieflend die Proteinkonzentration bei 562 nm unter Zuhilfenahme des Programm
Magellan bestimmt. Mit Hilfe der Standardléosung von bovinem Serumalbumin (BSA)
wurde eine Eichgerade erstellt, anhand derer die Proteinkonzentration der Lysate im

Photometer ermittelt wurde.

2.3.3. SDS-Gelelektrophorese

In der SDS-Gelelektrophorese werden die Proteine gemaf$ ihrer Molekiilgrofde in einem
elektrischen Feld aufgetrennt. SDS stellt ein anionisches Tensid dar, das an Proteine
bindet und deren Eigenladung iiberdeckt. Ein Gramm Protein bindet hierbei ca. 1.4
Gramm SDS. In der Folge weisen alle Proteine eine negative Ladung auf, was zu einer
gegenseitigen Abstofdung der Proteine fiihrt. Zusatzlich werden die Proben unter Zugabe
von (-Mercaptoethanol auf 95°C erhitzt, wodurch die Sekundar- und Tertidrstrukturen

aufgebrochen werden. Diese beiden Prozesse flihren dazu, dass die Proteine gemaf3
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ihrer Molekiilmasse in einem Polyacrylamidgel aufgetrennt werden kénnen und lineare
Banden bilden kénnen. Dazu werden gleiche Proteinkonzentrationen in die Taschen des
Gels aufgetragen und eine elektrische Spannung zwischen 50 V und 150 V angelegt. Die
negativ geladenen Proteine wandern nun in Richtung Anode zuerst durch ein Sammelgel
in dem die Proteine konzentriert werden und anschliefdend durch ein Trenngel. Das
Trenngel wirkt wie ein Sieb, in dem die kleinen Proteine schneller durch die Maschen
wandern konnen als die Grof3en, sodass die Proteine mit kleiner Molekularmasse weiter
durch das Gel wandern als die mit grofierer Molekiilmasse. Anhand eines mit

aufgetragenen Grofdenmarkers kann an der Hohe der Banden die Grofde der Proteine

abgeschatzt werden.
3 M Tris pH 8,8 0,5 M Tris pH 6,8
Chemikalie | Menge fiir 1 L Chemikalie | Menge fiir 1 L
Tris 363,42 ¢ Tris 60,57 g
H20 auf 700 ml auffiillen H20 auf 700 ml auffiillen
HCl 25 % | pH einstellen auf 8,8 HCl 25 % | pH einstellen auf 6,8
H20 auf 1 L auffiillen H20 auf 1 L auffiillen

Tab. 8 und 9: Zusammensetzung von 3 und 0,5 M Tris

10 % APS 20 % SDS

Chemikalie | Menge fiir 50 ml Chemikalie Menge fiir 50 ml
APS S5g SDS 10g

H20 Auf 50 ml auffillen H20 Auf 50 ml auffillen

Tab. 10 und 11: Zusammensetzung 10 % APS und 20 % SDS

Protokoll:

Sammel- und Trenngel wurden entsprechend den Angaben in Tabellen 12-15 mit Hilfe
der Reagenzien aus Tabelle 8 und 9 selbst hergestellt. Die Formen fiir die Gele waren
von BioRad und bestanden aus einem Casting stand in den die Casting frames mit
Glasplatten eingesetzt wurden. Zuerst wurde das Trenn- und anschliefend das
Sammelgel in die Hohlrdume zwischen den Glasplatten gegossen. Eigesetzte 10-zackige
Kamme bildeten die Hohlraume fiir die Geltaschen. Nach dem Trocknen wurden die Gele

in eine mit SDS-Laufpuffer (Tabelle 12) gefiillte Elektrophoresekammer gesetzt.
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Die Proben wurden aufgetaut und gemaf? eines Pipettierschemas, das anhand der BCA-
Proteinkonzentrationsmessung erstellt wurde, mit vier pl Laemmli und RIPA-Puffer
verdiinnt. Anschliefend wurden die Geltaschen so befiillt, dass jede Tasche mit 25 pg
Protein in einem Gesamtvolumen von 20 ul beladen wurde. Die Proben wurden
anschliefSend fiinf min bei 95°C im Heizblock erhitzt. Es erfolge das Befiillen der
Geltaschen mit 20 pl Probe oder vier ul Proteinmarker V. Um die Proteine im Sammelgel
zu konzentrieren wurde zundchst eine Spannung von 50 V fiir 30 min angelegt;

anschiefdend liefen die Proteine fiir eine Stunde bei 150 V durch das Trenngel.

Acrylamid-Trenngel 10 % Acrylamid-Trenngel 12 %
Chemikalie | Menge fiir 1-2 Gele Chemikalie | Menge fiir 1-2 Gele
H20 4 ml H20 3,35 ml

3 M Tris 2,5 ml 3 M Tris 2,5 ml

SDS 20 % 100 pl SDS 20 % 100 pl

Acrylamid 3,33 ml Acrylamid 4 ml

APS 100 pl APS 100 pl

TEMED 6 ul TEMED 6 ul

Tabellen 12 und 13: Zusammensetzung der Acrylamid-Trenngele mit 10 und 12 % Acrylamid

Acrylamid-Sammelgel 5 x Laemmli

Chemikalie | Menge fiir 1-2 Gele Chemikalie Menge fiir 50 ml
H»0 2,85 ml Tris 25 ml

0,5M Tris | 1,25 ml SDS 2 % 1g

SDS20% | 50l Glycerol 5ml

Acrylamid | 850 ul 3-Mercaptoethanol | 0,5 ml

APS 50 ul EGTA 0,038¢g

TEMED 5ul PMSF 0,087 g

Bromphenolblau 01g

Tabellen 14 und 15: Zusammensetzung des Acrylamid-Sammelgels und von Lammli
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SDS-Laufpuffer, 10 x SDS-Laufpuffer, 1 x

Chemikalie Menge fiir 2 L Chemikalie Menge fiir 2 L

Tris 60,4 g SDS-Laufpuffer 10 x | 200 ml

Glycin 376 ¢ H20 auf 2 L auffiillen
SDS1% 20g

H,0 auf 2 L auffiillen Tab. 16 und 17: Zusammensetzung der SDS-Laufpuffer

2.3.4. Proteintransfer auf die Membran

Die in dem Gel aufgetrennten Proteine wurden in einer Blottingapparatur nach dem
Semi-Dry-Verfahren auf eine Nitrozellulosemembran iibertragen. Auch hierbei wurde
eine elektische Spannung angelegt, sodass die Proteine in Richtung Anode aus dem Gel
auf die Membran wanderten.

Support pads

Gel - _ _ - ~ -
N _hhR——————— ~ =% Filte
Transfer _ — = = =, I i e
membrane e

Support pads

Positive electrode

Abb. 12. Aufbau des Blots

Die Transfermembran und das Gel werden zwischen Filterpapieren und der Blottingapparatur
eingeklemmt. Dabei liegt die Membran unter dem Gel in Richtung Anode [82]. Verwendet mit Erlaubnis
von Elsevier.

Fliir den Proteintransfer wurden Gel und Nitrozellulosemembran in einem
Transferpuffer (vgl. Tabelle 18) getrankt und wie ein Sandwich zwischen Filterpapieren
und der Blottingapparatur eingeklemmt. Anschliefiend wurde eine Spannung von 15 V
fir 90 min angelegt. Nach Ablauf dieses Zeitintervalls erfolgte die Entnahme der
Membranen und Gele, welche daraufhin fiir die Immunodetektion beziehungsweise

Coomassiefarbung vorbereitet wurden.
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Semi-Dry Transferpuffer

Chemikalie Menge fiir 2 L

Tris 6,06 g

Glycin 28,82¢g
Methanol 400 ml

H20 auf 2 L auffillen

Tab. 18: Zusammensetzung des Semi-Dry Transferpuffers

TBS 0,05 % Tween (TBS-T) 10 x TBS-T 1x

Chemikalie | Menge fiir 4 L Chemikalie Menge fiir 2 L
Tris 48,45 g TBS-T 10 x 200 ml

NaCl 350,64 g H20 auf 2 L auffiillen
H20 auf 3 L auffillen

HCI pH einstellen auf 7,6

H20 auf 4 L auffillen

Tween 20 20 ml in 250 ml Puffer losen

Tab. 19 und 20: Zusammensetzung von TBS-T Waschldsung

2.3.5. Coomassie-Fiarbung

Mit Hilfe der Coomassie-Farbung koénnen Proteine im Polyacrylamidgel sichtbar
gemacht werden. Der Farbstoff lagert sich an die basischen Seitenketten der
Aminosduren an und farbt diese unspezifisch. Die Coomassie-Farbung erlaubt eine erste
Aussage iiber den Erfolg der Gelelektrophorese und den Proteingehalt der Proben. Im
Rahmen unserer Versuchsreihen wurden die Polyacrylamid-Gele zunéchst fiir 10 min in
die Coomassie-Losung (vgl. Tabelle 21) gegeben und anschliefdend fiir 20 min mir einer
Entfarberlosung (vgl. Tabelle 22) behandelt. Die Gele wurden iliber Nacht in Aqua

gelagert und am nachsten Tag in einem Imager fotografiert.

Coomassie (0,5 L) Entfarber Losung
Chemikalie Menge Chemikalie | Konzentration
Serva-Blau G 250 | 1,25¢g Essigsdaure | 10 %
Isopropanol 227 ml Methanol | 30 %
H0 Essigsdure | 227 ml H,0 60 %

46 ml

Tab. 21 und 22: Zusammensetzung von Coomassie- und Entfarber Losung
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2.3.6. Immundetektion

Die vorangegangenen Arbeitsschritte beschreiben wie die Proteine durch den Blot auf
die Nitrocellulosemembran {ibertragen werden. Das angewandte Verfahren der
Immundetektion ermdglicht das Sichtbarmachen der Proteine mithilfe spezifischer
Antikorper. Die auf der Membran verbliebenen Bindungsstellen fiir Proteine werden mit
Hilfe einer proteinhaltigen Blockierlésung blockiert, somit wird gewahrleistet, dass die
Antikorper nicht unspezifisch an der Membran binden [85]. Nachdem die Membran mit
dem Primarantikérper beschichtet ist, spililt man die nicht gebundenen Antikérper von
der Membran ab und inkubiert die Membran mit dem Sekundarantikorper. Dieser
bindet den Fc-Teil der Antigen-Antikorper-Komplexe. Der Sekundarantikérper ist an
Horseradish Peroxidase (HRP) gebunden, einem Enzym, das den Chemilumineszenz-
Farbstoff Luminol oxidiert und so sichtbar macht. Die Intensitét dieser Fluoreszenz kann
mithilfe des Imagers quantifiziert werden, sodass Verdanderungen der

Proteinkonzentrationen der Proben gemessen werden konnen.

Protokoll:

Die der Blottingapparatur entnommenen Membranen wurden fiir eine Stunde mit der
Blockierlosung (vgl. Tabelle 23) beschichtet und anschlieféend liber Nacht mit dem
Primdrantikorper bei 4°C inkubiert. Die Primarantikérper wurden dabei gemafd den
Angaben unter Punkt 2.1.3. mit 5% Magermilch in TBS-T verdiinnt. Am nachsten Tag
wurden die Membranen drei Mal fiir jeweils 10 min in TBS-T (vgl. Tabelle 20)
gewaschen. Der Sekundarantikérper wurde 1:3000 in TBS-T 2,5 % Magermilch mit 2,5
% BSA (vgl. Tabelle 24) verdiinnt und die Membran fiir eine Stunde damit inkubiert.

Abschlief3end erneutes Waschen der Membran drei Mal fiir jeweils 10 min in TBS-T.

TBS-T mit 5 % Mager- 2,5 % Blockierlosung mit 2,5 % BSA
milch (Blockierl6sung) Chemikalie Menge fiir 30 ml
Chemikalie Menge fiir 200 ml Blockierlésung | 15 ml

TBS-T 200 ml BSA 0,75g

Magermilch 10g TBS-T 1 x auf 30 ml auffiillen

Tab. 23 und 24: Zusammensetzung von Blockier Losung und Blockier Lésung mit 2,5 % BSA
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Im ndchsten Schritt wurden die verbesserten (engl.: enhanced) Chemilumineszenz (ECL)
Losungen I und II im Verhaltnis 1:1 miteinander vermischt und die Membranen damit
benetzt. Die HRP-gekoppelten Sekundarantikoérper oxidierten das in den Losungen
enthaltene Luminol. Dadurch leuchteten die mit Antikorper beschichteten
Proteinbanden auf der Membran und konnten mithilfe des Programms FluorChem 2
System des Herstellers Alpha Innotech fotografiert werden. Das Signal war umso
starker, desto mehr Antigene auf der Membran vorhanden waren und von Antikérpern
gebunden wurden.

Damit semiquantitative Vergleiche des Konzentrationsverlaufs der Proteine nach
Behandlung gezogen werden konnten, war es notwendig die Veranderung von Proteinen
zu messen, die ausreichend in den Proben enthalten waren und deren Konzentration
durch die Behandlung nicht beeinflusst wurde. Diese Proteine werden auch
Housekeeping Proteine genannt. In unseren Versuchsreihen diente das Protein 3-Aktin
als Ladekontrolle. Daher wurden die Membranen nach der Detektion der gesuchten
Proteine nochmals mit einem [-Aktin Antikérper inkubiert, der direkt mit HRP

gekoppelt ist, und auch dessen Lumineszenz im Imager quantifiziert.

2.3.7. Densitometrie

Die Densitometrie dient der semiquantativen Analyse der Western Blots. Der Imager
misst mit einer Kamera die Farbdichte (Integrated Density Value, IDV) der
aufleuchtenden Banden, die mit der Proteinkonzentration in der Probe korreliert. Die
IDVs der einzelnen Proteine wurden mit den entsprechenden IDVs der phosphorylierten
Form des jeweiligen Proteins bzw. der Ladekontrolle zu den untersuchten Zeitpunkten

ins Verhaltnis gesetzt.

2.4. RT-qPCR

Die quantitative Reverse Transcriptase Polymerase-Kettenreaktion (RT-qPCR)
beschreibt eine Vervielfaltigungsmethode fiir RNA, die Veranderungen in der Expression
bestimmter Proteine quantifizieren kann. Fiir das Untersuchungsverfahren muss die
mRNA des zu untersuchenden Proteins in einem ersten Schritt durch reverse
Transkription in complementary DNA (cDNA) transkribiert werden um in einem

zweiten Schritt mittels eines PCR-Verfahrens vervielfaltigt werden zu konnen. Dabei
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wurde im Rahmen unserer Versuchsreihe die cDNA in einem Thermocycler zuerst auf
95°C erhitzt, sodass diese denaturierte. In der Folge 16sen sich die Wasserstoftbriicken
zwischen den DNA-Strangen, sodass sich die Primer im zweiten Arbeitsschritt, dem
sogenannten Primer-Annealing, besser an die DNA anlagern konnten. Dafiir wurde eine
Temperatur von 57°C benoétigt, da die Primer bei dieser Temperatur optimal an ihre
spezifischen Nukleotide binden kénnen. In der folgenden Elongationsphase verlangerte
die DNA-Polymerase den Einzelstrang Kkorrespondierend zu den Basen des

Flihrungsstranges.

5 mRNA 3

l Anneal primer

mRNA

dTTTT15

Reverse transcriptase

mRNA
L] dTT T s
cDNA
Alkali Abb. 13: Methode zu Herstellung von cDNA
Das Enzym Reverse Transkriptase transkribiert
: einen zur mRNA komplementdren DNA-Strang
I TRV RAARAGE 561 Verwendet it Erlatbnis von Ostors
cDNA University Press.

Der Fluoreszenzfarbstoff SYBR Green lagert sich in die neu gebildeten DNA-
Doppelstrange ein und ermdoglicht so die Quantifizierung des Proteins, da die
Fluoreszenz proportional zur Menge der PCR-Produkte ist. Um Messfehler durch
Variationen in der Ausgangsmenge der mRNA des zu untersuchenden Proteins zu
verhindern ist es sinnvoll diese Zielprotein mit einer endogenen Kontrolle
(Referenzgen) zu korrelieren [87]. Dieses Referenzen sollte erstens ubiquitir und
zweitens in einer konstanten Konzentration in dem verwendeten Gewebe vorkommen.
In unseren Versuchen wurde 18S rRNA (18 Svedberg ribosomal RNA) als Referenzgen

verwendet.
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Ein Zyklus
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Abb. 14. Typisches Temperaturprofil einer PCR-Reaktion

Drei Schritte: Denaturierung, Annealing, Elongation. Die Primer sind blau bzw. gelb dargestellt. Nach 30
bis 40 Zyklen sind viele tausende Kopien entstanden [87]. Verwendet mit Erlaubnis von John Wiley and
Sons.

2.4.1. RNA Isolierung fiir die PCR

Alle benutzten Werkzeuge und Arbeitsflaichen wurden vor Beginn und wahrend der
gesamten Bearbeitung mit RNase Zap gereinigt um eine Kontamination mit RNasen zu
vermeiden. Dies galt auch fiir die Herstellung der cDNA und der PCR.

Die behandelten Nerven wurden auf Eis gelegt und 1 ml Trizol und eine Stahlkugel
Quiagen hinzugefiigt. Anschliefende erfolgte die Lyse der Gewebeproben im Quiagen
Tissuelyser fiir vier min bei einer Frequenz von 20/s. Nachdem die Proben sechs min auf
Eis ruhten wurden diese nach Zugabe von 200 pul Chloroform (100 %) fiir 15 Sekunden
durchmischt. Anschlieféend folgte eine erneute fiinfmintitige Ruhephase auf Eis und die
folgende Zentrifugation der Proben fiir 15 min bei 4°C in der Biofuge Fresco bei 13.000
min! (= 16.060 x g). Die obere wassrige Phase wurde abgenommen und in ein neues,
steriles, mit 500 pl Isopropanol (100%) gefiilltes Eppendorfgefafd (1,5ml) tiberfiihrt.
Nach anschlieRendem Durchmischen wurden die Proben iiber Nacht bei -20°C
eingefroren, sodass die RNA ausfallen konnte. Die Proben wurden am nachsten Tag auf
Eis aufgetaut und bei 4°C in der Biofuge Fresco fiir zehn min bei 12.000 min! (=13.684 x
g) zentrifugiert. Der Uberstand wurde verworfen und 1 ml Ethanol (75%) zugegeben
und die Probe anschlieflend erneut resuspendiert. Nach erneuter Zentrifugation der
Probe bei 4°C in der Biofuge Fresco (5 min, 7.500 min! (= 5.345 x g) und Abgief3en des

Uberstandes wurde der Bodensatz bei 37°C im Thermomixer Compact der Firma
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Eppendorf fiir ca. zehn min getrocknet und danach mit 45 pul RNA storage solution
resuspendiert. Die Losung wurde erneut flir zehn min bei 57°C im Thermomixer
compact bei 1400 min! geschiittelt. Mithilfe des Spectrophotometers wurde die RNA-
Konzentration in den Proben bestimmt. Fiir den kurzfristigen Gebrauch wurden die
Proben bei -20°C aufbewahrt. Flir die langerfristige Konservierung wurden die Proben

bei -80°C gelagert.

2.4.2.cDNA

Die cDNA wurde mithilfe des cDNA Synthese High Capacity cDNA Reverse Transcription
Kit von Applied Biosystems hergestellt. Zuerst erfolgte die Herstellung des Mastermixes
(MM). Dieser bestand aus 2 pl 10x RT Puffer, 0,8 pul 25x dNTP mix (100mM), 2 ul RT
Random Primer, 1 pl RNase Inhibitor und 1 pl multiscribe Reverse transcriptase.
Insgesamt ergab dies pro Probe 6,8 ul MM. Im nédchsten Schritt wurden jeweils 6,8 pl
MM, 1 pg der RNA-Probe und je nach Konzentration der Probe nukleasefreies Wasser in
ein steriles Reagenzgefafd pipettiert, sodass das Gesamtvolumen in jedem Gefaf3
hiernach 20 pl betrug. Zudem wurde eine Losung ohne die RNA-Probe und eine Lésung
ohne reverse Transkriptase als Kontaminationskontrollen erstellt. Nachdem die Proben
gevortext und in der Mikrozentrifuge zentrifugiert wurden, startete die reverse
Transkription in dem Thermal Cycler. Die hergestellte cDNA wurde entwerder sofort
weiter mittels PCR amplifiziert oder sofort zur spateren Verarbeitung bei -80°C

eingefroren.

2.4.3.PCR

Die cDNA Proben wurden um den Faktor 1:10 mit nukleasefreiem Wasser verdiinnt. Die
Mastermixe wurden vorbereitet und in die Locher der Well-Platte gefiillt. Dabei enthielt
jedes Loch 12,5 ul SYBR Green Mix, jeweils 1,75 pl des jeweiligen Vorwarts- und
Riickwarts-Primers sowie 4 pl nukleasefreies Wasser. Als Primer wurden Claudin-1 als
zu untersuchendes Protein und 18S rRNA als Referenzgen benutzt.

In einer 96 Well-Platte wurden jeweils sechs Locher mit 5 ul cDNA derselben Probe
befiillt. Dazu wurden dreimal 20 ul MM von Claudin-1 bzw. 18S rRNA mit Hilfe der
Varipette pipettiert, sodass jedes Proben-MM-Gemisch dreifach vorhanden war. Die
Platte wurde in der Zentrifuge 5415C kurz zentrifugiert und in die Applied Biosystems
7300 Real-Time PCR System eingesetzt. Hiernach wurde die Annealingtemperatur bei

57°C eingestellt und die PCR gestartet.
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2.4.4. Auswertung der RT-qPCR

Die Proben wurden mittels des Verfahren der relativen Quantifizierung analysiert. Dabei
wurde die cDNA-Menge der verschiedenen untersuchten Zeitpunkte mit der cDNA-

Ausgangsmenge zum Zeitpunkt Null verglichen.

Als Ausgangswert fiir die Berechnungen diente der CT-Wert (Cycle Threshold). Dies ist
der Punkt der Standardkurve, an dem die Fluoreszenz erstmals exponentiell iber den
Hintergrundwert ansteigt. Dieser Wert ist umso kleiner desto mehr cDNA in den Proben
zum Beginn der PCR vorliegt. Dies ist darin begriindet, dass mehr Kopien in den
Polymerisierungszyklen hergestellt werden konnen und somit frither Fluoreszenz-
signale entstehen. Die CT-Werte von Ziel- und Referenzgen werden voneinander
subtrahiert um eine anndhrend gleiche Effizienz der PCR zu belegen.

ACt=C

-C
T target T reference

Anschliefend wurden die unterschiedlichen ACt-Werte der verschiedenen Zeitpunkte

voneinander abgezogen.
AACT = ACT treated - ACT untreated

Um den Expressionsunterschied zwischen beiden Gruppen zu ermitteln wurde dieser
Wert anschliefdend in die Formel 2 -2ACt eingesetzt [88]. Dies erlaubt es einen Wert zu
ermitteln, der beschreibt wie sich die Ausgangsmenge an cDNA in der behandelten und

in der unbehandelten Gruppe verhalt.
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3. Ergebnisse

In den Vorarbeiten dieser Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass die perineurale
Injektion von rtPA zu einer Abnahme von Claudin-1 in der Zellmembran des
Perineuriums und damit zu einer Offnung der perineuralen Barriere fiihrt. Die
Erkenntnisse = beruhen auf den Ergebnissen von Verhaltenstests und
Immunfluoreszenzfarbungen. In den Verhaltenstest zeigten die Tiere nach perineuraler
Injektion von rtPA und DAMGO eine signifikant erhohte Schmerzschwelle im
Pfotendrucktest, welche nach alleiniger rtPA-Injektion nicht beobachtet werden konnte
(vgl. Abbildung 6). Da DAMGO physiologischerweise die perineurale Barriere nicht
ubertreten kann, ist anzunehmen, dass dieser Effekt durch rtPA vermittelt wird. Diese
Wirkung wird vermutlich durch Interaktion mit dem LRP-1-Rezeptor und den
darauffolgenden intrazelluldren Signalwegen verursacht. Um diesen Zusammenhang zu
belegen wurden in dieser Arbeit Phosphorylierungen der Proteine Erk und GSK-3, der
Gehalt von Snail, p-Catenin und Cdx2, sowie die Expression von Claudin-1 nach
Applikation von rtPA, rtPAi und den Inhibitoren des Signalweges RAP und PD 98059

gemessen.

3.1. Veranderung der Proteine nach rtPA Injektion in der frithen Phase

Der oben genannten Arbeitshypothese folgend wird durch Aktivierung des LRP-1-
Rezeptors durch rtPA in der frithen Phase eine intrazelluldre Signalkaskade angestof3en.
Vermutet wird, dass durch die Aktivierung des LRP-1-Rezeptors Erk phosphoryliert
wird, welches wiederrum tiber eine Interaktion mit Snail die Claudin-1 Transkription
inhibiert. Daher wurden in dieser Arbeit nach perineuraler Injektion von rtPA erstens
der Gehalt von Erk und phosphoryliertem Erk (pErk) im Zytoplasma bestimmt und
zweitens die beiden Proteinkonzentrationen zueinander in Relation gesetzt. Beobachtet
wurde der Gehalt vor sowie 1, 2, 8, 24, 48, 72 und 120 h nach der perineuralen
Applikation von rtPA. Dabei zeigte sich verglichen mit dem Ausgangswert nach 1 und 2 h
eine signifikant verstarkte Phosphorylierung von Erk im Verhdltnis zu Erk (vgl.
Abbildung 15 A). Bereits nach 8 h war der pErk/Erk Quotient wieder abgefallen und

stieg im Verlauf nicht mehr signifikant an.

37



In anderen wissenschaftlichen Arbeiten konnte in Trophoblasten erstens eine verstarkte
Snail Expression nach Erk Phosphorylierung sowie zweitens eine Herabregulation von
Tight Junction-Proteinen durch Snail nachgewiesen werden [74]. Snail fungiert dabei als
Repressor, der die Transkription von beispielsweise Claudin-1 verhindert [73]. In dieser
Arbeit wurde daher der Gehalt von Snail vor, 8 und 24 h nach rtPA Applikation
untersucht. Allerdings konnte das Protein im Perineurium im Gegensatz zum
Leberkontrollgewebe nicht nachgewiesen werden (Daten nicht gezeigt) und scheint
daher in der Signalkaskade im Perineurium keine Rolle zu spielen.

Snail scheint also nicht der Vermittler zwischen pErk und der Claudin-1 Transkription
zu sein. Die Ergebnisse der Verhaltenstests sowie der immunhistochemischen
Untersuchungen lassen den Schluss zu, dass die perineurale Barriere nach rtPA
Injektion durch einen verminderten Claudin-1 Gehalt in der Zellmembran geoffnet wird.
Um diese Hypothese zu liberpriifen, wurde der Claudin-1 Gehalt mittels Western Blot
untersucht. In der Membranfraktion der aufbereiteten Nerven wurde die Verdanderung
von Claudin-1 nach Applikation von rtPA bestimmt. 24 h nach Applikation von rtPA
zeigte sich ein signifikanter Abfall des Claudin-1 Gehalts im Vergleich zum
unbehandelten Nerven. Dieser Abfall war bereits nach 48 h wieder auf den
Ausgangswert angestiegen (vgl. Abbildung 15 B). Um zu zeigen, dass dieser Abfall mit
einer verminderten Expression von Claudin-1 im Zellkern zusammenhangt, wurde die
Claudin-1 mRNA mittels PCR quantifiziert. Dabei wurde der Gehalt der Claudin-1 mRNA
vor rtPA Applikation und 2, 8, 72 und 120 h nach Applikation von rtPA gemessen. Die
Expression sank 2 und 8 h nach Applikation von rtPA im Vergleich zum Ausgangswert
signifikant ab (vgl. Abbildung 15 C). Die Expression stieg nach 72 und 120 h wieder
nahezu auf den Ausgangswert an.

Diese Ergebnisse legen nahe, dass in der frithen Phase bis 24 h nach Applikation von
rtPA eine Offnung der perineuralen Barriere durch einen verminderten Gehalt an
Claudin-1 vermittelt wird. Der verminderte Gehalt an Claudin-1 scheint durch die
Phosphorylierung von Erk verursacht zu werden. Um diesen Zusammenhang weiter zu
Uberpriifen wurden Untersuchungen mit PD98095, einem Inhibitor der Erk

Phosphorylierung, durchgefiihrt (vgl. Abschnitte 3.3.).
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Abb. 15: rtPA fiihrt zu einer vermehrten Phosphorylierung von Erk und einer Reduktion von
Claudin-1

(A) Erk und phosphoryliertes Erk (pErk) wurden nach Injektion von rtPA zu verschiedenen Zeitpunkten
in der Zytosolfraktion des N. Ischiadicus von Wistar Ratten mittels Western Blot analysiert und
quantifiziert (*p=0,002, ONE WAY ANOVA, n=8).

(B) Der Claudin-1 Gehalt nach Injektion von rtPA zu verschiedenen Zeitpunkten in der Membranfraktion
des N. Ischiadicus von Wistar Ratten wurde mittels Western Blot analysiert. Der Gehalt wurde im
Verhéltnis zu B-Aktin (relative integrated density, IDV) quantifiziert (*p=0,001, ONE WAY ANOVA, n=8).
(C) Die Claudin-1 mRNA Expression im N. ischiadicus von Wistar Ratten wurde zu verschiedenen
Zeitpunkten nach perineuraler Injektion von rtPA im Verhaltnis zu 18S rRNA analysiert (*p = 0,013 vs.
rtPA 0 h, ONE WAY ANOVA, n =6).

3.2. Veranderung der Proteine nach rtPA Injektion in der spaten Phase

Laut der Arbeitshypothese wird ca. 24 h nach Applikation von rtPA durch eine
Phosphorylierung von GSK und die darauffolgende Zunahme der [-Catenin
Konzentration im Zytoplasma die Barriere wiederhergestellt. Gemafs der Hypothese
phosphoryliert das aktivierte Erk GSK. Infolge dieser Phosphorylierung wird -Catenin
nicht ubiquitiniert und nicht abgebaut, sodass es im Zytoplasma akkumuliert. 3-Catenin
fungiert dann als Mediator der Cdx2 vermittelten Claudin-1 Expression im Zellkern.

Um diesen Signalweg zu verifizieren wurden die Konzentrationen von GSK und
phosphoryliertem GSK (pGSK) vor der Applikation von rtPA und zu den Zeitpunkten 8,
24, 48 und 72 h bestimmt. Es konnte jedoch keine signifikante Zunahme von pGSK im
Verhaltnis zu GSK zu den untersuchten Zeitpunkten festgestellt werden (vgl. 16 A).
Daher scheint GSK nicht an der Signalweiterleitung beteiligt zu sein.

Dennoch wurde der Gehalt von B-Catenin in der Zytosolfraktion des Perineuriums zu

spateren Zeitpunkten (72 und 120 h) mittels Western Blot bestimmt und mit dem
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Ausgangswert vor der Applikation von rtPA verglichen. Es zeigte sich eine signifikante
Zunahme des p-Catenin Gehalts im Verhaltnis zu B-Aktin zu den untersuchten
Zeitpunkten verglichen mit dem Ausgangswert vor rtPA Applikation (vgl. Abbildung 16
B).

Vermutet wird, dass B-Catenin eine Zunahme des Cdx2- Gehalts im Zytoplasma bewirkt
und Cdx2 als Promotor zur Steigerung der Claudin-1 Expression fungiert. Daher wurde
Cdx2 vor Applikation von rtPA und 120 h nach Applikation bestimmt. Es zeigte sich eine
signifikante Zunahme des Gehalts von Cdx2 im Verhaltnis zu -Aktin im Vergleich zum

Ausgangswert (vgl. Abbildung 16 C).
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Abb. 16: rtPA fiihrt nicht zu einer vermehrten Phosphorylierung von GSK, aber zu einem spiten
Anstieg von -Catenin und Cdx2

(A) GSK und phosphoryliertes GSK (pGSK) wurden nach Injektion von rtPA zu verschiedenen Zeitpunkten
in der Zytosolfraktion des N. Ischiadicus von Wistar Ratten mittels Western Blot analysiert und
quantifiziert (p > 0.05, ONE WAY ANOVA, n=8).

(B) B-Catenin wurde vor, 72 und 120 h nach Injektion von rtPA in der Zytosolfraktion des N. Ischiadicus
von Wistar Ratten mittels Western Blot analysiert und im Verhéltnis zu B-Aktin quantifiziert (*p=0,001,
ONE WAY ANOVA, n=8).

(C) Cdx2 vor und 120 h nach Injektion von rtPA im Zytosol des N. Ischiadicus von Wistar Ratten wurde
mittels Western Blot analysiert und im Verhaltnis zu B-Aktin quantifiziert (*p=0,01, ONE WAY ANOVA,
n=8).

3.3. Verdnderung von Erk nach Interaktionen mit Schliisselpunkten

des Signalweges

Durch Interaktionen mit Schliisselpunkten des Signalweges kann liberpriift werden, ob
diese tatsachlich eine Rolle in der Signalkaskade nach rtPA Applikation spielen. So wird

in einem ersten Schritt untersucht, ob eine Blockade des LRP-1-Rezeptors die rtPA
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vermittelte Erk-Phosphorylierung verhindern kann. In einem zweiten Schritt wird
tiberpriift ob die katalytische Funktion von rtPA nétig ist um den LRP-1-Rezeptor zu
aktivieren. Zuletzt wird durch Applikation eines Inhibitors der Erk-Phosphorylierung
untersucht, ob die Herabregulation von Claudin-1 mit der vermehrten Erk-

Phosphorylierung zusammenhangt.

Receptor-associated Protein (RAP) ist ein Antagonist des LRP-1-Rezeptors, der dessen
Aktivierung verhindert. Er wurde dazu benutzt, den Zusammenhang der Erk-
Phosphorylierung mit der Aktivierung des LRP-1-Rezeptors durch rtPA zu zeigen. Dafiir
wurde zuerst RAP und anschliefdend rtPA perineural injiziert. Es wurde der pErk/Erk-
Quotient vor Applikation und jeweils 2 und 8 h nach RAP und rtPA sowie rtPA ohne RAP
bestimmt. Dabei stieg die Phosphorylierung von Erk 2 h nach rtPA im Vergleich zum
Ausgangswert signifikant an, blieb jedoch bei vorhergehender RAP -Applikation nach 2
sowie 8 h konstant auf dem Niveau des Ausgangswertes (vgl. Abbildung 17 B). 8 h nach
alleiniger rtPA Applikation zeigte sich ein leichter, jedoch nicht signifikanter Anstieg der
Phosphorylierung.

RtPAI ist katalytisch inaktives rtPA, welches jedoch die gleiche Bindungsstelle fiir den
LRP-1-Rezeptor wie rtPA aufweist. Es wurde untersucht, ob die Effekte von rtPA auf die
Erk-Phosphorylierung abhdngig von der katalytischen Funktion sind oder nur durch die
Bindung an den LRP-1-Rezeptor vermittelt werden. RtPAi wurde analog zu rtPA
perineural injiziert und die Erk-Phosphorylierung im Verhaltnis zu Erk bestimmt. Dabei
wurden die Zeitpunkte vor Applikation und 2 h nach Applikation von rtPAi
beriicksichtigt. Es zeigte sich ein signifikanter Anstieg des pErk/Erk-Quotienten 2 h nach
rtPAi Applikation im Vergleich zum Ausgangswert (vgl. Abbildung 17 A). Dies bedeutet,
dass auch katalytisch inaktives rtPA in der Lage ist den LRP-1-Rezeptor zu stimulieren

und zu einer Phosphorylierung von Erk zu fiihren.

Um die Funktionalitit des Inhibitors der Erk Phosphorylierung, PD98059,
nachzuweisen, wurde zunichst der Inhibitor perineural und anschliefdend rtPA injiziert.
Da der Anstieg des pErk/Erk-Quotienten im Zeitstrahl nach 2 h am deutlichsten war
(siehe Punkt 3.1.1.), wurde dieser Zeitpunkt untersucht. Es wurden PD98059 und rtPA

sowie rtPA alleine perineural am N. ischiadicus injiziert.
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Dabei zeigte sich ein signifikanter Anstieg des pErk/Erk-Quotienten nach rtPA
Applikation verglichen mit dem Ausgangswert. Es wurde allerdings keine vermehrte
Phosphorylierung von Erk nach vorhergehender Applikation des Inhibitors beobachtet
(vgl. Abbildung 17 C). Ob durch die simultane Applikation von rtPA und PD98059 eine
Herabregulation des Gehalts von Claudin-1 in der Membranfraktion zu verhindern ist,
wurde im Anschluss durch Mitglieder der Arbeitsgruppe untersucht (siehe Abschnitt
4.3).
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Abb. 17: Veranderung von Erk nach Interaktion mit dem Signalweg

(A) Erk und phosphoryliertes Erk (pErk) wurden vor und 2h nach Injektion von rtPAi in der
Zytosolfraktion des N. Ischiadicus von Wistar Ratten mittels Western Blot analysiert und quantifiziert
(*p= 0,029, ONE WAY ANOVA, n=4)

(B) Erk und phosphoryliertes Erk (pErk) wurden vor sowie 2 und 8 h nach Injektion von rtPA sowie rtPA
und RAP in der Zytosolfraktion des N. Ischiadicus von Wistar Ratten mittels Western Blot analysiert und
quantifiziert (*p=<0,001, ONE WAY ANOVA, n=8).

(C) Erk und phosphoryliertes Erk (pErk) wurden vor sowie 2 h nach Injektion von rtPA sowie rtPA und
PD98059 in der Zytosolfraktion des N. Ischiadicus von Wistar Ratten mittels Western Blot analysiert und
quantifiziert (*p=0,006, ONE WAY ANOVA, n=8).
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4. Diskussion

4.1. Aligemeines

Diese Arbeit untersucht und beschreibt Grundlagen fiir die Entwicklung selektiv
wirksamer Co-Analgetika. In den Versuchen dieser Arbeit konnte nach perineuraler
Injektion von rtPA eine vermehrte Erk-Phosphorylierung im Zytosol und ein
verminderter Claudin-1-Gehalt in der Zellmembran nachgewiesen werden. Die Claudin-
1-Transkription zeigte sich ebenfalls, unabhdngig von dem Transkriptionsfaktor Snail
signifikant reduziert. Hier konnten miR-183-5p oder miR-183-3f3 mogliche andere
Vermittler darstellen. In der spateren Phase nach rtPA-Injektion kam es zu einer B-
Catenin-Akkumulation im Zytoplasma; die Phosphorylierung von GSK scheint dabei
keine Rolle zu spielen. Der folgende Anstieg von Cdx2 sowie des Claudin-1-Gehalts in der
Zellmembran fiihrte zur Wiederherstellung der Integritit der Blut-Nerven-Barriere. Eine
Blockade des LRP-1-Rezeptors durch RAP konnte die oben beschriebene rtPA-
vermittelte Signalkaskade verhindern. Konsekutiv scheint LRP-1 verantwortlich fiir die
Signal-weiterleitung von rtPA zu sein. RtPAi l6ste dhnliche Effekte wie rtPA aus. Dies
lasst den Schluss zu, dass die katalytische Funktion von rtPA nicht zur Aktivierung des

LRP-1-Rezeptors benotigt wird.

4.2. Methodik

Die beiden zentralen Methoden dieser Arbeit stellen Western Blot- und PCR-
Untersuchungen an Zytosol- und Membranproben von N. ischiadici von Wistar Ratten
dar. Mittels Aufarbeitung der Nerven wurden Zytosol- und Membranbestandteile
(Sediment) des Perineuriums voneinander getrennt, siehe Kapitel 2.3.1. Die
intrazellulare Signalkaskade wurde im Zytosol und die Zellmembranproteine im

Sediment untersucht.

4.2.1. Messung der Proteine im Perineurium

Opioid-Rezeptoren sind in unmyelinisierten C- oder Ad-Fasern zu finden, kénnen
allerdings nicht in Schwannzellen oder Endothelzellen nachgewiesen werden [89].

Daher miissen Opioide zu den Nervenfasern vordringen, um eine Analgesie zu erwirken.
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Die Zielstruktur von rtPA wird daher auf den Barriere-bildenden Perineuralzellen
vermutet. In unserem Versuchsaufbau wurden die Nervenfasern allerdings nicht von
dem umgebenden Perineurium getrennt, sodass unsere Ergebnisse auch Signalwege in
den Nerven beschreiben konnten. In Voruntersuchungen zeigte A. Boecker auf, dass Erk
zwar in beiden Kompartimenten nachweisbar ist, jedoch eine Erk-Phosphorylierung nur
im Perineurium und nicht im Nerven selbst stattfindet. Dazu wurde 30 min nach der
perineuralen Injektion von NaCl (10 %), welches ebenfalls eine LRP-1-Rezeptor
vermittelte Erk-Phosphorylierung ausldost, mikrochirurgisch die Nervenscheide vom
Nerv getrennt. Die beiden Gewebe wurden separat untersucht und es zeigte sich im
Western Blot nur im Perineurium, nicht jedoch im Nerven selbst, eine vermehrte Erk-
Phosphorylierung [90]. Daher ist zu vermuten, dass die Ergebnisse dieser Arbeit auf die

Verdanderung der Proteine im Perineurium riickschlief3en lassen.

4.2.2. Referenzproteine und Referenzgene

Die zu analysierenden Proteine wurden in dieser Arbeit mittels Western Blot-
Untersuchungen semiquantitiv bestimmt. Eine absolute Messung des Proteingehaltes ist
mit dieser Methode nicht moglich. Im Rahmen von Western Blot-Untersuchungen
werden Signalintensitdten gemessen, die die Menge der an das Zielprotein gebundenen
Antikorper wiederspiegeln. Eine quantitative Analyse ist durch den Vergleich der
verschiedenen Intensititen moglich. In dieser Arbeit wurden unter anderem die
Intensitdaten von phosphorylierten mit den jeweiligen nicht-phosphorylierten Proteinen
verglichen. Dadurch konnten Aussagen getroffen werden, ob eine Phosphorylierung des
Zielproteins stattgefunden hat. Ferner wurden die Proteingehalte mit einem so
genannten Referenzprotein, welches in einigen Publikationen auch als Housekeeping
Protein bezeichnet wird, verglichen. Das Referenzprotein sollte im Idealfall in dem zu
untersuchenden Zelltyp immer in der gleichen Konzentration vorhanden sein und nicht
von adufderen Stimuli beeinflusst werden. Bei PCR-Untersuchungen werden
Referenzgene zum Vergleich herangezogen. In dieser Doktorarbeit wurde fiir die
Western Blot-Untersuchungen p-Aktin als Referenzprotein verwendet. Dieses Protein
kommt nahezu ubiquitdar in allen Zellen vor, ist essentiell fiir die Struktur des
Zytoskeletts der Zellen und spielt beispielsweise eine Rolle im Wachstum von
Nervenzellen [91]. Kang et. al konnten mittels RT-qPCR in Mausmodellen nach
Simulation eines zerebralen Insultes zeigen, dass der (-Aktin Gehalt der untersuchten

N2a-Zellen stabil blieb und somit als Referenzgen genutzt werden kann [92]. Andere
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Studien zeigen jedoch, dass das Expressionslevel von -Aktin durch dufere Stimuli wie
Hormone, Viren oder Hyperglykdmie verdndert werden kann [93-95]. Vor diesem
Hintergrund ist B-Aktin als Referenzprotein nicht ganzlich unumstritten und Gegenstand
aktueller Diskussionen und Forschung [96, 97] Liu et al. diskutieren ob nicht
beispielsweise [B-Tubulin eine bessere Alternative als Referenzprotein in
Spinalnervenzellen darstellen konnte, da in deren Untersuchungen der p-Aktin-Gehalt
im Western Blot sieben Tage nach Verletzung von Spinalnerven signifikant anstieg [98].
In unserem Versuchsaufbau jedoch zeigte sich keine signifikante Verdanderung des B-
Aktin-Gehaltes bis 120 h nach rtPA-Applikation (Daten nicht gezeigt), sodass wir bei der
Verwendung von B-Aktin keine Fehlerquelle vermuten.

Alternative Methoden zur Bestimmung des Proteingehaltes von Western Blots sind
neben dem Vergleich mit Referenzproteinen beispielsweise die Farbung der Gele mit
Coomassie oder der Membranen mit Ponceau [99]. Diese konnen zwar die Qualitdt der
Elektrophorese oder des Proteintransfers auf die Membran wiederspiegeln, erlauben
jedoch keine Quantifizierung des Proteingehaltes. Daher kann mit diesen Methoden nur
eine qualitative aber keine quantitative Aussage zum Proteingehalt getroffen werden. In
dieser Doktorarbeit wurden die Gele mittels Coomassie-Farbung gefarbt, um den

grundsatzlichen Erfolg der Gelelektrophorese darzustellen.

4.2.3. Vorteile und Limitationen der RT-qPCR

Die mittels Western Blot gezeigte Verminderung von Claudin-1 in der Zellmembran
kann durch unterschiedlichste intrazellulire Prozesse wie z.B. eine herabgesetzte
Transkription bedingt sein, s. Kapitel 4.4. Die durchgefiihrten PCR-Untersuchungen
dienten der Verifizierung der postulierten herabgesetzten Claudin-1-Transkription.

Die PCR ist eine dufderst sensitive Technik, die auch geringe RNA-Mengen nachweisen
kann. Die quantitative Echtzeit-PCR (RT-qPCR) erlaubt Aussagen zur Menge des RNA-
Gehaltes einer Probe. Dabei wird nach reverser Transkription der RNA in DNA die DNA
amplifiziert um auch geringe Mengen detektieren zu konnen. Die Zahl der DNA-
Amplifikate wird anschliefdend in jedem Zyklus (Echtzeit) bestimmt [100]. Die Zahl der
Amplifikate wird jeweils in der exponentiellen Phase der PCR gemessen, in der die
Anzahl direkt proportional zur Ausgangsmenge der RNA-Zielfrequenz ist.

Diese Quantifizierung des RNA-Gehaltes bzw. der entsprechenden DNA-Amplifikate
einer Probe wird mittels fluoreszierender Farbstoffe durchgefiihrt und weist eine hohe

Sensitivitat auf. Dies geschieht jedoch zu Lasten der Spezifitit [101]. Der geringen
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Spezifitat liegt zugrunde, dass nicht nur die Zielfrequenz, sondern auch weitere in der
Probe enthaltene Frequenzen vervielfaltigt werden [102]. Der Fluoreszenzfarbstoff
SYBR Green bindet unspezifisch an entstandene DNA-Doppelstrange. Daher ist es
wichtig spezifische Primer zu verwenden, die nur an die jeweilige Zielfrequenz binden
und diese vervielfdltigen. Dadurch wird gewahrleistet, dass nur zu dieser Zielfrequenz
komplementdare DNA-Doppelstrange entstehen, welche dann fluoreszenzoptisch
gemessen werden. Dabei sollte man bei der Auswahl des Primers auf folgende Dinge
achten: erstens ist eine Primerlange zwischen 18 - 24 Basenpaaren ideal. Sie ist kurz
genug um an die Zielfrequenz zu binden und dabei lang genug um eine spezifische
Bindung an die Zielfrequenz zu gewahrleisten. Zweitens sollte die Schmelztemperatur
auf den GC-Anteil (Anteil der Basen Guanin und Cytosin) angepasst sein. Ein hoherer
Anteil von GC-Bindungen stabilisiert die DNA-Doppelhelix und es wird daher eine
hohere Schmelztemperatur bendétigt um die DNA-Doppelhelix zu spalten. Ein GC-Anteil
von 40 - 60 % und eine Schmelztemperatur von 52 - 58 °C sind fiir eine effiziente PCR
ideal. Ist die Temperatur zu gering kann dies zu unspezifischen Bindungen fiihren, ist die
Temperatur zu hoch binden zu wenige Primer an die Zielfrequenzen. Drittens ist der
Aufbau des 3’- und 5’- Endes des Primers wichtig. Das 3’- Ende sollte eine weniger feste
Bindung an die Zielfrequenz als das 5’- Ende aufweisen. Daher sollte das 5’- Ende z.B. aus
den Basen Guanin und Cytosin aufgebaut sein, um die Bindung an die Zielfrequenz zu
erhohen; dies bezeichnet man auch als GC-Klammer. Viertens sollten innerhalb des
Primers Wiederholungen einer Base oder mehrerer Basenpaare hintereinander
vermieden werden, da es sonst zu unspezifischen Bindungen kommen kann. Ebenso
sollten Palindrome vermieden werden um eine Ausbildung von Sekundarstrukturen wie
DNA-Haarschleifen zu verhindern [103]. Eine Schmelzkurvenanalyse nach abgelaufener
PCR kann bestdtigen, dass das Fluoreszenzsignal nur von den Zielfrequenzen herriihrt,
und somit ein falschlicherweise zu hoch gemessenes Signal ausschliefen. Wahrend einer
Schmelzkurvenanalyse werden die DNA-Doppelstrange langsam kontinuierlich bis 95°C
erhitzt. Dadurch denaturieren die DNA-Doppelstrange bei einer fragmentspezifischen
Schmelztemperatur zu Einzelstrangen, SYBR Green wird freigesetzt und das
Fluoreszenzsignal verdandert sich [104]. Anschliefend wird die Temperatur (x-Achse)
gegen das Fluoreszenzsignal (y-Achse) aufgetragen und eine Schmelzkurve erstellt. Die
Peaks dieser Kurven sind spezifisch fiir ein jeweiliges PCR-Produkt. Dadurch zeigt sich,
ob ausschliefdlich die Zielfrequenz oder verschiedene DNA-Doppelstrange mittels

Fluoreszenz detektiert wurden.
46



Einen weiteren zentralen Nachteil des PCR-Verfahrens stellt der Umstand dar, dass
Untersuchungsergebnisse sehr leicht durch Kontaminationen verfialscht werden kénnen.
Zur Vermeidung von Kontaminationen wurden wéahrend der Durchfiihrung der
Experimente auf Sauberkeit der verwendeten Materialien und der Arbeitsplitze
geachtet. Ferner wurde bei jeder Messreihe jeweils eine Losung ohne RNA-Probe als
Kontrollreagenz mit untersucht. Zeigte diese in der Vervielfaltigung kein Signal, konnte
davon ausgegangen werden, dass die Probe nicht verunreinigt wurde. Zeigten sich
Hinweise auf eine Verunreinigung wurde der gesamte Versuchslauf verworfen.

Nach der Aufarbeitung wurden fiir diese Arbeit die RNA-Konzentration und Reinheit der
Proben im NanoDrop®-Spectrophotometer bestimmt um grofie Schwankungen des
RNA-Gehaltes zwischen den Proben auszuschlief3en. Dabei wurde die A260/280 Ratio
bestimmt, wobei die Absorption des Lichtes bei 260 nm und 280 nm verglichen wurde.
Nukleinsduren absorbieren dabei vor allem Licht im Bereich von 260 nm und Proteine
bzw. Phenole im Bereich von 280 nm. Dadurch kdnnen Aussagen zur Reinheit der Probe
hinsichtlich einer Kontamination mit Proteinen bzw. Phenolen getroffen werden. Die
A260/A280 Ratio sollte im Idealfall zwischen 1,8 - 2,0 liegen [105]. Liegt der Wert unter
1,8 muss von einer Kontamination mit Proteinen und/oder Phenolen ausgegangen
werden, liegt der Wert iiber 2 deutet dies auf einen hohen RNA-Gehalt in der Probe hin.
Dies liegt daran, dass RNA im Gegensatz zur DNA Uracil als Nukleotid enthélt und Uracil
eine hohere A260/A280 Ratio (4.0) als das in der DNA enthaltene Thymin (1.47)
aufweist [106].

Ein weiteres Problem ist die Integritdt bzw. Stabilitdt der RNA. Dabei ist vor allem auf
eine korrekte Extraktion ohne Verunreinigung mit RNasen und Lagerung der Proben bei
-80°C zu achten. In diesen Versuchsaufbau wurde daher zu jeder Probe ein RNase-
Inhibitor zugegeben, um einen Abbau der RNA zu verhindern. Alle verwendeten Gerate,
Arbeitsplatze und Verbrauchsmaterialien wurden zudem wahrend der Durchfiihrung
der Experimente mit RNase ZAP® gereinigt. RNase ZAP® ist eine Ldsung, welche
RNasen bei Kontakt zerstort. Die RNA-Qualitit kann mittels Gelelektrophorese
gemessen werden, dabei werden die RNA-Fragmente anhand ihrer Grof3e aufgetrennt.
Anschlieflend wird das Verhéltnis von den ribosomalen Untereinheiten 28S und 18S
rRNA zueinander ermittelt; ein 28S:18S-Verhaltnis von 2 und hoher wird dabei als gute
Qualitat gewertet. Jedoch unterliegt diese Methode starken Schwankungen, da sie nicht
standardisiert und Untersucher abhdngig ist. Als standardisierte, maschinell

ausgewertete Methode wurde z.B. die Bestimmung der RNA Integrity Number (RIN) im
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Bioanalyzer 2100 von Agilent Technologies entwickelt. Dabei werden die RNA-
Fraktionen mittels Microkapillar-Elektrophorese aufgetrennt, laser-fluoreszenzoptisch
die Menge der verschiedenen RNA-Untereinheiten bestimmt und in einem
Elektropherogramm visualisiert. Ein Algorithmus berechnet aus diesen Daten einen
Zahlenwert zwischen 1 - 10 [107]. Ein Wert von 1 steht fiir eine komplett degradierte,
fragmentierte RNA und ein Wert von 10 fiir eine intakte RNA [108]. Dieser Wert, der
eine erganzende Moglichkeit darstellt die Qualitdt der Proben genauer zur untersuchen,
wurde im Rahmen dieser Arbeit nicht bestimmt.

Im Rahmen der quantitativen PCR wird die zu untersuchende mRNA wie beim Western
Blot mit einem Referenzgen verglichen [109]. In dieser Arbeit wurde dafiir 18S rRNA
verwendet. 18S rRNA ist Bestandteil der Ribosomen und daher in allen kernhaltigen
Zellen vorhanden. Es wird durch rtPa nicht beeinflusst und kann dadurch eine
Konzentrationsverdnderung des Zielgenes (Claudin-1) anzeigen. Durch diese
Normierung gegen eine interne Kontrolle kdnnen Varianzen der Expressionsergebnisse
reduziert werden, da mogliche Storfaktoren oder Fehler bei der Probengewinnung
oder -verarbeitung gleichermafden das Ziel- und Referenzgen betreffen [108]. In dieser
Doktorarbeit wurde nur ein Gewebe (Nerv) mit Hilfe derselben Materialien und
Techniken untersucht, sodass verfalschte Ergebnisse durch Varianzen von externen
Faktoren ausgeschlossen sind.

In der Auswertung der PCR wird nach jedem Amplifikationszyklus der CP-Wert des
Zielgenes bestimmt und in Relation zu dem CP-Wert des Referenzgenes gesetzt (AACP-
Wert, siehe 2.4.4.). Der Berechnung der Relation zwischen Ziel- und Referenzgen liegt
die Annahme zugrunde, dass die DNA-Menge bei jedem Zyklus verdoppelt wird. Diese
Dynamik der DNA-Amplifikation wird als Effizienz bezeichnet, wobei eine Verdopplung
als Effizienz von 100 % gilt. In der Praxis unterliegt diese Effizienz aufgrund von z.B. zu
geringer Probenmenge, Verbrauch und Auswahl der Primer, den Pufferverhaltnissen
oder PCR-Inhibitoren wie z.B. Heparin Schwankungen, die zu Unterschieden in den
Ergebnissen fiihren kénnen [110].

Die Echtzeit-PCR in Kombination mit der reversen Transkription hat sich in den letzten
Jahrzehnten als sensitive, robuste und reproduzierbare Methode herausgestellt um die
Genexpression in Geweben zu untersuchen [104], jedoch miissen Storfaktoren und
Fehlerquellen bekannt sein, um eine hohe Spezifitit zu erreichen und aussagekraftige

Ergebnisse zu erhalten.
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4.2.4. Alternative Methoden zur Detektion von Proteinen

Das Western Blot-Verfahren gehort zu den Immunblots, einem Untersuchungsverfahren
das Antigene mittels Immunfarbungen sichtbar macht. Western Blots sind sehr zeit- und
materialaufwandig; wahrend jedes Verfahrensschrittes konnen Fehler entstehen. So
kann beispielsweise eine Luftblase in einer Bande dazu fiihren, dass die gesamte
Membran nicht ausgewertet werden kann. Eine Alternative zu Western Blots stellen
Immunoassays dar. Hierzu gehoren beispielsweise Radioimmunoassays oder das ELISA-
Verfahren. Mit dem ELISA-Verfahren konnen vor allem Proteine, aber auch Viren,
Hormone und Toxine nachgewiesen werden. ELISA steht fiir Enzyme-linked
Immunosorbent Assay. Dabei wird das zu untersuchende Antigen auf einer
Mikrotiterplatte immobilisiert und mittels eines spezifischen Antikérpers gebunden.
Dieser Antikorper ist mit einem Enzym konjungiert, welches infolge einer weiteren
Reaktion fluoresziert und folglich detektiert werden kann (direkter ELISA) [111].
Vorteil dieser Methode ist die einfache und weniger zeitaufwandige Durchfiihrung im
Vergleich zum Western Blot-Verfahren. Von Nachteil ist jedoch die geringere Spezifitat:
durch Kreuzreaktionen mit anderen Proteinen konnen falsch positive Signale entstehen
[112]. In dieser Arbeit war vor allem der Phosphorylierungs-Status der Proteine von
Interesse. Um dies mittels ELISA untersuchen zu kénnen sind Antikérper noétig, die eine
sehr hohe Sensitivitit aufweisen. Beim Western Blot ist die Trennscharfte grofler da
durch die Trennung nach Molekulargewicht das richtige Protein anhand der
Bandenho6he und nicht nur der Fluoreszenz ermittelt werden kann.

Eine weitere Alternative stellt die Massenspektrometrie dar. Dabei werden Proteine in
die Gasphase tiberfiithrt, durch ein elektrisches Feld geleitet und ihrem Masse-
Ladungsverhaltnis entsprechend aufgeteilt. Die Massenspektrometrie stellt dabei ein
auflerst sensitives Verfahren dar. Jedoch ist auch hier die Bestimmung von
phosphorylierten Proteinen problematisch, da die phosphorylierten Proteine negativ
geladen sind und die Untersuchungen meist im positiven Modus durchgefiihrt werden
[113]. Zudem konnen Hintergrundsignale von nicht-phosphorylierten Proteinen ein
Storfaktor sein, da die phosphorylierte Form des Proteins haufig in deutlich geringerer
Menge vorhanden ist [114]. Daher miissten die Proteine vor der Massenspektrometrie

angereichert werden, um aussagekraftige Ergebnisse zu erhalten.
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Unterstiitzt werden die mittels Western Blot und PCR gefundenen Ergebnisse dieser
Arbeit durch Verhaltenstests und immunhistochemische Farbungen, die durch andere
Mitglieder dieser Arbeitsgruppe durchgefiihrt wurden. In den Verhaltenstests konnte
die Offnung der Barriere auch funktionell nachgewiesen werden, da nach Applikation
von rtPA und DAMGO eine Erhohung der Pfotendruckschwelle beobachtet wurde. In den
immunhistochemischen Farbungen war 2 h nach Applikation von rtPA deutlich weniger
Claudin-1 in der Zellmembran des Perineuriums nachzuweisen (vgl. Abbildung 7) als
zum Zeitpunkt 0. Die Ergebnisse der Untersuchungen mittels Western Blots konnten
also durch weitere Untersuchungen auf translationaler, immunhistochemischer und

funktionaler Ebene bestatigt werden.

4.3. Interaktion von rtPA mit dem LRP-1-Rezeptor und Beeinflussung

der Erk-Phosphorylierung

Dass ein Zusammenhang zwischen tPA und Endothelbarrieren besteht konnte bereits
durch F. Yang et al. in vitro gezeigt werden. In deren Arbeiten korrelierte die Dichte der
Blut-Hirn-Barriere invers mit der Expression von tPA [115]. Eine Metaanalyse von 47
Studien zwischen 1979 und 2016 zeigt einen Zusammenhang zwischen der Applikation
von rtPA bei Schlaganfillen und erstens dem vermehrten Auftreten von Hirnédemen
und zweitens dem Zusammenbruch der Blut-Hirn-Schranke [51]. Unklar bleibt jedoch
weiterhin durch welche Signalwege tPA bzw. rtPA die Membranproteine im
Perineurium vermindert.

Bekannt ist, dass rtPA MMP-9 stimuliert, welche ihrerseits Tight Junction-Proteine
modulieren kann [116]. So zeigten Patienten, die im akuten Schlaganfall mit rtPA
behandelt wurden, im Serum signifikant erhohte MMP-9 Werte im Vergleich zu
Schlaganfallpatienten, die keine rtPA-Therapie erhielten [117]. In Mausmodellen kommt
es nach Simulation eines Mediainfarktes zur Stimulation der MMP-9, der Ausbildung
eines zerebralen Odems und der Degradierung von Claudin-5. Jedoch wird diese
Degradierung von Claudin-5 nicht in tPA-defizienten Tieren beobachtet [56]. Daraus
lasst sich eine Interaktion zwischen tPA und der MMP-9 und eine darauffolgende
Degradierung von Tight Junction-Proteinen schlussfolgern. Andere Studien hingegen

deuten auf eine direkte Interaktion von tPA mit dem LRP-1-Rezeptor hin:
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Matrixmetalloproteinase-Inhibitoren konnten die durch tPA induzierte Herabregulation
von Tight Junction-Proteinen nur teilweise verhindern [118].

In dieser Arbeit wurde daher untersucht ob rtPA tber eine direkte Bindung an den
membranstiandigen LRP-1-Rezeptor zu einer vermehrten Phosphorylierung von Erk im
Zytosol des Perineuriums fiihrt. Dieser Zusammenhang wurde bereits in anderen
Modellen nachgewiesen. So fiihrt die intrathekale Applikation von rtPA in Mausen zu
einer vermehrten Erk-Phosphorylierung in den Astrozyten [119]. In unseren
Untersuchungen konnte gezeigt werden, dass es 1 und 2 h nach perineuraler Injektion
von rtPA zu einer vermehrten Phosphorylierung von Erk im Zytosol der
Perineuralzellen kommt. Diese Phosphorylierung konnte durch Co-Applikation von RAP,
einem nicht-kompetitiven Inhibitor des LRP-1-Rezeptors, verhindert werden. Daher ist
davon auszugehen, dass die Induktion der intrazellularen Signalkaskade von rtPA tiber
Interaktion mit dem membranstindigen LRP-1-Rezeptor vermittelt wird. Die Co-
Applikation von PD98059 verhinderte ebenfalls die Erk-Phosphorylierung, was die
Effektivitit des Inhibitors beweist und den pErk Anstieg nach rtPA Applikation
verifiziert.

In Rattenmodellen konnten Abu Fanne et al. zeigen, dass katalytisch-inaktives rtPAi
dhnlich zu katalytisch aktivem rtPA zu einer gesteigerten Permeabilitidt der Blut-Hirn-
Schranke fiihrt [120], dieses Ergebnis konnte jedoch in in-vitro Modellen an Astrozyten
nicht reproduziert werden [121]. In anderen Untersuchungen wurden intrazelluldre
Signalwege durch rtPA unabhidngig von dessen katalytischer Aktivitat beeinflusst [122,
123]. Daher stellte sich die Frage, ob katalytisch inaktives rtPAi analog zu rtPA zu einer
Aktivierung von LRP-1 und Phosphorylierung von Erk fiihrt. Im Westerblot konnte die
Phosphorylierung von Erk und ein verminderter Gehalt von Claudin-1 in der Zell-
membran 2 h nach Applikation von rtPAi gezeigt werden, sodass die Offnung der Blut-

Nerven-Barriere unabhangig von der katalytischen Aktivitdt von rtPA zu sein scheint.

4.4. Claudin-1 nach rtPA Applikation

Claudin-1 wird ubiquitar in zahlreichen Organen des menschlichen Kérpers exprimiert
[124]. Es dient vor allem der ,Abdichtung” von Endothelien und Epithelien und spielt
eine zentrale Rolle der Barrierebildung und -funktion. Dies wird anschaulich am
Beispiel von Claudin-1 knock-out Mausen aufgezeigt; diese Knock-Out-Mause sterben

durch den transepidermalen Wasserverlust rasch nach der Geburt [39]. Die
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Herabregulation von Claudin-1 ist pathophysiologischer Bestandteil vieler
Erkrankungen. So zeigten Mausmodelle, in denen Claudin-1 in unterschiedlicher
Auspragung herabreguliert wurde (,knock-down“), klinische und histopathologische
Anzeichen der atopischen Dermatitis. Der Auspragungsgrad war dabei abhingig vom
Grad der Claudin-1 Expression [125]. In diesen Mausmodellen wurde der Genotyp
verandert, sodass Claudin-1 in simtlichen Epithelien und Endothelien vermindert ist. Es
ware anhand dieser Mausmodelle interessant auch die endotheliale Barrierefunktion
anderer Organsysteme wie z.B. des Perineuriums zu untersuchen. So konnte evaluiert
werden, inwiefern sich der Opioidverbrauch fiir eine ausreichende Analgesie zwischen
den Claudin-1 Wildtyp-, Claudin-1 knock-down- und mit rtPA vorbehandelten Mdusen
unterscheidet.

Die Offnung der perineuralen Barriere mit konsekutiver Opioid-induzierter Analgesie
nach rtPA Applikation ist durch die verminderte Menge von Claudin-1 in der
Zellmembran zu erklaren. Dies konnte im Vorfeld bereits mittels immunhistochemischer
Farbungen gezeigt werden. Im Western Blot bestatigte sich der verminderte Gehalt der
Claudin-1-Proteine in der Zellmembran der Perineuralzellen bereits 1 h nach rtPA
Applikation. Ein signifikanter Abfall zeigte sich jedoch erst nach 24 h. Auch in den
Verhaltenstests zeigte sich 1 bis 72 h nach rtPA Applikation ein signifikanter Anstieg der
Pfotendruckschwelle. Ahnliche Ergebnisse konnten auch nach Applikation von
katalytisch inaktivem rtPAi am peripheren Nerven beobachtet werden (vgl. Abbildung
18 A). Die Unstimmigkeiten dieser Zeitpunkte in den verschiedenen Messverfahren
konnen unterschiedliche Griinde haben. So erfolgt die Regulation von Claudin-1 auf
verschiedenen Ebenen. Es kann durch eine Herauf- oder Herabregulierung der
Transkription, durch posttranslationale Modifikation und durch Interaktionen mit
anderen Membran- oder zytoplasmatischen Proteinen beeinflusst werden [124].

Erstens sind multiple Signalwege bekannt, die die Transkription von Claudin-1
beeinflussen: unter anderen wurden Modulationen durch die MAP-Kinase-, Wnt-, TGF-[3-
Smad/Snail- und TNF-a/NF-kB-Signalwege sowie MMP-9, C1C2, Cdx2, Proteinkinase-C
oder den PPARy-Rezeptor beschrieben [124]. Beispielsweise konnten Li et al. in
Rattenmodellen zeigen, dass eine Inhibition des MAP-Kinase-Signalweges durch
JWH133, einem Cannabinoid-2-Rezeptor-Antagonisten, die Blut-Hirn-Barriere nach
einer simulierten intrazerebralen Blutung schiitzt [126]. Ebenso wird Snail
beispielsweise in vitro in Throphoblastenzellen durch den MAP-Kinase-Signalweg (Erk)

reguliert [74] und ist ein bekannter Repressor der Transkription von Claudin-1 [73].
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Abb. 18: rtPA und rtPAi induzieren Barriereéffnung iiber LRP-1 und die Phosphorylierung von Erk
(A) Die Claudin-1 Expression vor und 2 und 8 h nach Injektion von rtPAi in der Membranfraktion des N.
Ischiadicus von Wistar Ratten wurde mittels Western Blot analysiert und im Verhéltnis zu b-Aktin
quantifiziert (*p= 0,004, ONE WAY ANOVA, n=4)

(B) Wistar Ratten wurde rtPai und eine Stunde spater DAMGO perineural am Nervus ischiadicus injiziert.
Der Paw pressure threshold wurde vor und 10 min nach der Injektion bestimmt bestimmt (*p < 0.05 vs.
baseline, Two-Way ANOVA, n 6).

(C) Wistar Ratten wurde der LRP-1-Antagonist RAP perineural am N. ischiadicus injiziert. 20 min spater
wurde rtPA ebenfalls perineural appliziert. Die Claudin-1 Expression vor sowie 2 und 8 h nach Injektion
von rtPA alleine sowie rtPA und RAP in der Membranfraktion des N. Ischiadicus von Wistar Ratten wurde
mittels Western Blot analysiert und im Verhaltnis zu b-Aktin quantifiziert (*p=<0,001, ONE WAY ANOVA,
n=8).

(D) Wistar Ratten wurden wie unter C beschrieben behandelt. 2 h nach der rtPA Injektion wurde den
Ratten DAMGO perineural injiziert. Der Paw pressure threshold wurde vor und 10 min nach der Injektion
bestimmt bestimmt (*p < 0.05 vs. baseline, Two-Way ANOVA, n 6).

(E) Wistar Ratten wurde entweder rtPA alleine oder rtPA mit dem Erk Inhibitor PD98059 perineural am
N. ischiadicus injiziert. Die Claudin-1 Expression in der Membranfraktion des N. Ischiadicus vor sowie 2 h
nach Injektion wurde mittels Western Blot analysiert und und im Verhaltnis zu b-Aktin quantifiziert
(*p=<0,001, ONE WAY ANOVA, n=8).

(F) Wistar Ratten wurde entweder rtPa alleine oder rtPa und PD98059 und jeweils eine Stunde spater
DAMGO perineural am Nervus ischiadicus injiziert. Der Paw pressure threshold wurde vor und 10 min
nach der Injektion bestimmt (*p < 0.05 vs. baseline, Two-Way ANOVA, n 6).

Daten nicht publiziert.
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Auch in in-vitro Untersuchungen an MDCK-Zellen konnte eine Erk-abhdngige Reduktion
des mRNA-Levels von beispielsweise Claudin-4 festgestellt werden [45]. In dieser Arbeit
zeigte sich eine signifikante Verringerung der Claudin-1-mRNA und folglich eine
Reduktion der Transkription 2 und 8 h nach Applikation von rtPA (vgl. Abbildung 15 C).
Dies ist gemafd unseren Untersuchungen durch Stimulation des LRP-1-Rezeptors und
der nachfolgenden Erk-Phosphorylierung verursacht. Jedoch scheint Snail in der
Signalkaskade nach perineuraler Injektion von rtPA im Perineurium keine Rolle zu
spielen, da Snail im Westernblot nicht nachgewiesen werden konnte. Ein mdéglicher
Mediator zwischen rtPA und den Promotoren der Claudin-1 Transkription kénnten
MikroRNAs darstellen, s unten.

Zweitens kann  Claudin-1 durch posttranslationale = Modifikationen  wie
Phosphorylierung, Palmitoylierung oder Ubiquitinierung beeinflusst werden. In in-vitro
Untersuchungen anderer Arbeitsgruppen an MDCK-Zellen konnte eine durch Oubain
induzierte Phosphorylierung von Erk und eine darauffolgende Endozytose und
Degradierung von Tight Junction-Proteinen wie Claudin-2, -4 und Occludin gezeigt
werden [45]. Jedes Claudin weist mehrere Bereiche auf, die phosphoryliert werden
konnen. In Zellkulturen von Ratten Lungenendothelzellen fithrte z.B. eine
Phosphorylierung von Claudin-1 an Threonin 203 durch MAP-Kinasen zu einem
vermehrten Einbau in die Zellmembran [42]. Passend dazu wurde in MDCK-Zellen nach
Dephosphorylierung von Claudin-1 eine Verminderung von Claudin-1 in Tight Junctions
beobachtet [127]. Die Phosphorylierung bzw. Dephosphorylierung von Claudin-1 wurde
in dieser Doktorarbeit nicht bestimmt. Von Interesse ware ob im Perineurium eine
Phosphorylierung von Claudin-1 durch intrazelluldare Kinasen, wie z.B. Erk, zu einem
verminderten Einbau in die Zellmembran fiihrt. Dies zu untersuchen kénnte weitere
Hinweise zu den genauen intrazelluliren Prozessen nach rtPA Applikation und
darauffolgender Verminderung von Claudin-1 in der Zellmembran geben.

Drittens ist die Rolle der Interaktionen der Tight Junction-Proteine untereinander
unklar. Furuse et al. konnten zeigen, dass Claudin-1 iiber PDZ-Domdnen mit anderen
Claudinen und weiteren Tight Junction-Proteinen wie z.B. ZO-1 interagiert [128]. Dass
diese Interaktionen eine physiologische Rolle spielen, wird an Patienten, die eine
Mutation der PDZ-Doémane von Claudin-16 tragen, deutlich. Sie leiden unter einer
milden, selbstlimitierenden Form von familidrer Hypomagnesidmie mit Hyperkalzurie
und Nephrokalzinose (FHHNC) [129]. Aufgrund der grofien Anzahl von

unterschiedlichen Tight Junction-Proteinen und der unzadhligen Kombinations-
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moglichkeiten miteinander sind die Auswirkungen auf die Integritit der Endothelien

und Epithelien unvorhersehbar und aktuell unbekannt [124].

Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass die Applikation von RAP, einem LRP-1
Antagonisten, die rtPA induzierte Verminderung von Claudin-1 in der Zellmembran
verhinderte. In den Verhaltenstests zeigte sich nach der zusatzlichen Applikation von
RAP keine Erh6hung der Pfotendruckschwelle. Ebenso blieb bei Co-Applikation von rtPA
mit PD98059, einem Inhibitor der Erk Phosphorylierung, der Abfall des Claudin-1-
Gehalts in der Membranfraktion aus (vgl. Abbildung 18 E). Auch in den Verhaltenstests
wurde durch die Co-Applikation von rtPA und PD98059 eine Erhohung der
Schmerzschwelle des Pfotendrucktests verhindert (vgl. Abbildung 18 F). Somit ist ein
Zusammenhang zwischen Aktivierung des Rezeptors und darauffolgender ERK-
Phosphorylierung mit der Claudin-1 Herabregulation und Opioid-induzierter Reduktion
des Schmerzes anzunehmen.

Mogliche andere Vermittler zwischen rtPA und den Promotoren der Claudin-1
Transkription kdnnten miR-183-5p oder miR-183-3p darstellen. MicroRNAs (miR) sind
kurze, nicht kodierende RNA-Sequenzen, die unter anderem in der Genexpression eine
Rolle spielen. So konnte in Versuchen dieser Arbeitsgruppe ein signifikanter Anstieg von
miR-183-5p nach perineuraler Applikation von rtPA an peripheren Rattennerven
gezeigt werden. Ebenfalls zeigte sich nach perineuraler Injektion von rno-miR-183-5p-
Mimetika und DAMGO ein signifikanter Anstieg der Schmerzschwelle des
Pfotendrucktests. Dies fiihren wir auf eine Reduktion der Claudin-1-Expression zuriick,
da nach Applikation von rno-miR-183-5p-Mimetika die Claudin-1-Transkription
signifikant reduziert ist.

Sowohl Erk als auch miR-183-5p konnen Foxo-1 inaktivieren [130]. Foxo-1 gehort zur
Familie der Forkhead-Box-Proteine und ist ein Transkriptionsfaktor, der unter anderem
Gene der Zelldifferenzierung, des Zellwachstums, der Zellproliferation, der Adipogenese
oder des Insulinstoffwechsels reguliert. Im Rattenintestinum fiihrt eine
Phosphorylierung und damit Inaktivierung von Foxo-4 zu einer Herabregulation von
Tight Junction-Proteinen wie Z0O-1 und Occludin und damit zu einer erhdhten
Permeabilitat der intestinalen Barriere [131]. Weitere Untersuchungen konnten zeigen,
ob Erk im peripheren Nerven zu einer Foxo-vermittelten Herabregulaton von Tight

Junction-Proteinen fiithren kann.
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Abb. 19: rtPA vermittelt die Barriereéffnung iiber miR

(A) Wistar Ratten wurde entweder rno-miR-183-5p oder cel-miR-67 Mimetika (jeweils 10 pg) in beide
Pfoten perineural am Nervus ischiadicus injiziert. Jeweils eine Stunde spater wurde DAMGO an jeweils
einer Pfote injiziert. Der Paw pressure threshold wurde vor und 10 min nach der Injektion bestimmt.
(*p < 0.05 vs. baseline, Two-Way ANOVA, n = 5).

(B) Rno-miR-183-5p im Verhéltnis zu U6 SnRNA wurde mittels semiquantitativer PCR in unbehandelten
(Control) und 2 h nach perineuraler Injektion von 10 pg rtPA in N. schiadici von Wistar Ratten
gemessen (*p < 0.05 vs. control, t-test, n = 6).

(C) Claudin-1 mRNA im Verhaltnis zu 18S rRNA wurde nach perineuraler Behandlung mit miR Mimetika
in N. schiadici von Wistar Ratten quantifiziert (*p < 0.05, One-Way ANOVA, n = 5) [80].

Eine Abbildungsgenehmigung ist als Co-Autor nicht erforderlich.

RtPA scheint im Perineurium neben Claudin-1 auch andere Proteine wie JAM-C und
Z0-1 zu beeinflussen [132]. Junktionale Adhdsionsmolekiile (JAMs) gehoren zu einer
Untergruppe der Immunglobulin-Superfamilie und besitzen eine transmembran- und
eine intrazellulire Domane, die liber ihre PDZ-Domdane mit Gerilistproteinen wie Z0-1
interagiert [133]. JAM-C wird in Schwann Zellen peripherer Nerven exprimiert und tragt
dort zur Bildung der Nervenscheide und zur Signaltransduktion bei. So finden sich in
JAM-C knock-out Madusen dicke, lose Myelinscheiden mit einer beeintrachtigten
Signalweiterleitung, die sich klinisch durch verkleinerte Schritte und einen schwacheren
Griff manifestert [134]. Zona Occludens Protein-1 (Z0-1) ist ein Geriistprotein, welches
Tight Junction-Proteine wie Claudine, JAMs oder Occludine mit dem Actin-Zytoskelett
verbindet. Es ist daher fiir die Barrierebildung unerldsslich - knock-out Mause sterben
noch in der Embryonalphase [135]. Unsere Arbeitsgruppe konnte zeigen, dass sowohl
JAM-C als auch Z0O-1 in Wistar Ratten nach perineuraler rtPA Injektion am peripheren
Nerven herabreguliert werden [132]. Es wurde zudem beobachtet, dass nach Simulation
einer Nervenverletzung endogenes tPA vermehrt ausgeschiittet wird und ebenfalls zu

einer Herabregulation von JAM-C und Z0-1 fiihrt. Jedoch wurden zusatzlich klinisch eine
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vermehrte Allodynie und histologisch eine vermehrte Makrophageninvasion beobachtet,
die exogener rtPA-Applikation nicht vorzufinden waren. Dies zeigt, dass rtPA zwar die
Blut-Nerven-Barriere 6ffnet und so zu einer Opioid-vermittelten Analgesie fiihrt, jedoch

ohne Inflammation keine Hypersensitivitat auslost.

4.5. Verschluss der Blut-Nerven-Barriere

Gemafs unserer Hypothese wird in einer spateren Phase die Integritiat der Blut-Nerven-
Barriere durch eine Phosphorylierung von GSK, einer darauffolgenden Akkumulation
von [-Catenin und Cdx2 und wiedereinsetzenden Transkription von Claudin-1
wiederhergestellt. Bekannt ist eine Interaktion zwischen Erk und GSK-3. So zeigten
Versuche mit renalen Fibroblasten, dass tPA zu einer Erk- und GSK-3-Phosphorylierung
fiihrt. Diese Phosphorylierung von GSK-3 wurde durch eine Blockade der Erk-
Phosphorylierung verhindert. Daher scheint die Erk-Aktivierung in der Signalkaskade
oberhalb der GSK-3-Phosphorylierung zu stehen [136]. Wang et al. konnten zeigen, dass
nach Infusion von rtPA bei Schlaganfall-Rattenmodellen zerebrale Blutungen
nachzuweisen sind, die mit einer Offnung der Blut-Hirn-Schranke einhergehen.
Infundierte man jedoch rtPA und TWS119, einen Inhibitor von GSK-3, so waren diese
Blutungen weniger sichtbar. Western Blot Analysen zeigten einen Abfall von GSK-3,
jedoch einen Anstieg von p—Catenin und Tight Junction-Proteinen wie Claudin-3 und
Z0-1 [137]. Durch die Phosphorylierung und damit Inaktivierung von GSK-3 wird
f—Catenin nicht ubiquitiniert und konsekutiv nicht abgebaut. Dadurch akkumuliert
f—Catenin im Zytoplasma. p—Catenin kann dann einerseits direkt im Zellkern die
Transkription bestimmter Proteine wie z. B. Claudin-1 veranlassen und reguliert
anderseits die Expression von Cdx [69, [76]. Cdx-1 und -2 wiederum sind unter anderem
als Promotoren der Transkription von Tight Junction-Proteinen wie beispielsweise
Claudin-1 und-2 bekannt. Die Transkription von Claudin-2 kann durch Mutation der
Bindestellen fiir LEF-1/B-Catenin und Cdx verhindert werden [78]. So konnte in in-vitro-
Untersuchungen an malignen Kolonzellen gezeigt werden, dass ein Zusammenspiel von
B-Catenin und Cdx-1 und -2 die Claudin-1 Transkription reguliert [77].

Folglich wéare eine vermehrte Phosphorylierung und damit Inaktivierung von GSK-3
zeitlich nach der vermehrten Erk Phosphorylierung anzunehmen gewesen. Zu den

Zeitpunkten 8 bis 72 h nach Applikation von rtPA konnte entgegen unserer Annahmen
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allerdings kein signifikanter Anstieg des pGSK-Gehalts nachgewiesen werden. Gemaf3
unserer Hypothese wird vermutet, dass -Catenin im zeitlichen Ablauf nach der GSK
Inaktivierung akkumuliert. Dieses wurde daher zu spadteren Zeitpunkten gemessen.
Dabei zeigte sich 72 und 120 h nach rtPA Applikation ein signifikanter Anstieg von
f—Catenin im Zytoplasma der Zellen. So kann eine Interaktion von rtPA oder Erk mit
—Catenin nicht ausgeschlossen werden, jedoch scheint pGSK-3 nicht das Verbindungs-
glied zu sein. Andere Studien vermuten eine direkte Interaktion des MAP-Kinase-
Signalweges mit dem Wnt-Signalweg und [-Catenin ohne eine vorhergehende
Phosphorylierung von GSK-3. Diese Studien gehen von einer direkten Phosphorylierung
von LRP-6, einem bekannten Co-Rezeptoren des Wnt-Signalweges, aus [138].

Interessant ist auch ob Cdx2 in der Steigerung der Expression von Claudin-1 eine Rolle
spielt. Der Cdx2-Gehalt zeigte sich in dieser Arbeit zum Zeitpunkt 120 h nach rtPA-
Applikation signifikant erhoht. In der PCR zeigte sich die Claudin-1-Expression 120 h
nach rtPA-Applikation wieder im Bereich des Ausgangswertes. Ein mdglicher
Zusammenhang mit der wiedereinsetzenden Expression von Claudin-1 ist also nicht
auszuschliefen. Unklar ist jedoch in wie weit noch andere Faktoren als 3-Catenin und
Cdx2 eine Rolle spielen. In den Western Blots ist der Claudin-1 Gehalt in der
Zellmembran bereits nach 48 h wieder auf dem Ausgangsniveau. Es ist fraglich, ob rtPA
den Claudin-1-Gehalt in der Plasmamembran alleine durch die Expression im Zellkern
reguliert oder ob auch andere Faktoren wie beispielsweise Endozytose eine Rolle
spielen. Dies wiirde eine Erklarung fiir den Claudin-1-Wiederanstieg in der
Plasmamembran im Western Blot ohne zeitgleich vermehrte Expression der Claudin-1-
mRNA in der PCR erklaren. Es bleibt weiteren Studien iiberlassen dies genauer zu

untersuchen.

4.6. Toxizitit und Nebenwirkungen von rtPA

Die Blut-Nerven-Barriere ist zum Schutz des Nervens vor potentiell neurotoxischen
Substanzen und zur Erhaltung der perineuralen Homdostase notwendig. Wird diese
Barriere durch rtPA geoffnet steigt das potentielle Risiko einer Nervenschadigung. Seit
langerem wird infolge des vermehrten Auftretens von beispielsweise epileptischen
Anféllen und Hirnédemen diskutiert inwieweit die leitliniengerechte rtPA-Applikation

zur Behandlung akuter ischdmischer Schlaganfalle schadlich sein kann [139]. Es existiert
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allerdings keine abschliefiende Bewertung, da diese Pathologien auch durch den
vorhergehenden Schlaganfall und die damit verbundene Gewebezerstorung verursacht
sein konnen. In unseren Versuchen wurde 10 pg rtPA verwendet, welches bezogen auf
das Korpergewicht der Ratten einer Dosis von 50 - 100 ng/kg Kérpergewicht entspricht.
In Schlaganfallmodellen an Ratten wird eine 100-fach hoéhere Dosis von 10 mg/kg
Korpergewicht intravends verabreicht. Dies entspricht einer 11-mal hoheren Dosis wie
Patienten mit Schlaganfall im klinischen Alltag erhalten (0,9 mg/kg Korpergewicht)
[140]. In unserem Modell wurde demnach eine 9-18-fach geringere Dosis lokal
appliziert als Schlaganfallpatienten intravenés verabreicht wird.

In anderen Modellen wurde beobachtet, dass nach Nervenschadigung am Riickenmark
oder bei chronischem Morphinkonsum vermehrt tPA exprimiert wird. Gleichzeitig
wurde eine mechanische Hypersensitividit und Allodynie beobachtet, welche durch
Inhibition von tPA unterdriickt werden konnte [141]. In unseren Experimenten zeigte
sich die Schmerzschwelle des Pfotendrucktests nach alleiniger rtPA-Applikation
unverdndert, sodass die nach Schadigung des Riickenmarks beobachtete mechanische
Hypersensitivitat und Allodynie [141] nach einmaliger Applikation von rtPA nicht zu
erwarten sind und unsere Ergebnisse nicht beeinflusst haben. Aufgrund der fehlenden
Expression von tPA im gesunden peripheren Nerven ist davon auszugehen, dass
endogenes tPA in unserem Versuchsaufbau kein Storfaktor ist.

Histologische Anzeichen einer Nervenschadigung sind unter anderem die Degeneration
des Nervens, die Destruktion des Myelins sowie eine Infiltration mit CD68+
Makrophagen [142, 143]. In Arbeiten unserer Arbeitsgruppe konnte sieben Tage nach
perineuraler Applikation von rtPA keine Invasion von Makrophagen, keine
Nervendegeneration oder Destruktion des Myelins gesehen werden [80]. Damit ist eine
akute Schadigung der Nerven durch rtPA unwahrscheinlich. Ferner wurden nach
Injektion von rtPA keine Hamatombildung und keine Blutung an der Injektionsstelle
beobachtet, was aufgrund der fibrinolytischen Eigenschaften des Proteins denkbar ware.
Die Verwendung von rtPAi anstatt rtPA konnte mogliche Blutungskomplikationen

infolge der rtPA-induzierten Fibrinolyse verhindern.
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Abb. 20: Keine Schiddigung des Nervs nach perineuraler rtPA
Injektion

—&— tPAipsilateral (A) 7 Tage nach der perineuralen Injektion von 10 mg rtPA oder
—O— 1tP A contralateral 0,9 % NaCl wurden die N. ischiadici histologisch und mittels
immunhistochemischen Farbungen (CD68 mAb) untersucht.

(B) Die Anzahl der CD68 mAb positiven Zellen pro mm? wurde
gemessen, ebenso wie die Anzahl der Axone mit verdnderter
Myelinscheide in Relation zur totalen Anzahl der myelinisierten
Fasern. Auch wurde das Verhaltnis des inneren
Axondruchmessers im Vergleich zum dufderen Durchmesser (g-
- ~ ratio) und die totale Anzahl der Axone pro mm?2 (p > 0.05, t-test, n
= 6) gemessen.

(C) Wistar Ratten wurden mit rtPA behandelt und 2 h danach
eine Losung (Placebo) injiziert. Es zeigte sich keine Verdnderung
der Pfotendruchschmerzschwelle. Die kontralaterale, nicht
behandelte Seite ist als Kontrolle gezeigt [80].

Eine Abbildungsgenehmigung ist als Co-Autor nicht erforderlich.
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4.7. Alternative Therapieoptionen zur Verbesserung der

perioperativen Analgesie

Aktuell werden in der klinischen Praxis Lokalanasthetika wie beispielsweise Lidocain
oder Bupivacain verwendet. Es ist bekannt, dass diese in Rattenmodellen zytotoxische
Wirkungen an Muskel- und Nervenzellen entfalten [14, 144, 145]. Des Weiteren
existieren Fallberichte von Myositiden in Patienten nach lokaler Applikation von
Lokalandsthetika [146]. Alternative Therapieoptionen zur Verbesserung der
perioperativen Analgesie zu entwickeln ist daher Gegenstand intensiver Forschung.
Neben rtPA werden weitere Stoffe untersucht, die potentiell die perioperative Analgesie
an peripheren Nerven verbessern konnten: So wurden Versuchstiere beispielsweise mit

Capsaicin, einem Agonisten des TRPV1-Kanals, und dem Lokalandsthetikum Lidocain
60



oder seinem hydrophilen Derivat QX-314 behandelt. Dabei zeigte sich eine komplette
Blockade der Hypersensitivitat bis zu 72 h nach chirurgischer Inzision. Jedoch fiihrte
diese Kombinationsbehandlung zu einer verzogerten mechanischen Hypersensitivitat
und Neurotoxizitat. Ferner fiihrte Capsaicin bei der Injektion durch Aktivierung des
TRPV1-Kanals kurzzeitig zu einem starken Schmerzreiz. In der Zusammenschau ist
diese Substanz daher fiir die Anwendung im klinischen Alltag ungeeignet [19].

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe konnte eine Offnung der perineuralen
Barriere nach Applikation von hypertoner Kochsalzlosung iliber Interaktion mit der
MMP-9 gezeigt werden. Jedoch l6st hypertone Kochsalzlésung bei Injektion eine
Hyperalgesie aus. Eine Alternative ware die direkte Injektion der MMP-9; aufgrund der
hohen Kosten stellt dies allerdings kein wirtschaftliches Verfahren dar [37].

Eine weitere Alternative stellt C1C2 dar, ein Peptidomimetikum von Claudin-1, welches
von der ersten extrazellularen Schleife des murinen Claudin-153-81 abgeleitet wird. Es
ist bekannt, dass C1C2 die Barriere durch Herabregulation der Claudin-1-Expression in
Caco-2-Zellen offnen kann [147]. Es wird diskutiert ob die C1C2-Bindung an Claudin-1
zu einer Depolymerisation der Claudin-Proteine fiihrt oder ob die Claudin-C1C2-
Komplexe in der Plasmamembran sequestrieren und somit nicht in Tight Junctions
integriert werden kénnen. In Untersuchungen unserer Arbeitsgruppe durch Sauer et al.
konnte aufgezeigt werden, dass C1C2 die Expression von Claudin-1 im Perineurium von
Ratten verringert und dadurch nach Co-Applikation von DAMGO zur peripheren
Analgesie fiihren kann [36]. Der Wnt-Signalweg scheint den Effekten von C1C2
entgegenzuwirken: die Inhibition von GSK-3 fiihrt zur Cdx2-vermittelten Hochregulation
der Claudin-1-Transkription. Fiir C1C2 konnte bislang keine neurotoxische Wirkung
nachgewiesen werden, sodass C1C2 neben rtPA eine weitere vielversprechende neue

Therapieoption in der perioperativen Analgesie darstellt.

4.8. Ausblick und klinische Einordnung

Es konnte gezeigt werden, dass rtPA tiber die Bindung an den LRP-1-Rezeptor zu einer
vermehrten Erk Phosphorylierung fiihrt und konsekutiv Claudin-1 in der Zellmembran
des Perineuriums vermindert. Dadurch wird die perineurale Barriere durchlassig fir
hydrophile Analgetika wie beispielsweise DAMGO. Eine periphere Analgesie ohne

Einschrankung der motorischen Funktion ist die Folge. Im Folgenden sollen erstens die

61



Ergebnisse hinsichtlich des Einsatzes von rtPA am Menschen eingeordnet werden und
zweitens wissenschaftlich und Kklinisch vielversprechende Ansatzpunkte fiir weitere

Untersuchungen identifiziert werden.

Unsicher ist ob der oben beschriebene Effekt von rtPA und DAMGO auf den Menschen
Uibertragbar ist. Bisher wurden die Versuche ausschliefdlich an Wistar Ratten
durchgefiihrt. Eine dhnliche Wirkung ist jedoch auch im Menschen denkbar, da eine
Offnung der menschlichen Blut-Hirn-Barriere durch rtPA bekannt ist.

RtPA ist ein zugelassenes Arzneimittel zur Behandlung von akuten ischdmischen
Schlaganfillen, sodass ein tiefreichendes Verstindnis von Wirkungen und
Nebenwirkungen existiert. In unserem Tiermodell konnte fiir rtPA keine Neurotoxizitat
nachgewiesen werden. Aufgrund des bekannten Nebenwirkungsspektrums ist es
vertretbar die Substanz auch am Menschen zu applizieren, da die in unserem Modell
verabreichte Dosis auf das Korpergewicht bezogen 9 - 18-fach geringer war als die zur

Schlaganfallbehandlung verwendeten Dosierungen.

Noch nicht ausreichend bekannt ist wie phosphoryliertes Erk erstens die Claudin-1-
Transkription verringert und zweitens ob die verminderte Claudin-1-Transkription
alleine dafiir verantwortlich ist, dass weniger Claudin-1 in der Zellmembran zu finden
ist. Moglich sind weitere intrazellulire Mechanismen, die neben der verminderten
Transkription auch z.B. zu einer Endozytose der Claudin-1 Proteine fiihren. In der
spateren Phase konnte mittels Western Blot ein erneuter Anstieg von Claudin-1 in der
Zellmembran schon vor erneuter Wiederaufnahme der Claudin-1-Transkription in der
PCR gezeigt werden. Dies legt nahe, dass weitere, bisher unklare und von der
Transkription unabhingige Mechanismen zur Wiederherstellung der Barrierefunktion
beitragen. Diese Mechanismen genauer zu untersuchen stellt einen interessanten
Ansatzpunkt fiir weitere Untersuchungen dar.

Interessant ist ebenfalls, dass auch regulatorische T-Zellen eine Rolle in der rtPA
induzierten Schrankenstérung spielen konnten. So sind regulatorische T-Zellen nach
Schlaganfillen im peripheren Blut signifikant vermindert. Dieser Abfall halt nach der
Therapie mit rtPA langer an und scheint zu den Nebenwirkungen von rtPA wie z. B.
intrazerebralen Blutungen beizutragen. In Mausmodellen konnte die Gabe von
regulatorischen T-Zellen die rtPA-induzierte Barrierestérung im Hirn vermindern.

Dieser Effekt scheint durch eine Unterdriickung von MMP-9 und CCL2 (CC-Chemokine
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Ligand 2) durch die regulatorischen T-Zellen verursacht zu sein [148]. In diesem
Zusammenhang ware interessant zu untersuchen, ob auch die rtPA-vermittelte LRP-1-
Aktivierung durch regulatorische T-Zellen beeinflusst wird. Diese T-Zellen konnten in
diesem Fall beispielsweise als Antagonist von rtPA genutzt werden, sollte es zu
schwerwiegenden Nebenwirkungen nach Injektion von rtPA kommen.

Unklar ist auch ob rtPA weitere Signalwege anstofdt, die die Blut-Nerven Barriere
beeintrachtigen. So scheint z.B. in Rattenmodellen nach Simulation einer
Nervenschadigung der toll-like Rezeptor-4 (TLR-4) im Zusammenspiel mit dem Sonic-
Hedgehog Signalweg zu einer Herabregulation von Tight Junction-Proteinen zu fiihren
[149, 150]. Diskutiert wird in diesem Zusammenhang ebenfalls eine in-vitro gesehene
Interaktion mit dem Wnt/B-Catenin Signalweg, der jedoch in-vivo nicht bestatigt
werden konnte. In Modellen, die eine Nervenschadigung simulieren, ist hdufig auch eine
Veranderung des perineuralen Chemokin-Milieus zu beobachten. Palladino et al.
konnten viele Chemokine identifizieren, die eine Rolle in der Homoostase des
peripheren Nervens spielen [27]. So scheint u.a. oben beschriebenes CCL2 einen rtPA-
vermittelten Einfluss auf die Integritit von Nervenbarrieren zu haben [148]. Ebenso
sind nach der Simulation einer Nervenschiadigung am peripheren Nerven von Ratten, die
mit einer Herabregulation von Tight Junction-Proteinen einhergeht, CXCL5 (CXC-Motiv-
Chemokinrezeptor 5) und CXCR2 (CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 2) vermehrt im
Riickenmark nachzuweisen [151]. Die genaue Untersuchung des peri- und intraneuralen
Chemokinmilieus am peripheren Nerven konnte daher zum besseren Verstiandnis der
Signalwege nach rtPA Applikation beitragen.

Es bedarf trotz all dieser vielversprechenden Ergebnisse noch weiterer Untersuchungen,
insbesondere hinsichtlich Nebenwirkungen und Vertraglichkeit, bevor Substanzen wie

rtPA bzw. rtPAi im klinischen Alltag Verwendung finden kénnen.
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5. Zusammenfassung

Zur Durchfiihrung peripherer Nervenblockaden werden im klinischen Alltag
nichtselektive Lokalanasthetika verwendet, die neben sensorischen auch motorische
Nervenfasern blockieren. Diese Arbeit untersucht und beschreibt Grundlagen fiir die
Verwendung selektiv wirksamer Co-Analgetika. Ziel dieser Arbeit war in diesem Kontext
die Analyse der intrazelluldaren Signalwege, welche nach Applikation von rtPA am
peripheren Nerven zur Offnung der perineuralen Barriere und so zu einer opiat-
vermittelten Analgesie fithren. Gemafs unserer Hypothese bindet rtPA an den LRP-1-
Rezeptor und lost eine intrazelluldare Signalkaskade aus: Erk wird phosphoryliert und
inhibiert iiber bislang unklare Mechanismen die Claudin-1-Transkription. Claudin-1
wird weniger in die Zellmembran eingebaut und/oder verldasst durch Endozytose/
Internalisierung die Zellmembran, was zur Offnung der perineuralen Barriere fiihrt und
den Durchtritt selektiv wirksamer Analgetika erlaubt. In der spateren Phase steht die
Analyse der Wiederherstellung der Barrierefunktion der Zellmembran im Vordergrund.
Die ist von zentraler Bedeutung um eine Schadigung des Nervens durch das
Umgebungsmilieu zu verhindern. Vermutlich wird die Wiederherstellung der
Barrierefunktion iiber den Wnt-Signalweg gesteuert. Die Akkumulation von B-Catenin
und Cdx2 fiihrt zu einem erneuten Anstieg der Claudin-1-Transkription. Der Claudin-1-
Gehalt steigt in Western Blot-Untersuchungen jedoch bereits zu einem friiheren
Zeitpunkt in der Zellmembran wieder an. Dies legt nahe, dass weitere von der
Transkription unabhingige Mechanismen zur Wiederherstellung der Barrierefunktion
beitragen. Eine mogliche Alternative zu rtPA stellt katalytisch inaktives rtPAi dar,
welches in Untersuchungen dhnliche Ergebnisse wie rtPA zeigte. Dabei konnte die
Verwendung von rtPAi anstatt rtPA pathophysiologisch denkbare Komplikationen wie
beispielsweise Blutungen verhindern.

In Versuchen anderer Mitglieder der Arbeitsgruppe wurde die Offnung der perineuralen
Barriere mittels immunhistochemischer und funktioneller Untersuchungen bestatigt.
Auch konnten keine akute Neurotoxizitit oder Blutungsgefahr beobachtet werden.
Somit stellt rtPA in Kombination mit Opioiden eine mogliche Alternative zur
Verbesserung der postoperativen Analgesie dar, die jedoch weiterer Untersuchungen

hinsichtlich von Nutzen, Risiken und Nebenwirkungen bedarf.
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6. Summary

Regional postoperative pain treatment with non-selective local anesthetics does not
only block nociception but also the motoric function of the nerve. This thesis describes
and examines principles for the utilization of selective co-analgesics. Aim of this study
was to analyze the intracellular signaling-pathways after application of rtPA to the
peripheral nerve. The application leads to an opening of the blood-nerve-barrier and to
an opioid-mediated analgesia. We postulate that rtPA binds to the LRP-1-receptor and
leads via phosphorylation of Erk to a downregulation of Claudin-1-transcription. The
mechanism of downregulation is unknown. Claudin-1 is less incorporated into the cell
membrane and/or it is removed by endocytosis. This leads to an opening of the blood-
nerve-barrier and hydrophilic analgesics like opioids can reach the nerve. After the
opening of the barrier we analyzed the mechanisms which lead to a restitution of the
barrier-function. This step is important to assure that the nerve is protected from the
environment. Our theory is that the Wnt-signaling-pathway is responsible for
reestablishing the barrier. An accumulation of B-Catenin and Cdx2 leads to a resumption
of Claudin-1-transcription. However Western Blot investigations showed an earlier rise
of Claudin-1 in the cell-membrane. This indicates that there are other, from
transcription independent mechanisms, that lead to restitution of the barrier-function.
Catalytic inactive rtPAi is a promising alternative to rtPA as it shows similar effects
without possible side effects like bleedings.

Immunohistochemistry and behavioral tests performed by other members of the group
confirmed the opening of the blood-nerve-barrier after application of rtPA. No acute
neurotoxicity or bleedings have been observed. Therefore, we postulate that rtPA in
combination with opioids is an interesting new alternative to mediate postoperative
analgesia. However, we still need further investigations to learn more about the benefit,

risks and side effects of rtPA application to the peripheral nerve.
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8. Anhang

8.1. Abkiirzungsverzeichnis

BSA bovines Serumalbumin

CCL2 CC-Chemokine Ligand 2

cDNA copy Desoxyribonukleinsdure

Cdx Caudalhomeobox Protein

CXCL5 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 5

CXCR2 CXC-Motiv-Chemokinrezeptor 2
DAMGO (D-Ala2, N-MePhe4, Gly-ol)-Enkephalin
DAPI 4’ 6-Diamidin-2-phenylindol

Erk Extrazellular Regulated Kinase

ELISA Enzyme-linked Immunosorbent Assay
FOXO Forkhead-Box-Protein O

GSK Glycogensynthase Kinase

HRP horseradish peroxidase

IDV Intensity densitiy value

JAM Junktionales Adhadsionsmolekiil

LEF-1 Lymphoid Enhancer Binding Factor-1
LRP-1 Low Density Lipoprotein Receptor-related Protein 1
MAP Mitogen-activated Protein

MAPK Mitogen-activated Protein Kinase
MDCK Mardin-Darby canine kindney

miR microRNA

Mek Synonym: MAP-Kinase

MMP-9 Matrixmetalloproteinase-9

mRNA messenger Ribonukleinsaure

N2a Neuro 2a Zellen

NMDA N-Methyl-D-Aspartat

NRK-49F normal rat kidney fibroblasts-49F Zellen
PAI Plasminogenaktivatorinhibitoren

PC12 Pheochromocytomal2 Zellen
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PCR Polychainreaction

PNS peripheres Nervensystem

PPT Pfotendrucktest

RAP receptor associated protein

rRNA ribosomale Ribonukleinsaure

rtPA rekombinanter gewebespezifischer Plasminogenaktivator
rtPAi katalytisch inaktiver rekombinanter gewebespezifischer

Plasminogenaktivator

rtPCR real-time PCR

TBS Tris-buffered saline

TEMED Tetramethylethylendiamin

TLR-4 toll-like Rezeptor-4

TrK Tyrosin-Kinase

TRPV-1 Transient Receptor Potential Cation Channel Unterfamilie Vanilloid
ZNS zentrales Nervensystem

7Z0-1 Zona Occludens-1
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8.4. Reagenzien

Reagenz

Acylamid/Bisacrylamid 30:2
Ammoniumpersulfat (APS)
-Mercaptoethanol
Bromphenolblau

Bovines Serum Albumin (BSA)
cDNA Kit (High capacity cDNA
reverse transcriptase)
Chloroform

Complete Tablette

Essigsaure

Ethanol
Ethylendiamintetraacetat (EDTA)
Ethylenglycoltetraessigsdaure
(EGTA)

Glycerol

Glycin

H20 Aqua

25% HCL (Salzsaure)

Hepes Puffer

[sopropanol

Lumi-Light Western Blotting

Substrate (ECL Losung)
Magermilch

Methanol
NaCl (Natriumchlorid)
NaF (Natriumflorid)

Nuklease freies Wasser

Firma

Carl Roth
Carl Roth
Sigma
Sigma

Sigma

AppliedBiosystems

Roth
Roche

Sigma Aldrich

Merck
Carl Roth

Sigma

Invitrogen
AppliChem
B. Braun
AppliChem
AppliChem
Merck

Roche

AppliChem

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich

Sigma Aldrich

Ambion
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Katalognummer

3029.2
9592.3
T9281
B0126
A7906
4368814

UN1888
05892970
33209
1.00980.0500
3619.1

E4378

15514-011
A1377
0082479E

A0658
A1069
1.09634.1000

12015200001

A0830
32213
31434
450022

9937

Volumen

500 ml
50g
100 ml
25g
50g
200
reactions
1000 ml
30 Thbl.
1L

500 ml
1kg
25g

1kg
1L

1L
500¢g
1000 ml

2x100 ml

1kg
1L

1kg
25g

50 ml



N N ]

Pierce BCA Protein Assay Kit Thermo Fisher | 23225 1L
Proteinmarker V Peqglab 27-2210 250 @l
RNA ,Storage-solution” Ambion 7000 1ml
RNAse-freies Wasser Promega P119C 25 ml
RNase Zap Ambion AM 9780

RNA later Quiagen MatNo 1018087 250 ml
1% SDS (Natriumlaurylsulfat) AppliChem Al1112 500g
ultrapure

Serva-Blau G SERVA 35050.03 100 g
SYBR Green Thermo Fisher AB 1162 1,25 ml
Tetramethylethylendiamin (TEMED) Sigma T9281 100 ml
Tris(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris) | Carl Roth 5429.3 1kg
Triton X Sigma T8787 100 ml
Trizol Invitrogen 15596-026 100 ml
Tween 20 Sigma P7949 100 ml

Nicht aufgefiihrt sind mit Hilfe der gelisteten Chemikalien selbst angesetzte Losungen.

Auf diese wurde an der Stelle ihrer jeweiligen Verwendung einzeln eingegangen werden.

Soweit nicht anders erwahnt wird steriles Wasser verwendet.
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