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I. EINLEITUNG

Die Haut vieler Lebewesen besitzt sehr komplexe und uberlebenswichtige Mechanismen, um
die Umwelt wahrzunehmen, auf diese zu reagieren und mit ihr zu interagieren. Dabei kénnen
verschiedene thermische und mechanische Reize unterschieden werden. Verantwortlich
hierfir sind Hautafferenzen peripherer Nerven, die an ihren Endigungen mit spezifischen
Rezeptoren ausgestattet sind, welche bei addquater Reizung elektrische Signale
(Aktionspotenziale) erzeugen, die Uber myelinisierte (A) oder unmyelinisierte (C)
Nervenfasern in das zentrale Nervensystem geleitet, dort verarbeitet und wahrgenommen
werden. Die thermische Sensibilitat von kutanen nozizeptiven Neuronen ist nicht nur auf das
kutane rezeptive Feld oder bei geschéadigten regenerierenden Afferenzen auf die
regenerierenden Sprossen der Afferenzen im Nerv beschrankt, sondern erstreckt sich auch
entlang des Axons (J&nig et al. 2009, Grossman et al. 2009, Gorodetskaya et al. 2009). Im Fall
der Hitzesensibilitat, auf die sich diese Arbeit konzentriert, sind etwa 30 bis 40% der kutan
hitzesensiblen C-Fasern auch entlang des Axons erregbar (Hoffmann et al. 2008, Teliban et
al. 2011).

1.1 Hautafferenzen unter physiologischen und pathophysiologischen Bedingungen

Afferente Nervenfasern der Haut werden anhand ihrer Leitungsgeschwindigkeiten und ihres
Durchmessers in vier unterschiedliche Gruppen unterteilt. Lawson und Waddell (1991)
differenzieren die verschiedenen Faserpopulationen fiir weibliche Wistar-Ratten (120-190g)

mittels folgender Leitgeschwindigkeiten (LG):

Fasertyp Gruppe LG Funktion

AP-Fasern I, myelinisiert > 12m/s Mechano

Ad-Fasern 111, myelinisiert =2-12m/s Mechano, nozizeptiv, Kélte
C-/Ad-Fasern =1,3-2m/s

C-Fasern IV, unmyelinisiert < 1,3m/s Mechano, nozizeptiv, Kélte, Warme

Bei Gruppe I-Fasern handelt es sich um stark myelinisierte, sehr schnell leitende
Muskelafferenzen, welche hier nicht naher behandelt werden sollen.

Hautafferenzen konnen durch verschieden physikalische Reize erregt werden:
Waérme/Hitze, Kalte, mechanische und/oder chemische Reize. Neben Fasern, welche
ausschlieBlich durch einen speziellen Reiz erregt werden konnen, finden sich auch solche, die

auf multiple Stimuli reagieren und als polymodal bezeichnet werden. Bei dieser



Faserpopulation handelt es sich um nozizeptive Ad- oder C-Fasern (Schaible in Schmidt,
Lang & Heckmann 2010; Schaible 2010, Meyer et al. 2006).

Betrachtet man die A-Fasern eines intakten Hautnervs der Ratte (N. suralis), so sind
91%  mechanosensibel. 5% der mechanosensiblen Fasern sind ebenfalls hitze- oder
kéltesensibel. 9% sind ausschliel3lich kaltesensibel (Janig et al. 2009). Die C-Fasern lassen
sich in drei grol3e Populationen einteilen (Kress et al. 1992; Chung et al. 1993; Janig et al.
2009, Grossmann et al. 2009):

1. Typ 1-kaltesensible Fasern (ca. 20%). Nahezu alle dieser Fasern zeigen eine hohe Rate an
Spontanaktivitdt bei einer Hauttemperatur von etwa 30°C, welche durch Hitzereize
unterdriickt werden kann. Die Schwellentemperatur fir Kéltereize liegt bei 28,5 + 0,17 °C,
auf welche sie ein starkes Antwortverhalten zeigen. Bei dieser Population handelt es sich um
nicht-nozizeptive Kalte-Fasern.

2. Typ 2-kéltesensible Fasern (ca. 20%). Diese Fasern haben mit wenigen Ausnahmen keine
Spontanaktivitat. Die Schwellentemperatur ist erheblich niedriger (im Mittel 15,8 = 7,4 °C).
Diese Fasern gelten als nozizeptiv, sind typischerweise zusétzliche hitze- und/oder
mechanosensibel und sind damit eine Untergruppe polymodaler nozizeptiver C-Afferenzen.

3. Nicht-kéltesensible Fasern (ca. 60%). Hierunter fallen hitze- und/oder mechanosensible
Fasern.

Diese Einteilung der C-Fasern gilt sowohl fir intakte Nerven, welche die Haut
innervieren, flr Fasern, welche regenerieren oder die Regeneration zur Haut bereits
abgeschlossen haben, als auch fur C-Fasern, welche auch 1-15 Monate nach einer
Nervenschadigung vom Nerven noch erregbar sind (Gorodetskaya et al. 2009; Grossmann et
al. 2009; Janig et al. 2009).

Betrachtet man geschéadigte Hitze-C-Fasern, so konnen diese dahnlich wie die
Kéltefasern in zwei Gruppen eingeteilt werden: Einerseits Fasern mit einer hohen (> 43°),
andererseits Fasern mit einer niedrigen Reizschwelle (< 42°C) (Janig et al. 2009, Grossman et
al 2009). Sehr &hnlich ist es bei mechanosensiblen C-Fasern. Auch diese kénnen in eine
niederschwellige Gruppe mit einer Reizschwelle < 10mN sowie eine mit einer hohen
Reizschwelle > 20mN eingeteilt werden. Diese Einteilung trifft auch fir Kélte-C-Fasern zu,

welche zusatzlich hitze- und/oder mechanosensibel sind.

1.2 Regeneration eines geschadigten Nervs
Der Nervus suralis wurde entweder durch eine chronische (4-7 Tage vor dem Experiment)
oder eine akute Quetschlasion geschadigt (siehe experimentelle Gruppen 1.4). Somit wurde
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ein Status der Regeneration hervorgerufen, welcher zu multiplen physiologischen und
biochemischen Verdnderungen entlang des ganzen Nervs flhrt. Neben einer teilweisen
Demyelinisierung der A-Fasern flihrt die Schadigung des Nervs zu einer Beeintrachtigung des
axoplasmatischen Transports. Im Bereich der Lasion kommt es zu einer Schwellung und
Aussprossung des proximalen Teils der Nervenfasern, welcher weiterhin mit dem Zellk6rper
verbunden ist. Der distale Teil der Axone degeneriert und stirbt ab. Die Nervenzellen
versuchen (ber die Aussprossung das eigentliche Innervationsgebiet zu erreichen und somit
ihre Funktion wieder herzustellen. Ist der Nerv nicht vollkommen durchtrennt, wie es bei
einer Quetschlasion der Fall ist, und ist somit die Hulle aus Schwannzellen der degenerierten
Nervenfasern im distalen Teil noch intakt, kénnen die Sprossen entlang dieser Schwannzellen
wachsen, um ihr Zielgebiet zu erreichen. Wird der Nerv komplett durchtrennt, so ist eine
Regeneration in dieser Form nicht méglich. Es kommt zu einem ungerichteten Wachstum der
Sprossen, Schwannzellen und des umgebenden Bindegewebes. Dies flihrt zur Entstehung
einer knotigen Auftreibung, welche man als Neurom bezeichnet. Neurome konnen daruber
hinaus nach Sché&digung auch im Verlauf des Nervs entstehen und sind nicht an den Ort der
Schédigung selbst gebunden (Devor, Kapitel 58, Textbook of Pain 2006; Nerves and Nerve
Injuries, Sunderland 1978).

Im gesunden Nerv reguliert der Zellkorper den Transport von Rezeptor- und
Kanalmolekilen sehr genau. Spezielle Wachstumsfaktoren wie NGF (neuronal growth
factor), GDNF (glial cell line-derived neurotrophic factor) und weitere Faktoren werden Uber
das Tubulussystem retrograd zum Zellkorper transportiert, wo sie Einfluss auf die
Genexpression nehmen und dartiber die Produktion der Proteine sowie deren Insertion in die
Membran der Nervenfasern regulieren. Ist dieser Transport jedoch durch eine Quetschlésion
gestort, kommt es zu multiplen Verénderungen. Die Wachstumsfaktoren erreichen den
Zellkorper nicht mehr, was zu einer Anderung der Genexpression fiihrt. Dariiber hinaus
kommt es zur Akkumulation von Rezeptor- und Kanalmolekilen in den sprossenden Axonen,
welche zum Teil auch in die Membran des Axons integriert werden und somit dessen
physiologische Eigenschaften verandern kdnnen. Devor et al. (1989) konnten zeigen, dass
eine Demyelinisierung entlang des Axons oder auch im Neurom zur Akkumulation von Na'-
Kanélen fihrt, welche normalerweise durch das Myelin unterdriickt wird (Waxman et al.
1995). Diese Unterdriickung wird jedoch durch Demyelinisierung, Sprossung und Schwellung
aufgehoben und die Genese von Aktionspotenzialen sowie die Erregbarkeit andern sich. Die

hier genannten Veranderungen konnen zur Bildung von Ubererregbarkeit und



Spontanaktivitat fihren. Auch lokale Entziindungsreaktionen wirken tber Mediatoren, wie
zum Beispiel TNFa, Interleukin 1B, Interleukin 6 oder NGF an deren Entstehung mit. Das
Spinalganglion kann ebenfalls Ursprung von Spontanaktivitat sein (Devor, Kapitel 58,
Textbook of Pain, 2006). Liu et al. (2000) konnten zeigen, dass umso mehr Spontanaktivitat
im Spinalganglion entsteht, desto naher diesem eine Schadigung des Nervs ist. Wurde der
Nerv weit distal geschadigt, so entsteht dagegen die meiste Spontanaktivitat in den
aussprossenden Nervenendigungen bzw. im Neurom.

Ektope Aktivitat in ungeschéadigten C-Fasern sowie myelinisierte Afferenzen, welche
oben genannten Veranderungen nach einer Schadigung des Nervs unterliegen, werden fir die
Entstehung zentraler Sensibilisierung verantwortlich gemacht (Devor, Kapitel 58, Textbook
of Pain, 2006). Diese fihrt zu einer Ubersteigerten Wahrnehmung von normalerweise nicht
schmerzhaften physikalischen Reizen. Dabei stehen meist mechanische und auch Kaéltereize
im Vordergrund, Hitzereize spielen eher eine untergeordnete Rolle. Somit kdnnen bereits
leichte Beriihrungen und moderate Kélte Schmerzen auslésen (mechanische Allodynie,
Kélteallodynie). Spontanaktivitdt in den geschédigten afferenten Neuronen tragt zum
Spontanschmerz bei. Ubererregbarkeit, Spontanaktivitat und zentrale Sensibilisierung spielen
auch bei der Entstehung von neuropathischem Schmerz eine entscheidende Rolle (Devor,
Kapitel 58, Textbook of Pain, 2006).

1.3 TRPV1, Capsaicin und Hitzesensibilitat

Fir die Reaktion auf thermische und mechanische Reize sind unterschiedliche
Transduktionsmechanismen verantwortlich. Bei vielen dieser Mechanismen spielt die Familie
der TRP (transient receptor potential)-Kanéle eine entscheidende Rolle, welche unspezifische
Kationen-Kanéle darstellen. Sie bestehen in der Regel aus einer sechs-transmembran
Doméne, einer Poren-Region sowie zytoplasmatischen Amino- und Carboxytermini und
flgen sich in der Regel zu Tetrameren zusammen (Ramsey et al. 2006). An dieser Stelle soll
nur kurz auf die fur die Hitzesensibilitat wichtigsten und bekannten Rezeptoren eingegangen
werden.

TRPV1 (V=vanilloid) ist ein unselektiver Kanal fiir Kationen wie Ca** und Na'
(Caterina et al. 1997) und wird hauptsdachlich auf diinnmyelinisierten Ad- oder
unmyelinisierten C-Fasern exprimiert. Neben einem extrazellulédren Anstieg von Protonen und
der Agonisten 12-HETE (12-Hydroxyeicosatetraensdure) bzw. den Amid-Derivaten der

Arachidonséure fuhrt vor allem die Bindung des spezifischen Agonisten Capsaicin, das



Acrylamid-Derivat der Homovanillin-Séure, zu einer Offnung des Kanals (Caterina 2006).
Desweiteren verstarkt sich die Antwort auf die chemischen Agonisten bei leichter Erwarmung
uber Raumtemperatur. Bei einer Temperatur Gber 42°C wird der Kanal auch ohne chemische
Liganden aktiviert und ein Kationeneinstrom bewirkt, dass Aktionspotenziale erzeugt werden
(Caterina 2006). Bei TRPV1-knockout-Mé&usen konnte dariber hinaus gezeigt werden, dass
nach Ablation des Gens fir diesen Kanal nicht nur die Sensibilitat fur Capsaicin fehlt, sondern
auch die Latenz der Reaktion auf noxische Hitzereize erhoht ist und in Verhaltensstudien die
schutzende Reaktion (in diesem Fall durch das Wegziehen des Schwanzes) auf noxische
Hitzereizung >50°C ausbleibt (Caterina 2006).

TRPV3 ist ein Ca®*-permeabler, thermosensibler Kanal mit einer Reizschwelle
zwischen 34 und 39°C. Auch TRPV4 ist Ca’*-permeabel und thermosensitiv, hat aber eine
noch niedrigere Reizschwelle von ca. 25 — 34°C. Dariiber hinaus kann TRPV3 zum Beispiel
durch Kampfer aktiviert werden, TRPV 4 durch hypoosmotische Reize oder
Arachnoidonsdure-Derivate. Versuche mit Knockout-Mausen zeigen, dass TRPV3 eine
wichtige Rolle bei der Geschwindigkeit der Reaktion auf Hitzereize spielt und TRPV4 eher
der Abgrenzung des als angenehm empfundenen Temperaturbereiches dient.

Die Transduktionsmechanismen der nicht-noxischen Kaltesensibilitat der primar
afferenten Neurone wird hdchstwahrscheinlich ausschlieflich durch den TRPM8-Kanal
vermittelt. Die Reizschwelle liegt in vitro bei Temperaturen unter 30°C (~25° im Mittel) und
als Agonist wirken Substanzen wie Menthol, Icilin und Senfél (Belmonte et al. 2009). Die
Mechanismen der noxischen Kéltesensibilitdt hingegen sind erst zum Teil bekannt. Hier spielt
moglicherweise der TRPA1-Kanal eine Rolle, dessen Reizschwelle sich in vivo bei ca.
17,5°C befindet. TRPAL reagiert neben Icilin, Senfol und Zimtaldehyd (Story et al. 2003;
Belmonte et al. 2009) auch auf Menthol in niedrigen Konzentrationen, wird jedoch durch
hohe Konzentrationen blockiert (Karashima et al. 2007). Es wird stark diskutiert, ob TRPA1
spezifisch flr die noxische Kaéltesensibilitdt ist (Belmonte et al. 2009, Belmonte & Viana
2008). Es konnten ebenfalls eine Vielzahl anderer Kanal-Proteine eine entscheidende Rolle
spielen, besonders Kalium-Kanéle (Babes 2009).

Die Transduktionsmechanismen der Mechanosensibilitdt priméar afferenter Neurone
sind bisher unbekannt. An ihr sind vermutlich unterschiedliche Mechanismen beteiligt (Hu et
al. 2006; Lumpkin & Caterina 2007).



1.4 Experimentelle Gruppen

In der vorliegenden experimentellen Arbeit wurde die Hypothese getestet, dass der TRPV1-

Agonist Capsaicin die hitzesensiblen Afferenzen im Nervus suralis erregt und/oder fir

Hitzereize desensibilisiert ohne die Mechanosensibilitdt und Kaltsensibilitdt zu beeinflussen.

Es wurden die axonale Hitzesensibilitdt und die Hitzesensibilitat der Sprossen geschadigter

Afferenzen mit neurophysiologischen Methoden getestet. Hierzu wurden vier unterschiedliche
Experimente durchgefuhrt (Abb. 1.01):

In Experiment 1 wurde der N. suralis wenige Stunden vor den neurophysiologischen
Messungen gequetscht. Die axonale Erregbarkeit proximal der Quetschung auf
thermische und mechanische Reizung vor und nach lokaler Applikation von Capsaicin
wurde untersucht.

In Experiment 2 wurde der N. suralis 4-7 Tage vor den neurophysiologischen Messungen
gequetscht. Die axonale Erregbarkeit proximal der Quetschung auf thermische und
mechanische Reizung vor und nach lokaler Applikation von Capsaicin von afferenten
Axonen sowie identifizierten postganglioniaren Axonen wurde untersucht.

In Experiment 3 wurde der N. suralis 4-7 Tage vor den neurophysiologischen Messungen
gequetscht. Die Erregbarkeit der Sprossen der geschadigten Axone auf thermische und
mechanische Reizung vor und nach lokaler Applikation von Capsaicin wurde untersucht.
In Experiment 4 wurden Afferenzen im Nervus suralis von der Haut funktionell als
mechano-, kalte- oder hitzesensibel identifiziert. Diese Afferenzen wurden auf ihre

axonale Erregbarkeit durch Capsaicin getestet.



Experiment 1
Axone:
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Identifikation

Abbildung 1.01 Ubersicht iiber die vier experimentellen Gruppen

In Experiment 1 proximale Ableitung und distale, akute Quetschldsion. Die Testung erfolgte entlang des Axons.
Ahnlicher Aufbau in Experiment 3. Ebenfalls proximale Ableitung, jedoch erfolgte die Quetschlasion 4-7 Tage
vor Versuchsdurchfihrung und die Testung am Ort der Lé&sion selbst. Experiment 2 unterscheidet sich
grundlegend von den erstgenannten. Bei distaler, chronischer (4-7 Tage) Quetschlasion, erfolgte die Ableitung
ebenfalls so distal wie mdglich. Getestet wurde entlang des Axons. In Experiment 4 wurden bei proximaler
Ableitung zuerst Nervenfasern von der Haut und entlang des Axons identifiziert. AnschlieRend erfolgte eine akute,
distale Quetschldsion mit anschlieRender Testung entlang des Axons.



1.5 Fragestellung

Anhand der vier unterschiedlichen Gruppen von Experimenten wurden folgende

Fragestellungen bearbeitet. Wegen der Ubersichtlichkeit sind die Fragestellungen den

einzelnen Experimenten zugeordnet.
0 Experimente 1 + 2 (Abb. 1.01):

(1) Konnen hitzesensible Afferenzen axonal durch Capsaicin erregt und/oder
desensibilisiert werden?

(2) Ein geschadigter Nerv unterliegt im Laufe des Regenerationsprozesses
biochemischen sowie morphologischen Veranderungen. Kénnen im Vergleich
zwischen einer akuten (Experiment 1) und einer chronischen L&sion (4-7 Tage,
Experiment 2) unterschiedliche Reaktionen auf Hitzereize und/oder der Applikation

von Capsaicin beobachtet werden?

0 Experiment 2 (Abb. 1.01):

(3) In Experiment 2 ist die Verbindung der getesteten Filamente zum Rickenmark
intakt und es konnten postganglionare sympathische Efferenzen identifiziert werden.

Haben thermische Reize und/oder Capsaicin einen Effekt auf diese Fasern?

0 Experiment 3 (Abb. 1.01):

(4) Konnen hitzesensible Afferenzen am Ort der Lasion durch Capsaicin erregt
und/oder desensibilisiert werden?

(5) Grossmann et al (2009) Kklassifizierten die hitzesensiblen Afferenzen in eine
niederschwellige (Reizschwelle < 42°C) und eine hochschwellige (Reizschwelle >
43°C) Population. Kénnen Unterschiede zwischen diesen beiden Populationen in der
Reaktion auf Capsaicin und/oder der Desensibilisierung festgestellt werden?

0 Experiment 4 (Abb. 1.01):

(6) 60 — 70% der kutan hitzesensiblen C-Fasern sind nicht entlang des Axons durch
Hitzereize erregbar (s.0.). Zeigen diese Fasern trotzdem eine Reaktion auf die axonale
Applikation von Capsaicin?

0 Experimentl1l+2+3+4 (Abb. 1.01):

(7) Werden die Kélte- und/oder Mechanosensibilitat von hitzesensiblen oder nicht-

hitzesensiblen Afferenzen durch die Applikation von Capsaicin beeinflusst?



II. METHODIK

1.1 Narkose und Préaparation
Es wurden an 27 ménnlichen Wistar Ratten (mit einem Kdrpergewicht zwischen 350 und
480g) Versuche durchgefiihrt. Der Nervus suralis wurde in zwei von vier Versuchsreihen
(Experiment 2 und 3) 4-7 Tage vor dem eigentlichen elektrophysiologischen Experiment
durch eine Quetschung geschadigt. Hierzu wurden die Versuchstiere mit Pentobarbital
(Narkoren, 60 mg/kg i.p.) in Narkose versetzt. Als Kontrolle der Narkosetiefe diente das
Fehlen des Corneal- wie auch der Flexorreflexe. Unter aseptischen Bedingungen wurde der
Nervus suralis mit sterilen Instrumenten je nach Versuchsaufbau 18 mm (Experiment 2) bzw.
25 mm (Experiment 3) proximal des Sprunggelenks auf einer Lange von 6-10 mm freigelegt.
Unter stereomikroskopischer Kontrolle wurde der Nerv durch dreimaliges Quetschen fur
10 Sekunden mit einer feinen Pinzette, deren Spitzen zum Schutz mit Kunststoff Giberzogen
wurden, geschédigt. Als Folge nahm der Nerv eine glasige Transparenz an, welche als
Zeichen fiir eine erfolgreiche Lasion gewertet wurde. Die Breite der Lasion betrug ca. 1 mm.
AnschlieRend wurde die Lé&sionsstelle 2-3 mm lateral des Nervs auf der Oberflache des M.
triceps femoris lateralis mit einem nicht resorbierbaren Faden markiert, um diese im spéateren
Experiment wiedererkennen zu konnen. Nachfolgend wurde erst der durchtrennte
Muskelbauch verschlossen und anschlieRend die Haut. In den Experimenten 1 und 4 erfolgte
keine Operation vor dem Tag des eigentlichen Experiments.

Am Versuchstag wurden die Ratten wiederum mit Pentobarbital (Narkoren, 60mg/kg
I.p.) in Narkose versetzt. Nach Freilegung der Trachea erfolgte eine Tracheotomie mit
Einbringen einer Beatmungskanile. Die Ratten atmeten bei der chirurgischen Praparation bis
zur eigentlichen elektrophysiologischen Ableitung spontan. Zur regelmaRigen Darreichung
von Flissigkeit, Medikamenten und um die Narkose aufrecht zu erhalten (Narkoren, 10-
20mg/kg/h i.v.) wurde ein Katheter in die V. jugularis eingebracht. Ein weiterer Katheter in
der Schwanzarterie diente der standigen Messung des Blutdruckes mittels eines
Druckwandlers (LM-22, List, Darmstadt) und der Durchfihrung regelméaRiger
Blutgasanalysen (siehe Abbildung 11.01). Der mittlere Blutdruck lag kontinuierlich ber
70 mmHg, die Blutgasanalysen dienten der Kontrolle der Atmung sowie der spateren
Beatmung, wobei als MaRstab ein pO, >70 mmHg und ein pH von 7,4 angestrebt wurden
(ABL 5, Radiometer, Kopenhagen, Danemark). Kurz vor Beginn der elektrophysiologischen
Ableitung wurden die Ratten durch eine intravendse Applikation von Pancuronium (Organon,

initiale Dosis 1mg/kg i.v.; Erhaltungsdosis 0,4mg/kg/h i.v.) relaxiert. Mit O2-angereicherter
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Raumluft erfolgte die Beatmung mit einem Respirator (Respirator RUS-1301, FMI,
Egelsbach) unter positivem Druck bei einer Frequenz von 70 Atemzigen/Minute. Die
Korpertemperatur der Tiere wurde mit einem elektrischen Thermometer rektal gemessen und
uber eine servo-kontrollierten Thermomatte bei einer Temperatur von 37°C gehalten. Am
Versuchsende wurden die Tiere in tiefer Narkose durch intravendse Applikation einer

geséttigten KCI-LOsung getotet.

i Vena jugularis:
Medikamente

Lo 5 - Pentobarbital

N - Pancuronium

TN Trachealkanule:
Kunstliche Beatmung

Arteria caudalis:

Arterieller Blutdruck
-= Blutgasanalysen mit

Saure-Basenstatus

Abbildung 11.01 Praparation des Versuchstiers

Der Katheter in der V. jugularis wurde zur regelmaBigen Administration vom Andsthetikum (Pentobarbital)
und des Relaxans (Pancuronium) verwendet. Uber den Katheter in der Schwanzarterie wurde mit einem
Druckwandler der mittlere arterielle Blutdruck gemessen sowie in regelmaBigen Abstdnden (stlindlich)
Blutproben zu Bestimmung des Séure-Basen Status entnommen.

10



11.2 Versuchsaufbau, elektrophysiologische Ableitung und Identifikation

In den vier Experimenten erfolgte die Darstellung des Nervus suralis des linken Beines mittels
eines ca. 3-4 cm langen Hautschnittes und Entfernung des Musculus tripecs femoris lateralis.
Der Nerv wurde von seinem umliegenden Gewebe freiprapariert und die Hautrdnder wurden
mit Faden an einer ovalen Metallhalterung fixiert. Der auf diese Weise gebildete Pool, wurde
mit 28°C warmen Paraffindl gefullt. Eine schwarze Plexiglasplattform diente als
Arbeitsplattform und wurde unter dem Nerv installiert. Den Nervus suralis konnte man in
seinem Verlauf von distal nach proximal auf der Plexiglasplattform verfolgen und unter
einem Stereomikroskop das Epineurium auf einer Lange von ca. 3-4 mm erdffnen. Mit feinen
Uhrmacherpinzetten wurden maoglichst feine Filamente mit Nervenfasern aus dem Nerven
prapariert und an eine Platinelektrode gelegt. So konnte die elektrische Aktivitat in den
Axonen dieses Filaments unipolar abgeleitet werden. Eine Referenzelektrode wurde mit dem
umliegenden Gewebe verbunden. Die abgeleiteten Signale wurden durch einen
Differentialverstirker mit niedrigem Rauschen verstirkt (Eingangswiderstand 10 MQ,
Verstarkungsfaktor 100x — 1000x, Humbug, Digitimer Research Instruments, Hertfordshire,
England), durch einen Zwischenverstarker 100-fach verstérkt, gefiltert (120 Hz bis 1.2 kHz
fur unmyelinisierte sowie 120 Hz bis 40 kHz fur myelinisierte Fasern) und durch einen
Fensterdiskriminator geleitet. Dargestellt wurden die Signale auf einem Speicheroszilloskop
(Tektronix, Oregon, USA) und Uber Lautsprecher zur auditiven Kontrolle bermittelt.
Zusétzlich wurde das Signal digital tber eine Datenerfassungsschnittstelle (microl1401,
Cambridge Electronic Design (CED), England) auf einen Computer (bertragen und mit dem
Programm ,,Spike 2“ (Cambridge Electronic Design (CED), England) ebenfalls dargestellt

und fur eine spatere offline-Analyse gespeichert (siehe Datenanalyse).

Experiment 1 (siehe Abbildung 1.01):

Bei diesem Versuch wurde der Nerv akut vor Beginn der Ableitung an einem distalen Punkt
durch eine feine Pinzette, dessen Spitzen mit Kunststoff tiberzogen waren, geschadigt. Die
Applikation von Reizen und auch des Capsaicins erfolgte proximal der L&sion entlang des
Axons, mindestens 4 mm vom Lé&sionspunkt entfernt. Die Ableitung erfolgte so proximal wie

madglich, in einem Bereich, in dem der Nervus suralis mit dem Nervus ischiadicus verlauft.

Experiment 2 (siehe Abbildung 1.01):
Es erfolgte 7 Tage vor dem Experiment eine sehr weit distal gelegene Quetschlésion des

Nervus suralis. Die schwarze Plexiglasplattform sowie die Ableitelektrode wurden so distal
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wie moglich, knapp vor dem Ladsionsort, installiert. Die Testung und Applikation von

Capsaicin erfolgte proximal von der Lasion und der Ableitung entlang des Axons.

Experiment 3 (siehe Abbildung 1.01):
Dieser Aufbau gleicht dem Versuchsaufbau von Experiment 1. Der Nerv wurde 7 Tage vor
Durchfiihrung des eigentlichen Experiments geschadigt und die Testung und Applikation von

Capsaicin erfolgte am Ort der Quetschlasion selbst.

Experiment 4 (siehe Abbildung 1.01):

In diesem Experiment wurden die Ableitelektroden so proximal wie moéglich platziert. Zuerst
erfolgte eine Testung physikalischer Reize im Innervationsgebiet des Nervus suralis an der
lateralen, plantaren, behaarten Haut der Pfote. Auf diese Weise konnten Fasern identifiziert
werden, welche von der Haut erregbar waren. Darauf folgte eine Testung entlang des Axons,
um die Fasern zu identifizieren, welche entlang des Nervs auf physikalische Reize reagierten.
Somit zeigten sich Fasern, welche entweder ausschlieBlich von der Haut, ausschlielich
entlang des Axons oder sowohl von der Haut als auch vom Axon erregbar waren.
AnschlieBend wurde der Nerv so weit distal wie moglich durch eine Quetschung akut
geschadigt und eine erneute Testung entlang des Axons durchgefiihrt. Es schloss sich die

Applikation von Capsaicin und eine erneute Testung an.

Elektrophysiologische Identifikation

Fur die elektrophysiologische Identifikation der Axone wurde der Nerv in den Experimenten
1, 3 und 4 ca. 1 cm proximal des Lasionsortes auf Reizelektroden gelegt. In Experiment 2
wurden diese ca. 2,5 cm proximal der Lasion (entspricht ca. 1,5 cm proximal der Ableitung)
platziert. Der Nervus suralis wurde auf einer Lange von 5 mm vom umliegenden Gewebe
befreit, mit einem der Isolation dienenden dunnen Kunststoff-Blattchen untertunnelt, und auf
ein Paar Platinelektroden gelegt. Durch elektrische Stimulation mit Rechteckimpulsen einer
Lange von 0.1 ms (A-Fasern) oder 0.5 ms (C-Fasern), einer Frequenz von 0.3 Hz (A-Fasern)
bzw. 3 Hz (C-Fasern) und zunehmender Intensitat bis 40 V konnten Fasern anhand ihrer
Leitungsgeschwindigkeit als myelinisierte Fasern (A-Fasern, Leitungsgeschwindigkeit >2m/s)
oder unmyelinisierte Fasern (C-Fasern, Leitungsgeschwindigkeit < 2m/s) klassifiziert werden.
Dariiber hinaus kénnen Fasern auch anhand der Amplitude und Form des Aktionspotenzials
sehr zuverldssig in A- und C-Fasern unterteilt werden (Michaelis et al. 1994; Blenk et al.

1996). Typisch fir A-Fasern zum Beispiel ist das biphasische Bild der Aktionspotenziale.
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Dies ermdglicht auch eine recht sichere Identifikation der Axone als A- oder C-Fasern,

welche allein durch die elektrische Reizung nur schwer oder gar nicht zu klassifizieren waren.

11.3 Versuchsablauf

11.3.1 Ubersicht und elektrophysiologische Ableitung einzelner Nervenfilamente

Der Versuchsablauf ist grundsétzlich in allen vier Experimenten identisch, lediglich in
Experiment 4 weicht das experimentelle Protokolle durch die vorherige Testung der Haut
etwas ab (s.u.). Abbildung 11.02 zeigt eine Ubersicht tiber das experimentelle Protokoll. Ein
kurzer, hochschwelliger Reiz wurde mittels der Reizelektroden appliziert, um eine grobe
Orientierung Uber das Vorhandensein und die Anzahl von C-Fasern in einem Filament,
welches vom N. suralis isoliert worden ist, zu gewinnen. Darauf folgte die Aufnahme
gegebenenfalls vorhandener Spontanaktivitét Gber einen Zeitraum von drei bis vier Minuten,
ohne jegliche Manipulation des Nervs. Anschlieend wurden am Ort der Lasion (Experiment
3) oder an unterschiedlichen Orten proximal der Léasion entlang des Axons (Experiment 1 + 2)
mechanische und thermische Reize appliziert (s.u.). Es folgte die Applikation von Capsaicin
in einer niedrigen Konzentration. Erneut wurden mechanische und thermische Reize
appliziert. Es folgte die Applikation einer hoheren Konzentration Capsaicin. Anschliel3end
erneute mechanische und thermische Testung. In manchen Experimenten schlief3en sich noch
weitere  Applikations- und  Testungszyklen an. Im  Anschluss erfolgte die
elektrophysiologische Identifikation, wie oben beschrieben. Hierbei konnten in der Regel
jeweils ca. 5-8 A- und C-Fasern pro getestetem Filament identifiziert werden. Anschliel3end
wurden die gewonnen Daten gesichert und die Testung dieses Filaments war beendet. Es
folgte die Suche nach einem neuen stabilen Filament, welches wiederum den oben genannten
Testungen unterzogen wurde. Ein Versuch umfasste in der Regel die Testung von 3-4
Filamenten.

In Experiment 4 erfolgte vor der Testung und Applikation von Capsaicin am Nerv erst
eine Testung der thermischen und mechanischen Sensibilitdt der Haut sowie entlang des
Nervs. Daraufhin wurde der Nerv durch eine Quetschung geschadigt. AnschlieBend erfolgte
die Testung wie oben beschrieben und in Abbildung 11.02 dargestellt. Wegen der
vorangegangenen Testung der Haut und spéterer Quetschldsion wurde in diesem Experiment

lediglich ein Filament pro Versuch getestet.
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11.3.2 Thermosensibilitat

Die Thermosensibilitdt wurde in den Experimenten 1, 2 und 4 an verschiedenen Stellen
entlang des Nervs proximal zur L&sion getestet (7, 14, 21, 28, 35 und wenn mdglich 42mm,
gemessen vom Lé&sionsort). Meist zeigten sich 1-2 Abschnitte des Nervs, an denen eine oder
mehrere Fasern erregt werden konnten. Diese Stellen wurden im Verlauf des Experimentes
zur weiteren Testung und Applikation von Capsaicin (s.u.) genutzt. In Experiment 3 wurde
ausschlieBlich am Ort der Lasion getestet. Hierzu wurde eine speziell angefertigte Thermode
mit einer Berihrungsflache von ca. 3 mm?2 genutzt (Gorodetskaya et al. 2003), welche mit
Wasser unterschiedlicher Temperatur perfundiert werden kann. Es wurde mit einer hohen
Temperatur von ca. 53°C begonnen, um nach Hitzefasern zu suchen. Fand sich eine deutliche
Aktivierung von einer oder mehrerer gut zu diskriminierender Nervenfasern an einem Punkt
entlang des Nervs (Exp. 1+2+4) bzw. am Ort der Lasion (Exp. 3), so schloss sich dort eine
ausfihrliche thermische Testung an, wie folgend beschrieben. War dies nicht der Fall, wurde
weiter entlang des Nervs gesucht und schlief3lich bei Nichtvorhandensein ein neues Filament
aus dem Nerven getestet (Exp. 1+2) bzw. gleich ein neues Filament genommen (Exp. 3). Bei
der ausfuhrlichen Testung wurden abwechselnd Hitze- und Kaltereize appliziert, um einer
Desensibilisierung  entgegenzuwirken. So erfolgte eine Testung mit folgender
Temperaturabfolge: 53° - 5° - 50° - 10° - 45° - 15° - 40° - 20° ggf. 35° - 25° C. Ein Reiz
dauerte zwischen 25-30 Sekunden, die Ausgangstemperatur des Nervs betrug 28-30°C. Die
Temperaturen wurden so lange getestet bis keine Aktivierung durch Hitze- oder Kéltereize
mehr vorhanden war. Als Aktivierung wurden bei nicht spontanaktiven Fasern 3
Aktionspotenziale wahrend der Dauer des Reizes definiert. Dies gilt auch bei spontanaktiven
Fasern mit einer Ruheaktivitat unter 0,5 imp/s, wo 3 zusétzliche Aktionspotenziale registriert
werden mussten. Als Erregungsschwelle gilt die héchste bzw. niedrigste Temperatur, die eine
Faser aktivieren konnte. Da in Experiment 4 erst eine Testung der Haut voranging und
anschlielend akut eine Quetschlasion erfolgte, konnte in diesem Fall nur ein Filament pro
Experiment getestet werden. Die thermische Testung der Haut erfolgte mittels eines Peltier-

Elements, welches eine Kontaktflache von ca. 1 cm? hat.

11.3.3 Mechanosensibilitat

Zur Testung der Mechanosensibilitat entlang des Nervs wurden unter visueller Kontrolle
durch das Stereomikroskop mit einem stumpfen Glasstab entweder am Ort der Lasion (Exp.
3) oder entlang des Axons proximal der L&sion (Exp. 1+2+4) phasische mechanische Reize
appliziert. Gleiches gilt auch fur die Testung an der Haut. Entlang des Axons in den
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Experimenten 1, 2 und 4 wurde im Falle des VVorhandenseins von mechanisch aktiven Fasern
detaillierter mittels kalibrierten von Frey Filamenten getestet. Die von Frey Filamente dienten
der prazisen Schwellenbestimmung und besallen abgerundete, flache Enden (g 0.5mm) und
eine Stéarke von 0.3 bis 100mN (MARSTOCK "¢ Fruhstorfer, Marburg). Uber 10 bis 20
Sekunden wurden mit einer Frequenz von ca. 1/s Reize appliziert und die Starke der von Frey
Filamente so lange verringert, bis keine Reaktion auf die Reizung mehr zu registrieren war.
Jenes Filament, bei welchem gerade noch eine Aktivierung der Nervenfaser zu verzeichnen
war, wurde als Schwelle angesehen. Als Aktivierungsgrenze wurden mindestens 5

Aktionspotenziale wéhrend der 10 sekiindigen Testung definiert.

11.3.4 Applikation von Capsaicin

An die Testung von Thermo- und Mechanosensibilitadt schlieft sich die Applikation von
Capsaicin an. Hierzu wurde Capsaicin in Tyrode (physiologische Elektrolytldsung, pH = 7,4)
geldst und somit Konzentrationen von 10, 50 und 100 pMol sowie 1 und 10 mMol erzeugt.
Die Applikation erfolgte mit einem kleinen Stilick Filterpapier (ca. 4x4 mm), welches in eine
der oben genannten Konzentrationen getaucht und dann auf der zu testenden Stelle appliziert
wurde. AnschlieRend wurde das Capsaicin entfernt und stattdessen ein in Tyrode-Ldsung
getranktes Filterpapierstiick fiir 2 Minuten appliziert, um die Capsaicin-Reste auszuwaschen
und einem dauerhaften Einwirken entgegenzuwirken. Die Ruhe- oder ggf. Spontanaktivitat
wurde Uber 3 Minuten vor und nach der Applikation aufgezeichnet. Je nach Experiment
wurden unterschiedliche Konzentrationen benutzt, worauf in den Ergebnissen und der
Diskussion néher eingegangen wird. So erfolgte in den Experimenten 1, 2 und 4 die
Applikation von 100 uMol, 1 und 10 mMol Capsaicin, hingegen in Experiment 3 nur von 10,
50, 100 uMol, 1 mMol. Vor und nach jeder Applikation erfolgte wie oben bereits beschrieben

eine komplette Testung der Thermo- und Mechanosensibilitat.

11.4 Datenanalyse

Die elektrisch abgeleitete neuronale Aktivitat, das EKG, der mittlere arterielle Blutdruck, die
Temperatur der Stimulationsthermode und der Beatmungsdruck wurden mit einer digitalen
Datenerfassungsschnittstelle (micro1401, Camebridge Electronic Design (CED), England) auf
einen Computer Ubertragen und mit dem Programm ,,Spike 2 (Camebridge Electronic Design
(CED), England) dargestellt und aufgenommen. Mit diesem Programm erfolgte auch die
offline Analyse, bei welcher jedes einzelne Nervenaktionspotenzial identifiziert und anhand
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der Amplitude (Abweichungen nicht tber 5-7%) und Form (>70% des Faserverlaufs mussten
ubereinstimmen) zugeordnet werden konnte. Bei der Analyse wurde wie folgt vorgegangen:
Bei der Hitze- und Kaltesensibilitdt wurden tber 90 Sekunden jeweils 30 Sekunden vor,
wéhrend und nach dem Stimulus die Frequenz flr jede einzelne Sekunde berechnet. So
konnte fiir jeden Stimulus sehr genau die Reizantwort dargestellt und verglichen werden.
Daruber hinaus wurden wie oben bereits beschrieben die Schwellentemperaturen ermittelt,
mit denen Hitze- und Kaltefasern noch erregt werden konnten.

Bei der mechanischen Reizantwort wurde Uber einen Zeitraum von 10 Sekunden
wéhrend der starksten Aktivierung der Faser die Frequenz berechnet und summiert.
AuBerdem wurde bei mechanischen Reizantworten entlang des Nervs ebenfalls die
Reizschwelle bestimmt.

Die Ergebnisse werden als Mittelwert £ Standardfehler des arithmetischen Mittels
(,,Standard error of the mean“, SEM) dargestellt, so nicht anders gekennzeichnet. Zusatzlich
wurde der Wilcoxon-Rangsummentest zur Bestimmung der Signifikanz bei gepaarten
Stichproben eingesetzt. Da an dieser Stelle unterschiedliche Versuchstiere und
unterschiedliche Filamente miteinander verglichen werden, kann es bei der Benutzung dieses
Tests theoretisch zu falsch hohen Signifikanzen kommen. Aus diesem Grund wurde jedoch
besonders darauf geachtet, dass die Versuchstiere in einem engen Gewichtsbereich liegen und
somit eine bestmogliche Vergleichbarkeit besteht. Darliber hinaus wurde ein Fischer-Test zur

Bestimmung signifikanter Unterschiede in den Schwellenverteilungen angewendet.
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1. ERGEBNISSE

Insgesamt wurden in den Experimenten 1, 2 und 3 108 Nervenfasern getestet und analysiert,
davon 88 C-Fasern und 20 A-Fasern. Diese verteilen sich auf drei unterschiedliche
Experimente:

In den Experimenten 1 und 2 soll gezeigt werden, ob hitzesensible Afferenzen axonal
durch Capsaicin erregt und/oder desensibilisiert werden konnen. Dabei soll verglichen
werden, ob zwischen einer akuten (Experiment 1) und einer chronischen Lasion (Experiment
2) unterschiedliche Reaktionen beobachtet werden konnen. Da in Experiment 2 die
Verbindung der getesteten Filamente zum Rlckenmark intakt sind, wurden hier auch
postgangliondre sympathische Efferenzen identifiziert und auf ihre Capsaicinempfindlichkeit
untersucht. In Experiment 3 liegt eine chronische Schédigung (4-7 Tage) des Nervus suralis
zu Grunde. Kdnnen hitzesensible Afferenzen am Ort der Ldsion durch Capsaicin erregt
und/oder desensibilisiert werden? Zeigen sich Unterschiede zwischen der niederschwelligen
(Reizschwelle <42°C) und der hochschwelligen Population von Afferenzen (Reizschwelle
>42°C)? Experiment 4 geht der Frage nach, ob kutane hitzesensible C-Fasern, welche nicht
entlang des Axons durch Hitzereize erregbar sind (60-70%), trotzdem eine Reaktion auf
axonale Applikation von Capsaicin zeigen. Experiment 4 wird im Abschnitt I11.4 gesondert
betrachtet. Die vier experimentellen Ansatze sollen auch die Frage kléaren, ob die Kalte- und
oder Mechanosensibilitat von hitzesensiblen oder nicht hitzesensiblen Afferenzen durch die
Applikation von Capsaicin beinflusst werden.

Die Tabellen 111.01 und 111.02 geben eine Ubersicht Gber die getesteten Fasern der
Experimente 1, 2 und 3 mit ihren individuellen und kombinierten Antwort-Charakteristika.
Angegeben sind die Haufigkeiten der einzelnen Antwortcharakteristika (Hitze-, Kélte- und
Mechanosensibilitdt, sowie Spontanaktivitat) und die Haufigkeiten aller moglichen
kombinierten Antwortcharakteristika (wie Hitze- und Kaltesensibilitdt oder alleinige
Mechanosensibilitét).
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Axonale Testu ng Experiment 1 Experiment 2 Gesamt
A-Fasern C-Fasern | A-Fasern C-Fasern | A-Fasern C-Fasern
|Anzah| Fasern gesamt 1 39 1 20 2 59
Individuelle Antwort-Charakteristika
Spontanaktivitat 0 5 0 11 0 16
Hitzesensibilitat 0 25 0 7 0 32
Kaltesensibilitat 0 17 0 8 0 25
Mechanosensibilitat 1 1 1 2 2
Kombinationen von Antwort-Charakterisitika

Hitze (SA) 0 20 (3) 0 4 0 24
Kalte (SA) 0 12 (1) 0 5(3) 0 17
Mechano 1 0 1 0 2 0
Hitze/Kalte (SA) 0 4 (1) 0 2 0 6
Hitze/Mechano (SA) 0 0 0 0 0 0
Hitze/Kalte/Mechano 0 1 0 1 0 2
Kélte/Mechano 0 0 0 0 0 0
allein Capsaicin 0 1 0 0 0 1
allein Spontanaktiv 0 1 0 8* 0 9

Tabelle 111.01 Ubersicht der funktionellen Eigenschaften der Fasern auf axonale Testung der Experimente 1
und 2

Dargestellt sind die A- und C-Fasern der Experimente 1 und 2, in denen 2 A- und 59 C-Fasern mit axonaler
Erregbarkeit auf mechanische oder thermische Reizung untersucht wurden. Es werden die individuellen von der
Kombination der Antwort-Charakteristika unterschieden. (SA) gibt die Anzahl spontanaktiver Fasern an
(enthalten in den Zahlen vor den Klammern). Bei den 8 mit * gekennzeichneten allein spontanaktiven Fasern
handelt es sich um postganglionédre sympathische Efferenzen (siehe auch 111.2.4 sowie Abbildung 111.03).

Tabelle 111.02 Faser-Ubersicht des

Testung am Lasionsort Experiment 3

Anzahl Fasern gesamt

Individuelle Antwort-Charakteristika

A-Fasern

C-Fasern

18

29

Experiments 3 (Testung am Lasionsort)

Dargestellt sind die A- und C-Fasern fir
das Experimente 3, in dem die Erregbarkeit
von insgesamt 18 A- und 29 C-Fasern am
Lasionsort auf  mechanische  oder

Spontanaktivitat 0 5 thermische Reizung untersucht wurden. Es
Hitzesensibilitat 2 23 werden die individuellen von der
Kt ibilitat 0 9 Kombination der Antwort-Charakteristika
HIlSSEnS '_'.al i unterschieden. Werte in Klammern geben
Mechanosensibilitat 18 4 die Anzahl spontanaktiver Fasern an
(enthalten in den Zahlen vor den
Kombinationen von Antwort-Charakterisitika Klammern).
Hitze (SA) 0 15 (1)
Kalte (SA) 0 5(2)
Mechano 16 0
Hitze/Kalte (SA) 0 4
Hitze/Mechano (SA) 2 4 (1)
Hitze/Kalte/Mechano 0 0
Kalte/Mechano 0 0
allein Capsaicin 0 0
allein Spontanaktiv 0 1
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I11.1 Darstellung der Hitze-, Kélte- und Mechanosensibiltat von Hautafferenzen nach

Quetschlasion

I11.1.1 Hitzesensibilitat

Von allen A-Fasern zeigten lediglich 2/20 eine Aktivierung auf Hitzereize. Bei beiden Fasern
handelte es sich um polymodale Fasern mit Hitze- und Mechanosensibilitat aus Experiment 3,
in welchem am Lé&sionsort getestet wurde.

Anders verhdlt es sich mit den C-Fasern, bei denen insgesamt 55/88 der auf
thermische oder mechanische Reize sensiblen Fasern auf Hitzereize reagierten. 39 dieser
Fasern waren monomodal hitzesensibel; 16 Fasern waren zusétzlich durch Kalte- und/oder
mechanische Reize erregbar (siehe Tabellen 111.01 und 111.02). Die Schwellenverteilung fur
die Experimente 1, 2 und 3 ist in Tabelle 111.03 dargestellt. Aufféllig ist die hohe Anzahl
hochschwelliger Fasern bei der axonalen Testung in den Experimenten 1 und 2, welche sich
bei der Testung am Lasionsort nicht fanden. AusschlieBlich bei der Testung am Ldsionsort in
Experiment 3 zeigten sich hingegen Hitzefasern mit Schwellen unter 40°C. Die niedrigste
Schwellentemperatur betrug dabei 31,1°C, die héchste 55,1°C.

Die Abbildungen 111.01 A und 111.04 A (s.u.) zeigen das typische Antwortverhalten
von C-Fasern mit Hitzesensibilitit auf einen Hitzereiz, welcher die Reizschwelle
uberschreitet. In Abbildung 11.09 A und B ist zusétzlich das Antwortverhalten einer
polymodalen C-Faser auf einen Hitze- und einen Kéltereiz dargestellt. Diese Reaktionen sind

auch an intakten Nervenfasern in dieser Form zu beobachten.

Lasion Testung | 30-34,9°C [ 35-39,9°C | 40-44,9°C [ 45-49,9° [50-54,9°C >55°
Experiment 1 akut axonal 0 0 1 3 18 1
A Experiment2| chronisch axonal 0 0 2 2 2 0
Experiment 3 chronisch Lasionsort 2 4* 4* 7 1 0
Experiment 1+2  axonal 0 0 3 5 20 1
B Vergleich Vs,
Experiment3 L&sionsort 2 4* 4* 7 1 0

Tabelle 111.03 Schwellenverteilung der hitzesensiblen Fasern

A: Ubersicht uiber die Schwellenverteilung der hitzesensiblen Fasern aus den Experimenten 1, 2 und 3. Die
mit * gekennzeichneten Zahlen enthalten jeweils eine hitzesensible A-Faser.

B: Vergleich der Schwellenverteilungen der Testung am Axon (Summe der Experimente 1 und 2) mit der
Testung am Ort der Lasion(Experiment 3). Die mit * gekennzeichneten Zahlen enthalten je eine hitzesensible
A-Faser. Hier wird besonders deutlich, dass axonal getestete Fasern signifikant hohere
Schwellentemperaturen besitzen als die am L&sionsort getesteten Fasern. p<0.01 Exakter Test nach Fischer;
>45° vs. <45°
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111.1.2 Kéltesensibilitat

Keine A-Faser war axonal kaltesensibel. Bei den C- Fasern zeigten 34/88 (38,6%) eine
Aktivierung auf Kéltereize. Dabei waren 22 C-Fasern monomodal und 12 zusétzlich durch
Hitze- und/oder mechanische Reize erregbar (siehe Tabellen 111.01 und 111.02). Tabelle 111.04
zeigt eine Ubersicht tiber die Schwellenverteilung der Kaltefasern aus den Experimenten 1, 2
und 3. Die Schwellen sind anders als bei der Hitzesensibilitat in allen Experimenten Gber alle
Bereiche verteilt. Hierbei zeigt sich auch kein Unterschied zwischen der axonalen Testung in
den Experimenten 1 und 2 sowie der Testung am Lasionsort in Experiment 3. Aufféllig ist
hierbei lediglich die Haufung von Fasern im Schwellenbereich zwischen 5 und 9,9°C bei der
axonalen Testung (Experimente 1 und 2). Insgesamt lagen die Temperaturen zwischen 3°C
als niedrigster und 24°C als hochster Schwelle. In Abbildung 111.07 A (s.u.) ist eine typische
Antwort auf einen Kaltereiz dargestellt. Abbildung 111.09 A und B zeigt die Reaktion einer
polymodalen C-Faser auf Kéltereizung.

In Experiment 2 zeigten 3/11 kaltesensiblen Fasern zusétzlich Spontanaktivitét.

Lasion Testung >25°C |20 -24,9°C|15-19,9°C|10 - 14,9°C| 5-9,9°C | 0-49°C
Experiment 1 akut axonal 0 3 3 1 8
A Experiment2| chronisch axonal 0 0 3 2 3
Experiment 3| chronisch | Lasionsort 0 1 3 3 1
Experiment 1+2  axonal 0 3 6 3 11 2
B Vergleich VS.
Experiment3 Lasionsort 0 1 3 3 1 0

Tabelle 111.04 Schwellenverteilung der kaltesensiblen Fasern

A: Ubersicht tiber die Schwellenverteilung der Kéltefasern aus den Experimenten 1, 2 und 3.

B: Vergleich der Schwellenverteilungen der Testung am Axon (Summe der Experimente 1 und 2) mit der Testung
am Ort der Lasion(Experiment 3).

Weder unter A noch unter B zeigen sich grofle Unterschiede zwischen den unterschiedlichen Experimenten.
Lediglich im Vergleich zwischen der axonalen Testung mit der am Ldsionsort zeigen sich wie bei den
hitzesensiblen Fasern eine gewisse Haufung im Bereich der hochschwelligen Fasern (hier bei 5 — 9,9°C) bei
axonaler Testung, es gibt jedoch keinen signifikanten Unterschied (p=0,38). Exakter Test nach Fischer; >15° vs.
<15°

111.1.3 Mechanosensibilitat

Insgesamt wurden in den Experimenten 1, 2 und 3 20 A-Fasern durch mechanische Reize
erregt. In den Experimenten 1 und 2 konnten entlang des Nervs jeweils eine mechanosensible
A-Faser identifiziert werden. Experiment 3 zeigte mit 18 A-Fasern, erregbar am Ort der
chronischen Ladsion, die meisten Fasern mit Mechanosensibilitat. 2 dieser Fasern waren
polymodal und zeigten zusétzlich Hitzesensibilitat. In Abbildung I11.11 A ist exemplarisch die
Reaktion einer A-Faser auf mechanische Reize dargestelit.
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Betrachtet man die C-Fasern, so waren 6/88 durch mechanische Reize erregbar (4 Afferenzen
in Experiment 3 und je eine Afferenz in Experiment 1 und 2). Alle mechanosensiblen C-
Fasern waren zusatzlich hitze- und/oder kéltesensibel.

111.1.4 Spontanaktivitat

Von 20 A-Fasern zeigte keine Spontanaktivitdt, bei den C-Fasern hingegen 21/88. 11 C-
Fasern wiesen zusétzlich zur Spontanaktivitat Hitze-, Kélte- oder Mechanosensibilitat auf,
10 C-Fasern waren ausschlieBlich spontanaktiv. In den Experimenten 1 und 3 zeigte sich
jeweils eine dieser ausschlie3lich spontanaktiven Fasern, welche dabei in keiner Weise durch
Capsaicin beeinflusst wurden. In Experiment 2, in welchem die Verbindung der Nervenfasern
zum Ruckenmark intakt war, zeigten sich 8 spontanaktive Fasern. Bei diesen Fasern handelt
es sich um postgangliondre sympathische Fasern. Unter 111.2.4 werden diese néher

beschrieben.

111.2 Hitze- und Capsaicinsensibilitat

I11.2.1 Hitze- und Capsaicinsensibilitat entlang des Axons (Experiment 1 + 2)

In den Experimenten 1 und 2 erfolgte die Testung auf Hitzereizung und auf Applikation von
Capsaicin entlang des Axons. Wahrend in Experiment 1 eine akute Quetschlésion kurz vor
Durchfiihrung des Experiments erfolgte, wurde in Experiment 2 der Nervus suralis 4-7 Tage
vor der Testung und Ableitung durch eine Quetschung geschadigt. Abbildung I11.01 stellt ein
Beispiel einer Hitzefaser nach akuter Quetschldsion aus Experiment 1 dar, welche eine starke
akute Reaktion auf 10mM Capsaicin zeigte und anschlieBend durch hochschwellige
Hitzereize nicht mehr erregbar war.

Eine solche oder vergleichbare akute Reaktion auf die Applikation von Capsaicin konnte
in Experiment 1 bei 17/25 Hitze-C-Fasern registriert werden, 14 dieser Fasern reagierten
bereits bei Applikation von 1mM Capsaicin, 3 taten dies erst bei 10mM Capsaicin. 5/25 der
hitzesensiblen C-Fasern wurden nicht durch Capsaicin (10 mM) aktiviert, konnten jedoch
nach der Applikation von 10mM Capsaicin nicht mehr durch Hitzereize erregt werden.
Hierbei handelte es sich also um eine vollstdndige Desensibilisierung. 3/25 Hitzefasern
wurden durch Capsaicin weder aktiviert noch fiir Hitzereize desensibilisiert.

Eine C-Faser zeigte erst nach Applikation von 10mM Capsaicin eine Reaktion auf
Hitzereize, ohne zuvor eine akute Aktivierung auf Capsaicin gezeigt zu haben. Vermutlich
wurde das rezeptive Feld der Faser vor Capsaicinapplikation nicht richtig erfasst, oder es
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Abbildung 111.01 Reaktion einer hitzesensiblen C-Faser aus Experiment 1 auf Capsaicin (10 mMol)
Aktivitat vor (A), wahrend (B) und nach (C) Applikation von 10mM Capsaicin entlang des Axons. (A)
,f\ktivierung auf Hitzereizung des Nervs (ca. 50°C, unten). (B) Aktivierung durch Capsaicin. Unten:
Uberlagerung der Aktionspotenziale der getesteten C-Faser. (C) Keine Aktivierung durch Hitzereizung nach
Applikation von Capsaicin. Neuronale Aktivitat: oben Histogramm, unten Rohdaten.
erfolgte eine Sensibilisierung durch die Capsaicinapplikation (siehe auch Abbildung 111.06).
Dariiber hinaus konnte eine Faser identifiziert werden, welche akut durch 1mM Capsaicin
aktiviert wurde, aber ansonsten nicht durch Hitzereizung erregbar war. Diese Faser wird in
Tabelle 111.01 separat und nicht unter den Hitzefasern geftihrt. Auch hier konnte scheinbar das
rezeptive Feld nicht erfasst werden.

In Experiment 2 wurden 5/7 hitzesensible C-Fasern durch 1mM Capsaicin aktiviert. Eine
hitzesensible Faser zeigte keinerlei Reaktion auf die Applikation von Capsaicin, war aber
nach Capsaicinapplikation durch Hitze nicht mehr erregbar. Zusétzlich fand sich eine
Hitzefaser, welche weder auf Hitzereize noch auf 1mM Capsaicin reagierte, nach Applikation
jedoch durch Hitzereize erregbar war.

Abbildung 111.02 vergleicht die Antwort von hitzesensiblen C-Fasern auf einen Hitzereiz
vor und nach Applikation von Capsaicin. Unter A werden Uber einen Zeitraum von
90 Sekunden (30 Sekunden vor, wahrend und nach dem Hitzereiz) die Mittelwerte der
Aktivitat von 23/25 Hitzefasern aus Experiment 1 fiir jede Sekunde dargestellt. Zwei Fasern
wurden dabei nicht berticksichtigt, da sie erst nach Applikation von Capsaicin auf Hitzereize

reagierten. Eine dieser Fasern zeigte dabei eine Akutreaktion. Vergleicht man die Kurve vor
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Abbildung 111.02 Axonale Antwort von Afferenzen auf Hitzereizung vor und nach Applikation von 1 mM

Capsaicin auf den N. suralis (Experiment 1 in A und 2 in B)

A und B zeigen die Reaktion von hitzesensiblen Fasern auf Hitzereize von ca. 50°C vor (gefillte Quadrate)
und nach (offene Kreise) Applikation von 1mM Capsaicin. Mittelwerte £ SEM. Unten: Temperaturverlauf
des Hitzereizes von ca. 50°C. A und B zeigen eine deutliche Desensibilisierung der Afferenzen auf Hitzereize
nach Applikation von Capsaicin.

Einsatzbilder: Versuchsaufbau der Experimente 1 und 2. *, p <0,05, #, p <0,01 Wilcoxon-Rangsummentest.
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Applikation von Capsaicin (geschlossene Quadrate) mit der nach Capsaicin (offen Kreise), so
zeigt sich eine signifikant schwéachere Antwort auf Hitzereize (* p<0.05; # p<0,01, gepaarter
Wilcoxon Rangsummentest). Die C-Fasern sind also durch Capsaicin flr Hitzereize
desensibilisiert worden. Der Hochstwert der Aktivitat vor Applikation von Capsaicin lag bei
7,2 £2 Imp/s, nach Capsaicinapplikation hingegen nur noch bei 4,4 £1,6 Imp/s. Unter B wird
auf dieselbe Weise die Hitzeantwort von 6/7 hitzesensiblen C-Fasern aus Experiment 2
(5 zeigten eine akute, 1 keine Reaktion auf Capsaicin) vor und nach Applikation von
Capsaicin dargestellt. Die Faser, welche erst nach Applikation von Capsaicin durch Hitzereize
erregbar war, wurde nicht berticksichtigt. Der Hochstwert der Aktivitat vor Applikation von
Capsaicin lag bei 9,5 53 Imp/s, nach Capsaicinapplikation hingegen nur noch bei
2,5 +1,6 Imp/s. Aufgrund der niedrigen Anzahl von getesteten Fasern wird hier nur an zwei
Punkten eine statistische Signifikanz erreicht. Im Vergleich beider Kurven ist jedoch eine
deutliche Desensibilisierung wie unter A erkennbar.

Vergleicht man die beiden Graphen unter dem Gesichtspunkt, dass in Experiment 1 der
Nervus suralis akut und in Experiment 2 chronisch (4-7 Tage) geschadigt wurde, so kann man
sagen, dass der Effekt von Capsaicin in beiden experimentellen Gruppen gleich ist.
Hitzesensible Fasern reagieren entlang des Axons eines geschadigten Nervs akut auf die
Applikation von Capsaicin und werden eindeutig desensibilisiert, unabhéngig davon, ob es
sich um eine akute oder chronische (4-7 Tage) Lasion handelt. Demzufolge kdnnte man beide
Datensatze addieren und diese als axonale Gruppe dem Experiment 3 gegeniberstellen.

In Experiment 1 konnte auBerdem eine C-Faser identifiziert werden, welche nicht durch
Hitze-, Kalte oder mechanische Reize erregbar war, jedoch eine Akutreaktion bei der
Applikation von 1mM Capsaicin zeigte.

111.2.2 Capsaicin und postganglionére Fasern

In Experiment 2 ist bei distaler Ableitung (siehe Abbildung 1.01 B) die Verbindung der
getesteten Filamente zum Rickenmark intakt. Aus diesem Grund konnen in diesem
Versuchsaufbau spontanaktive postganglionare sympathische Efferenzen identifiziert werden,
welche den Blutfluss bzw. Gefalwiderstand von Hautgefalen regulieren und deshalb kutane
postgangliondre Vasokonstriktoraxone sind. Abbildung 111.03 widmet sich diesen Fasern.
Insgesamt konnten 8 C-Fasern identifiziert werden, welche ausschlie3lich Spontanaktivitat
zeigten.  Diese  postgangliondren  sympathischen ~ Neurone  zeigten  kardiale
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Abbildung 111.03 Spontanaktivitat von Nervenfasern in Experiment 2 mit distaler Ableitung

Insgesamt wurden 8 spontanaktive C-Fasern untersucht. Spontanaktivitat einer C-Faser (A) und Reaktion
dieser Faser auf Hitzereizung des Nerven (B) oder Capsaicinapplikation auf den Nerven (C). Oben Aktivitét
in Histogrammform, unten Originaldaten. (D) Spontanaktivitit der Faser Uberlagert 500mal mit Bezug auf die
R-Zacke des EKGs Uber einen Zeitraum von 400 Millisekunden. Siehe Korrelation der kardialen Rhythmizitét
der Spontanaktivitit mit dem EKG. (E) Mittelwerte (xSEM) der Aktivitdt in 8 spontanaktiven
postgangliondren sympathischen Efferenzen vor, wahrend und nach Hitzereizung des Nerven (siehe
Markierung). Die Hemmung der Spontanaktivitat ist signifikant (p<0.01, gepaarte Wilcoxon-Rang Test). (F)
Mittelwerte (SEM) der Aktivitat in 8 postganglionaren Efferenzen vor, wahrend und nach Applikation von
1mM Capsaicin auf den Nerven.

Rhythmizitat ihrer Aktivitat. Um diese darzustellen, wurde die Spontanaktivitat fur jeweils
0,4 Sekunden im Anschluss an die R-Zacke registriert und ber 500-1000 kardiale Zyklen
aufsummiert (siehe auch Habler et al. 1991/1994). Daraus ergibt sich das charakteristische
unter Abb. I111.03 D gezeigte Bild. Weiterhin wurde ihre Aktivitat reflektorisch durch noxische
Hitzereizung des Nervus suralis gehemmt. Abb. I11.03 B zeigt ein Beispiel der Hemmung der
Aktivitét in einer einzelnen postgangliondren Faser. Unter Abb. 111.03 E sind die Mittelwerte
aller 8 postgangliondren Fasern wéhrend eines noxischen Hitzereizes dargestellt. Sowohl
unter B als auch unter E zeigt sich die reflektorische Hemmung der Aktivitat. Wéhrend
noxischer Kaltereizung ist keine Hemmung der Aktivitat vorhanden. Hitzereizung und
Capsaicin erregen diese postganglionaren Fasern direkt nicht. Applikation von Capsaicin auf
den N. suralis, welche auch die hitzesensiblen Afferenzen erregt (siehe z.B. Abb. 111.02 B),
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fuhrte erstaunlicherweise nicht zur reflektorischen Hemmung der Aktivitdt in den
postgangliondren Neuronen (siehe Abb. [111.03; C, Aktivitdt einer einzelnen Faser; F,
Mittelwerte aller 8 postgangliondren Fasern (mit SEM)).

111.2.3 Hitze- und Capsaicinsensibilitat am Ort der Lasion (Experiment 3)

In Experiment 3 wurde die Hitze- und Capsaicinsensibilitat der Nervenfasern am La&sionsort
4-7 Tage nach Nervenschadigung untersucht. Abbildung 111.04 zeigt die Aktivitat einer
hitzesensiblen C-Fasern, welche durch Hitzereizung des Lasionsortes aktiviert wurde (A). Bei
der Applikation von 50uM Capsaicin zeigt diese Faser eine deutliche Akutreaktion (B). Nach
der Applikation von Capsaicin ist die Faser vollstdndig desensibilisiert (C). Es zeigt sich also
das gleiche Bild wie bei der Applikation von Capsaicin entlang des Axons (vergleiche Abb.
111.01).

A B C
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41 44 41
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Abbildung 111.04 Aktivierung einer hitzesensiblen C-Fasern auf Hitzereizung vor, wahrend und nach
Applikation von Capsaicin in Experiment 3

(A) Aktivierung auf Hitzereizung des Nervs (ca. 50°C, unten). Die Faser wurde durch Capsaicin aktiviert (B)
und desensibilisiert fir Hitzereizung (ca. 50°C, C). Neuronale Aktivitat: unten Originalaktivitat, oben Aktivitét

in Histogrammform. Unten ist die Temperaturkurve des Hitzereizes abgebildet. Unten in B Summation der
Aktionspotenziale der hitzesensiblen C-Faser.
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Eine Aktivierung durch Capsaicin, wie in Abbildung 111.04 dargestellt, konnte bei 12/23
hitzesensiblen C-Fasern in Experiment 3 beobachtet werden. Keine Faser wurde durch 10uM
Capsaicin aktiviert oder fur Hitzereizung desensibiliert (Applikation bei 7/23 C-Fasern),
weswegen im weiteren Verlauf darauf verzichtet wurde 10uM Capsaicin zu testen. Ahnliches
gilt fir 50uM Capsaicin (Applikation bei 11/23 C-Fasern). 4 der 12 Hitze-C-Fasern welche
nicht akut auf Capsaicin reagierten, zeigten jedoch eine deutliche Desensibilisierung nach
Applikation von Capsaicin. Beide hitzesensiblen A-Fasern wurden akut durch Capsaicin
aktiviert und ebenfalls desensibilisiert.

6 C-Fasern wurden erst nach Applikation von 10uM, 50uM oder 100uM Capsaicin
durch Hitzereize erregt, ohne eine Akutreaktion auf die Applikation von Capsaicin zu zeigen.
1 C-Faser zeigte keinerlei Beeinflussung durch Capsaicin.

Abbildung 111.05 vergleicht die Antwort von 17 der 23 Hitzefasern auf einen Hitzereiz
vor und nach Applikation von 100uM Capsaicin. Die 6/23 hitzesensiblen C-Fasern, welche
erst nach Applikation der oben genannten Konzentrationen von Capsaicin auf Hitze aktiviert
wurden, sind nicht berlcksichtigt worden, da diese nicht von Beginn des Experiments an
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Abbildung 111.05 Aktivierung von hitzesensiblen Afferenzen durch Hitzereizung vor und nach Applikation von
Capsaicin am Ort der L&sion (100 pMol; Experiment 3)
Mittelwert + SEM. Nach Capsaicin ist die Hitzeantwort signifikant kleiner. * p<0.05, # p<0.01, gepaarter
Wilcoxon-Rangsummentest. Unten Temperaturverlauf des Hitzereizes. Inset: Versuchsaufbau des
Experiments 3.
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identifizierbar waren und erst durch die Applikation von Capsaicin fur Hitzereize
sensibilisiert wurden (siehe auch Abb. 111.06, unten). Wahrend die Fasern vor Applikation von
Capsaicin (geschlossene Quadrate) eine eindeutige Reaktion auf den Hitzereiz zeigten, ist
diese nach der Applikation (offene Kreise) signifikant kleiner (* p<0.05, # p<0.01, gepaarter
Wilcoxon-Rangsummentest). Hier wird wiederum die Desensibilisierung sehr deutlich. Der
Hochstwert der Aktivitdt vor Applikation von Capsaicin nahm von 5,1 +1,33 Imp/s auf
1,5+0,8 Imp/s nach Applikation ab. Dieses Ergebnis ist genauso eindeutig wie bei der
Applikation entlang des Axons (siehe Abbildung 111.02). Es féllt jedoch auf, dass im Mittel
niedrigere Frequenzen erreicht wurden als in den Experimenten 1 und 2 und dass die
Aktivierung auf den Hitzereiz daruber hinaus wesentlich kiirzer war.

Abbildung 111.06 zeigt die Aktivitat der Fasern auf die Applikation unterschiedlicher
Konzentrationen von Capsaicin. Wie in Abbildung [11.05 werden hierbei 17 der 23
Hitzefasern aus oben genannten Grunden beriicksichtigt. Nach Applikation von 10uM
Capsaicin (N=4) scheint erst eine Sensibilisierung fur Hitzereize einzutreten. Es zeigt sich
eine starkere Reaktion auf Hitzereize. Nach Applikation von 50uM Capsaicin (N=7) ist die
Aktivitat wahrend eines Hitzereizes mit der vor jeglicher Capsaicinapplikation vergleichbar.
Erst durch Applikation einer Konzentration von 100uM Capsaicin (N=16) werden die Fasern
deutlich fiir Hitzereize desensibilisiert. Dies konnte auch erklaren, warum Fasern zum Tell
erst nach Applikation von Capsaicin auf Hitzereize reagierten, da sie durch die Applikation
von Capsaicin erst sensibilisiert wurden.

Grossmann et al. (2009) Klassifizierten die hitzesensiblen Afferenzen in eine
niederschwellige (Reizschwelle < 42°C) und eine hochschwellige (Reizschwelle > 43°C)
Population. 8/23 hitzesensiblen C-Fasern zeigten eine Reizschwelle unter < 42°C und wurden
demnach als niederschwellig klassifiziert. 5 dieser 8 C-Fasern zeigten eine Akutreaktion auf
Capsaicin, 2 weitere C-Fasern wurden desensibilisiert. Lediglich 1/8 C-Fasern zeigte keinerlei
Reaktion auf die Applikation von Capsaicin. Somit wurden insgesamt 7/8 als niederschwellig
klassifizierten hitzesensiblen C-Fasern durch die Applikation von Capsaicin beeinflusst.
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Abbildung 111.06 Antwort von Afferenzen auf Hitzereizung am Lé&sionsort vor und nach Applikation von
10pM, 50puM und 100puM Capsaicin

Mittelwert £ SEM. Nach 10uM und 50uM Capsaicin ist die Hitzeantwort zunéchst gesteigert. Erst nach
Applikation von 100uM Capsaicin zeigt sich eine deutliche Desensibilisierung. Unten Temperaturverlauf des
Hitzereizes.

111.3 Kéalte- und/oder Mechanosensibilitat

Die Tabellen 111.01 und I11.02 zeigen eine Ubersicht tiber die Fasern, welche Kalte- und/oder
Mechanosensibilitat aufwiesen. Von den 20 A-Fasern waren alle mechanosensibel, keine
zeigte Kéltesensibilitat. Bei den C-Fasern waren insgesamt 34 Fasern durch Kaltereize

erregbar, 6 wiesen Mechanosensibilitat auf.

111.3.1 Kéltesensibilitat

34 kaltesensible C-Fasern wurden vor, wahrend und nach Applikation von Capsaicin entlang
des Nerven (Experimente 1 und 2) oder am Nervenlasionsort (Experiment 3) untersucht. Die
Aktivierung auf einen Kéltereiz war in allen kaltesensiblen Afferenzen unveréndert nach
Applikation von Capsaicin (10uM - 10mM). 22/34 kéltesensiblen C-Fasern, welche
ausschlieBlich  kaltesensibel waren, wurden durch Capsaicin nicht akut erregt.

12/34 kéltesensiblen Fasern waren zusatzlich hitze- und zum Teil auch mechanosensibel (2 C-
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Fasern). Diese Fasern werden unter 111.3.2 néher behandelt. Abbildung 111.07 zeigt das
Beispiel einer kéltesensiblen C-Faser aus Experiment 1 vor, wéhrend und nach Applikation
von 1mM Capsaicin. Vor der Applikation zeigt die Faser eine Aktivierung auf einen
Kéltereiz. Wahrend der Applikation von Capsaicin ist keine Aktivierung zu verzeichnen.
Nach Applikation von Capsaicin zeigt sich keine Veranderung im Antwortverhalten auf einen
Kéltereiz. Dies ist das typische Bild, welches unabhéngig von der experimentellen Gruppe in
Bezug auf die Kaltesensibilitt beobachtet werden konnte.

Imp/s Imp/s Imp/s
151 151 151
104 10 10
51 5 51
0- 0 0
|“|||| I Appl. 1mM Capsaicin — 'N ||| H
20s
°C °C
30 30
15J’U sl \ f“"“"ﬁ 15]v
5 - P 5 —
10s 2ms 10s

Abbildung 111.07 Reaktion einer kéltesensiblen C-Faser aus Experiment 1 auf Capsaicin (10 mMol)

Aktivitat vor (A), wahrend (B) und nach (C) Applikation von ImM Capsaicin entlang des Axons.

(A) Aktivierung auf Kéltereizung des Nervs (ca. 5°C, unten). (B) Keine Aktivierung durch Capsaicin. Unten:
Uberlagerung der Aktionspotenziale der getesteten C-Faser. (C) Nahezu identische Reaktion auf Kéltereizung
nach Applikation von Capsaicin. Neuronale Aktivitat: oben Histogramm, unten Rohdaten.

In Abbildung 111.08 werden die Antworten der Populationen von kaltesensiblen C-Fasern auf
einen Kéltereiz vor und nach Applikation von Capsaicin fir die Experimente 1, 2 und 3

dargestellt und miteinander verglichen.
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Abbildung 111.08 Antwort von Afferenzen auf Hitzereizung vor und nach Applikation von Capsaicin auf den N.
suralis (Experimente 1 in A, 2 in B (beide axonal; 1mM Capsaicin) und 3 in C (L&sion; 100uM Capsaicin))

A, B und C zeigen die Reaktion von kaltesensiblen Fasern auf Kéltereize von ca. 5°C vor (gefillte Quadrate)
und nach (offene Kreise) Applikation von 1mM Capsaicin in A und B sowie 100uM Capsaicin in C.
Mittelwerte £ SEM. Unten: Temperaturverlauf des Kéltereizes von ca. 5°C. A, B und C zeigen praktisch keine
Verénderungen der Aktivierung der Afferenzen auf Kéltereize nach Applikation von Capsaicin. Einsatzbilder:
Versuchsaufbau der Experimente 1, 2 und 3. *, p <0,05, #, p <0,01 Wilcoxon-Rangsummentest.
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Abbildung 111.08 A zeigt 16/17 Kaéltefasern aus Experiment 1. Eine Faser wurde aufgrund
ubermalig hoher Aktivitat im Vergleich zu den 16 anderen Fasern nicht in der Abbildung
beriicksichtigt. Vor der Applikation von Capsaicin (geschlossene Quadrate) zeigt sich eine
deutliche Aktivierung auf den Kéltereiz von etwa 5 °C. Nach Applikation von 1mM
Capsaicin (offene Kreise) ist das Antwortverhalten der Kaltefasern praktisch unveréndert.
Auch die Hochstwerte der Aktivitdt waren mit 6,1 £1,7 Imp/s vor und 5,9 £1,3 Imp/s nach
der Applikation von Capsaicin gleich (* p<0.05, # p<0.01, gepaarter Wilcoxon-
Rangsummentest).

Selbiges trifft auch fur die 8 kéltesensiblen C-Fasern aus Experiment 2 unter B zu. Die
Aktivitaten bei Kaltereizung sind vor und nach Applikation von 1mM Capsaicin nicht
signifikant unterschiedlich. Die Hochstwerte der Aktivitét sind auch hier mit 6,9 £2 Imp/s vor
und 6 £1,2 Imp/s nach Capsaicin vergleichbar.

Ebenso stellt es sich auch in Experiment 3 dar. 7/9 Kaltefasern wurden untersucht.
Zwei Kéltefasern wurden dabei nicht berlcksichtigt, da diese zwar als eindeutig kéltesensibel
identifiziert werden, jedoch nicht quantitativ getestet werden konnten. Es ist auffallig, dass die
Reaktion auf die Kaltereize in dieser Gruppe von Fasern, bei der am Ort der chronischen
Schadigung getestet wurde, wesentlich schwéacher ist. Dies zeigt sich auch in den
Aktivitatshochstwerten mit 3,1 +1,4 Imp/s vor und 3,0 1,3 Imp/s nach Applikation von
Capsaicin. Selbiges war auch bei der Reaktion von Hitzefasern auf Hitzereizen beobachtet
worden (s.0., sowie Vergleich Abbildung 111.02 und Abbildung I11.05).

111.3.2 Kélte- und Hitzesensibilitat

Betrachtet man die Kéltesensibilitdt von Fasern, welche zusétzlich durch Hitzereize aktiviert
wurden, so zeigt sich auch hier ein sehr eindeutiges Bild. 12/34 kéltesensiblen C-Fasern
wurden auch durch Hitzereize aktiviert (8 Afferenzen in Experiment 1 oder 2; 4 Afferenzen in
Experiment 3). Abbildung 111.09 zeigt eine C-Faser aus Experiment 2, welche sowohl hitze-
als auch kéltesensibel war. Nach Applikation von Capsaicin (1 mM) auf den N. suralis,
welches die Afferenz aktivierte, war die Afferenz durch Hitzereizung nicht mehr zu erregen,
wéhrend die Aktivierung auf Kaltreizung unverdndert war. Somit wurde die Faser fir
Hitzereize desensibilisiert, die Kaltesensibilitat blieb davon jedoch vollig unbeeinflusst, was
bei praktisch allen polymodalen Fasern mit Hitze- und Kaltesensibilitat beobachtet werden
konnte. Dies verdeutlicht Abbildung 111.10, in der die Aktivitaten von 11/12 Fasern, welche
sowohl hitze- als auch kaltesensibel waren, bei der Reaktion auf Hitze- (A) und 9/12 Fasern
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bei der Reaktion auf Kaltereize (B) verglichen werden. Eine Faser zeigte erst nach
Applikation von Capsaicin eine Reaktion auf Hitzereize, weswegen sie nicht in diese
Abbildung einbezogen wurde. Zwei Kaltefasern waren eindeutig mit einem kalten Eisenstab
(ca. 5°C) als kaltesensibel identifiziert worden. Wahrend des Versuchs war jedoch eine
quantitative Testung nicht moglich. Die Fasern zeigten jedoch auch weiterhin eine
Aktivierung durch einen kalten Eisenstab, so dass diese weiterhin als kéaltesensibel gefiihrt
werden, jedoch nicht in dieser quantitativen Analyse berlcksichtigt werden konnten. In
Abschnitt A zeigt sich eine deutliche Desensibilisierung. Der Hochstwert der Aktivitat vor
Applikation von Capsaicin lag bei 7,3 +2,7 Imp/s, nach Capsaicinapplikation hingegen
nurnoch bei 2,3 £1,2 Imp/s (* p<0.05, # p<0.01, gepaarter Wilcoxon-Rangsummentest).
Betrachtet man hingegen in Abb. 111.9B die Reaktion auf Kéltereize vor (geschlossene
Quadrate) und nach (offene Kreise) Applikation von Capsaicin, so ist die Reaktion praktisch
unverdndert. Auch die Hochstwerte der Aktivitat sind mit 4,3 +1,2 Imp/s vor Applikation von

Capsaicin und 4,2 £2,1 Imp/s danach praktisch gleich.
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Abbildung 111.10 Antwort von Afferenzen, die sowohl hitze- als auch kéltesensibel waren, auf Hitze- (50°C, A)
und Kéltereizung (ca. 5°C, B) vor (gefullte Quadrate) und nach (offene Kreise) Applikation von Capsaicin
(ImM in den Experimenten 1+2, 100uM in Experiment 3) auf den N. suralis.

Mittelwerte + SEM. Unten: Temperaturverlauf des Hitze- bzw. Kaltereizes. A zeigt eine deutliche
Desensibilisierung der Afferenzen auf Hitzereize nach Applikation von Capsaicin. B zeigt eine unveranderte
Reaktion der Afferenzen auf Kaltereize nach Applikation von Capsaicin. *, p <0,05; #, p <0,01 Wilcoxon-
Rangsummentest.
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111.3.3 Mechanosensibilitat

Mechanosensible A- (N=20) oder C-Fasern (N=6) wurden fir mechanische Reize durch
Capsaicin in Konzentrationen von 10puM bis 1mM nicht desensibilisiert. Je zwei dieser Fasern
sind aus Experiment 1 oder 2; hier handelte es sich wahrscheinlich um perineurale Afferenzen
(Tabellen 1.1 und 11.2). Von den 20 A-Fasern waren 2 zusatzlich hitzesensibel (beide in
Experiment 3). Von den 6 C-Fasern waren alle auch hitzesensibel, 2 Fasern wiesen dartiber
hinaus auch Kaltesensibilitat auf.

Abbildung 111.11 zeigt die Aktivierung einer mechanosensiblen A-Faser (Faser 1),
einer mechano- und hitzesensiblen C-Faser (Faser 2) sowie einer hitzesensiblen C-Faser
(Faser 3) aus Experiment 3 auf mechanische Reizung des La&sionsortes mit einem
abgerundeten Glasstab vor, wahrend und nach Applikation von 100uM Capsaicin. Vor der
Applikation zeigt sich auf leichten Druck mit dem abgerundeten Glasstab am Ort der L&sion
eine deutliche Reaktion beider mechanosensiblen Fasern (A). Wahrend der Applikation von
100uM Capsaicin wird die A-Faser (Faser 1) nicht erregt, jedoch die C-Fasern (Faser 2+3)
reagieren deutlich (B). AnschlieBend sind beide mechanosensiblen Fasern auch weiterhin
durch mechanische Reize erregbar. Die A-Faser zeigt sogar eine stdarkere Reaktion. Eine
Standardisierung des Druckes durch den Untersucher mit dem Glasstab ist jedoch nur schwer
maoglich, so dass dies nicht als starkere Aktivierung gewertet werden kann (C). Die Reaktion
der C-Fasern auf Hitzereize ist in dieser Abbildung nicht dargestellt. Es zeigte sich jedoch bei
beiden eine akute Aktivierung durch die Applikation von 100uM Capsaicin und anschlieRend

eine deutliche Desensibilisierung auf Hitzereize.
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I11.4 Einfluss von Capsaicin auf kutan hitzesensible Fasern (Experiment 4)

In Experiment 4 wurden am intakten Prdparat Fasern identifiziert, welche von der Haut
und/oder entlang des Nervs durch Capsaicin erregbar waren. Anschlieend wurde der Nerv
akut durch eine Quetschlésion geschadigt und im weiteren Verlauf Capsaicin entlang des
Nervus suralis appliziert. Insgesamt konnten in diesem Experiment 11 C-Fasern identifiziert
werden, welche durch Hitzereizung der Haut aktiviert wurden.

5 dieser 11 Fasern waren zusatzlich auch entlang des Nervs durch Hitzereize erregbar.
4 dieser 5 Fasern zeigten eine Akutreaktion auf Capsaicin (1 mM), die weitere Faser zeigte
zwar keine Akutreaktion wurde jedoch deutlich desensibilisiert. Die Ubrigen 6/11 Fasern
waren ausschlielflich an der Haut hitzesensibel. Sie konnten weder durch Hitzereizung des
Nervus suralis noch durch Capsaicinapplikation (bis 10 mM) entlang des Nervs aktiviert
werden. Somit korrelieren die axonale Hitze- und die axonale Capsaicinsensibilitat. Ist eine
Hitzefaser nicht entlang des Axons durch Hitzereize erregbar, so zeigt diese auch keine
Reaktion auf die Applikation von Capsaicin am Nerven.

Die von der Haut als kalte- und mechanosensibel identifizierten A- und C-Fasern, die
nicht hitzesensibel waren, zeigten ebenfalls keine Reaktion auf axonale Applikation von
Capsaicin, d.h. sie wurden weder aktiviert noch fir mechanische Reize oder Kaltereize
desensibilisiert (N=13 mechanosensible A-Fasern; N=1 mechanosensible C-Fasern; N=3

kéltesensible C-Fasern).
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IVV. DISKUSSION

Sowohl intakte als auch akut oder chronisch (4-7 Tage) geschadigte regenerierende
Afferenzen konnen durch thermische und/oder mechanische Reize am Ort der Schadigung
oder entlang des Nervs erregt werden. Jénig et al. (2009) sowie Teliban et al. (2011) zeigen,
dass geschadigte Hautafferenzen 4-7 Tage nach einer Quetschlédsion (hier Nervus suralis) im
Vergleich mit dem intakten Nerv ihre funktionellen Charakteristika beibehalten. In dieser
experimentellen Arbeit wurde die Hypothese getestet, dass Capsaicin die hitzesensiblen
Afferenzen im Nervus suralis erregt und/oder fur Hitzereize desensibilisiert ohne die
Mechanosensibilitat und Kaltsensibilitdt zu beeinflussen. Hierzu dienten 4 unterschiedliche
Experimente, welche unter 1.4 und 11.2 ausfihrlich erlautert wurden.

Die erhobenen Daten aus den Experimenten 1 und 2 gehen dabei der Frage nach, ob
hitzesensible Afferenzen axonal durch Capsaicin erregt und/oder desensibilisiert werden
konnen. Zeigen sich dabei Unterschiede zwischen einer akuten Schéadigung des Nervs
(Experiment 1) und einer Testung 4-7 Tage nach Quetschlésion?

In Experiment 3 wurde untersucht, ob Capsaicin hitzesensible Afferenzen auch am Ort
der Lasion selbst erregen und/oder desensibilisieren kann. Zeigen sich Unterschiede in der
Reaktion auf Capsaicinapplikation bei hitzesensiblen Afferenzen der niederschwelligen
(Reizschwelle <42°C) und der hochschwelligen (Reizschwelle >43°C) Population? Zusétzlich
kann bei intakter Verbindung zum Ruckenmark gezeigt werden, ob Capsaicin und/oder
thermische Reize einen Einfluss auf postganglionédre sympathische Efferenzen haben.

Werden kalte- und mechanosensible Fasern durch die Applikation von Capsaicin
beeinflusst und wie verhalten sich Fasern, wenn diese zusatzlich Hitzesensibilitat aufweisen?
In Experiment 4 konnte zusétzlich gezeigt werden, wie kutane hitzesensible Fasern bei der
axonalen Applikation von Capsaicin reagieren, wenn sie zuvor selbst keine axonale

Hitzesensibilitat aufwiesen.

V.1 Faserpopulationen des Nervus suralis
Auf die Faserpopulationen des intakten Nervus suralis wurde bereits in der Einleitung
eingegangen. Kurz zusammengefasst sind 91% der A-Fasern mechanosensibel. 5% der
mechanosensiblen Fasern sind ebenfalls hitze- oder kéaltesensibel. 9% sind ausschliellich
kéltesensibel (Janig et al. 2009).

Die C-Fasern kénnen in drei groRe Populationen eingeteilt werden (Kress et al. 1992;
Chung et al. 1993; Jénig et al. 2009; Grossmann et al. 2009). Bei ca. 20% handelt es sich um
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Typ 1-kéltesensible Fasern, bei welchen es sich um nicht-nozizeptive Kéltefasern mit hoher
Spontanaktivitat bei 30°C Haut- oder Nerventemperatur handelt. Diese Spontanaktivitat kann
durch Hitzereize unterdrickt werden und ab einer Schwellentemperatur von 28,5 + 0,17 °C
zeigen diese Fasern eine starke Aktivierung durch Kaltereize. Weitere 20% sind Typ 2-
kéltesensible Fasern, welche nahezu keine Spontanaktivitat zeigen, eine erheblich niedrigere
Schwellentemperatur von 15,8 + 7,4 °C besitzen und als nozizeptiv gelten. Zusatzlich weisen
diese Fasern haufig Hitze- und/oder Mechanosensibilitat auf und sind damit eine Untergruppe
polymodaler nozizeptiver C-Afferenzen. Die restlichen 60% sind nicht-kéltesensible Fasern,
also hitze- und/oder mechanosensible C-Fasern.

Die Einteilungen der Faserpopulationen fur A- und C-Fasern dndern sich auch nach
einer Schadigung des Nervs nicht (Janig et al. 2009; Gorodetskaya et al. 2003). Verglichen
mit einem intakten Nerv zeigt sich bei den A-Fasern nach Schadigung kaum ein signifikanter
Unterschied. 98% der A-Fasern sind in diesem Fall mechanosensibel, 24% davon zusétzlich
hitze- und/oder kéltesensibel. 7% der Fasern sind spontanaktiv. Bei den C-Fasern 7-14 Tage
nach Nervenldsion zeigt die Verteilung der verschiedenen Faserpopulationen praktisch keine
Veranderung. 22,8% sind hier Typ 1-kaltesensibel, ebenfalls 22,8% Typ 2-kaltesensibel und
54,3% nicht-kaltesensibel. GrolRe Unterschiede konnten jedoch sowohl bei der Inzidenz von
Spontanaktivitat festgestellt werden, als auch bei der Haufigkeit von Polymodalitat; beide
nahmen nach Nervenschadigung zu (Janig et al. 2009; Gorodetskaya et al. 2003).

IV.2 Transduktionskanéle und Rezeptoren fur Hitze-, Kélte- und Mechanosensibilitat
IV.2.1 Hitzesensibilitat
Die Transduktionskanéle, die fur die Hitzesensibilitat verantwortlichen gemacht werden,
gehoren in die Familie der transient receptor potential (TRP)-lonenkandle. Dabei handelt es
sich um sechs-transmembranale Proteine mit einer Porenregion sowie zytoplasmatischen
Carboxy- und Aminotermini, welche die unterschiedlichen Eigenschaften der TRP-Kandle
ausmachen. Dariber hinaus ordnen sich die TRP-Proteine oftmals als Tetramere an (Lumpkin
& Caterina 2007; Ramsey et al. 2006). Besonders die Unterklasse TRP Vanilloid (TRPV)-
Kandle scheinen in der Hitzesensibilitat eine entscheidende Rolle zu spielen.

Ein besonderes Augenmerk liegt dabei auf TRPV1, welcher ein unselektiver Kanal fur
Kationen wie Ca** und Na* ist (Caterina et al. 1997). TRPV1 wird besonders auf A§- und C-
Fasern exprimiert, welche der Hitzesensibilitdt dienen. Neben einem Anstieg von

extrazellularen Protonen flhren auch Lipoxygenase-Produkte der Arachnoidonsédure sowie
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deren Amid-Derivate zu einem Calcium-Einstrom. Auch einfach oder zweifach positiv
geladene Kationen scheinen den TRPV1-Kanal aktivieren zu kénnen (Ahern et al. 2005).

Als direkter Agonist des Kanal-Proteins fiihrt jedoch vor allem Capsaicin, das
Acrylamid-Derivat der Homovanillin-Séure, zu einer Offnung des Kanals. Bei einer
Temperatur Uber 42°C 6ffnet sich der Kanal auch ohne chemische Liganden. AuRerdem
erhoht sich die Antwort auf chemische Reize bei leichter Erwdrmung ber Raumtemperatur.
Bei TRPV1-knockout-Mausen konnte gezeigt werden, dass die Entfernung des Gens fir
diesen Kanal zu einer deutlichen Reduktion der Sensibilitat fur Hitzereize fiihrt. Zusétzlich
kommt es zu einer deutlichen Verlangerung der Latenzen von Schutzreflexen auf noxische
Hitzereize (Caterina et al. 2000). Davis et al. (2000) konnten darlber hinaus zeigen, dass es
bei TRPV1-knockout-Mdusen mit ausgepragten Entziindungsreaktionen im Bereich der
Hinterpfote zu einem Verlust der Schutzreflexe bei thermischen Reizen kommt. Die Reaktion
auf mechanische Reize bleibt dabei unverandert. Auch bei TRPV1-knockout-Mdusen kommt
es jedoch nicht zum vollstandigen Verlust der Sensibilitat fiir Hitzereize, weswegen weitere
Kanal- und Rezeptormolekiile bei der Hitzesensibilitat eine Rolle spielen missen (Caterina
1997, 2006).

TRPV2 ist zu 50% seiner Aminoséduresequenzen identisch mit TRPV1. Jedoch wird
dieser Rezeptor nicht durch Capsaicin erregt und hat eine hohere Reizschwelle von ungefahr
52°C. Welche Rolle TRPV2 bei der Warme- bzw. Hitzesensibilitdt spielt, ist nicht
abschlieBend geklart (Caterina 2006). Lawson et al. (2008) bezweifeln hingegen, dass
TRPV?2 einen Einfluss bei der Warme-/Hitzesensibilitat hat und vermuten eher eine Rolle in
der Mechanosensibilitdt, da TRPV2 kaum auf hitzesensiblen, hdufig aber auf
mechanosensiblen afferenten Neuronen exprimiert wird.

TRPV3 hat eine Reizschwelle zwischen 34 und 39°C und kann daruber hinaus zum
Beispiel auch durch Kampfer aktiviert werden. TRPV4 hat eine noch niedrigere Reizschwelle
von ca. 25 — 34°C und wird sowohl durch hypoosmotische Reize als auch Arachnoidonséure-
Derivate aktiviert. Ahnlich wie bei TRPV2 sind die Aminosiuresequenzen auch bei TRPV3
und TRPV4 zu 40-50% identisch mit denen von TRPV1. Sowohl TRPV3 als auch V4 werden
hauptséchlich auf Keratinozyten der Epidermis exprimiert. Dies ist ein Hinweis darauf, dass
die Warmesensibilitat nicht ausschlieBlich durch Nervenfasern vermittelt wird, sondern eine
Kommunikation zwischen Keratinozyten und Nervenendigungen (ber Substanzen wie zum
Beispiel ATP oder Acetylcholin erfolgt. Diese Hypothese konnte bisher jedoch nicht

bewiesen werden (Caterina 2006). Versuche mit knockout-Mé&usen zeigen jedoch, dass
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TRPV3 eine wichtige Rolle bei der Geschwindigkeit der Reaktion auf Hitzereize spielt und
TRPV4 eher der prazisen Wahrnehmung von Temperaturunterschieden zu dienen scheint
(Caterina 2006).

Belmonte und Viana (2008) zeigen in ihrem Review jedoch auch, dass diese eindeutig
scheinenden Funktionen und Zugehérigkeiten zu bestimmten Sensibilitdten mit Nichten als
bewiesen anzusehen sind. In der Literatur wird dies oft falschlicher Weise als klar und
verstanden dargestellt. Eine Vielzahl unterschiedlicher Kanal- und Rezeptormolekdile spielen
bei der Erregung von hitzesensiblen Nervenfasern eine Rolle. Besonders im Rahmen von
Nervenschadigungen kann jede Verénderung der Expression zu starken Veranderungen in der

Erregbarkeit auf Hitzereizung von Nervenfasern fuhren.

IV.2.2 Kaltesensibilitat

TRPM8 (M=melastatin) hat eine Reizschwelle bei Temperaturen unter 30°C (~25° im Mittel)
und kann durch die Agonisten Menthol sowie andere Substanzen wie zum Beispiel Icilin
aktiviert werden. TRPM8 kommt besonders bei einer Subpopulation von wenig bis nicht
myelinisierten Nervenfasern vor (Lumpkin & Caterina 2007; Caterina 2006) und es ist davon
auszugehen, dass TRPM8 im Besondern eine Rolle in der Auslésung von nicht-schmerzhaften
Kélteempfindungen spielt. Babes (2009) weist allerdings darauf hin, dass auch die
Kélteempfindung in ihrer Komplexitat bei weitem noch nicht verstanden ist und man diese
Rolle in der nicht-schmerzhaften Kélteempfindung bisher nur vermuten kann.

TRPA1 (A=ankyrin) kommt hauptsdchlich in Ad- und C-Fasern vor, welche bei
Erregung eine Temperatur- und/oder Schmerzempfindung ausldosen. Die Reizschwelle
befindet sich bei ca. 17,5°C. Der TRPAL1-Rezeptor reagiert nicht auf Menthol, jedoch auch
auf Icilin. Statt TRPM8 wird auf den meisten TRPA1 positiven Nervenfasern TRPV1
koexprimiert. Somit scheint es mdoglich, dass TRPALl und TRPV1 interagieren. Dariber
hinaus halten Story et al. (2003) es fir sehr wahrscheinlich, dass es sich bei TRPAL-positiven
Fasern um solche handelt, die fur die Perzeption von schmerzhaften Kaltereizen
verantwortlich sind.

Des Weiteren spielen wahrscheinlich auch die K*-Kanile TREK-1, TRAAK sowie der
Na'-Kanal Nav 1.8 eine Rolle bei der Erregungsbildung auf Kaltereize. Sowohl Babes (2009)
als auch McKemy et al. (2002) weisen darauf hin, dass diese Kandle nicht der
Erregungsbildung dienen, sondern diese modulieren. Belmonte und Viana (2008) weisen in

ihrem Review jedoch kritisch darauf hin, dass die Kaéltesensibilitdt ein sehr komplexes
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Geschehen ist, in welches verschiedenste lonenkanéle involviert sind. So interagieren die
erregenden Kationenkanéle (TRP-Kanéle) mit verschiedenen, die Aktivitat regulierenden
Kalium- und Natriumkanélen, so dass die Schwelle und Aktivitat variabel ist. Besonders bei
peripherer Nervenschédigung kann es so zu einer veranderten Kéltewahrnehmung kommen
(Belmonte und Viana 2008).

IV.2.3 Mechanosensibilitat

Die Mechanismen der Mechanosensibilitat sind bisher nicht ausreichend erforscht und
verstanden (Hu et al. 2006, Lumpkin & Caterina 2007). Es werden allerdings diverse
Rezeptoren sowie Zellen diskutiert, welche hierbei eine Rolle spielen kdnnten.

Wie auch bei der Thermosensitivitat werden verschieden Kationenkandle der TRP-
Familie in Verbindung mit Mechanosensibilitat gebracht. So wird TRPV4 sehr stark auf
Merkel-Zellen (s.u.) sowie auf schnell leitenden, stark myelinisierten afferenten Fasern
exprimiert. TRPV4-knockout-Mé&use zeigen jedoch allenfalls eine dezente Minderung der
Reizschwellen fir mechanische Reize (Lumpkin & Caterina 2007). TRPV1 ist bei
Dehnungsreflexen in der Blase und somit moglicherweise auch bei Hautafferenzen und deren
Mechanosensibilitét beteiligt. TRPV2 kann in vitro ebenfalls durch Dehnung gedffnet werden
und wird auf stark myelinisierten Hautafferenzen exprimiert (Lumpkin & Caterina 2007). Bei
Sdugetieren gibt es zwar keine Hinweise flr eine Beteiligung an mechanischer
Reizwahrnehmung von TRPN1, jedoch ist dieser Kanal bei Drosophila in den Fihlern und
Horantennen fir die Perzeption verantwortlich, so dass zumindest die Vermutung naheliegt,
dass dies auch bei Sdugetieren der Fall sein kdnnte. TRPA1 wird zwar stark in Nozizeptoren
und Haarzellen exprimiert, knockout-M&duse zeigen aber auch hier kaum signifikante
Minderungen in der Erregungsbildung (Lumpkin & Caterina 2007).

Anders sieht dies beim Degenerin/Epithelial-Na*-channel (DEG/ENaC) aus. Bei
DEG/ENaC-knockout-Mé&usen zeigt sich eine deutliche Minderung der Mechanosensibilitat
(Lumpkin & Caterina 2007). Auch DEG/ENaC-Isoformen, die ,,acid-sensing ion channels*
(ASICs) 1, 2 und 3, spielen vermutlich eine modulatorische Rolle in der Signaltransduktion
fir mechanische Reize, sind aber keine aktiven Rezeptoren. Eine Uberexpression von ASIC 3
fuhrt allerdings auch zu einer Ubererregbarkeit durch mechanische Reize (Lumpkin &
Caterina 2007).

Bei dem  Fadenwurm  Caenorhabditis elegans sind  OSM-9/0OCR-2-Kanéle

hdchstwahrscheinlich polymodal fiir hypertonische, mechanische sowie chemische Reize und
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konnen maglicherweise durch mehrfach geséttigte Fettsduren (PUFAs) moduliert werden
(Lumpkin & Caterina 2007).

Der Kalium-Kanal TREK-1 wird durch Dehnung ge6ffnet und bei knockout-Mé&usen

konnte gezeigt werden, dass die Sensibilitat fir niederschwellige mechanische Reize bei einer
Absenz dieses Kanals deutlich gesteigert ist (Lumpkin & Caterina 2007).
Uber die Rezeptorebene hinaus sind auch unterschiedliche Zellpopulationen an der
Wahrnehmung mechanischer Reize beteiligt. Die Haarzellen des Gehodrs sowie der
Gleichgewichtswahrnehmung wandeln Schall- und Bewegungsempfindungen Uber die
Offnung von lonenkanalen und Ausschiittung von Neurotransmittern in Aktionspotenziale
um. Dass Keratinozyten eine entscheidende Rolle bei der Perzeption von mechanischen und
auch anderen Reizen spielen konnen, legen folgende Tatsachen nahe: Unterschiedliche
Subpopulationen von sensorischen Nervenfasern reichen in verschiedene epidermale
Schichten. Dartber hinaus sind Keratinozyten in der Lage diverse modulierende, aktivierende
oder inhibierende chemische Substanzen zu sezernieren. Sie exprimieren unterschiedliche
Rezeptoren wie TRPV3 und V4 (s.0.), welche fur die Thermosensibilitdt verantwortlich
gemacht werden.

Bisher gibt es keine hinreichenden Beweise, dass Merkelzellen an der
Mechanosensibilitit beteiligt sind. Ahnlich wie bei den Keratinozyten sind jedoch viele
eindeutige Hinweise vorhanden, die daflr sprechen. So besitzen Merkelzellen &hnliche
Mikrovilli und auch Proteine wie Epsin, welche ebenfalls in Haarzellen des Gehérs gefunden
wurden und die Transkriptionsfaktoren sind einander sehr &hnlich. Sie besitzen Vesikel, die
denen der Neurotransmitterspeicherung gleichen, was ein Hinweis darauf sein konnte, dass
Merkelzellen prasynaptische Funktionen haben und modulatorisch oder erregend auf stark
myelinisierte Nervenfasern wirken kénnen (Lumpkin & Caterina 2007). Halata et al. (2003)

sind Uberzeugt, dass es sich bei Merkelzellen um Mechanorezeptorzellen handelt.

IV.3 Methodische Diskussion

In dieser Arbeit wurde Capsaicin in Tyrode, einer physiologische Elektrolytlosung, pH = 7,4,
gelost. Turgut et. al (2004) beschreiben jedoch, dass Capsaicin nur schwer in Wasser zu l6sen
ist. Um groRere Mengen in Wasser I6sen zu kdnnen sollte demnach Capsaicin erst in Ethanol
gelost werden. Anschlielend wird destilliertes Wasser hinzugefligt und ein Verdampfen des
Ethanols abgewartet. Nelson (1919) beschreibt, dass Capsaicin einen Schmelzpunkt von
63,5°C besitzt. Zur Lésung des Capsaicins in Tyrode wurde die Capsaicinsuspension erwarmt
und es kam zur vollstandigen L6ésung ohne Rickstande. Auch im Verlauf der Experimente,
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welche Uber Stunden dauerten, kam es nicht zum Ausfallen des Capsaicins. Man kann also
davon ausgehen, dass Capsaicin in Wasser ebenfalls in Lésung zu bringen ist, wenn man es
bis zu einer Temperatur nahe dem Schmelzpunkt erhitzt. Die Produktinformation von
Sigma® bestétigt dies. Dort wird von einem Schmelzpunkt zwischen 62 und 65°C gesprochen
und darauf hingewiesen, dass Capsaicin in kaltem Wasser praktisch unlésbar sei, jedoch nicht
in warmen.

In dieser Arbeit wurde zum Teil gezielt nach bestimmten Faserpopulationen gesucht,
wie zum Beispiel Hitzefasern. So kann es zu einer Verzerrung der prozentualen Haufigkeiten

bestimmter Faserpopulationen gekommen sein.

IV.4 Hitze- und Capsaicinsensibilitat

Wie bereits oben beschrieben ist Capsaicin ein Agonist des TRPV1-Kanal, welcher bei der
Perzeption von Hitzereizen eine entscheidende Rolle spielt. In den Experimenten 1, 2 und 3
zeigten sich 9 C-Fasern, welche erst nach Applikation von Capsaicin eine Sensibilitat fur
Hitzereize zeigten. Eine dieser neun Fasern zeigte bei der Applikation von Capsaicin eine
Akutreaktion. Die Vermutung liegt nahe, dass die Applikation von Capsaicin eine gewisse
Population von potenziell hitzesensiblen Fasern erst sensibilisiert und diese anschlieRend
durch Hitzereize erregbar sind. Moglicherweise handelt es sich dabei aber auch um ein
methodisches Problem der Applikation der Hitzereize. Teilweise gestaltete es sich schwierig
die besten rezeptiven Felder am Nerven fiir die Applikation der Hitzereize mit der Thermode
zu finden. Es mag also sein, dass die rezeptiven Felder der jeweiligen Fasern vor Applikation
von Capsaicin nicht addquat erreicht wurden. Abbildung 111.06 zeigt jedoch, dass nach
Applikation von 10uM Capsaicin erst eine Sensibilisierung fur Hitzereize einzutreten scheint.
Somit ist es denkbar, dass diese Fasern durch die Applikation von Capsaicin sensibilisiert
wurden. Die Faseranzahl bei 10uM (N=4) ist jedoch verh&ltnismé&lig gering, weswegen diese
Daten kritisch zu sehen sind. Kirillova (2012) zeigt jedoch, dass die Applikation von
Capsaicin in niedrigen Konzentrationen bei hitzesensiblen C-Fasern im Muskelnerven der
Ratte ebenfalls erst zu einer Sensibilisierung flhrt, bevor nach Applikation hoherer
Konzentrationen eine Desensibilisierung eintritt. Ahnliche Phanomene konnen zum Beispiel
auch nach milden Verbrennung wie einem Sonnenbrand auftreten, wo es im und um das
verletzte Gebiet zu einer Uberempfindlichkeit fiir thermische und mechanische Reize kommt,
bei welcher besonders die Sensibilitat flr Hitzereizung stark gesteigert ist (Harrison et al.

2004; Bishop et al. 2007). Auch nach topischer Applikation von niedrigen Konzentrationen
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von Capsaicin auf der menschlichen Haut kommt es im Anschluss zu einer deutlichen
Uberempfindlichkeit fir thermische Reize (Carpenter und Lynn 1981; Szolcsanyi 1977).
Jancso et. al (1978, 1984) zeigten, dass die Nervenzelldegeneration nach Applikation
von Capsaicin auf sensorische Ganglienzellen des Ganglion trigeminale in neugeborenen
Ratten mit einer intrazellularen Akkumulation von Calcium verbunden ist. Es lassen sich
Calcium-Granula in stark geschwollenen Mitochondrien nachweisen. Calcium scheint somit
eine wichtige Rolle bei der Nervenzelldegeneration zu spielen. Dass ein Calcium-Einstrom
durch Capsaicin hervorgerufen werden kann ist dabei auch durch die Eigenschaften des
TRPV1 als Calciumkanal zu erkldren (s.0.). Capsaicin wird in diesem Zusammenhang auch
beim Menschen zur Schmerztherapie, zum Beispiel bei der postherpetischen Neuralgie oder
neuropathischem Schmerz, benutzt (Wallace und Pappagallo 2011, Anand und Bley 2011,
Baron 2010). Capsaicin flhrt hierbei zu einer Defunktionalisierung von nozizeptiven
Nervenfasern. So kommt es zu einem vorribergehenden Verlust des Membranpotenzials.
Zusétzlich wird der Transport von neurotrophen Faktoren behindert, was wiederum zum
zeitweisen Rickzug von epidermalen und dermalen Nervenfaserterminalen fihrt (Anand und
Bley 2011). Anand und Bley (2011) beschreiben dariiber hinaus, dass eine periphere
Uberempfindlichkeit durch unterschiedliche Mechanismen hervorgerufen wird, wie zum
Beispiel durch eine veranderte Expression des TRPV1-Rezeptors sowie anderer lonenkandle,
durch fehlende Reinnervation oder kollaterale Sprossung. Topisch appliziertes Capsaicin kann
dabei zu einer Defunktionalisierung oder zum Absterben TRPV-1 exprimierender Neurone

fuhren.

IV.4.1 Hitze- und Capsaicinsensibilitat entlang des Axons

Betrachtet man die unter 111.2.1 genannten Ergebnisse, so zeigt sich eine eindeutige
Desensibilisierung von hitzesensiblen Afferenzen nach Applikation von Capsaicin. Nimmt
man die Experiment 1 und 2 zusammen, so wurden 28/32 hitzesensible C-Fasern durch die
Applikation von Capsaicin in Konzentrationen von 1mM und 10mM desensibilisiert. 22
dieser 32 Fasern zeigten dabei eine Akutreaktion, die Ubrigen 6 eine vollstandige
Desensibilisierung. Dieses Ergebnis l&sst sich leicht erklaren, wenn man die oben bereits
diskutierten Eigenschaften des TRPV1-Kanals berticksichtigt (Caterina 2006, Caterina et al.
1997). Der durch die Capsaicin-Applikation ausgeléste Ca’*-Einstrom fiihrt zu einer
Aktivierung der jeweiligen Faser (Akutreaktion), welche zum Teil sehr unterschiedliche

Ausmale annehmen kann. So konnten starkste Aktivierungen mit Impulsfrequenzen von
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>30 Imp/s Uber einen minutenlangen Zeitraum beobachtet werden und kurze Entladungen
uber wenige Sekunden mit anschlieBender Desensibilisierung. Dies kann moglicherweise
durch die tatsachliche Capsaicin-Konzentration erklért werden, welche das rezeptive Feld der
hitzesensiblen Faser erreicht. Capsaicin ist sehr lipophil und penetriert aus diesem Grund die
Nerven verhaltnismaRig gut (Sigma® Produktinformation), dennoch kann davon ausgegangen
werden, dass oberflachlich gelegene Fasern groReren Konzentrationen von Capsaicin
ausgesetzt werden, als es tief im Nerven gelegene Fasern sind. Bei den oberflachlichen Fasern
mag der Ca®*-Einstrom so massiv sein, dass nach kurzer Aktivierung keine weiteren
Aktionspotenziale mehr generiert werden kdnnen. Jancso et al. (1978, 1984) beschreiben, dass
ein Ca**-Einstrom vermutlich sogar eine groBe Rolle bei der Nervenzelldegeneration spielen
konnte (s.0.). Betrachtet man die polymodalen Fasern, welche sowohl hitze- als auch kélte-
und/oder mechansensibel sind, so zeigt sich dort oft eine vollstandige Desensibilisierung fur
Hitzereize nach Capsaicin-Applikation. Diese ist allerdings nicht durch einen Zelltod bedingt,
weil die Sensibilitat fur Kalte und/oder mechanische Reize unveréndert Bestand hat (s.u.).

Diese Ergebnisse lassen sich sehr gut mit Studien von Sauer et al. (1999 und 2001)
sowie Fischer et al. (2003) vereinbaren. Sie zeigen, dass Transduktionskanéle, welche fur die
Hitzesensibilitat verantwortlich sind, Uber die gesamte Nervenmembran von afferenten
Neuronen verteilt sind. Zusétzlich konnte in vitro gezeigt werden, dass die Applikation von
nozizeptiven Hitzereizen sowie von Protonen an einem isolierten Nervus ischiadicus der Ratte
zur Freisetzung von calcitonin gene-related peptide (CGRP) fihrt. CGRP fuhrt zu einer sehr
starken Blutgefalirelaxation. TRPV1 wird in der Membran von unmyelinisierten Fasern
peripherer Nerven expremiert und Capsaicin stimuliert die Freisetzung von CGRP durch diese
Nervenfasern (Bernardini et al. 2004). Hoffmann et al. (2008) konnte zudem an einer
Hautnerv-Préparation an Mdusen zeigen, dass 65,7% der Hitzefasern nicht nur im Bereich des
rezeptiven Feldes an der Haut, sondern auch entlang des Axons durch Hitzereize erregt
werden konnen. Teliban et al. (2011) zeigten &hnliche Ergebnisse wie Hoffmann et al. an der
Ratte und stellten ebenfalls eine axonale Erregbarkeit fur Hitze- und Kéltereize dar. Jedoch
waren bei Teliban et al. lediglich 34% der Hitzefasern sowohl von der Haut als auch entlang
des Axons durch Hitzereize erregbar.

Vergleicht man die Ergebnisse der akuten Schadigung des Nervs (Experiment 1) mit
denen 4-7 Tage nach Quetschlésion (Experiment 2), so lasst sich kein Unterschied feststellen.
Es zeigt sich eindeutig, dass in beiden Féllen eine Desensibilisierung und bei den meisten

Fasern auch eine Akutreaktion bei der Applikation von Capsaicin stattfindet. Dies passt sehr
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gut zu den Ergebnissen von Gorodetskaya et al. (2009), welche zeigen konnten, dass sich die
Haufigkeiten der Faserpopulationen bis zu 15 Monaten nach Schadigung zwar verandern, ihre
Funktionalitat jedoch praktisch identisch bleibt. In der Einleitung wurde jedoch bereits darauf
hingewiesen, dass sich die Genexpression nach Schadigung eines Nervs veréndert. Aufgrund
des geschéadigten Transportsystems der Nervenfaser kommt es zur Akkumulation von
Rezeptor- und Kanalmolekilen, was wiederum zur Verdnderung der physiologischen
Eigenschaften fihren kann. Michael und Priestley (1999) konnten zum Beispiel zeigen, dass
die Expression des TRPV1-Kanales nach einem peripheren Nerv-Trauma herunterreguliert
wird, wahrend Carlton und Coggeshall (2001) zeigen, dass bei einer peripheren Entziindung
TRPV1 hochreguliert wird. Ektope Erregbarkeit von myelinisierten und unmyelinisierten
afferenten  Nervenfasern durch mechanische und/oder thermische Reize entsteht dabei
innerhalb von 4-6 Stunden nach Axotomie (Michaelis et al. 1995 und Blenk et al. 1996).
Diese pathologische Erregbarkeit kann dann Uber 10-15 Monate bestehen bleiben (Blumberg
und Janig 1984; Gorodetskaya et al. 2009). Insgesamt scheinen die Verénderungen nach
Nervenschadigung den Einfluss von Capsaicin auf hitzesensible Fasern jedoch nicht zu
veréndern, unabhangig ob es sich um eine akute oder eine 4-7 Tage alte Schadigung handelt.
Die Ergebnisse flr Kalte- und Mechanosensibilitat zeigen ein identisches Bild (s.u.).

In Experiment 1 zeigte sich eine C-Faser, welche weder durch Hitze noch durch Kalte
oder mechanische Reize erregbar war, jedoch eine Akutreaktion auf die Applikation von
1mM Capsaicin zeigte. Man konnte nun nahelegen, dass auch nicht hitzesensible Fasern
maoglicherweise den TRPV1-Kanal expremieren. Dies ist jedoch sehr fraglich, da diese eine
Faser eine absolute Ausnahme darstellt und in allen vier Experimenten keine weitere Faser
gefunden wurde, welche dieses Verhalten zeigte. Somit muss man davon ausgehen, dass bei
dieser Faser eher ein methodisches Problem vorlag und einfach das hitzesensible rezeptive
Feld in keiner der mehrfachen Testungen gefunden werden konnte. Insgesamt kann man
davon ausgehen, dass der TRPV1-Kanal eine entscheidende Rolle in der Generierung von
Aktivitadt bei hitzesensensiblen Afferenzen spielt und es sich bei dieser Faser um eine

Ausnahme handelt.

IV.4.2 Hitze- und Capsaicinsensibilitat am L&sionsort
Die Ergebnisse der Hitze- und Capsaicinsensibilitat am L&sionsort sind genauso eindeutig und
vergleichbar mit denen aus den Experimenten 1 und 2. 16/23 hitzesensiblen C-Fasern zeigten

eine Reaktion nach Applikation von Capsaicin. 12 dieser 16 C-Fasern boten dabei eine
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Akutreaktion. 4/16 weitere Fasern reagierten zwar nicht akut auf die Applikation von
Capsaicin, waren nach Applikation jedoch deutlich desensibilisiert. 6 Fasern zeigten erst nach
Applikation von Capsaicin in unterschiedlicher Konzentration Uberhaupt Hitzesensibilitat.
Mdoglicherweise wurden diese Fasern durch die Applikation sensibilisiert (s.0.). Eine
hitzesensible C-Faser zeigte keinerlei Veranderung durch die Applikation von Capsaicin.

Vergleicht man die Aktivitaten der unterschiedlichen Experimente, so fallt auf, dass
diese in Experiment 3 im Durchschnitt deutlich niedriger sind als in den Experimenten 1 und
2 (Vergleiche die Abbildung I11.02 und I11.05). Nach der Quetschldasion kommt es zu einer
deutlichen Abflachung des Nervs im Bereich der Lasion. Die tber die Thermode applizierten
Temperaturen massten sich demnach bei groRerer Auflageflache wesentlich besser im
Lasionsbereich ausbreiten konnen. Gerade bei tiefer gelegenen Nervenfilamenten sollte die
Abschwachung durch die Entfernung zur Thermode wesentlich geringer sein und man kénnte
zumindest eine gleichwertig hohe Aktivitat erwarten. Die niedrigere Aktivitat in Experiment 3
zeigt sich jedoch auch bei der Kaltesensibilitdat. Auch dort sind die Aktivitdten im
Lasionspraparat im Durchschnitt niedriger als bei den Experimenten 1 und 2. Wie oben
bereits beschrieben unterlauft der Nerv nach Schadigung diverse physiologische und
biochemische Veranderungen. Neben der Beeintrachtigung des axoplasmatischen Transports
kommt es vor allem durch eine Verénderung der Genexpression zu einer Akkumulation von
Kanal- und Rezeptormolekilen entlang des gesamten Axons, besonders jedoch im Bereich
der Aussprossungen am Ort der Lasion selbst (Devor 2006; Sunderland 1978). Bei einer
vermehrten Akkumulation von Kanal- und Rezeptormolekilen sollte man ebenfalls von einer
hoheren durchschnittlichen Aktivitdt im Bereich des Lé&sionsortes ausgehen. Die Neurone
beginnen moglichst schnell mit der Reinnervierung des urspriinglichen Innervationsgebietes.
Bei einer Quetschlésion bleiben die von den Schwannzellen gebildete Leitschienen intakt und
die Nervenfaser kann nach Absterben des distal der Schadigung gelegenen Anteils des Axons
unmittelbar mit der Regeneration beginnen. Die aussprossenden Axone samt akkumulierten
Molekilen konnten somit bereits wenige Millimeter vom L&sionsort entfernt sein und somit
von der Testung nicht richtig erfasst werden. Dies ist jedoch lediglich eine Hypothese.

Im Vergleich zur axonalen Applikation von Capsaicin wurden am Ldsionsort
niedrigere  Konzentrationen von Capsaicin bendtigt, um eine Akutreaktion oder eine
Desensibilisierung hervorzurufen. Capsaicin ist ein sehr lipophiles Molekdl (s.0., Sigma®
Produktinformation), welches den Nerven gut penetrieren und somit schnell zu den

Rezeptoren diffundieren kann. Auch hier koénnen die vorab gedufRerten Vermutungen
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diskutiert werden. So spricht die Abflachung des Nervs am Lasionsort fur eine einfachere und
schnellere Penetration des Capsaicins durch die nervalen Strukturen, so dass niedrigere
Konzentrationen fiir eine Reaktion auf das Capsaicin notwendig waren. In diesem Fall spricht
auch die hohere Rezeptorendichte im Bereich des Léasionsortes fiir einen Effekt niedrigerer
Konzentrationen von Capsaicin, da es leicht nachzuvollziehen ist, dass eine Reaktion auf
Capsaicin  bei groRerer Rezeptorendichte bereits bei geringeren Konzentrationen
hervorgerufen wird.

Grossmann et al (2009) Kklassifizierten die hitzesensiblen Afferenzen in
niederschwellige (Reizschwelle < 42°C) und hochschwellige (Reizschwelle > 43°C)
Populationen. Es stellt sich nun die Frage, ob Unterschiede zwischen diesen beiden
Populationen in der Reaktion auf Capsaicin und/oder der Desensibilisierung festgestellt
werden koénnen. Betrachtet man die oben bereits genannte Literatur beziglich der fur die
Hitzesensibilitat verantwortlichen TRPV-Kandle, so wird dort vermutet, dass der TRPV1-
Kanal speziell auf hochschwelligen Hitzefasern exprimiert wird, die TRPV3- und V4-Kanale
hingegen bei der niederschwelligen Population. Insgesamt wurden in Experiment 3 8 der 23
Hitze-C-Fasern als niederschwellig kategorisiert. Insgesamt 7/8 als niederschwellig
klassifizierten hitzesensiblen C-Fasern wurden durch die Applikation von Capsaicin
(Akutreaktion und/oder Desensibilisierung) beeinflusst. Dies ist ein eindeutiges Ergebnis und
zeigt klar auf, dass auch die niederschwelligen Hitzefasern nach Nervenlasion den TRPV1-
Kanal exprimieren mussen. Dies unterstltzt die Aussage von Belmonte und Viana (2008),
welche klar aufzeigen, dass die genauen Mechanismen der Perzeption von thermischen und
mechanischen Reizen bei weitem noch nicht ausreichend verstanden sind. Es gibt viele
Arbeiten zu diversen Kanal- und Rezeptorproteinen, welche bei der Hitzesensibilitat
vermutlich eine Rolle spielen. Ein komplexes Zusammenspiel aus multiplen unterschiedlichen
Rezeptoren und Kanélen scheint fir die Hitzesensibilitat erforderlich zu sein (Caterina 2006,
Babes 2009, Belmonte & Viana 2008).

Interessanterweise konnten niederschwellige Hitzefasern ausschlieBlich in Experiment
3 bei der Testung am Lasionsort identifiziert werden. Dies kann mdglicherweise durch eine
grolere Rezeptoren- und Kanalproteindichte und somit einer denkbaren Steigerung der
Sensibilitat erklart werden. Zusatzlich mag die Abflachung des Nervs im Bereich der L&sion
dazu flhren, dass die Thermode eine breitere Auflageflache findet und Temperaturen somit
besser auch in tiefere Abschnitte des Nervs vordringen konnen. Dies wurde der Theorie

widersprechen, dass die Reinnervierung bereits wenige Millimeter vom Ldsionsort entfernt
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ist, da gerade in diesem Fall kaum ein Unterschied zu den Experimenten 1 und 2 zu erwarten

ware.

IV.4.3 Capsaicin und postganglionare Efferenzen

In Experiment 2 konnten bei distaler Ableitung und somit intakter Verbindung der getesteten
Filamente zum Rickenmark insgesamt 8 spontanaktive postgangliondre sympathische
Efferenzen identifiziert werden. Die Identifikation erfolgte durch Darstellung der kardialen
Rhythmizitat der spontanen Aktivitat, wie von Habler et al. (1991, 1994) beschrieben worden
ist. McLachlan und Janig (1983) haben gezeigt, dass etwa 19% aller unmyelinisierten Fasern
des Nervus suralis postganglionar sympathisch sind. In dieser Arbeit konnte gezeigt werden,
dass diese Efferenzen durch Hitzereizung reflektorisch gehemmt werden konnen (siehe
Abbildung 111.03 B und E). Bei der eindeutigen Unterdriickung durch Hitzereize hatte man
erwarten konnen, dass auch die Applikation von Capsaicin und die dadurch hervorgerufene
Akutreaktion bei vielen Hitzefasern zu einer reflektorischen Unterdriickung fuhrt. Die
Abbildungen 111.03 C und F zeigen jedoch, dass postgangliondre sympathische Fasern nicht
durch die Applikation von Capsaicin in den in dieser Arbeit genutzten Konzentrationen
beeinflusst werden. Mdglicherweise waren die angewandten Konzentration zu niedrig, um
eine ausreichend starke Aktivierung der Hitzefasern und somit eine reflektorisch ausgeltste
Hemmung hervorzurufen. Die akute Aktivierung durch die Applikation von Capsaicin ist
kaum mit der Aktivierung durch einen physiologischen noxischen Hitzereiz vergleichbar. Es
ist denkbar, dass auch die Form der Aktivierung von Hitzefasern im zentralen Nervensystem
unterschiedlich verarbeitet wird. Somit konnte die Art der Aktivierung eine unterschiedliche
Reaktion der zentralen Strukturen und mdoglicherweise auch das Ausbleiben der
reflektorischen Unterdriickung erkléren.

Eine reflektorische Hemmung der Aktivitat in den postgangliondren sympathischen
Neuronen durch noxische Kaltereize, wie sie Habler et al. (1994) darstellen konnten, konnte
in dieser Arbeit nicht nachgewiesen werden. Zusatzlich wurde eine Unterdrickung der
Aktivitat durch Hitzereize dort nicht beobachtet. Dabei muss jedoch angemerkt werden, dass
die Applikation der noxischen Reize bei Hébler et al. an der intakten Haut erfolgte. Die
experimentellen Ansétze dieser Arbeit und der von Habler et al. sind somit kaum
vergleichbar.

Zusammenfassend fihrt eine Hitzereizung zu einer reflektorischen Hemmung

postganglionarer sympathischer Neurone. Die Applikation von Capsaicin fuhrt scheinbar zu
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einer nicht ausreichend starken Aktivierung der Afferenzen, so dass es nicht zu einer
Hemmung kommt. Ahnliches gilt fiir noxische Kaltereize, bei denen die Gesamtaktivierung
der Axone zu gering zu sein scheint. Die Typ 1-kéltesensiblen Afferenzen gelten als nicht
noxizeptiv. Die Typ 2-kaltesensiblen Afferenzen hingegen sind nozizeptiv, kdnnen jedoch nur
zu 1/3 axonal erregt werden (Teliban et al. 2011). Dies unterstltzt die nicht ausreichende

Gesamtaktivierung.

IV.5 Kaélte- und/oder Mechanosensiblitat

IV.5.1 Kélte- und Mechanosensiblitat bei Fasern ohne Hitzesensibilitét

In den Experimenten 1, 2 und 3 wurden insgesamt 34 kaltesensible C-Fasern getestet, von
denen nicht eine einzige durch die Applikation von Capsaicin in Konzentrationen von 10uM
bis ImM in ihrer Reaktion auf Kaltereize beeinflusst wurde. Abgesehen von 12 C-Fasern,
welche zusétzlich auch Hitzesensibilitdt aufwiesen (diese werden genauer unter 1V.5.2
behandelt), zeigte davon keine Faser eine Akutreaktion auf die Applikation von Capsaicin.
Betrachtet man die oben bereits beschriebenen Kanal- und Rezeptormolekiile, welche in der
Literatur eine Rolle bei der Aktivierung durch Kaltereize spielen sollen, so lasst sich dieses
eindeutige Ergebnis leicht erkldren. Nach bisherigem Stand der Kenntnis bindet
ausschlieBlich der TRPV1-Kanal Capsaicin als Liganden (s.0.) und dieser wird nicht in
Verbindung mit der Kaltesensibilitat gebracht. Weder der TRPM8-, der TRPA1-Kanal, die
Kalium-Kandle TREK-1 und TRAAK noch der Natrium-Kanal Nav1.8 werden durch die
Applikation von Capsaicin beeinflusst. Eine Vielzahl an unterschiedlichen Rezeptor- und
Kanalmolekilen spielen bei der Kaltesensibilitait eine Rolle und bereits kleinste
Veranderungen der Expression kénnen moglicherweise die Transduktionsmechanismen fir
Kéltesensibilitat in den Nervenfasern sehr verandern. An den Experimenten in dieser Arbeit
konnte jedoch gezeigt werden, dass auch bei akuter Quetschung des Nervs oder 4-7 Tage nach
Schéadigung des Nervus suralis die Kaltesensibilitat von Afferenzen axonal und am Ldsionsort
nicht durch die Applikation von Capsaicin beeinflusst wird.

Gleiches gilt auch flr die Mechanosensibilitat von 20 A- und 6 C-Fasern. Auch diese
wurde nicht durch die Applikation von Capsaicin in Konzentration von 10puM bis 1mM
beeinflusst. Der TRPV1-Kanal ist zwar bei Dehnungsreflexen in der Blase beteiligt und man
vermutet aus diesem Grund eine mogliche Rolle dieses Kanals in der Mechanosensibilitét.
Dennoch zeigen die Ergebnisse eindeutig, dass die Mechanosensibilitit durch Capsaicin nicht

beeinflusst wird. Somit ist eine Expression von TRPV1 auf mechanosensiblen Fasern
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praktisch ausgeschlossen, es sei denn diese Fasern sind zusétzlich hitzesensibel. Auch dann

wird die Mechanosensibilitat jedoch nicht durch die Applikation von Capsaicin beeinflusst.

IV.5.2 Kalte- und/oder Mechanosensiblitat bei zusétzlich hitzesensiblen Fasern

Insgesamt 16 kéltesensible und/oder mechanosensible C-Fasern wiesen auch eine Sensibilitat
fur Hitzereize auf. Die Ergebnisse zeigen eindeutig, dass weder die Kéltesensibilitat noch die
Mechanosensibilitdt von polymodalen Hitzefasern durch die Applikation von Capsaicin
beeinflusst werden. Dartiber hinaus kann aber auch gezeigt werden, dass sich die
Hitzesensibilitat wie bei monomodal-hitzesensiblen C-Fasern verhdlt. So zeigten praktisch
alle Fasern auf die Applikation von Capsaicin eine Akutreaktion und/oder wurden flr weitere
Hitzereize desensibilisiert. Die hierfiir ursachlichen Kanal- und Rezeptormolekile wurden
bereits an anderer Stelle dieses Kapitels sehr ausfiihrlich diskutiert. An dieser Stelle soll
jedoch betont werden, dass hitzesensible Fasern nach Applikation von Capsaicin in den
angewendeten Konzentrationen keinesfalls absterben, sondern lediglich in ihrer
Hitzesensibilitdt desensibilisiert werden. Die Sensibilitat flir Kélte- und/oder mechanische
Reize wird durch die Applikation von Capsaicin nicht beeinflusst. Wie oben bereits erwéhnt,
wird Capsaicin in der Schmerztherapie genutzt (Wallace und Pappagallo 2011, Anand und
Bley 2011, Baron 2010) und Jancso et al. (1978, 1984) konnten zeigen, dass ein starker
Calcium-Einstrom zur Zerstérung von afferenten Nervenzellen fiihren kann. Jancso et al.
(1977) zeigten dariiber an neugeborenen Ratten, dass es zu einem lebenslangen Verlust von
afferenten Neuronen mit un- oder wenig myelinisierten Axonen, deren Zellkdrper in den
Hinterwurzelganglien liegen, kommt, wenn Capsaicin mit hoher Dosis appliziert wird. Die in
diesen Experimenten genutzten Konzentrationen zwischen 10pM und 10mM Capsaicin, die
fur maximal 180 Sekunden appliziert wurden, scheinen jedoch nicht auszureichen, um einen

dermalien ausgepragten Calcium-Einstrom hervorzurufen.

IV.6 Einfluss von Capsaicin auf ausschlief3lich kutan hitzesensible C-Fasern (Exp. 4)

6 C-Fasern in Experiment 4 waren kutan hitzesensible C-Fasern, konnten aber nicht durch
Hitzereizung ihrer Axone aktiviert werden. Keine dieser Faser wurde durch die axonale
Applikation von Capsaicin aktiviert oder sensibilisiert. 5 Fasern zeigten neben der kutanen
Hitzesensibilitat auch eine Aktivierung auf Hitzereize, welche entlang des Axons appliziert
wurden. Diese Fasern wurden alle auch durch die Applikation von Capsaicin am Axon
beeinflusst. 4/5 C-Fasern wurden akut aktiviert und desensibilisiert. Eine C-Faser wurde
lediglich desensibilisiert, ohne aktiviert zu werden. Somit korrelieren die axonale Hitze- und
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die axonale Capsaicinsensibilitdt miteinander. Ist eine Hitzefaser nicht entlang des Axons
durch Hitzereize erregbar, so zeigt diese auch keine Reaktion auf die Applikation von
Capsaicin.

Dies ist ein erstaunliches und Uberraschendes Ergebnis, wenn man (berlegt, dass es
zwei Populationen von Hitzefasern zu geben scheint. Die eine Population ist neben der
Erregbarkeit auf Hitzereize im Bereich des rezeptiven Feldes an der Haut sowohl fir
Hitzereize als auch fir Capsaicin-Applikation entlang des Axons sensibel, wahrend die zweite
Population zwar im Bereich der Haut Hitzesensibilitat zeigt, jedoch nicht entlang des Axons
erregbar ist. Diese Population scheint nach oben bereits mehrfach genannten und diskutierten
Ergebnissen den TRPV1-Kanal sowie andere fiir die Hitzesensibiltat notwendigen Kandle und
Rezeptoren nicht oder nur in geringem Malie entlang des Axons zu exprimieren. Was genau
unterscheidet diese beiden Populationen in ihrer physiologischen Funktion? Die Faseranzahl
in dieser Arbeit ist sehr gering bei insgesamt nur 11 Fasern, wovon wiederum 5 auch entlang
des Nervs erregbar waren. Die Ergebnisse sind jedoch eindeutig. In der Literatur wird dieser
Sachverhalt nicht diskutiert. Teliban et al. (2011) haben die axonale Sensibiltitat fir
thermische und mechanische Reize untersucht und konnten dabei zeigen, dass sich die
Sensibiltat fur Kéalte- und Hitzereize nicht auf die rezeptiven Felder im Bereich der Haut
beschrankt, sondern oft auch entlang des Axons nachweisbar ist. Dabei konnten nahezu alle
nicht-nozizeptiven kaltesensiblen C-Fasern (Typ 1) auch entlang des Axons durch Kélte
erregt werden (97%). Von den nozizeptiven Kaltefasern (Typ 2) waren 39% durch Kéltereize
entlang des Axons erregbar. Betrachtet man die Hitzesensibilitat, so konnten 34% der an der
Haut hitzesensiblen C-Fasern auch entlang des Axons durch Hitzereize aktiviert werden. Dies
deckt sich mit unseren Beobachtungen, in denen ca. 45% der hitzesensiblen C-Fasern auch
entlang des Nervs erregbar waren. An dieser Stelle sei nochmal darauf hingewiesen, dass die
Faseranzahl in dieser Arbeit jedoch keinesfalls représentativ ist. Hoffmann et al. (2008)
konnte an M&usen zeigen, dass ca. 66% der hitzesensiblen C-Fasern auch entlang des Axons
erregbar sind. Der geringere Anteil in dieser Arbeit (5/11) sowie in der Arbeit von Teliban et
al. (2011) (34%) mag zustande kommen, da sowohl bei Teliban et al. als auch in dieser Arbeit
mit 50°C als Hochsttemperatur gearbeitet wurde und maoglicherweise die sehr
hochschwelligen Hitzefasern mit Schwellentemperaturen >50°C nicht identifiziert werden
konnten. Es werden weitere Studien notwendig sein, um diesen Sachverhalt beziiglich
unterschiedlicher Populationen von Hitzefasern und deren physiologischer und funktioneller

Unterschiede weiter aufzuklaren.
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V. Zusammenfassung

1)

()

©)

(4)

(5)

(6)

(7)

Hitzesensible Afferenzen werden axonal bei akuter (Experiment 1) oder 4-7 Tage nach
Schadigung (Experiment 2) des Nervus suralis gleichermalien durch die Applikation von
Capsaicin aktiviert und desensibilisiert.

Ein Unterschied im Antwortverhalten der Hitzefasern zwischen akuter Schéadigung oder
4-7 Tage Lé&sion ist nicht zu beobachten.

Postganglionare sympathische Efferenzen werden durch die Applikation von Capsaicin
weder aktiviert noch unterdriickt oder auf andere Art und Weise beeinflusst.

Auch am Ort der Lasion (Experiment 3) konnen hitzesensible Afferenzen durch
Capsaicin erregt und desensibilisiert werden. Anders als in den Experimenten 1 und 2
fallt die Hitzeantwort (und auch die Kalteantwort) insgesamt jedoch wesentlich geringer
aus.

Ein Unterschied in der Reaktion bzw. der Desensibilisierung durch Capsaicin ist bei
niederschwelligen im Vergleich zu hochschwelligen Hitzefasern nicht zu beobachten.
Beide reagieren auf dieselbe Weise.

Kutane hitzesensible Afferenzen zeigen nur dann eine Aktivierung bei Applikation von
Capsaicin entlang des Axons, wenn auch eine axonale Sensibilitdt fir Hitzereize
vorhanden ist.

Weder die Kélte- noch die Mechanosensibilitdt von Hautafferenzen wird durch die
Applikation von Capsaicin entlang des Nervs oder am Ort der Ld&sion beeinflusst,

unabhéngig davon, ob die Fasern zusétzlich Hitzesensibilitat aufweisen.
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