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Zusammenfassung

Neuropathische Schmerzen treten in der klinischen Praxis haufig auf und
beeintrachtigen in hohem Male die Lebensqualitat der Patienten. Bedingt durch eine
Schadigung somatosensorischer Nervenstrukturen im peripheren oder zentralen
Nervensystem ist der Schmerz meist durch eine Allodynie, Hyperalgesie oder
einschieende Schmerzen charakterisiert. Diese Symptome lassen sich durch
gangige Schmerzmittel kaum lindern. In jungerer Zeit ruckte die Blut-Rucken-
markschranke immer mehr in den Fokus verschiedener Untersuchungen, da auch
einige nicht-schmerzhafte Erkrankungen (z.B. Multiple Sklerose und Amyotrophe
Lateralsklerose) zur Veranderung dieser Barriere mit folgender Permeabilitats-
erhdhung durch reduzierte Tight Junction-Protein-Expression fuhren. Die Blut-
Ruckenmarkschranke dichtet Gefalle des Ruckenmarks ab und verhindert das
Eindringen toxischer oder proanalgetischer Mediatoren in das zentrale Nervensystem.
Dafur ist die Funktion der Tight Junction-Proteine zur Aufrechterhaltung dieser Barriere
essentiell. Dennoch konnte die Rolle der Blut-Ruckenmarkschranke bei Neuropathie
noch nicht vollstandig erortert werden. Die Untersuchungen meiner Arbeitsgruppe
konnten bereits zeigen, dass eine lockere Ligatur des N. ischiadicus bei Ratten (CCl;
chronic constriction injury) zur Entwicklung einer thermischen und mechanischen
Hyperalgesie sowie eingeschrankten motorischen Funktionen fuhrt. Zudem konnte
eine Storung der Blut-Ruckenmarkschranke nach einer CCl nachgewiesen werden, da
es Tracern unterschiedlicher molekularer Grolke mdglich war das Ruckenmark zu
penetrieren. Daher sollte im Rahmen dieser Dissertation untersucht werden, inwieweit
es zu einer Veranderung unterschiedlicher Tight Junction-Proteine nach peripherer
Nervenverletzung (CCIl) kommt. Hierbei konnte gezeigt werden, dass eine CCl zu einer
Herabregulation der mRNA-Expression von Claudin-1, Claudin-19, Tricellulin und
Occludin im Ruckenmark fuhrt, wobei diese Veranderungen insbesondere 7 und 14 d
nach der CCI auftraten. Die membranare Expression dieser Proteine im Rickenmark
blieb bis auf Occludin unverandert, das 7 d nach der CCI signifikant reduziert war. Am
deutlichsten waren jedoch Claudin-5 und ZO-1 verandert. Folglich vermindert eine CCI
signifikant die Claudin-5-mRNA sowie die Immunreaktivitat in isolierten Kapillaren des
Ruckenmarks. Das Ankerprotein ZO-1 war sogar auf allen Ebenen, also in der Gen-
als auch Proteinexpression, und dariber hinaus in den Ruckenmarkskapillaren

signifikant reduziert.



Die Interpretation dieser Ergebnisse legt nahe, dass ZO-1, und zum Teil auch
Claudin-5, fur die gestorte Blut-Ruckenmarkschranke verantwortlich sind und die
anderen untersuchten Proteine vermutlich nur eine untergeordnete Rolle spielen. Die
Bedeutung der Tight Junction-Proteine in der Blut-Rickenmarkschranke konnte somit
weiter untermauert werden. In zukunftigen Untersuchungen ware es wichtig den
Signalweg, der zur Veranderung der Tight Junction-Proteine fuhrt sowie die
subzellulare Lokalisation zu untersuchen, um Moglichkeiten zum Wiederverschluss
der Barriere zu finden. Somit konnten Therapien zur Aufrechterhaltung der Blut-
Ruckenmarkhomoostase den neuropathischen Schmerz unter Umstanden kausal, und

nicht nur symptomatisch, behandelbar machen.

Summary

Chronic neuropathic pain is common in clinical practice and it greatly impairs the
quality of life of patients. Due to a lesion or disease of the peripheral or central nervous
system neuropathic pain is characterized by allodynia, hyperalgesia and spontaneous
pain. The treatment of neuropathic pain remains a challenge since conventional pain
treatment is not effective in alleviating most types of neuropathic pain. Lately a lot of
research has focussed on the function of the blood-spinal cord barrier (BSCB) since
some non-painful diseases (e.g. multiple sclerosis and amyotrophic lateral sclerosis)
compromise the barrier and lead to reduced tight junction protein expression. The
BSCB prevents leakage of molecules such as pronociceptive and toxic mediators into
the spinal cord. Tight junction proteins are essential in maintaining this barrier by
restricting the paracellular diffusion pathway. Nevertheless, the pathophysiology of
neuropathic pain is not completely understood. Recently, this scientific work group
observed that rats with a loose ligation of the sciatic nerve (CCl) developed thermal
and mechanical hypersensitivity and reduced motor performance. The BSCB became
permeable for small and large tracers indicating a breakdown of the barrier. This study
was therefore designed to explore selected tight junction proteins after nerve injury
using CCI. The mRNA expression of claudin-1, claudin-19, tricellulin and occludin was
significantly reduced at 7 and 14 days after CCI. No alteration in protein expression
was observed at any chosen time point except for occludin which was significantly
decreased 7 days after CCI. In addition, CCI leads to a reduction of tight junction
proteins most pronounced for claudin-5 an ZO-1. Claudin-5 mRNA expression and

immunoreactivity in spinal cord capillaries is significantly reduced after CCl. The



anchor protein ZO-1 is even downregulated at mMRNA and protein levels in the whole
lumbar spinal cord as well as in the spinal cord capillaries. In conclusion, this research
shows that ZO-1 and in part claudin-5 are necessary for maintaining the BSCB while
other tight junction proteins possibly play a minor role for the tightness of the barrier.
These results further emphasize the importance of tight junction proteins in the BSCB.
In future research the signaling pathway and regulation of these tight junction proteins

should be explored as barrier sealing could be a possibility for pain relief in the future.






1 Einleitung

1.1 Schmerz und Nozizeption

Die Fahigkeit Schmerz zu empfinden ist fir das Uberleben und zum Schutz des
menschlichen Organismus essentiell und dient deshalb als Warnsignal, das auf eine
Verletzung oder Gewebeschadigung hinweist. Sowohl die physische als auch
psychische Empfindung von Schmerz macht ihn zu einer komplexen
Sinneswahrnehmung mit multidimensionalen Aspekten. Verdeutlicht wird dies durch
die allgemeine Definition von Schmerz durch die internationale Fachgesellschaft zur
Erforschung des Schmerzes: ,Ein unangenehmes Sinnes- und Gefluhlserlebnis, das
mit aktueller oder potentieller Gewebeschadigung assoziiert ist oder mit Begriffen einer
solchen Schadigung beschrieben wird.“ (International Association for the Study of Pain
(IASP) Taxonomy 2017, 14.12.2017, www.iasp-pain.org). Der Prozess, bei dem
thermische, mechanische oder chemische Schmerzreize wahrgenommen werden
nennt sich Nozizeption. Dabei werden nozizeptive Stimuli durch eine spezialisierte
Gruppe von afferenten Nervenfasern, den so genannten Nozizeptoren, registriert, in
elektrische Signale umgewandelt und durch primar afferente Nervenfasern
weitergeleitet (Basbaum, Bautista et al. 2009). Nozizeptoren umfassen zwei Klassen
von primar afferenten peripheren Nervenfasern, die sich anhand ihres Schmerz-
charakters und ihrer Leitgeschwindigkeit unterscheiden. A &-Fasern besitzen eine
schwach ausgepragte Myelinscheide, sind ca. 30—40 ym dick und leiten mit einer
Geschwindigkeit von etwa 15 m/s. Im Gegensatz dazu sind C-Fasern unmyelinisiert,
dinner (< 30 ym) und in ihrer Schmerzweiterleitung mit ca. 1 m/s wesentlich
langsamer (Whitwam 1976). Der fruhe, gut lokalisierbare Schmerz wird vor allem durch
A d-Fasern vermittelt und agiert als Schutz- und Fluchtreflex, wohingegen C-Fasern
fir den schlecht lokalisierbaren spaten Schmerz verantwortlich sind. Die
Wahrnehmung nicht-schmerzhafter mechanischer Stimuli (z.B. leichte Berihrung)
erfolgt durch myelinisierte, schnell leitende A (B-Fasern (Basbaum, Bautista et al.
2009).
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Abbildung 1: Verbindungen zwischen primér afferenten Nervenfasern und dem Riickenmark

Nozizeptive C-Fasern (rot) projizieren in spinothalamische Neurone (gelb) des Riickenmarks. WDR (wide dynamic
range) Neurone (blau) empfangen Informationen von nozizeptiven A &-Fasern und von Mechanorezeptoren (iber
A B-Fasern. Dabei haben GABAerge Interneurone (griin) einen hemmenden Einfluss auf WDR-Neurone. Durch
eine Interaktion mit Mikroglia (grau) wird die synaptische Transmission erleichtert (Baron, Binder et al. 2010).

Wie alle somatosensorischen Bahnen besitzen die aufsteigenden nozizeptiven
Bahnen der Schmerzweiterleitung drei Neurone. Die Zellkdrper des ersten pseudo-
unipolaren primar afferenten Neurons befinden sich im Ganglion spinale sowie
Ganglion trigeminale und innervieren den Kopf und den Korper. Wahrend sich das
Ganglion trigeminale ausschlieRlich auf die kranialen Nervenfasern beschrankt und
sich von der Verschaltung auf Hirnstammebene vom Rest des Korpers unterscheidet,
sind die Spinalganglien eine Ansammlung mehrerer tausend sensorischer
Nervenzellkorper, die fur die segmentale Innervation des Korpers verantwortlich sind.
Von den Spinalganglien gelangen die zentralen Fortsatze in das Hinterhorn des
Ruckenmarks (2. Neuron), kreuzen in der Commisura alba zur Gegenseite und werden
im Tractus spinothalamicus lateralis Uber die lateralen und medialen Thalamuskerne
(3. Neuron) zum primar motorischen Kortex und limbischen System weitergeleitet
(Schaible und Richter 2004, Basbaum, Bautista et al. 2009). Die Schmerz-
wahrnehmung kann uber eine Modulation vermindert (deszendierende Hemmung)
oder verstarkt (periphere und zentrale Sensibilisierung) werden. Die Freisetzung
inhibitorischer Transmitter wie Glycin, GABA und Endorphine in das Hinterhorn des
Ruckenmarks verursacht eine Schmerzsignalhemmung. Eine verstarkte Schmerz-

wahrnehmung erfolgt im Gegensatz dazu Uber eine periphere Sensibilisierung der
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Nozizeptoren durch freigesetzte Schmerzmediatoren (z.B. Prostaglandine oder
Bradykinin) und Neuropeptide (z.B. Substanz P oder CGRP). Auf zentraler Ebene
fuhren Veranderungen im Ruckenmark, durch zum Beispiel eine vermehrte
Freisetzung von Glutamat, zu einer gesteigerten Erregbarkeit der Hinterhornneurone.
Langerfristig wird diese Ubererregbarkeit durch genetische Veranderungen in
nozizeptiven Neuronen aufrecht erhalten (Ossipov, Dussor et al. 2010, von Hehn,
Baron et al. 2012). Eine graphische Darstellung der aufsteigenden Schmerzbahn wird
in Abb. 2 verdeutlicht.
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Abbildung 2: Die aufsteigende Schmerzbahn
Schmerzsignale werden vom peripheren Ort der Schmerzentstehung (ber afferente Nervenfasern zum
Spinalganglion bzw. Riickenmark weitergeleitet. Von dort aus gelangt der Schmerzstimulus entlang des
Hirnstamms in das GroBhirn. Die Schmerzwahrnehmung und -weiterleitung kann durch supraspinal gelegene

Zentren moduliert werden (Bingham, Ajit et al. 2009).
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1.2 Neuropathischer Schmerz

Entgegen einer Warnfunktion kann Schmerz auch spontan oder durch einen
normalerweise nicht-schmerzhaften Reiz provoziert werden. Aufgrund der neuronalen
Pathologie zahlt dieser Schmerz zu den neuropathischen Schmerzen und wird
deshalb durch die internationale Fachgesellschaft zur Erforschung des Schmerzes als
~ochmerz, der durch eine Schadigung oder Erkrankung des somatosensorischen
Nervensystems verursacht wird“ definiert (International Association for the Study of
Pain (IASP) Taxonomy 2017, 14.12.2017, www.iasp-pain.org). Dabei kdnnen sowohl
das zentrale als auch das periphere Nervensystem von dieser Lasion betroffen sein,
wobei die Ursache eine erworbene oder genetische Erkrankung ist. Im Allgemeinen

lassen sich schmerzhafte Neuropathien in vier Kategorien einteilen:

—

. Periphere fokale oder multifokale Neuropathien
e Phantomschmerz
e Postherpetische Neuralgie
e Diabetische Mononeuropathie

e Posttraumatische Neuropathie

N

Periphere generalisierte Neuropathien (Polyneuropathien)
e Diabetes mellitus
e Alkohol
e HIV-Neuropathie

3. Zentrale Neuropathien
e Ruckenmarksverletzung
e Multiple Sklerose

e Syringomyelie

4. Komplexe neuropathische Funktionsstérung

e Komplexes regionales Schmerzsyndrom (CRPS)

Tabelle 1: Ursachenbasierte Klassifikation von schmerzhaften Neuropathien mit einer Auswahl mdglicher

Differentialdiagnosen (Baron 2006)

Beispielsweise schadigen insbesondere mechanische, metabolische, entzundliche

oder toxische Noxen die peripheren Nerven, wohingegen bei zentralen Neuropathien
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(z.B. Ruckenmarksverletzung oder Multiple Sklerose) primare Prozesse im ZNS
verantwortlich sind. Gekennzeichnet ist dieser Schmerz durch Hyperalgesie
(gesteigertes Schmerzempfinden), Allodynie (Schmerzempfindung auf einen Ublicher-
weise nicht-schmerzhaften Reiz) und spontan einschiellende Schmerzen, die durch
pathophysiologische Mechanismen im peripheren und zentralen Nervensystem zu
Stande kommen. Die Nervenverletzung bedingt eine inflammatorische Reaktion und
es kommt folglich zu einer erleichterten Erregbarkeit der Nozizeptoren durch
molekulare Veranderungen (Baron 2006). Diese inflammatorische Reaktion ist die
Folge einer Freisetzung von immunologischen Mediatoren (ATP, Prostaglandin E2,
Bradykinin) sowie proinflammatorischen Zytokinen (TNF-a, IL-18) aus nicht-
neuronalen Zellen und primar afferenten Nervenendigungen. Darauffolgende Signal-
kaskaden fuhren zu reduzierten Reizschwellen mit einer erhohten Schmerz-
empfindlichkeit und ektoper Impulsentstehung. Dieser Prozess wird auch als periphere
Sensibilisierung bezeichnet. Auf zentraler Ebene fuhrt die gesteigerte Aktivitat der
Nozizeptoren zu sekundaren Veranderungen der Neurone im Ruckenmark mit
nachfolgender Schmerzpotenzierung. Ein wichtiger Aspekt dieser zentralen Sensi-
bilisierung ist die Einbeziehung der synaptischen Transmission von nicht-
schmerzvermittelten Afferenzen (A B-Fasern) in den Schmerzsignalweg (Cheng und
Ji 2008, von Hehn, Baron et al. 2012).

1.2.1 Neuropathischer Schmerz im klinischen Alltag

Der neuropathische Schmerz stellt mit einer Pravalenz von 7-10% in der
Allgemeinbevolkerung ein relevantes Problem dar und betrifft vor allem Patienten ab
dem 50. Lebensjahr (Bouhassira, Lanteri-Minet et al. 2008, Jensen und Finnerup 2014,
van Hecke, Austin et al. 2014, Colloca, Ludman et al. 2017). Neben den
Kardinalsymptomen Allodynie, Hyperalgesie und spontan einschiefende Schmerzen
leiden die Patienten auch unter Schlafstérungen, Angstzustanden und Depressionen.
Dieser oftmals chronische Zustand beeintrachtig die Lebensqualitat der Patienten
erheblich (Colloca, Ludman et al. 2017). Ebenso ist durch vermehrte Arztbesuche und
Rezeptierungen die gesundheitsbkonomische Problematik nicht aulRer Acht zu lassen
(Attal, Lanteri-Minet et al. 2011). Aufgrund der Heterogenitat des neuropathischen
Schmerzes ist vor allem die Symptomkontrolle mittels Pharmakotherapie und weniger
die Behandlung des kausalen Problems von Bedeutung. Dennoch sollte an erster

Stelle nach einer kausalen Behandlungsmaoglichkeit gesucht werden, wie zum Beispiel
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ein gut eingestellter Diabetes mellitus bei Polyneuropathie. Ebenso ist es hilfreich
zusammen mit dem Patienten realistische Therapieziele anzustreben: Schmerz-
reduktion um ca. 30-50 %, Verbesserung der Schlaf- und Lebensqualitat sowie Erhalt
der Arbeitsfahigkeit und sozialer Interaktionen (Schlereth 2019). Damit lassen sich
Enttauschungen, die wiederum zur Schmerzverstarkung fuhren kdnnen, vermeiden.
Zur Basistherapie des neuropathischen Schmerzes werden vorwiegend Anti-
konvulsiva, Antidepressiva und Opioide eingesetzt, wobei eine Kombination dieser
Wirkstoffklassen sinnvoll und unter Umstanden durch eine topische Therapie
(Lidocain, Capsaicin) erganzt werden kann (Cruccu und Truini 2017, Fornasari 2017).
Nicht-Opioid-Analgetika (NSAR, Paracetamol und Metamizol) sind aufgrund fehlender
Evidenz nicht in den Therapiealgorithmen enthalten. Trotz leitliniengerechter Therapie
kann eine vollige Schmerzfreiheit fast nie erreicht werden und es ist deshalb sinnvoll
neue medikamentdse Angriffspunkte fur die Behandlung neuropathischer Schmerzen

zu finden.

1.3 Tiermodelle des neuropathischen Schmerzes

Der Grolteil der Daten zur Pathophysiologie des neuropathischen Schmerzes bezieht
sich auf molekulare Grundlagenforschung im Sinne von praklinischen Versuchen an
Tieren (in vivo Experimente) sowie patientenbezogenen Studien (Baron, Binder et al.
2010). Demnach wurde eine Vielzahl von atiologiebasierten Schmerzmodellen flr
Tiere entwickelt, um einen klinischen Schmerzzustand zu erreichen (Jaggi, Jain et al.
2011). Die neuropathischen Schmerzmodelle zielen auf reproduzierbare Ergebnisse
hinsichtlich einer Allodynie bzw. thermischer oder mechanischer Hyperalgesie sowie
des Tierverhaltens bei spontan einschiellienden Schmerzen ab. Die vier am haufigsten
verwendeten Schmerzmodelle sind die chronic constriction injury (CCI), die partial
sciatic nerve ligation (PSL), die spinal nerve ligation (SNL), sowie die spared nerve
injury (SNI).
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Abbildung 3: Schematische Darstellung verschiedener Schmerzmodelle
Zur Erzielung eines neuropathischen Schmerzzustandes wurde in dieser Arbeit die chronic constriction injury (CCI)
verwendet (Campbell und Meyer 2006).

Im Rahmen dieser Arbeit wurde zur Induktion des neuropathischen Schmerzes die
CCI verwendet. Bei der CCI wird der N. ischiadicus mit einem Faden locker ligiert,
wodurch die meisten A- und C-Fasern, sowie einige Zellkdrper untergehen. Uber eine
Dauer von ca. zwei Monaten entwickelten die Tiere spontane Schmerzen, Allodynie,
sowie Hyperalgesie (Bennett und Xie 1988, Bridges, Thompson et al. 2001). Mit dieser
unilateralen peripheren Mononeuropathie ist die CCIl ein valides und vielfach
verwendetes Schmerzmodell, das die klinische Symptomatik gut wiederspiegelt.
Neben der neuropathischen Komponente weist das Modell auch inflammatorische
Aspekte auf. Wagner et al. zeigten, dass die Applikation eines antiinflammatorischen
Peptids zur Reduktion der Schmerzsymptomatik fuhrt (Wagner, Janjigian et al. 1998).
Ein anderes Modell ist die PSL, bei der ca. die Halfte des N. ischiadicus ligiert wird.
Innerhalb weniger Stunden nach der Operation kann ebenfalls ein spontaner Schmerz,
der durch das Belecken der Pfote zum Ausdruck kommt und eine Hyperalgesie oder
Allodynie festgestellt werden. Dieser Zustand halt mehrere Monate an (Seltzer, Dubner
et al. 1990). Bei der SNL werden im Gegensatz zum N. ischiadicus die Spinalnerven

auf Hohe L5/L6 ligiert was ebenfalls zu neuropathischen Schmerzerscheinungen Uber

7
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ca. vier Monate fuhrt (Kim und Chung 1992). Ein Modell der partiellen Denervation ist
die SNI bei dem der N. tibialis und N. peroneus communis ligiert und durchtrennt
werden, wohingegen der N. suralis intakt bleibt (Decosterd und Woolf 2000). Bei
diesem Modell bestehen die Symptome einer mechanischen Allodynie und
thermischen Hyperalgesie im Innervationsgebiet des N. suralis Uber einen Zeitraum

von langer als sechs Monaten.

1.4 Blut-Ruckenmarkschranke

Das Ruckenmark ist Bestandteil des zentralen Nervensystems und verbindet das
Gehirn mit dem peripheren Nervensystem. Wahrend sich in der grauen Substanz die
Nervenzellkdrper und Gliazellen befinden, besteht die weille Substanz aus Axonen.
Die Blut-Ruckenmarkschranke ist essentiell, um das Ruckenmark vor schadigenden
Einflussen zu schutzen und den molekularen Austausch zwischen Bestandteilen des
Blutes und dem Ruckenmark zu regulieren (Bartanusz, Jezova et al. 2011, Reinhold
und Rittner 2017).

Pericyte

Astrocyle
foot
process

Basal lamina

Endothelium

Anterior spinal a.

Abbildung 4: Schematische Darstellung der Bestandteile der Blut-Riickenmarkschranke
(Bartanusz, Jezova et al. 2011)

Die Blut-Ruckenmarkschranke setzt sich aus kapillaren Endothelzellen, einer
Basallamina, Perizyten und Endfortsatzen der Astrozyten zusammen. Die
Endothelzellen sind durch die fehlende Fenestrierung, fehlende pinozytische Vakuolen

und eine groRe Anzahl an zytosolischen Mitochondrien gekennzeichnet. Tight
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Junction-Proteine dichten die Endothelzellen untereinander ab (Bartanusz, Jezova et
al. 2011, Reinhold und Rittner 2017). Perizyten sind Gefallwand-assoziierte Zellen und
werden durch die Basallamina von dieser getrennt. Sie regulieren die Proliferation,
Migration und Differenzierung der Endothelzellen. Wahrscheinlich sind die Perizyten
auch fur die Synthese von Bestandteilen der Basallamina (z.B. Proteoglykane und
Laminin) verantwortlich (Engelhardt und Sorokin 2009). Die aufRerste Schicht der Blut-
Ruckenmarkschranke bilden die Endfortsatze der Astrozyten. Sie dienen vor allem der
Entwicklung und Aufrechterhaltung der Barrierefunktion und Ubernehmen
regulatorische Funktionen im Wasser- und Elektrolythaushalt, weshalb Astrozyten
eine hohe Konzentration an Aquaporin-4-Kanalen aufweisen (Abbott, Ronnback et al.
2006). Im Vergleich zur Blut-Hirnschranke ist die Blut-Ruckenmarkschranke
durchlassiger gegenuber Moleklilen und Zytokinen. Grund dafur ist wahrscheinlich
eine verminderte Expression von ZO-1 und Occludin sowie eine verringerte
Perizytenanzahl (Prockop, Naidu et al. 1995, Pan, Banks et al. 1997, Winkler, Sengillo
et al. 2012).

1.4.1 Tight Junction-Proteine

Tight Junctions, welche benachbarte Epithelzellen untereinander abdichten, sind von
herausragender physiologischer Bedeutung. Auf der einen Seite bilden sie eine
semipermeable Barriere und limitieren den Durchtritt von lonen, gelésten Stoffen und
Zellen durch den parazellularen Raum. Auf der anderen Seite stellen sie eine apikal-
basolaterale Zellpolaritat her und sind bei Signalwegen der Genexpression,
Zellproliferation und -differenzierung beteiligt (Guillemot, Paschoud et al. 2008). Abb. 5
zeigt elektronenmikroskopische Aufnahmen sowie eine dreidimensionale Schema-

darstellung der Tight Junctions.
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Abbildung 5: Struktur der Tight Junctions

a) Elektronenmikroskopischer Gefrierschnitt von Darmepithelzellen: Die Pfeilspitzen markieren die Tight Junctions
als kontinuierliche intermembrands anastomosierende Strdnge. (Mv = Mikrovilli, Ap = Apikale Membran,
Bl = Basolaterale Membran, MalBstabsleiste: 200 nm) b) Aufnahme der Tight Junctions im Ultradiinnschnitt: Die
Pfeilspitzen markieren die Obliteration des parazelluldren Spalts, den sogenannten ,kissing point” (Mal3stabsleiste:
50 nm) c) Dreidimensionale schematisierte Darstellung der Tight Junctions: Tight Junction Strdnge benachbarter
Zellen lagern sich aneinander und dichten den parazelluldren Spalt ab (Tsukita, Furuse et al. 2001).

Die Tight Junction-Proteine konnen in Claudine und Tight Junction-assoziierte
MARVEL Proteine unterteilt werden. Zu den MARVEL Proteinen zahlen Occludin,
Tricellulin und MARVELD3. Occludin war das erste integrale Transmembranprotein,
das von Furuse et al. 1993 entdeckt wurde (Furuse, Hirase et al. 1993). Es hat ein
Molekulargewicht von 65 kDa und weist vier transmembranare Domanen auf. Das
Gerustprotein ZO-1 bildet Uber eine COOH-zytoplasmatische Domane das Ruckgrat
von Occludin (Furuse, Itoh et al. 1994). Tricellulin ist Uberwiegend an trizellularen
Zellkontakten lokalisiert (lkenouchi, Furuse et al. 2005). Interessanterweise kann
Tricellulin bei einem Verlust von Occludin dessen Funktion teilweise kompensieren
und die Schrankenfunktion somit aufrecht erhalten (Ikenouchi, Sasaki et al. 2008).

Die Familie der Claudine nimmt eine entscheidende Stellung in der Aufrechterhaltung
der Barrierefunktion ein. Claudin-1 war das erste Protein, das im Jahr 1998 durch die
Arbeitsgruppe von Furuse et al. identifiziert wurde (Furuse, Fujita et al. 1998). Seitdem
ist die Anzahl der Claudine auf eine Gesamtanzahl von 27 gewachsen. Sie haben ein
Molekulargewicht von 21-34 kDa und vier Transmembrandomanen, weisen jedoch
keine Ahnlichkeiten mit der Aminosauresequenz von Occludin auf (Furuse, Fuijita et al.
1998). Das Verteilungsmuster der Claudine variiert je nach Gewebetyp und einige
Claudine werden nur in spezifischen Zelltypen exprimiert. Beispielsweise ist Claudin-5
primar in Endothelzellen von Blutgefallen vorhanden (Morita, Sasaki et al. 1999). Die

Tight Junction-Proteine sind Uber die sogenannten MAGUK-Proteine wie etwa Z0O-1,
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Z0-2 und ZO-3 mit dem Zytoskelett der Zelle verbunden (Anderson, Fanning et al.
1995, Gunzel und Yu 2013). Sie sind insbesondere fur die Organisation der Tight
Junctions verantwortlich. Zum Beispiel bestimmen ZO-1 und ZO-2 die Verteilung der
Claudine in der basolateralen Membran (Umeda, I|kenouchi et al. 2006).
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass insbesondere Claudin-5, Occludin und ZO-1

wichtig fur die Blut-Ruckenmarkschranke sind (Winkler, Sengillo et al. 2012).

1.4.2 Erkrankungen mit Storung der Blut-Ruckenmarkschranke

Es gibt zunehmend Evidenz, dass die Blut-Ruckenmarkschranke eine zentrale Rolle
in der Entwicklung und Progression von Erkrankungen des zentralen Nervensystems
einnimmt (Bartanusz, Jezova et al. 2011). Neben einer Schadigung der Blut-
Ruckenmarkschranke tragen auch andere pathophysiologische Phanomene zum
klinischen Bild beziehungsweise letztendlich der Erkrankung bei. In diesem Kontext
wurde die traumatische Ruckenmarksverletzung am haufigsten untersucht. Eine
Schadigung der Gefaldversorgung und in Folge dessen ein Zusammenbruch der Blut-
Ruckenmarkschranke ist in klinischen sowie Tiermodellen eine direkte Konsequenz
traumatischer Einwirkung (Bartanusz, Jezova et al. 2011). Innerhalb weniger Minuten
ist die Barriere fur Blutbestandteile und -zellen passierbar, welche sich im verletzten
Parenchym anreichern. Komplexe sekundare Pathomechanismen flhren in
unverletzten Segmenten des Ruckenmarks zu einer zusatzlichen Schadigung
(Bartanusz, Jezova et al. 2011). Andere Erkrankungen, die mit einer Dysfunktion der
Barriere assoziiert sind, sind beispielsweise die Multiple Sklerose, ALS,

posttraumatische Syringomyelie und eine Ischamie des Ruckenmarks.

1.4.3 Blut-Rickenmarkschranke und Neuropathie

Eine Verletzung des peripheren oder zentralen Nervensystems, welche einen
neuropathischen Schmerz nach sich zieht, 16st multidimensionale Veranderungen
entlang des Schmerzsignalweges aus. Dabei ist die inflammatorische Reaktion eine
bemerkenswerte Beobachtung. Zum einen werden proinflammatorische Mediatoren
von verletzen Nervenfasern und angrenzenden Immunzellen freigesetzt, zum anderen
kommt es auf Ruckenmarksebene zu einer Mikroglia- und Astrozytenaktivierung
(Scholz und Woolf 2007). Zusatzlich fuhrt die periphere Nervenverletzung zum
Ubertritt von Immunzellen aus der Blutzirkulation in das Riickenmarkparenchym

(Zhang, Shi et al. 2007, Cao und DelLeo 2008). Diese neuroinflammatorischen
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Interaktionen sind Teil der Pathogenese von chronischen Schmerzzustanden.
Inwieweit dabei die Blut-Ruckenmarkschranke eine Rolle spielt ist noch nicht
abschlieend erforscht. Eine erhohte Permeabilitdt der Blut-Ruckenmarkschranke
konnte bereits in verschiedenen neuropathischen Schmerzmodellen nachgewiesen
werden: In einem neuropathischen Schmerzmodell, der L4/L5 Spinalnervenligatur,
wiesen Gordh et al. eine erhdhte Immunreaktivitat des Serumproteins Albumin im
Ruckenmark von Ratten nach. Diese Beobachtung deutet auf einen Zusammenbruch
der Blut-Ruckenmarkschranke hin, der fur die Aktivierung von Astrozyten verant-
wortlich ist (Gordh und Sharma 2006). Echeverry et al. zeigten, dass eine partial sciatic
nerve ligation zu einer fruhen Extravasation von unterschiedlich groRen Molekulen
(Evans Blue, Natriumfluorescein) in das lumbale Riickenmark fihrt. Ubereinstimmend
dazu konnte eine Herabregulation der Tight Junction-Proteine ZO-1 und Occludin
beobachtet werden, die moglicherweise durch eine spinale Entzindungsreaktion
bedingt ist. Als direkte Konsequenz war es den T-Zellen moglich aus dem Blut in das
Parenchym des Ruckenmarks einzuwandern. Das Maximum der Permeabilitat wurde
dabei am dritten Tag festgestellt (Echeverry, Shi et al. 2011). In einem anderen
Schmerzmodell, der SNI, wurde durch Cahill et al. der zeitliche Verlauf der
Permeabilitat der Blut-Ruckenmarkschranke in lebenden Mausen mittels Magnet-
resonanzperfusionsbildgebung dargestellt. Insbesondere 9 und 21 h nach der SNI
konnte eine erhohte Signalintensitat im thorakalen und lumbalen Ruckenmark
festgestellt werden, was fur eine Storung der Blut-Ruckenmarkschranke spricht.
Konkordant dazu konnte das Kontrastmittel Gadolinium, fur das die Blut-
Ruckenmarkschranke normalerweise undurchlassig ist, im Ruckenmark mittels T1-
gewichteter MRT-Bilder nachgewiesen werden (Cahill, Laliberte et al. 2014). Es
existieren bisher allerdings wenige Studien, welche die Tight Junction-Proteine der
Blut-Rickenmarkschranke im Zusammenhang mit Neuropathie untersucht haben, da
sich die Arbeitsgruppen vielmehr auf deren Barrierefunktion und Permeabilitat
konzentriert haben. Dabei standen vor allem die Proteine ZO-1 und Occludin im
Vordergrund. Innerhalb des zentralen Nervensystems konnte ebenso gezeigt werden,
dass eine Verminderung von Claudin-5, das als wichtigstes und dominierendes Tight
Junction-Protein der Blut-Hirnschranke agiert, zu einer erhohten Durchlassigkeit fuhrt
(Argaw, Gurfein et al. 2009). Inwieweit jedoch andere Tight Junction-Proteine fur den
Erhalt der Blut-Rickenmarkschranke bei Neuropathie eine Rolle spielen bleibt

ungeklart.
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1.5 Vorarbeiten der Arbeitsgruppe

In vorangegangenen Untersuchungen befasste sich diese Arbeitsgruppe bereits mit
der Permeabilitat und den Tight Junction-Proteinen des Perineuriums, welches als Tell
der Blut-Nervenschranke periphere Nerven umgibt. Dabei konnte in einem
inflammatorischen Schmerzmodell, bei dem CFA (complete Freund’s adjuvant)
intraplantar in die Pfote der Ratte injiziert wurde, gezeigt werden, dass es bei
gleichzeitiger Gabe eines y-Rezeptor-Agonisten zu erhdhten mechanischen Schmerz-
schwellen kommt. Gleichermal3en erzielte die Injektion einer hypertonen Koch-
salzlésung (NaCl 10 %) zusammen mit einem MOR-Agonist denselben Effekt. Grund
dafur ist eine Herabregulation des Tight Junction-Proteins Claudin-1, wohingegen
Claudin-5 und Occludin unverandert blieben (Hackel, Krug et al. 2012). In einer
anderen Untersuchung wies die Arbeitsgruppe nach, dass die Tight Junction-Proteine
Claudin-19, Tricellulin und ZO-1 ebenfalls im Perineurium exprimiert sind und somit
auch potentielle Angriffspunkte der Barrierefunktion sein kdnnten (Sauer, Krug et al.
2014). Voruntersuchungen fur diese Arbeit im Rahmen der Barrierefunktion der Blut-
Ruckenmarkschranke zeigten, dass eine durch CCI verursachte Neuropathie sowohl
zu einer mechanischen Allodynie, thermalen Hyperalgesie sowie zur Offnung der Blut-
Ruckenmarkschranke fuhrt (Sauer, Kirchner et al. 2017). Als direkte Folge ist es
Molekulen unterschiedlicher GroRe moglich das Ruckenmark zu penetrieren. Zur
Testung der mechanischen Allodynie wurde die Methode nach von Frey angewandt,
bei der standardisierte Filamente unterschiedlicher Starke in aufsteigender
Reihenfolge auf der Plantarseite der Pfote bis zum Zurtckziehen derselben prasentiert
wurden (Chaplan, Bach et al. 1994). Bereits einen Tag nach der CCI bestand eine
signifikante Reduktion der mechanischen Schmerzschwelle, die sich bis 14 d nach der
CCI weiter fortsetzte. Fur die Messung der thermischen Schmerzschwelle wurde der
Test nach Hargreaves verwendet. Dazu wurde eine definierte warme Lichtquelle unter
die Hinterpfote gehalten und die Zeit bis zum Zurlckziehen der Pfote gemessen
(Hargreaves, Dubner et al. 1988). Im Gegensatz zur mechanischen Allodynie war die
thermische Schmerzschwelle erst 7 d nach der CCI signifikant reduziert. Die Ergeb-
nisse der verschiedenen Schmerzverhaltenstests werden in folgender Abbildung

graphisch dargestellt.
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Abbildung 6: Erhbhte Empfindlichkeit gegeniiber mechanischen und thermischen Reizen

(A) Nach CCI wurde die Pfotenriickzugsschwelle von mechanischen Stimuli gemessen indem von Frey Filamente
auf die Plantarseite der Hinterpfote appliziert wurden. (B) Die Pfotenriickzugslatenz von thermalen Stimuli wurde
mit Hilfe des Hargreaves Test bis 14 d nach CCI oder Scheinoperation gemessen (Mittelwert + Standardfehler,
n =6, *P < 0,05, two-way RM ANOVA, Bonferroni t-test) (Sauer, Kirchner et al. 2017).

Zur Uberprifung der Dichtigkeit der Blut-Riickenmarkschranke wurden zwei unter-
schiedlich grof3e Tracer verwendet. Zum einen Natriumfluorescein mit einem
Molekulargewicht von 376 Da und zum anderen Evans Blue (68500 Da). Unter
physiologischen Bedingungen konnen die Tracer, bis auf Fluorescein im geringen
Male, die Blut-Ruckenmarkschranke nicht passieren. Dies anderte sich allerdings
nach einer CCI. Bereits einen Tag nach der CCI konnte eine Anreicherung beider
Molekule im Rickenmark nachgewiesen werden, mit einem Maximum an Tag 7. Dabei
konnte kein signifikanter Unterschied zwischen beiden Rickenmarkhalften festgestellt
werden (Sauer, Kirchner et al. 2017). Nachfolgende fluoreszenzmikroskopische
Abbildung stellt die Extravasation von Natriumfluorescein und Evans Blue in das

Rickenmark dar.
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Abbildung 7: Vermehrte Anreicherung von Natriumfluorescein (NaFlu) und Evans Blue (EBA) im Riickenmark der

Ratten nach CCI
Natriumfluorescein (griin, 376 Da) wurde 1 und 7 d nach CCI oder Scheinoperation intravenés appliziert. Nach

15 min wurde das Riickenmark entnommen und quer geschnitten (linkes Bild mit der Dorsalseite am oberen
Bildrand). Das Riickenmark von Tieren nach CCI oder Scheinoperation (n = 3) wurde am ersten und siebten Tag
entnommen und ex vivo in Evans Blue (68500 Da) inkubiert (rechtes Bild). Die weil3e gestrichelte Linie markiert die

graue Substanz des Riickenmarks (Sauer, Kirchner et al. 2017).

Durch ihre Untersuchungen erbrachte die Arbeitsgruppe den Nachweis, dass eine CCI
die mechanische und thermische Schmerzschwelle bei Ratten mit Neuropathie
absenkt und es zu einer erhdhten Durchlassigkeit der Blut-Riuckenmarkschranke

gegenuber unterschiedlich grolden molekularen Markern kommt (Sauer, Kirchner et al.

2017).
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1.6 Fragestellung der Dissertation

Die Blut-Ruckenmarkschranke ist essentiell, um das Ruckenmark vor Molekulen aus
dem Blut wie zum Beispiel pronozizeptiven Mediatoren zu schutzen. Dabei nehmen
Tight Junction-Proteine eine wichtige Rolle ein, um die Integritat der Barriere aufrecht
zu erhalten. Inwieweit verschiedene Tight Junction-Proteine zur Aufrechterhaltung
dieser Barriere beitragen ist allerdings ungeklart. Die Hypothese lautet daher wie folgt
(s. Abb. 8): Eine periphere Nervenverletzung (CCl) fuhrt zu einer reduzierten Tight
Junction-Protein-Expression in der Blut-Ruckenmarkschranke, die nachfolgend eine
erhdhte Permeabilitdt gegeniiber Immunzellen aufweist. Uber eine Freisetzung
neurotoxischer Substanzen in das Ruckenmark werden nozizeptive Signalwege

stimuliert und neuropathischer Schmerz vermittelt.

M £ Periphere
%-\1_\

Nervenverletzung (CCI)

Chronic
constriction injury 1

Blut-Ruckenmarkschranke:

Reduzierte
Tight Junction-Protein-Expression

!

Permeabilitatserhohung

!

Einwanderung von Immunzellen und
Aktivierung nozizeptiver Signalwege

!

Schmerz

Abbildung 8: Schematische Darstellung der Hypothese
Bildquellen: (Bridges, Thompson et al. 2001, Handwerker 2007)

Im Rahmen der Hypothese ist das Ziel dieser Studie die Expressionsmuster verschie-
dener Tight Junction-Proteine im Ruckenmark im Zeitverlauf (6 h, 1d, 7 d, 14 d) bei

CCl-induzierter Neuropathie zu untersuchen.
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2 Material und Methoden

2.1 Versuchstiere

Die Tierversuche wurden mit mannlichen Wistar Ratten (Gewicht 180-220 g) nach der
Genehmigung durch die zustandige Tierschutzbehdrde der Regierung von Unter-
franken (Protokollnummer REG 6-13 und 44-14) und in Ubereinstimmung mit den
Richtlinien der internationalen Fachgesellschaft zur Erforschung des Schmerzes
(IASP) durchgefuhrt (Zimmermann 1983). Unter kontrollierten Bedingungen hatten die
Tiere einen 12 h Tag-Nacht-Rhythmus sowie freien Zugang zu Futter und Wasser. Der
operative Eingriff erfolgte unter Isofluran-Kurznarkose ohne zusatzliche Schmerz-

medikation.

2.2 CCl

Um neuropathischen Schmerz bei den Ratten zu induzieren, wurde das Schmerz-
modell der chronic constriction injury (CCl) verwendet. Unter Isofluran-Kurznarkose
wurde der rechte N. ischiadicus freigelegt und drei Mal mit einem Faden (4/0) in einem
Abstand von 1 mm ligiert. AbschlieBend wurde die Wunde mit einer Naht ver-
schlossen. Die Experimente zum Schmerzverhalten erfolgten dann 6 h bis 14 d nach
der operativen Prozedur und wurden, wie auch die CClI, durch Frau Dr. rer. nat. Sauer
durchgefuhrt.

2.3 mRNA-Analyse mittels quantitativer Echtzeit-PCR
2.3.1 Prinzip
Die quantitative Echtzeit-PCR (rt-qPCR) ist eine Methode, um die Expression eines

Gens zu untersuchen. Im ersten Schritt kann die dafur notwendige Ribonukleinsaure
(RNA) isoliert werden und mit Hilfe der reversen Transkription in komplementare
Desoxyribonukleinsdure (cDNA) umgeschrieben werden. Im zweiten Schritt kdnnen
dann spezifische Sequenzen der cDNA amplifiziert und analysiert werden (Garibyan
und Avashia 2013). Im Gegensatz zur traditionellen PCR, die nach der Amplifizierung
weitere Untersuchungsschritte bendtigt (z.B. Gelelektrophorese), kann bei der
Echtzeit-PCR die Vervielfachung der cDNA durch einen fluoreszenzmarkierten
Farbstoff direkt nach jedem Zyklus sichtbar gemacht werden. Dadurch kdnnen
Ruckschlisse auf die initial vorhandene Menge an DNA gezogen werden (Higuchi,

Fockler et al. 1993). Der verwendete SybrGreen-Fluoreszenzmarker interkaliert mit
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der kleinen Furche der DNA. Das Fluoreszenzsignal eines an die DNA gebundenen
SybrGreen-Moleklils ist wesentlich starker als ein ungebundenes SybrGreen-Molekul
(s. Abb. 9). Letztendlich korreliert die Zunahme der PCR-Produkte mit einem starkeren
Fluoreszenzsignal. Um die mogliche Variabilitat der Experimente zu neutralisieren und
die Vergleichbarkeit der Experimente zu gewahrleisten, wurde als Referenzgen in
allen Versuchen GAPDH verwendet. Die relative Quantifizierung der Genexpression

wurde nach der AACt Methode ausgewertet.

® o « % _ % "
]
1. Dye in solution emits 2. Emission of the
low fluorescence fluorescence by binding

Abbildung 9: Graphische Darstellung des Fluoreszenzfarbstoffs

Nach Interkalation des Fluoreszenzfarbstoffs SybrGreen mit der DNA wird griines Licht bei einer Wellenldnge von
521 nm  emittiert  (https://www.sigmaaldrich.com/technical-documents/protocols/biology/sybr-green-qpcr.html
Stand 08.01.2020).

2.3.2 RNA-Extraktion und cDNA-Synthese

Die Isolierung von RNA aus dem Ruckenmarkgewebe erfolgte nach der Methode von
Chomczynski et al. (Chomczynski 1993). Bei dieser single-step Methode wird eine
monophasische Losung bestehend aus Phenol und Guanidiniumthioacyanat ver-
wendet, die es ermdglicht Gewebe zu lysieren und im selben Schritt daraus RNA, DNA
oder Proteine zu gewinnen. Nach der Homogenisation des Gewebes und durch
Zugabe von Chloroform teilt sich das Lysat in drei Phasen: Eine obere wassrige Phase
mit RNA, die Interphase bestehend aus DNA und eine organische Phase mit Proteinen
und DNA. Anschliellend wird die obere wassrige und RNA-haltige Phase mit
Isopropanol prazipitiert. Alle Arbeitsschritte wurden auf Eis und unter RNAse-freien
Bedingungen durchgefuhrt, um eine Degradation der RNA zu vermeiden. Die
Verwendung von Filter-tip Spitzen und RNAse-freiem Wasser waren obligat. Die
Zwischenlagerung des Gewebes nach Probengewinnung erfolgte bis zur weiteren
Verarbeitung bei -80 °C.
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Das Gewebe wurde unmittelbar mit 1 ml Trizol-Reagens sowie einer Metallkugel
versetzt und im Tissue Lyser fur 4 min mit einer Frequenz von 20/s homogenisiert.
Nach Zugabe von 200 ul Chloroform und anschlieRender Zentrifugation erfolgte die
Phasentrennung. Die in der oberen wassrigen Phase enthaltene RNA wurde sorgfaltig
abpipettiert und in Isopropanol Uberfuhrt. Anschlieend erfolgte die Fallung der RNA
Uber Nacht bei -20 °C. Nach erneuter Zentrifugation setzte sich das RNA-Pellet ab.
Der Uberstand wurde verworfen und es erfolgte anschlieend die Waschung des RNA-
Pellets mit 75 % Ethanol. Der nochmaligen Zentrifugation mit Entsorgung des
Uberstandes schloss sich die Trocknung des RNA-Pellets bei 37 °C an. Das Pellet
wurde daraufhin mit 45 yl RNAse-freiem Wasser resuspendiert und im Thermomixer
fur 10 min bei 57 °C inkubiert. Die RNA wurde dann bei -80 °C aufbewahrt. Zur
Bestimmung der RNA-Konzentration wurde das Nano Drop 2000 Spectrophotometer
verwendet.

Der RNA-Extraktion schloss sich die cDNA-Synthese an, bei der RNA in eine
einzelstrangige cDNA umgeschrieben werden kann. Die reverse Transkription erfolgte
mit dem High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit. Die Verwendung von Random

Primers ermaoglicht eine Umschreibung aller RNA-Spezies (rRNA, mRNA).

Mastermix

10x RT Buffer 2 pl
25x dNTP Mix 0,8 pl
10x RT Random Primers 2 ul

MultiScribe Reverse Transcriptase 1 pl

RNAse-Inhibitor 1 ul

Tabelle 2: Zusammensetzung Mastermix

Entsprechend der bendtigten Menge an Reaktionen wurde der Mastermix auf Eis
hergestellt. Pro Reaktionsansatz wurden jeweils 6,8 yl Mastermix (s. Tab. 2) vor-
pipettiert. Das Volumen von 1 ug RNA wurde individuell fur jede RNA-Probe berechnet
und mit RNAse-freiem Wasser auf ein Gesamtvolumen von 20 yl gebracht. Die
Synthese der cDNA erfolgte anschlieRend im 2720 Thermal Cycler mit folgenden

Einstellungen:
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Schritt 1  Schritt2 Schritt3  Schritt 4
Temperatur 25 °C 37 °C 85°C 4°C

Zeit 10 min 120 min 5 min o0

Die cDNA wurde anschlie3end bei -20 °C gelagert.

2.3.3 Durchfuhrung der quantitativen Echtzeit-PCR

Alle Arbeitsschritte fanden auf Eis und unter der Verwendung von Filter-tip
Pipettenspitzen statt. Ebenso wurden alle Reaktionskomponenten vor der
Verwendung kurz gevortext und abzentrifugiert. Die bei -20 °C eingefrorenen cDNA-
Proben und Primer wurden langsam auf Eis aufgetaut. Anschlieend erfolgte die
Verdinnung der cDNA im Verhaltnis 1:10 und der verschiedenen Primer im Verhaltnis
1:12 mit Nuklease-freiem Wasser. Die Herstellung des Mastermix pro well fur das Ziel-
und Referenzgen richtete sich nach den Herstellerangaben des PowerUp SybrGreen
Mastermix (s. Tab. 3).

SybrGreen Mastermix

PowerUp SybrGreen Mastermix 10 pl

Forward Primer 1:12 1 ul
Reverse Primer 1:12 1 ul
DNAse-freies Wasser 3 ul

Tabelle 3: Zusammensetzung SybrGreen Mastermix
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Gen

Claudin-1

Claudin-5

Claudin-19

Z0-1

Occludin

Tricellulin

GAPDH

Material und Methoden

Forward Primer 5°-3°¢

GGGACAACATCGT-

GACTGCT
AAATT-

CTGGGTCTGGTGCTG

TGCTGAAGGAC-

CCATCTG

CACGATGCTCA-

GAGACGAAGG

TGGGCAGTCGGGTT-

GACT

TGAATGGCCACCAGT-

GACCGA

AGTCTACTGGCGTCTT-

CAC

Tabelle 4: Verwendete Primer fiir die rt-qPCR

Reverse Primer 5‘-3¢

CCACTAAT-
GTCGCCAGACCTG

GCCGGTCAAGG-
TAACAAAGA

TGTGCTTGCTGT-
GAGAACTG

TTCTACATATG-
GAAGTTGGGGATC

GGGCATCATGGTGTT-
CATTG

AGTCAGGCATTACGAT-
GGGCTTAG

TCATATTTCTCGTGGTT-
CAC

Pro Probe und Gen (s. Tab. 4) fand eine Dreifachbestimmung statt. In eine 96-well

PCR-Platte wurde der jeweilige Mastermix mit einem Volumen von 15 yl revers

vorpipettiert und anschlieend 5 pl der verdinnten cDNA eingesetzt. Die Negativ-

kontrolle enthielt Mastermix, jedoch keine cDNA um eine Kontamination auszu-

schlieBen. Zum Schluss erfolgte die Abdichtung der PCR-Platte mit einer optischen

Folie sowie ein kurzer Zentrifugationsschritt zur Entfernung etwaiger Luftblasen.

Die rt-qgPCR erfolgte anschliel3end unter folgenden Einstellungen im LightCycler:

50 °C
95 °C
95 °C
60 °C

2 min
2 min
3s
30s
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2.4 Western Blot

Die Methode des Western Blots wurde erstmals 1979 von Towbin et al. beschrieben
und ist seitdem eine gangigsten Methoden zur Detektion und Analyse von Proteinen
in der Forschung (Towbin, Staehelin et al. 1979). Hierfur werden Proteine nach ihrer
Auftrennung auf einer Membran immobilisiert und Gber spezifische Antikorper sichtbar

gemacht.

2.4.1 Probengewinnung und Proteinbestimmung

Das Ruckenmarkgewebe wurde unmittelbar nach Entnahme aus dem -80 °C
Gefrierschrank in 1 ml eiskalten EP-Lysepuffer (s. Tab. 5) zusammen mit Protease-
Inhibitor (1 Tablette pro 10 ml Puffer) Gberfuhrt. Die Proben wurden anschliel3end unter
Zugabe einer Metallkugel fur 3 min mit einer Frequenz von 30/s im Quiagen Tissue
Lyser homogenisiert. Es folgte ein Zentrifugationsschritt der Proben fir 12 min bei
450 g (4 °C). Der Uberstand wurde in ein neues 1,5 ml Reaktionsgefalt Gberfihrt und
fiir 60 min bei 20.000 g erneut zentrifugiert. Im abgenommenen Uberstand befand sich
nun die zytosolische Fraktion des Proteins, wahrend das Pellet die Membranproteine
enthielt. Die Resuspendierung des Pellets fand im RIPA-Lysepuffer (s. Tab. 5) mit

Protease-Inhibitor statt.

EP-Lysepuffer RIPA-Lysepuffer

NaCl 120 mM HEPES pH 7,6 25 mM
HEPES pH 7,6 25 mM EDTA 2mM
EDTA 2mM NaF 25 mM
NaF 25 mM SDS ultrapure 1%
Triton X-100 1%

Tabelle 5: Zusammensetzung EP- und RIPA-Lysepuffer

Der Proteingewinnung schloss sich die Bestimmung der Proteinkonzentration nach der
Methode von Smith et al. mittels BCA-Assay an (Smith, Krohn et al. 1985). Bei dieser
Kombination aus Biuretreaktion mit Bicinchoninsaure (BCA) binden zweiwertige
Kupferionen an die Peptidbindungen und reagieren in alkalischer LOsung zu einem
violetten Farbkomplex (s. Abb. 10). Dabei ist die Intensitat der Farbung proportional

zur Konzentration des Proteins.
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Protein + Cu'2 — M=, cu"

Cu'+ BCA b

BCA — Cu'! complex

Abbildung 10: Prinzip der Biuretreaktion
Bei der Biuretreaktion bildet Bicinchoninsgure (BCA) mit zweiwertigen Kupferionen einen violetten Farbkomplex
(Smith, Krohn et al. 1985).

Hierfur wurde jeweils 3 yl der Probe mit 22 yl dest. Aqua verdinnt und als
Zweifachbestimmung auf eine 96-well Platte aufgetragen. Ebenso 25 pl der
Standardproteinkonzentrationen (Pierce™ BCA Protein Assay Kit). Nach Zugabe von
200 pl BCA-Reagens pro well und 30-minutiger Inkubation bei 37 °C, folgte ein

Farbumschlag, der dann mittels Plattenreader (Tecan Plate Reader) gemessen wurde.

2.4.2 SDS-Gelelektrophorese und Proteintransfer

Zunachst erfolgte die Herstellung der Polyacrylamid-Gele, die typischerweise aus
einem Trenn- und Sammelgel (s. Tab. 6) bestehen. Polyacrylamid-Gele sind quer-
vernetzende Strukturen, deren Porengrofde weitestgehend dem Durchmesser der
Proteine entspricht. Dadurch werden grof3e Proteine starker zurlckgehalten als
kleinere Proteine. Die GroRe der Poren wird malfdgeblich Uber den Acrylamidgehalt
bestimmt und ist dem Molekulargewicht des untersuchten Proteins angepasst
(Laemmli 1970).
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10% Trenngel Sammelgel
H20 4 mi 3,48 ml
Acrylamid 3,4 ml 850 ul
3M TrispH 8,8 2,5ml -

1M TrispH 6,8 - 625 pl
10 % SDS 100 pl 50 pl
10 % APS 100 pl 50 pl
TEMED 6 ul 5 ul

Tabelle 6: Zusammensetzung Trenn- und Sammelgel

Die Proben (25 pg Protein) wurden mit dest. Aqua und 5-fach konzentriertem Lammli-
Puffer (denaturierende Bedingung) auf ein Gesamtvolumen von 20 pl gebracht und
anschliel3end fur 5 min bei 95 °C denaturiert. Danach erfolgte die Auftragung in die
Geltaschen, wobei die erste Tasche fur den Proteinmarker bestimmt war. Die
Elektrophorese startete mit 60 V fur 30 min und anschlieftend mit 120 V fur ca. 90 min

in Elektrophoresepuffer.

Elektrophoresepuffer Lammli-Puffer (5x)

Tris 25 mM Tris pH 6,8 62,5 mM

Glycin 192 mM SDS 2%

SDS 0,1 % Glycerol 10 %

dest. Aqua variabel MSH 1%
Bromphenolblau 1%

Tabelle 7: Zusammensetzung Elektrophorese- und Ladmmli-Puffer

Der Elektrophorese folgte die Fixierung der Proteine mittels Wet-Transfers (Kammer
TankBlot) auf einer Nitrocellulose-Membran. Nach Entfernung der Taschen des
Sammelgels wurden die Gele zunachst fur 3 min in Towbin-Puffer (s. Tab. 8)
aquilibriert. Danach folgte die Befeuchtung der Nitrocellulose-Membran, Schwamme
und Filterpapiere in Towbin-Puffer, ehe das Gel-Membran-Sandwich nach folgendem

Schema zusammengebaut wurde:
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+ve [y +

I —  Sponge

._ . ] Filter Paper
g «— Membrane
3 - " —~Gel
: ) ] Filter Paper
I Sponge

Abbildung 11: Aufbau des Gel-Membran-Sandwich
(https://www.abcam.co.jp/protocols/general-western-blot-protocol Stand 27.01.2020)

Nach vorsichtiger Entfernung der Luftblasen fand die Uberfiihrung der Gel-
Membrankasette in den Wet-Transfer Tank statt, welcher anschlieRend mit Towbin-
Puffer aufgefullt wurde. Das Blotten erfolgte im Kuhlraum (4 °C) bei 200 mA fur 90 min.

Towbin-Puffer

Tris 25 mM
Glycin 192 mM
Methanol 20 %
SDS 10 %

Tabelle 8: Zusammensetzung Towbin-Puffer

2.4.3 Immundetektion

Nach erfolgtem Transfer wurde die Membran aus dem Sandwich unter Zuhilfenahme
von Pinzetten entfernt und 5 min in TBST gewaschen, um uberschussigen Towbin-
Puffer zu entfernen. Dem schloss sich die Blockierung unspezifischer Bindungsstellen
auf der Membran durch eine einstundige Inkubation in Blockierungspuffer an (s.
Tab. 9).
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TBST Blockierungspuffer

Tris 10 mM BSA 2,5%
NaCl 15 mM Magermilchpulver 2,5 %
Tween 20 0,05 % in TBST geldst

Tabelle 9: Zusammensetzung des TBST und Blockierungspuffer

Nun konnte die Membran zusammen mit den in Tabelle 10 aufgefuhrten Antikorpern,

geldst in Blockierungspuffer, in eine Plastikfolie eingeschweil3t werden.

Antigen Antikorper

Claudin-1 Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #51-9000
1:1000 in Blockierungspuffer

Claudin-5 Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #34-1600
1:400 in Blockierungspuffer

Claudin-19  Polyklonaler AK Ziege
Santa Cruz Biotechnology sc-162689
1:500 in Blockierungspuffer

Z0-1 Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #61-7300
1:200 in Blockierungspuffer

Occludin Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #71-1500
1:200 in Blockierungspuffer

Tricellulin Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #48-8400
1:200 in Blockierungspuffer

B-Actin Monoklonaler AK Maus
Sigma-Aldrich #A3854
1:20000 in Blockierungspuffer

Tabelle 10: Verwendete Primérantikérper
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Die eingeschweildte Membran wurde daraufhin zwischen zwei Glasplatten gespannt
und Uber Nacht im Kidhlraum (4 °C) auf einem Ruttler belassen, um die gleichmafige
Verteilung der Antikorper zu gewahrleisten. Der Antikorper-Inkubation Uber Nacht
schlossen sich drei 5-minutige Waschschritte mit TBST an, um uberschussige
Antikorper zu entfernen. Zur Detektion der gebundenen Antikorper wurde ein POD-
markierter Zweitantikorper (s. Tab. 11) benutzt (Anti-Kaninchen IgG bzw. Anti-Ziege
IgG), der fur eine Stunde bei Raumtemperatur in Blockierungspuffer auf der Membran
verblieb. Nach einem erneuten Waschschritt (3 x 5 min mit TBST) konnte das ECL-
Reagens im Verhaltnis 1:1 auf den Blot gegeben und nach 5 min Einwirkzeit

letztendlich im Imager visualisiert werden. Als Ladungskontrolle diente B-Actin.

Primarantikorper Sekundarantikorper

Claudin-1, Claudin-5, ZO-1,  Anti-Kaninchen IgG

Occludin, Tricellulin Sigma Aldrich #12015218001
1:3000 in Blockierungspuffer

Claudin-19 Anti-Ziege 1gG
Santa Cruz Biotechnology sc-2056
1:3000 in Blockierungspuffer

Tabelle 11: Verwendete Sekundérantikdrper passend zum Prim&rantikbrper

2.4.4 Densitometrie

Zur semiquantitativen Auswertung der Western Blots wurde eine densitometrische
Analyse mit Hilfe der Software Alpha View durchgefuhrt. HierfUr wurde das
Intensitatsverhaltnis der IDVs (integrated density value) zwischen den untersuchten
Proteinen und B-Actin ermittelt. Dabei ist B-Actin ein in konstanter Menge vorhandenes
Protein. Die Quantifizierung der Blots erfolgte dann mit Hilfe der Software ImageJ (NIH;

National Institutes of Health).
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2.5 Immunfluoreszenzfarbung
2.5.1 Prinzip

Die biochemische Methode der immunhistochemischen Farbung basiert auf der
Erkennung spezifischer Proteine mit Hilfe eines Antikorpers, die entweder direkt oder
indirekt als Antigen-Antikorper-Reaktion nachgewiesen werden konnen. Bei der
direkten Immunfluoreszenzmethode ist der Antikorper bereits enzym- oder fluorphor-
gekoppelt, wahrend bei der indirekten Methode ein enzym- bzw. fluorphorkonjugierter

Sekundarantikorper an einen Primarantikorper bindet (Betterle und Zanchetta 2012).

Secondary

\ar tibody
antibody ' -
-~ Fluorophore

Antigene & ‘!---"'

.-"--F..

Primary

Abbildung 12: Prinzip der indirekten Immunfluoreszenz
Ein enzym- oder fluorphorgekoppelter Antikbérper bindet an den Antigen-Antikérper Komplex
(https://ibidi.com/img/cms/applications/immunofluorescence/IF_principle_direct_indirect.jpg Stand 08.01.2020).

2.5.2 Probenaufarbeitung

Die Methode der Kapillarisolierung nach Winkler et al. wurde fur die Zwecke dieser
Studie modifiziert (Winkler, Sengillo et al. 2012).

Zunachst wurde 2 % FBS (fetal bovine serum) in PBS (phosphate buffered saline)
hergestellt, was im Folgenden als FBS-Puffer bezeichnet wird. Zusatzlich erfolgte die
Herstellung von 18 % Dextran gelost in FBS-Puffer, das in 15 ml Falcons a 10 ml
aliquotiert wurde. Das bei -80 °C gelagerte Ruckenmark wurde in einen Dounce-
Homogenisator, der bereits 500 ul FBS-Puffer enthielt Uberfuhrt und mit Hilfe eines
Douncers bei 400 rpm (revolutions per minute) vollstandig homogenisiert. Anschlie-
Rend wurde das Homogenat auf die Dextran Losung (10 ml) gegeben und fur 20 min
bei 6000 g und 4 °C zentrifugiert (Beckman Avanti Zentrifuge). Nach dem Zentri-
fugationsschritt befanden sich Gliazellen und neuronale Komponenten in der oberen

Phase, wohingegen die Kapillaren das Pellet bildeten. Durch vorsichtiges Abpi-
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pettieren der oberen Phase blieb das Pellet bestehen, das wiederum mit FBS-Puffer
resuspendiert wurde. Ein 100 um Zellsieb diente zur Entfernung groRerer Blutgefalle
und Debris. Fur diesen Zweck wurde das Sieb auf ein 50 ml Falcon platziert und
anschliellend das in FBS-Puffer geloste Pellet aufgetragen. Das Zellsieb konnte
entsorgt werden, wahrend der Durchfluss auf ein 40 ym Zellsieb gegeben wurde, um
rote Blutzellen zu entfernen. Die Kapillaren befanden sich nun im Sieb. Um die
Kapillaren zu erhalten wurde das Sieb um 180° invertiert, auf ein 50 ml Falcon platziert
und so lange mit FBS-Puffer gespult bis das Sieb leer war. Abschliel3end erfolgte eine
Zentrifugation mit 4000 g fur 10 min und 4 °C, um das Kapillarpellet zu erhalten. Fur
die Isolierung von RNA aus den Kapillaren war ein Pooling von insgesamt drei
Ruckenmarksproben notwendig, wohingegen fur die immunhistochemische Farbung
nur ein Ruckenmark verwendet wurde. Das Kapillarpellet wurde dann entweder zur
RNA-Isolierung mittels NucleoSpin® miRNA Kit in Lysepuffer aufgenommen und nach
Herstellerprotokoll aufbereitet oder fur eine immunhistochemische Farbung in

FBS-Puffer resuspendiert.

2.5.3 Protokoll der Claudin-5- und ZO-1-Farbung
Nachdem das Kapillarpellet in 150 yl FBS-Puffer resuspendiert wurde, erfolgte die

Fixierung der Kapillaren auf einem Objekttrager mittels der Cytospin Zentrifuge von
Thermo Shandon. Hierfur wurden jeweils 50 ul der Probe pro Objekttrager verwendet,
welche dann bei 540 rpm fur 2 min auf den Objekttrager zentrifugiert wurden. Der
Objekttrager trocknete fur ca. 30 min bevor die Fixierung zur Konservierung der
Kapillaren mit 4 % Paraformaldehyd fur 20 min begann. Es schloss sich eine
10-minutige Inkubation der Objekttrager in einer mit Aceton (-20 °C) beflllten
Glaskammer an, um die Kapillaren auf den Objekttragern zu fixieren. Um Uber-
schussiges Aceton zu entfernen, folgte ein Waschschritt mit PBS (10 min). Zur
Permeabilisierung der Kapillaren wurden die Objekttrager in einer lichtgeschutzten
Inkubationskammer platziert und mit jeweils 300 pl 1 % Triton X-100 in PBS fur 2 h
bedeckt. Zur Entfernung von Uberschussigem Triton X-100 fanden zwei 10-minutige
Waschungen mit PBS statt. Der nachste Schritt beinhaltete die Blockierung
unspezifischer Bindungsstellen der Kapillaren. Hierfur inkubierten die Objekttrager fur
mindestens 30 min in 3 % BSA (bovine serum albumin) und 1 % NGS (normal goat
serum) in PBS. Die Blockierungslosung wurde anschlieBend entfernt und der

Primarantikorper konnte aufgetragen werden. Fur den Zweck dieser Studie waren
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jeweils zwei Primarantikorper notwendig. Der ZO-1- und Claudin-5-Antikorper wurden
jeweils 1:100 in PBS verdunnt, der von-Willebrand-Antikorper zum Nachweis der
Kapillaren 1:200 in PBS. Pro Objekttrager waren 100 pl der kombinierten Anti-
korperlosung notwendig, die dann bei 4 °C Uber Nacht inkubierte. Am nachsten Tag
wurde Uberschussiger Antikorper durch drei Waschschritte a 10 min in PBS entfernt
und die Objekttrager mit folgenden Zweitantikdrpern bedeckt: Alexa 488 gegen ZO-1
und Claudin-5 und Alexa 594 gegen von-Willebrand-Faktor, jeweils 1:600 in PBS. Pro
Objekttrager waren 100 pl des Zweitantikdrpergemisches notwendig, das fur eine
Stunde inkubierte. Nach der Entfernung der Zweitantikdrper wurde DAPI 1:3000 in
PBS fur 10 min auf die Objekttrager gebracht. Zum Schluss fand ein 4-maliger
Waschschritt (10 min) der Objekttrager in einer mit PBS geflllten Glaskammer statt.
Die Objekttrager trockneten und konnten dann mit dem Fluoreszenzmikroskop

Olympus BX51 evaluiert werden. Die Immunreaktivitat wurde mittels Imaged Software

quantifiziert.

Antigen Antikorper

Claudin-5 Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #34-1600
1:100 in PBS

Z0-1 Polyklonaler AK Kaninchen
Invitrogen #61-7300
1:100 in PBS

von-Willebrand-Faktor  Polyklonaler AK Ziege
Santa Cruz Biotechnology sc-8068
1:200 in PBS

DAPI Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
1:3000 in PBS

Tabelle 12: Verwendete Primérantikbrper
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Primarantikorper

Claudin-5, Z0O-1

Sekundarantikorper

Polyklonaler Alexa Fluor 488 Affe Anti-Kaninchen

Thermo Fisher scientific #A-2120
1:600 in PBS

von-Willebrand-Faktor

Polyklonaler Alexa Fluor 594 Affe Anti-Ziege

Thermo Fisher scientific #A-11058
1:600 in PBS

Tabelle 13: Verwendete Sekundérantikbrper

2.6 Verwendete Chemikalien und Kits

2-Propanol
Aceton

Acrylamid

APS

Aqua B. Braun

Beta-Mercaptoethanol

BSA

Bromphenolblau

Chloroform

Complete ULTRA Tablets protease
inhibitor

Dextran 70

EDTA

Ethanol
FBS

Glycerol

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

B. Braun Melsungen AG, Melsungen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Roche Diagnostics AG, Rotkreuz, Schweiz

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Invitrogen, Carlsbad, USA

SERVA Electrophoresis GmbH, Heidelberg,
Deutschland
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Glycin
HCI 32%

HEPES

High-Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit

Isopropanol
Methanol
Milchpulver
NaCl

NaF

NGS

Nuclease-free water

NucleoSpin® miRNA Kit

Paraformaldehyd
PBS
Pierce BCA Protein Assay Kit

PowerUp SybrGreen Mastermix

Protein-Marker V

RNAse away
SDS Ultrapure
TEMED

Tris

Triton X-100

Trizol

AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Vector Laboratories LTD., Peterborough, UK

Life Technologies GmbH, Darmstadt,
Deutschland

MACHEREY-NAGEL GmbH & Co. KG,
Duren, Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
AppliChem GmbH, Darmstadt, Deutschland
Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Carl Roth GmbH Co. KG, Karlsruhe,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland
Life Technologies GmbH, Darmstadt,

Deutschland
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Tween

Western Blot kit — Lumi Light™-YS
Tabelle 14: Verwendete Chemikalien und Kits
2.7 Gerate

2720 Thermal Cycler

Beckman Avanti J-30 |

Combi-Spin

Cytospin 4 — Thermo Shandon
Eppendorf centrifuge 5418R

FluoroChem FC2 Multi Image I
Heizblock Techne Dri-Block DB2A
Heraeus Megafuge 16R

Krups Vacupack plus

Labotect Inkubator C60

Mixer uzusio VTX-3000L

NanoDrop 2000 Spectrophotometer
Olympus BX51

PerfectSpin P
Power supply unit — Peq Power 300
Rihrer IKARRW 14 basic

StepOnePlus Real-time PCR
System

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

Beckman Coulter GmbH, Krefeld,
Deutschland

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling/Berzdorf, Deutschland

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling/Berzdorf, Deutschland

Alpha-InnoTech Corp., Santa Clara, USA
Techne, Staffordshire, UK

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA
Krups GmbH, Frankfurt, Deutschland
Belotec GmbH, Gaéttingen, Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Olympus Europa SE & Co. KG, Hamburg,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Sigma-Aldrich, Steinheim, Deutschland

Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland
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Taumler

Thermomixer comfort

TissueLyser Qiagen

Tabelle 15: Verwendete Geriéte

2.8 Sonstige Materialien

0.2 ml semi-skirted 96-well PCR
Plate

Adhesive sealing sheets

Biosphere FilterTips (10, 100, 1000)

Blotting Membran Whatman Protran
BA83

Blotting tank Peqlab

Cellstar tubes (20 ml, 50 ml)

Eppendorf Research Pipetten

Falcons (20 ml, 50 ml)
Cellstar®Tubes
Filter cards

Gelkammer — mini Protean Tetra
cell

Homogenisator 2 ml mit Glaskolben
IsoFreeze® PCR®-Cooler

Mikrotestplatten 96-well

Nitrocellulose-Membran

Paul Marienfeld GmbH & Co. KG, Lauda-
Konigshofen, Deutschland

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling/Berzdorf, Deutschland

QIAGEN GmbH, Hilden, Deutschland

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,
Deutschland

GE Healthcare Europe GmbH, Freiburg,
Deutschland

PEQLAB Biotechnologie GmbH, Erlangen,
Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Eppendorf Vertrieb Deutschland GmbH,
Wesseling/Berzdorf, Deutschland

Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

Thermo Fisher scientific, Waltham, USA

Bio-Rad Laboratories GmbH, Miinchen,
Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland

A. Hartenstein GmbH, Wurzburg,
Deutschland
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Optical 96-well FastGreen Reaction  Applied Biosystems, Darmstadt,
Plate Deutschland

Optical Adhesive Film Applied Biosystems, Darmstadt,
Deutschland

PCR soft tube 0,2 ml Biozym scientific GmbH, Hess. Oldendorf,
Deutschland

Pipette mit Spitze (10 ml, 25 ml) Greiner Bio-One GmbH, Frickenhausen,
Deutschland

SafeSeal Reagiergefalte (1,5 ml, 2  Sarstedt AG & Co. KG, Numbrecht,

ml) Deutschland

Steal bead Metallkugel Sturm Prazision GmbH, Oberndorf am
Neckar, Deutschland

Super Frost Plus Objekttrager L. Langenbrinck GmbH, Emmendingen,
Deutschland

Zellsieb 100 ym SPL Life Sciences Co., Korea

Zellsieb 40 ym BD Biosciences, Franklin Lakes, USA

Tabelle 16: Sonstige verwendete Materialien

2.9 Statistik und Auswertung

Die erhobenen Daten wurden in Excel 2003 (Microsoft) tabellarisch aufgelistet und mit
dem Programm SigmaPlot (Systat Software Inc.) statistisch ausgewertet sowie
graphisch dargestellt. Dabei sind in den Abbildungen jeweils der Mittelwert + Standard-
fehler (SEM) dargestellt. Fur die statistische Auswertung von zwei unabhangigen
Gruppen wurde bei normalverteilten Daten und Varianzhomogenitat der ungepaarte t-
Test verwendet. Eine Varianzanalyse (ANOVA) wurde bei mehr als zwei Gruppen
abhangig vom Experiment als one- oder two-way ANOVA durchgefuhrt. Dem schloss
sich bei einem signifikanten Effekt eine post-hoc Analyse mit der Student-Newman-
Keuls Methode an. Zur Interpretation wurden die Ergebnisse bei einem Signifikanz-

niveau p < 0,05 als statistisch signifikant bewertet.
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3 Ergebnisse

In Voruntersuchungen der Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass eine
CCI zu einer Reduktion der mechanischen und thermischen Schmerzschwellen fuhrt,
was folglich mit einer Neuropathie vereinbar ist. Dadurch kam es zu einer
Anreicherung verschieden groRer molekularer Marker (Natriumfluorescein, Evans
Blue) im lumbalen Ruckenmark. Um die Ursache dieser erhohten Permeabilitat besser
verstehen zu konnen, wurden die Expressionsmuster der verschiedenen Tight

Junction-Proteine untersucht.

3.1 CCIlim peripheren Nerv fuhrt zu einer Herabregulation der mRNA
der Tight Junction-Proteine im lumbalen Ruckenmark

Die Tight Junction-Proteine Claudin-1, Claudin-5, Claudin-19, Tricellulin, Occludin und
Z0-1 sind bekanntermalen in der Blut-Nervenschranke exprimiert und reguliert,
jedoch wurde nie getestet inwieweit eine CCIl Einfluss auf diese Proteine im
Ruckenmark der Tiere hat (Hackel, Krug et al. 2012, Sauer, Krug et al. 2014). Aus
diesem Grund wurde zunachst die mRNA-Expression der Tight Junction-Proteine
Claudin-1, Claudin-19, Tricellulin und Occludin 6 h, 1d, 7 d und 14 d nach einer CClI
im lumbalen Ruckenmark untersucht und mit scheinoperierten Tieren verglichen (s.
Abb. 13). Claudin-1- und Claudin-19-mRNA waren bereits zu frGheren Zeitpunkten
herabreguliert. Zusatzlich waren alle vier Tight Junction-Proteine 7 und 14 d nach der
CCI vermindert.
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Abbildung 13: Reduzierte Expression der Tight Junction-Protein-mRNA im lumbalen Riickenmark nach CCI

Die mRNA-Expression der Tight Junction-Proteine (A) Claudin-1, (B) Claudin-19, (C) Tricellulin und (D) Occludin
wurde 6 h, 7d und 14 d nach CCI oder Scheinoperation mittels rt-qPCR im Vergleich zu GAPDH im lumbalen
Riickenmark der Tiere untersucht. Die Ergebnisse wurden gegeniiber den scheinoperierten Tieren normalisiert
(n = 6, Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler, *P < 0,05, ANOVA, Student-Newman-Keuls
Methode).

3.2 Keine Veranderung der Tight Junction-Protein-mRNA in
Endothelzellen der Kapillaren im Ruckenmark

Um herauszufinden, ob die Herabregulation von Claudin-1, Claudin-19, Tricellulin und

Occludin auf die Endothelzellen innerhalb des kapillaren Netzwerks beschrankt ist,

wurden im nachsten Schritt Kapillaren aus dem lumbalen Rickenmark isoliert. Jedoch

konnte 7 d nach der CCI keine signifikante Reduktion der mRNA im Vergleich zu

scheinoperierten Tieren festgestellt werden (s. Abb. 14).
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Abbildung 14: Keine Verédnderung der Tight Junction-Protein-Expression 7 d nach CCl in Kapillaren des lumbalen
Riickenmarks im Vergleich zu scheinoperierten Tieren

Die mRNA-Expression der Tight Junction-Proteine (A) Claudin-1, (B) Claudin-5, (C) Claudin-19, (D) Tricellulin,
(E) Occludin und (F) ZO-1 wurde 7 d nach CCI oder Scheinoperation mittels rt-qPCR im Vergleich zu GAPDH in
Kapillaren des Ilumbalen Riickenmarks der Tiere untersucht. Die Ergebnisse wurden gegeniiber den
scheinoperierten Tieren normalisiert (n = 6, Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler, *P < 0,05;
t-Test).

3.3 CCI vermindert die Proteinexpression der Membranfraktion von
Occludin, wohingegen andere Tight Junction-Proteine unverandert
bleiben

Um zu untersuchen, ob es nach einer CCI tatsachlich zur Degradierung der Tight

Junction-Proteine kommt, wurden Claudin-1, Claudin-19, Tricellulin und Occludin

mittels Western Blot analysiert. Bis auf Occludin, das 7 d nach der CCI (verglichen mit

scheinoperierten Tieren) signifikant reduziert war, zeigte sich zu den ausgewahlten

Zeitpunkten keine Veranderung der anderen Proteine. Als Referenzprotein diente

38



Ergebnisse

B-Actin. Da B-Actin unter anderem fur die Aufrechterhaltung der Barrierefunktion und
Integritat verantwortlich ist, wurde es zusatzlich quantifiziert, um sicher zu stellen, dass
die Ergebnisse der Tight Junction-Proteine nicht durch eine Veranderung von -Actin
selbst zu Stande kamen. Dabei zeigte sich zwischen Tieren mit einer CCIl und
scheinoperierten Tieren keine Veranderung der Expression (relative IDV: 1,34 + 0,209
und 1,22 +0,1; 1,16 £ 0,13 und 1,15+ 0,14; 1,20 £ 0,171 und 1,18 + 0,2 fir CCIl und
scheinoperierte Tiere zu den Zeitpunkten 6 h, 7 d, 14 d).
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Abbildung 15: Keine Verédnderung von ausgewéhlten Tight Junction-Proteinen nach CCI im lumbalen Riickenmark,
auller Occludin (7 d nach CCI)

Die Protein-Expression der Tight Junction-Proteine (A) Claudin-1, (B) Claudin-19, (C) Tricellulin und (D) Occludin
wurden 6 h, 7 d, 14 d nach CClI in der Membranfraktion des lumbalen Riickenmarks der Tiere mittels Western Blot
analysiert und mit scheinoperierten Tieren verglichen. Proteine wurden mit Hilfe der Image J Software quantifiziert
(n = 6, Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler, *P < 0,05, ANOVA, Student-Newman-Keuls
Methode). Die reprasentativen Blots befinden sich unterhalb der graphischen Darstellung analog zur

Achsenbeschriftung.
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3.4 CCI fuhrt zu einer Reduktion der Claudin-5-mRNA und zu einer
verminderten Immunreaktivitat in Kapillaren des lumbalen
Ruckenmarks

Claudin-5 ist ein wichtiges Tight Junction-Protein, das Endothelzellen der Gefalde im

Ruckenmark abdichtet und somit zur Barrierefunktion und Schutz des Ruckenmarks

beitragt (Bartanusz, Jezova et al. 2011). Die mRNA-Expression von Claudin-5 war 7 d

nach der CCIl im gesamten Ruckenmark vermindert, wohingegen die Protein-

expression zu jedem Zeitpunkt unverandert blieb. Im nachsten Schritt wurde die

Claudin-5-Expression in isolierten Kapillaren mittels Immunfluoreszenzfarbung unter-

sucht. In den Kapillaren konnte 7 d nach der CCI eine um 48,5 % signifikant reduzierte

Claudin-5-Immunreaktivitat im Vergleich zu scheinoperierten Tieren nachgewiesen

werden. Die Immunreaktivitat 6 h nach der CCI blieb unverandert. Zusammenfassend

war Claudin-5 7 d nach der CCl in den Kapillaren des Ruckenmarks vermindert, jedoch

nicht im gesamten lumbalen Segment (s. Abb. 16).
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Abbildung 16: Reduzierte Claudin-5-mRNA-Expression im lumbalen Rickenmark und verminderte
Immunreaktivitét in Rlickenmarkskapillaren 7 d nach CCI

(A) Die mRNA von Claudin-5 wurde 6 h, 1d, 7 d und 14 d nach CCI oder Scheinoperation im gesamten lumbalen
Riickenmark mittels rt-qPCR analysiert. (B) Die Proteinexpression wurde mit Hilfe des Westerns Blots untersucht
und anschlieBend densitometrisch quantifiziert. Der reprédsentative Blot befindet sich unterhalb der graphischen
Darstellung analog zur Achsenbeschriftung. (C) Immunfluoreszenzférbung der Kapillaren aus dem lumbalen
Riickenmark mit von-Willebrand-Faktor (Marker fiir Endothelzellen, vWF (rot)) und Claudin-5 (griin).
(D) Quantifizierung der Immunreaktivitdt mit der Image J Software (n =6, Darstellung der Ergebnisse als
Mittelwert + Standardfehler, *P < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls Methode).
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3.5 CCI fuhrt zu einer reduzierten ZO-1-Expression im lumbalen
Ruckenmark und verminderter Immunreaktivitat in Kapillaren des
lumbalen Ruckenmarks

Z0-1 als zytoplasmatisch lokalisiertes Tight Junction-Protein Gbernimmt die wichtige

Rolle eines Ankerproteins, das fur die physiologische Verteilung der Claudine in der

basolateralen Membran verantwortlich ist (Umeda, Ikenouchi et al. 2006, Reinhold und

Rittner 2017). Insbesondere 7 und 14 d nach der CCI war eine signifikante Reduktion

der ZO-1-mRNA aus dem lumbalen Riickenmark zu beobachten. Ubereinstimmend

mit diesem Ergebnis war der zytoplasmatische Proteingehalt ebenfalls 7 und 14 d nach
der CCI signifikant vermindert. In den isolierten Kapillaren des Ruckenmarks fand sich

7 d nach der CCI ein signifikant abgeschwachtes Immunfluoreszenzsignal, das sich

bereits 6 h danach abzeichnete, jedoch ohne statistische Signifikanz. In der

Gesamtheit war sowohl die mRNA also auch das Protein im lumbalen Rickenmark

und in den Kapillaren 7 und 14 d nach der CClI reduziert (s. Abb. 17).
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Abbildung 17: Herabregulation von ZO-1-mRNA und -Proteinlevel im Riickenmark 7 und 14 d nach CCI

(A) Die mRNA von ZO-1 wurde 6 h, 1d, 7d und 14 d nach CCI oder Scheinoperation im gesamten lumbalen
Riickenmark mittels rt-qPCR analysiert. (B) Die Proteinexpression wurde mit Hilfe des Westerns Blots untersucht
und anschlieBend densitometrisch quantifiziert. Der reprédsentative Blot befindet sich unterhalb der graphischen
Darstellung analog zur Achsenbeschriftung. (C) Immunfluoreszenzférbung der Kapillaren aus dem lumbalen
Riickenmark mit von-Willebrand-Faktor (Marker fiir Endothelzellen, vWF (rot)) und ZO-1 (griin). (D) Quantifizierung
der Immunreaktivitdt mit der Image J Software (n = 6, Darstellung der Ergebnisse als Mittelwert + Standardfehler,
*P < 0,05; ANOVA, Student-Newman-Keuls Methode).
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3.6 Ergebnisse im Uberblick

Folgende Tabelle stellt alle Ergebnisse Ubersichtlich dar, um einen besseren Uberblick
Uber die Veranderungen der Tight Junction-Proteine nach der CCIl im Vergleich zu

scheinoperierten Tieren zu erhalten.

6h 1d 7d 14d
Prt.t. RNA Kpl. RNA Prt. RNA cRNA Kpl. Prt. RNA

Z0-1 - - - - ! i - e { e
Tricellulin - - n.u. - - ) - n.u. - \a
Occludin 0 - n.u. - { i - n.u. - i
Claudin-1 - ) n.u. - - - - n.u. - i)
Claudin-5 - - - - - i - ! - -
Claudin-19 - i n.u. 3 - i - n.u. - i

Tabelle 17: Ergebnislibersicht

Prt. Protein
Kpl. Kapillaren
cRNA capillary RNA (dt. kapilldre RNA)
! signifikante Erhéhung

J signifikante Verringerung
- keine signifikante Verdnderung
n.u. nicht untersucht
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4 Diskussion

4.1 Zusammenfassung der Ergebnisse

In dieser Studie sollten die Fragestellungen im Bezug auf die Veranderungen der Tight
Junction-Proteine der Blut-Ruckenmarkschranke in einem neuropathischen Schmerz-
modell bei Ratten (CCl) beantwortet werden. Vorab konnte durch die Arbeitsgruppe
bereits gezeigt werden, dass eine CCI bei Ratten eine thermische und mechanische
Hyperalgesie induziert und die Blut-Rickenmarkschranke fur Moleklle unter-
schiedlicher Grofle permeabel wird. Diese Undichtigkeit der Barriere ist auf
molekularer Ebene insbesondere mit einer Reduktion der Tight Junction-Proteine
Z0-1 und Claudin-5 assoziiert. Des Weiteren waren die mRNA von Claudin-1,
Claudin-19 und Occludin reduziert, wohingegen Tricellulin unverandert blieb. Es
konnte jedoch keine Veranderung der mRNA-Expression von Claudin-1, Claudin-5,
Claudin-19, Occludin, ZO-1 und Tricellulin in isolierten Kapillaren des Ruckenmarks
festgestellt werden. Die Expression der Tight Junction-Proteine in der Membran war
bis auf ZO-1 gleichbleibend, das als Ankerprotein in der zytoplasmatischen Fraktion
signifikant vermindert war. Sowohl ZO-1 als auch Claudin-5 waren in Kapillaren des
Ruckenmarks signifikant reduziert. Dies fuhrt zu der Schlussfolgerung, dass eine
Neuropathie Uber eine verminderte Expression von Claudin-5 und ZO-1 zur Offnung

der Blut-Ruckenmarkschranke fiuhrt.

4.2 Diskussion der Methoden

Um die Fragestellung hinsichtlich der Funktion der Tight Junction-Proteinen in der Blut-
Ruckenmarkschranke nach einer CCl zu beantworten, wurden verschiedene
Methoden aus der Molekularbiologie angewandt, die aber nur in Kombination valide

Aussagen ermoglichen.

421 PCR

Die rt-gPCR bzw. der Nachweis von mRNA ist eine sehr sensitive Methode, um die
relative Expression eines Gens, nicht aber den tatsachlichen Gehalt an mRNA zu
ermitteln und hat den Vorteil, dass bereits kleinste Veranderungen der mRNA-Level
detektiert werden konnen (Livak und Schmittgen 2001). Um jedoch zuverlassige
Ergebnisse zu erhalten, ist eine hohe Quantitat und Qualitat der RNA eine

Grundvoraussetzung, da hiervon die Genauigkeit der Bestimmung der Genexpression
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abhangt. Die in dieser Arbeit angewandte Methode zur Extraktion der RNA aus dem
lumbalen Rluckenmark konnte eine ausreichende Menge und sehr gute Reinheit
erzielen. Im Gegensatz dazu ist die Isolation der RNA aus den Kapillaren des lumbalen
Ruckenmarks eine anspruchsvollere Methode, da das Gewebepellet der Kapillaren
trotz Verwendung von drei Ruckenmarksproben nur einige Millimeter grof} ist. Aus
diesem Grund konnten hinsichtlich der Konzentration und der Reinheit nur
zufriedenstellende Ergebnisse erreicht werden. Des Weiteren kdnnen Fehler wahrend
der Extraktion bis hin zur Lagerung die Reproduzierbarkeit der Ergebnisse
beeintrachtigen. Aus diesem Grund ist es notwendig diverse Vorsichtsmallnahmen
(Reinigung der Instrumente mit RNAse-Inhibitor, Verwendung von RNAse-freiem
Wasser, Arbeiten auf Eis) zu ergreifen, um eine Degradation der RNA zu vermeiden
(Fleige und Pfaffl 2006). Ebenso wichtig ist die Auswahl von Primern mit einer hohen
Spezifitat, um die Amplifikation von unspezifischen Genprodukten bzw. Neben-
produkten zu verringern. Grundsatzlich unterliegt diesbezuglich die rt-qPCR mit dem
Fluoreszenzfarbstoff SybrGreen der PCR mit Verwendung von Sonden deutlich, da
moglicherweise gebildete Nebenprodukte ebenfalls ein Fluoreszenzsignal erzeugen
konnen. Ein weiterer Nachteil besteht darin, dass die mRNA nicht den tatsachlichen
Gehalt an Protein wiederspiegelt, da die mRNA mdglicherweise entweder nicht
translatiert wird oder Modifikationen wahrend oder nach dem Prozess auftreten. Bisher
sind uber 100 biochemische Modifikationen der RNA bekannt (Boccaletto, Machnicka
et al. 2018). Capping und Polyadenylierung (Tailing) tragen zur Stabilitdt des
Transkripts bei und sind bei der Initiierung der Translation beteiligt. Neben diesen
Hauptregulatoren zahlen das Splicing und das RNA-Editing zu den internen
Modifikationen der RNA (Roundtree, Evans et al. 2017, Zhao, Roundtree et al. 2017).
Abschlief3end sollte nicht aul3er Acht gelassen werden, dass die Ergebnisse auf ein
Referenzgen (GAPDH) bezogen werden, das ebenso Expressionsschwankungen
unterliegen kann. Generell sollte ein Referenzgen eine konstante Expression unter
experimentellen Bedingungen aufweisen. In einer Studie von Suzuki et al. konnte
gezeigt werden, dass in Genexpressionsstudien insbesondere die Referenzgene
GAPDH, B-Actin und 18s-rRNA verwendet wurden (Suzuki, Higgins et al. 2000). Es ist
allerdings bekannt, dass die Expression unter experimentellen Umstanden in vitro und
in vivo stark reguliert wird. So wurde beispielsweise GAPDH in Zellkulturen unter

hypoxamischen Bedingungen um 21,2-75,1 % im Vergleich zu Zellkulturen unter
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Normoxamie hoch reguliert (Zhong und Simons 1999). Ebenso variiert die Expression

von GAPDH in unterschiedlichen Gewebetypen (Barber, Harmer et al. 2005).

4.2.2 Western Blot

In der Proteinanalytik hat der Western Blot den grofl3en Vorteil, dass der Proteingehalt
im Vergleich zur mRNA fur die biologische Funktion verantwortlich ist. Nach der
Quantifizierung ist es demnach moglich die Menge des Proteins zwischen zwei Proben
zu vergleichen. Aus diesem Grund sollten die Ergebnisse des Western Blots deutlich
starker berucksichtigt werden als Ergebnisse der rt-qPCR. Nichtsdestotrotz bringt
diese Methodik einige Nachteile mit sich. Es bedarf sehr spezifischer primarer und
sekundarer Antikorper, um das zu untersuchende Protein zu detektieren bzw. zu
identifizieren. Es ist auRerdem nicht auszuschliel3en, dass sich das Referenzprotein
B-Actin durch die CCI ebenfalls andert. Aus diesem Grund wurde die Expression von
B-Actin zwischen CCI und scheinoperierten Tieren verglichen, wobei aber kein
Unterschied festgestellt werden konnte. Des Weiteren werden die Proteine mittels
Chemolumineszenzreaktion detektiert, bei der mittels enzymatischer Reaktion Licht
emittiert wird. Da es sich hierbei um einen dynamischen Prozess handelt der
Schwankungen unterliegen kann, ist es notwendig die Inkubations- und
Belichtungszeiten anzupassen. Am Ende kann allerdings keine Aussage Uber die
Lokalisation des Proteins getroffen werden und geringe Unterschiede im Proteingehalt

sind nur schwer nachweisbar.

4.2.3 Kapillarisolierung und immunhistochemische Farbung

Das kapillare Netzwerk, der zentrale Sitz der Tight Junction-Proteine der Blut-
Ruckenmarkschranke, leistet zur Beantwortung der Fragestellung ebenfalls einen
erheblichen Beitrag. Dabei ist die Durchfuhrung der Kapillarisolation aus dem
Ruckenmark der Tiere eine anspruchsvolle Methode und beeinflusst wesentlich den
Erfolg der anschlieBenden immunhistochemischen Farbung. Zum einen fuhrte die
Verwendung des Ruckenmarks nur einer Ratte zu einem geringeren Ertrag an
Kapillaren. Zum anderen ist es denkbar, dass wahrend des Isolierungsprozesses, der
malfdgeblich mechanisch gepragt ist (Zentrifugation, Verwendung von Zellsieben mit
verschiedenen Durchmessern) eine Verunreinigung durch andere Zellestandteile
auftritt. Die sich anschlieliende immunhistochemische Farbung (der zuvor isolierten

Kapillaren) ist jedoch eine gut etablierte Methode, um Makromolekile, insbesondere
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Proteine, histologisch darzustellen und anhand der Fluoreszenzintensitat zu quanti-
fizieren. Gleichwohl ist die Immunfluoreszenzfarbung mit Schwachstellen behaftet, die
die Ergebnisqualitat beeinflussen. Der Waschschritt zur Entfernung Uberschussigen
Acetons, das zur Fixierung der Kapillaren verwendet wurde, kdnnte zu einem Verlust
von Kapillaren gefuhrt haben. Wie auch beim Western Blot spielt sowohl die Spezifitat
der Antikdrper eine Rolle als auch die Autofluoreszenz des fluorphorkonjugierten
Sekundarantikorpers. Diese beiden Aspekte konnen Ursache eines unspezifischen
Fluoreszenzsignals sein. Abschlielfend ist aulRerdem zu beachten, dass die
Fluoreszenzintensitat im Laufe der Zeit abnimmt, was durch eine lange Belichtungszeit
im Mikroskop zusatzlich verstarkt wird. Um diesen Effekt zu minimieren, wurden die

Objekttrager direkt nach der Antikorperinkubation mikroskopiert.

4.3 Diskussion der Ergebnisse
4.3.1 Tight Junction-Proteine in der Blut-Ruckenmarkschranke

Obwonhl die Funktion der Blut-Ruickenmarkschranke bereits untersucht wurde, liegen
nur wenige Erkenntnisse bezuglich der Tight Junction-Proteine in der Blut-
Ruckenmarkschranke bei Neuropathie vor. Die meisten Arbeiten fokussierten sich auf
Z0-1, Occludin und Claudin-5 in Erkrankungen, die mit einer Storung der Blut-
Ruckenmarkschranke einhergehen (Zhong, Deane et al. 2008, Reinhold und Rittner
2017). Die ALS ist eine neurodegenerative Erkrankung, die sowohl das erste als auch
das zweite Motorneuron betrifft und zu Muskelparesen inklusive Parese der
Atemmuskulatur fuhrt. In Mausen mit SOD1-mutiertem Gen konnte eine Reduktion von
Z0-1, Occludin und Claudin-5 nachgewiesen werden. Folglich akkumulierten im
Ruckenmark neurotoxische Produkte des Hamoglobins und es konnte eine chronische
Hypoperfusion beobachtet werden (Zhong, Deane et al. 2008, Reinhold und Rittner
2017). Die Wiederherstellung der Barriere hat dabei den Ausbruch und das
Fortschreiten der Erkrankung verzogert (Winkler, Sengillo et al. 2014). In einem
Tiermodell der experimentellen Autoimmunenzephalitis (EAE) kommt es insbesondere
zu Beginn der Erkrankung zu einer Undichtigkeit der Barriere mit darauf folgender
Neuroinflammation und Demyelinisierung (Schellenberg, Buist et al. 2007). Echeverry
et al. konnten in der Blut-Ruckenmarkschranke die Herabregulation von ZO-1 und
Occludin in einem neuropathischen Schmerzmodell (partial sciatic nerve ligation)
nachweisen (Echeverry, Shi et al. 2011). Inwieweit jedoch andere Tight Junction-

Proteine fur die Funktion der Blut-Rlickenmarkschranke bei Neuropathie verant-
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wortlich sind ist unbekannt. Aus diesem Grund war das Ziel dieser Arbeit weitere Tight
Junction-Proteine nach einer Nervenverletzung (CCl) zu identifizieren. Dabei erfolgte
die Auswahl der Tight Junction-Proteine anhand der Literatur, die Tight Junction-
Proteine im peripheren und zentralen Nervensystem beschreibt: Claudin-1 dichtet die
Blut-Nervenschranke einschliel3lich des Perineuriums ab und verhindert den Durchtritt
analgetischer Arzneimittel durch diese Barriere, wie auch bei der Blut-Hirnschranke
(Hirakawa, Okajima et al. 2003, Hackel, Krug et al. 2012). In kapillaren Endothelzellen
des Gehirns von Mausen ist die mRNA-Expression von Claudin-1 gering, weshalb
Claudin-1 fur die Funktion der Blut-Hirnschranke wohl eine untergeordnete Rolle spielt
(Ohtsuki, Yamaguchi et al. 2008). Tatsachlich war es verschiedenen Arbeitsgruppen
nicht moglich die Claudin-1 Immunreaktivitat in Kapillaren des zentralen Nerven-
systems oder in Endothelzellen des Gehirns von Menschen und Mausen
nachzuweisen, nachdem die Kreuzreaktivitdat des Anti-Claudin-1-Antikdrpers mit
Claudin-3 ausgeschlossen wurde (Wolburg, Wolburg-Buchholz et al. 2003, Hamm,
Dehouck et al. 2004, Coisne, Dehouck et al. 2005). Dennoch fahrt in einem Modell der
experimentellen autoimmunen Enzephalitis eine ektope Tetrazyklin-regulierte
Uberexpression von Claudin-1 in Kapillaren des Gehirns zu einer erhéhten Dichtigkeit
gegenuber exogenen Markern und endogenen Plasmaproteinen. Dabei hatte die
ektope Expression von Claudin-1 aber keinen Einfluss auf die Infiltration von
Immunzellen (Pfeiffer, Schafer et al. 2011). Folglich nimmt Claudin-1 eine bedeutende
Rolle im Erhalt der Barrierefunktion ein. Im Rickenmark wurde Claudin-1 bisher aber
nicht untersucht. In Bezug auf die Blut-Ruckenmarkschranke konnte in dieser Studie
eine Reduktion der mRNA von Claudin-1 insbesondere 6 h und 14 d nach einer CCI
nachgewiesen werden, wobei die Proteinexpression unverandert blieb. Inwieweit die
Funktion von Claudin-1 einen Beitrag zur Blut-Rickenmarkschranke leistet, sollte aber
weiter aufgeklart werden.

Claudin-5 als vorherrschendes Tight Junction-Protein der Blut-Hirnschranke ist, wie
auch fur die Blut-Ruckenmarkschranke, mafgeblich fur den Erhalt der Barriere
verantwortlich (Ohtsuki, Sato et al. 2007, Zhong, Deane et al. 2008). Dabei dichtet es
die Blut-Hirnschranke starker ab als die Endothelzellen anderer Gewebe. Diese
Tatsache wird durch einen KO-Phanotyp untermauert: Mause, die kein Claudin-5
exprimieren zeigen eine erhohte Durchlassigkeit der Blut-Hirnschranke fur Molekule
die ca. 800 Da grof3 sind. Und obwohl die Mause makroskopisch normal sind, sterben
sie innerhalb der ersten 10 h nach Geburt (Nitta, Hata et al. 2003). Innerhalb der
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peripheren Nerven ist Claudin-5 sowohl in Endothelzellen endoneuraler Gefalde als
auch in Mesaxonen und Myelininzisuren exprimiert (Poliak, Matlis et al. 2002). Es ist
aullerdem bekannt, dass Claudin-5 im Ruckenmark einer Superoxiddismutase-
assoziierten amyotrophen Lateralsklerose reduziert ist (Zhong, Deane et al. 2008).
Gleichwohl zeigte diese Untersuchung, dass sowohl in einer CCl-induzierten
Neuropathie die Claudin-5-mRNA des gesamten Riuckenmarks vermindert ist als auch
die Immunreaktivitdt in isolierten Kapillaren des Ruckenmarks. Im Kontext zu
Vorarbeiten der Arbeitsgruppe, die bei einer CCl eine erhdhte Durchlassigkeit der Blut-
Ruckenmarkschranke gegenuber Evans Blue und Natriumfluorescein nachgewiesen
haben, kdnnte die Reduktion von Claudin-5 im Ruckenmark als auch in den Kapillaren
eine maogliche Erklarung dafur sein.

Occludin war das erste Tight Junction-Protein, das entdeckt wurde (Furuse, Hirase et
al. 1993). Es ist in der Blut-Hirnschranke, in peripheren Nerven und auch in der Blut-
Ruckenmarkschranke vorhanden. Zunachst wurde allgemein angenommen, dass es
als zentrales Protein fur die Formation der Tight Junctions verantwortlich ist, weil eine
Uberexpression von Occludin zu einem erhéhten transepithelialen Widerstand flihrte.
Trotzdem konnte in Occludin-Knockout-Mausen ein physiologischer transepithelialer
Widerstand und eine korrekte Anordnung der Tight Junctions festgestellt werden
(Saitou, Furuse et al. 2000). Als Folge dessen ist Occludin zwar wichtig fur den Aufbau
der Zell-Zell-Kontakte in den Tight Junctions, diese Funktion kann allerdings auch
durch andere Proteine ubernommen werden. lkenouchi et al. zeigten, dass Tricellulin,
ein Protein das vorrangig an trizellularen Kontakten lokalisiert ist, teilweise die Funktion
von Occludin an bizellularen Kontakten Ubernehmen kann (lkenouchi, Furuse et al.
2005, lkenouchi, Sasaki et al. 2008). Tricellulin (MARVELD?2), als zentraler Bestandteil
der trizellularen Tight Junctions, ist insbesondere fur die Restriktion von
Makromolekulen durch die Barriere verantwortlich und ist auch Bestandteil in
peripheren myelinisierten Schwann-Zellen (Krug, Amasheh et al. 2009, Kikuchi,
Ninomiya et al. 2010). Obwohl Tricellulin-mRNA im Ruckenmark nachweisbar ist,
konnte keine Immunreaktivitat in Mausen detektiert werden (Kikuchi, Ninomiya et al.
2010). Im Gegensatz dazu konnte in dieser Studie Tricellulin mittels Western Blot im
Ruckenmark von Ratten nachgewiesen werden, auch wenn es nach einer CCI
unverandert blieb. Moglicherweise ist dieses Vorhandensein von Tricellulin durch die
Tierspezies bedingt. Ubereinstimmend mit den Ergebnissen von Echeverry et al., die

in einem neuropathischen Schmerzmodell (PSL) eine Reduktion von Occludin

50



Diskussion

nachweisen konnten, zeigte sich in dieser Studie ebenfalls eine reduzierte mRNA- und
Proteinexpression im lumbalen Ruckenmark.

Claudin-19 ist das einzige Tight Junction-Protein, das nur im peripheren und nicht im
zentralen Nervensystem exprimiert ist. Als Bestandteil des Perineuriums konnte in
einem Tiermodell der hereditaren Neuropathie mit Neigung zu Drucklahmungen
(HNPP = Hereditary Neuropathy with liability to Pressure Palsies) eine gestorte
Verteilung von Claudin-19 in der Membran nachgewiesen werden (Guo, Wang et al.
2014, Sauer, Krug et al. 2014). Der Nachweis von Claudin-19 (mRNA und Protein) in
dieser Arbeit ist demnach widerspruchlich zur aktuellen Literatur. Vermutlich stammt
es von Teilen der Spinalnervenwurzeln. Auch sind Unterschiede bezuglich der
Tierspezies moglich. Nichtsdestotrotz konnte hier der Nachweis erbracht werden, dass
die Claudin-19-mRNA im gesamten Ruckenmark nach einer CCI signifikant zu allen
untersuchten Zeitpunkten bei unveranderter Proteinexpression vermindert ist.

Das Ankerprotein ZO-1 gehdrt zu den zytoplasmatisch lokalisierten Proteinen und
verbindet das Aktinskelett der Zelle mit den integralen Tight Junction-Proteinen der
Membran. Demnach spielt es fur die Organisation von Claudinen und Occludin eine
entscheidende Rolle. Umeda et al. konnten zeigen, dass ZO-1 und ZO-2 unabhangig
voneinander festlegen, ob und wie Claudine in der Zellmembran verteilt werden
(Umeda, Ikenouchi et al. 2006). In ZO-1-Knockout-Mausen fuhrt der Verlust von ZO-1
zu embryonalen und extraembryonalen Dottersackdefekten gefolgt von embryonaler
Letalitat. Ebenso konnte eine Fehllokalisation von JAM-A (junctional adhesion
molecule-A) mit einhergehender Storung der parazellularen Barrierefunktion
festgestellt werden (Katsuno, Umeda et al. 2008). Viele neurologische Erkrankungen
wie beispielsweise Multiple Sklerose, ALS oder Ruckenmarksverletzungen sind mit
einer Reduktion von ZO-1 assoziiert (Bartanusz, Jezova et al. 2011). Echeverry et al.
zeigten in einem neuropathischen Schmerzmodell, dass eine PSL die Expression von
Occludin und ZO-1 reduziert, was folglich zu einem Zusammenbruch der Blut-
Ruckenmarkschranke fuhrt (Echeverry, Shi et al. 2011). Zusammenfassend
beeintrachtigt eine Reduktion von ZO-1 in hohem Malie die Funktion der Tight
Junction-Proteine und somit auch die parazellulare Barriere. Konkordant mit den
Ergebnissen von Echeverry et al. konnte flur das Schmerzmodell (CCl) in dieser Studie
eine Veranderung von ZO-1 gezeigt werden. Unter allen untersuchten Proteinen
waren die mRNA, der zytoplasmatische Proteingehalt und auch die Expression in den

Kapillaren des Ruckenmarks 7 und 14 d nach der CCI am starksten reduziert. Diese
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Tatsache konnte die Undichtigkeit der Barriere erklaren, obwohl die anderen Tight
Junction-Proteine unverandert in der Zellmembran nachweisbar sind. Mdglicherweise
kommt es durch die Reduktion von ZO-1 zu einer gestorten Verteilung der
untersuchten Claudine sowie Occludin in der Zellmembran, wodurch diese Tight
Junction-Proteine ihre Funktion verlieren.

Auffallig ist, dass die mRNA im lumbalen Ruckenmark von allen untersuchten
Proteinen 7 und 14 d nach der CCI deutlich reduziert ist, wobei die Proteinexpression
bis auf ZO-1 im weiteren Sinne konstant bleibt. Dabei konnten zwei Hypothesen die
Diskrepanz zwischen mRNA- und Proteinexpression erklaren. Zum einen konnte die
Degradation der Proteine unter pathologischen Bedingungen im Sinne der CCI
reduziert sein, um eine ausreichende Menge an Tight Junction-Proteinen in der
Membran zu gewahrleisten. In vitro Untersuchungen von Zellkulturen der Proteine
Claudin-4, Occludin und Claudin-5 betrug die Halbwertszeit dieser Proteine 4, 6 und
14 h (Van ltallie, Colegio et al. 2004, Ramirez, Fan et al. 2013). Leider existieren keine
endgultigen Daten in vivo. Ebenso wurden die Halbwertzeiten von Occludin und
Claudin-1 nicht ndher untersucht (Kyoko, Kono et al. 2014). Zum anderen fuhrt eine
reduzierte mRNA zwar zu einer geringeren Translation der Proteine, Reparatur-
mechanismen der Zelle konnten allerdings eine Translokation transmembranarer Tight
Junction-Proteine aus dem zytoplasmatischen Pool forcieren, um die Barrierefunktion
aufrecht zu erhalten. Dennoch zeigen die Permeabilitatstests von Sauer et al. eine
Undichtigkeit gegenuber Natriumfluorescein und Evans Blue, obwohl in dieser Arbeit
keine Veranderung der Proteinexpression von Claudin-1, Claudin-19 und Occludin
feststellt werden konnte. Eine mogliche Interpretation ware, dass diese Proteine fur
die Barrierefunktion der Blut-Ruckenmarkschranke eine deutlich untergeordnete Rolle
spielen und lediglich ZO-1 und zum Teil auch Claudin-5 in den Kapillaren relevant sind.
Auf Grund der kurzen Halbwertszeit ist die Expression von Claudinen in der Membran
und die damit verbundene Barrierefunktion ein dynamischer Prozess. Ursachlich daflur
sind vielfache Phosphorylierungsprozesse wie zum Beispiel die Phosphorylierung von
Claudin-5 durch die Proteinkinase Ca und ¢ mit resultierendem Wegfall aus der
Zellmembran (Krause, Winkler et al. 2008). Die paraendotheliale Permeabilitat ist
folglich durch die Aktivierung der Proteinkinase Ca erhoht (Stamatovic, Dimitrijevic et
al. 2006). Auch Occludin wird phosphoryliert und fuhrt abhangig von der
phosphorylierten Hydroxygruppe zu einer erhohten oder verringerten Barriere-
dichtigkeit (Dorfel, Westphal et al. 2013, Muthusamy, Lin et al. 2014). In Zellkulturen
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(humane renale HK-2 und MDCK-II von Kaninchen) fuhrt eine hypotone Osmolalitat
zur Dephosphorylierung, Clathrin-abhangiger Endozytose und Degradation von
Claudin-1 und Claudin-2 in Lysosomen mit nachfolgender Stérung der Tight Junction-
Funktion (Fujii, Matsuo et al. 2016). Zusammenfassend fuhrt eine Phosphorylierung
von Tyrosin zu einer Destabilisierung der Tight Junctions, wohingegen insbesondere
die Phosphorylierung von Threonin durch atypische Proteinkinasen C einen Zusam-
menschluss der Tight Junction-Proteine Claudin-1, Claudin-2, Claudin-5, Tricellulin
und Occludin bedingt. Uber Claudin-19 ist allerdings nichts bekannt (Dorfel und Huber
2012). Demnach schlief3t die Expression der Tight Junction-Proteine in der Membran,
wie in dieser Studie gezeigt werden konnte, eine veranderte Funktion der Blut-
Ruckenmarkschranke nicht aus. Entgegen der Erwartungen lieferten die rt-qPCR-
Daten aus isolierten Kapillaren des lumbalen Riuckenmarks keine eindeutigen
Ergebnisse bezuglich der Regulation der Tight Junction-Proteine nach der CCI.
Ubereinstimmend mit den PCR-Daten aus dem gesamten lumbalen Riickenmark wéare
in Kapillaren ebenfalls eine Reduktion der Tight Junction-Proteine zu erwarten
gewesen, da diese benachbarte Endothelzellen untereinander abdichten. Jedoch war
die mRNA von Claudin-1, Claudin-19 und ZO-1 nach der CCIl im Vergleich zu
scheinoperierten Tieren nur tendenziell verringert, wohingegen Claudin-5, Tricellulin
und Occludin unverandert blieben. Eine mogliche Interpretation ware, dass aufgrund
der anspruchsvollen Methodik die Qualitat und Quantitat der RNA nicht ausreichend
war und somit Unterschiede zwischen den Gruppen nicht hinreichend detektiert
werden konnten. Weitere Versuche mit Erhdhung der Anzahl der Tiere waren
notwendig, um die Ergebnisse zu konkretisieren. Ebenso ware es denkbar, dass
mogliche Unterschiede aufgrund der Verwendung des gesamten lumbalen
Ruckenmarks nicht nachweisbar sind. In einer Studie, bei der die Funktion der Blut-
Ruckenmarkschranke nach spinal nerve lesion (SNL) untersucht wurde, ergaben sich
zwar Hinweise, dass die Extravasation von Albumin in das Ruckenmark beide Halften
des Ruckenmarks betrifft, jedoch die Anreicherung auf der ipsilateralen Seite der SNL
deutlich ausgepragter war (Gordh, Chu et al. 2006). Obwohl diese Arbeitsgruppe im
Rahmen der Permeabilitatstests nach einer CCl keine Unterschiede zwischen ipsi- und
kontralateralem Ruckenmark festgestellt hat, konnte es dennoch sinnvoll sein die
MRNA-Expression der Tight Junction-Proteine in den Kapillaren des ipsilateralen
Ruckenmarks zu untersuchen, um eventuelle Unterschiede zu scheinoperierten Tieren

aufzuzeigen. In dieser Studie wurde davon abgesehen, da andere Studien bereits
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gezeigt hatten, dass neurodegenerative Veranderungen im Rickenmark in Folge einer
gestorten Blut-Ruckenmarkschranke nach peripherer Nervenverletzung beide Halften
des Ruckenmarks betreffen (Gordh, Sharma et al. 1998, Gordh, Sharma et al. 2000,
Gordh und Sharma 2006).

4.3.2 Tight Junction-Proteine und Neuroinflammation

Es ist bekannt, dass periphere und zentrale Sensibilisierungsmechanismen zur
Entstehung chronisch neuropathischer Schmerzen beitragen. Im Zusammenhang mit
dieser sogenannten neuronalen Plastizitat wird die synaptische Transmission in
Neuronen in Richtung Exzitation verschoben, was zur Aufrechterhaltung der Hyper-
algesie fuhrt (Tsuda 2018). Neben weiteren multidimensionalen Veranderungen
entlang des Schmerzsignalweges ergab sich in den letzten Jahren zunehmend
Evidenz, dass nicht-neuronale Zellen (Makrophagen, Monozyten, Glia-Zellen,
T-Zellen) und Neuroinflammation im ZNS zu chronischen Schmerzzustanden
beitragen (Basbaum, Bautista et al. 2009, Ji, Xu et al. 2014). In diesem Kontext kommt
es nach einer peripheren Nervenverletzung zu einer Einwanderung von Immunzellen
in das Ruckenmark sowie zu einer Aktivierung von Mikroglia (Zhang, Shi et al. 2007,
Costigan, Moss et al. 2009). Ein kausaler Zusammenhang zwischen Mikroglia-
aktivierung im Ruckenmark und neuropathischen Schmerzen konnte erstmals 2003
durch die Aktivierung und Hochregulation der p38-mitogenaktivierten Proteinkinase,
ein Mikroglia-spezifisches Signalprotein, nach einer SNL nachgewiesen werden (Jin,
Zhuang et al. 2003). Diese Ergebnisse legen nahe, dass der Zusammenbruch der Blut-
Ruckenmarkschranke eine zentrale Rolle bei der Aktivierung der Mikroglia spielt.
Echeverry et al. konnten zeigen, dass die Freisetzung von Chemokin MCP-1
(monocyte chemoattractant protein-1) aus geschadigten Neuronen, nach peripherer
Nervenverletzung, zu einer Beeintrachtigung der Blut-Ruckenmarkschranke fuhrt. Des
Weiteren ist MCP-1 ein wichtiger Trigger der Mikrogliaaktivierung (Zhang, Shi et al.
2007, Echeverry, Shi et al. 2011). Die erhohte Permeabilitat der Blut-Rucken-
markschranke durch eine Herabregulation von ZO-1 und Occludin ermoglicht eine
Penetration proinflammatorischer Molekule und Immunzellen (Echeverry, Shi et al.
2011). In dieser Arbeit wurden weitere Tight Junction-Proteine in einem neuro-
pathischen Schmerzmodell untersucht, um festzustellen inwieweit andere Tight
Junction-Proteine zur Aufrechterhaltung der Blut-Ruckenmarkschranke beitragen. Die

erhohte Permeabilitat lasst sich insbesondere durch eine Herabregulation von
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Claudin-5 und ZO-1 erklaren. Zusatzlich ist die mRNA von Claudin-1, Claudin-19 und
Occludin bei gleichzeitig unveranderter Membranproteinexpression reduziert. Somit
konnte die Rolle der Tight Junctions in der Blut-Ruckenmarkschranke bei Neuropathie
weiter entschlusselt und deren vitale Funktion zur Separierung von Immunsystem und

ZNS unterstrichen werden.

4.4 Ausblick

Nach wie vor stellt die Therapie des neuropathischen Schmerzes eine klinische
Herausforderung dar. Dabei fokussiert sich die Therapie vorranging auf die Symptom-
linderung, da die Ursache nur in den seltensten Fallen behoben werden kann.
Erschwerend kommt hinzu, dass die Pathophysiologie der Neuropathie nicht
vollstandig verstanden ist. Die Ergebnisse dieser Arbeit kdnnten zu einem besseren
Verstandnis des Pathomechanismus beitragen und wurden zum Teil im wissen-
schaftlichen Fachmagazin Annals of the New York Academy of Science mit Co-
Autorschaft veroffentlicht (Sauer, Kirchner et al. 2017). Zusammen mit den
Ergebnissen der Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Neuropathie zur Offnung
der Blut-Ruckenmarkschranke durch Reduktion der Expression von ZO-1 und
Claudin-5 in Kapillaren fuhrt. Dabei scheint die subzellulare Lokalisation der Tight
Junction-Proteine als auch deren Regulation eine wichtige Rolle zu spielen und sollte
in weiteren Untersuchungen prazisiert werden. Klinisch relevant konnten die
Ergebnisse in der Therapie des neuropathischen Schmerzes im Sinne einer
Schmerzreduktion durch Wiederherstellung der Barriere werden. Dabei kdnnte ein
GSK-3-Inhibitor denkbar sein. Generell sind Proteinkinasen in der Regulierung vieler
biologischer Prozesse, einschlielllich Signaltransduktion, Genexpression und
zellularer Ablaufe beteiligt. Taucht dabei eine Mutation oder Dysregulation auf, kann
dies ursachlich fur viele Erkrankungen sein (Manning, Whyte et al. 2002, Licht-Murava,
Paz et al. 2016). Die Inhibierung der GSK-3 als therapeutisches Target bei neuro-
degenerativen Erkrankungen, wie zum Beispiel M. Parkinson oder M. Alzheimer,
ruckte zunehmend in den Vordergrund (Duda, Wisniewski et al. 2018). In einer
klinischen Phase-2-Studie konnte bereits der irreversible GSK-3-Inhibitor Tideglusib
die kognitive Funktion bei Patienten mit M. Alzheimer verbessern (del Ser, Steinwachs
et al. 2013). In der Pathogenese des M. Parkinson fuhrt die Entzindungsreaktion
durch proinflammatorische Zytokine aus aktivierten Mikroglia konsekutiv zu einem

Verlust dopaminerger Neurone. Dabei fordert eine Aktivierung der GSK-3 die
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Inflammation nach Mikrogliaaktivierung. Die entzindungsbedingte Toxizitat der
Neurone kann folglich durch die Inhibierung der GSK-3 verhindert werden (Li, Liu et
al. 2014). Innerhalb der Signalkaskade hat eine erhohte Aktivitat der GSK-3 eine
reduzierte Stabilitat von B-Catenin zur Folge und fuhrt durch eine Ubiquitinierung zu
dessen Degradation mit fehlender Translokation in den Zellkern und daraus resul-
tierender verminderter Expression von Tight Junction-Proteinen (Ramirez, Fan et al.
2013). Die Arbeitsgruppe um diese Studie wies bereits den Effekt eines GSK-3[-
Inhibitors in der Blut-Nervenschranke nach, der die Offnung dieser Barriere durch ein
Claudin-1-Peptidmimetika verhinderte (Sauer, Krug et al. 2014). Es ware daher
denkbar einen GSK-3B-Inhibitor fir den Verschluss der Blut-Rickenmarkschranke zu
verwenden, um auf diese Weise neuropathischen Schmerz zu lindern (Mazzardo-
Martins, Martins et al. 2012). Weitere Untersuchungen sollten unternommen werden,
um dieser Hypothese nachzugehen. Einen weiteren therapeutischen Angriffspunkt zur
Wiederherstellung der Blut-Ruckenmarkschranke konnten die Matrix-Metallo-
proteinasen (MMP) darstellen. Die MMP sind Zink-abhangige Endopeptidasen mit
proteolytischen Eigenschaften, die Bestandteile der Extrazellularmatrix sowie
Chemokine und Zytokine abbauen (Lakhan und Avramut 2012). Bemerkenswert ist,
dass MMP die Permeabilitat der Blut-Hirnschranke durch Degradation von Tight
Junction-Proteinen erhdhen (Yang, Estrada et al. 2007). Die Arbeitsgruppe von Rittner
et al. konnte bereits in der perineuralen Barriere die Signalkaskade von MMP-9 mit
nachfolgender Degradation von Claudin-1 nachweisen (Hackel, Brack et al. 2012). In
der Entstehung von neuropathischen Schmerzen nehmen die MMP-9 und MMP-2 eine
zentrale Rolle ein. Nach peripherer Nervenverletzung induziert die MMP-9 eine
Mikrogliaaktivierung uber eine Aktivierung des Zytokins Interleukin-13, wohingegen die
MMP-2 fur die Aufrechterhaltung des neuropathischen Schmerzes verantwortlich ist
(Kawasaki, Xu et al. 2008). Zudem haben mehrere Studien nachgewiesen, dass ZO-1
und Occludin durch die MMP-9 degradiert werden (Kumar, Jo et al. 2018). Weitere
Versuche waren notwendig, um den Effekt eines MMP-9-Inhibitors auf die Tight
Junction-Proteine der Blut-Ruckenmarkschranke bei Neuropathie und daraus

resultierende Schmerzlinderung nachzuweisen.
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