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Zusammenfassung

Hintergrund:

Der neuropathische Schmerz ist eine hdufige posttraumatische und postoperative
Komplikation iiber dessen Pathogenese bis jetzt wenig bekannt ist. Als Teil eines groferen
Projektes untersucht diese Arbeit die Moglichkeiten der Detektion von neuropathischen
Schmerzverhalten am Rattenmodell. Ziel dieser Arbeit ist die Unterscheidung von
hyperalgetischer ~ Schmerzreizantwort zu  physiologischer ~ Schmerzreaktion am

Rattenmodell.

Methoden:

In der Interventionsgruppe wurden ménnliche Sprague-Dawley Ratten einer spinalen
Nervenligatur (SNL) unterzogen, bei der der fiinfte und sechste Spinalnerv ligiert und
durchtrennt wurden. Ratten in der Kontrollgruppe erhielten nur Narkose und einen
Hautschnitt. Zwischen dem 10. und 21. Postoperativen Tag wurden die Ratten zwei mal
einem Test unterzogen, im Zuge dessen die Tiere mit einer 20G Spinalanisthesienadel in
der Mitte der Hinterpfoten stimuliert wurden. Es wurde so viel Kraft aufgewandt, dass die
Haut eingedellt, jedoch nicht durchstoBen wurde. Ein simples Zuriickziehen der Pfote wurde
als normal gewertet. Eine komplexe Antwort auf den Schmerzstimulus, wie das Lecken der
Pfote und Schiitteln wurde als neuropathische Schmerzantwort gewertet (Hogan et al., 2004,

Rigaud et al., 2011).

Ergebnisse:

Von den 106, einer SNL-Operation unterzogenen Ratten, entwickelten 38,2% ein
hyperalgetisches Verhaltensmuster. Die durchschnittliche Rate von hyperalgetischen
Reaktionen bei SNL-operierten Tieren im ersten postoperativen Test war 11%, beim zweiten

postoperativen Test 12%.

Diskussion:

Hierorts wurden 38,2% der SNL-unterzogenen Ratten als hyperalgetisch eingestuft.

Dies ist mit den Ergebnissen von vorherigen Studien in den USA (Gemes et al., 2009, Hogan
et al., 2004, McCallum et al., 2006, Rigaud et al., 2011) vergleichbar. Dies deutet darauf hin,
dass die Generierung des neuropathischen Schmerzens und Detektion dieses

Schmerzmodells stabil und reproduzierbar sind.
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Abstract

Background:

Neuropathic pain is a global clinical burden and its genesis is not completely understood yet.
In order to understand the genesis of neuropathic pain, a further investigation of the neuronal
cells as transmitter and conductor of this sort of pain is needed. The aim of this thesis is the
distinction between hyperalgesic pain response behavior from physiological pain response

in rats.

Methods:

The rats were randomly divided into two groups, whereof one was subjected to a spinal nerve
ligation (SNL)-surgery, where the fourth and the fifth spinal nerve are ligated and cut. The
control group underwent anesthesia and skin incision only. Within the 10. to 21.
postsurgical-day the rats underwent a test procedure on two separate days where pressure
with a 20G spinal needle was applied to the center of the paw in order to indent the skin
without penetrating it. This provokes a noxious mechanical stimulation and evokes a simple
withdrawal of the paw or a complex motor response in which case the rat licks and shakes
the paw after the noxious stimulus (Hogan et al., 2004, Rigaud et al., 2011), which has been

determined to indicate hyperalgesic neuropathy.

Results:
Out of 106 SNL rats, 38.2% showed a hyperalgesic response. The average hyperalgesic

response rate was 11% on the first post-surgical examination and 12% on the second.

Discussion:

The results of 38.2% of hyperalgesic responses in SNL-rats in relation to 0% reaction of the
SS-rats showed a significant difference between the two groups. The results are comparable
with preceding studies (60%) (Gemes et al., 2009, Hogan et al., 2004, McCallum et al., 2006,
Rigaud et al., 2011). This demonstrates that it is possible to detect hyperalgesic responses in
SNL-rats. Further, it shows that with this procedure a stable and reliable pain model for

neuropathic pain in rats can be created.
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1 Einleitung

Der neuropathische Schmerz ist ein Erkrankungsbild dessen Pathogenese und
pathologischen Grundlagen noch nicht restlos geklért ist, was angesichts der Haufigkeit und
der schwierigen Behandlung als problematisch anzusehen ist. Uber die Hiufigkeit dieses
Leidens ist hier eine Studie aus Frankreich zu erwéhnen, die zeigt, dass knapp 7% der
Bevolkerung mittleren Alters (50-64 Jahre) einem tiber 3 Monate andauernden chronischen
neuropathischen Schmerz ausgesetzt sind (Bouhassira, 2008).

Diese Erkrankung stellt nicht nur eine erhebliche Verminderung der Lebensqualitdt der
betroffenen Patientlnnen dar, sondern beeinflusst auch deren Arbeitsfahigkeit. Die
soziodkonomische Komponente ist nicht unerheblich, da laut einer internationalen Studie
(McDermott et al., 2006) 43% der untersuchten neuropathischen Schmerzpatientlnnen im
Schnitt rund 5,5 Arbeitstage im Monat bedingt durch den Schmerz der Arbeit fern bleiben
mussten. Ein weiterer Faktor ist die erh6hte Frequenz an Arztbesuchen, so besuchten 83%
der Patientlnnen mit der hochsten EQ-5D (Standardisiertes Messinstrument flir die
Lebensqualitdt auf die Gesundheit bezogen (EuroQol, 2017)) Schmerzeinstufung, im
Zeitraum der Studie, ofter als einmal pro Monat einen Facharzt oder eine Fachérztin
beziiglich ihrer Schmerzen. Im Vergleich hierzu besuchten 66% des PatientInnenguts mit
der niedrigsten EQ-5D Schmerzeinstufung 6fter als einmal pro Monat einen Facharzt.
Dieser Schmerzzustand ist meistens sehr lange persistent, 42.8% der PatientInnen beklagen
eine Schmerzdauer von liber 36 Monaten (McDermott et al., 2006).

Patientinnen und Patienten mit neuropathischem Schmerz sind also regelméfig beim Arzt
oder bei der Arztin und beklagen trotz irztlicher Betreuung Schmerzen, die in Summe eine
grof3e Lebensqualititsminderung und eine Beschrinkung im Alltag bedeuten (McDermott et
al., 20006).

Allein in Deutschland leiden 6% der Bevolkerung unter neuropathischen Schmerzen, das
sind in Summe in etwa 5 Millionen Menschen. Laut Deutschem Forschungsverbund
Neuropathischer Schmerz (DFNS) werden rund 20% von diesem Patientlnnenkollektiv nicht
ausreichend oder unzureichend therapiert. Dies erklart auch, dass im Laufe von 10 Jahren
neuropathische Schmerzpatientlnnen im Schnitt 8 Mal den Arzt oder die Arztin wechseln

und durchschnittlich in dieser Zeit 72 Tage stationdr im Krankenhaus verbringen (DFNS).




In der Studie ,,The burden of neuropathic pain: results from a cross-sectional survey*
(McDermott et al., 2006) wird erstmals eine Beschreibung iiber die demographische
Verteilung und Privalenz des neuropathischen Schmerzens in Europa veroffentlicht.
Beobachtete GroBen sind Altersverteilung, Geschlecht, Arbeitsstatus, Gesellschaftsschicht
und die jeweilige Therapie. Da das beobachtete Patientengut von 602 Patienten aus
Frankreich (103), Deutschland (202), Italien (41), Niederlande (58), Spanien (95) und aus
GroBbritannien (103) besteht, kann es als repriasentativ fiir Europa gesehen werden.

Von den beobachteten, unter neuropathischem Schmerz leidenden, PatientInnen sind 49,8%
iiber 65 Jahre und 50,2% zwischen 18-64 Jahre. Interessant ist, dass scheinbar keine
genderspezifischen Unterschiede vorliegen (Frauen 50,4%, Ménner 49,6%). Am haufigsten
betroffen sind pensionierte Patientlnnen (50,5%), vollzeitbeschéftigte Patienlnnen (13,8%)
und Hausfrauen/Hausménner mit (13,8%). Studentlnnen bilden hier mit 0,5% eher die
Ausnahme.

Weiteres ldsst sich beobachten, dass die héufigsten Ursachen der Neuropathie die
diabetische Neuropathie (23,3%), postherpetische Neuropathie (14,0%), und die
Trigeminusneuralgie (13,6%) sind. Die posttraumatische Neuropathie wird mit einer

Haufigkeit von (12,1%) angefiihrt.

Weiteres sei erwdhnt, dass der neuropathische Schmerz eine klinische Beschreibung und
keine Diagnose ist, wenngleich auch von ,,diagnostiziertem™ neuropathischen Schmerz

gesprochen wird (IASP, 2016).

Die therapeutische Strategie hdngt stark von der zugrundeliegenden Ursache des
neuropathischen Schmerzens ab. Die deutsche Gesellschaft fiir Neurologie (DGN, 2017)
beschreibt in ihren Leitlinien fiir pharmakologisch nicht interventionelle Therapie chronisch
neuropathischer Schmerzen diverse Therapiestrategien sowie Therapieziele. Die
Ausschopfung der kausalen und kurativen Therapie, der zugrundeliegenden Ursache, sollte
dabei laut Leitlinie im Vordergrund stehen, wie zum Beispiel die Neurolyse bei
Engpasssyndromen sowie optimale Diabeteseinstellung und Risikointervention bei
diabetischer Neuropathie. Als realistisches Therapieziel sind hier ,,die Schmerzreduktion
von 30-50%, sowie Verbesserung der Schlafqualitit, Verbesserung der Lebensqualitit,
Erhaltung der sozialen Aktivitit und sozialen Beziehungsgefiiges sowie die Erhaltung der
Arbeitsfahigkeit.” angefiihrt (DGN, 2017). Allein die geringe realistische Schmerzreduktion

von maximal 50% zeigt, dass die therapeutischen Interventionsmdglichkeiten bislang nur
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geringe Erfolge erzielen kdnnen. Um jedoch neue Strategien gegen den neuropathischen
Schmerz entwickeln zu konnen, bedarf es eines besseren pathophysiologischen

Verstiandnisses der Entstehung und Entwicklung dieses Phdnomens.

Dieses Projekt untersucht die Grundlagen und Pathogenese des neuropathischen Schmerzes.
Da diese Studie die Nervenzellen aus den Spinalganglien untersucht und dies bei
menschlichen Patientinnen und Patienten nur begrenzt moglich ist, wurde am Rattenmodell
geforscht. Die Evaluierung, ob ein Tier einen neuropathischen Schmerz entwickelt hat oder

nicht, ist Zielsetzung dieser Arbeit.
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2 Grundlagen
2.1 Schmerz als Begriff

Der Schmerz ist ein unangenehmes Sinnes- und Gefiihlserlebnis, das mit aktueller oder
potentieller Gewebsschadigung verkniipft ist oder mit Begriffen einer solchen Schiadigung
beschrieben wird (IASP, 2016).

Dieser kann pathogenetisch in den somatogenen, den neuropathischen und den psychogenen

Schmerz unterteilt werden (Waldvogel, 2013).

2.2 Nozizeptiver Schmerz

Ist der Schmerz korperlich bedingt, wird er als somatogen oder physiogener Schmerz
bezeichnet. Er kann noch weiter unterteilt werden in somatischen und viszeralen Schmerz.
Diese weitere Unterscheidung wird heute teilweise ersetzt durch nozizeptive Schmerzen, da
sowohl somatische als auch viszerale Schmerzen durch Nozizeptoren aktiviert werden

(Waldvogel, 2013).

Abbildung 1- aus Renatus Cartesius, De Homine Figuris 1662

Der nozizeptive Schmerz ist eine essenzielle Funktion des Nervensystems. Er entsteht durch

Schaden von nicht neuronalem Gewebe und wird iiber die Nozizeptoren aktiviert (IASP,
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2016). Die Hauptaufgabe des nozizeptiven Schmerzens ist die Erhaltung der koérperlichen
Unversehrtheit und Vermeidung vor weiterem Schaden des Organismus. Er entsteht durch
Stimulation der chemischen, elektrischen, mechanischen oder thermischen Nozizeptoren.
Die Reizweiterleitung erfolgt liber die afferenten sensiblen Anteile der peripheren
Nervenfasern. Es gibt die schnellen myelinisierten A-3- und die relativ langsameren
unmyelinisierten C-Fasern (Standring, 2015).

Die Notwendigkeit des Schmerzens zeigt ein Ausfall desselben, wie zum Beispiel beim
Congenital Insensitivity to Pain (kongenitale Schmerzunempfindlichkeit). Menschen mit
solch einer Erkrankung verletzen und verstiimmeln sich unwillentlich, da der physiologische
Schutzmechanismus Schmerzen — Gefahr — Vermeidung fehlt beziehungsweise stark
reduziert ist. Eine 2013 neu entdeckte funktionserhéhende Mutation im SCN11A-Gen,
welches fiir die spannungsabhéngigen Kaliumkanile kodiert, liegt in vielen Féllen von

Congenital Insensitivity to Pain zu Grunde (Phatarakijnirund et al., 2016).

2.3 Psychogener Schmerz

Der psychogene Schmerz hat den Ursprung der korperlichen Schmerzen in der Psyche der
Patientlnnen. Die Schmerzen werden physisch empfunden, wenngleich auch keine
physische Ursache zugrunde liegt. Verursacht durch Stress, Trauer, Arger, Wut,
Kriankungen, Beleidigungen und Konflikten kann es zu korperlich empfundenen
Schmerzzustinde kommen (Studt and Petzold, 1999). Da das Hauptaugenmerk der Arbeit
jedoch am neuropathischen Schmerz liegt, mochte ich hier auf weiterfiihrende Literatur

verweisen (Studt and Petzold, 1999).
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2.4 Neuropathischer Schmerz

Als neuropathisch werden Schmerzen bezeichnet, die auf eine Dysfunktion oder Lision des
peripheren oder zentralen Nervensystems zuriickzufiihren sind. Es wird je nach Lokalisation
der Genese zwischen periphere und zentrale Neuropathien unterschieden. Zentrale
Neuropathien haben als Kausalitdt eine Lision im zentralen Nervensystem, haufigste
Ursachen sind zerebrale Infarkte oder Multiple Sklerose. Periphere Neuropathien haben im
Gegenzug ihren Ursprung im peripheren Nervensystem. Diese konnen wiederum in fokale,
multifokale oder generalisierten Neuropathien unterteilt werden. Als Beispiel hierfiir sind
postoperative und diabetische Polyneuropathien zu nennen (IASP, 2016).

Des Weiteren kann der neuropathische Schmerz anhand der Genese unterschieden werden:
Traumatisch: Posttraumatisch, postoperativ;

Nicht Traumatisch: Vaskuldre Neuropathien, interstitielle Neuropathien, hereditére

Neuropathien, entziindliche Neuropathien, immunpathologisch bedingte Neuropathien,
metabolische Neuropathien und toxische Neuropahtien;

(Bocker, 2008)

Sind Entziindungsreaktionen fiir die Nervenveranderungen verantwortlich spricht man von
einer Neuritis. Der Unterschied zwischen einer degenerativen Neuropathie und einer

Neuritis ist nicht immer moglich (Bdcker, 2008).

Héufig wird im Zusammenhang mit dem neuropathischen Schmerz ein Untergang von
Nervenfasern beobachtet. Die Lasion, welche dem neuropathischen Schmerz zugrunde liegt,
wird primér durch ein Trauma, eine Vaskulitis oder einen viralen Infekt ausgeldst, kann aber
auch sekundir durch diverse neurotoxische Noxen zum Nervenfaseruntergang (Waller’sche-
Degeneration) fithren. Diese Verdnderung findet sich bei dem peripheren neuropathischen
Schmerz meistens. Segmentale Schadigungen des Nervensystems (Demyelinisierung)
konnen auch zu axonalen Schidigungen fithren und umgekehrt. Diese pathologischen
Veridnderungen konnen ineinander {ibergehen und in Kombination zum totalen Untergang

der Fasern fiihren (Waller’sche-Degeneration) (Bocker, 2008).
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Abbildung 2 - Pathologische Reaktionsmuster bei Neuropathien, bearbeitet aus (Bécker, 2008).

Neuropathien konnen nach Manifestation weiteres in Mononeuropathie (einzelne Nerven),
Polyneuropathie (mehrere Nerven) oder autonome Neuropathie (vegetative Nerven)
unterteilt werden. Bei der Mononeuritis multiplex hingegen beobachtet man einen
sprunghaften und wechselhaften Befall der Nerven. Betrifft die Erkrankung vorwiegend die
Nervenwurzeln, so spricht man von Radikulopathien und Radikuloneuropathien (in Addition

eine distale Lasion) (Bocker, 2008).

Dieses héufige Leiden stellt ein hiufiges klinisches Problem dar, da die Patienten nicht nur
einen grofen FEinschnitt in ihrer Lebensqualitit erleben, sondern der Schmerz seine

eigentliche Schutzfunktion verliert (Nickel et al., 2012).

Der neuropathische oder neurogene Schmerz entsteht durch eine Schadigung, Entziindung
oder Fehlfunktion eines Teiles der Neuraxis. Die weitere Unterteilung erfolgt nach
Lokalisation der Lésion und wird in periphere, zentrale und gemischte Neuropathien

unterteilt (Waldvogel, 2013).

2.4.1 Unterscheidung nozizeptiver und neuropathischer Schmerz

Der nozizeptive Schmerz unterscheidet sich im Wesentlichen vom neuropathischen Schmerz
durch seine Entstehung. Wihrend dem nozizeptiven Schmerz eine Verletzung von

Gewebsstrukturen  zugrunde  liegt, die nicht Nervengewebe sind (also
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Haut-, Muskel-, Bindegewebe...) und sich in aller Regel nach der Heilungsphase
zuriickbilden, haben neuropathische Schmerzen ihre Ursache in der Schidigung des
peripheren Nerven selbst. Nozizeptive Schmerzen sind meist akut und in ihrem zeitlichen
Verlauf durch die Heilung ,,selbst limitierend®, wo hingegen periphere Lasionen der Nerven
eine tendenzielle komplexe Langzeitentwicklung durchlaufen (Schmidt et al., 2011, IASP,
2016).

Es sind jedoch auch neuropathische Schmerzen ohne axonale Schadigung moglich, hier
seien die Neuritiden erwéhnt. Im Tierversuch konnte gezeigt werden, dass durch die lokale
Applikation von Entziindungszellen auf intakte Nerven eine tempordre Neuritis induziert
wird. Diese entspricht klinisch dem Bild des neuropathischen Schmerzens (Eliav et al.,
1999).

Klinisch unterscheidet sich der neuropathische Schmerz durch Schmerzqualitit,
Schmerzlokalisation und Schmerzdauer vom nozizeptiven Schmerz. Beim neuropathischen
Schmerz finden sich meist Beschreibungen wie ,,brennend, stechend, elektrisierend und
zerreilend* (Waldvogel, 2013).

Der nozizeptive Schmerz wird normalerweise als ,,gewohnlicher Schmerz* empfunden und
kann meist gut verbal (im Gegensatz zum neuropathischen Schmerz) beschrieben werden

(Schestatsky and Nascimento, 2009).
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Tabelle 1 — Unterschiede zwischen nozizeptiven und neuropathsichen Schmerz, libersetzt und modifiziert aus

(Schestatsky and Nascimento, 2009).

Schmerztypen Nozizeptiver Schmerz Neuropathsicher Schmerz
Definition Schmerz wird durch Schmerz wird durch eine
physiologische Aktivierung | Lasion oder Dysfunktion
der Schmerzrezeptoren des somatosensiblen
ausgelost Systems ausgeldst
Mechanismus Physiologische Ektopischer Impuls
Schmerzweiterleitung
Lokalisation Lokaler und ausstrahlender | Begrenzt durch das
Schmerz Innervationareal der
beschidigten
Nervenstruktur
Schmerzsymptomatik Gewdhnliche Uniibliche
Schmerzempfindung (gute | Schmerzempfindung
verbale Beschreibung der (schlechte
Schmerzen) Schmerzbeschreibung)
Therapie Gute Therapierbarkeit mit | Schlechte
konventionellen Analgetika | Therapieergebnisse (mit
Antidepressiva,
Antikonvulsiva)

Da Schmerzen nicht objektiv messbar sind und es keinen einheitlichen Konsens iiber die

Diagnose vom neuropathischen Schmerz gibt, ldsst sich der neuropathische Schmerz in der

Klinik jedoch nicht immer leicht vom nozizeptiven Schmerz abgrenzen (Schestatsky and

Nascimento, 2009).

Aus diesem Grund wurde ein System entwickelt um die Wahrscheinlichkeit des Vorliegens

eines neuropathischen Schmerzens zu quantifizieren (Treede et al., 2008).

Die genaue Schmerzanamnese des Patienten bildet den Grundpfeiler in der Differenzierung

und Diagnosefindung. Eine graduelle Einteilung und Evaluierung ist nach (Treede et al.,

2008) in vier Kriterien eingeteilt.

17



Tabelle 2 - Abstufungen nach (Treede et al., 2008) libersetzt von (DGN-Diagnostik, 2017)

1 | Die Schmerzlokalisation befindet sich in einem neuroanatomisch plausiblen Areal.

2 | Die Anamnese ist vereinbar mit einer relevanten Lésion oder Erkrankung des
peripheren oder zentralen somatosensorischen Systems.

3 | Es findet sich mindestens ein pathologischer Befund innerhalb des neuroanatomisch
plausiblen Areals der Schmerzausbreitung.

4 | Eine relevante Lision oder Erkrankung des peripheren oder zentralen
somatosensorischen ~ Systems  ldsst sich  mittels  mindestens  eines
Untersuchungsverfahrens nachweisen.

Die Wabhrscheinlichkeit eines neuropathischen Schmerzens steigt mit der Anzahl der
positiven Kategorien. Neuropathischer Schmerz gesichert (1-4 treffen zu), wahrscheinlich
neuropathischer Schmerz (1 und 2 treffen zu und entweder 3 oder 4), mdglicher
neuropathischer Schmerz (1 und 2 treffen zu, jedoch weder 3 noch 4 sind zutreffend) (Treede

et al., 2008).

Die DGN empfiehlt zur besseren Ubersicht folgenden Algorithmus:

Leitsymptom Schmerz

Schmerzlokalisation in einem neuroanatomisch plausiblen Areal

und nein ~" neuropathischer Schmerz -
Anamnese hinweisend auf eine relevante Lasion oder Erkrankung . unwahrscheinlich
des somatosensorischen Systems

;

Arbeitshypothese:
neuropathischer Schmerz maglich

|

Bestdtigungstests:
a: Negative oder positive sensorische Befunde sind begrenzt auf das )
Innervationsgebiet einer |dsionierten neuronalen Struktur keiner _ - neuropathischer Schmerz
nicht bestatigt

Anamnese

Untersuchung

b: Diagnostische Tests bestétigen die Lasion oder Erkrankung, auf
die die neuropathischen Schmerzen zuriickzufiihren sind

lcﬁb laoderb

neuropathischer A neuropathischer
Schmerz gesichert > Schmerz wahrscheinlich

Abbildung 3 - Flussdiagramm, Diagnose neuropathischer Schmerz (DGN, 2017) Quelle:
http://www.dgn.org/images/red_leitlinien/LL _2012/Abb.-61.1 big.qif

Neben den klinischen Untersuchungen und Tests, stehen zur besseren Objektivierbarkeit
eine Reihe von apparativen Methoden zum Nachweis einer vorliegenden Pathologie in der

afferenten Schmerzleitung zur Verfiigung (DGN-Diagnostik, 2017).
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2.4.2 Schmerzbegriffe im Rahmen der neuropathischen Schmerzen

Fiir die bessere Vergleichbarkeit der Schmerzbegrifflichkeiten haben sich international die
Beschreibungen der International Association for the study of Pain durchgesetzt, diese

definiert:

Allodynie:

Unangenehme bis schmerzhafte Sinneswahrnehmung auf mechanische und thermische
Stimuli, die physiologischerweise nicht als schmerzhaft wahrgenommen werden
(Waldvogel, 2013). So lost etwa eine leichte Berlihrung eine vergleichbar nicht

physiologische Schmerzreaktion im Organismus hervor (IASP, 2016).

Dysisthesie:

Dysésthesie wird eine abnorme und als unangenehm empfundene Sensation definiert.
(Waldvogel, 2013).

Hypalgesie:

Bei der Hypalgesie handelt es sich um eine verminderte Schmerzempfindung (Waldvogel,
2013).

Hyperalgesie:

Die Hyperalgesie ist definiert als erhdhte Schmerzwahrnehmung beim Setzen eines
schmerzhaften mechanischen, thermischen oder chemischen Reizes (Waldvogel, 2013).
Abzugrenzen hiervon ist die Allodynie, welche als Schmerzreaktion auf einen nicht

schmerzvollen Reiz definiert wird (IASP, 2016).
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Hypaisthesie:

Die Hypisthesie wird als eine verminderte Beriihrungs- und Schmerzwahrnehmung
beschrieben. Im Unterschied zur Hypalgesie ist hier die epikritische Sensibilitdt betroffen

(Waldvogel, 2013).

Hyperisthesie:

Wird eine Uberempfindlichkeit auf Beriihrungsreize, die auch schmerzhaft ist, festgestellt
so spricht man von Hyperidsthesie. Sie wird den Stérungen der epikritischen Sensibilitit
zugeordnet (Waldvogel, 2013). Die epikritische Sensibilitidt zdhlt zu der exterozeptiven
Sensibilitit, welche tiber den Hinterstrang (HS) in den priméren sensorischen Cortex fiihrt.
Hierzu zdhlen die Druck-, Beriihrungs- und Tastwahrnehmung. Hierzu gehort die duale
Diskrimination (erkennen zweier rdumlich verschiedener Reize), Stereogonosie
(Gegenstandserkennung durch ,.ertasten*) sowie die Vibrationswahrnehmung (Trepel and

Dalkowski, 2015, Pschyrembel, 2016).
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2.4.3 Symptomatik bei neuropathischem Schmerz

Im Zuge der neurologischen Untersuchungen und den Bedside-Tests, werden die vom

Schmerz betroffenen Areale untersucht und je nach Erhéhung der Reizantwort

(Positivsymptomatik) oder Verminderung der Reizantwort (Negativsymptomatik) den

jeweiligen pathologischen Mustern zugeordnet.

Tabelle 3 — Pathologische Reizantworten aus (Henss, 2015).

Empfindung eines
Vibrationsreizes

Stimmgabel Gber
Knochen oder

Symptom Definition Untersuchung Pathologische Antwort
Negativsymptome
Hypasthesie Reduzierte Bestreichen der Reduzierte
Empfindung nicht Haut mit einem Wahrnehmung
schmerzhafter Reize Pinsel oder
Wattetrager
Pallypasthesie Reduzierte Applikation der Reduzierte

Wahrnehmungsschwelle

(z.B.: Metallrolle
10°C bzw. 45°C)

Gelenk
Hypalgesie Reduzierte Berlihrung der Haut | Reduzierte
Empfindung mit Pin-Prick Wahrnehmung
schmerzhafter Reize
Thermhypasthesie | Reduzierte Berihrung der Haut | Reduzierte
Empfindung eines mit kalten bzw. Wahrnehmung
Warm- oder Kaltreizes | warmen
Gegenstdnden

Spontane

Empfindung

Parasthesie

Nicht schmerzhafte,
anhaltende kribbelnde
Empfindung

Intensitat (1-10),
Flache in cm2

EinschieRende
Schmerzattacke

Elektrisierende
Schocks von Sekunden
Dauer

Anzahl pro Zeit,
Intensitat (0-10),
Schwelle

Oberflachlicher
Schmerz

Schmerzhafte,
anhaltende
Empfindung, oft

Intensitat (1-10),
Flache in cm2

brennend
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Evozierter Schmerz

der Haut |6st Schmerz
aus

Mechanisch: Normalerweise nicht | Bestreichen der Scharfer, brennender

dynamische schmerzhafter, Haut mit einem oberflachlicher Schmerz

Allodynie leichter Reiz auf der Pinsel oder in der primar

Haut |6st Schmerz aus | Wattetrager betroffenen Zone mit

Ausdehnung in die
umliegenden, gesunden
Areale

Mechanisch: Normalerweise nicht | Leichter Dumpfer Schmerz in der

statische schmerzhafter leichter | Fingerdruck auf der | primar betroffenen

Allodynie statischer Druck auf Haut Zone

Mechanische
punktférmige
Allodynie

Normalerweise leicht
stechender, nicht
schmerzhafter Reiz auf
der Haut I6st Schmerz
aus

Berlihren der Haut
mit Pin-Prick

Scharfer, stechender
oberflachlicher Schmerz
in der primar
betroffenen Zone mit
Ausdehnung in die
gesunde Zone

Kalte-Allodynie

Normalerweise nicht
schmerzhafter Kaltreiz
auf der Haut lost
Schmerz aus

Beriihren der Haut
mit kalten
Gegenstdnden
(z.B.: Metallrolle
10°C)

Schmerzhafte oft
paradox brennende
Temperaturempfindung
in der betroffenen Zone

Hitze-Allodynie

Normalerweise nicht
schmerzhafter
Warmreiz auf der Haut
|6st Schmerz aus

Bertihren der Haut
mit warmen
Gegenstdnden
(z.B.: Metallrolle
45°C

Berihren der Haut mit
brennender
Temperaturempfindung
in der primar
betroffenen Zone

Um die Testprozeduren zu vereinheitlichen und zu standardisieren, wurde die Quantitative

sensorische Testung entwickelt (QST) (DFNS).
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2.4.4 Diagnostik

2.4.4.1 Die Quantitativ sensorische Testung (QST)

Die quantitativ sensorische Testung ist ein diagnostisches Verfahren um apparativ und
standardisiert das Vorliegen eines neuropathischen Schmerzens zu untersuchen. Sie wurde
vom deutschen Forschungsverbund fiir Neuropathischen Schmerz (DFNS) entwickelt. Eine
Testfolge besteht aus 13 Testfolgen, die aus thermischen und mechanischen Stimuli
bestehen, dadurch sollen sie die somatosensiblen und nozizeptiven Schmerzbahnen
abdecken. Das gesamte Testprozedere ist dennoch subjektiv, da der Test von der Mitarbeit
der PatientInnen abhingig ist (Maier et al., 2010, Rolke et al., 2006). Durch den Vergleich
der gemessenen Daten mit den Normwerten und dem Kdrperseitenvergleich kann eine
Aussage iiber eine pathologische Uber- oder Unterfunktion auf die jeweiligen Antworten
auf die Stimuli getroffen werden. Eine Minderfunktion entspricht so einer Lésion im
somatosensiblen System, eine Uberfunktion im Gegenzug Allodynie und Hyperalgesie.
Um die Befunde systematisch zu verfassen hat sich die LoGa-Klassifikation durchgesetzt.
, Lo bedeutet Loss, was Negativsymptomatik bedeutet, sowie ,,Ga* fiir Gain, was soviel
wie Positivsymptomatik heif3t. Ein zusétzlicher Zahlencode von 0-3 legt fest inwieweit

eine thermische, mechanische oder Mischsymptomatik vorliegt (Maier et al., 2010).

Es besteht auBerdem die Moglichkeit minimalinvasiv mittels Hautbiopsie eine periphere

Neuropathie nachzuweisen (Lauria et al., 2010).

2.4.4.2 Hautbiopsie

Mit Hilfe der Fluoreszenzmikroskopie ldsst sich am Hautstanzpréparat eine periphere
Neuropathie nachweisen. Diese Methode eignet sich vor allem um die Small-Fiber-
Neuropathie nachzuweisen. Mittels einer 3 mm im Durchmesser und etwa 3 mm tiefe, 10
cm oberhalb des Malleolus Lateralis entnommenen Haut-Stanz-Biopsie wird die
intraepidermiale Nervenfaserdichte der unmyelinisierten C-Fasern bestimmt. Die Werte

werden mit Normwerten verglichen (Lauria et al., 2010, DGN-Diagnostik, 2017).
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2.4.4.3 Laser evozierte Potenziale (LEP)

Durch auf die Haut applizierte Laserreize, lassen sich Potenzialdifferenzen mittels
Standard-EEG ableiten. Fillt ein Potenzial aus, gilt dies als sicheres pathologisches
Zeichen. In diesem Fall muss eine Lésion der nozizeptiven Afferenz vorliegen (Haanpaa et

al., 2011, Cruccu et al., 2010, DGN-Diagnostik, 2017).
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2.4.5 Therapie

Bei der Therapie des neuropathischen Schmerzens ist es besonders wichtig vor dem
Einleiten der Therapie die genauen Ziele zu definieren. Zu hoch gesteckte Erwartungen in
den Therapieerfolg generieren bei der Patientin oder dem Patienten bei Nichterreichen ein
Geflihl der Enttduschung und koénnen deshalb zur Schmerzverstirkung fithren (DGN-
Therapie, 2017).

Obwohl durch die medikamentdse Therapie maximal 80% Schmerzreduktion moglich ist,
sollte eine Schmerzreduktion von maximal 50% aus obengenannten Griinden als realistisch

betrachtet werden (Attal et al., 2010, Dworkin et al., 2010, Finnerup et al., 2010).

Die DGN empfiehlt folgenden Algorithmus fiir die Therapie (DGN-Therapie, 2017):

1. Diagnosestellung
e sicherer/moglicher neuropathischer Schmerz

e gemischter neuropathisch-nozizeptiver Schmerz
o gegebenenfalls Diagnostik (siehe Leitlinie ,,Diagnostik neuropathischer

Schmerzen")

2. Kausale Therapieoptionen ausschopfen
e Falls unzureichend oder nicht unmittelbar verfligbar: medikamentdse Therapie

planen (weiter mit 3.)

3. Therapieplanung
e Komorbiditaten berlicksichtigen

e Komedikation beriicksichtigen

e Unvertraglichkeiten bericksichtigen

4. PatientInneninformation
e Therapieziele formulieren und mitteilen

e verwendete Medikamente bestimmen und dem Patienten, der Patientin deren
Einsatz als Analgetika erklaren (Compliance!, insbesondere bei Antidepressiva)
e Nebenwirkungen erklaren und Interaktionen vermeiden

e Kriterien fur Wirksamkeit und Unwirksamkeit (Therapiedauer, Titration) mitteilen

5. Pharmakotherapie
e Wahl: Trizyklische Antidepressiva (TCA), selektive Serotonin-Noradrenalin-

Wiederaufnahmehemmer (SSNRI), Antikonvulsivum (Ca-Kanal) oder Capsaicin-

Pflaster, Lidocain-Pflaster
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bei starken Schmerzen beziehungsweise Notwendigkeit eines schnellen
Wirkeintritts: Indikationspriifung fir zusatzliche Opioidgabe

bei gemischtem neuropathischen-nozizeptiven Schmerz: Erwdgen einer
Kombinationstherapie aus Nichtopioidanalgetikum/Opioid mit TCA, SSNRI,

Antikonvulsivum oder topischem Therapeutikum

6. Therapieverlauf

Schmerzreduktion auf < 3 NRS (numerische Rating-Skala; 0 = keine Schmerzen, 10
= maximal vorstellbarer Schmerz): Monotherapie fortfiihren, ggf. Indikation fiir
Kombinationstherapie priifen

Schmerzreduktion um > 30 %, aber Schmerzintensitat > 4 NRS: Kombination mit
einem Medikament unter 4.

Schmerzreduktion < 30 % und Schmerzintensitat > 4 NRS: Medikament am
ehesten unwirksam - Medikamentenwechsel

Kontrolle der Nebenwirkungen (z. B. Laborkontrolle, EKG, Hautinspektion)

falls Therapie unzureichend, Uberweisung in ein Schmerzzentrum priifen

7. Therapieende

Studiendaten zur Bestimmung des Zeitpunkts fiir eine Dosisreduktion liegen nicht
vor. Im Verlauf einer suffizienten Therapie kann eine langsame und schrittweise

Dosisreduktion versucht werden.

(DGN-Therapie, 2017)
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2.5 Somatosensible Schmerzbahnen

Das somatosensible Bahnsystem wird durch Schmerzqualitdt und Verlauf in ein sensibles
anterolaterales System (SAS) und ein Hinterstrang (HS) beziehungsweise mediales
lemniskales System (MLS) unterteilt. Wéahrend das SAS Schmerz- Temperatur-, grober
Druck- und Tastempfindung weiterleitet, sind die Bahnen des HS fiir die Fortleitung fiir
feine Beriihrungen, Vibrations- und Lagewahrnehmungen verantwortlich (Trepel and

Dalkowski, 2015).

2.5.1 Die Bahn des sensiblen anterolateralen Systems

Diese Bahn ist fiir die Schmerz-, Temperatur- sowie die grobe Druck- und Tastempfindung
verantwortlich. Diese beginnt bei den Sinnessensoren in der Cutis. Der Impuls wird von dem
1. sensiblen Neuron ins Hinterhorn des Riickenmarks weitergeleitet, dort wird es auf das 2.
sensible Neuron umgeschaltet. Unmittelbar nach der Umschaltung wechselt das Neuron auf
die kontralaterale Seite, wo es in Form des Tractus spinothalamicus bis ins Gehirn fiihrt.
Diese Fasern enden im Nucleus ventralis posterior Thalami. In diesem Kern erfolgt die
Umschaltung auf das 3. sensible Neuron. Dieses verlduft nun durch die Capsula interna zum
Gyrus postcentralis des Parietallappens, wo die Fasern in somatotoper Anordnung in der
primdren somatosensiblen Rinde enden.

Im Bereich des Kopfes wird die somatosensible Ubertragung im Nucleus spinalis nervi
trigemini verschaltet. Umgehend nach der Verschaltung auf das 2. Neuron wechselt die Bahn
auf die Gegenseite und steigt im kontralateralen Vorderseitenstrang der Medulla als Tractus

spinothalamicus weiter auf (Trepel and Dalkowski, 2015).
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Abbildung 4 — Verlauf der Bahn des sensiblen anterolateralen Systems, aus (Trepel and Dalkowski, 2015)

1. Spinalganglien, 2. Ganglion trigeminale, 3. Hinterhorn des Riickenmarks, 4.Nucleus
spinalis nervi trigemini, 5. Tractus spinothalamicus lateralis, 6. Somatosensible Fasern aus
Nucleus spinalis nervi trigemini, 7. Nucleus ventralis posterior thalami, 8. Thalamokortikale

Fasern, 9. Gyrus postcentralis
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2.5.2 Die Bahn des medialen lemniskalen Systems

Die Bahnen des HS leiten im Unterschied zum sensiblen anterolateralem System (ALS) eine
fein differenzierte Tastempfindung, die sogenannte ,,epikritische Sensibilitdt und daneben
auch die propriozeptive Wahrnehmung. Diese dient der bewussten Wahrnehmung des
Bewegungsapparates.

Wiederum gelangen die Stimuli {iber das 1. Neuron vom Sinnesrezeptor in das Riickenmark.
Im Unterschied zur ALS bleiben die Fasern auf der ipsilateralen Seite und wechseln erst auf
die kontralaterale Seite im dorsokaudalen Bereich der Medulla oblongata, nachdem sie im
Nucleus Cuneatus und Nucleus Gracilis auf das 2. Neuron umgeschaltet werden. Schlielich
ziehen sie im Lemniscus medialis bis zum Nucleus ventralis posterior thalami. Dort erfolgt
eine Umschaltung auf das 3. Neuron, welches die Impulse auf den primaren somatosensilben
Kortex im Gyrus postzentralis iibertrdgt. Auch hier kommen die Fasern in somatotopischer

Anordnung zum Liegen (Trepel and Dalkowski, 2015).
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Abbildung 5 — Veraluf der Bahn des Hinterstrang- oder medialen lemniskalen Systems, aus (Trepel and Dalkowski, 2015)

1. Spinalganglien, 2. Ganglion trigeminale, 3. Hinterstrang des Riickenmarks, 4. Fasciculus
cuneatus, 5. Fasciculus gracilis, 6. Nucleus cuneatus, 7. Nucleus gracilis, 8. Nucleus
principalis nervi trigemini, 9. und 10. Lemniscus medialis, 11. Nucleus ventralis posterior

thalami, 12. Gyrus postcentralis mit somatotopischer Gliederung
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2.5.3 Intrazellulare Signaliibertragung in der Nervenzelle

Calcium Ionen spielen eine essenzielle Rolle in den zelluldren Signalkaskaden, wie
Erregbarkeit, Membranstrome, synaptische Ubertragungen, Apoptose und Genexpression.
Die intrazelluldre Calciumkonzentration in physiologischen Nervenzellen ist mit ca. 100 nM
im Vergleich zum Extrazelluldarraum 20.000-fach erniedrigt. Dieser Gradient wird durch
Ca?" ATP-asen in der Zellmembran (PMCA) kontinuierlich aufrechterhalten. Wird die Zelle
erregt, stromt Ca®" {iber spannungsabhingigen Ca>" Kanilen (CaVs) Ca?" in das Zytoplasma,
wo es im Bereich von Millisekunden von Ca?*-bindenden Proteinen gebunden wird und ein
Teil von Sarcoendoplasmatischen-Ca?’*-ATP-ase (SERCA) ins Endoplasmatische
Retikulum weitertransferiert wird. Dabei entstehen elektrochemische Spannungsgradienten
(Clapham, 2007).

Bisherige Studien zeigen, dass bei Ratten mit hyperalgetischem Verhaltensmuster eine
Verminderung der Ca** Ionen im endoplasmatischen Retikulum und Zytoplasma, sowie
eine strukturelle Reduktion der sarcoendoplasmatischen Retikula an den beschéadigten

Nerven, beobachtbar ist. Weiteres ist ein verminderter transmembranaler-Ca>" Strom

beobachtbar (Gemes et al., 2009).
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Abbildung 6 - Aufrechterhaltung und Funktion des Ca2+ Gradienten der Zelle aus (Clapham, 2007)
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2.6 Schmerz am Tiermodell

2.6.1 Generierung des neuropathischen Schmerzes am Tiermodell

Es gibt verschiedene Methoden zur Generierung des neuropathischen Schmerzens am
Tiermodell. Die haufigsten Prozeduren sind die SNL, das Chronic Constriction Injury Model
(CCI) und die Partial Sciatic Nerve Injury (PSL).

Bei der CCI-Prozedur wird am Nervus Ischiadicus der Ratte proximal der Trifurcation
viermal eine 4-0 Catgut-Chrom-Nahtmaterial Ligatur angebracht. Diese Ligaturen werden
im 1 mm Abstand voneinander angebracht, sodass das betroffene Areal des Nervs ungefahr
4-5 mm Ausdehnung hat. Der Druck der Ligatur muss hierbei so fest sein, dass der Nerv bei
40x VergroBerung leicht eingedellt, jedoch nicht wesentlich seinen Durchmesser verringert.
Ziel ist es die Durchblutung im Epineurium zu verlangsamen, jedoch nicht zu unterbinden.
Diese Prozedur ist aufgrund ihrer Komplexitit aufwéndig durchzufiihren (Campbell and

Meyer, 2006, Bennett and Xie, 1988).

Die PSL ist eine Methode in der der Nervus Ischiadicus in etwa der Halfte des Nervs ligiert
wird. Fiir die Ligatur wird eine 8-0 Silicon-Treated-Silk Nahtmaterial verwendet. Die Naht
muss sehr eng anliegen und das abgebundene Areal sollte 1/3 bis 2 des gesamten Nervs

beinhalten (Seltzer et al., 1990).

Die SNL-Operation wird laut dem beschriebenem Schema nach Kim und Chung 1992
durchgefiihrt: In Allgemeinandsthesie mittels Isofluran werden nach stumpfer
Durchtrennung der Muskulatur und Resektion des L5 Querfortsatzes die LS und L6 Nerven
der Ratte ligiert und durchtrennt, der L4-Anteil des Nervus Ischiadicus wird jedoch intakt
belassen. Um eine Wechselwirkung und Verzerrung der Schmerzentwicklung zu vermeiden
muss weitgehend auf eine postoperative Analgesie verzichtet werden. Postoperativ
entwickeln etwa 20% der Tiere ein hyperalgetisches Verhaltensmuster (Kim and Chung,

1992).
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Abbildung 7 - Modell der Spinalnervenligation von L5 und L6 aus (Kim and Chung, 1992).
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2.6.2 Detektion des neuropathischen Schmerzens am Tiermodell

Ein direkter Schluss auf einen neuropathischen Schmerz am Tiermodell ist nicht moglich.
Es wird jedoch angenommen, dass ein hyperalgetisches Verhaltensmuster bei Tieren einen
neuropathischen Schmerz voraussetzt, beziehungsweise impliziert (Hogan et al., 2004,
Rigaud et al., 2011).

Da die Schmerzsensation von Tieren nur schwer nachvollzieh- und objektivierbar ist,
braucht es ein Modell, um hyperalgetische Tiere von nichthyperalgetischen Tieren zu

unterscheiden.

Folgende Methoden wurden in vorhergehenden Studien verwendet:

Hitze: Die Ratten werden auf eine temperaturregulierte Glasplatte gesetzt, auf den
Hitzestimulus reagiert die Ratte mit dem Riickzug der Pfote. Diese Testung wird drei Mal
im Abstand von einer Minute wiederholt. Die Zeitdifferenz vom Beriihren der hei3en Platte
bis zum Riickzug wird gemessen. Je kiirzer die Latenzzeit, desto wahrscheinlicher liegt ein

hyperalgetischer Schmerz vor (Hargreaves et al., 1988).

Leichte Beriihrung: Eine 8 mm breite Kamelhaarbiirste wird mittig entlang der Pfote des
zu testenden Tieres gezogen. Die Antwort wird als positiv gewertet, wenn das Tier die Pfote
zuriickzieht. Der Test wird 3-mal auf jeder Pfote angewandt in Abstdnden von mindestens 1

Minute (Rigaud et al., 2011).

Kilte: Durch ein Schlauchsystem wird Aceton in Form eines Meniscus auf die Haut
aufgetragen. Der Hautkontakt mit dem Schlauch wird gemieden. Die Antwort wird als
positiv gewertet, wenn die Pfote vom Tier zuriickgezogen wird. Eine Reaktion sollte in unter
10 Sekunden zu erwarten sein. Insgesamt werden 3 Wiederholungen in Abstédnden von 2

Minuten gemacht (Choi et al., 1994).

Von Frey Fasern: Punktuelle mechanische Stimulation durch von Frey Fasern (Smith and
Nephew Inc., Germantown, WI). Um den Vorgang zu standardisieren wird die Faser
langsam an die Haut angendhert und so viel Kraft angewandt bis sich die Faser verbiegt.
Diese Position wird fiir 1 Sekunde gehalten. 10 verschiedene Stellen werden auf der
plantaren Pfotenseite getestet. Die Pfotenballen und die behaarte Haut werden gemieden.

Verschiedene Faserstirken werden hierbei getestet, wobei bei der schwichsten Faser
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begonnen wird und jeweils beide Pfoten mit einer Faserstirke durchgetestet werden. Ein

rasches Zuriickziehen der Pfote wird als positives Zeichen gewertet (Chaplan et al., 1994).

Nadel: Mit der Spitze einer 20G Spinalanésthesienadel wird die Mitte der Pfote beriihrt. Der
Kraftaufwand soll so groB sein, dass die Haut eingedriickt, jedoch nicht durchstoBen wird.
Ein Riickzug der Pfote, sowie Hyperalgesie-typisches Heben und Lecken der Pfote wird als
positiv gewertet (Hogan et al., 2004, Rigaud et al., 2011).
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3 Forschungsfrage

Gegenstand dieser Arbeit ist festzustellen, ob die Fallzahlen an hyperalgetischen
Verhaltensmuster nach SNL Operation in Sprague-Dawley Ratten bei uns vergleichbare
Haufigkeiten aufweisen, wie in vorherigen Studien (Hogan et al., 2004, Kim and Chung,
1992).

Vorherige Studien zeigen, dass in etwa 60% der Ratten (Hogan et al., 2004), welche eine
SNL-Operation hatten ein hyperalgetisches Schmerzmuster entwickeln. Da die subjektive
Interpretation vom empfundenen Schmerz bei Tieren nicht nachvollziehbar ist, wurden eine
Reihe von Tests entwickelt, welche die Reaktion auf diverse externe Stimuli als

hyperalgetisch wertet, oder nicht.
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4 Material und Methoden
4.1 Studiendesign

Die Grundlagenforschung des neuropathischen Schmerzes am Mensch ist, da in aller Regel
Nervengewebe benotigt wird, nur bedingt moglich. Aus diesem Grund wird versucht, diesen
Schmerz am Tiermodell zu reproduzieren und zu erforschen.

Es gibt bereits stabile Testungsstandards und Eingriffsprozedere am Modell der Ratte,
deshalb fiel die Wahl auf dasselbe Tier (Kim and Chung, 1992, Hogan et al., 2004). Mittels
eines operativen Eingriffes wurden dem Versuchstier der 5. und 6. Spinalnerv ligiert und
durchtrennt. Verglichen wurde gegen eine Kontrollgruppe, welche lediglich einem
Hautschnitt in Anésthesie unterzogen wird. Die mechanische ,,Inaktivierung™ durch die
Ligatur verursacht bei rund 60% der Versuchstiere ein hyperalgetisches Verhaltensmuster
(Kim and Chung, 1992, Hogan et al., 2004, Huang et al., 2016). Dieses hyperalgetische
Verhaltensmuster gilt als vergleichbarer Hinweis auf eine Hyperalgesie des Tieres (Hogan
et al., 2004).

Diese Testungen wurden im Rahmen eines groBBeren Projekts durchgefiihrt, welches sich
zum Ziel gesetzt hat die Physiologie des Ca®" Haushaltes in den peripheren Nervenzellen zu

untersuchen.

4.2 Die Tiere

Aufgrund der GroB3e, existierender standardisierter Eingriffsprozeduren sowie ausgepragter
Verhaltensmuster, welche gut beurteilbar sind, wurde als Versuchstier die Sprague-Dawley
Ratte verwendet.

Fiir die Versuche wurden ausschlieSlich 6 Wochen alte, ménnliche Tiere von der
Zuchteinrichtung Himberg der Universitit Wien bezogen. Die Ratten wurden im Alter von
4 Wochen angekauft. Nach einer einwochigen Akklimatisierungszeit und einem Gewicht
von (150-175 g) wurden sie der SNL oder SS Operation unterzogen. Die Tiere wurden im
Versuchstierzentrum Hahnhof am LKH Graz in Gruppenkifigen gehalten mit bis zu
maximal 5 Tieren pro Kifig. Die Raumtemperatur war konstant bei 22+0,5 °C und einer
konstanten Raumfeuchtigkeit von 60 + 15% mit einem regelméfBigem 12 Stunden Licht-,
Dunkelheits Zyklus. Nahrungsmittel und Wasser wurden den Tieren ad libitum wihrend der

gesamten Zeit zur Verfligung gestellt. Dies entspricht einem standardisierten Prozedere nach
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Kim und Chung (Hogan et al., 2004, Kim and Chung, 1992). Da dieses Schmerzmodell
bislang nur mit minnlichen Ratten durchgefiihrt wurde und um die Homogenitét der Gruppe
zu gewihrleisten wurden ausschlieBlich mannliche Ratten verwendet.

Es lag eine Tierversuchsgenehmigung des Bundesministeriums fiir Wissenschaft, Forschung

und Wirtschaft (BMWFW) vor.

4.1 Der Eingriff

Die Tiere einer Kohorte wurden per Zufallsprinzip entweder einer Nervenligatur oder einem
Hautschnitt unterzogen. Fiir die spinale Nervenligation wurden die Ratten mit 2% Isofluran
in Sauerstoff betdubt. Der Riicken wurde rasiert und ein medianer Hautschnitt auf Hohe der
Lumbalregion durchgefiihrt. Nach dem Vordringen in die linke lumbale Region wurde im
Gegensatz zum Prozedere nach Kim and Chung (Kim and Chung, 1992) die paraspinale
Muskulatur nicht durchtrennt. Da Studien zeigen, dass es keine signifikanten Unterschiede
in Bezug auf die neuropathische Schmerzentwicklung bei Erhaltung der Muskulatur gibt,
diese jedoch weitaus weniger traumatisch und invasiv fiir die Ratte ist, wurden alle Ratten
unter Erhaltung dieser Muskulatur operiert (Huang et al., 2016).

Die Spinalnerven wurden dargestellt und an der Wurzel des L5 und L6 Spinalganglions mit
6-0 Silk-Nahtmaterial ligiert und durchtrennt. AnschlieBend wurde die Haut mit Klammern
verschlossen. Nach der Operation erhielten die Ratten als postoperative Analgesie eine

einmal Gabe Buprenorphin.
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4.2 Die Testdurchfiihrung

Fiir unsere Versuche wurde der Needle-Test als Testungsmethode gewéhlt. Der Needle-Test
hat im Vergleich zu anderen mechanischen Testungen, die auf thermischen und taktilen
Stimuli basieren, eine groBere Sensitivitdt. Durch diese Testung wird die Schmerzbahn
stimuliert, ohne die Ratte jedoch zu verletzen (Rigaud et al., 2011).

Die Ratten wurden nach diesem beschriebenen Standard getestet (Hogan et al., 2004).

4.2.1 Vorbereitungsphase

Die Tiere wurden vom Aufenthaltsraum schonend in das Testlabor transportiert. Um eine
mogliche Stressentstehung der Tiere zu vermeiden wurde ein rollender Transport
angewandt. Nach einer 30-miniitigen Ruhephase der Tiere in der neuen Umgebung wurden

die Ratten einzeln in die Testungsvorrichtung gegeben (Hogan et al., 2004).

4.2.2 Testungsvorrichtung

Die Tiere wurden auf einen Tisch deponiert, welcher eine Drahtnetzplatte als Boden hatte.
Durch die Drahtmaschen konnte somit eine Spinalnadel ohne groem Aufwand die Pfote
der Ratten erreichen. Die Plexiglasvorrichtung dient einerseits dazu das Tier auf dem Tisch

zu zentrieren und zum anderen die Flucht zu verhindern (Gemes et al., 2009).
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Abbildung 8 - Ratte auf Versuchsvorrichtung, Gemes G.

4.2.3 Testprocedere

Getestet wurde blind, die testdurchfiihrende Person hatte keine Kenntnis, ob es sich um eine
SNL oder SS Ratte handelt. Nach der Eingewohnungsphase der Tiere wurden sie einzeln in
den Testungsapparat gegeben und 10-mal auf der linken und 10-mal auf der rechten
Hinterpfote getestet. Getestet wurde mit einer 20 G Spinalnadel, welche in der Mitte der
Pfote angesetzt wurde. Kraft wurde dabei so viel aufgewandt, dass die Haut eingedellt,
jedoch nicht durchstoen wurde. Ein hyperalgetisches Reaktionsmuster wurde als positiv
gewertet, wenn die Ratte die Pfote zuriickzog, sie ableckte oder auffillig schiittelte.
Insgesamt wurden die Ratten an 2 verschiedenen Tagen zwischen dem 10. und 21.

Postoperativen Tag getestet (Gemes et al., 2009).

Eine Ratte wurde als hyperalgetisch gewertet, wenn sie in Summe mehr als 15% der
gesamten Testungen Reaktionen mit einem hyperalgetischen Verhaltensmuster reagierte.
Ratten die zwischen 5% und 15% mit diesem Verhaltensmuster reagierten, wurden als
,Borderline* klassifiziert und nicht fiir weitere Studien verwendet. Tiere mit weniger als 5%

wurden als nicht neuropathisch angesehen.

Die gesamten Reaktionen wurden mittels deskriptiver Statistik, arithmetischem Mittel,

sowie der Standardabweichung beschrieben.
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5 Ergebnisse

In vorliegender Studie wurden 149 Ratten getestet, wovon 106 einer SNL und 43 einer SS-
Operation unterzogen wurden. 38,2% der einer SNL-Operation unterzogenen Ratten wies
durchschnittlich zwischen der 1. und 2. Testung eine hoher als 15% Hyperalgesic
Response Rate auf. Im Gegensatz dazu entwickelte keine der SS unterzogenen Ratten ein
solches Verhaltensmuster.

Alle SNL zeigten bei der 1. Testung im Durchschnitt 11% und bei der 2. Testung 12%

hyperalgetische Reaktionen von den gesamten durchgefiihrten Tests auf.

Die Ratten der SS-Gruppe reagierten immer nur mit der simplen withdrawal response
(Zurtickziehen der Pfote). Innerhalb der SNL-Gruppe wurde eine zeitliche Verdnderung in
den hyperalgetischen Reaktionen gefunden (sieche Tabelle und Graph). Bei der ersten
postoperativen Testung betrug die Inzidenz von hyperalgetischen Verhaltenstypen 31,3%,

bei der zweiten postoperativen Testung betrug die Inzidenz 34,3%.
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Abbildung 9 - Hyperalgetische Ratten im prd- und postoperativen Test, SS und SNL Gruppen.
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Insgesamt dauerte die experimentelle Phase dieser Studie knapp 3 Jahre an (07.06.2012 —
11.03.2015). Uber den Gesamtzeitverlauf der Studie wurde die Frequenz der
hyperalgetischen Reaktionen bei SNL-operierten Ratten geringer. Um die Hiufigkeit der
Hyperalgesierate zu veranschaulichen, wurden die Ratten in vier Jahrgangsgruppen
unterteilt und die Haufigkeit der vorkommenden Hyperalgesien ausgewertet. Dies ergab eine

eindeutige Verminderung der Frequenzen im zeitlichen Verlauf.

Frequenz der hyperalgetischen Ratten im gesamten
Studienverlauf
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Abbildung 10 - Positive Testung auf Hyperalgesie im chronologischen Verlauf.
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6 Diskussion

Die hier evaluierte Methode zur Detektion eines tatsdchlichen hyperalgetischen
Verhaltensmusters wurde in einem Labor in den USA entwickelt (Hogan et al., 2004). Die
hierorts erzielten Ergebnisse sind vergleichbar mit den vorherigen Studien (Hogan et al.,

2004) und daher als valide zu betrachten.

Neuropathischer Schmerz ist ein komplexes und schlecht therapierbares Problem
(McDermott et al., 2006).

Die Grundlagenforschung ist in diesem Bereich komplex, da isolierte Nervenzellen zwar fiir
molekularpathologische Untersuchungen gut zugénglich sind, jedoch kein phénotypisches
Korrelat geschaffen werden kann.

Dementsprechend wurden seit den 1980er Jahren zahlreiche Tiermodelle entwickelt. Als
Versuchstiere wurden vor allem Ratten und Mause verwendet (Bennett and Xie, 1988, Kim
and Chung, 1992, Seltzer et al., 1990). Die komplette Durchtrennung des Nervus ischiadicus
fiihrt zur Autotomie (Selbstverstimmelung der paralysierten Pfote) und wird daher aus
ethischen Griinden nicht durchgefiihrt (Abdulla and Smith, 2002, Wall et al., 1979, Coderre
et al., 1986).

Aus diesen Griinden ist es notwendig ein alternatives Modell der zur Generierung des
neuropathsichen Schmerzens zu verwenden. Es gibt verschiedene Arten, die vorwiegend den
Nervus Ischiadicus als Zielnerv verwenden.

Das Chronic Constriction Injury Model (CCI) (Bennett and Xie, 1988) und Partial Sciatic
Nerve Injury (PSL) erzeugen Neuropathie und Hyperalgesie, einzelne Zellen sind jedoch
nicht ohne weiteres als intakt oder axotomiert zuzuordnen (Seltzer et al., 1990).

Im Unterschied dazu erlaubt die SNL (Kim and Chung, 1992) das getrennte Studium von
axotomierten und intakten Phasen sowie eine sichere Zuordnung der Zellkorper.

Nicht alle operierten Tiere entwickeln ein hyperalgetisches Verhaltensmuster, weshalb es
notwendig ist, nicht neuropathische Tiere von denen mit hyperalgetischem Verhaltensmuster
zu unterscheiden. Die Detektion von Schmerzen an Tieren ist schwierig, da er nur schwer
objektivierbar ist und daher aus Verhaltensmustern riickgeschlossen werden muss.

Das ist an Mausen komplexer als an Ratten, da Méuse kleiner und weniger intelligent als
Ratten sind. Méause fiihren mehr spontane Bewegungen aus als Ratten, was Verhaltenstests
erschwert. Ratten sind intelligente und neugierige Tiere, was sie fiir diese Art von

Verhaltenspriifungen favorisiert.
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Die élteste Methode von Verhaltenstests ist die Methode mit von Frey Filamenten (Chaplan
et al., 1994), welche auch in der Klinik zur Anwendung kommt. Diese testet jedoch in erster
Linie ein Beriihrungsgefiihl. Die feinen Filamente iiben einen Berlihrungsreiz auf die Haut
aus, was normalerweise als nicht schmerzhafte Beriihrung wahrgenommen wird. Empfindet
die Testperson Schmerzen, handelt es sich um eine Allodynie.

Der Test auf thermische Hyperalgesie mit Hargreaves (Hargreaves et al., 1988) Box ist gut
moglich. Dieser Test ist jedoch technisch aufwéndig ist und nicht geeignet ist fiir eine grof3e
Anzahl an Versuchstieren, da pro Tier und Testung viel Zeit notwendig ist. (Hargreaves et
al., 1988).

Umgekehrt gibt es auch die Moglichkeit durch Kilte einen neuropathischen Schmerz zu
erkennen. Diese Methode ist nicht geeignet, da der Test nur schlecht standardisierbar ist
(Choi et al., 1994).

Von der klinischen Perspektive aus sind Allodynie und vor allem Hyperalgesie relevant.
Diese Schmerzen schrinken die Patientlnnen im Alltag sehr ein, da einfache Beriihrungen
sehr starke Schmerzen auslosen, wie im Falle der Allodynie und ,,normale* Schmerzreize
als ,,hollische Schmerzen® empfunden werden, wie bei der Hyperalgesie. Da diese
postoperativen neuropathischen Schmerzen meist Hyperalgetisch sind und eine Allodynie
mit sich fithren, stehen diese Schmerzphdnomene im Fokus der Forschungen. Auf die
verschiedenen Testungen wird im Kapitel ,,.Detektion des neuropathischen Schmerzens*
nédher eingegangen.

Relevant ist ob eine schmerzhafter Stimulus ,,normal* verarbeitet wird oder eine prolongierte
Entladung der Nozizeptoren verursacht. Dies bedeutet, dass ein ,,normaler* Schmerzreiz als
um ein vielfaches erhdhten Reiz wahrgenommen wird.

Das Modell mit der stumpfen 20G Nadel erzeugt also einen tatsdchlich schmerzhaften
Stimulus, der als simpler Withdrawal (einfacher Riickzug der Pfote) oder der komplexen
Hyperalgesia-Type Response beobachtet wird. Die Aversivitit dieses Verhaltensmusters
wurde durch Place-Preference-Modelle (Wu et al., 2010) untermauert. Das Place-
Preference-Modell ist eine Mecthode, um basierend auf dem Verhalten der Ratte ein
verdndertes Verhaltensmuster festzustellen. Je nach Testsetting werden zumindest drei
Kammern aufgebaut, wobei zwei davon grofer sind und die kleineren die gréBeren
verbindet. Je nach Konfiguration werden die Kammern mit diversen Stimuli, wie Farbe,
olfaktorischen Stimuli oder verschiedenen Untergrundstimuli, ausgestattet. Durch das
Messen der Zeit, in welchen Kammern sich die Ratte vor dem Eingriff am ldngsten aufthilt,

kann es dagegen verglichen werden, wo sie sich ldnger postoperativ aufhilt.
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Leicht abgedndert gibt es die modifizierte Variante, bei der die Ratte auf eine Platte platziert
wird. Die Platte liegt auf einem Untergrund, der der Ratte einen Schmerzreiz zufiihrt. Da die
Ratte ein ,,neugieriges* Tier ist und die Umgebung erkunden will, steht sie in einem
Interessenskonflikt. Uberwiegt der gesetzte Schmerzstimulus und somit ein
Vermeidungsverhalten dem Erkundungsdrang, so ist dies als ein pathologisches

Verhaltensmuster zu werten (Wu et al., 2010).

Die Hyperalgesierate war insgesamt in unserem Labor etwas niedriger als in Vorstudien
38,2% (Graz) und ca. 60% in den USA (Hogan et al., 2004).

Die unterschiedlichen Privalenzen der hierorts getesteten Ratten (38,2%) im Vergleich zu
den in Milwaukee getesteten Ratten (60%) (Gemes et al., 2009, Hogan et al., 2004) konnten
sich auch durch das Umfeld der Ratte erkldren lassen.

Die Anisthesie- und Operationstechnik war grundsitzlich dieselbe, jedoch wurde der
entscheidende Operationsschritt (platzieren der Ligaturen um den L6 Nerv unterhalb der
Beckenschaufel beziehungsweise platzieren der Ligatur um den L5 Nerv knapp iiber der
Fusion von L[4 und L5) jeweils mit einem eigens von Hand gefertigten Instrument
durchgefiihrt, da dieses kommerziell nicht erhéltlich ist. Ein Einfluss auf die
Hyperalgesiefrequenz ist nicht auszuschlieBen.

Auch Futter kann auf die Entwicklung des Schmerzverhaltens Einfluss nehmen. So konnte
gezeigt werden, dass eine sojahaltige Didt im Vergleich zu einer caseinhaltigen Didt bei
Ratten eine verringerte Hyperalgesierate zur Folge hat (Borzan et al., 2010). In den
vorhergehenden Studien wurde Soy Chow (Hogan et al., 2004) verwendet. Unsere Tiere
wurden mit ,,Altromin Standarddiét fiir Ratten* gefiittert. Dies konnte einen Einfluss auf die
Entwicklung des neuropathischen Schmerzens haben.

Die Tiere wurden bei uns in Gruppenkafigen gehalten. Es wurden zumindest 2 Ratten pro
Kaéfig aufgeteilt im Unterschied zu den USA, wo die Tiere in Einzelkédfigen leben mussten
(Hogan et al., 2004). Das soziale Gefilige der Ratte konnte auch Einfluss auf die Entstehung
der hyperalgetischen Schmerzen haben (Bushnell et al., 2015, Gabriel et al., 2010).

Eine Ratte wird als hyperalgetisch angesehen, wenn sie eine gewisse Anzahl an
hyperalgetischen Schmerzreaktionen aufweist. Um eine eindeutigere Diskriminierung
zwischen hyperalgetischen Ratten und Ratten ohne hyperalgetischer Reaktion zu
gewihrleisten, wurde im Gegensatz zu Vorstudien nicht ein einzelner simpler Cut-Off-Wert

eingesetzt. Ratten mit hyperalgetischen Reaktionen von <= 5% wurden als nicht
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hyperalgetisch bewertet, Ratten mit >= 15% hyperalgetischer Reaktion wurden als
hyperalgetisch eingestuft, dazwischenliegende Tiere wurden aufgrund der besseren
Beurteilbarkeit in dieser Auswertung nicht beriicksichtigt. Der in den vorherigen Studien

verwendete Cut-Off-Wert war hier im Vergleich bei 20%.

Im  Gesamtzeitverlauf der Studie konnte beobachtet werden, dass die
Hyperalgesiefrequenzen im Zeitverlauf der Studie stetig sanken. Im 1. Jahr der Studie (2012)
waren die Hyperalgesiefrequenzen bei 57%, was sich bis 2015 auf rund 16% verminderte.
Da es sich bei den durchgefiihrten Operationen immer um denselben Operateur handelte,
liegt die Vermutung nahe, dass sich mit zunehmender Prozedurroutine durch
atraumatischeres Operieren das Outcome zugunsten einer geringeren Hyperalgesierate

verlagert.

Zusammenfassend kann festgehalten werden, dass das Modell der Testung des
hyperalgetischen Schmerzzustandes stabil und das Verhaltensmuster reproduzierbar ist. Es

lasst sich ein eindeutiger Unterschied zwischen SNL und SS Operierten Ratten feststellen.
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8 Anhang

RAT SCORE DATASHEET

Rat Number

Skin Sham  SNL Non-OP

Surgery: Date Wi.

Study: Date Wit. Staples Removed Y/N Date:
BASELINE TEST Date: Weight:

22G Spinal Needle

Rt # Responses/Pokes 0 0 0 Deformity Y/N
Lt # Responses/Pokes 0 0 0 Guarding Y/N
Day 3 check: Day 4 check: Day 5 check: Day 6 check: Day 7 check:

1st POST-OPERATIVE TEST Date: POD:

Rt # Responses/Pokes Deformity Y/N
Lt # Responses/Pokes Guarding Y/N
Paw Function: Wound Condition: Comments:

2" POST-OPERATIVE TEST Date: POD:

Rt # Responses/Pokes Deformity Y/N
Lt # Responses/Pokes Guarding Y/N
Paw Function: Wound Condition: Comments:

34 POST-OPERATIVE TEST Date: POD:

Rt # Responses/Pokes Deformity Y/N
Lt # Responses/Pokes Guarding Y/N
Paw Function: Wound Condition: Comments:
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