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1 Einleitung

1.1  Einfihrung
Durch Tumorbesiedlung des Skeletts bedingte Sclenestellen ein haufiges und
schwerwiegendes Problem im klinisch-onkologischdhad dar. Primare Knochen-
tumoren sind sehr viel seltener als Knochenmetastéidalvorson et al. 2006). Zwei
Drittel aller Patienten mit Knochenmetastasen Ieide starken Schmerzen, ein Viertel
von ihnen an unkontrollierbaren Schmerzen (Gralovale2007). Bei Vorliegen von
Knochenmetastasen stellen Schmerzen ein Leitsymptam Die Mechanismen der
Entstehung und der Aufrechterhaltung dieser Schemesind trotz intensiver Forschung
in vielen Punkten noch unklar (Sabino et al. 20@8s Spektrum der Malignome, der
gutartigen Neoplasien und der metastatischen Abkiaden anderer Primartumore ist
breit gefachert. Der Befall des Skeletts ist dadee der haufigsten Ursachen von
tumorinduziertem Schmerz, der durch infiltrativesadhstum des Tumors, Ver-

anderungen der Knochenstruktur und Zerstérung ekeoffenen Knochen entsteht.

1.2  Theoretische Grundlagen

1.2.1 Tumorschmerz - Grundlagen und Entstehungsmechanism
Knocherne Strukturen verfligen nicht nur Uber einsgapragte Vaskularisation um
standige Ab- und Umbauprozesse zu unterhalten, esonduch Uber eine ebenso
ausgepragte sensible und sympathische Innerviesawghl des Periosts als auch des
Knochenmarks und der mineralisierten Teile, Spasagiand Compacta. Hierbei handelt
es sich hauptséchlich um langsam leitende, nichimiserte C-Fasern und schnelle,
myelinisierte A-Fasern (Mach et al. 2002). Frihere Studien liefs@muten, dass eine
mechanische Reizung des Periosts die Hauptursaohe Kinochenschmerzen ist
(Mercadante 1997). Heute geht man von einer muls&ken Pathogenese des
tumorinduzierten Knochenschmerzes aus.
Tumorinduzierter Knochenschmerz geht mit einer lieka Aktivierung von
Osteoklasten im Knochen einher, welche die Urséighden osteolytischen Abbau des
betroffenen Knochens sind. Gleichzeitig werden rafiee Nervenfasern direkt durch
Infiltration oder indirekt durch Verdrangung durdén Tumor zerstért oder gestort, was
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in der abnormen Stimulation von peripheren Noziaegpt resultieren kann (Peters et al.
2005). Werden Axone von Tumorzellen infiltriert,rkot es in den Zellkdrpern der
betreffenden sensiblen Neurone zu einer starkenhidgalierung von ,activating
transcription factor 3 (ATF 3)", einem Transskrguisfaktor der Familie ATF/CREB,
der normalerweise nicht in sensiblen Neuronen nadbar ist, bei Schadigung ihrer
Axone aber stark exprimiert wird (Nakagomi et &03; Peters et al. 2005).

Im Ruckenmark kommt es im Rahmen des Schmerzgesabelu einer zentralen
Sensibilisierung von Neuronen. Pseudounipolare dferm Spinalganglion leiten Uber
schnelle, myelinisierte A-Fasern und Uber langsame, nichtmyelinisierte &iffiaden
Schmerzreiz zu den nozizeptiven Neuronen im Himterides Ruckenmarks (Millan
1999). In der Umgebung dieser synaptischen Verlnigdn werden Mikroglia und
Astrozyten aktiviert, indem schmerzfordernde Traittem wie Substanz P, calcitonin
related peptide (CGRP), Glutamat und ATP ausgetsthiverden. Diese Aktivierung
fuhrt zu einem Einstrom von €ain Astrozyten, was wiederum zur Freisetzung von
ATP fuhrt. Durch das ausgeschittete ATP wird Mikiegktiviert (Hansson 2006),
welche proinflammatorische Substanzen, wie IntérteyIL-) 1, IL-6 und TNFe
sezerniert (Pineau et al. 2007), was zu einer Bd#isgrung von spinalen nozizeptiven

Neuronen fuhrt und die Hyperalgesie aufrecht erfvéktkins et al. 2001)

1.2.2 Schmerzqualitaten
Tumorinduzierte Schmerzen werden in drei versched€ategorien eingeteilt, die mit
den Entwicklungsstadien der Erkrankung einhergehgas erste Symptom bei
Knochentumoren ist oft der andauernde, kontinuilediSchmerz, der von betroffenen
Patienten als dumpf, klopfend und konstant besériewird. Bei fortgeschrittener
Erkrankung kommen kurze Episoden eines spontatehkes Schmerzes hinzu, der als
scharf und hell charakterisiert wird. Die Intenstidd die Haufigkeit dieser Episoden
korrelieren mit dem Ausmal? der Zerstoérung des Kansh(Adami 1997; Schwei et al.
1999). Die dritte Kategorie ist der durchbrechertiech Bewegung induzierte, starke,
scharfe und helle Schmerz. Diese verschiedenen &elomlitaten konnen im
Tiermodell des tumorinduzierten Schmerzes repratiziverden und sind durch

spezielle Messmethoden quantifizierbar.
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1.2.3 Das tumorinduzierte Schmerzmodell

Das in der vorliegenden Arbeit verwendete Moded tienorinduzierten Schmerzes der
Maus wurde 1999 von Schwei und Mantyh erstmalsipigil (Schwei et al. 1999). Bei

diesem Modell werden Uber ein kleines Bohrloch atedalen Kondylus des rechten
Femurs Fibrosarkomzellen der Maus mit einer Ingignadel in den proximalen Femur
eingebracht. Das Loch wird im Anschluss mit einenadgamplombe verschlossen. Die
durch osteolytische Prozesse und Nerveninvasion Yamor erzeugten Schmerzen
(Peters et al. 2005) kdénnen mit Verhaltensbeobadetu und von Frey-Testungen
(siehe Kapitel 2.5.2) evaluiert werden.

Es zeigte sich, dass Tiere mit implantierten FSarkomzellen eine Hyperalgesie und
Allodynie entwickeln, die mit einer peripheren urmkntralen neuronalen Uber-
aktivierung einhergehen (Honore et al. 2000b; Wa&tial. 2005a). Die Stimulation

von Nozizeptoren wird hierbei auch mit der Aktiviag von Osteoklasten und dem

dadurch verstarkten Knochenabbau in Zusammenhadrgde.

1.2.4 Neuropathische Schmerzmodelle
Um die Entstehung und Aufrechterhaltung neuropeli@s Schmerzen zu erforschen
und zu verstehen, wurden verschiedene Schmerzreodetitwickelt, die auf
inkompletter Lasion von Nerven basieren. Da eslemteile eine Vielzahl solcher
Modelle gibt, soll hier nur auf zwei der wichtigstaund am besten etablierten
eingegangen werden. Hierzu zahlen das Modell d&ioggc constriction injury (CCI)*
und das Modell der ,spinal nerve ligation (SNL)“.
Bei der CCI, entwickelt 1988 von Bennett, wird rapathischer Schmerz durch
Ligieren des N. ischiadicus erzeugt (Bennett etl8B8). Hierzu werden vier locker
einschnirende Ligaturen auf Hohe der Oberschenkelnm Abstand von 1 mm
angebracht. Diese Ligaturen sollen den Blutfluss olverflachlichen, epineuralen
Gefal3en vermindern, aber nicht unterbrechen.
Das Modell der SNL, bei dem die Spinalnerven L5 ubdest ligiert werden, so dass
afferente Anteile des N. ischiadicus zu den dazaggén Ganglien geschadigt werden,
wurde 1992 beschrieben (Kim et al. 1992). Hierdeiben die Ganglien L3 und L4
unbeschadigt. In Folge der Ligation entsteht etdregér dauernde mechanische und

thermische Hyperalgesie.
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Die meisten Erkenntnisse Uber neuropathischen Sehmeirden an diesen oder
ahnlichen Modellen gefunden. Verhaltenstestungendesen Modellen sind gut
etabliert und belegen, dass auf Grund der entspneldm L&sion mechanische
Hyperalgesie und Allodynie entstehen. In diesereirBoll gepruft werden, ob diese

Erkenntnisse auch auf das Modell des tumorindwene®chmerzes zutreffen.

1.2.5 Tumor-Nekrose-Faktax
Der Name Tumor-Nekrose-Faktonn (TNF-o) stammt von der urspringlich
beobachteten Anti-Tumor-Aktivitdt, die in vitro unoch vivo beobachtet wurde.
Tumormassen mit bakterieller Superinfektion zeefalhekrotisch und werden kleiner,
wobei man TNFa als die Ursache erkannte. Genauere Untersuchurgjgten, dass
diese Substanz ein endogen produzierter Stoffiestdann vermehrt gebildet wird und
zytotoxisch auf Tumorzellen wirkt, wenn gleichzgitbakterielles Lipopolysaccharid
vorhanden ist. TNFe ist zudem identisch mit dem Protein Cachectin, gem bereits
bekannt war, dass es eine wichtige Rolle bei ddstBmung von Kachexie und von
Fieber bei Krebspatienten spielt.
Heute weil? man, dass TNF-ein pleiotropes Zytokin ist, das hauptsachlich von
Makrophagen und monozytaren Zellen synthetisierd wind in vielen verschiedenen
biologischen Prozessen, wie Entziindung, ImmunmadualaAutoimmunitét, antivirale
Abwehr, Kachexie, Endotoxinschock, Angiogenese Whitlbgenese eine wichtige
Bedeutung hat. Selinsky und Fukuda zeigten, dash a&arschiedene Tumorzellen,
darunter auch die Fibrosarkomzellen, wie sie in deliegenden Arbeit verwendet
wurden, ebenfalls TNk-produzieren kénnen (Selinsky et al. 2000; Fukudd.€001).
TNF-o wird als Vorform aus 233 Aminosauren synthetisiBiese Vorstufe lagert sich
an der Zelloberflache zu stabilen, kegelférmigemm&ren zusammen, die von einer
spezifischen Metalloprotease, dem TNF-convertingyere (TACE), proteolytisch zu
dem ebenfalls trimeren, l6slichen TNFmit 157 Aminoséuren gespalten wird. Die
l6sliche, aktive Form bindet kovalent an seine R&zen, die eine Reihe biologischer
Wirkungen auslésen und auf vielen kernhaltigen léézpllen vorhanden sind (Beutler
et al. 1985; Baker et al. 1998; Friedman 2000).
Die Wirkung von TNFe wird tUber zwei Rezeptoren (TNFR) vermittelt: TNERp55),
der konstitutiv exprimiert wird und TNFR2 (p75), ssen Bildung induzierbar ist
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(George et al. 2005). Sie gehoren einer Superfamion transmembranaren
Glykoproteinen an, bestehend aus mindestens 4liddiggn, die durch eine homologe
Sequenz ihres extrazellularen Teiles charaktetisiad. Weitere Vertreter sind aul3er
den TNF-Rezeptoren Fas, der ,low-affinity nerve vgito factor-receptor®, TRAIL-
Rezeptoren, RANK-Rezeptoren und CD40, wobei TdNRur an die beiden TNF-
Rezeptoren binden kann (MacEwan 2002b).

Cytokines, Antibodies
adhesion molecules,

coagulation factors,
iNOS
\ IL-2,
el [FN_.L
TNF, ® other cytokines
IL-1, v S
IL-& et
B Endothelium B cell (.) /
Tesll
Eelli Monpeyia \

,.-‘_'d_rr_._‘-h-\
- J?!E:-F_- o &) - FE"EI'
> TNF SIS~ e
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Monocyte/macrcphage
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8.0 '
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Proteolysis IFN-B lipoprotein lipase
collagenase

Abbildung 1: Wirkungen von TNIle-(Friedman 2000)

Die Mechanismen, welche die Aktivierung dieser Réaeen auslosen, sind sehr
komplex reguliert. Diese Rezeptoraktivierung hauirterschiedlichen Organsystemen
und Zellen verschiedene Wirkungen. Endothel kammEzpression von Adhaesions-
molekilen fir Neutrophile angeregt werden und diglogheliale NO-Synthetase
aktivieren. NO wiederum kann als proinflammatoresizytokin wirken, im ZNS die

Glutamat-Ausschuttung verstarken und die Expression NMDA (n-Methyl-d-

Aspartat)-Rezeptoren herunterregulieren, die Neamstnittersekretion modulieren
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oder in hoher Konzentration als Neurotoxin wirkéiNF-o kann aber auch eine
wichtige Rolle bei der Entstehung von Hyperalgesaeh einer Nervenlasion spielen
(Friedman 2000), wobei die Vermittlung der Hypeeasig vorwiegend durch den TNFR
1 vermittelt wird: Parada et al. stellten fest,gldarch selektive Blockade des TNFR 1
eine durch Carrageenan-Injektion verursachte Hypesege vermindert wird (Parada et
al. 2003). Andere Funktionen von TNFsind die Stimulation von B-Zellen zur
Antikdrperproduktion, die Stimulation von T-Zellerur Produktion von IL-2 und
Interferony, was im Hypothalamus die Fieberreaktion auslost3ékdem regt es die
Leber zur Synthese von Akute-Phase-Proteinen adstaoklasten beschleunigt TNF-
den Knochenabbau (Friedman 2000). Eine Besondedest TNFR1 stellt seine
sogenannte ,death-domain” dar, die zur InduktionAjgoptose und Nekrose der Zellen
fuhrt. Andere Signalkaskaden steigern hingegen @&moliferation oder die
Differenzierung der Zellen (MacEwan 2002a).

Die verschiedenen Wirkungen von TNFspiegeln sich in den vielen unterschiedlichen
Erkrankungen wider, in deren Pathogenese es eimhtige Rolle spielt. Neben
rheumatoider Arthritis und chronisch entzindliclirmerkrankungen hat es auch eine
wichtige Bedeutung bei Enzephalomyelitis dissenainaeptischem Schock, zerebraler
Malaria, COPD, der Creutzfeldt-Jakob-Krankheit widlen anderen Erkrankungen
(Sharief et al. 1999; Chung 2001; Gimenez et &326iollifield et al. 2003).

1.2.6 Die Rolle von TNFe bei der Entstehung von neuropathischem Schmerz
Es ist bekannt, dass die Aktivierung von Zytokineispesondere von TN&- bei der
Entstehung von neuropathischen und inflammatoriscdehmerzen eine grof3e Rolle
spielt (Marchand et al. 2005). So konnten bei R&gie mit neuropathischen Schmerzen
und in tierexperimentellen Modellen mit Nervenvelsgen erhdohte TNE-
Konzentrationen im umgebenden Gewebe und im Plésstgestellt werden (George et
al. 1999; Empl et al. 2001).
Durch Verletzung eines Axons kommt es zur Walldrst Degeneration. Ein
endoneurales Odem bildet sich, die GefaRpermeitbdieigt an, Schwann’sche- und
Endothelzellen proliferieren und das Axon demysignt. Bei diesen Verdnderungen
spielt TNF+a, das zur gleichen Zeit vermehrt produziert wirdjwscheinlich eine grol3e
Rolle (Sommer et al. 1998a; George et al. 1999kihas et al. 2000; Shubayev et al.
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2002). Wird TNFe. auf den N. ischiadicus oder subkutan applizieitdwine ektope
Aktivitdt von Ad- und C-Fasern induziert und fihrt zu Allodynie uHgperalgesie
(Wagner et al. 1996; Sorkin et al. 1997; Jungeale2000). Genauso setzt auf ein
Spinalganglion appliziertes oder intraplantar iejites TNFe die Schmerzschwelle fur
taktile oder thermische Reize herab und verstéakt Sichmerzempfinden (Cunha et al.
1992; Perkins et al. 1994; Homma et al. 2002; Iltiale2002). Die Arbeitsgruppe von
Peters und Mantyh konnte nachweisen, dass in AralngModellen mit inkompletter
Nervenverletzung, wie CCI oder SNL, sensorischevBigiasern durch einen Tumor
geschadigt werden und dass ,activating transsonpfactor 3 (ATF3)“ vermehrt
gebildet wird (Peters et al. 2005). ATF3 ist einafdsskriptionsfaktor aus der
ATF/CREB-Familie (cCAMP-responsive-element-bindingotein), der bei zellularem
Stress und/oder bei Axondurchtrennung hochreguliertt und somit als sensitiver
Marker einer axonalen Schadigung betrachtet wekdan (Tsujino et al. 2000; Tsuzuki
et al. 2001).

Weitere Hinweise, dass die Entstehung von tumoarigitem Schmerz &hnlich verlauft
wie die Entstehung von neuropathischem Schmerz /@ML) und eng mit TNFe
verknupft ist, geben die Untersuchungen von Wachilese zeigen, dass vor allem
TNF-0, aber auch IL-1 als proinflammatorische Zytokineowshl in
Tumorhomogenaten als auch in Mikroperfusaten vorugda mit Knochentumoren
vermehrt nachweisbar sind (Wacnik et al. 2005b).

Ein auf diesen Erkenntnissen basierender AnsatBehandlung von neuropathischen
Schmerzen wurde mit Etanercept unternommen. Di&seastoff ist ein rekombinantes
Fusionsprotein aus dem Fc-Fragment von humanenutglcdem TNFR2 (TNFR:Fc)
und kann freies TNIe- kompetitiv binden und somit inaktivieren (Mohldra. 1993;
Sommer et al. 2001). Es zeigte sich, dass sowohC@h Modell als auch im SNL
Modell unter Therapie mit TNFR:Fc eine signifikarReduktion der Allodynie und
Hyperalgesie erreicht werden kann (Sommer et &l128chafers et al. 2003c).

1.2.7 Zentrale Sensibilisierung und Aktivierung von Aglyten und Mikroglia
In der Vergangenheit wurden Gliazellen als Zellatrdchtet, die im ZNS lediglich
Stoffwechselvorgdnge von Neuronen unterstitzen wgondiit eine angemessene

strukturelle Matrix fur die informationsverarbeitem Zellen bilden. Heute weil? man,
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dass nicht nur Neurone, sondern auch Gliazellen Sdmmerzereignissen beeinflusst
werden. So konnte sowohl fir neuropathische Schmmdelle als auch fur
Tumorschmerzmodelle eine Aktivierung von Mikrogliad Astrozyten nachgewiesen
werden (Colburn et al. 1997; Schwei et al. 199@inBTumorschmerzmodell kommt es
auf der ipsilateralen Seite zur Hypertrophie votrédsyten. Die Immunoreaktivitat von
~glial acidic fibrillary protein (GFAP)“, einem asizytaren Marker, ist sowohl in Tieren
neuropathischer Schmerzmodelle als auch in TierégnTomorschmerzen gesteigert
(Honore et al. 2000b) und zeigt deren AktivierungAbbildung 2).

Inflammadion | Meuropathy | Neurapatiy Cancer
CFA Eoad fvn | Sell neree A ndd
lastacm basecion lhe bone

Spina! cord
SF tam kI o7} i % Ny -
GGRP lam |-l = (9\‘ \,& \*\ e
184 lam ki o7y = Ny Ny e
Galanin lam k- 5 - fﬂfr’fff frfffjf e
Snmatostatin tem 11 (7 i s _— i
MNPY lam HIF) P ;,‘ff f -
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PGyt ey _f‘f {9\"{;! ;F -
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Crynorphin ke 1Y (ooant frﬂ - - )f’};;ﬂ'
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GPAP gray matr 7 — | 22 | |
Oxd2 gray makher 0F) a— f.?‘,ﬂ - -
Muolomeurans
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KPY motomeurons (oo - .ﬂ’ ;};ﬂ -

Abbildung 2: Vergleich der Expression unterschigudir morphologischer Marker
bei unterschiedlichen Schmerzmodellen (Honore.&Qf10b)

Diese aktivierten Astrozyten setzen eine Vielzabh \Zytokinen und Wachstums-
faktoren frei und verdndern somit die neurochenas€Balance der Umgebung (Schwei
et al. 1999). Die Immunoreaktivitat von OX-42, gasden Komplement-Rezeptor Typ
3 bindet und ein Marker fur die Aktivierung von Mikglia ist, bleibt im Gegensatz zu
Modellen mit neuropathischem Schmerz bei Tumorschmedellen unverandert
(Schwei et al. 1999; Honore et al. 2000b). Aus ahes Grund wird der
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Astrozytenaktivierung primar eine grof3ere Rollenbefumorschmerz zugesprochen
(Abbildung 2).

In fruheren Studien konnte sowohl im Modell der G$ auch im Modell der SNL
gezeigt werden, dass die schmerzinduzierte Aktivigrvon Mikroglia mit Minocyclin
teilweise verhindert werden kann (Owolabi et al0@0Mika et al. 2007). Dieses
Ergebnis soll auf das Modell des tumorinduziertehrerzes Ubertragen und tberpruft

werden.

1.3 Problemstellung
Die Wirkungsweise und die pathogenetische Rolle Thifr-o bei der Entstehung von
neuropathischem Schmerz wurden bereits an den rgetsuichten Schmerzmodellen
wie CCI oder SNL dargestellt. In der vorliegendenvéit wird nun die Rolle von TNF-
a im Ruckenmark der Maus an einem Tiermodell fur dunduzierten Schmerz
untersucht. Hierzu wurde das Modell des tumorineiten Knochenschmerzes der
Maus mit Implantation von Tumorzellen in den Fenmar Labor etabliert, das von
Mantyh und Mitarbeitern entwickelt wurde (Schweiakt 1999). Zur Quantifizierung
der schmerzbedingten Verhaltensanderungen wurdenTaill Testverfahren gewahlt,
die bereits bei bewahrten neuropathischen Schmeilzltea, wie z.B. dem Modell der
CCl oder SNL zum Einsatz kommen und stabile Erggslenliefern, zum anderen
wurden neue, dem Modell angepasste Testverfahigewnamdet.
In Tiermodellen fur neuropathischen Schmerz kongezeigt werden, dass bei
chronischen Schmerzzustanden Mikroglia und Asteazyim Rickenmark aktiviert
werden (Stuesse et al. 2001). Analog hierzu wunderphologische Veranderungen der
Astrozyten im Rickenmark der Versuchstiere mittetemunfluoreszenzfarbungen
untersucht. Bei neuropathischen Schmerzmodelleminagrt die Behandlung der
Versuchstiere mit dem Antibiotikum Minocyclin ausrdGruppe der Tetrazykline eine
Aktivierung der Mikroglia und fuhrt zu einer Schrasrinderung (Raghavendra et al.
2003), wobei der genaue Mechanismus der Mikrogirahang noch nicht verstanden
wird (Nutile-McMenemy et al. 2007). In dieser Arbder Einsatz von Minocyclin beim
Tumorschmerzmodell untersucht.
Aus friheren Untersuchungen ist bekannt, dass beiBhtstehung und Aufrecht-

erhaltung neuropathischer Schmerzen proinflamnsatoei Zytokine, wie z.B.
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Interleukin (IL) 1, IL-6 und vor allem TNIle-eine wichtige Rolle spielen (Sommer et al.
1998a; Sommer 2001; Uceyler et al. 2007). In diégbeit wird die Rolle von TNF

bei Tumorschmerz untersucht. Hierzu wurden im Twdomerzmodell Verhaltens-
versuche mit TNF-Rezeptor-defizienten (TNFR-/-) rére durchgefuhrt. Zur weiteren
Klarung der Hypothese, dass TNFbei der Entstehung und Aufrechterhaltung des
tumorinduzierten Schmerzes beteiligt ist, wurdeBghandlungsversuch mit Etanercept
durchgefuhrt, einem bereits bei anderen Krankhditsgeen klinisch eingesetzten TNF-

a Fusionsprotein.
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2 Material und Methoden

2.1  Versuchstiere und Versuchsgruppen

Fur die durchgefiihrten Experimente wurden 66 C58BUAuse verwendet, die ein
Alter von etwa 8 Wochen und ein Gewicht von 20 8 Gramm aufwiesen. Die

Versuchstiere wurden in 9 Gruppen aufgeteilt:

Gruppe Anzahl Operation Behandlung Hintergrund
1 10 A C Wildtyp

2 10 B C Wildtyp

3 6 B D Wildtyp

4 6 B E Wildtyp

5 7 B C TNFR1 -/-
6 7 B C TNFR2 -/-

7 9 B C TNFR1/2 -/-
8 6 B F Wildtyp

9 5 B G Wildtyp

Operation: A = Scheinoperation

B = Tumorimplantation1x10MC57G Fibrosarkomzellen
Behandlung: C = keine Behandlung
D = 0,25 ml Minocyclin (40mg/kg KG) i.p. taglich

E = 0,25 ml NaCl 0,9% i.p. taglich
F = Etanercept 500ug i.p. jeden 3. Tag
G = humanes IgG 500ug i.p. jeden 3. Tag

Tabelle 1: Versuchsgruppen
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Vergleiche Gruppen

1 lvs. 2

2 3vs. 4

3 2VS.5VsS.6Vvs. 7
4 8vs.9

Tabelle 2: Vergleiche der Versuchsgruppen

WT: Wildtyp Mause

TNFR1 -/- : TNF-Rezeptor 1 Knockout Mause
TNFR2 -/- : TNF-Rezeptor 2 Knockout Mause
TNFR1/2 -/- : TNF-Rezeptor 1+2 Knockout Mause

10 Wildtyp-Méause: Scheinoperation ohne weitere Behang.

10 Wildtyp-Méause: Implantation von Tumorzellen ohmetere Behandlung.

6 Wildtyp-Mause: Implantation von Tumorzellen, 1&gk Injektion von Minocyclin.

6 Wildtyp-Méause: Implantation von Tumorzellen, liéige Injektion von NaCl 0,9 %.

7 TNFR1 -/- Mause: Implantation von Tumorzellen ehveitere Behandlung.

7 TNFR2-/-Méause: Implantation von Tumorzellen olestere Behandlung.

9 TNFR1/2 -/- Mause: Implantation von Tumorzelldme weitere Behandlung.

6 Wildtyp-Mause: Implantation von Tumorzellen, iége Injektion von Etanercept.

5 Wildtyp-Méause: Implantation von Tumorzellen, 1&gk Injektion von humanem IgG.
(vgl. auch Tabelle 1).

Die Tiere wurden einzeln in Plexiglaskafigen beiesn hell:dunkel-Zyklus von 12:12
Stunden bei Wasser und Nahrung ad libitum gehalten.

Die Tierversuche wurden durch die Regierung von etfranken zugelassen
(Genehmigung vom 08.08.2005).
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2.2  Zellkultur

Verwendet wurden Fibrosarkomzellen der Reihe MCHAGCC, University Blvd.

Manassas).

2.2.1 Auftauen

Nach Erhalt der Zellen wurden sie Uber 3 Passagsdfivikrt. Dazu wurde die in
flissigem Stickstoff gelagerte Cryoprotektiv-Zelispension im Wasserbad bei 37°C
schnell aufgetaut und anschlie3end in 3 ml Vollmedgegeben. Als Zellkulturmedium
wurde Minimum Essential Medium (MEM) (1x) liquid meendet, versetzt mit 2 mmol
Glutamin (Fa. Gibco; # 31095-052; 500 ml), 5 mlhtiessentiellen Aminosauren (Fa.
Gibco; # 11140-035), 5 ml Penicillin/StreptomyciRa( Gibco; # 15140122), 2 mi
Natriumpyruvat (Fa. Gibco; # 11360-039) und 50 @S Fa. Gibco; # 10270-106).
Nach Zentrifugieren der Zellsuspension tber finhien bei 1000 rpm ohne Bremse
wurden der Uberstand abgesaugt, 5 ml Volimediunzihigegeben und 5 ml dieser

Lésung in 75 cm2-Kulturflaschen mit 20 ml vorgew#m Vollmedium pipettiert.

2.2.2 Splitten
Bei Bewuchs von mehr als 70% des Flaschenboderdewutie Zellen gesplittet. Das
Medium wurde abgesaugt und 3 ml Trypsin 0,25% - BDI03% (Fa. Gibco; 2,5 g
Trypsin + 0,38 g EDTA; # 25200-056) hinzu gegeldachdem sich die Zellen vom
Boden geldst hatten, wurde das Trypsin mit Hilfa voml Vollmedium inaktiviert und
die Zellen im gewiinschten Verhaltnis (meist 1:5) #&icnf Zellkulturflaschen mit je

20 ml vorgewarmtem Medium verteilt.

2.2.3 Einfrieren
Um Fibrosarkomzellen derselben Charge zu versched&eitpunkten in der gleichen
Passage verfligbar zu haben, wurden einige Zel@Bgoach dem ersten Passagieren
eingefroren. Hierzu wurde zunachst das Medium téalidig abpipettiert. Zum Ablésen
der Zellen wurden 4 ml Trypsin-EDTA hinzu gegebanschlie3end die Trypsinierung
durch Zugabe von 10 ml Medium gestoppt. Die entstar Losung wurde in sterilen
Tubes bei 1000 rpm 10 Minuten ungebremst zenteftigind der Uberstand abgesaugt.
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Zur Kryokonservierung wurden die Zellen in 4,5 mhfermittel (5% DSMO (Fa.
Roth, # 7029.1) in Vollmedium) gel6st, in 1,5 mlylprotektivrohrchen aliquotiert,

eingefroren und in flussigem Stickstoff gelagert.

2.2.4 Gewinnung der Zellen fir die Injektion
Die Zellen wurden, wie oben beschrieben, antrypsinind gestoppt. Anschlie3end
wurden 20 pl Zellsuspension mit 180 ul Trypanblga. (Sigma; # T-8154) angefarbt,
um die abgestorbenen Zellen zu identifizieren. Bitalen Zellen wurden in einer
Neubauer-Zahlkammer (Fa. Marienfeld; # 0640130)ger&hlt. Die Berechnung der
Zellzahl erfolgte mit nachstehender Formel:

Gezahlte Zellzahl * 1&* Verdiinnungsfaktor

Nachdem die Zellsuspension bei 1000 rpm finf Minutdine Bremse zentrifugiert
worden war, konnte der Uberstand abgesaugt werderschlieRend wurde die
entsprechende Menge an Medium hinzu gegeben unKeimeentration von 10Zellen

pro 20 ul zu erreichen. Bis zur Implantation wurdie Zellsuspension in einem
Eppendorf-Cup mit Aluminiumfolie umwickelt auf emaVarmeplatte bei 37° C

gelagert.

2.3  Tiermodell zur Induktion des Knochentumors

Die Versuchstiere wurden mit einer intraperitonealejektion von Ketane$t2 5%
(WDT, Garbsen, Deutschland) und RomP@¥ (Bayer Healthcare AG, Deutschland)
geldst in 6,25 ml NaCl 0,9 %, in einer Dosis vonull§ Korpergewicht in eine tiefe
Narkose versetzt. Die Operation zur Implantatiorr d¢brosarkomzellen wurde
modifiziert nach Mantyh durchgefthrt (Honore et 2000a; Peters et al. 2005). Die
rechten Hinterlaufe und der Unterbauch der andstites Tiere wurden rasiert und
desinfiziert. Uber dem rechten Knie wurde ein Heluhitt von ca. 1 cm Lange gesetzt

und die Kniegelenkskapsel scharf mit einem Skakyéiffnet.
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Abbildung 3: Operation und Implantation der Fibmasanzellen in den Femur

Um den distalen Femur freizulegen, musste die Ratei gestrecktem Bein nach
medial luxiert werden. Bei gebeugtem Knie wurde ld¢erale Kondylus dargestellt.
Die Eroffnung des Markraums wurde mit Hilfe eineahBarztbohrers durchgefihrt.
Nach Aufsetzen des Bohrers auf den lateralen Karsdydurde vorsichtig in Richtung
Markraum vorgebohrt. Die Sondierung mit einer Ka&niund Spulung mit

physiologischer Kochsalzlésung dienten zur Entfeghales Knochenmarks und zur
Platzgewinnung fur die Zellsuspension. Nach Erdffnudes Markraums wurde die
Zellsuspension vorsichtig aufgeschdttelt und ire€iO pl Hamilton-Spritze (Hamilton
Bonaduz AG, Bonaduz Schweiz) mit einer 25 GxS&&nile aufgezogen. Nach
Einfihren der Kanile in den Markraum bis zum pradien Femur wurden unter
gleichzeitigem Zurtckziehen 20 pl Zellsuspensioplantiert. Das Loch im lateralen
Kondylus wurde mittels eines Amalgampropfs (Fa. 3sg, Dusseldorf, Deutschland)
verschlossen. Das OP-Gebiet wurde anschlieRendwadsimit steriler Kochsalzlésung
gespult. Der Wundverschluss erfolgte in anatomiscBehichten (Kapselnaht: Silkam
6-0; Haut: 3-0 und Klammern, APPOSE ULC, Tyco Headire, Norwalk, USA).
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Die Tiere der Kontrollgruppe wurden einer Scheimapen unterzogen, die alle oben

genannten Schritte umfasste, aul3er der ImplantatorFibrosarkomzellen.

2.4  Intraperitoneale Injektion der Medikamente

Die Tiere, die Versuchsgruppen mit medikamentdsehaBdlung zugeteilt waren,

wurden mit folgenden Substanzen und Injektionssett@inehandelt:

2.4.1 Minocyclin

Minocyclin (Sigma, Minchen, Deutschland) ist eintidiotikum aus der Klasse der
Tetracycline. Bei anderen neuropathischen Schmedeham wurde eine wirkungsvolle
analgetische Wirkung von Minocyclin nur bei voriggtr Behandlung vor Induktion des
Neuropathieschmerzes beschrieben (Raghavendraz&i0d; Zhang et al. 2003). Somit
wurde die Behandlung mit Minocyclin zwei Tage vomplantation der

Fibrosarkomzellen begonnen. Dabei erfolgte die kiiga stets intraperitoneal, die
Dosis betrug 40mg/kg Korpergewicht, gelost in 230NaCl 0.9%. Den Tieren der
Kontrollgruppe wurde stattdessen die gleiche Memngephysiologischer Kochsalz-

|6sung verabreicht.

2.4.2 Etanercept

Etanercept (Enbr8l25mg, Wyeth, Borkshire, GB) ist ein Fusionsprotaims einem
Anteil der TNFR2 und dem Fc-Fragment von humanef. IBieses Protein bindet
freies TNFe im Plasma, welches dadurch inaktiviert wird. Emgspend den
Literaturangaben zur Anwendung bei neuropathis@ammerzmodellen (Sommer et al.
2001; Schafers et al. 2003c) erfolgten die Injeieio dreitdgig, beginnend zwei Tage
vor Implantation der Tumorzellen, dann an den guestativen Tagen 1, 4, 7, 10, 13, 16
und 19. Die Dosis betrug 500 ug Etanercept, g&hb260 ul Aqua dest. pro Injektion.
Sie wurde intraperitoneal verabreicht. Den Kontialén wurde stattdessen humanes
lgG (Sandoglobulifi, CSL Behring GmbH, Hattersheim am Main, Deutsati)aim
einer Konzentration von 2,5mg/ml gelost in physgicher NaCl-Losung injiziert, um

sie mit der gleichen Proteinmenge zu behandeln.
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2.5 Verhaltenstestungen

Die Verhaltenstestungen wurden am Tag vor dem Hirspwie am 4., 8., 11., 15. und
18. Tag nach der Implantation der Fibrosarkomzetlarchgefuhrt. Der erste Testtag
diente zur Ermittlung des natirlichen Verhaltendeaehandelter Tiere, Das Resultat
wurde als Basiswert herangezogen. Auffallige Andgam des Verhaltens, des

Kdrpergewichts und der Operationswunden wurden &ettiet und dokumentiert.

2.5.1 Gewicht
An jedem Testtag wurde das Korpergewicht der Tieestimmt. Eine Gewichts-
abnahme von mehr als 20% des AusgangsgewichtsdeittAusschluss des Tiers vom

weiteren Experiment zur Folge gehabt.

2.5.2 von Frey-Test zur Testung der mechanischen Allagyni
Zur Testung der mechanischen Allodynie wurden voeyfonofilamente, benannt
nach dem Woirzburger Physiologen Max von Frey (1B%22), in logarithmisch
absteigenden Starken von 20 Gramm bis 0,25 Gramwvéalge Aufgrund der Tatsache,
dass diese Reize bis zu einer gewissen Starkeeseinden Tieren nicht schmerzhaft
sind, werden Antworten hierauf als Allodynie intesteert (Chaplan et al. 1994). Zur
Bestimmung der mechanischen Allodynie wurden dierdlieinzeln in Plastikkafigen
auf einen Gitternetzboden gesetzt. Man wartete dane Zeit von 20 Minuten ab,
damit die Tiere sich beruhigen, die neue Umgebukgnelen und sich an sie gewdhnen
konnten. Der Test wurde nur durchgefuhrt, wenn Tdexe alle vier Pfoten auf dem
Gitter aufgesetzt hatten und ausreichend wach wakernjedem Tier wurden sowohl
das rechte, operierte Hinterbein, als auch dasigesunde Hinterbein untersucht.
Linkes und rechtes Bein wurden im Wechsel gestegtateils beginnend mit dem
linken Bein. Dabei wurden von Frey-Monofilamente emer absteigenden Starke,
beginnend mit der Starke 3,84 mN von unten senkrplamtar zwischen den Ballen
aufgesetzt und das Filament fir 2-3 Sekunden detwdgen, um eine definierte Kraft
auf die Pfote auszuiben. Die Reize wurden in Aldgdnvon mehreren Minuten
dargeboten, um eine Beeinflussung des Testerg@snigsn dem vorausgegangenen

Stimulus zu vermeiden. Ein schnelles Wegziehen watd positives Ergebnis gewertet,
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ein Hin- und Herbewegen des Tiers mit folgendemg¥i&hen der Pfote als nicht
eindeutig beurteilt. Im letzten Fall wurde der Reiederholt prasentiert. An jedem
Testtag wurden bei allen Versuchstieren 6 TestupgerPfote durchgefiihrt, aus denen
anschlieBend die 50%-Wegzugsschwelle bestimmt waide der Wert, bei dem ein
Tier in 50% der Falle die Pfote wegzieht.

Ausgewertet wurden die von Frey-Testdaten mit Hilée up-and-down-Methode nach
Dixon (1965, 1980). Diese Methode beruht auf déesAbder-Nichts-Regel, die besagt,
dass auf einen Stimulus entweder eine Reaktiodgerémler nicht. Dixon testete mit
diesem Verfahren in logarithmisch aufsteigenden ikBedentenkonzentrationen die
LD50. Diese Methode wurde in der vorliegenden Arkam logarithmisch auf- und
absteigenden von Frey-Monofilament-Starken angetvaHierbei wurde die 50%
Wegzugsschwelle ermittelt. Die Reize wurden mitféditler up-and-down-Methode,
entweder auf- oder absteigend, immer in sequeatti®leise dargeboten. Reagierte das
Tier auf den Stimulus, wurde die nachst tieferedsdhere Monofilamentstéarke
getestet, bei negativem Testergebnis die nachserbftarkere. Die angegebenen
Monofilamentstarken entsprechen dabei dem Zehramitbghus der ausgetibten Kraft
in mg multipliziert mit dem Faktor 10.

Positive Testergebnisse wurden dabei als X, negatis O tabellarisch dokumentiert
(z.B. XXOXOX) und die 50% Wegzugsschwelle mit falger Formel berechnet:

Xf +k0)]
50% - Schwellpg] = M
1000(
dabei ist:
Xf =  Stéarke des letzten benutzen von Frey-Monoféats.
Kk =  Wert aus der Tabelle nach Dixon (1980) fur j@ageilige Muster positiver und

negativer Werte.

(7]
I

mittlere Differenz zwischen den Werten der Midlamentstarken.

Von den auf diese Weise fur jede Maus der entspretdgm Versuchsgruppe ermittelten

Schwellenwerten wurden Mittelwert, Standardabwenchu und Standardfehler
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berechnet. Die Schwellenwerte wurden normalisied in Bezug auf den Wert der
Vortestung im zeitlichen Verlauf graphisch dargést

2.5.3 Testung von belastungsinduziertem Schmerz
Auf einem beschleunigenden Laufrad (accelerating-rod Jones & Roberts for mice
7650, UGO BASILE) wurde die Laufleistung der Tidarber die Laufzeit gemessen.
Nach Mantyh et al. (Luger et al. 2001; Peters et28l05) wurde weiterhin die

Laufqualitat unter Belastung anhand einer semidiainen Skala von 0 — 5 beurteilt:

Wert | Laufqualitat

normales Laufen

leichtes Hinken

vermehrtes Hinken

Hinken und Schonen des Hinterbeins

Hinterbein zeitweise nicht benutzt

gl b~ W N | O

Hinterbein nicht benutzt

Tabelle 3: Laufqualitat rechtes Hinterbein bei belagsinduziertem Schmerz

Die Laufzeit wurde auf maximal 400 Sekunden begratie Laufqualitat nach 150-200
Sekunden bestimmt und die Werte tabellarisch dolkdiere.
Mittelwerte, Standardabweichungen und Standardfelde Versuchsgruppen wurden

fur die einzelnen Versuchstage ermittelt und chimgisch graphisch aufgetragen.

2.5.4 Testung des Schmerzverhaltens bei natirlicher Bemgeg
Das Schmerzverhalten bei natirlicher Bewegung dbesondere Belastung wurde
beurteilt, indem der Einsatz des rechten Hintebeim freien Gehen auf einer Ebene
anhand einer Skala von 4 — 0 in einem Zeitraumcareiner Minute semiquantitativ
bewertet wurde (Honore et al. 2000a). Das Augenmenide dabei auf die Benutzung
des operierten Beines und auf die LaufqualitatgieBie Ergebnisse wurden ebenfalls

tabellarisch festgehalten.
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Wert | Laufqualitat

4 normales Laufen

vermehrtes Hinken

ns

Hinterbein zeitweise nicht benutzt

3
2 Hinken und Schonen des Hinterbe
1
0

Hinterbein nicht benutzt

Tabelle 4: Laufqualitat rechtes Hinterbein bei niattier Bewegung

2.5.5 Testung von nicht provoziertem Schmerzverhalten

Tiere mit chronischen Schmerzen in den Extremitateaigen bestimmte
Verhaltensweisen. Einerseits schonen sie das ectsgmde Bein, um die Extremitat zu
entlasten, das heil3t, sie heben das Bein von dirldge ab und halten es in der Luft.
Andererseits schitteln sie das entsprechende H&#n, e starker der Schmerz ist
(Honore et al. 2000a; Peters et al. 2005). Dieeligurden wahrend eines Zeitraums
von 2 Minuten beziglich ihres Schonungs- und Sehigthaltens beobachtet. Das
Schonen eines Beins wurde in Sekunden gemessenSdhdgteln als ,Anzahl der
Schittelbewegungen/2min® erfasst. Jeweils das luriet das rechte Hinterbein wurden
untersucht, die Ergebnisse tabellarisch dokumentied die Mittelwerte sowie die
Standardfehler im Zeitverlauf dargestellt.

2.6  Verarbeitung des Gewebes

Die Gewebeentnahme erfolgte bei allen Versuchsgmpgm Tag 21 bzw. Tag 22
postoperativ. Hierfir wurden die Tiere mit NaCl ®@Marcorefi (Pentobarbital,

Merial, Hallbergmoos, Deutschland) in der Verdirmdi®:1 in tiefe Narkose versetzt
und anschliel3end zur Fixierung perfundiert. Zurfidon wurde der Thorax erdffnet
und das Herz freigelegt, um den linken Ventrikelpzuktieren und den rechten Vorhof
einzuschneiden. Zur Entfernung des Blutes aus deféal3system wurde zundchst mit
20 ml Phosphatpuffer (PBS) gespult. Nachdem nuh tkéare FlUssigkeit austrat, wurde
mit ca. 50 ml PFA 4% fur 10 Minuten perfundiert. tBcmmen wurden das

Ruckenmark der Segmente L2, L3 und L4, die Spimagjgan der Segmente L2, L3 und

L4 beidseits und der rechte Femur.
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2.6.1 Gewebeentnahme
Nach Er6ffnung der Haut Uber der Wirbelséule wurdeter einem Auflichtmikroskop
die Wirbelbogen entfernt und das Rickenmark undSgimalganglien der Segmente
L2, L3 und L4 mit einer feinen Schere herausgetren®er rechte Femur wurde
freiprapariert und vorsichtig von Muskel- und Bigegvebe gesaubert. Das gesamte

Gewebe wurde nach der Entnahme sofort in PFA 4%fixaert.

2.6.2 Verarbeitung des Ruckenmarks
Nachdem die entnommenen Rickenmarkssegmente undl@mglien 12 Stunden in
PFA 4% nachfixiert worden waren, erfolgte eine mhaige Spulung des Gewebes mit
PBS. Anschliel3end wurden die Gewebe in Saccha@¥eiber Nacht eingelegt. Am
nachsten Tag wurde das Gewebe in Cryomold-Schal¢Beyomold®, Miles Inc.,
Elkhart, USA) in Tissue-TécO.C.T. Compound (Sakura, Zoeterwonde, Niederlande)
eingebettet und mit flussigem Stickstoff bei -&)&ingefroren.

2.6.3 Verarbeitung der Knochen
Die Knochen wurden ebenfalls 12 Stunden in PFA 48¢hfixiert, dann dreimal mit
Phosphatpuffer gespiilt und drei Tage in OsteBs@dfterck, Darmstadt, Deutschland)
entkalkt. Eine ausreichende Entkalkung war errgeickenn die Knochen ohne
Widerstand gebogen werden konnten. Sie wurden dalemal mit PBS gespdlt,
anschlieBend tiber Nacht in Saccharose 30% eirtgalagnachsten Tag in Tissue-FPec
O.C.T. Compound eingebettet und analog wie Ruckeékmad Spinalganglien

eingefroren. Im Cryostaten wurden LangsschnitteDdeke 10 pm angefertigt.

2.7 Farbungen der Gewebe

Fur die unterschiedlichen Gewebe wurden verschedé&mbungen verwendet. Um die
GroRe des Tumors im Markraum des Knochens zu bestimwurden Langsschnitte
der Knochen mit H&amalaun-Eosin (HE) gefarbt. Zur stBemung der
Osteoklastenaktivitat wurde eine spezielle Ostext&l#arbung verwendet, welche die
Tartrat-resistente saure Phosphatase rot anfartrafe-resistant-acid-phosphatase, kurz
TRAP). Die Riuckenmarksschnitte wurden immunhistagkeh auf CD11b-Rezeptoren

— ein Marker fur aktivierte Mikroglia — untersuchAuRerdem wurde eine Immun-
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fluoreszenzfarbung spezifisch fir saures Gliafas¢em (GFAP, glial fibrillary acid
protein) durchgefuhrt, um eine Hypertrophie vonréayten nachzuweisen.

2.7.1 Hamalaun-Eosin-Farbung
Nachdem die 10 pm dinnen Schnitte an der Luft getret waren, wurden sie 10
Minuten mit Hamalaun gefarbt, mit flieRendem Ledswasser gewassert und
anschlieBend 25 Sekunden mit Eosin gegengefarkinér aufsteigenden Alkoholreihe
von 70-100% wurden die Schnitte entwassert und ylolXgegeben. Zur Eindeckung
wurde Vitro-Clu® (R. Langenbrick GmbH, Emmendigen, # 04-0001) vexkes.

2.7.2 TRAP-Farbung

Zur Herstellung der Farbel6ésung wurden 80 mg Nadnitrit (Fa. Sigma; # S-2252) in
2 ml Aqua dest. und 20 mg Naphtol-AS-TR-Phosphat igma; # N-6000) in 2 ml
N,N-Dimethylformamid (Fa. Merck; # 1.03034) gelost6 ml der Natriumnitritiésung
wurden mit 1,6 ml Pararosanilinlésung (Fa. Sigm&-#632), 2 ml Naphtollésung, 10
ml Michaelispuffer und 26 ml Aqua dest. vermisdatie Losung filtriert und auf einen
pH von 4,99-5,01 eingestellt. Zur Herstellung vardPosanilinlésung 4% wurden 2 g
Pararosanilin mit 35,4 ml Aqua dest. und 14,6 mll 6% bei 4°C inkubiert. Zur
spezifischen Anfarbung von Tartrat-resistenter lekber Phosphatase wurde der
Farbelbsung zusétzlich noch 1ml Tartrat zugegebendas Gewebe zu farben wurden
die Schnitte in der Farbelésung bei 37° C eine &uang inkubiert und anschlieRend
mit destilliertem Wasser gespult. Zur Hintergrumbdiing wurde Methylgrin
(Methylgrin Standard Fluka, Fa. Fluka; # 67060y®#nutzt, welches 10 Minuten bei
Raumtemperatur auf die Schnitte gegeben wurde. Difierenzierung der Schnitte
wurde eine aufsteigende Reihe von Alkoholldsungemwendet, beginnend mit
Isopropylalkohol 70% (2x2 Minuten), dann Isoprogitdnol 96% (2x2 Minuten) und
abschliel3end Isopropylalkohol 100% (2x2 Minutendchl der Differenzierung wurden
die Schnitte in Xylol zweimal 10 Minuten eingelentd mit Vitro-Clud® eingedeckt.
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2.7.3 Immunhistochemie (CD11b-Féarbung)
Nachdem die Schnitte mindestens 30 Minuten bei Raxnperatur getrocknet waren,
wurden sie 10 Minuten lang in Aceton bei -20° C hiegert. Nach einer ca.
funfminatigen Trocknung auf einer Warmeplatte beaximal 42° C wurden sie bei
Raumtemperatur 30 Minuten mit BSA/Tris-Puffer 10&blpckt. Im Anschluss wurden
die Schnitte mit dem ersten Antikorper in BSA-THRaffer 1% Uber Nacht bei 4° C
inkubiert. Negativkontrollen mit BSA-Tris-Puffer waden ebenfalls angelegt.
Am nachsten Tag wurde Rattenserum 1:1 mit dem mhiatyten zweiten Antikdrper
vermischt, eine Stunde bei 37° C vorinkubiert uneirdal mit Tris-Puffer gewaschen.
AnschlielRend wurden 200 ml Methanol und 3,5 OFH30% hinzu gegeben. Um die
endogene Peroxidase zu blockieren lieR man die AgseO0 Minuten lang bei
Raumtemperatur einwirken. Nachfolgend wurde der inkobierte, sekundare
Antikorper mit BSA/Tris-Puffer 1% verdinnt und 30drMten lang bei Raumtemperatur
mit dem Gewebe inkubiert. Die Negativkontrollen dem ebenfalls mit dem
sekundaren Antikorper inkubiert, wobei der Erstdaimper weggelassen wurde. Nach
der Inkubation mit dem sekundéaren Antikdrper wundederum dreimal mit BSA/Tris-
Puffer gewaschen und danach ein Streptavidin-Bidomplex 30 Minuten lang bei
Raumtemperatur auf die Schnitte aufgetragen. Nawhde Schnitte nochmals mit
BSA/Tris-Puffer gewaschen worden waren, wurden rsie vorher filtrierter DAB-
Loésung 10 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. die Reaktion abzustoppen
wurden die Schnitte anschlieRend in Aqua dest.lgggeZur Entwasserung wurden sie
mit einer aufsteigenden Alkoholreihe (siehe obeahdmdelt und abschlielBend mit
Vitro-Clud® eingedeckt.

2.7.4 Immunfluoreszenzchemie (GFAP)
Nachdem die Gefrierschnitte aufgetaut waren, wurden ca. 30 Minuten bei
Raumtemperatur getrocknet und anschlieRend fur ib@dteh in Aceton 100% bei -20°
C fixiert. Nachfolgend wurden sie auf einer Warnagig bei 40° C 5 Minuten lang
getrocknet. Die weiteren Farbeschritte erfolgteaiimer feuchten Kammer.
Die Praparate wurden mit einer Losung von BSA 18¥%thderserumalbumin) in PBS
(Phosphate-buffered saline, pH 7,4, 0,1 M) 30 Menubei Raumtemperatur geblockt,

um eine Adsorption des Priméarantikdrpers an stetidgne Bindegewebsstukturen zu
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verhindern, was eine unspezifische Hintergrundfdgoomach sich ziehen wirde. Falsch
positive Anfarbungen durch Bindung der markierteakuhdarantikorper an die

Primarantikorper werden dadurch vermieden. Allewegrdeten Antikdrper wurden

zuvor in den in Tabelle 5 genannten Konzentratiorendiinnt, wobei BSA 1% in PBS

als Puffer diente.

Das BSA wurde vorsichtig abgeklopft, die Schniteid Gber Nacht (ca. 18 Stunden)
mit dem Primarantikdrper bei +4° C inkubiert. AnkeRend wurden sie dreimal mit

PBS gewaschen, der Sekundarantikérper in entsprdehe/erdiinnung aufgetragen
und zwei Stunden bei Raumtemperatur inkubiert. dfar abschlielRenden Eindeckung
der Praparate mit DABCO (25 ml PBS, 75 ml Glycef8l%, 2,5 g DABCO = 1,4

Diazabizyclo[2.2.2.]octan) wurden sie noch dreim&l PBS gewaschen.

Prim. AK |Host Konzentration | Sek. AK Konzentration | Farbe
prim. AK sek. AK
CD11b rat 1:10 anti-rat, 1:200 braun
biotyniliert
GFAP rabbit 1:1000 goat anti- | 1:100 rot
rabbit

Tabelle 5: Antikoérper zu Immunfluoreszenzfarbungen

CD11b monoklonal: Serotec Ltd.; Oxford UK; # MCA711

GFAP, polyklonal: Chemicon international Inc., CESA; NB5804

Sekundarer Fluoreszenzantikorper: Dianova GmbH, bimg) Cy3-konjugiert; # 111-
165-003
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2.8  Auswertung der Histologie

Die Auswertung der Histologie wurde vom Untersuchieter verblindeten Bedin-
gungen durchgeflhrt.

Die Grof3e des Tumors im intramedullaren Raum derxckan wurde semiquantitativ in
den Hamalaun-Eosin-Farbungen bestimmt. Vier Sahnpéties Versuchstiers wurden
analysiert. Hierzu wurde eine Skala von 0-3 vervegnd

0 : kein Tumorwachstum

1 : Tumorgrof3e von 0O bis 1/3 des Markraums

2 : TumorgroRe von 1/3 bis 2/3 des Markraums

3 : TumorgroRe von 2/3 bis 3/3 des Markraums

Die Ergebnisse wurden tabellarisch protokolliert.

Um den Grad der Aktivierung der Osteoklasten zuittein wurde im Knochen die
Tartrat-resistente alkalische Phosphatase (TRARj)efarbt und drei metaphyséare
Ausschnitte pro Tier unter Durchlichtmikroskopie iA0facher VergréRerung
fotografiert. Die Bilder wurden mit Hilfe des Analgprogramms Image Pro Plus
(Version 4.0; Media Cybernetics Inc., Silver SpritiSA) ausgewertet, die Anzahl der
Osteoklasten in einem Blickfeld automatisch auskiezénd gleichzeitig die Flache der
Zellen bestimmt (Abbildung 52). Die ermittelten Wéemwurden in Microsoft Excel
tabellarisch aufgetragen, die Gesamtflache allete@asten errechnet. Aul3erdem
wurden Mittelwert, Standardabweichung sowie Stagigdter bestimmt.

Zur Bestimmung der Astrozytenhypertrophie wurden ABAmmunfluoreszenz-
farbungen (tal fibrillary acidic protein) des Ruckenmarks der Segmente L2-L4
angefertigt und mit Hilfe des ImmunfluoreszenzmgiopsAxiophot 2 (Carl-Zeiss Jena
GmbH, Jena, Deutschland) bei 100facher VergroRerumij 2048x2048 Pixel
aufgenommen. Pro Tier wurden drei Schnitte ausgetvddie Bilder wurden mit dem
Programm Image Pro Plus Versiomadsgewertet. Hierzu wurde jeweils rechts und links
ein 250 pum x 250 pm groRes Quadrat in den LamirBk des Hinterhorns des
Ruckenmarks als ,area of interest” (AOI) definielie markierten Astrozyten innerhalb
des Quadrates gezahlt und ihre Flache gemessenldadg 53). Die automatisch
ermittelten Werte wurden in Microsoft Excel tabeBah aufgetragen und die
Gesamtflache der markierten Astrozyten bestimmts Alen drei Schnitten pro Tier

wurden Mittelwert, Standardabweichung und Stanaduléf ermittelt.
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2.9  Statistische Auswertung

Die Messwerte der Gruppen 1, 2, 5, 6 und 7 wurdén ame-way-ANOVA und
nachgeschaltetem Bonferoni post hoc Test verglicbea Messwerte der Gruppen 2
und 3 und der Gruppen 8 und 9 wurden mit dem Marmiwy-U-Test verglichen.
Unterschiede wurden ab einem p-Wert < 0,05 aldsstah signifikant betrachtet
(*: p<0.05, **: p<0.01, ***: p<0.001).

Anschlie3end wurden alle Daten als Mittelwert trst@ardfehler in Diagrammen und

Tabellen dargestellt.
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3 Ergebnisse

3.1 Auswertung der Verhaltenstestungen

3.1.1 Korpergewicht
Die Tiere wurden an jedem Versuchstag gewogen urenibAllgemeinzustand
abzuschatzen und eine mdgliche UberméaRige Belagumgkennen. Im Vergleich der

einzelnen Versuchsgruppen gab es keine signifikadtegerschiede im Kdrpergewicht.

3.1.2 Wildtyp ohne Tumor vs. Wildtyp mit Tumor

3.1.2.1 Schmerzverhalten bei nattrlicher Bewegung

Bei beiden Versuchsgruppen zeigt sich an Tag 4leutlicher Abfall der Werte fur die
Laufqualitat von 4,0 auf 3,2 +/- 0,17 bzw. 2,4 8/16, was als postoperativer Schmerz
zu bewerten ist. Unabhéngig von der Art der Openatider der Behandlung zeigt sich
dieses postoperative Schmerzverhalten bei sanulicierhaltenstestungen aller
Versuchsgruppen. Bei den Tieren mit Scheinoperasemgte sich im Verlauf ein
Ruckgang der Werte auf das Ausgangsniveau, wahrendieren mit Tumor bis zum
Versuchsende eine signifikante Reduktion des Scfinregslas Schmerzverhalten bei

natirlicher Bewegung besteht (Abbildung 5).

3.1.2.2 Testung von nicht provoziertem Schmerzverhalten
Das spontane Schmerzverhalten wurde bei zwei viedshen Verhaltensweisen der
Tiere analysiert: das Schonungsverhalten und dait® der Hinterpfote.
Es lasst sich bei allen Versuchsgruppen ein Anstesgspontanen Schonungsverhaltens
an den Versuchstagen 4 und 8 erkennen, was wiedasipostoperativer Schmerz zu
bewerten ist. Die Wildtyptiere mit implantiertem mor (Gruppe 2) zeigen im
Vergleich mit den Kontrolltieren der Gruppe 1 amdéersuchstagen 11, 15 und 18
einen signifikanten Anstieg des schmerzbedingtdroSengsverhaltens (Abbildung 6).
Bei der Auswertung des Schittelverhaltens zeidjt sic deutlich gesteigertes spontanes

Schmerzverhaltens der Tumorgruppe ab Tag 8 (AbbgdD).
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3.1.2.3 Testung von belastungsinduziertem Schmerz am Rota-R
Bei dem Vergleich der Laufzeiten auf dem Rota-Rassén sich keine signifikanten
Unterschiede der Gruppen ausmachen, ebenso keilicheu postoperativer Einbruch
(Abbildung 8). Die reine, in Sekunden messbare letting der Tiere scheint somit
trotz deutlicher schmerzbedingter Verdnderung deufdqualitdt weder durch die
Operation selbst noch durch das Tumorwachstum ed® eventuelle Knochen-
destruktion beeintrachtigt zu sein.
Die semiquantitative Bewertung der Laufqualitat a@m Rota-Rod ergibt auch in
diesem Versuch deutliche Veranderungen fur deniélitag 4 und belegt hiermit die
operativ bedingte Einschradnkung der motorischestuag der Tiere. Wahrend sich die
Werte der Kontrollgruppe im weiteren Verlauf wieadln Ergebnissen der Vortestung
annahern, entwickelt sich bei der Tumorgruppe alp 8&in tumorinduziertes erhdhtes
Schmerzniveau bei Belastung, das fur die Tage 8,1b6lund 18 signifikant ist
(Abbildung 9).
Die in den ubrigen Verhaltenstests gefundenen Higsé lassen sich folglich auf das
Schmerzverhalten und nicht auf motorische Beeihtigengen durch das
Tumorwachstum selbst zurtckfuhren. Ein geringfugidenstieg der Laufzeit zu
spateren Zeitpunkten lasst sich auf einen ,Trasefigkt® nach mehrmaliger
Exposition erklaren.

3.1.2.4 Testung der mechanischen Allodynie mittels von Fregtungen
Die mechanische Allodynie wurde, wie oben bescleriebmit von-Frey-Tests
untersucht. Es wird angenommen, dass es bei denorfumdell im Rahmen der oben
genannten zentralen Sensibilisierung im Rickenmakt nur zu lokalen Schmerzen
im Bereich des Femurs kommt, sondern auch zu efesenken der Schmerzschwelle
fur das betroffene Bein.
Diese Hypothese wird gestutzt durch eine im Veapletum linken Bein signifikante
Herabsetzung der Pfotenrtickzugsschwelle im rechtenprtragenden Bein bei den
Tieren der Gruppe 2 (WT mit Tumor) fur die Versuelge 8, 11, 15 und 18 (Abbildung
10).
Auch hier zeigt sich fur beide Tiergruppen der obeschriebene postoperative Effekt.

Bei der Kontrollgruppe kommt es im Verlauf zu ein®tckgang auf das Niveau der
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Vortestung. Die Tumorgruppe weist kongruent mit ddmigen Verhaltenstestungen
eine signifikant erh6hte mechanische Allodynie alg 8 auf (vgl. Abbildung 11).

3.1.3 Wildtyp mit Tumor: Minocyclin vs. NaCl 0,9 %

Unter der Vorstellung, dass Tumorschmerz mit eMigroglia-Aktivierung einhergeht,
wurde zur Mikrogliahemmung das Antibiotikum Minodyc verwendet. Fir die
Versuchsgruppen Wildtyp mit Tumor mit taglicher Mayclin-Behandlung vs. Wildtyp
mit Tumor mit taglichen NaCl-Injektionen ergebeahsbei den Verhaltenstestungen fur
das spontane und provozierte Schmerzverhalten stiwidas Schmerzverhalten bei
natirlicher Bewegung ahnliche Verlaufe wie bei Yersuchsgruppe 2 (Wildtyp mit
Tumor ohne Behandlung; Abbildungen 5, 6, 7, 8 uhdE% zeigen sich sowohl das
erhdohte postoperative Schmerzverhalten als auchtlidkeu schmerzinduzierte
Veranderungen zu spéateren Zeitpunkten in den obmvéhaten Verhaltenstests.
Signifikante Unterschiede zwischen der mit Minoaydbehandelten Gruppe und der
Kontrollgruppe lassen sich allerdings nicht ausreagfbbildungen 12-16).

Auch bei der Testung der taktilen Rickzugsschweflenvon-Frey-Filamenten zeigt
sich bei beiden Gruppen eine ausgepragte mechanidltbdynie ab Tag 4 ohne
Gruppenunterschiede (Abbildung 17). Somit war Mydha in dieser experimentellen
Konstellation in Bezug auf Reduktion des Schmetzakens nicht wirksam.

3.1.4 Vergleich der Wildtyp-Mause mit TNFR-defizienten i&n
Aufgrund der Hypothese, dass TNE- mitursachlich fur den Tumorschmerz sein
kénnte, wurden Mause mit Defizient fur einen odeidb TNFR untersucht.

3.1.4.1 Schmerzverhalten bei natlrlicher Bewegung
Weder im Vergleich mit den tumortragenden Wildtyier€n noch innerhalb der TNFR
-defizienten Gruppen zeigt sich ein signifikantemtéischied bei der Bewertung des
Schmerzverhaltens beim Laufen auf ebener Flache AMgpildung 18). Es liegen
jedoch eine deutliche postoperative Beeintrachtigisowie ein tumorinduziertes
Schmerzverhalten vor. Fir TNFR-2-KO und TNFR1/2-Kf@use stellt sich eine
geringgradige Verminderung dieses Effekts im Vemnsuerlauf dar, die allerdings zu

keinem Zeitpunkt signifikant wird.
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3.1.4.2 Testung von nicht provoziertem Schmerzverhalten
Das Schonungsverhalten war bei der Gruppe der TKRFRO-Mause an den
Versuchstagen 4 und 8 signifikant gesteigert (Ahing 20).
Dieser Effekt fallt in das Zeitfenster des postepigen Schmerzes. Ab Versuchstag 11,
zur Zeit des sicher tumorinduzierten Schmerzveehalt zeigt sich ein nahezu
identisches Bild aller vier Gruppen.
Bei der Analyse des spontanen Schittelverhaltegeben sich keine statistisch

signifikanten Unterschiede zwischen den Versuchgmgo (Abbildung 20).

3.1.4.3 Testung von belastungsinduziertem SchmerzverhalteRota-Rod
Die Laufdauer ist postoperativ verkurzt, jedochdéi sich im weiteren Verlauf keine
signifikanten Unterschiede zwischen den Gruppeause(Abbildung 21)
Nach einer vergleichbaren postoperativen Verschdechg des Laufverhaltens aller
Gruppen zeigt sich im spateren Versuchsverlauf eleatliche Verbesserung der
Laufqualitat der TNFR1/2-KO-Gruppe, was an Tag iatigtisch signifikant wird
(Abbildung 22). Die Laufqualitat der Ubrigen Grgopbleibt ab dem 8. Versuchstag
auf stabilem, im Vergleich zur TNFR1/2-KO-Gruppeiggerem Niveau (Bewertungen
zwischen 1,7 — 2,4 +/- 0,25 - 0,17 gegenuber 4 +/- 0,20 — 0,22).

3.1.4.4 Testung der mechanischen Allodynie mittels von Fregtungen

Die taktilen Ruckzugsschwellen waren unmittelbastpperativ an den Versuchstagen 4
und 8 reduziert. Wahrend sich bei der Wildtyp-, @BiFR1-KO- und der TNFR2-KO-
Gruppe gleich bleibende oder sogar zunehmend redezrlckzugsschwellen finden,
erholt sich die TNFR1/2-KO-Gruppe rasch und haamamen Versuchstagen 15 und 18,
wieder Ausgangswert erreicht (Abbildung 23). Wditerist zu beobachten, dass auch
die unmittelbare postoperative Allodynie bei der FRL/2-KO-Gruppe geringer
ausgepragt ist, was allerdings ohne Signifikanzobl®,16 +/- 0,05 SEM vs. 0,29 +/-
0,07 SEM vs. 0,07 vs. 0,02 SEM vs. 0,60 +/- 0,081pESomit ist fir die Reduktion
der mechanischen Allodynie im verwendeten Schmedathalie Blockade nur eines
der beiden TNF-Rezeptoren allein nicht ausreichéhd. durch Ausschaltung beider

Rezeptoren kann ein entsprechender Effekt erzesitien.
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3.1.5 Wildtyp mit Tumor: Etanercept vs. humanes IgG
Als zweite Methode, um einen eventuellen Einfluse ¥NF-o auf den Tumorschmerz

zu testen, wurde der TNF-Inhibitor Etanercept vere.

3.1.5.1 Schmerzverhalten bei natlrlicher Bewegung
Die Laufqualitat auf freier Ebene als Mal3 fir spoms Schmerzverhalten zeigte einen
Verlauf wie oben beschrieben (3.1.4.1). Es zeidtemme signifikanten Unterschiede

zwischen den Behandlungsgruppen (Abbildung 24).

3.1.5.2 Testung von nicht provoziertem Schmerzverhalten
Das Schonverhalten war an den Versuchstagen 1llddyeiEtanercept-behandelten
Tieren signifikant reduziert. Auch an den anderearsdchstagen ergab sich ein
ahnlicher Trend (Abbildung 25).
Das Schittelverhaltens war ebenfalls am Versuchladpei Etanercept-behandelten

Tieren im Vergleich zu Kontrolltieren reduziert.lfildung 26).

3.1.5.3 Testung von belastungsinduziertem Schmerz am Rota-R
Die Behandlung mit Etanercept nimmt auf die Lauttamur an Tag 18 einen
signifikanten Einfluss (Abbildung 27).
Postoperativ kommt es in beiden Gruppen zunachstirem durch den OP-Schmerz
bedingten Abfall der Laufqualitat. Die Etanerceptibndelten Versuchstiere entwickeln
im weiteren Verlauf eine relativ bessere Laufqéal{Abbildung 28). Es wird allerdings
nur fur den Versuchstag 11 eine Signifikanz erteifgG: 2,9 +/- 0,21 SEM,
Etanercept: 2,25 +/- 0,24 SEM).

3.1.5.4 Testung der mechanischen Allodynie mittels von Faparen
Bei den mit Etanercept behandelten Tieren ergalkieh gegeniber den IgG-
behandelten Tieren an den Versuchstagen 15 undn&8sgynifikante Reduktion der
Allodynie, wobei der absolute Unterschied gering (laag 15: Etanercept 0,13 +/- 0,06
SEM, IgG 0,02 +/- 0,001 SEM; Tag 18: Etanercep60tl- 0,06 SEM, IgG 0,02 +/-
0,001 SEM, Abbildung 29).
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Somit war die Behandlung mit Etanercept in der wmeten Versuchsanordnung
signifikant, aber absolut geringer wirksam in Bezegf die Reduktion der

mechanischen Allodynie im Vergleich zu den TNFHiéren.

3.2 Auswertung der Knochenfarbungen

3.2.1 TumorgrélRe, Hamalaun-Eosin-Farbung
Um die GréRe des Tumors im intramedullaren Raunreldgen Femurs zu bestimmen,
wurden diese in histologischen Schnitten der Knocheller Tiere im
Durchlichtmikroskop semiquantitativ mit einer Skatan 0-3 bewertet (Abbildungen 30
und 40). AuBerdem konnten osteolytische Prozessrgesitellt werden (Abbildung 45)
Fur alle Tiere der Versuchsgruppen mit Implantatton Fibrosarkomzellen kann ein
ausreichendes Tumorwachstum nachgewiesen werdennuestens die Halfte des
intramedullaren Raumes ausfullt. Die Tiere der Kaligruppe sind frei von Tumor.
Innerhalb der Tiergruppen mit Tumorimplantation dsidie relativen Tumorgrof3en
vergleichbar; der gréi3te Befall kann bei der TNERAO-Gruppe mit 2,78 + 0,16 SEM
beobachtet werden, der geringste bei der TNFR2-K@p@e mit 1,57 £ 0,32 SEM.
Die Daten der ubrigen Gruppen liegen zwischen di&gerten (vgl. Abbildung 30). Ein
signifikanter Unterschied zeigt sich im Vergleiodr d&sruppen 2 und 7 (WT mit Tumor
ohne Behandlung vs. TNFR1/2 -/-).

3.2.2 Osteoklastenaktivierung, TRAP-Farbung
Die Farbungen der ,tartrat-resistent acid phos@edt@l RAP) dienten zur Bestimmung
des Grades der Aktivierung der Osteoklasten im Keoc Ausgewertet wurde, wie
oben beschrieben, die Flache aktivierter Osteaktagt einem definierten Teil der

Metaphyse (siehe Tabelle 6).

3.2.2.1 Osteoklastenaktivierung, WT ohne Tumor vs. WT nutibr
Erwartungsgemalf kann gezeigt werden, dass died-tiahaktivierten Osteoklasten bei
Versuchsgruppe 2 (Wildtyp mit Tumor ohne Behand)urey 5-fach grol3er ist als bei
Versuchsgruppe 1 (Wildtyp ohne Tumor ohne Beharg)lufAbbildung 31).
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3.2.2.2 Osteoklastenaktivierung, Minocyclin vs. NaCl 0,9%
Die tagliche i.p.-Injektion von Minocyclin wirkt ¢ nicht signifikant auf die Aktivitat

der Osteoklasten aus, was sich im Vergleich dep@en 3 und 4 zeigt (Abbildung 32).

3.2.2.3 Osteoklastenaktivierung, KO-Gruppen
Im Vergleich der Versuchsgruppen 5 und 6 (TNFR1wd TNFR2 -/-) mit der
Versuchsgruppe 2 (Wildtyp mit Tumor ohne Behandjusgid die Flachen der
Osteoklasten in den TNFR-KO-Tieren tendenziell groBls in der Kontrollgruppe,
wobei im Mehrfachvergleich nur fir die Gruppe deWFR2-defizienten Tiere eine
Signifikanz erreicht wird. Im Vergleich der Grupp@&nund 2 (TNFR1/2 -/- vs. WT +
Tumor) ist kein signifikanter Unterschied festzllste (vgl. Abbildung 33).

3.2.2.4 Osteoklastenaktivierung, Etanercept vs. IgG
Aus der Behandlung mit dem TNfBlocker Etanercept, der alle drei Tage i.p.
verabreicht wurde, resultiert eine signifikant vetmrte Osteoklastenaktivitat im
Vergleich der Gruppen 8 und 9 (Abbildung 34).

Gruppe Flache Standard- Standardfehler
Mittelwert abweichung
(Lm2)
WT — Tumor 2541 3203 1067
WT + Tumor ohne Behandlung 12537 7007 2477
WT + Tumor + Minocyclin 12733 4703 2103
WT + Tumor + NaCl 0,9% 14110 10467 4681
TNFR 1 -/- 24505 14754 6023
TNFR 2 -/- 32014 11082 4524
TNFR 1/2 -/- 17554 7705 2724
WT + Tumor + Etanercept 38875 8261 3694
WT + Tumor + 1gG 28964 5570 2785

Tabelle 6: TRAP-Féarbung
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3.2.3 Astrozytenaktivierung, GFAP-Farbung
Das glial-fibrillary-acidic-protein (GFAP), ein Mier fiur Astrozyten, wurde mit
Immunfluoreszenzfarbungen untersucht, um eine agtice Aktivierung zu prufen. Die

Schnitte wurden hergestellt und ausgewertet, wendieschrieben.

3.2.3.1 Astrozytenaktivierung, WT ohne Tumor vs. WT mit Toim
Bei den Tieren mit implantiertem Tumor kann eineutdehe Aktivierung und
Hypertrophie der Astrozyten im untersuchten Berejgzeigt werden, was sich im
Vergleich der Gruppe 1 mit Gruppe 2 darstellt. Blig&che der aktivierten Astrozyten im
Hinterhorn des Ruckenmarks der Tiere der Gruppst Bahezu doppelt so grol3 wie bei
den Kontrolltieren der Gruppe 1 (Abbildung 35). Biebildungen 50 und 51 zeigen die

vermehrte Astrozytenaktivierung und die erhéhte Imfluoreszenz fir GFAP.

3.2.3.2 Astrozytenaktivierung, Minocyclin vs. NaCl 0,9%
Der Vergleich der Versuchsgruppen 3 und 4 zeighdmisignifikanten Unterschied im
Ausmal’ der Aktivierung der Astrozyten im Hinterhoie Werte bleiben unter beiden
Behandlungen gleich (Abbildung 36).

3.2.3.3 Astrozytenaktivierung, KO-Gruppen vs. WT mit Tumor
Es kann kein signifikanter Unterschied im Ausmafd a&rozytaren Aktivierung im
Hinterhorn zwischen den Tieren der Gruppen 5 (TNFR16 (TNFR2-/-), 7
(TNFR1/2-/-) und 2 (WT mit Tumor) festgestellt werd(Abbildung 37).

3.2.3.4 Astrozytenaktivierung, Etanercept vs. IgG
Es zeigt sich kein signifikanter Unterschied beir dénalyse der GFAP
Immunreaktivitdt im Hinterhorn von tumortragenderddden nach intraperitonealer
Gabe von Etanercept in Dosen von 500ug alle drge T&ergleich zwischen Gruppe 8
und 9, Abbildung 38).
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4 Diskussion

4.1  Zusammenfassung der Ergebnisse

Die intramedullér injizierten Tumorzellen proliferten und zeigten im rechten Femur
aller Versuchstiere ein &hnlichens Tumorwachstuma. Khochen entwickelten in dem
Versuchszeitraum osteolytische Veranderungen. Aeffd war ein signifikant gro3eres
Tumorwachstum bei TNFR1/2 defizienten Tieren im gleich zu Wildtyp-Mausen
(Gruppe 2 und 7). In Verhaltenstests konnte zussidaquantifiziert werden, dass das
Schmerzverhalten bei Tumorwachstum, verglichen deit scheinoperierten Tieren,
deutlich ausgepragter war.

Die Behandlung mit dem Mikroglia-Hemmer Minocyclron Wildtyp-Mausen mit
Knochentumor ergab weder in den Verhaltenstestungeah in den histologischen
Studien des Rickenmarks einen relevanten signiikeBffekt.

Die Ergebnisse der Untersuchungen an TNFR-defererfieren zeigten fur die
TNFR1/2-KO-Tiere im spateren Verlauf eine signifikaveerminderte taktile Allodynie
in den von Frey-Testungen (Versuchstage 11, 15 18dAbbildung 23). Bei den
Ubrigen Verhaltenstestungen zeigten sich bei TNEKI)-Tieren ein verstarktes
Schonverhalten und eine schlechtere Laufqualité&r &uf Grund dieser Ergebnisse
durchgefuhrte Behandlungsversuch mit Etanercepaeite in den Testungen des nicht
provozierten Schmerzverhaltens zu spateren Zeitpunk(Versuchstage 11-18)
signifikante Unterschiede mit reduziertem Schonakem nach der Behandlung
(Gruppen 8 und 9) und reduzierter mechanischerditiee an spéateren Testtagen
(Versuchstage 15 und 18). In den anderen Testukgenten keine signifikanten
Unterschiede gezeigt werden.

Die TRAP-Farbungen ergaben, dass die Aktivitat @steoklasten in tumortragenden
Tieren signifikant zunahm. Bei TNFR2-KO-Tieren Zeigsich eine signifikante
Zunahme TRAP positiver Osteoklasten im VergleichV¥iudtyp-Tieren (Abbildung
33). Die Immunfluoreszenzfarbungen liel3en eine \&mmng der Immunreaktivitat far
GFAP im Hinterhorn des Ruckenmarks bei Tieren mifplantiertem Tumor im
Vergleich zu Tieren ohne Tumor erkennen (Abbild@). Fiur die anderen Gruppen

ergab sich kein signifikanter Unterschied.
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4.2 Interpretation der Verhaltenstestungen

4.2.1 Behandlung mit Minocyclin

Im tumorinduzierten Schmerzmodell der Maus mit lamphtion von Sarkomzellen in
den Femur kommt es nach einzelnen Literaturbemclea keiner wesentlichen
Steigerung der Immunoreaktivitdt von OX-42, einerarkér fur Mikroglia (Schwei et
al. 1999; Honore et al. 2000b). Im Gegensatz hiegmigten Zhang et al. an einem
Modell mit Implantation von Karzinomzellen der Pada in die Tibia der Ratte, dass es
in diesem Falle zu einer deutlichen Steigerung Idenunreaktivitat fur OX-42 im
Ruckenmark kam (Zhang et al. 2005). In dieser Arlmairde nun versucht, einer
Aktivierung von Mikroglia durch Behandlung mit Miogclin entgegenzuwirken, was
bei neuropathischen Schmerzmodellen eine Reduktammechanischer Allodynie und
Hyperalgesie bewirkt (Raghavendra et al. 2003; ghanal. 2003; Ledeboer et al.
2005). Die Behandlung mit Minocyclin hatte in deorhegenden Arbeit keinen
relevanten Effekt auf das Schmerzverhalten der udbistiere. Es wurden mehrere
Versuche durchgefiihrt Mikroglia mithilfe von Antikgern gegen OX-42 darzustellen,
jedoch zeigten sich bei den Farbungen keine speldi Immunreaktivitat, was an der
Verarbeitung des Gewebes (Perfusion und FixierumgParaformaldehyd) gelegen
haben kann. Aufgrund der negativen Verhaltensdavemrde schlie3lich die
morphologische Analyse der Mikrogliaaktivierung roeiTumorschmerzmodell der
Maus nicht weiter verfolgt. In weiteren histocheaohien Studien mit anderen
Fixierungs- und Farbeprotokollen sollte geklart desr, ob beim Tumorschmerzmodell
ahnliche Effekte der Mikrogliaaktivierung beobad¢hteerden konnen. Weiterhin sollte
geprift werden, ob die Applikationsform und —dogi® Minocylin eine Rolle spielen.
In dieser Arbeit wurde die bei anderen Schmerzmexdeerfolgreich verwendete
Dosierung und Applikationsart gewéhlt (Raghaveretral. 2003; Mika et al. 2007). Es
ware denkbar, dass die intrathekale Gabe des Mwéikis eine bessere Wirkung
erzielen konnte als die intraperitoneale Applikatid/ergleichende Studien fehlen
bislang. Weiterhin zeigt die vorliegende Arbeit artungsgeman, dass die Behandlung
mit Minocyclin keinerlei Auswirkungen auf das Tum@chstum und die Tumorgrol3e
hat. Die genaue Wirkungsweise von Minocyclin awd Aktivierung von Mikroglia ist

noch nicht vollstandig geklart. Es beeinflusst eseés zellulare Funktionen auf
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posttranslationaler Ebene, z.B. durch eine vernmtedéusschittung von NO (Amin et
al. 1996), andererseits bewirkt es eine vermindexfgression von TNfe; IL-1, IL-6 ,

INOS und Caspase 1/3 (Zhang et al. 2003; Zanjaai. @006) und moduliert somit die
biochemische Balance, welche sich in den verscheweSchmerzmodellen deutlich

unterschiedlich auswirkt (Honore et al. 2000a).

4.2.2 Mechanische Allodynie bei TNFR defizienten Tieren
TNFR1/2 KO Mause, jedoch nicht TNFR1- und TNFR2KGiMe zeigen im
Gegensatz zu Wildtypen deutlich geringeres Schneenalten zu spéteren Versuchs-
zeitpunkten (Versuchstag 11-18), bei denen allelae Tumorschmerz zum Tragen
kommt. Diese Ergebnisse deuten darauf hin, dass Waterdriickung von
tumorinduzierter mechanischer Allodynie die Inaldiung beider TNF-Rezeptoren
notwendig ist.
Die intrazellularen Signalkaskaden beider TNF-Rezgm sind an vielen Stellen
miteinander verknlUpft, z.B. konnen beide dieselbdfinasen aktivieren
(phosphorylieren). Beide Kaskaden kdnnen in deeselbndstrecken minden. Es ist
mdoglich, dass die Funktion eines deaktivierten Re&ms jeweils von dem anderen
kompensiert wird.
Sommer und Kollegen zeigten am Modell der CCI, dass selektive Blockade von
TNFR1 eine Reduktion von thermaler Hyperalgesie nmethanischer Allodynie nach
sich zieht. Die Behandlung mit einem selektiven RFAntagonisten erbrachte in
dieser Hinsicht keinerlei Effekt (Sommer et al. 899 An einem Schmerzmodell, das
mit Injektionen von ,Carrageenan“ arbeitet und damflammatorisches Modell
chronischer Schmerzen darstellt, konnten Parada Kiolegen zeigen, dass die
Entwicklung von entzindlich bedingter chronischeypkralgesie ebenfalls durch
TNFR1 vermittelt wird (Parada et al. 2003). Daged@mmden Schéafers und Sommer,
dass im Modell der SNL nach der Nervenverletzunged@NF-Rezeptoren innerhalb

von Stunden hochreguliert werden (Schafers etCai38).
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Abbildung 4: TNF-Signalkaskade (MacEwan 2002b)

Die durch einen Knochentumor induzierte mechaniséhedynie kann nicht allein
durch Ausschaltung des TNFR1 verhindert oder rexttiziverden, wie in der
vorliegenden Arbeit gezeigt werden konnte. Vielmedtrdie Blockade beider TNF-
Rezeptoren notwendig, um einen analgetischen E#fekérzielen. Interessanterweise
zeigte sich im Gegensatz hierzu ein vermehrtes i&@rbalten der TNFR1/2—KO-
Mause bei frihen Versuchszeitpunkten. Dies konnte Zusammenhang mit dem
vermehrten Tumorwachstum bei diesen Tieren stehen.

4.2.3 Behandlung mit Etanercept
Da in den Untersuchungen an TNFR1/2-defizienten ddéueine Reduktion der
tumorinduzierten mechanischen Allodynie gefundenrdere konnte, wurde ein
Behandlungsversuch mit dem TNF-Inhibitor Etanerckpthgefihrt. Hier ergaben sich
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guantitativ geringer ausgepragte Unterschiede heiscen mit Etanercept behandelten
Tieren und der mit IgG behandelten Kontrollgrupi$® zeigten sich signifikante
Unterschiede im Schonverhalten zu spateren Vergaitpsnkten und in den von Frey-
Testungen fur mechanische Allodynie.

In vielen Studien mit neuropathischen Schmerzmedelkonnte ein Effekt der
Behandlung mit Etanercept im Sinne einer Reduktiom Hyperalgesie und Allodynie
belegt werden (Sommer et al. 2001; Schafers eR@3c). Wacnik und Kollegen
zeigten in ihrer Arbeit von 2005, dass die Behanglmit Etanercept die Entwicklung
von Hyperalgesie und Allodynie bei einem anderemadrschmerzmodell verhindern
kann (Wacnik et al. 2005b). Ausschlaggebend hiesféiren aber die Applikationsform
und —dosis von Etanercept. Es wurde eine Redukiesnmechanischen Hyperalgesie
bei Dosen von 500ug i.p. gefunden.

Die von Wacnik demonstrierte Reduktion der mecldm@a Hyperalgesie in relativ
frihen Stadien des Versuchs konnte in der vorlidgerArbeit nicht in diesem Ausmal3
bestétigt werden. Obwohl die gleiche Applikationimele und —dosis gewahlt wurden,
zeigten sich im untersuchten TumorschmerzmodellMaus zwar signifikante, aber
keine hochgradigen Unterschiede zwischen den beéi#gsuchsgruppen. In weiteren
Untersuchungen bleibt zu klaren, ob sich ein repzaabarer Effekt durch Etanercept-
Behandlung bei tumorinduziertem Schmerz herstellasst, und in wie weit
Applikations- und Behandlungsmethode auf die Winkisait der Behandlung Einfluss
nehmen. Andere Studien, die jedoch mit dem Modall,dpinal cord injury” (einseitige
Durchtrennung des Myelons) arbeiteten, zeigen, d#ses intrathekale Gabe von
Etanercept eine positive Wirkung auf die Hyperalkgesid Allodynie hat (Marchand et
al. 2009). Dies konnte unter anderem durch die Umgg der Blut-Hirn-Schranke
durch direkte intrathekale Applikation bedingt seiAuch die intraganglionare
Applikation von Etanercept im Rahmen des Modells 88IL (,sciatic nerve ligation®)
erbrachte in bisherigen Untersuchungen eine Verenurdy der Hyperalgesie und
Allodynie (Schafers et al. 2003a), was ebenfall§ @ne entscheidende Rolle der

Applikationsform dieses Medikaments hinweist.
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4.3 Interpretation der Ergebnisse der morphologischen dtersuchungen

4.3.1 GFAP-Immunreaktivitat
Die Auswertung der GFAP-Immunreaktivitat im Hinterh bei Wildtyp-Tieren mit und
ohne Tumor zeigt, dass es durch Implantation vomdraellen und die dadurch
ausgelosten Knochenschmerzen zu einer Steigerungmaieunoreaktivitat fur GFAP
kommt, was einer deutlichen Hypertrophie der Asttez entspricht. Dieses Ergebnis
steht im Einklang mit den Erkenntnissen von Honard Zhang (Honore et al. 2000b;
Zhang et al. 2005). Bei anderen neuropathischenm&amodellen steht diese
ausgepragte Astrozytenaktivierung nicht im Vordengt. Dies spricht dafur, dass bei
neuropathischen Schmerzmodellen eher die Aktivigrivon Mikroglia als von
Astrozyten fur die Schmerzentwicklung Uberwiegt. Gegensatz hierzu scheint bei
inflammatorischen Schmerzmodellen, die mit Injekéin von Carrageenan oder CFA
(complete Freund’s adjuvant) arbeiten, und beim dromodell der Maus die
Mikrogliaaktivierung keine wesentliche Rolle zuelpn.
Der Vergleich der Versuchsgruppen 2, 5, 6 und 7 (WT Tumor vs. TNFR1-/- vs.
TNFR2-/- vs. TNFR1/2-/-) zeigt bei allen eine agtére Aktivierung im Hinterhorn
nach Tumorinduktion, aber keine signifikanten Usthrede zwischen den einzelnen
Gruppen. Auch die Behandlung mit Minocyclin odert fatanercept erbrachte keine
Veranderung der astrozytaren Aktivierung. Hieraigzu schlie3en, dass die astrozytare
Aktivierung im Hinterhorn nicht in Zusammenhang ér beobachteten Reduktion der
taktilen Allodynie bei TNFR1/2-defizienten Mauseteld. Eine Uber das Hinterhorn
hinausgehende Beeinflussung der Astrozytenaktimggerum RuUckenmark wurde
allerdings nicht untersucht, was einschrankend bienveerden muss. Auch beziglich
der Astrozytenhypertophie ist es moglich, dassidliathekale, intraganglionare oder
topische Gabe von Etanercept einen deutlichereekEFaben kdnnte. Da Minocyclin
vorwiegend die Aktivierung von Mikroglia unterdriick_edeboer et al. 2005) ist ein
mangelnder Effekt auch hier im Tumorschmerzmodethtrungewdhnlich und steht im

Einklang mit den Ergebnissen der Verhaltenstestung.
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4.3.2 Analyse der Knochenmorphologie und Osteoklasteviakting

4.3.2.1 Hamalaun-Eosin-Farbung
Die HE-gefarbten histologischen Schnitte zeigtemssdsich die implantierten Fibro-
sarkomzellen im Femur der M&ause erwartungsgemafeleten und sich in dem
Untersuchungszeitraum ausgepragte osteolytisch&nderungen der Kochenkortikalis
entwickelten. Signifikante Unterschiede zwischem deinzelnen Versuchsgruppen
waren bei dem Vergleich zwischen tumortragendendiyfil und TNFR1/2-defizienten
Mausen (Gruppe 2 und 7) auszumachen, wobei das Mwanbstum in den Femores
der TNFR1/2 KO-Tiere am ausgepragtesten war. Digsgsbnis legt nahe, dass das
Wachstum der Tumorzellen durch TNF-smoduliert und beeinflusst wird. Die
Stimulation des Tumorwachstums erfolgt Uber diéiviMgrung des TNFR1 und die sich
anschlielBende Transduktionskaskade via p42/p44, UNKNF«B, wie Rivas et al.
anhand einer Brustkrebszelllinie aufzeigten. Ahmdic Schlussfolgerungen zogen
Selinsky und Kollegen, die in vivo zeigen konntdass loslicher TNFR1 (sSTNFR1) die
Entwicklung und das Wachstum von Fibrosarkomzetlen Maus fordert (Selinsky et
al. 2000). TNFR2 dagegen kann durch UnterdriickiergAshgioneogenese des Tumors
via NO das Tumorwachstum verzdgern oder stoppead £t al. 2007). Andererseits ist
bekannt, dass TNE-auch zytotoxische Eigenschaften auf Tumorzelleénwas bereits
an unterschiedlichsten Modellen gezeigt wurde (Baglet al. 1987; Nobuhara et al.
1987; Budd et al. 1991; Kopreski et al. 1996). Adissem Grund werden bei
bestimmten fortgeschrittenen Tumorleiden auch feraisch Applikationen von TNF-
a in die Tumormasse durchgefuhrt (LeBlanc et al.2200
Die im Rahmen dieser Arbeit gefundenen Ergebnissgerstitzen die Hypothese eines
Uberwiegens der Tumorsupressorfunktion von TdNFim hier verwendeten
Knochentumormodell der Maus, da ein Anstieg der Oigrol3e bei Fehlen beider
TNF-Rezeptoren gezeigt werden konnte.
Zusammenfassend wiesen TNFR1/2-defiziente Mause r zvean erhohtes
Tumorwachstum auf und hatten zu frihen Zeitpunk&n signifikant hoheres
Schonverhalten des betroffenen Hinterlaufs. Sigteri allerdings eine verminderte
taktile Allodynie. Hieraus kann gefolgert werdeasd das Tumorwachstum per se die

verschiedenen Schmerzqualitaten unterschiedlicimthesst.
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4.3.2.2 TRAP-Farbung
Die tartratresistente saure Phosphatase gehdtrzubiquitar exprimierten Familie der
sauren Phosphatasen und ist in der Hamatoonko#gi®arkerenzym der Haarzell-
Leukdmie bekannt. Primar ist TRAP (,tartrat resisteacid phosphatase”) ein
zytochemischer Marker fur Makrophagen, dentritiséleien und Osteoklasten und ist
intrazellular im lysosomalen Kompartiment lokalisie
Die spezifische Farbung aktivierter OsteoklasteRAP Farbung) ergab, dass im
Vergleich der Wildtyp-Mause mit und ohne Tumor esignifikante Steigerung der
Osteoklastenaktivitat im Femur nach Tumorinokulazol verzeichnen ist. Dies steht in
guter Ubereinstimmung mit publizierten Berichten ekibeine Steigerung der
Osteoklastenaktivitat durch intramedullér injizeeB8arkomzellen (Clohisy et al. 1996).
Im Behandlungsversuch mit Minocyclin konnten kegignifikanten Unterschiede in
der Osteoklastenaktivitat beobachtet werden. Die Saikali und Kollegen aufgestellte
Hypothese, dass Tetracycline einen negativen Eféelt die Differenzierung von
Osteoklasten und deren Uberleben haben, konnte riotlientumormodell der Maus
nicht bestatigt werden (Saikali et al. 2003). BemdVergleich der TNFR defizienten
Tiere mit den Wildtyp-Tieren nach Tumorimplantatikkonnte gezeigt werden, dass die
Osteoklastenaktivitat bei TNFR defizienten Tierendenziell erhoht ist, wobei sich bei
TNFR2 -/- Tieren ein signifikanter Unterschied drga
TNF-o. sowie andere Zytokine, wie IL-1 oder RANKL, sind ider Lage, die
Osteoklastenaktivitat sowie die Differenzierung déllen zu beeinflussen. Nach
Bindung von l6slichem TNRE- an den TNF-Rezeptor wird eine Signalkaskade
ausgelost, die durch das Adapterprotein TRAF@&IBFaktiviert wird und die Aktivitat
und die Ausdifferenzierung von Osteoklasten fordgtavallese et al. 2001). In
frlheren Studien konnte gezeigt werden, dass atl@nAktivierung von TNFR1 zu
einer Aktivitatssteigerung der Osteoklasten fuhthgng et al. 2001). Allerdings
sprechen die Ergebnisse in der vorliegenden Arbeiin Knochentumormodell der
Maus fir eine vermehrte Osteoklastenaktivitat alg& der Defizienz einer oder beider
TNF-Rezeptoren. Dies kdnnte in dem oben diskutierermehrten Tumorwachstum
bei TNFR-defizienten Mausen urséchlich begrindet. ¥€ongruent hierzu ergab der
Behandlungsversuch mit Etanercept ebenfalls slgmfi hbhere Werte verglichen mit

der mit humanem IgG behandelten Kontrollgruppe.
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4.4  Schlussfolgerungen und Ausblick

Im Gegensatz zu neuropathischen SchmerzmodelleghéRandra et al. 2003; Zhang et
al. 2003; Ledeboer et al. 2005) konnten im Tumarsaizmodell durch Behandlung mit
Minocyclin keine Hinweise auf die Wirksamkeit destfacyclins in Bezug auf das
spontane oder provozierte Schmerzverhalten und dadg Schmerzverhalten bei
natirlicher Bewegung gefunden werden. Es zeigteh siuch weiterhin keine
relevanten Veradnderungen der Astrozytenaktivierung Rickenmark und der
Osteoklastenaktivierung im Knochen.

Durch die Untersuchungen bei TNFR-defizienten Tidtennte belegt werden, dass im
Tumorschmerzmodell der Maus das Schmerzverhaltsthesondere die mechanische
Allodynie, tUber die Aktivierung beider TNF-Rezepnrbeeinflusst wird. Bei Defizienz
nur eines Rezeptors zeigten sich keine Untersclaad&ontrollgruppe, im Gegensatz
zu neuropathischen Schmerzmodellen (CCI), bei deherhauptsachliche algetische
Wirkung durch den TNFR1 vermittelt wird (Sommeragt 1998b). Interessanterweise
war die Reduktion der mechanischen Allodynie be1r d&IFR1/2-defizienten Tieren
von der Grof3e des Tumors unabhéngig. Das Tumortanhs diesen Tieren war
sogar grof3er bei tendentiell erhdhter Osteoklaktamarung, was an der Ausschaltung
des tumorhemmenden Effektes von Tifiegen konnte. Daher ist es auch maoglich,
dass die systemische Applikation von Etanerceptliss auf die Tumorgrof3e nimmt
und somit die durchschnittiche Tumorgré3e zunimnidie hier gezeigten
gegensatzlichen Effekte von TNFauf Tumorwachstum, Osteoklastenaktivierung und
Modulation des Schmerzverhaltens zeigen, dass difgelaobene mechanische
Allodynie bei TNFR1/2-KO-Méausen zu spateren Stadd®s Tumorschmerzes im
Modell unabhangig von der Tumorgrdél3e ist und imelizsomit eine entscheidende
Rolle fur TNFe bei der Schmerzverarbeitung im Tumormodell. DuBethandlung mit
Etanercept, einem TNé-neutralisierenden Fusionsprotein, konnte die le& GNFR
defizienten Tieren gefundene Analgesie nur teileveesproduziert werden, was an der
systemischen Applikationsweise mit mangelnder $pinAnreicherung gelegen haben
konnte.

Ausgehend von diesen Ergebnissen sollten weiteiklipische Studien durchgefihrt

werden, um den potentiellen Nutzen einer pharmajkstben TNFe Blockade bei
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Patienten mit Tumorschmerzen zu prufen und die I@efa bezlglich eines evtl.

gesteigerten Tumorwachstum unter dieser Therapiaugs zu eruieren.
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5 Zusammenfassung

Am Modell des tumorinduzierten Schmerzes der Mauarden sowohl das
Schmerzverhalten der Tiere als auch spezifischephetogische Verdnderungen im
Hinterhorn des Rickenmarks (Aktivierung von Astitery und im tumorbefallenen
Knochen analysiert. Durch Analyse von Mausen mifiZzlenz fir TNF-Rezeptor 1,
TNF-Rezeptor 2 oder fur beide Rezeptoren konnte Risdle von TNFe seiner
Rezeptoren bei der Entstehung von tumorinduzie®ehmerz untersucht werden. Im
Unterschied zu neuropathischen Schmerzmodellent&ogezeigt werden, dass beide
TNF-Rezeptoren ausgeschaltet werden mussen, unsigmékante Schmerzreduktion
zu erzielen. Die systemische Behandlung mit dem -hBiRralisierenden
Fusionsprotein Etanercept konnte die im genetisdledell gezeigte Reduktion der
mechanischen Allodynie teilweise, aber nicht vélistig reproduzieren.

Eine Hemmung der Mikrogliaaktivierung mittels Miryotin erbrachte im Tumor-
schmerzmodell keinen Effekt auf das Schmerzverhaler Tiere.

Die histologische Analyse der tumoraffizierten Khen zeigte eine signifikante
Zunahme der Osteoklastenaktivitdt in tumortragenderen. Die Behandlung mit
Minocyclin war ohne erkennbaren Effekt auf die Bréfnzierung und die Aktivitat der
Osteoklasten. Es ergaben sich jedoch Hinweise, dBax einen hemmenden Einfluss
auf die Osteoklastenaktivitdt im Knochentumormodedt, da sowohl in den TNFR-
KO-Tieren als auch wunter Gabe von Etanercept eingig&ung der
Osteoklastenaktivitat nachgewiesen werden konnte.

Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass TiN&ine wichtige Rolle, sowohl in der
Entstehung, als auch in der Aufrechterhaltung wonarinduziertem Schmerz spielt.
Hier liegt der Ansatzpunkt fir weitere Studien ndém Ziel, eine spezifische
Pharmakotherapie zu entwickeln mit wirksamer TdNBlockade auch bei Patienten mit
Tumorschmerzen. Nach den Erkenntnissen dieser tArbgi Etanercept sollte ein
spezielles Augenmerk auf die ZNS-Gangigkeit di€drstanzen gelegt werden und die
Gefahr der Méglichkeit eines vermehrten Tumorwaatmsbedacht werden.
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6

Abbildungen und Graphen

6.1 Verhaltenstestungen

6.1.1 WT ohne Tumor vs. WT mit Tumor
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Abbildung 6: Schonen/2 min
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Abbildung 7: Schutteln/2 min
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Abbildung 8: Rota-Rod (Laufdauer in Sekunden)
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Abbildung 9: Rota-Rod (Laufqualitat)
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Abbildung 10: Mechanische Allodynie, WT mit Tumoehgleich rechts gegen links
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Abbildung 11: Mechanische Allodynie, WT ohne Tumer WT mit Tumor

6.2.2 WT mit Tumor, Minocyclin vs. NaCl 0,9 %
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Abbildung 12: Schonen/2 min



50

1,4 1 T
1 2 . -.— WT mit Tumor Minocyclin
’ T O~ WT mit Tumor NaCl 0,9 %

107
=
~ 0,8 4
< 0,6 1
N
< 0,4 4

0,2 4

0,0 4

pra-OP -1 4 8 11 15 18
Versuchstage

Abbildung 13: Schiitteln Anzahl/2 min
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Abbildung 14: Freies Laufen
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Abbildung 15: Rota-Rod (Laufdauer in Sekunden)
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Abbildung 16: Rota-Rod (Laufqualitat)
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Abbildung 17: Mechanische Allodynie, Tumortiere foiitne Minocyclininjektion

6.1.3 WT mit Tumor vs. TNFR1 -/- vs. TNFR2 -/- vs. TNFRH/-

4,5 ~
4,0 A
::‘E 3,5 1
S 30
o
E
—~ 2,51 -@- WT mit Tumor
-O- TNFR 1 -
2,0 1 W TNFR2-/-
/- TNFR1/2 -
1,5 v v T T T T
pra-OP -1 4 8 11 15 18

Versuchstage

Abbildung 18: Freies Laufen Laufqualitat
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Abbildung 19: Schonen sek/2min
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Abbildung 20: Schiitteln Anzahl/2min
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Abbildung 21: Rota-Rod Laufdauer in Sekunden
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Abbildung 22: Rota-Rod Laufqualitat
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Abbildung 23: Mechanische Allodynie, Vergleich dMFR-KO-Tiere

6.1.4 WT mit Tumor mit Etanercept vs. WT mit Tunmoit IgG
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Abbildung 24: Freies Laufen Laufqualitat
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Abbildung 26: Schiitteln Anzahl/2min
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Abbildung 27: Rota-Rod Laufdauer in Sekunden
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Relativer Schwellenwert Riickzug
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Abbildung 29: Mechanische Allodynie, Vergleich Turtiere mit und ohne
Etanerceptinjektion



59

6.2  Auswertungen der histologischen Studien

6.2.1 Semiquantitative Bestimmung der Tumorgrof3e
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Abbildung 30: TumorgrofRe, semiquantitativ
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6.2.2 Messungen der TRAP-positiven Flachen (Oséesbdh)
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Abbildung 31: TRAP-positive Flachen, Vergleich WTitnTumor vs. WT ohne

Tumor
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Abbildung 32: Messung der TRAP-positiven Flacheargleich Tumortiere mit und

ohne Minocyclininjektion
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6.2.3 Messungen der GFAP-positiven Flachen (Astespy
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Abbildung 35: Gemessene Flache der GFAP-positivelte@ im Hinterhorn, WT
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Abbildung 36: Gemessene Flache der GFAP-positivetleZ im Hinterhorn,

Vergleich Tumortiere mit und ohne Minocyclininjebti
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Vergleich Tumortiere mit und ohne Etanerceptinjaikti
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6.3  Bilder morphologischer Untersuchungen

6.3.1 Hamalaun-Eosin-Farbung des Knochens und Tumoratisige

Abbildung 41: Gesunde Knochentrabekel mit Knorpiden und Knochenmark
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Gesunde Knochenbélkchen und KnompeBereich der Metaphyse

Abbildung 42

N e

Tumorgewebe intramedullar

Abbildung 43
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Abbildung 45: Osteolytische Invasion des TumordigKotrikalis
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6.3.2 Osteoklastenaktivitat, TRAP-Farbung

Abbildung 47: Gesteigerte Osteoklastenaktivitaden Metaphyse
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Abbildung 48: Osteoklasten normales KnochenmarkTuntor

Abbildung 49: Osteolyse und Tumor



70

6.3.3 Astrozytenaktivierung, GFAP-Immunfluoreszenzfarbung

Abbildung 50: WT mit Tumor

Abbildung 51: WT ohne Tumor
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6.3.4 Bildverarbeitung
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