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2 Einleitung 

2.1 Neuropathischer Schmerz 

2.1.1 Definition 

Die „International Association for the Study of Pain“ (IASP) definiert Schmerz als „Ein 

unangenehmes Sinnes- oder Gefühlserlebnis, das mit einer tatsächlichen oder 

potentiellen Gewebeschädigung einhergeht oder einer solchen ähnelt“. Dies 

verdeutlicht, dass Schmerz eine physiologische Warnfunktion besitzt und vor 

schädlichen Verhaltensweisen bewahrt. Pathologisch wird Schmerz erst dann, wenn er 

diese Funktion durch ständiges Vorhandensein verliert. Eine aktuelle Überarbeitung der 

Definition bezieht auch die emotionale Komponente des Schmerzes mit ein (Raja et al., 

2020).  

Neuropathischen Schmerz beschreibt die IASP als einen „Schmerz, der von einer 

Läsion oder Erkrankung des somatosensorischen Nervensystems ausgeht“. Dies 

unterscheidet ihn von anderen Schmerzen, die durch eine Gewebsschädigung entstehen, 

welche die Nerven aktiviert. Im Gegensatz hierzu entsteht der neuropathische Schmerz 

also direkt im Nervensystem oder durch assoziierte, nicht neuronale Zellen. Eine 

Einteilung ist in periphere (von Schäden des peripheren Nervensystems verursachte) 

und zentrale (vom zentralen Nervensystem ausgehende) chronische neuropathische 

Schmerzen möglich (Scholz et al., 2019). Baron et al. unterteilten die neuropathischen 

Schmerzen nach ihrer Ursache weiter in schmerzhafte periphere Neuropathie, 

generalisierte (Polyneuropathien), komplexe schmerzhafte Störungen und gemischte 

Schmerzsyndrome (Baron et al., 2010). Die generalisierten Neuropathien werden 

hierbei wiederum als peripher (beispielsweise diabetische Polyneuropathie, toxische 

Schäden) und zentral (z.B. Multiple Sklerose, Tumor) klassifiziert. Die Ursachen für 

neuropathische Schmerzen sind insgesamt heterogen und erstrecken sich über 

chemische und traumatische bis hin zu genetischen Schädigungen des Nervensystems. 
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2.1.2 Komplexe neuropathische Schmerzen - Complex Regional Pain Syndrome 

2.1.2.1 Definition  

„Complex Regional Pain Syndrome“ (CRPS) ist ein chronisches Schmerzsyndrom, 

dessen Ursache bisher nicht endgültig geklärt ist. Lange nach einem Trauma persistieren 

anhaltende Schmerzen und gelegentlich auch trophische Störungen meist einer 

Extremität. Die Zuordnung zu den neuropathischen Schmerzen ist vor allem für CRPS 

Typ I (ohne Nervenschädigung) aufgrund der noch immer unklaren Pathophysiologie 

umstritten (Naleschinski and Baron, 2010) wird aber in der Literatur vorgenommen 

(Baron et al., 2010; Dey et al., 2022; Di Pietro et al., 2020) 

2005 erschienen zur Diagnosestellung des CRPS die von einer Expertengruppe 

erstellten „Budapest Kriterien“, die seitdem überarbeitet wurden (Harden et al., 2007): 

 

1. Anhaltende Schmerzen, die dem auslösenden Ereignis nicht entsprechen 

2. In der Anamnese werden drei von folgenden vier Kategorien erfüllt: 

• Sensorisch: Hyperästhesie und/oder Allodynie 

• Vasomotorisch: Temperaturasymmetrie und/oder Veränderung der 

Hautfarbe oder Hautfarbenasymmetrie 

• Sudomotorisch: Ödem und/oder asymmetrische Veränderungen der 

Schweißsekretion  

• Motorisch/Trophik: reduzierte Beweglichkeit und/oder motorische 

Dysfunktion (Schwäche, Tremor, Dystonie) und/oder trophische 

Veränderungen (Haare, Nägel, Haut) 

3. In der Untersuchung werden zwei oder mehr der folgenden Kriterien erfüllt: 

• Sensorisch: Nachweis von Hyperalgesie auf spitze Reize, und/oder 

Allodynie (leichte Berührung und/oder tiefer Druck und/oder 

Gelenkbewegung) 

• Vasomotorisch: Nachweis von Temperaturasymmetrie und/oder 

Veränderung der Hautfarbe oder Hautfarbenasymmetrie 

• Sudomotorisch: Nachweis von Ödem und/oder Veränderungen der 

Schweißsekretion, Asymmetrie 

• Motorisch/Trophik: Nachweis von reduzierter Beweglichkeit und/oder 
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motorische Dysfunktion (Schwäche, Tremor, Dystonie) und/oder 

trophische Veränderungen (Haare, Nägel, Haut) 

4. Keine andere Diagnose erklärt die Symptome 

 

Die „Budapest Kriterien“ fordern neben den Angaben in der Anamnese zwingend auch 

Symptome in der aktuellen Untersuchung. In dieser Arbeit werden der Diagnose des 

CRPS die Forschungskriterien der „Budapest Kriterien“ zugrunde gelegt.  

Die aktuellen Leitlinien fordern zur Diagnose anhaltenden Schmerz sowie klinische und 

anamnestische Kriterien aus den Symptomkategorien „Hyperalgesie, Allodynie“, 

„Asymmetrische Hauttemperatur, -farbe“, „Asymmetrie im Schwitzen, Ödem“, 

„Reduzierte Beweglichkeit, Asymmetrie Nagelwachstum“ (Birklein et al., 2018). Zur 

Therapie werden Physio- und Ergotherapie sowie symptomatische pharmakologische 

Schmerztherapie empfohlen. 

Nach einer Konsensus-Konferenz in Valencia wurden die IASP Diagnosekriterien 

aktualisiert. Hierbei werden nun zur Diagnosestellung ebenfalls die „Budapest 

Kriterien“ verwendet. Es wird eine Klassifikation als „chronischer primärer Schmerz“ 

und nicht wie zuvor im ICD-11 genannt „autonome Störung“ gefordert. Es erfolgt eine 

Einteilung und Ergänzung der CRPS Typen neben I (ohne Nervenschaden) und II (mit 

Nervenschaden) um „Not Otherwise Specified (NOS)“ für Patientinnen und Patienten, 

die nicht alle Kriterien erfüllen, bei denen keine andere Diagnose die Erkrankung erklärt 

und „with Remission of some Features“, d.h.  die im Krankheitsverlauf nicht mehr alle 

CRPS Kriterien erfüllen. Des Weiteren werden die Diagnosemethoden genau dargestellt 

und objektiviert (Goebel et al., 2021). 

2.1.2.2 Epidemiologie  

Die Inzidenz des CRPS wird in verschiedenen Studien unterschiedlich angegeben. Dies 

ist mutmaßlich den verschiedenen Diagnosekriterien geschuldet (Birklein and Dimova, 

2017). Dabei geben große Studien eine Inzidenz zwischen 5,5 (Sandroni et al., 2003) 

und 26,6 (de Mos et al., 2007) pro 100.000 Einwohner an. Hierbei tritt bei 1-2 % der 

Menschen, die eine Fraktur erleiden ein CRPS auf, in besonderem Maße nach 

Radiusfraktur und nach einer Nervenläsion (11 % bzw. 2-5 %) (Sandroni et al., 2003). 
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Frauen sind häufiger betroffen als Männer. Dies könnte auch dadurch bedingt sein, dass 

Frauen häufiger Radiusfrakturen erleiden (Jerrhag et al., 2017). 

2.1.2.3 Pathophysiologie 

Die Pathophysiologie der Erkrankung ist noch nicht abschließend geklärt. Es wird ein 

Zusammenspiel vieler Faktoren angenommen. In den meisten Arbeiten werden 

sympathikoafferente Effekte, Veränderungen des zentralen Nerven Systems (ZNS) und 

überschießende neurogene Entzündung diskutiert (Maihöfner and Birklein, 2007). 

Ebenfalls werden genetische Faktoren und Barrierestörungen untersucht. Die älteste 

Theorie ist, aufgrund der in der Erkrankung beobachteten autonomen Störungen, die der 

pathologischen sympathikoafferenten Kopplung. In der Haut betroffener Patienten 

wurde eine erhöhte Dichte von α Adrenorezeptoren gefunden (Drummond et al., 1996; 

Finch et al., 2014). Hieraus ergibt sich ein Therapieversuch durch ein lokale 

anästhetische Sympathikusblockade. Die Effektivität dieses Therapieansatzes wird 

allerdings angezweifelt (Stanton et al., 2013). Ebenfalls wichtige Bestandteile der 

Pathophysiologie sind zentralnervöse Veränderungen. Hierzu zählen Einflüsse der 

Psyche (Cho et al., 2013), aber auch strukturelle ZNS Veränderungen (Maihöfner et al., 

2003), welche sich nach Besserung der Symptomatik reversibel zeigen (Maihöfner et 

al., 2004). Viele Arbeiten beschäftigen sich auch mit der Theorie einer überschießenden 

neurogenen Inflammation und deren Folgen. Diese lassen sich in lokale 

Untersuchungen von Haut sowie Nervengewebe und systemische Untersuchungen von 

Serum oder Plasma betroffener Patientinnen und Patienten aufteilen. Lokal wurden in 

der Haut der betroffenen Extremität von CRPS Patientinnen und Patienten vermehrt 

Mastzellen (Huygen et al., 2004) sowie proinflammatorische Zytokine (Wesseldijk et 

al., 2008) und TNFα (Krämer et al., 2011) nachgewiesen. Eine lokale Lactat-Erhöhung 

lässt eine Hypoxie vermuten (Birklein et al., 2000). Es wurde bilateral in der Haut eine 

erhöhte Konzentration der proinflammatorischen Cytokine im Vergleich zu Kontrollen 

mit anderen Schmerzen beschrieben (Lenz et al., 2013). Systemisch wurden im Blut von 

CRPS Patientinnen und Patienten ebenfalls erhöhte proinflammatorische 

Cytokinkonzentrationen (Uçeyler et al., 2007) sowie vermehrt TNFα (Maihöfner et al., 

2005) nachgewiesen. All diese Untersuchungen konnten in CRPS eine erhöhte 

Entzündungsaktivität nachweisen und bestärken die Annahme von sowohl lokalen als 

auch systemischen Veränderungen der Erkrankung.  
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In einem weiteren Ansatz lassen sowohl das Vorhandensein eines Ödems (Kottke and 

Walters, 2016), als auch der chronische Schmerz in dieser Erkrankung auf eine 

Barrierestörung schließen. In CRPS wird, wie bei manchen anderen Formen 

neuropathischer Schmerzen (siehe Kapitel 2.2), eine Barrierestörung beschrieben 

(Reinhold et al., 2021).  

Zusammenfassend handelt es sich bei CRPS um eine multifaktorielle Erkrankung, 

wobei sowohl eine entzündliche, sympathische sowie zentrale Komponente als auch 

eine Barrierestörung des peripheren Nervensystems nachgewiesen wurden. Das Ziel 

dieser Arbeit ist es, die Pathomechanismen des CRPS weiter zu charakterisieren.  

2.1.3 Tiermodell für neuropathische Schmerzen - Chronic Constriction Injury  

Zur Darstellung und Untersuchung der Pathomechanismen neuropathischer Schmerzen 

im Tiermodell existieren, analog zur heterogenen Entstehungsweise neuropathischer 

Schmerzen im Menschen, viele verschiedene Modelle (Jaggi et al., 2011). Es gibt einige 

Modelle, welche traumatische Einflüsse auf das periphere Nervensystem (PNS) mittels 

Kompression, Ligatur oder Durchtrennung simulieren und darüber hinaus auch 

Tiermodelle, in denen die Schmerzen metabolisch oder chemisch induziert werden 

(Burma et al., 2017). Beispielsweise sind hier das „tibia fracture“ (Guo et al., 2004) 

oder auch das „Chronic post-ischemic pain“ (CPIP) Modell (Coderre et al., 2004) zu 

erwähnen. Im „IgG transfer Trauma Modell“ wird Ratten nach Trauma IgG 

Immunglobulin von CRPS Patientinnen und Patienten injiziert (Helyes et al., 2019). 

Jedes Modell kann hierbei immer nur einzelne Aspekte des CRPS abbilden (siehe 

Tabelle 1). In dieser Arbeit wird ein traumatisches Schmerzmodell, die Chronic 

Constriction Injury (CCI) des Nervus Ischiadicus verwendet (Bennett and Xie, 1988) 

Tabelle 1 Verschiedene Modelle für CRPS Tabelle modifiziert nach Liu et al. 2021 Lizenz CC-BY NC 3.0 

Modell Mechanismus Methode Wirkung Referenz 
CPIP 
(chronic 
post 
ischemic 
pain) 

Ischämie -
Reperfusion 

Anlegen eins 
Rings oder 
Gummibands, 
um den 
Blutfluss für 3 
Stunden zu 
unterbinden 

• Hyperalgesie 
• Allodynie 
• Erhöhte 

Temperatur der 
Extremität 

• Ödem 

Coderre 
et al., 
2004 
 
(Coderre 
et al., 
2004) 
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Tibia 
fracture 
Modell 

Bruch und 
Ruhigstellung 
einer 
Extremität 

Tibiafraktur 
mit 
anschließender 
langer 
Ruhigstellung 

• Allodynie 
• Erhöhte 

Temperatur der 
Extremität 

• Ödem 
• Osteopenie 

Guo et 
al., 2004 
(Guo et 
al., 
2004) 

IgG 
transfer 
Trauma 
Modell 

Autoimminität 
und Trauma 

Injektion von 
IgG von 
CRPS 
Patientinnen 
und Patienten 
nach Trauma 

• Hyperalgesie 
• Allodynie 
• Ödem 

Cuhadar 
et al., 
2019; 
Guo et 
al., 2020 
(Cuhadar et 
al., 2019; 
Guo et al., 
2020) 

NNI 
Modell 
Needlestick 
Nerve 
Injury 

Verletzung 
kleiner 
Nervenfasern 

Verletzung 
des 
Tibianerves 
durch 
Längsspaltung 
mit einer 
Nadel 

• Allodynie  
• Ödem 
• Ungewöhnliche 

Haltung der 
Extremität 

Siegel et 
al., 2007 
(Siegel 
et al., 
2007) 

(Liu et al., 2021) 

Das CCI Modell ist ein häufig verwendetes und standardisiertes Modell zur Abbildung 

neuropathischer Schmerzen (siehe Abbildung 1). Die Tiere entwickeln innerhalb einer 

Woche nach CCI-Operation sowohl eine Allodynie, mechanische und thermische 

Hyperalgesie, als auch schmerzassoziierte Verhaltensweisen (Austin et al., 2012). 

Zusätzlich werden weitere trophische Störungen der Krallen und überwärmte bzw. kalte 

Extremitäten beschreiben (Bennett and Xie, 1988). Dies imitiert die Klinik des 

untersuchten Schmerzsyndroms CRPS, da auch hierbei beim Menschen Allodynie, 

Hyperalgesie und Temperaturregulationsstörungen auftreten.  

 

Abbildung 1 Chronic Constriction Injury 

Um den Ischiasnerv der Ratte werden in Kurznarkose Ligaturen gelegt, welche zu einer Irritation des Nerven und 

anhaltender Schmerzreaktion führen. Eigene Abbildung 
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2.2 Schmerz und Barrierestörung 

Bei der Entstehung neuropathischer Schmerzen spielt der Nerv eine essenzielle Rolle. 

Ein Nerv setzt sich aus einer Vielzahl an Axonen zusammen, diese sind von Myelin 

umhüllt, welches durch Schwannzellen gebildet wird. Ein Faszikel wiederum besteht 

aus vielen dieser Nervenfasern, die von einem Perineurium umgeben sind. Mehrere 

Faszikel bilden umgeben von Epineurium einen Nerv (siehe Abbildung 2A). Da es sich 

um einen immunprivilegierten Raum handelt, ist ein Aufrechterhalten einer Barriere als 

Schutzfunktion für die Funktion des Nervens essenziell. Zu dieser Barriere tragen 

sowohl die Blut-Nerven- als auch die Myelin-Nerven-Schranke bei (Reinhold and 

Rittner, 2020). Eine gestörte Barriere, die gehäuft bei Neuropathien nachgewiesen 

wurde (Reinhold et al., 2018), führt zum Einwandern von Immunzellen (Malong et al., 

2019). Weiterhin konnten verschiedene Modelle für neuropathische Schmerzen einen 

Zusammenbruch der Blut-Nerven-Schranke aufzeigen (Lim et al., 2014; Moreau et al., 

2016; Reinhold et al., 2018). 

Die Barrierefunktion der Blut-Nerven- bzw. Myelin-Nerven-Schranke wird durch 

sogenannte „Tight Junctions“ aufrechterhalten. Übersetzt bedeutet dieser Begriff 

„dichte Verbindung“, was die Funktion dieser Proteinkomplexe verdeutlicht. Im 

Lateinischen bezeichnet man diese als „Zona occludens“ oder im Deutschen auch als 

„Schlussleiste“. Wie der deutsche Name vermuten lässt, handelt es sich um 

Verbindungsproteinkomplexe, die gürtelförmig um die Epithel- oder Endothelzellen 

laufen und diese zusammenhalten. Hierdurch wird der parazelluläre Transport reguliert. 

Durch diesen Zusammenhalt formen die Schwannzellen und Endothelzellen, die durch 

Tight Junctions verbunden sind, die natürlichen Schutzbarrieren unseres Nervensystems 

(Castro Dias et al., 2019). Sind die Tight Junctions vermindert vorhanden, öffnet dies 

die Blut-Nerven-Schranke und erleichtert so das Eindringen verschiedener Substanzen 

(Hackel D, 2012). Gebildet werden diese Tight Junctions von verschiedenen 

Transmembranproteinen, den Tight Junction Proteinen (TJP), zu denen Claudine 

(Cldn), Occludine, Tricelluline und viele andere gehören. Jede Tight Junction besteht 

hierbei aus einem extrazellulären Anteil, der die Zellen untereinander abdichtet, und 

einem intrazellulären Anteil, der den Proteinkomplex in der Zelle verankert (siehe 
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Abbildung 2D). In verschiedenen Geweben werden verschiedene Tight Junction 

Proteine exprimiert. Im Tiermodell für neuropathische Schmerzen zeigt sich eine 

erniedrigte Expression von Tight Junction Proteinen (Hirakawa et al., 2003). 

 

Abbildung 2 Blut-Nerven-Schranke  

Ein insgesamt von Epineurium umgebener Nerv besteht aus einzelnen von Perineurium umgebenen Faszikeln, 

welche wiederum einzelne von Endoneurium umgebene Nervenfasern enthalten (A). Die Versorgung erfolgt über 

Gefäße (B). Diese haben eine Barriere durch Endothelzellen (C) und den dazwischenliegenden Tight Junctions (D). 

Lizenz CC BY 4.0 (Richner et al., 2018) 

In dieser Arbeit werden Cldn1 5, 12 und 19 betrachtet. Cldn1 ist typisch für nahezu 

impermeable („tight“) Epithelien und bildet parazelluläre Barrieren. Es ist im 

Perineurium, in endoneuralen Gefäßen, im Mesaxon, in Schmidt-Lantermann Inzisuren 

sowie an paranodalen Regionen von Ranvierschen Schnürringen zu finden. Cldn5 ist in 

vielen Geweben zu finden und spielt besonders in der Blut-Hirn-Schranke eine wichtige 

barrierestabilisierende Rolle (Nitta et al., 2003), wird aber auch in der Blut-Nerven-

Schranke beschrieben (Kashiwamura et al., 2011). Im Nerv befindet sich Cldn5 in 

Endothelzellen endoneuronaler Gefäße, im Mesaxon und an Schmidt-Lantermann 

Inzisuren. Cldn12 ist im Interstitium, in der Blut-Hirn- und in der Blut-Nerven-

Schranke lokalisiert. Es spielt eine Rolle bei der Ca2+ Permeabilität (Fujita et al., 2008; 

Plain et al., 2020). Cldn19 ist das einzige Claudin, das nur im PNS und nicht im ZNS 

exprimiert wird. Es findet sich in den myelinisierenden Schwannzellen und ist hier an 

der Bildung der paranodalen Barriere beteiligt (Reinhold and Rittner, 2017). Cldn19-
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Knock Out (KO) Mäuse entwickeln eine Art der peripheren Neuropathie (Miyamoto et 

al., 2005). 

Der Zusammenbruch der Blut-Nerven-Schranke bei neuropathischen Schmerzen ist 

assoziiert mit einer Herabregulierung der Tight Junction Proteine (Hirakawa et al., 

2003).  

2.3 Netrin-1  

2.3.1 Netrinfamilie 

Alle Netrine sind Proteine aus der Lamininfamilie. Es gibt bei Säugetieren fünf 

verschiedene bekannte Arten von Netrinen. Dabei unterscheidet man zwischen 

sekretorischen Netrinen (Netrin-1, -3, -4) und den zwei durch 

Glycophosphatidylinositol verankerten Transmembranproteinen G1 und G2. 

Das Wort „Netrin“ kommt aus dem Sanskrit „Netr“, das „Führer“ bedeutet. Dieser 

Begriff leitet sich aus der Aufgabe von Netrin in der Entwicklung des Nervensystems in 

der Embryonalphase ab. Je nach Rezeptor werden die wachsenden Nervenfasern durch 

den Netringradienten entweder auf diesen zu oder von ihm weg geleitet 

(Chemoattraktion und Chemorepulsion)(Rajasekharan and Kennedy, 2009). 

2.3.2 Rezeptoren 

Netrin-1 bindet an zwei verschiedene Rezeptorfamilien (siehe Abbildung 3). Die 

Rezeptoren der „deleted in colorectal carcinoma“ (DCC) Subfamilie, DCC und 

Neogenin, sind für Chemoattraktion verantwortlich. Rezeptoren der Familie UNC5 

hingegen sind für Chemorepulsion zuständig (Alcantara et al., 2000; Burgess et al., 

2006). Neogenin, DCC und UNC5B gehören zu den „dependence receptors“. Mit 

gebundenem Ligand setzen sie antiapoptotische, ohne Ligandenbindung apoptotische 

Signalkaskaden in Gang (Goldschneider and Mehlen, 2010).  



Einleitung 

10 

 

 

Abbildung 3 Verschiedene Netrin-1 Rezeptoren  

DCC bzw. Neogenin Rezeptoren haben eine gegenteilige Wirkung zu UNC5 Rezeptoren. .Lizenz CC BY 4.0 (Boyer 

and Gupton, 2018) 

2.3.2.1 Neogenin-1 

Neogenin-1 (Neo1) ist wie DCC ein proliferationsfördernder Rezeptor in der 

Entwicklung des ZNS. Bei Magenkarzinom und Neuroblastom erhöht eine verstärkte 

Expression von Neogenin-1 die Motilität und Proliferation der Zellen (Goldschneider 

and Mehlen, 2010; Kim et al., 2014). In Patientinnen und Patienten mit schmerzhafter 

Polyneuropathie wurde eine verminderte NEO1 Expression in Hautproben festgestellt 

(Schubert et al., 2019).  

2.3.2.2 UNC5B/Unc5b 

UNC5B (UNC5b) ist an vielen Signalprozessen beteiligt (Bhat et al., 2019). 

Beispielsweise verhindert Netrin-1 über diesen Rezeptor Leukozytenmigration und 

wirkt somit antiinflammatorisch (Ly et al., 2005). Der Rezeptor wird mit zentraler 

Sensibilisierung und damit neuropathischen Schmerzen durch Netrin-4 in Verbindung 

gebracht (Hayano et al., 2016) 

2.3.3 Funktion von Netrin-1  

In der Embryonalentwicklung des Gehirns spielt Netrin-1 (Ntn1) eine wichtige Rolle bei 

der Ausbildung der Axone im Myelon (Kennedy et al., 1994). Netrin-1 verhindert in 

dieser Entwicklungsphase in nicht-neuronalen Zellen über Unc5b Gefäßsprossung (Lu 

et al., 2004) und fördert über den DCC Rezeptor Proliferation und Migration von 



Einleitung 

11 

 

vaskulären Endothelzellen (Park et al., 2004)(siehe Abbildung 4). Auch bei 

ausgewachsenen Tieren wurde ein Einfluss von Netrin-1 auf die Neuroregeneration 

gezeigt (Quintá, 2021). Außerhalb des Nervensystems inhibiert Netrin-1 die 

Leukozytenmigration (Ly et al., 2005) und vermindert entzündungsbedingte 

Gewebsschäden (Aherne et al., 2013). 

Im erwachsenen Organismus reguliert Netrin-1 unter anderem die Blut-Hirn-Schranke 

und Neuroinflammation (Podjaski et al., 2015). Entsprechend wurde bei Patientinnen 

und Patienten mit Multipler Sklerose (MS) ein erniedrigter Netrin-1-Spiegel 

nachgewiesen. (Mulero et al., 2017). Auch bei der Entwicklung von Krebs ist Netrin-1 

als antiapoptotischer Faktor in einigen Studien erhöht messbar (Li et al., 2020a; 

Yildirim et al., 2016). In Hautproben von Patientinnen und Patienten mit 

neuropathischen Schmerzen wird Netrin-1 vermindert exprimiert (Schubert et al., 2019). 

 

 

 

 

 

Abbildung 4 Funktion Netrin-1 

Netrin-1 leitet wachsende Axone entlang eines Konzentrationsgradienten. Eigene Abbildung modifiziert nach (Ko et 

al., 2012) 

2.3.4 VI-V-Fragment 

Die unterschiedliche Wirkung von Netrin-1-Protein und seinem durch Matrix 

Metalloproteinase 9 (MMP9) abgespaltenen Proteinfragment wurde gezeigt (Miloudi et 

al., 2016). Im Glaskörper des Auges von Patienten mit diabetischer Retinopathie wurde 

mittels Western Blot vermehrt das 55 kDa schwere VI-V-Fragment nachgewiesen. Die 

Menge dieses Fragments korrelierte in dieser Studie mit der Schwere des Ödems. Diese 

Ergebnisse bestätigen sich auch in der Retina diabetischer Mäuse. Die Injektion des 

Fragments erhöhte im Mausmodell die Permeabilität der Retinagefäße. Auch in einer 

Zellkultur konnte durch das Fragment die Barrierefunktion herabgesetzt werden. Es 

 Neogenin-1  UNC5B 

Anziehung Abstoßung 
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wurde gezeigt, dass Netrin-1 VI-V-Fragment durch MMP9 abgespalten wird. Um den 

verantwortlichen Rezeptor zu finden, wurde der Effekt nach Ausschaltung 

verschiedener Netrin-1 Rezeptoren untersucht. Durch Inhibition des Unc5b Rezeptors 

ergab sich in der Zellkultur eine geringere Barrieredurchlässigkeit. Somit wurde gezeigt, 

dass das VI-V-Fragment über den Unc5b Rezeptor zu einer erhöhten Durchlässigkeit 

des Endothels beiträgt. Im Gegensatz dazu wird in der Studie von Miloudi et al. 

vermutet, dass sich das unfragmentierte Netrin-1 weniger stark an diesen Rezeptor 

bindet. Würde sich diese Hypothese bestätigen, könnte das Fragment als Target für 

barrierestärkende Medikamente dienen. Analog werden in der vorliegenden Arbeit die 

Wirkung der Netrin-1 Rezeptoren durch Ausschalten derselben und die Fragment-

Expression im Ischiasnerv bei Neuropathie untersucht.  
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2.4 Vorergebnisse der Arbeitsgruppe 
In unserer Arbeitsgruppe wurde zuvor zur Analyse der Blut-Nerven-Schranke unter 

Einfluss von Netrin-1 die Expression der Tight Junction Proteine im Ischiasnerv von 

Ratten nach CCI bestimmt. An Tag 7 nach CCI war die mRNA Expression aller 

bestimmten Claudine um ca. die Hälfte erniedrigt. Die Injektion von Netrin-1 führte zu 

einer Heraufregulierung der Tight Junction Protein mRNA, wobei dieser Unterschied 

für Cldn19, Cldn1 und Cldn5 signifikant war (Chen et al., 2021). 

Die Netrin-1-Injektion hatte auch Einfluss auf das Schmerzverhalten der Versuchstiere. 

Die Ratten zeigten nach Netrin-1-Injektion eine höhere Toleranz gegenüber 

mechanischer Stimulation als Ratten nach Injektion von Saline. Auch die Blockade der 

Netrin-1-Rezeptoren veränderte das Verhalten der Ratten (siehe Abbildung 5). Während 

Unc5b-Blockade die Schmerzantwort verringerte, wurde diese durch Neogenin-1-

Inhibition verstärkt (Chen et al., 2021). 

 

Abbildung 5 Verhalten von Ratten nach CCI und Netrin-1-Injektion bzw. Rezeptorblockierung  

Verhalten kontralateral (CL) und ipsilateral (IL) der Verletzung. (A) Netrin-1 verringert die Allodynie nach CCI bei 

Ratten. Tägliche Untersuchung der Allodynie mittels mechanischem von Frey Test (mVF) nach CCI und Angabe des 

„Paw withdraw treshold“ (PWT). Die mit Netrin-1 behandelten Ratten zeigten eine Verbesserung der Allodynie 

gegenüber unbehandelten Ratten. (B) Ein ähnlicher Effekt konnte nach Unc5b Rezeptorblock beobachtet werden. (C) 

Inhibition des Neogenin-1 Rezeptors (durch Injektion von Neogenin-1 siRNA an Tag 1, 2, 3 und 4) verringerte die 

schmerzlindernde Wirkung von Netrin-1. Lizenz CC BY 4.0 (Chen et al., 2021) ***p < 0,001, **p < 0,01, *p<0,05 

 

 

 

mVF nozizeptiver Test 
A C B 
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2.5 Hypothese und Fragestellung der Promotion 

In der Arbeit von Reinhold et al. wurde gezeigt, dass die Integrität der Blut-Nerven 

Schranke und auch die Tight Junction Protein Expression bei CCI, einem Modell für 

neuropathischen Schmerz, vermindert ist (Reinhold et al., 2018). Netrin-1-Spiegel oder 

Netrin-1 Expression werden in Erkrankungen mit Barrierestörung sowie entzündlichen 

Erkrankungen im ZNS und PNS, wie beispielsweise Multiple Sklerose (Mulero et al., 

2017) oder schmerzhaften peripheren Polyneuropathien (Schubert et al., 2019) 

verändert nachgewiesen. Bei CCI zeigte sich in vorherigen Untersuchungen der 

Arbeitsgruppe eine deutliche Verminderung des Schmerzverhaltens nach Netrin-1-Gabe 

(Chen et al., 2021). Über die Wirkung und Wirkmechanismen von Netrin-1 bei 

peripheren neuropathischen Schmerzen ist wenig bekannt. Ziel dieser Arbeit ist es, die 

zugrundeliegenden Mechanismen dieses Effekts im Tiermodell besser zu verstehen. Es 

soll eine Verbindung von Netrin-1 mit Tight Junction Protein Genexpression festgestellt 

werden.  

Wir stellten folgende Hypothesen auf:  

Netrin-1 reguliert über seine Rezeptoren Unc5b und Neogenin-1 die Tight Junction 

Protein Expression (siehe Abbildung 6). 

Die Netrin-1-Spiegel im Plasma von Patientinnen und Patienten mit CRPS, sowie die 

Expression von Netrin-1 und seiner Rezeptoren in Hautproben unterscheiden sich im 

Vergleich zu Kontrollpatienten (siehe Abbildung 7). 
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Hierzu sollten folgende Fragen beantwortet werden:  

• Sind die Netrin-1-Expression bzw. die Expression des Fragments in CCI 

verändert? 

• Werden die Rezeptoren Unc5b und Neo1 in CCI verändert exprimiert? 

• Erhöht Netrin-1 Injektion die Tight Junction Protein Expression? 

• Vermindert das Blockieren des Unc5b-Rezeptors die Tight Junction Protein 

Expression?  

• Verstärkt das Blockieren des Neogenin-1-Rezeptors die Tight Junction Protein 

Expression?  

• Verändert Netrin-1 die TNFα Expression? 

• Haben CRPS-Patientinnen und Patienten einen erniedrigten Netrin-1-Spiegel?  

• Sind NTN1, UNC5B, CLDN1 und CLDN5 in CRPS Hautproben verändert 

exprimiert? 

 
Abbildung 6 Hypothese 

Netrin-1 wirkt über Neogenin-1 und Unc5b auf die Tight Junctions welche die Blut-Nerven-Schranke bilden und eine 

entscheidende Rolle in der Schmerzentstehung spielen.  

 

Abbildung 7 Hypothese 

 Ödem und Schmerz in CRPS weisen auf eine gestörte Barrierefunktion hin, welche mit veränderten Netrin-1-

Spiegeln vergesellschaftet ist.  
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3 Methoden 

3.1 Versuchstiere Ethik- und Tierversuchsvotum 
Die Tierversuche wurden von der Regionalregierung Würzburg unter der 

Antragsnummer 55.2.2-2532-2-612, 06.04.2018 genehmigt und gemäß der ARRIVE-

Kriterien (Percie du Sert et al., 2020) durchgeführt  

Männliche Wistar-Ratten mit einem Gewicht von 180-220 g wurden unter kontrollierten 

Bedingungen im Tierstall des Zentrums für Experimentelle molekulare Medizin, 

Zinklesweg 10, 97078 Würzburg, gehalten. Bei einem 12 Stunden Tag-Nacht-

Rhythmus und Raumtemperatur (20-25 °C) hatten die Tiere freien Zugang zu Wasser 

und Standardtrockenfutter. Die Behandlung der Versuchstiere und Präparation des 

Gewebes wurden von Herrn Dr. rer. nat. Jeremy Chen durchgeführt.  

3.1.1 Chronic Constriction Injury 

Als Modell für neuropathischen Schmerz wurde das Chronic Constriction Injury (CCI)-

Modell verwendet. Hierzu wurden unter Isofluran-Kurznarkose der rechte Ischiasnerv 

freigelegt und 4 lockere Ligaturen (4/0) mit etwa 1 mm Abstand um den Nerv gelegt. 

Die Wunde wurde mit einer Naht verschlossen. In der Kontrollgruppe erfolgte eine 

Sham Operation, in welcher die Haut nach Freilegen des Nerven ohne Anbringen der 

Ligaturen geschlossen wurde.  

3.1.2 Inhibition der Netrin-1 Rezeptoren 

Unter Kurznarkose mit Isofluran wurde zur perineuralen Injektion der Ischiasnerv unter 

Verwendung einer 22G atraumatischen Nadel mit einem Nervenstimulator lokalisiert. 

Durch elektrische Stimulation wurde der Ischiasnerv gereizt. Die Nähe zum Nerven 

zeigte sich dabei durch die Plantarflexion der Rattenpfote synchron zu den Impulsen des 

Nervenstimulators. Der maximale Ausschlag zeigte die ideale Position. 
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Abbildung 8 Versuchsaufbau Tiermodell 

(A) Unc5b Antikörper. Es erfolgte eine lokale Injektion von Unc5b AK oder IgG. (B) Neogenin siRNA. In 

intrapeeritoneal entweder mit Saline (physiologische Kochsalzlösung)  oder Netrin-1 behandelten Ratten wurde eine 

lokale Neo-siRNA bzw. vehicle Injektion durchgeführt. 

Den Ratten wurden täglich für 7 Tage jeweils 10 µg Unc5b Antikörper (AK) oder IgG 

perineural injiziert. Die Injektion der Neogenin siRNA oder negativen siRNA 

(„Scramble“) erfolgte intranerval. Es wurden an Tag 0, 1, 2 und 4 jeweils 2 µg siRNA 

injiziert. Die Applikation von 10 µg Netrin-1 bzw. Kochsalzlösungsinjektion erfolgte 

einmal täglich intraperitoneal (i.p.) (siehe Abbildung 8). Der Ischiasnerv wurde ipsi- 

und kontralateral (CL) entnommen.  

3.2 Patienten  

3.2.1 Plasmaproben 

Plasmaproben wurden von Patientinnen und Patienten aus der größeren ncRNAPain 

Studie (http://www.ncrna-pain.eu) nach Zustimmung der Ethikkomission der 

medizinischen Fakultät der Universität Würzburg für diese Studie verwendet 

(Antragsnummer: AZ-52/14). Es wurden 18 Patientinnen und Patienten mit CRPS Typ I 

an den Händen und 18 alters- sowie geschlechtsgleiche Kontrollpatienten 

eingeschlossen. Zum Zeitpunkt der Blutentnahme waren die Patientinnen und Patienten 

nüchtern. In der folgenden Tabelle 2 sind Ein- und Ausschlusskriterien der CRPS 

Patientinnen und Patienten gelistet:  
Tabelle 2: Ein- und Ausschlusskriterien der CRPS Patientinnen und Patienten 

Einschlusskriterien Ausschlusskriterien 

„Budapest-Kriterien“ erfüllt Tumor in der Anamnese in den letzten fünf 

Jahren 

 Polyneuropathie 

A B 
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 Auffällige klinische Untersuchung 

 Operation in den letzten vier Wochen  

 Klinische Infektion 

 Alkoholkonsum (mehr als 2 Standard-

getränke/Tag) 

 Am Vortag 

• Alkoholkonsum 

• Sport 

• Schweres Essen 

 

Patientinnen und Patienten der Kontrollgruppe sollten klinisch infektfrei sein und am 

Vortag keinen Sport getrieben haben. Ausschlusskriterium war außerdem eine 

Operation in den letzten vier Wochen.  

3.2.2 Hautproben 

Die Hautproben wurden freundlicherweise zur Verfügung gestellt von der 

Universitätsklinik Mainz.  

Nach einem Ethikvotum (Votum Nummer: 837.050.04) und entsprechender Aufklärung 

wurde den Patientinnen und Patienten eine Hautprobe entnommen. Eingeschlossen 

wurden auch hier CRPS Patientinnen und Patienten nach den Budapest Kriterien. Die 

Gewinnung der Hautproben erfolgte an der jeweils betroffenen Extremität sowie 

kontralateral jeweils an den lateralen Zeigefingern bzw. den Innenknöcheln mittels 

Stanzbiopsie unter Lokalanästhesie. Die Blutstillung erfolgte im Anschluss mittels 

Kompression. Die Proben der Kontrollpatienten wurden von der Hautklinik der 

Universitätsklinik Mainz von Patientinnen nach Brustverkleinerung zur Verfügung 

gestellt. Die Hautproben wurden bis zur RNA Gewinnung bei -80 °C gelagert.  

3.3 mRNA Bestimmung 

3.3.1 RNA Extraktion 

3.3.1.1 RNA Isolation aus Rattenischiasnerv 

Männlichen Wistar-Ratten wurde nach CCI für 7 Tage und täglicher lokaler Injektion 

von Unc5b Antikörper, Neogenin siRNA bzw. Vehikel (IgG, Scranbele) der Ischiasnerv 
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entnommen. Dieser wurde sofort in flüssigen Stickstoff verbracht und bei -80 °C bis zur 

RNA Gewinnung gelagert.  

Zu jeder Gewebeprobe wurde direkt 1 ml TRIzol Reagent gegeben und dies 

anschließend mit einer sterilisierten Stahlkugel (d = 5 mm) homogenisiert. Hierzu 

wurde der Tissuelyser in 28 Hz Frequenz für 4 min eingesetzt. Folgend wurde die Probe 

5-10 min bei Raumtemperatur aufbewahrt, um die Lösung der Nucleoproteinkomplexe 

zu fördern. Hinterher wurden 200 µl Chloroform dazu pipettiert und die Mischung 15 

sec kräftig geschüttelt. Nach weiteren 15 min bei Raumtemperatur wurden die Proben 

für 15 min bei 12.000 g, 4 °C zentrifugiert, um Protein, DNA und RNA komplett zu 

trennen. Die oberste farblose Phase enthielt die RNA. Von dieser Phase wurden nun 475 

µl in ein neues Reaktionsgefäß mit ca 5 µl GlycoBlue™ Coprecipitant gegeben. Nach 4 

Stunden bei -20 °C wurden anschließend 500 µl Isopropanol hinzugefügt und gut 

gemischt. Hierdurch bildet sich nach 10 min bei Raumtemperatur und erneuter 

Zentrifugation bei 12.000 g, 4 °C ein Aggregat der gelösten RNA. Die übrige 

Flüssigkeit wurde entfernt. Das resultierende Pellet wurde zweimal mit 75 % Ethanol 

gewaschen. Anschließend wurde die Probe bei 57 °C getrocknet. Zu der getrockneten 

Probe wurden 20 µl Nuklease freies Wasser gegeben und dies 15 min bei 57 °C 

gelagert. Daraufhin wurde die Lösung mit DNase aus dem Ambion DNA-freeTM Kit 

versetzt. Nach 20 min wurde die DNase inaktiviert und nach wiederholter 

Zentrifugation bei 10.000g 1,5 min, 4 °C die obere durchsichtig bläuliche Phase 

abgenommen. Anschließend wurde die RNA-Konzentration gemessen. Bis zur cDNA 

Transkription wurde die Probe bei -80 °C gelagert. 

Die übrige Lösung wurde bei -20 °C für spätere Proteinisolation aufbewahrt. 

3.3.1.2 RNA Isolation aus humaner Haut 

Bei der RNA Isolation aus menschlichen Hautproben wurde das miRNeasy Micro Kit 

nach Herstellerprotokoll verwendet. 

Zu den Proben wurden jeweils 700 µl QIAzol Lysis Reagenz gegeben. Analog zu den 

Tierproben wurde der Tissuelyser hier jedoch 10 min, 30 1/s verwendet, um die Proben 

zu homogenisieren. Das Lysat wurde in neue 1,5 ml Reaktionsgefäße übertragen. Nach 

Inkubation für 5 min wurden 140 µl Chloroform zugegeben und nach kräftigem 1,5-

sekündigem Schütteln drei Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Nach Zentrifugieren 

bei 12.000 g und 4 °C für 15 min wurde die obere wässrige Phase, wie vorher (siehe 
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S.18) beschrieben, separiert. Anschließend wurde diese Lösung mit 525 µl 100 % 

Ethanol durch fünfmaliges Hoch- und Runterpipettieren gemischt. Bis zu 700 µl der 

gemischten Probe wurden in eine RNeasy MinElute Säule in ein 2 ml Röhrchen 

pipettiert (bereitgestellt durch Qiagen miRNeasy Micro Kit) und bei 22 °C 15 sec mit 

8.000 g zentrifugiert. Anschließend wurde der Säule 700 µl Puffer RWT (bereitgestellt 

durch Qiagen miRNeasy Micro Kit) zugesetzt und für 15 sec bei 8.000 g und 22 °C 

zentrifugiert; Der Durchfluss wurde verworfen. Anschließend wurden 500 µl Puffer 

hinzugefügt und dasselbe Protokoll befolgt. 500 µl 80 % Ethanol wurden dazu pipettiert 

und für 2 min bei 8.000 g, 22 °C zentrifugiert. Der Durchfluss wurde erneut verworfen. 

Die Säule wurde auf ein neues 2 ml Röhrchen gesteckt, der Deckel geöffnet und bei 5 

min mit maximaler Geschwindigkeit zentrifugiert. Die hieraus resultierende Säule 

wurde wieder in ein neues 1,5 ml Röhrchen gesteckt. Hierzu wurden 14 µl Nuklease 

freies Wasser direkt in die Mitte der „Spin column membrane“ zugefügt und 1 min 

inkubiert. Anschließend wurde das Ergebnis erneut bei maximaler Geschwindigkeit 

zentrifugiert, um die RNA zu lösen. Die resultierende Suspension enthielt die gesamte 

RNA und wurde vor der cDNA Transkription aliquotiert und bei -80 °C gelagert. 

Die übrige Lösung wurde bei -20 °C für die spätere Proteinisolation aufbewahrt. 

3.3.2  Reverse Transkription  

Durch eine Polymerase wird RNA zu cDNA transkribiert. Hierzu wird eine Reverse 

Transkriptase eingesetzt, ein Enzym, das in Viren aus RNA DNA herstellen kann. Die 

Transkription erfolgt entlang der RNA Stränge unter Verwendung bereitgestellter 

Nucleotide. 

Die RNA Konzentration und Reinheit wurde durch das Nanodrop ND 2000 

Spektrometer bestimmt, um eine OD 260/280 von 1,9 oder höher zu gewährleisten. 

Die gesamte RNA Probe wurde unter Verwendung von „High capacity cDNA Reverse 

Transkriptase Kit“ (mit zufälligen Primern und RNAse Inhibitor) nach 

Herstellerprotokoll revers transkribiert. 

Die PCR Reaktion wurde im 2720 Thermal Cycler durchgeführt. Das cDNA Produkt 

wurde vor der PCR Amplifikation bei -20 °C aufbewahrt.  

Das Reaktionsgemisch wurde wie folgt vorbereitet: 
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2,0 µl 10x RT Buffer 

2,0 µl Random Primer  

0,8 µl dNTP Mix (4mM) 

1,0 µl Reverse Transkriptase (2,5U/ µl) 

1,0 µl RNAse Inhibitor (1U/ µl) 

13,2 µl RNA Probe (RNA mit Nuklease freiem Wasser) 

Der folgende Temperaturverlauf wurde für die Transkription verwendet (Tabelle 3): 
Tabelle 3 Temperaturverlauf Transkription 

Temp. 25,0 °C 37,0 °C 37,0 °C 85,0 °C 4,0 °C 4,0 °C 

Zeit  10 min  60 min  60 min 5 min 7 min ∞ 

Zweck Aufwärmen Reaktion Reaktion Deakti-

vierung 

Abkühlen Aufbewahren 

Die Transkription der aus den Hautbiopsien gewonnenen RNA wurde analog 

durchgeführt.  

3.3.3 Quantitative Echtzeit-Polymerase Kettenreaktion (qRT-PCR) 

Bei dieser Methode handelt es sich um eine Polymerase Kettenreaktion, welche 

zeitgleich die Quantifizierung der DNA ermöglicht. Da diese zuvor aus der mRNA 

gewonnen wird, können Rückschlüsse auf die mRNA Konzentration im Gewebe 

gezogen werden. 

Durch anfängliches Erhitzen wird die cDNA in Einzelstränge getrennt (Denaturierung). 

An diese Einzelstränge lagern sich im nächsten Schritt die Primer an 

(Primerhybridisierung). Schließlich verlängert die DNA-Polymerase die fehlenden 

Stränge mit freien Nukleotiden ausgehend von den angelagerten Primern. Es entsteht 

Doppelstrang-DNA (dsDNA) und der Zyklus beginnt von neuem. Durch die 

Anlagerung von SYBR®Green an Doppelstränge verstärkt sich die Lumineszenz mit der 

Menge der vorhandenen dsDNA. 

Eine quantitative Echtzeit PCR wurde unter Verwendung von PowerUpTM 

SYBR®Green Master Mix gemäß Herstellerprotokoll durchgeführt. Glycerinaldehyd-3-

phosphat-Dehydrogenase (GAPDH) wurde hierbei als interne Kontrolle verwendet. Um 

die Anzahl der Kopien einzuschätzen, wurden die aus der reversen Transkription 

übernommenen cDNA Proben 1:10 mit Nuclease freiem Wasser verdünnt und jede 

Probe als Triplet (3 Wiederholungen) analysiert.  
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Die Messungen wurden mit dem StepOnePlus Real-Time PCR System (Thermo Fisher 

Scientific) vorgenommen. Eine Tabelle der hier verwendeten Primersequenzen findet 

sich in der Materialliste im Anhang (Tabelle 17). 

Das Reaktionsgemisch wurde für eine Reaktion vorbereitet wie folgt: 

2,0 µl cDNA (1:10 verdünnt) (10 ng) 

5,0 µl Absolute QPCR SYBR®Green Mix  

0,5 µl forward Primer (500 nM) 

0,5 µl reverse Primer (500 nM) 

2,0 µl HPLC H2O (Nuklease frei) 

Der folgende Temperaturverlauf wurde für die Genamplifikation der Proben verwendet 

(Tabelle 4): 

Tabelle 4 Temperaturverlauf Genamplifikation 

Bei Unc5b und Cld5 wurde der Temperaturverlauf wie folgend angepasst (Tabelle 5): 
Tabelle 5 Temperaturverlauf Genamplifikation 

 

3.3.4 mRNA Analyse 

Die relative RNA Quantifizierung zu GAPDH wurde semiquantitativ durch die ΔΔCt 

Methode gemäß der Formel: 2 -ΔΔCt berechnet. Dabei beschreibt der Ct-Wert den 

Zyklus, in dem das Fluoreszenzsignal einer Probe erstmals über einen bestimmten 

Schwellenwert steigt. Der Schwellenwert liegt in der exponentiellen Phase der 

Amplifikation. Diesen Wert bezeichnet man als „Threshold Cycle“. Da sich 

SYBR®Green in DNA-Doppelstränge einlagert, ist die Fluoreszenz linear zur Menge 

Temp. 50 °C 95 °C 95° C 60 °C → Schritt 3+4 

wiederholen 

bis 50 Zyklen 

Zeit 2 min 2 min 3 sec 30 sec 

Zweck 1.Aufwärmen 2.Denaturierung 3.Primer- 

hybridisierung 

4. Elongation 

Temp. 50 °C 95 °C 95 °C 60 °C → Schritt 3+4 

wiederholen 

bis 50 Zyklen 

Zeit 2 min 2 min 15 sec 1 min 

Zweck 1.Aufwärmen 2.Denaturierung 3.Primer- 

hybridisierung 

4. Elongation 
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der vorhandenen Amplikons. Die Analyse der Zielgenexpression erfolgt relativ zu 

einem Referenzgen („Housekeeping gene“) hier GAPDH, (Ct Zielgen-Ct Referenzgen). 

Alle Proben werden anschließend auf naive oder kontralaterale Proben als Referenz 

normalisiert (∆∆Ct = ∆Ct (Versuchsgruppe)-∆Ct (Kontrollgruppe)). So kann die 

Genexpression relativ zur Kontrollgruppe angegeben werden (relative Genexpression).  

Relative Genexpression = 2 -ΔΔCt. 

3.3.5 Taq Man Assay 

Zur Analyse der Hautproben wurde ein Taq Man Assay angewandt. Dieser beruht auf 

der Bindung einer TaqMan-Sonde an die Einzelstrang DNA. Die Sonde hat dabei VIC 

Dye (Farbstoff) und einen Quencher gebunden. Der Quencher inhibiert den Farbstoff. 

Wird der DNA-Strang bis zur gebundenen Sonde polymerisiert, wird der Farbstoff 

freigesetzt (siehe Abbildung 9).  

 

 

Abbildung 9 Prinzip TaqMan Assay 

 Die DNA wird polymerisiert wobei durch Trennung des Quenchers vom Farbstoff dieser anfängt zu fluoreszieren. 

CC0 1.0 Lizenz 

Polymerisation  

Spaltung der Sonde  
(Freisetzung der Detektorfarbe) 

 
 

Sind Quencher und Farbstoff 
nicht nahe beieinander tritt 
Fluoreszenz auf 

Beendigung der Polymerisation  

Binden der Taq Man-Sonde 
(TaqMan Probe)  
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Für die RT-PCR wurde hier TaqMan Assay und entsprechend statt „Absolute QPCR 

SYBR®Green Mix“ „PCR ROX Mix“ verwendet. Das Reaktionsgemisch wurde für eine 

Reaktion vorbereitet wie folgt: 

2,5 µl cDNA (1:10 verdünnt) 

5,0 µl PCR ROX Mix 

0,5 µl TaqMan 

2,0 µl HPLC H2O (nuklease frei) 

3.4 Western Blot 
Beim Western Blot werden Proteine nach ihrer Molekülgröße in einem Gel aufgetrennt. 

Die separierten Proteine werden mithilfe einer Spannung auf eine 

Nitrocellulosemembran übertragen („Blotten“). Hier können sie mithilfe von 

Antikörpern nachgewiesen werden. Der Primärantikörper bindet spezifisch an das 

Protein, der mit einem Enzym markierte Sekundärantikörper am konstanten, 

unspezifischen Teil des Primärantikörpers. Das Enzym vermittelt eine 

Chemilumineszenz-Reaktion und macht so die Proteinbanden sichtbar.  

3.4.1 Proteinisolation 

Zu den Proteinproben aus der RNA Gewinnung (siehe RNA Extraktion S.18) wurde 1 

ml Isopropanol pipettiert. Nach 10 min Lagerung bei Raumtemperatur wurde 10 min bei 

1.200 g und 20 °C zentrifugiert. Es bildete sich ein Pellet am Boden des 

Reaktionsgefäßes. Der Überstand wurde verworfen. Das Pellet wurde durch Zugeben 

von 0,5 M Guanidin Hydrochloride (700 µl je Probe) für 20 min und anschließendes 

fünfminütiges Zentrifugieren bei 1200 g und 20 °C gewaschen. Der Überstand wurde 

verworfen. Das Pellet wurde so drei mal gewaschen. Es wurden je 700 µl 100 % 

Ethanol zugegeben und nach 20 min bei Raumtemperatur erneut 5 min bei 750 g und 20 

°C zentrifugiert. Das Ethanol wurde abpipettiert. Das Pellet wurde 5-10 min bei 57 °C 

getrocknet. 4 % CHAPS wurde mit gelöstem Thiourea gemischt. Davon wurden 90 µl 

pro Probe zugegeben. Anschließend wurden die Proben bei 40 °C stehen gelassen, bis 

das Pellet sich vollständig gelöst hatte. Die Proben wurden nun über Nacht bei -20 °C 

eingefroren. Am folgenden Tag wurde die Proteinkonzentration mittels BCA Assay 

(siehe S.31) bestimmt.  
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3.4.2 Gel  

Zur Herstellung eines zwölfprozentigen Gels wurden folgende Chemikalien genutzt 

(Tabelle 6): 

Tabelle 6 Gelherstellung 

 Trenngel Sammelgel 

H20 3,35 ml 3,48 ml 

Acrylamid/Bis (30:2) 12 % 17 % 

3 M Tris pH8,8 750 mM   

1 M Tris pH6,8   8,125 mM 

10 % SDS 0,1 % 0,1 % 

10 % APS 0,1 % 0,1 % 

THEMED 0,06 % 0,1 % 

 

Das Trenngel wurde in die Form gegossen und mit Isopropanol überschichtet, um 

Blasen zu vermeiden und eine gerade Oberfläche zu garantieren. Nach etwa 20 min war 

das Gel fest und das Sammelgel wurde zubereitet. Das Isopropanol wurde entfernt und 

das Sammelgel wurde auf das Trenngel geschichtet. Um Taschen für die Proben zu 

bilden, wurde ein 1,5 mm Kamm verwendet. Nach 30 min war das Gel fest. 

3.4.3 SDS Gelelektrophorese 

Durch das Anlegen einer Spannung werden in der Sodiumdodecylsulfat Polyacrylamid 

Gelelektrophorese (SDS-PAGE) die Proteine nach ihrer Größe aufgetrennt. Hierzu 

muss sowohl die Tertiärstruktur, als auch die spezifische Ladung der Proteine verloren 

gehen. Dies wird durch SDS ermöglicht. Zum einen löst es die 

Wasserstoffbrückenbindungen und damit die Sekundär- und Tertiärstruktur der 

Proteine. Die Denaturierung wird durch Erhitzen der Proben auf 50-60 °C und Zugabe 

von β-Mercaptoethanol verstärkt. Zum anderen maskiert SDS durch seine stark negative 

Ladung die Ladung der Proteine. 

Die denaturierten Proteine werden in Taschen eines Polyacrylamidgels geladen. Durch 

Anlegen einer Spannung durchwandern die nun negativ geladenen Proteine das Gel in 

Richtung Anode. Je kleiner die Proteine, desto schneller durchwandern sie die 
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Gelporen. Größere Proteine werden zurückgehalten und haben eine geringere 

Laufgeschwindigkeit. 

Die Proben wurden nach einem auf die bestimmte Proteinkonzentration normalisierten 

Pipettierschema mit Daten aus der Proteinbestimmung verdünnt. Es wurde jeweils das 

im BCA Assay bestimmte Volumenäquivalent von 25 µl Protein verwendet. Es wurden 

Lämmlipuffer (Tabelle 8) und β-Mercaptoethanol hinzugefügt (Tabelle 7).  
Tabelle 7 Vorbereitung der Proteinproben 

Protein Nach Schema   

H2O Nach Schema  

4x Lämmli 7 µl 

β-Mercaptoethanol 1,5 µl 

Anschließend wurde das Gemisch für 5 min auf 60 °C erhitzt. 

Die Gele wurden entsprechend der Angaben in Tabelle 6 hergestellt, in eine 

Laufkammer eingespannt und diese mit Laufpuffer (Tabelle 8) gefüllt.  

Tabelle 8 Zusammensetzung der Puffer 

Elektrophoresepuffer (SDS Laufpuffer) Ladepuffer (Lämmlipuffer) 

250 mM Tris 0,25 M Tris HCL 

2,5 M Glycin 40 % Glycerol 

1 % SDS 8 % SDS 

 H2O   

  0,004 % Bromphenolblau 

  pH 6,8  

  6 % Β-Mercaptoethanol 

 

Die Probenmischung wurde in die Vertiefungen des Gels aufgetragen. Bis die Proben 

das Sammelgel verlassen hatten, wurde eine Spannung von 60 V angelegt. Dann wurde 

die Spannung auf 100 V gesteigert. Nach ca. 1 h hatten die Proteinproben das Ende des 

Gels erreicht. 

3.4.4 Wet-Transfer 

Anschließend wurden die Proteine mittels einer angelegten Spannung auf eine 

Membran transferiert. 
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Tabelle 9 Transfer Puffer 

Towbin Puffer   

25 mM Tris 

192 mM Glycine 

20 % Methanol 

0,04 % SDS 

  H2O 

 pH 8,8 

Hierzu wurde die Nitrocellulosemembran in Transfer Puffer (siehe Tabelle 9) auf das 

Gel gelegt. Durch Anlegen eines Stroms von 100 mA über Nacht wurden die Proteine 

auf die Membran übertragen. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Schwamm 

Papier 

Membran 

Gel 

Papier 

Schwamm 

Abbildung 10 Western Blot Transfer 

Die angelegte Spannung zieht die negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran. Eigene Abbildung 
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3.4.5 Proteindetektion  

Nach dreimaligem Waschen in PBS/Tween wurde die Membran mit 5 % 

Milchpulverlösung und 5 % BSA eine Stunde geblockt. Anschließend wurde der 

Antikörper (AK) (siehe Abbildung 11) in 2,5 % BSA 1:1000 über Nacht zugegeben. 

 

        

 

 

 
Abbildung 11 Antikörperbindungsstelle 

Da der Antikörper am nicht abgespaltenen Ende bindet, können sowohl Netrin-1 als auch sein VI-V Fragment 

angefärbt werden. Eigene Abbildung 

3.4.6 Entwicklung  

Zum Sichtbarmachen der Banden wurden ein sekundärer AK und ECL-Lösung 

verwendet. Das an den sekundären Antikörper gekoppelte HRP vermittelt die Oxidation 

von Luminol. Dies führt zur Chemolumineszenz, welche detektiert werden kann.  

Nach Inkubation mit den primären Antikörpern wurde, nach erneutem dreimaligem 

Waschen, der zweite HRP gekoppelte AK in 1 % BSA 1:2000 eine Stunde inkubiert. 

Vor der Zugabe von ECL wurde dreimal gewaschen. Nach 2 min in ECL wurde das 

Bild generiert. 

3.4.7 Densitometrie  

Zur semiquantitativen Analyse des Proteins auf der Western Blot Membran wurde die 

Densitometrie verwendet. Hier wird mithilfe des Computers die Farbmenge pro 

Flächeneinheit der Proteinbanden bestimmt. Dies entspricht der optischen Dichte 

(Integrated Density Value, IDV). Diese steht in linearem Zusammenhang mit der 

Proteinmenge. Hierzu wurde das Programm ImageJ verwendet. Zur Normalisierung 

wurde β-Aktin verwendet. Hierzu wurde das Intensitätsverhältnis zwischen β-Aktin und 

dem Protein nach der Formel IDV Protein/IDV β-Aktin bestimmt.  

3.5 ELISA 
Der Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA) beruht auf einem ähnlichen 

Prinzip wie Immunfluoreszenz. Auf eine Platte mit fest verankerten Antikörpern wird 

ein Antigen aufgetragen. Hierdurch wird das Antigen an die Platte gebunden. 

C-terminus 

Rat anti mouse Netrin-1 AK 
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Anschließend wird analog der Immunfärbung erst ein Primärantikörper und dann ein 

Immunfluoreszenz vermittelnder Sekundärantikörper aufgetragen. Das Verwenden 

dieser beiden Antikörper bezeichnet man als indirekten ELISA. 

 

 

                        

 

 

 

 

 

Im gesamten Prozess wurde das Cusabio ELISA Kit nach Herstellerprotokoll 

verwendet. 80 µl einer Plasmaprobe wurden hierzu zunächst mit je 20 µl 1 N HCL 10 

min lang inkubiert und durch anschließendes Zufügen von 16 µl 1,2 N 

NaOH/0,5  HEPES aktiviert. Um eine quantitative Analyse zu ermöglichen, wurde in 

jedem Versuch eine Verdünnungsreihe mit bekannter Konzentration des Antigens 

aufgetragen. Zur Erstellung der Verdünnungsreihe wurden in 6 Eppendorf-Röhrchen je 

250 µl „Sample Diluent“ vorgelegt. Der im Kit enthaltene Standard wurde mit 1,0 ml 

„Sample Diluent“ gelöst und von dieser Lösung wurden 250 µl in das erste 

Reaktionsgefäß gegeben, von dieser Mischung 250 µl in das zweite Eppendorf. Dies 

wurde bis in das letzte Reaktionsgefäß fortgeführt (siehe Abbildung 13). Das „Sample 

Diluent“ diente als Nullstandard. 

Es ergaben sich folgende Verdünnungen (Tabelle 10): 

 
  

Erster 
Antikörper 

Waschen Waschen 

Markierter 
zweiter 

Antikörper 

Zufügen des 
Substrates, Detektion 

des Signals und 
Quantifizierung 

Gebundenes 
Antigen 

Beschichteter 
Boden 

Abbildung 12 Prinzip ELISA 

Der beschichtete Boden bindet das Antigen, welches mittels Antikörpern und Farbreaktion sichtbar gemacht wird. 

Eigene Abbildung 
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Abbildung 13 Verdünnungsreihe 

Der im Kit enthaltene Standard wurde schrittweise mit „sample diluent“ verdünnt. Eigene Abbildung 

Tabelle 10 Konzentrationen 

Gefäß S7 S6 S5 S4 S3 S2 S1 S0 

pg/ml 2000 1000 500 250 125 62,5 31,25 0 

 

Nicht genutzte Vertiefungen wurden bei 4 °C aufbewahrt. In jede Vertiefung der 96 

Well Platte (Mikrotiterplatte) wurden 100 µl der Probe bzw. des Standards gegeben und 

diese zwei Stunden bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Flüssigkeit 

abgesaugt, 100 µl des 100-fach verdünnten Biotin Antikörpers zugegeben und die Platte 

eine Stunde bei 37 °C im Inkubator belassen. Diese Flüssigkeit wurde erneut abgesaugt 

und die Wells dreimal mit „Wash buffer“ gewaschen. Dann wurden je 100 µl 100-fach 

verdünntes HRP-Avidin dazugegeben und dies erneut eine Stunde bei 37 °C inkubiert. 

Nach sechsmaligem Waschen wurde schließlich 90 µl TMB Substrat in jedes Well 

gegeben und 18 min bei 37 °C bebrütet, bis sich eine abgestufte blaue Verfärbung 

zeigte. Während dieses Schrittes wurde Licht vermieden. Schlussendlich wurde die 

Reaktion durch Hinzufügen von je 50 µl Stop Solution des Kits gestoppt.  

Innerhalb der nächsten 5 min wurde die optische Dichte bestimmt. Hierzu wurde ein 

„Microplate Reader“ bei 450 nm Wellenlänge und Referenz 540 bzw. 0 nm 

Wellenlänge verwendet. 

Zur Bestimmung der Netrin-1-Level in Rattenseren wurde analog vorgegangen. Die 

Blutproben wurden aus dem linken Ventrikel entnommen. Nach einer Stunde bei 

Raumtemperatur war die Probe geronnen und durch 10-minütige Zentrifugation bei 4 

°C und 16.000 g wurde das Serum gewonnen. Dieses wurde bis zur Verwendung bei -

20 °C aufbewahrt. Die ELISA-Prozedur wurde ohne Aktivierung gemäß 

Herstellerprotokoll durchgeführt. 

250 
µl 

250 
µl 

250 
µl 

250 
µl 

250 
µl

l 

250 
µl 

7 6 5 4 3 2 1 0 
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3.6  BCA Assay 
Mittels der Biuretreaktion wird in diesem Assay die Proteinkonzentration der Proben 

bestimmt. Hierbei entstehen durch Zugabe von Proteinen in eine alkalische 

kupferhaltige Lösung einwertige Kupferionen (Cu+). Nach Zugabe von 

Bicinchoninsäure (BCA) bilden die Kupferionen mit BCA einen blau-violetten 

Farbstoffkomplex, dessen Menge bei einer Wellenlänge von 562 nm photometrisch 

bestimmt werden kann. 

Es wurde ein BCA Assay Kit verwendet. Dabei wurde ein Proteinstandard aus dem Kit 

aufgetragen. Jeweils 10 µl der 1:100 verdünnten Probe bzw. 10 µl der 

Verdünnungsreihe bzw. des Proteinstandards wurden mit 200 µl Mixer (Reagent A + 

Reagent B) versetzt. Nach 30-minütiger Inkubation wurde die Extinktion bei 540 nm 

gemessen. Aus den Extinktionswerten der Verdünnungsreihe wurde eine Standardkurve 

generiert, anhand derer die Proteinkonzentration der Probe berechnet wurde. 

3.7 Statistische Auswertung  
Die statistische Auswertung und Erstellung der Graphen erfolgte durch das Programm 

GraphPad Prism5 (GraphPad Software). 

In den gezeigten Grafiken sind der Mittelwert und Standardfehler abgebildet. PCR 

Daten wurden zu GAPDH, densitometrische Daten des Western Blots wurden zu β-

Aktin normalisiert. Bei erfüllter Normalverteilung der alters- und geschlechtsgepaarten 

Proben wurde zur statistischen Auswertung der Plasma ELISA Werte ein gepaarter t-

Test durchgeführt. Die Analyse der Western Blot und PCR Ergebnisse erfolgte mittels 

Varianzanalyse (ANOVA, Analysis of variance). Als Post-hoc-Test wurde ein Tukey’s 

HSD Test verwendet. Die Daten der menschlichen Hautproben wurden mittels Man-

Whitney-Test ausgewertet. Alle Daten wurden als „scatter plot“ mit Mittelwert und 

Standardfehler dargestellt. Die statistische Analyse erfolgte mit Unterstützung durch Dr. 

rer. Nat. Jeremy Chen. 
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4 Ergebnisse 

4.1 Analysen im Tiermodell 

4.1.1 Netrin-1 Expression im CCI Modell der Ratte 

Alle Ratten wurden mit CCI und Unc5b Blockade oder Neo1 siRNA bzw. zusätzlichen 

Netrin-1 Injektionen behandelt, wie auf S. 16 beschrieben. Die Ntn1 Expression wurde 

sowohl auf mRNA-, als auch auf Proteinebene im Ischiasnerv der Ratten gemessen. 

Zum Betrachten der systemischen Netrin-1 Spiegel erfolgte die Bestimmung mittels 

ELISA.  

4.1.1.1 Erhöhte Expression der Ntn1 im Rattennerv  

In der qPCR des Ischiasnerven des Ratten-CCI-Modells zeigte sich eine deutliche, etwa 

siebenfache Erhöhung der Ntn1. Eine Blockade des Unc5b-Rezeptors reduzierte Ntn1 

im Ischiasnerven der Ratten nach CCI. Nach der Gabe von intraperitonealem Netrin-1 

war ebenfalls eine verminderte Expression nachweisbar. Die Injektion von Ratten 

Neogenin-1 siRNA erhöhte die Ntn1 (siehe Abbildung 14). 

 

Abbildung 14 Erhöhte Unc5b oder Netrin-1 abhängige Ntn1 Expression im Ischiasnerv der Ratte nach CCI.  

Männliche Wistar Ratten unterzogen sich einer CCI Operation und wurden entweder täglich perineurial mit einen 

Antikörper gegen Unc5b (A) oder täglich mit Netrin-1 intraperitoneal zusammen mit regelmäßigen perineurialen 

Injektionen einer siRNA gegen Neo1 (B), sowie den entsprechenden Kontrollen, behandelt. Nach einer Woche CCI 

wurde der Ischiasnerv entnommen und Ntn1 per qPCR quantifiziert. (A, n = 6; B, n = 5). ANOVA, ***p<0,001, 

**p<0,01;  n.s.= keine Signifikanz. 

 

A B 
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4.1.1.2 Tendenziell erniedrigtes Netrin-1-Protein im Rattennerven 

In einem Western Blot zur Bestimmung des Netrin-1-Gehalts auf Proteinebene zeigte 

sich bei Ratten sieben Tage nach CCI tendenziell weniger Netrin-1-Protein (70kDa) als 

bei Tieren nach Sham Operation (siehe Abbildung 15). Eine intraperitoneale Netrin-1-

Injektion führte zu einer erhöhten Proteinkonzentration von Netrin-1 im Ischiasnerv. 

Das 55 kDa Fragment war im Ischiasnerv nach CCI signifikant niedriger nachweisbar 

als in der Sham Operation Kontrollgruppe. Seine Konzentration blieb von der Netrin-1-

Injektion unbeeinflusst.  

 

   
 

Abbildung 15 Erniedrigte Netrin-1 Proteinlevel nach CCI im Rattenischiasnerv, Erhöhung des Proteinlevels 

durch Netrin-1 Injektion. 

Nach einer Woche CCI mit oder ohne Netrin-1-Injektion bzw. naiven Tieren wurde der Ischiasnerv entnommen und 

ein Western Blot durchgeführt. Proteinbanden (A), densitometrische Analyse (B). Sham (n = 6), CCI (n = 6) , CCI 

und Netrin-1 Injektion (n = 6) ANOVA, *p<0,05. 

 

 

 

A 

B 
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4.1.1.3 Unveränderte Netrin-1-Serumspiegel  

Um die systemische Netrin-1 Konzentration zu bestimmen, erfolgte ein ELISA mit 

Verwendung von Serum nach einer, drei oder sechs Wochen. Die längeren Zeiträume 

wurden gewählt, um auch den bei Patientinnen und Patienten vorkommenden 

chronischen Verlauf abzubilden. Im Serum der Ratten zeigte sich zu keinem Zeitpunkt 

ein signifikanter Unterschied des Netrin-1-Spiegels (Abbildung 16). Tendenziell scheint 

der Netrin-1-Spiegel am Anfang leicht anzusteigen, um dann nach 6 Wochen ein leicht 

niedrigeres Niveau im Vrgleich zur Shamoperationsgruppe zu erreichen. 

 

Abbildung 16 Unveränderte Netrin-1 Konzentration im Rattenserum 1, 3 und 6 Wochen nach CCI.  

Mittels ELISA wurde der Serum Netrin-1-Spiegel der Ratten nach Sham Operation (n = 6) nach einer (n =6), drei (n 

= 4) und sechs (n = 6) Wochen CCI bestimmt. ANOVA,  n.s.= keine Signifikanz.  
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4.1.2 Reziproke Regulation der Netrinrezeptoren nach CCI 

Nach CCI wurde Neo1 herabreguliert (siehe Abbildung 17 A). Sytemische Netrin-1-

Injektion verhinderte das in unseren Experimenten. Im Gegensatz dazu wurde Unc5b 

verstärkt exprimiert, was ebenfalls duch Netrin-1 verhindert wurde (siehe Abbildung 17 

B). 

 

  

Abbildung 17 Verstärkte Expression des Unc5b, verminderte des Neo1 nach CCI und Verhinderung des 

Effekts durch Netrin-1 Injektion. 

Naiven Tieren (n = 7) oder Tieren nach CCI mit täglicher intraperitonealer Netrin-1 (n = 6) oder Saline (n = 6). 

Injektion wurde der Ischasnerv entnommen und wie vorher beschrieben aufgearbeitet. Es wurde eine rtPCR zur 

Bestimmung der Rezeptorexpression von Neogenin-1 (A) oder Unc5b (B) durchgeführt. ANOVA,  ***p<0,001, 

**p<0,01. 

 

A B 
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4.1.3 Einfluss von Netrin-1 über Neogenin-1 und Unc5b auf die Tight Junction 

Protein Expression 

4.1.3.1 Erhöhte Tight Junction Protein mRNA Expression nach Unc5b-Rezeptor-

Blockade  

In früheren Experimenten der Arbeitsgruppe wurde gezeigt, dass Netrin-1 die Tight 

Junction Protein mRNA Expression steigert (Chen et al., 2021). Zur Untersuchung der 

Wirkungsweise der einzelnen Netrin-1-Rezeptoren wurden durch eine lokale Injektion 

von Unc5b-Antikörper die jeweiligen Rezeptoren geblockt. So sollte die Wirkung von 

Netrin-1 vor allem über den komplementären Rezeptor Neogenin-1 erreicht werden 

(siehe Abbildung 18). Die Rezeptorblockade führte zu einer vermehrten Expression von 

Cldn 19 und Cldn 12 (siehe Abbildung 19). Auf die Cldn5 Expression hatte die Unc5b-

AK-Injektion jedoch keinen Einfluss. 

 

        

 

 

 

 

 

 

Abbildung 18 Durch Ausschalten des Unc5b Rezeptors mithilfe eines Antikörpers wirkt Netrin-1 über seinen 

komplementären Neogenin-1 Rezeptor und damit stabilisierend auf die Blut-Nerven-Schranke 
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Abbildung 19 Gesteigerte Expression von Cldn12 und Cldn 19 unter Rezeptorblock gegenüber CCI 

Aus kontralateralen Ischiasnerven (n = 6) und ipsilateralen Iaschiasnerven von Tieren mit  einer Woche CCI und 

Unc5b AK Injektion (n = 5) bzw. IgG als „Vehicle“ Kontrolle (n = 6) wurde die Expression von Cldn 5 (A), Cldn19 

(B) und Cldn12 (C) mittels qPCR quantifiziert. ANOVA***p<0,001, *p<0,05, n.s. = keine Signifikanz 

  

C 

B
v 
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4.1.3.2 Verminderte die Tight Junction Protein mRNA Expression nach Neogenin-1 

Rezeptor Blockade 

Im umgekehrten Fall wurde der Neogenin-1-Rezeptor durch Neogenin-1 siRNA-

Injektionen ausgeschaltet (siehe Abbildung 20). Unter Applikation von Netrin-1 bzw. 

Saline intraperitoneal wurde Neo-siRNA oder scramble siRNA (Kontrolle) gespritzt. 

Netrin-1-Gabe führte zu einer Erhöhung der Expression von Cldn5 und von Cldn 19 

sowie tendenziell von Cldn12. Neo1 siRNA-Injektion führte zu einer tendenziellen 

Verringerung der Expression von Cldn5 und Cldn12 (siehe Abbildung 21). Bei keinem 

der getesteten Claudine war diese Veränderung signifikant.  

 

        

 

 

 

 

 

 

Abbildung 20 Durch Ausschalten des Neogenin-1 Rezeptors durch Injektion von Neo1 siRNA, die die 

Expression des Rezeptors verhindert, wirkt Netrin-1 über den Unc5b Rezeptor und öffnet die Blut-Nerven-

Schranke 
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Abbildung 21 Keine signifikante Veränderung der Cldn Expression durch Blockierung des Neogenin-1 

Rezeptors, verstärkte Expression durch Netrin-1 Injektion. 

Tieren nach CCI mit Netrin-1 bzw. Saline i.p. Injektion wurde lokal siRNA bzw „Scramble“ injiziert (n = jeweils 6). 

Die Proben wurden mit der kontralateralen Seite verglichen. Es erfolgte eine Analyse der Expression von Cldn5 (A), 

Cldn19 (B) und Cldn12 (C) mittels rtPCR. ANOVA ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05, n.s.= keine Signifikanz. 

  

A 

C 
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4.1.4 Kein Einfluss von Netrin-1-Injektion auf Tnfa Expression 

Um eine rein antiinflammatorische Wirkungsweise des Netrin-1 auszuschließen, wurde 

die TNFα-Expression als Entzündungsmarker untersucht. Tnfa zeigte nach CCI 

ipsilateral eine höhere Expression als in kontralateralen Ischiasnerven. Diese erhöhte 

Expression persistierte auch bei Netrin-1-Injektion. Injektion von Unc5b AK veränderte 

die Expression nicht. Neogenin-1 siRNA-Injektion führte zu einer gesteigerten Tnfa-

Expression (siehe Abbildung 22).  

 

Abbildung 22 Gesteigerte Tnfa Expression nach CCI, keine Veränderung durch Netrin-1. 

Es erfolgte die Bestimmung der Tnfa-Expression in allen Versuchsgruppen (CCI, Injektion von Unc5b AK, 

Neogenin-1-siRNA und/ oder Netrin-1 i.p.) mittels rtPCR (n = jeweils 6) ANOVA *p<0,05 , n.s.= keine Signifikanz.  

  

B A 
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4.2 Analysen von Plasma und Haut von CRPS Patientinnen und Patienten 

4.2.1 Erniedrigtes Netrin-1 Level im Patientenplasma 

4.2.1.1 Patientenkollektiv 

Untersucht wurde Plasma von jeweils 18 Patientinnen und Patienten sowie 18 alters- 

und geschlechtsgleichen Kontrollen aus der Kohorte der ncRNAPain-Studie 

(ncRNAPain, 2022). Es wurden die Patientinnen und Patienten ausgewählt, denen eine 

alters- und geschlechtsgematchte Kontrolle zugeordnet werden konnte. Aufgrund des 

jüngeren Alters der Kontrollgruppe ist die hier ausgewählte Patientengruppe etwas 

jünger als das Kollektiv der ncRNAPain Kohorte. Die Eigenschaften der untersuchten 

Patientinnen und Patienten zeigt Tabelle 11. Insgesamt ergibt sich ein Patientenkollektiv 

mit mehr weiblichen als männlichen Patienten. Die Patientinnen und Patienten hatten 

im Durchschnitt eine Krankheitsdauer von ca. 2,25 Jahren. Bestimmt wurden der 

mittlere Schmerz der letzten Woche auf einer Skala von null bis zehn, der CSS (CRPS 

severity score) mittels Anamnese und klinischer Untersuchung, die GCPS (graded 

chronic pain scale) Beeinträchtigung (disability) und CRPS Schmerzstärke (pain 

intensity) sowie neuropathic pain symptom inventory (NPSI) mittels Fragebogen. 

Tabelle 11 Beschreibung der CRPS Patientinnen und Patienten und Kontrollen  

Mittelwert und Standardabweichung 

Variablen CRPS Kontrollen 

Stichprobengröße (n) 18 18 

Geschlecht (n männlich/ n weiblich) 3 / 15 3 / 15 

Alter (Jahre) 46,0 ± 10,3 46,6 ± 10,4 

CRPS Krankheitsdauer (Jahre) 2,25 ± 2,4 (0,2 ; 8) - 

Durchschnittlicher Schmerz in letzter Woche 

(NRS 0-10) 

6,1 ± 1,7 (2 ; 8) - 

NPSI Summe (neuropathic pain symtom inventory) 0,4 ± 0,2 (0 ; 0,8) - 

CSS (CRPS severity score) 10,9 ± 2,2 (8 ; 15) - 

GCPS disability (graded chronic pain scale) 53,8 ± 20,1(3,3 ; 83,3) - 

GCPS pain intensity (graded chronic pain scale) 68,9 ± 18,4 (13,3 ; 90) - 

 



Ergebnisse 

42 

 

4.2.1.2 Geringere Netrin-1 Spiegel im Patientenplasma 

Die Proteinkonzentration von Netrin-1 im Blutplasma wurde mittels ELISA bestimmt. 

Unsere Voruntersuchungen zeigten, dass grundsätzlich im Serum höhere Netrin-1-

Spiegel zu finden waren als im Plasma, dass die relativen Unterschiede zwischen den 

Proben aber korrelierten. Plasma wurde durch Hämolyse geringer beeinflusst, weshalb 

es in dieser Untersuchung verwendet wurde. Um eine Beeinflussung durch die 

Probenaufbereitung oder unterschiedliche Flüssigkeitsaufnahme der Patientinnen und 

Patienten auszuschließen, wurde in den Proben der gesamte Proteingehalt im Plasma 

mittels BCA-Assay bestimmt. Im Durchschnitt zeigten die Patientinnen und Patienten 

um etwa 17 % signifikant niedrigere Netrin-1-Level als die Kontrollpersonen (siehe 

Abbildung 23). Auch normalisiert auf das Gesamtprotein zeigte sich ein signifikant 

niedrigerer Netrin-1-Spiegel im Patientenplasma.  

 

 

Abbildung 23 Geringere Proteinkonzentration von Netrin-1 in Patientenplasma im Vergleich zu 

Kontrollplasma 

Die Proteinkonzentration wurde im Plasma mittels ELISA bestimmt (A) und auf das Gesamtprotein normalisiert (B). 

Patienten (n = 18), Kontrollen (n = 18),. Gepaarter t-Test, * p<0,05. 

 

 

 

A B 
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4.2.2 Pilotexperimente: Trend zu geringerer Netrin-1 und Claudinexpression in 

Patientenhautproben  

4.2.2.1 Patientenkollektiv 

Es wurden Hautproben von gesunden Kontrollen und Patientinnen und Patienten mit 

CRPS untersucht (siehe Tabelle 12). Patientenhautproben wurden kontra- und ipsilateral 

wie unter Methoden beschrieben gewonnen. Die Kontrollhautproben stammten von 

Patientinnen mit Brustverkleinerung, sodass hier keine klinischen Daten vorliegen. 

Tabelle 12 Beschreibung der CRPS Patienten und Kontrollen Mittelwert und Standardabweichung 

Variablen CRPS Kontrollen 

Stichprobengröße (n) 4 6 

Geschlecht (n männlich/ n weiblich) 2/2 0/6 

Alter (Jahre) 54 ± 3 - 

Zeitpunkt nach auslösendem Ereignis (Tage) 108 ± 61 - 

Stärkster Schmerz in letzter Woche (NRS 0-

10) 

5 ± 2 - 

 

4.2.2.2 Trend zu niedrigerer NTN1 , UNC5B und Claudin Expression in CRPS 

Patientenhautproben 

Tendenziell war NTN1 in den CRPS-Hautbiopsien beider Extremitäten (ipsi- und 

kontralaterial) erniedrigt. Dabei war die Erniedrigung ipsilateral stärker als in der 

kontralateralen Extremität. Der Unterschied war nicht signifkant (siehe Abbildung 24 

A). Die Expression des Netrin-1 Rezeptors UNC5B zeigte sich in den oben genannten 

Hautproben vermindert. Der Unterschied war ebenfalls nicht signifikant (siehe 

Abbildung 24 B). Um die Tight Junction Protein Expression bei CRPS zu untersuchen, 

wurde die CLDN1 und CLDN5-Expression in Patientenhautbiopsien bestimmt. 

Tendenziell lässt sich eine erniedrigte Expression der Tight Junction mRNA sowohl 

ipsi- als auch kontralateral für beide Claudine erkennen (siehe Abbildung 24 C und D).  



Ergebnisse 

44 

 

 

 

Abbildung 24 Pilotexperimente: Erniedrigte Expression von NTN1, UNC5b und der Tight Junction 

Proteine CLDN1 und CLDN5 in CRPS Patientenhautbiopsien.  

Bestimmung des mRNA Gehaltes der Proben mittels TaqMan Sonden. (A) NTN1, (B) UNC5B, (C) 

CLDN1, (D) CLDN5 Mann-Whitney-Test, n.s.= keine Signifikanz. 

 

 

A 

C 

B 
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5 Diskussion 

5.1 Zusammenfassung der Ergebnisse 
Unsere Ergebnisse weisen darauf hin, dass sieben Tage nach CCI Netrin-1 mRNA im 

Rattennerv verstärkt exprimiert wird, wohingegen das Protein selbst tendenziell 

vermindert exprimiert wird. Nach intraperitonealer Netrin-1 Injektion konnte eine 

vermehrte lokale Cldn 5 und Cldn19 Expression nachgewiesen werden .  

Die Expression der untersuchten Netrin-1 Rezeptoren in CCI ist reziprok. Während der 

Unc5b nach CCI verstärkt exprimiert wurde, verminderte sich die Expression des 

Neogenin-1. Ausschalten der Rezeptoren veränderte die Cldn Expression. Die Blockade 

des Unc5b-Rezeptors steigerte die Cldn 12 und Cldn19 Expression, wohingegen diese 

durch Neogenin-1 siRNA Injektion tendenziell herabreguliert wurde.  

Im Plasma von CRPS Patientinnen und Patienten konnten wir weniger Netrin-1 Protein 

nachweisen als bei gesunden Kontrollen. Tendenziell waren NTN1, UNC5B, CLDN1 

und CLDN5 in CRPS Hautproben vermindert nachweisbar. 

 

Die Ergebnisse unserer Experimente legen nahe, dass Neuropathie im Tiermodell zu 

einer Herabregulierung von Netrin-1 führen kann, sowie dass Netrin-1 über die 

Stabilisierung der Blut-Nerven-Schranke einen Effekt auf neuropathische Schmerzen 

haben könnte. Dies wird auch dadurch unterstützt, dass im Plasma von CRPS 

Patientinnen und Patienten dieses Protein vermindert nachweisbar war.  

5.2 Diskussion der Ergebnisse 

5.2.1 Erniedrigter Netrin-1-Spiegel bei Neuropathie und CRPS 

5.2.1.1 Ergebnisse bei CCI-Tiermodell 

Entsprechend unserer Ergebnisse der vermehrten Ntn1 Expression im Rattenischiasnerv 

nach CCI konnte auch in der Literatur eine erhöhte Expression von Ntn1 nach CCI im 

Rückenmark nachgewiesen werden (Li et al., 2020b). Dies widerspricht den 

Ergebnissen in menschlichen Hautproben (Schubert et al., 2019). Möglicherweise 

spricht die in unseren Untersuchungen gezeigte Erhöhung der mRNA Expression für 

einen gesteigerten Abbau des Netrin-1-Proteins und dadurch kompensatorisch erhöhte 
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Ntn1 Produktion. Eine eindeutige Korrelation zwischen mRNA und Protein ist nicht 

immer gegeben, da von mRNA zu Protein noch verschiedene Schritte durchlaufen 

werden (Fortelny et al., 2017; Greenbaum et al., 2003). Diesen Schluss legt die mittels 

Western Blot bestimmte, tendenziell verminderte Netrin-1 Proteinkonzentration im 

Rattenischiasnerv nach CCI nahe. Die unterschiedliche mRNA- und Proteinexpression 

wurde für NTN1 bereits in menschlichen Hautproben gezeigt (Kreß et al., 2021). 

Zusammenfassend nehmen wir bei CCI eine lokale Verminderung der Netrin-1 

Proteinexpression an. Dies postulieren wir als einen Mechanismus der 

Schmerzentstehung und vermuten eine neuroprotektive und schmerzlindernde Wirkung 

des Netrin-1. Passend zu dieser Vermutung zeigen Ratten nach i.p. Netrin-1 Injektion 

ein geringeres Schmerzverhalten (Chen et al., 2021). Die neuroprotektive Wirkung von 

Netrin-1 über Stärkung der Blut-Hirn Schranke wurde bereits beschrieben (Podjaski et 

al., 2015). Wir vermuten in der niedrigeren Proteinkonzentration von Netrin-1 einen 

Pathomechanismus des neuropathischen Schmerzes.  

Durch Blockade des Netrin-1 Rezeptors Unc5b konnte die Ntn1 gesteigert und durch 

Blockade des Neogenin-1 Rezeptors im Vergleich zur Netrin-1 Injektion alleine bei CCI 

gesenkt werden. In einem Neo1 KO Modell wurde eine erniedrigte Ntn1 Expression in 

Astrozyten entsprechend der vorliegenden Ergebnisse beschrieben (Yao et al., 2020). 

Möglicherweise werden auch hierdurch die schmerzlindernde Wirkung des Unc5b 

Rezeptor Blocks bzw. die Schmerz verstärkende Wirkung der Neogenin siRNA 

Injektion beeinflusst. Somit ist eine Wirkung der Rezeptorverfügbarkeit auf die Menge 

an exprimiertem Liganden zu vermuten. Dies zeigt einen neuen Aspekt der 

Wirkungsweise neben der oben postulierten Wirkung des Netrins über seine Rezeptoren 

auf die Blut-Nerven Schranke. Die unterschiedliche Beeinflussung der Ntn1 Expression 

durch Blockade seiner Rezeptoren bedarf weiterer Untersuchungen.  

Netrinspiegel im Serum waren bei CCI und Sham unabhängig vom Zeitpunkt der 

Neuropathie gleich. Möglicherweise ist CCI in seinen systemischen Auswirkungen 

nicht mit CRPS vergleichbar, weil die Inflammation geringer ist. Es handelt sich bei 

CCI um ein häufig verwendetes Modell für CRPS Typ II und Neuropathie (Reinhold et 

al., 2021), jedoch gibt es mehrere dem CRPS in bestimmten Aspekten besser 

entsprechende Modelle (siehe Tabelle 1). In einem möglicherweise physiologischeren 
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Modell entwickeln die Ratten Allodynie, Ödeme und Veränderungen des Knochens 

nach einer Tibiafraktur (Guo et al., 2004). In weiterführenden Studien sollte in diesem 

Modell die Netrin-1 Konzentration im Rattenserum evaluiert werden. Das CCI-Modell 

kann die Pathophysiologie des CRPS nicht genau nachbilden (Finke, 2008). Des 

Weiteren ist es möglich, dass Veränderungen des Netrin-1-Spiegels zu einem früheren 

Zeitpunkt ausgeprägter sind. Gegebenenfalls würden sich auch im Vergleich mit naiven 

Tieren ohne Sham Operation Unterschiede ergeben.  

5.2.1.2 Ergebnisse bei CRPS-Patientinnen und Patienten 

Zur klinischen Korrelation der im Tiermodell postulierten erniedrigten Netrin-1 

Konzentration erfolgte eine Messung im Plasma von CRPS-Patientinnen und Patienten. 

Der Netrin-1-Spiegel war im Vergleich zu alters- und geschlechtsgleichen 

Kontrollpersonen ebenfalls erniedrigt. Ein erniedrigter Netrin-1-Spiegel im Rahmen des 

neuroinflammatorischen Geschehens (Mulero et al., 2017) könnte die Blut-Nerven-

Schranke destabilisieren und so neuropathische Schmerzen begünstigen. Patientinnen 

und Patienten mit niedrigeren Netrin-1-Spiegeln könnten nach einem Trauma leichter 

ein CRPS entwickeln. 

Bei verschiedenen Erkrankungen wurde bereits Netrin-1 im Serum oder Plasma von 

Patientinnen und Patienten untersucht. Einen Überblick bietet Tabelle 13. In den auf 

Netrin-1 untersuchten Erkrankungen handelt es sich zum Großteil um solche mit 

gestörter Barrierefunktion. Bei diversen dieser Erkrankungen werden Netrin-1 oder 

dessen Rezeptoren aufgrund unterschiedlicher Eigenschaften auch als Therapietarget 

diskutiert (Bongo and Peng, 2014; Mehlen and Guenebeaud, 2010). Möglicherweise ist 

dies auch ein Ansatz bei der Therapie neuropathischer Schmerzen. 

Tabelle 13 Bestimmung des Netrin-1 Spiegels bei verschiedenen Erkrankungen Literaturzusammenstellung zu 

Untersuchungen der Netrin-1 Spiegel in Patientenkollektiven 

Erkrankung Heraufreguliert Herunterreguliert 

 

Diabetes mellitus II 
(Ay et al., 2016)  
Ay et al., 2016 (n = 60) 

(Liu et al., 2016)  

Liu et al., 2016 (n = 30) 
 

Übergewicht 
 (Ramkhelawon et al., 2014) 

Ramkhelawon et al., 2014- 

Expression in Adipozyten 
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In Patientenhautproben war die NTN1 passend zu den Ergebnissen im Plasma 

tendenziell erniedrigt. Aufgrund der geringen Fallzahl dieser Pilotstudie können keine 

sicheren Aussagen getroffen werden, die Tendenz erscheint jedoch mit den 

Plasmaproben schlüssig. Auch in Hautproben von Patientinnen und Patienten mit 

schmerzhafter Polyneuropathie war Netrin-1 erniedrigt (Schubert et al., 2019). Dies 

stützt die Tendenz der vorliegenden Ergebnisse zu niedrigeren Netrin-1 Spiegeln auch 

in CRPS.  

Zusammenfassend konnten in dieser Arbeit bei CRPS eine erniedrigte Netrin-1 

Expression in Hautproben, sowie ein vermindertes Netrin-1 Proteinlevel im 

 

Krebs 
(Ramesh et al., 2011) 

Ramesh et al., 2011 
 

 

Artheriosklerose 
(Kizmaz et al., 2016)  
Kizmaz et al., 2016 

(Raucher) 

(Munoz et al., 2017)  

Munoz et al., 2017 (subklinisch) 

 

MS 
(Podjaski et al., 2015) 

Podjaski et al., 2015 

(n = 16) 

 

(Mulero et al., 2017; Voortman et al., 2017) 

• Mulero et al., 2017 

(n = 120) 

• Voortman et al., 2017 (nur 

im aktiven Stadium ) 

(n = 109) 

 

Praeclampsie 
(Cekmez et al., 2017) 

Cekmez et al., 2017 
 

 

Endometriose 
(Ding et al., 2021) 

Ding et al., 2021 
 

 

CO Vergiftung 
(Gedikli et al., 2019) 

Gedikli et al., 2019 
 

 

Subarachnoidalblutung 
 (Chen et al., 2019a) 

Chen et al., 2019a, ( n = 104) 

 

Schlaganfall 
(Guo et al., 2019)  

Guo et al., 2019, bessere 

Prognose bei höherem 

Netrin-1-Spiegel 
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Patientenplasma gefunden werden, woraus wir eine niedrigere Netrin-1 Konzentration 

in allen Geweben bei CRPS Patientinnen und Patienten postulieren. Dies entspricht den 

vorliegenden lokalen Ergebnissen im Rattenmodell. Wir vermuten hier entsprechend 

des Rattenmodells einen Zusammenhang mit der Schmerzempfindung möglicherweise 

duch eine gestörte Barrierefunktion. Die Wirkungsweise des Netrin-1 wurde im 

Tiermodell weiter untersucht.  

5.2.2 Erniedrigte Tight Junction Protein Expression in Neuropathie und CRPS 

In den oben gezeigten Untersuchungen war die Tight Junction Protein Expression durch 

CCI in den Rattennerven reduziert., was die Ergebnisse früherer Studien repliziert 

(Hirakawa et al., 2003; Ohta et al., 2005; Reinhold et al., 2018). Diese Ergebnisse 

deuten darauf hin, dass CCI somit die Blut-Nerven-Schranke stört, welche durch Tight 

Junction Proteine gebildet wird, ähnlich wie es bereits für die Blut-

Rückenmarksschranke beschrieben wurde (Sauer et al., 2017).  

In Hautproben von Patientinnen und Patienten war entsprechend tendenziell Cldn1 und 

Cldn5 mRNA sowohl kontra- als auch ipsilateral vermindert exprimiert. Dies ist 

konsistent mit der erniedrigten Tight Junction Expression bei schmerzhaften 

Neuropathien (Reinhold et al., 2018). Die erniedrigte Expression weist auf eine gestörte 

Barrierefunktion in dieser Erkrankung hin (Förster, 2008). Möglicherweise wird durch 

die geringere Cldn5 Expression auch die Bildung eines Ödems begünstigt (Jang et al., 

2011). Die beidseitige Veränderung könnte auch durch eine systemische Beteiligung bei 

CRPS erklärt werden. In unserer Pilotstudie ließen sich in menschlichen Hautproben 

jedoch vor allem aufgrund der geringen Fallzahl lediglich Tendenzen, jedoch keine 

signifikanten Ergebnisse nachweisen. Weitere Studien mit größeren Stichproben sind 

hier sinnvoll.  

5.2.3 Erhöhte Tight Junction Protein Expression durch Netrin-1 Injektion 

Wie für die Blut-Hirn-Schranke schon in Studien gezeigt (Podjaski et al., 2015), 

vermuten wir in unseren Experimenten eine Stabilisierung der Blut-Nerven-Schranke 

durch Netrin-1. Wie bereits zuvor beschrieben zeigte sich eine Herabregulierung der 

Tight Junction Proteine bei Neuropathie im Tiermodell (Reinhold and Rittner, 2017). 

Eine intraperitoneale Injektion von Netrin-1 steigerte die Expression von Cldn19 und 

Cldn5, sowie tendenziell von Cldn12. Hiermit konsistent konnte in einer Studie in der 
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Zellkultur eine verstärkte Expression von Tight Junction Proteinen nach Behandlung 

mit Netrin-1 nachgewiesen werden (Podjaski et al., 2015). Ebenfalls übereinstimmend 

wird eine Applikation von Netrin-1 auch bei anderen Erkrankungen wie einem 

Schlaganfall mit einer Symptombesserung durch stabilere Barrieren beschrieben (Yu et 

al., 2017). Die untersuchten Tight Junction Proteine stabilisieren die Blut-Nerven-

Schranke (Reinhold and Rittner, 2017) und ihre verstärkte Expression nach Netrin-1 

Injektion ist möglicherweise ein Grund für die Verringerung der Allodynie (siehe 

Abbildung 5)(Chen et al., 2021). Die Steigerung der Expression fällt am stärksten für 

Cldn19 aus. Hierbei handelt es sich um ein vor allem in Nervenzellen exprimiertes 

Cldn, dessen Fehlen mit Neuropathie in Verbindung gebracht wird (Miyamoto et al., 

2005). Wir vermuten hier deshalb im Speziellen eine schmerzlindernde Wirkung durch 

Wiederherstellung der Cldn19 Expression. Entgegen unserer Erwartungen zeigte sich 

für Cldn12 nur eine leichte Tendenz der Beeinflussbarkeit durch Netrin-1, obwohl auch 

hier eine Neuropathie im Knockout Modell beschrieben ist (Chen et al., 2019b). 

Netrin-1 hat somit auf verschiedene Proteine am ehesten über verschiedene Rezeptoren 

eine jeweils unterschiedliche Wirkung. Im Folgenden wird die Wirkungsweise mittels 

dieser Rezeptoren näher diskutiert.  

5.2.4 Veränderte Netrin-1 Rezeptor Expression durch Neuropathie  

Um die Wirkungsweise von Netrin-1 genauer zu untersuchen, wurde zunächst die 

Expression der Rezeptoren betrachtet. Hier zeigte sich eine erniedrigte Expression des 

Neo1-Rezeptors nach CCI. Dieser Rezeptor ist bekannt für seine barrierestabilisierenden 

Eigenschaften (O'Leary et al., 2017). Übereinstimmend mit dieser Studie lässt sich auch 

in der vorliegenden Untersuchung ein Mangel an Neogenin-1 Rezeptoren mit einer 

gestörten Barrierefunktion der Blut-Nerven-Schranke in Verbindung bringen. Injektion 

von Netrin-1 steigert die Expression von Neo1 und stabilisiert möglicherweise auf 

diesem Weg die Blut-Nerven-Schranke.  

Die Unc5b mRNA zeigte sich nach CCI erhöht im Vergleich zu Kontrollen. Der Unc5b-

Rezeptor ist in der Rattenretina als barrieredestabilisierend beschrieben (Miloudi et al., 

2016). Die Expression des Rezeptors wurde im Hinterhorn von Ratten in einem 

Schmerzmodell (Partial sciatic nerve ligation model - PSL) ebenfalls vermehrt 

nachgewiesen (Hayano et al., 2016). Auch in unseren Experimenten ist eine 
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Herabsetzung der Barrierefunktion durch eine verstärkte Expression des Rezeptors 

anzunehmen. Möglicherweise ist die verstärkte Bildung des Unc5b-Rezeptors ein 

Pathomechanismus der Neuropathie. Wir konnten eine verringerte Expression des 

Rezeptors nach Netrin-1 Injektion nachweisen. Dies ist ein weiterer möglicher 

Mechanismus für die barrierestabilisierende Wirkung. 

5.2.5 Erhöhte Tight Junction Protein Expression durch Unc5b Rezeptor 

Blockade bei Neuropathie 

Inwiefern die Wirkung von Netrin-1 auf die Expression der Tight Junction Proteine 

vom Rezeptor abhängt, wurde mithilfe von blockierender Antikörper- und siRNA-

Injektion evaluiert.  

Wurde der Unc5b-Rezeptor durch einen Antikörper ausgeschaltet, zeigte sich eine 

verstärkte Expression von Cldn12 und Cldn19 im Vergleich zur alleinigen CCI-

Bedingung. In Cldn5 ließ sich dieser Effekt nicht nachweisen. Es ist anzunehmen, dass 

Netrin-1 über Neogenin-1 wirkt und die Bildung von Cldn12 und 19 verstärkt, womit es 

die Blut-Nerven-Schranke stabilisiert. Im Rattenmodell wurde durch die Blockade des 

Unc5b Rezeptors die Schmerzreaktion der Tiere nach CCI vermindert (Chen et al., 

2021). Somit postulieren wir, dass die durch die Bindung von Netrin-1 an Neogenin-1 

hervorgerufene verstärkte Claudinexpression die Schmerzempfindung verringert. Die 

barrierestabilisierenden Eigenschaften des Neogenin-1 Rezeptors sind bereits 

beschrieben (O'Leary et al., 2017; Yao et al., 2020). Dies deckt sich mit unseren 

Ergebnissen der Stabilisierung der Barriere über Neogenin-1. Dieser Effekt zeigt sich 

am stärksten bei Cldn 12 und Cldn19, welche beide vor allen in neuronalen Zellen 

exprimiert werden. Ein Fehlen von Cldn12 und 19 zeigt im KO Modell jeweils den 

Phänotyp der Neuropathie (Chen et al., 2019b; Miyamoto et al., 2005). Cldn5 wird in 

Endothelzellen der Blut-Nerven-Schranke exprimiert und sorgt für deren Stabilität 

(Chiba et al., 2021; Nitta et al., 2003). Folglich vermuteten wir auch hier eine 

Veränderung. Jedoch zeigte sich keine signifikante Beeinflussbarkeit durch Blockade 

des Unc5b Rezeptors. Möglicherweise exprimieren Endothelzellen weniger Neo1 

Rezeptoren. Hierzu sollte in weiteren Studien die Wirkung von Netrin-1 auf 

verschiedene Zellarten, beispielsweise in Zellkulturen, untersucht werden.  



Diskussion 

52 

 

Bei Blockade des Neogenin-1-Rezeptors durch Neo siRNA Injektion vermuteten wir 

eine Herabregulierung der Claudine, da beschrieben ist, dass Netrin-1 über Unc5b die 

Blut-Retina Schranke öffnet (Miloudi et al., 2016). Im Rattenmodell zeigten Ratten 

nach Blockade des Neogenin-1 Rezeptors eine verstärkte Schmerzreaktion (Chen et al., 

2021). Entsprechend wird in einem Modell für Neo1-KO eine erhöhte Durchlässigkeit 

der Blut-Hirn-Schranke beschrieben (Yao et al., 2020). Eine Erniedrigung der 

Expression trat jedoch nicht signifikant auf. Eine entsprechende Tendenz war bei Cldn5 

und Cldn19 sichtbar. Möglicherweise wird nach CCI die Tight Junction Protein 

Expression bereits soweit herabreguliert, dass eine weitere Senkung nicht mehr möglich 

oder messbar ist.  

5.2.6 Keine rein antiinflammatorische Wirkung des Netrin-1 

Die Schmerzreaktion im CCI Rattenmodell besteht durch die traumatische Ursache aus 

einer entzündlichen sowie einer neuropathischen Komponente. Da eine rein 

antiinflammatorische Wirkung des Netrin-1 ausgeschlossen werden sollte, wurde die 

TNFα Expression untersucht. Wie erwartet ist dessen Expression nach CCI gegenüber 

naiven Ratten erhöht, da eine lokale Entzündung stattfindet (Wagner et al., 1998). Eine 

Erhöhung der Tnfa mRNA und des TNFα Proteins durch akute Entzündungen ist 

bekannt (Zelová and Hošek, 2013), jedoch veränderte die Netrin-1-Injektion diese 

erhöhte Tnfa nicht. Es kann dementsprechend davon ausgegangen werden, dass 

intraperitoneal appliziertes Netrin-1 nach CCI die Entzündungsreaktion kaum 

beeinflusst und vor allem über den Schluss der Barriere wirkt. Wir postulieren damit 

eine rein antineuropathische und keine rein antientzündliche Wirkungsweise des 

Netrin-1. Hiermit eröffnen sich vor allem bei der Therapie neuropathischer Schmerzen 

neue Ansätze. Dass eine Injektion von Neogenin-siRNA die Tnfa Expression erhöht, 

kann möglicherweise durch eine Reizung des Gewebes aufgrund der lokalen Injektion 

erklärt werden (Kirchmair et al., 2016). 
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5.3 Kritikpunkte und Grenzen der vorliegenden Arbeit 

5.3.1 Methodische Limitationen 

5.3.1.1 CCI Modell 

Zur Nachbildung der Neuropathie wurde ein CCI-Modell (Bennett and Xie, 1988) 

verwendet. Dies führt zu mit CRPS vergleichbarer Allodynie und Hyperalgesie. Es 

handelt sich um ein häufig verwendetes und gut etabliertes Modell für neuropathischen 

Schmerz. Die Reaktion auf die Ligation (siehe S.16) führt zu einem lokalen 

Schmerzverhalten vergleichbar mit CRPS. Jedoch handelt es sich bei CRPS um eine 

systemische Erkrankung, was durch das CCI Modell nicht ausreichend nachgebildet 

werden kann. Für das lokale Geschehen sind Rückschlüsse über Veränderungen in der 

Neuropathie möglich. Zur verbesserten systemischen Darstellung sollte in weiteren 

Studien beispielsweise die Verwendung des „Tibia fracture“-Modells erwogen werden, 

dessen Konzept näher an der tatsächlichen Ätiologie des CRPS gelegen ist (Guo et al., 

2004). Des Weiteren gibt es, wie anfangs erläutert, verschiedene andere mögliche CRPS 

Modelle, die verschiedene Aspekte des CRPS besser nachbilden und deren Verwendung 

deshalb in Erwägung zu ziehen ist (siehe Tabelle 1).  

5.3.1.2 Limitationen der qPCR 

Zur Untersuchung der Tight Junction Expression wurde eine qPCR-Analyse verwendet. 

Diese beruht auf der indirekten Bestimmung der mRNA durch reverse Transkription in 

cDNA, welche mittels PCR quantifiziert werden kann. Über die Expression der mRNA 

können Vermutungen über die Proteinexpression angestellt werden. Eine exakte 

Übereinstimmung ist nicht in jedem Fall gegeben, da von der mRNA zum Protein noch 

einige Schritte durchlaufen werden, welche die endgültige Proteinexpression 

beeinflussen können (Schwanhäusser et al., 2011). Möglich ist ein Abbau der RNA oder 

des Proteins selbst. Es gibt Studien zur Korrelation der mRNA mit der 

Proteinkonzentration (Greenbaum et al., 2003), welche nicht immer eindeutig sein 

muss. Dies zeigt, dass eine zusätzliche Bestimmung auf Proteinebene durch ELISA, 

Western Blot oder Immunfluoreszenz oft sinnvoll ist. Bei einem Teil der Versuche 

wurde deshalb eine Proteinbestimmung durchgeführt.  
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5.3.1.3 Limitationen von proteinbasierten Messungen 

5.3.1.3.1 ELISA 

Um die Konzentration des Netrin-1 im Plasma festzustellen, wurde ein ELISA 

verwendet. Eine ELISA Bestimmung wurde bereits zur Untersuchung der Netrin-1 

Level verschiedener Erkrankungen verwendet ((Mulero et al., 2017) u.a.; siehe Tabelle 

13). Vergleichend wurde im Rattenserum ebenfalls ein ELISA durchgeführt. Die 

ELISA Prozedur ist dabei aufgrund vieler Wasch- und Zwischenschritte sehr anfällig 

für Störungen. Beim Hinzufügen der Stop Solution können durch die Zeitdifferenzen 

Unterschiede in der Signalqualität zwichen den verschiedenen „Wells“ zu Beginn und 

Ende der Platte entstehen (Sakamoto et al., 2018). Des Weiteren bedarf ein ELISA oft 

größerer Probenmengen als andere Verfahren, was insbesondere bei Patientenproben 

problematisch ist. Zu guter Letzt ist der ELISA anfällig für Unterschiede zwischen 

verschiedenen KIT Produktionschargen, weshalb in dieser Arbeit nur Kits derselben 

Charge verwendet wurden.  

5.3.1.3.2 BCA Assay 

Problematisch war die Proteinbestimmung im Patientenplasma. In Vorversuchen mit 

unverdünntem Patientenplasma erwiesen sich das in den Proben enthaltene EDTA und 

der Kaliumgehalt als Problem, da sie die Farbreaktion beeinflussten. Des Weiteren lag 

der Proteingehalt der Proben oberhalb des Messbereichs. Hierdurch war der 

Farbumschlag im Assay im Sättigungsbereich, so dass keine Quantifizierung möglich 

war. Durch Verdünnung der Proben im Verhältnis 1:100 konnte dieses Problem gelöst 

werden. Hierdurch lagen die Proteinkonzentrationen im messbaren Bereich und EDTA 

und Kalium im Toleranzbereich des Assays. Durch die hohe Verdünnung sind jedoch 

Messungenauigkeiten nicht auszuschließen.  

5.3.1.3.3 Western Blot 

Zum Nachweis des Netrin-1 Proteins wurde ein Western Blot verwendet. Der Vorteil 

dieser Methode liegt in der relativen Quantifizierbarkeit. Hier kann eine hohe Spezifität 

erreicht werden, da die Masse des Proteins durch seine Position auf der Membran 

festlegt und so seine Detektion gegenüber der reinen Immunfluoreszenzfärbung von 

Geweben erleichtert wird. Jedoch kann mit dieser Methode die Lokalisation des 

Proteins im Gewebe nicht bestimmt werden. Limitiert wird diese Methode auch durch 
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Vorhandensein und Spezifität der für den Western Blot notwendigen Antikörper (Ghosh 

et al., 2014). Um die Spezifität des hier verwendeten Antikörpers zu testen, erfolgten im 

Vorfeld eine Positiv- und eine Negativkontrolle des Western Blots. Hierbei zeigte der 

Antikörper eine klare Bindung an das verwendete rekombinate Netrin-1 Protein. 

5.3.2 Limitationen im Studiendesign 

Die geringe Anzahl der analysierten Hautproben ermöglicht keine statistisch 

signifikanten Aussagen, daher sind weitere Untersuchungen mit größeren 

Patientenkollektiven geplant. Des Weiteren waren alle untersuchten Parameter bei 

CRPS Patientinnen und Patienten herabreguliert. Möglich ist hier auch ein generell 

niedriger mRNA Gehalt der Proben. Um dies auszuschließen, sollte das Experiment mit 

einer größeren Stichprobe wiederholt werden. Weiterhin kann die unterschiedliche 

Region der entnommenen Hautproben Unterschiede zwischen Patientinnen und 

Patienten und den verwendeten Kontrollen bedingen. 

Schlussendlich ergibt sich in der Plasmauntersuchung aufgrund der Verfügbarkeit von 

Kontrollpersonen gleichen Alters und Geschlechts ein leicht jüngeres Kollektiv als das 

Gesamtkollektiv der ncRNAPain Studie. Dies kann die Übertragbarkeit der Ergebnisse 

einschränken.  

5.4 Klinische Einordnung der Ergebnisse und Ausblick 
In dieser Arbeit wurde erstmals die Verringerung des Netrin-1-Spiegels im Plasma von 

CRPS Patientinnen und Patienten evaluiert. Da dieser Unterschied zu gesunden 

Kontrollen nur gering war und der Netrin-1-Spiegel großen interindividuellen 

Schwankungen unterlag, ist dieser zumindest nicht unselektiert als eine Art 

„Biomarker“ einsetzbar. Er könnte aber als Basis für eine Stratifizierung der 

Patientinnen und Patienten dienen.  

Aktuell wurde Netrin-1 bei größeren Säugetieren nur beim Schwein zur Verringerung 

einer experimentellen Inflammation in der Lunge eingesetzt (Mutz et al., 2010). Hier 

liegt allerdings ein anderer Pathomechanismus als im vorliegenden Experiment 

zugrunde.  

Bislang ist eine klinische Anwendung von Netrin-1 bei Schmerzpatientinnen 

und -patienten aufgrund von fehlender klinischer Erfahrung mit dem Protein, sowie der 
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Kosten für eine Therapie durch den hohen Preis der Substanz leider noch nicht möglich. 

Im Rattenmodell ist eine tägliche lokale oder auch intraperitoneale Applikation 

möglich. Klinisch wären eine lokale Gabe bei Mononeuropathien und eine systemische 

Gabe z.B. subkutan denkbar. Zukünftige Forschung sollte entweder diesen Weg, neue 

kleine Moleküle oder auch die Antkörper gegen die Unc5b favorisieren. 

 



Zusammenfassung 

57 

 

6 Zusammenfassung 

Einleitung: Neuropathische Schmerzen schränken die Lebensqualität stark ein. Die 

Therapiemöglichkeiten sind bislang limitiert und eine kausale Therapie ist kaum 

möglich. Der Zusammenhang von neuropathischem Schmerz mit einer gestörten Blut-

Nerven-Schranke (BNS) wurde bereits gezeigt (Hirakawa et al., 2003; Reinhold et al., 

2018). Diese BNS wird durch Tight Junction Proteine (TJP) gebildet (Reinhold and 

Rittner, 2017). Netrin-1 (Ntn1) hat je nach Rezeptorbindung verschiedene Effekte auf 

TJP (Miloudi et al., 2016) und somit auf die Barriereeigenschaften (Podjaski et al., 

2015). Während Netrin-1 über Neogenin-1 die Barriere zu stabilisieren scheint, öffnet 

Unc5b bei Bindung von Netrin-1 die Barriere (Miloudi et al., 2016).  

In dieser Arbeit wurde im Tiermodell (Chronic Constriction Injury - CCI) untersucht, 

ob Netrin-1 einen Einfluss auf die Blut-Nerven-Schranke hat und die Wirkung der 

Rezeptoren Unc5b und Neogenin-1 beleuchtet. Des Weiteren sollte untersucht werden, 

ob der barrierestabilisierende Netrin-1-Spiegel auch von neuropathischen Schmerzen, 

im Speziellen durch „Chronic Regional Pain Syndrom“ (CRPS), beeinflusst wird.  

Methoden: Hierzu wurden männlichen Wistar-Ratten eine Woche nach CCI täglich 

lokal Unc5b Antikörper injiziert und der Ischiasnerv nach 7 Tagen entnommen. In einer 

zweiten Versuchsreihe wurde den Versuchstieren nach CCI täglich Netrin-1 bzw. 

physiologische Kochsalzlösung intraperitoneal injiziert, sowie lokal der 

Neogeninrezeptor durch viermalige lokale Neogenin-1-siRNA Injektion geblockt. Die 

mRNA Expression von Ntn1, seine Rezeptoren sowie der Tight Junction Proteine 

(Claudine - Cldn) wurde anschließend mittels q-PCR untersucht. Zur Bestimmung des 

Netrin-1-Gehalts in Rattennerven wurde ein Western Blot verwendet. Die Netrin-1-

Proteinkonzentration im Plasma von CRPS Patientinnen und Patienten und alters- sowie 

geschlechtsgleichen Kontrollen wurde mittels ELISA bestimmt.  

Ergebnisse: Im Rattenmodell zeigte sich die Ntn1 mRNA vermehrt exprimiert, die 

Proteinexpression mittels Western Blot jedoch tendenziell vermindert. Die 

Claudinexpression war nach CCI herabreguliert. Netrin-1-Injektion steigert im CCI 

Modell die Expression von Cldn5 und 19. Der Netrin-1-Rezeptor UNC5B wird bei 

Neuropathie verstärkt und Neogenin-1 vermindert exprimiert. Die Expression von Cldn 
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12 und Cldn19 war bei Blockade des Unc5b Rezeptors gesteigert und bei Blockade des 

Neogenin-1 Rezeptors war die Expression der untersuchten Claudine tendenziell 

vermindert. Es zeigte sich keine Veränderung der TNFα Expression durch Netrin-1-

Injektion. Im Plasma von CRPS Patientinnen und Patienten zeigte sich ein verminderter 

Netrin-1-Spiegel. Ebenfalls ergaben sich in Pilotstudien in Hautproben von CRPS 

Patientinnen und Patienten eine niedrigere Netrin-1- und Claudinexpression.  

Diskussion: Auch in der Literatur finden sich veränderte Netrin-1-Spiegel bei 

verschiedenen Erkrankungen mit gestörter Barrierefunktion, dies stimmt mit den 

vorliegenden Ergebnissen überein. Netrin-1 mRNA wurde kompensatorisch in 

Rattennerven vermehrt exprimiert, während auf Proteinebene weniger Netrin-1 

nachweisbar war. Die im Rattenmodell gezeigte verstärkte mRNA Expression der Cldn 

Proteine nach einer Netrin-1-Injektion wird über Netrin-1-Rezeptoren (Unc5b, 

Neogenin-1) beeinflusst. Die Ergebnisse der vorliegenden Experimente legen nahe, dass 

Netrin-1 über die Stabilisierung der Blut-Nerven-Schranke einen lindernden Effekt auf 

neuropathische Schmerzen hat und sich auch die Expression dieses Proteins durch 

CRPS verändert. Weitere Untersuchungen des Wirkmechanismus sind sinnvoll. Der 

Einsatz beim Menschen bedarf weiterer Forschung.  
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7 Summary 

Introduction: Neuropathic pain is a common complaint which severely affects quality 

of life. The treatment remains mostly symptomatic. The pain is caused by a lesion or 

dysfunction of the somatosensory system. Studies have shown that neuropathic pain is 

related to dysfunction of the blood nerve barrier and tight junction protein (TJP) loss 

(Hirakawa et al., 2003; Reinhold et al., 2018). Netrin-1 reseals the blood brain barrier 

under inflammatory conditions (Podjaski et al., 2015). The function of netrin-1 is 

dependent on its different receptors. The attractive receptor neogenin-1 protects the 

nerve barrier, whereas the repulsive receptor Unc5b opens the barrier (Miloudi et al., 

2016). Following these observations, we made the hypothesis, that the TJP expression 

observed in neuropathic pain is regulated by netrin-1 through Unc5b and neogenin-1 

receptors. Furthermore, we expected a changed netrin-1-level in plasma of patients with 

chronic regional pain syndrome (CRPS) which is a type of neuropathic pain.  

Methods: Unc5b Antibody (Ab) was injected in Male Winstar rats daily after chronic 

construction injury (CCI). After one week the sciatic nerve was extracted. In a second 

group, the animals were treated with daily netrin-1 or saline intraperitoneal injections 

and local injections of neogenin-siRNA for 4 days. qPCR was used to analyse Ntn1, 

Cldn 19, Cldn 5, Cldn 12 and receptor (Unc5b, neogenin-1) expression. To show 

protein levels of netrin in the sciatic nerve, we used western blot. CRPS patients’ 

plasma netrin-1-level was examined by ELISA.  

Results: Ntn1 mRNA was expressed more in CCI, but in western blot analysis we 

detected a tendency to lower Netrin-1 protein than in sham animals. We demonstrated 

that netrin-1 injection upregulates the Cldn5 and Cldn19 mRNA in neuropathic pain 

model CCI. On the other hand, injection of neogenin-1 siRNA, which blocks the 

receptor, weakens this effect, but not significantly. Blocking the Unc5b receptor 

elevated the Cldn 12 and Cldn19 mRNA expression after CCI. We found lower 

netrin-1-levels in plasma of CRPS patients by ELISA. A tendency to lower mRNA 

levels of NTN1 and TJP was also detected in skin biopsies of CRPS patients. 

Discussion: This leads to the conclusion that netrin-1 closes the barrier through 

neogenin-1 and opens it through Unc5b. Netrin-1 level is lower in CRPS. Our results 
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suggest that netrin-1 might be a protective factor for neuropathic pain. A use in humans 

needs further investigation. 
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8.2 Materialien 
Tabelle 14 Geräte 

Gerät Hersteller Bezeichnung 

Echtzeit-Thermozykler  Applied biosystems Step one plus real-time 

PCR system 27200 7446 

Fluoreszenzmikroskop KEYENCE BZ-9000 

Kryostat Leica biosystems CM3050 S 

Mikro-Photometer fisher scientific Nanodrop-2000 

Mikroplate Reader Tecan SunriseTM 

Thermomixer comfort  Eppendorf 5382000015 

Thermozykler Applied biosystems 2720 thermal cycler 

Tisch-Kühlzentrifuge  Eppendorf 5418R 

Tissue-Lyser Qiagen Retsch 85300 
 

Tabelle 15 Chemikalien 

Reagenz Hersteller Katalognummer 

3-[(3-Cholamidopropyl)-

dimethylammonio]-1-

propansulfonat (CHAPS) 

Sigma Alderich 226947-1G 

Aceton Sigma Aldrich W332615 

Acrylamid/Bis 30 % Roth A3574 

Ammoniumperoxodisulfat (APS) Roth 9592.3 

Bromphenolblau Sigma Aldrich B0126 

Chaps hydrate Signa Alderich C3023-1G 

Ethanol Th.Geyer 32205 

Glycerol invitrogen 15514011 

Glycine AppliChem A1067,1000 

GlycoBlue™ Coprecipitant Invitrogen AM9515 

Guanidine Hydrochloride Sigma Alderich G3272-25G 

HEPES AppliChem A3724,1000 

Isopropanol Sigma Aldrich I9516 
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Lumi-LightPLUS Western Blotting 

substrate 

Roche Diagnostics 12015196001 

Luminol 97% Sigma Aldrich 123072 

Milchpulver AppliChem A0830,1000 

N,N,N’,N’-

Tetramethylethylenediamine 

(TEMED) 

Sigma T9281 

Paraformaldehyd PFA Sigma Aldrich 158127 

Phosphatgepufferte Salzlösung 

(PBS) 

Sigma Aldrich D8537-1L 

 

Pierce™ 660nm Protein Assay 

Reagent 

Thermos Fischer 22660 

Proteaseinhibitor ROCHE 05892970001 

Proteinleiter “PageRuler™ Plus 

Prestained Protein Ladder”, 

10-250 kDa 

Thermo scientific 26619 

QIAzol Lysis Reagent Qiagen 1023537 

Rinderserumalbumin (BSA) Sigma Aldrich A2153 

RNase away Sigma Aldrich 83931 

RNase-freies Wasser invitrogen AM9937 

RNase-Inhibitor Applied biosystems N8080119 

Salzsäure, 1 mol/L Roth 
 
K025.1 

 

SDS, ultrapur AppliChem A1112,1000 

Tissue-Tek O.C.T Compound  Sakura 4583 

Tris(hydroxymethyl)aminomethan 

(TRIS)  

Roth AE15 

Triton X-100 Sigma Aldrich X100 

TRIzol Invitrogen 15596026 

Tween-20 Sigma Aldrich P1379 

Vectashield hard Mounting 

Medium   

Vector Labs H-1400 
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Wasser, destilliert Braun 0082479E 

β-Mercaptoethanol Sigma Aldrich M6250 
 

Tabelle 16 KITs 

KIT Hersteller Katalognummer 

Ambion DNA-freeTM Kit  ThermoFischer scientific AM1906 

BCA Protein Assay Kit ThermoFischer scientific 23225 

Human Netrin-1 (Ntn1) ELISA Kit Cusabio 
 
CSB-E11899h 

 

High Capacity cDNA Reverse 

Transcription Kit 

ThermoFischer scientific 4368814 

TaqMan Fast Advanced Master Mix Applied biosystems 4444557 

Power Up SYBR Green Master Mix Applied biosystems A25778 

miRNeasy micro KIT Qiagen 217084 
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Tabelle 17 Primersequenzen 

Gen  Forward Primer Reverse Primer 

Claudin-1    5’- 

GGGACAACATCGTGACTGCT -3’ 

5- CCACTAATGTCGCCAGACCTG-3’     

Claudin-5 
 

5’-AAATTCTGGGTCTGGTGCTG-3’    5’-GCCGGTCAAGGTAACAAAGA-3‘ 

Claudin-12 5’- AACTGGCCAAGTGTCTGGTC-3’

    

5’- AGACCCCCTGAGCTAGCAAT-3’ 

Claudin-19    5’- TGCTGAAGGACCCATCTG -3’    5’- TGTGCTTGCTGTGAGAACTG -3’     

GAPDH  5’- AGTCTACTGGCGTCTTCAC -3’   5’- TCATATTTCTCGTGGTTCAC -3’     

Netrin-1 5’- CAGGAAGGACTATGCTGTCCA -

3’ 

5’- TACGACTTGTGCCCTGCTTG -3’ 

Neogenin-1 5’- TGTGATGGTGACCAAAGGCA -

3’ 

5’- GGAGGCTGCCAGTTCACTATT -

3’ 

UNC5B 5’- CGACCCTAAAAGCCGCCCC -3’ 5’- GGGATCTTGTCGGCAGAGTCC -

3’ 

TNFα 5’- ACCACGCTCTTCTGTCTACTG-

3’    

5’- CTTGGTGGTTTGCTACGAC -3’   

PMP22 5’- GGGATCCTGTTCCTGCACAT -3’  5’- TGCCAGAGATCAGTCGTGTGT -

3’   
 

Tabelle 18 Primer Maus Experiment 

Gen  Forward Primer Reverse Primer 

m-UNC5B 5’- 

TGGATCTTTCAGCTCAAGACCCAG 

-3’  

5’- AAGATGGCCAGCTGGAGCCG -

3’ 

m-DCC  5’- 

CTCTTCACAGGATTGGAGAAAGGC 

-3’  

5’- 

GAGGAGGTGTCCAACTCATGATG -

3’ 
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m-

Neogenin-

1 

5’- CCCTGGTCTCTACTCGCTTC -3’  5’- CCTGGCTGGCTGGTATTCTC-3’ 

 

Tabelle 19 TaqMan Sonden 

Sonde Hersteller Katalognummer Assay-Kennung 

GAPDH ThermoFisher 

scientific 

4331182 Hs02786624_g1 

Netrin-1 ThermoFisher 

scientific 

4331182 Hs00180355_m1 

UNC5B ThermoFisher 

scientific 

4331182 Hs00900710_m1 

Cldn5 ThermoFisher 

scientific 

4331182 Hs01561351_m1 

Cldn1 ThermoFisher 

scientific 

4331182 Hs00221623_m1 

MMP9 ThermoFisher 

scientific 

4331182 Hs00957562_m1 

 

Tabelle 20 Sekundäre Antikörper 

Sek AK 

Western 

Blot 

Konjugat Hersteller Katalognummer Host Verdünnung 

Anti rabbit 

IgG 

Meerrettich-

Peroxidase 

(HRP) 

Cell 

Signaling 

technology 

7074 Goat 1:3000 

Anti rat 

(H+L) IgG 

HRP invitrogen 61-9520 Rabbit 1:2000 

Anti goat 

IgG 

HRP Sigma A4187 Rabbit 1:3000 

Anti Rabbit Alexa fluor 555 invitrogen A-31572 Donkey 1:1000 

Anti Rat Alexa fluor 488 invitrogen A-21208 Donkey 1:1000 
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Tabelle 21 Antikörper 

Antikörper Gewicht des 

Antigens 

Hersteller   

Rat anti mouse 

Netrin-1,  

Val22-Ala603 

70kDa; 55kDa R&D MAB1109 full length 

and fragment 

 

Tabelle 22 Lösungen 

Lösung Zusammensetzung Herstellung 

ECL-Lösung I 250 mM Luminol in DMSO 

90 mM p-Cumarsäure in 

DMSO 

10 % Tris 

 

1. Lösung erstellen 

2. pH-Wert unter 

Zugabe von HCl und 

NaOH auf 8,8 

einstellen 

ECL-Lösung II 10 % Tris 

6,4 ‰ Wasserstoffperoxid  

1. Lösung erstellen 

2. pH-Wert unter 

Zugabe von HCl und 

NaOH auf 8,8 

einstellen 

Stripping Buffer 0,18% Glycine  

1% SDS 

H2O  

 

1. Lösung erstellen 

2. pH-Wert unter 

Zugabe von HCl und 

NaOH auf 2 einstellen 
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Tabelle 23 Injektion Tierversuch 

Präparat Hersteller  Katalognummer  

Rat UNC5b AK R&D AF1006  

Neogenin si RNA ambion 4390815 s135621  

Recombinant Human 

Netrin-1 

R&D 6419-N1/CF  

 

8.3 Abkürzungsverzeichnis 
Tabelle 24 Verwendete Abkürzungen 

AK Antikörper 

APS  Ammoniumperoxodisulfat 

bzw. Beziehungsweise 

BNS Blut-Nerven-Schranke 

BSA  Bovine serum albumin (Bovines 

Serumalbumin) 

CCI Chronic Constriction Injury 

CL Kontralateral 

Cldn Claudin 

CRPS Chronic Regional Pain Syndrom 

DAPI  4′,6-Diamidin-2-phenylindol 

d.h. das heißt 

GAPDH  Glycerinaldehyd-3-phosphat-Dehydrogenase 

HEPES  2-(4-(2-Hydroxyethyl)-1-piperazinyl)-

ethansulfonsäure 

HRP  Horse radish peroxidase (Meerrettich-

peroxidase) 

IASP International Association for the Study of Pain 

IDV  Integrated density value 
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KO Knock out 

min Minuten 

MS Multiple Sklerose 

PBS  Phosphate buffered saline (Phosphatgepufferte 

Salzlösung) 

PNS Peripheres Nervensystem 

PSL Partial sciatic nerve ligation 

SDS- PAGE  Sodium-Dodecyl-Sulfat-Polyacrylamid-

Gelelektrophorese 

sec Sekunden 

TBS  Tris buffered saline 

TEMED  Tetramethylethylendiamin 

TJ  Tight junction 

TJP Tight Junctiom Protein 

TRIS  Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 

ZNS Zentrales Nervensystem 

z.B. Zum Beispiel 
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8.6 CRPS Kriterien nach IASP 
CRPS I 

1. Anwesenheit einer auslösenden Noxe oder Grund der Ruhigstellung (nicht 

obligatorisch) 

2. Bleibende Schmerzen, Allodynie oder Hyperalgesie inadäquat zum auslösenden 

Ereignis 

3. Nachweis eines Ödems, Hautveränderungen, Veränderungen der Durchblutung oder 

abnormale Sudomotorik in der Schmerzregion zu irgendeinem Zeitpunkt 

4. Ausschluss anderer Ursachen für Schmerz und Dysfunktion 

CRPS II 

1. Anwesenheit bleibender Schmerzen, Allodynie oder Hyperalgesie nach Nervenläsion, 

nicht unbedingt limitiert auf das Nervenversorgungsgebiet 

2. Nachweis eines Ödems, Hautveränderungen, Veränderungen der Durchblutung oder 

abnormale Sudomotorik in der Schmerzregion zu irgendeinem Zeitpunkt 

3. Ausschluss anderer Ursachen für Schmerz und Dysfunktion 
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