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Abkurzungsverzeichnis

ABKURZUNGSVERZEICHNIS

Abkurzung Beschreibung

AMH I Myelinisierte A-Fasern Typ 2, mechanosensitiv, hochschwellig

AMPA AMPA-Rezeptor, a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-
isoxazolepropionic acid

BDNF Wachstumsfaktor, Brain-derived neurotrophic factor

C-MIA | Unmyelinisierte C-Fasern, Typ 1, mechano-insensitiv

CPSN Central Pain Signaling Neuron

DMA Dynamisch mechanische Allodynie

DRG Dorsal Root Ganglion

EDT Electrical Detection Threshold

EPS Electrical Painful Sensitivity

HFS High Frequency Stimulation

LFS Low Frequency Stimulation

LTD Longterm Depression

LTP Longterm Potentation

MPS Mechanical Painful Sensitivity

MRGPRA3 Mas-related G-Protein coupled receptor A3

MRGPRB4 Mas-related G-Protein coupled receptor B4

MRGPRD Mas-related G-Protein coupled receptor D

NK1-R Neurokinin-1-Rezeptor

NMDA NMDA-Rezeptor mit N-Methyl-D-Aspartat als Agonist

NMDA-R N-Methyl-D-Aspartat-Rezeptor

QST Quantitative Sensorische Testung

trkB Tyrosinkinase-Rezeptor

TRPV1-R Transiente Rezeptor-Potential-Kationenkanal der Unterfamilie V
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1 EINLEITUNG

1.1 Definition, Epidemiologie und Neuroanatomie

Weltweit leiden ca. 20% der Bevdlkerung unter (C. Schmidt, Chenot, & Kohimann,
2017) chronischen Schmerzen. Trotz der erheblichen individuellen, aber auch
volkswirtschaftlichen Relevanz wurde erst in jingster Zeit die Entscheidung getroffen,
chronische Schmerzsyndrome als eigenstandige Entitaten in den ICD-Katalog (ICD:
International Classification of Diseases) aufzunehmen (Nugraha et al.,, 2019).
Chronische Schmerzen sind definiert als Schmerzzustande, die langer als drei Monate
andauern bzw. wiederkehren. Chronische Schmerzpatienten kdnnen, bedingt durch
pathologische Veranderungen des somatosensorischen Systems, unterschiedliche
sensorische Muster aufweisen. Dabei zeigt sich, dass einerseits bestimmte, mit
Schmerz assoziierte Krankheiten, verschiedene Arten von sensorischen
Veranderungen hervorrufen konnen, andererseits aber auch die gleichen
pathologischen sensorischen Muster bei ganz unterschiedlichen, mit Schmerz
assoziierten Krankheiten, auftreten koénnen. Dieser Ansatz impliziert, dass
Schmerzmechanismen unabhangig von der Atiologie sein kdnnen (Finnerup & Jensen,
2006; Truini, Garcia-Larrea, & Cruccu, 2013; Woolf et al., 1998), und dass eine
mechanismen-basierte Diagnose neue Moglichkeiten einer individualisierten
Behandlungsstrategie ermdglicht (Woodcock, Witter, & Dionne, 2007).

Gyrus
postcentralis __—~

Operkulo-
insuldrer
Kortex

Tractus / Lemniscus med.
spinothalamicus

1‘ »{ \ @ Nucleus
d | \ © ? cuneatus
Medulla oblongata |\ |

Nervenendigungen

Abbildung 1: Anatomie des nozizeptiven Systems
Eklarung siehe Text; (entnommen aus W. Magerl & Treede, 2017).
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Die Ursachen fur die Chronifizierung von Schmerzen sind bisher nur in Teilen
verstanden. Individuelle psychosoziale Umstande und psychiatrische Komorbiditaten
haben einen erheblichen Anteil an der Transformation akuter in chronische
Schmerzzustande. Auf neurophysiologischer Ebene spielen neuroplastische
Veranderungen bei der synaptischen Ubertragung der nozizeptiven Information auf
Hinterhornneurone eine zentrale Rolle (Maier et al., 2010; Schliessbach et al., 2013)
(vgl. Abschnitt 1.6). In der hier vorliegenden Arbeit soll der differentielle Beitrag der
nozizeptiven Nervenfasern fir die spinalen neuroplastischen Veranderungen, die im
Zusammenhang mit der Entwicklung chronischer Schmerzen diskutiert werden,
untersucht und diskutiert werden. Hierzu werden etablierte, humane Surrogatmodelle
eingesetzt (T. Klein, W Magerl, R. Rolke, & R.D. Treede, 2005).

Die Informationsubertragung des nozizeptiven Inputs erfolgt in der Peripherie Uber
zwei Nervenfasertypen: As-Fasern und C-Fasern. C-Fasern sind unmyelinisiert und
verfligen deshalb nur (iber eine langsame Ubertragung (Leitungsgeschwindigkeit: ca.
0.4-2m/s). lhre Aktivierung wird subjektiv als diffuses Brennen berichtet. Im
Unterschied hierzu haben Ad-Fasern aufgrund ihrer Myelinisierung eine hohere
Leitungsgeschwindigkeit (ca. 2-33m/s). Aktivierung von Ad-Fasern wird subjektiv als
diskretes ,Pieksen‘ oder ,Stechen’ berichtet (R. F. Schmidt, Thews, & Lang, 2000).
Beide Nervenfasertypen werden auf HOhe des Hinterhorns (Lamina 1 und 5)
umgeschaltet (Abbildung 1), um dann — teils Uber weitere Schaltstationen auf
Hirnstammebene — auf thalamische Kerngebiete erneut umgeschaltet zu werden. Von
dort erfolgen einerseits — fur die Vermittlung sensorisch-diskriminativer Information —
Projektionen zum somatosensorischen Kortex und der Inselrinde, sowie andererseits
- fUr die Vermittlung affektiv-motivationaler Informationen - Projektionen u.a. zum
anterioren Cingulum (R.-D. Treede, 2011).

1.2 Differenzierung von Faserklassen und deren histologischen Eigenschaften

Nozizeptive Nervenfasern lassen sich — abgesehen von Kriterien wie dem
Myelinisierungsgrad und der damit verbundenen Leitungsgeschwindigkeit — funktionell
und immunhistochemisch charakterisieren. Ein flr die hier vorliegende Arbeit
relevantes Unterscheidungskriterium ist die Expression des Vanilloid-Rezeptors
TRPV1, an dem der Agonist Capsaicin, das Extrakt der Chilschote, bindet. In
Zellkulturen von humanen Spinalganglien wurde gezeigt, dass der Anteil von TRPV1-
exprimierenden Neuronen zwischen 35% und 71% liegt (U. Anand et al. (2006). Beim
Menschen wird TRPV1 vor allem auf C-Fasern exprimiert (Schmelz, Schmid,
Handwerker, & Torebjork, 2000), tierexperimentell wurde der TRPV1 jedoch auch auf
Ad-Fasern nachgewiesen (Ma, 2002; McCoy, Taylor-Blake, & Zylka, 2012; Mitchell et
al., 2014). Immunhistochemisch wird zwischen peptidergen Fasern, die Substanz P
und CGRP (Calctionin-Gene-Related Peptide) enthalten, und nicht-peptidergen
Nervenfasern, die sich durch Bindung von Lektin 1B4 auszeichnen, unterschieden. In
der Maus konnte gezeigt werden, dass Uber 90% der nicht-peptidergen kutanen
Afferenzen den G-Protein-gekoppelten Rezeptor MRGPRD (Mas-related G-Protein
coupled receptor D) exprimieren (Cavanaugh et al., 2009). Diese hauptsachlich
capsaicin-negative Subpopulation von Nozizeptoren ist essentiell fir die Detektion von
nozizeptiven mechanischen Reizen und die Entwicklung von mechanischer
Hyperalgesie durch Entzindungen. Sie tragt jedoch nicht zur Detektion von
schmerzhafter Kalte und Hitze bei (Cavanaugh et al., 2009).
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Elektrophysiologische Experimente zur direkten Untersuchung von menschlichen Ad-
Fasernozizeptoren wurden bisher kaum durchgefuhrt und deren Empfindlichkeit auf
Capsaicin als Hinweis auf eine TRPV1-Expression wurde bisher nicht bestimmt
(Adriaensen, Gybels, Handwerker, & Van Hees, 1983; Bromm & Treede, 1983).
Dennoch ist es wahrscheinlich, dass es auch beim Menschen eine Population von
TRPV1-exprimierenden A-Faser-Nozizeptoren gibt, die Substanz P freisetzen kénnen
und durch eine Capsaicinbehandlung blockiert werden.

1.3 Konzept der zentralen Sensibilisierung fiir den Ubergang von akuten in
chronische Schmerzzustande

Die Sensibilisierung von Hinterhornneuronen gilt als ein zentrales Element fur die
Transformation akuter in chronische Schmerzzustande. Die zentrale Sensibilisierung
der nozizeptiven Signalibertragung auf Ruickenmarksebene umfasst mehrere
potenzielle Mechanismen. Hierzu gehdren 1) eine gesteigerte synaptische
Signallbertragung, 2) eine reduzierte intraspinale segmentale bzw. absteigende
Hemmung bzw. 3) eine gesteigerte absteigende Fazilitierung (Woolf & Salter, 2000).
Der Nutzen dieses Uubergreifenden Konzepts wird derzeit intensiv diskutiert
(Sandkuhler, 2009; van den Broeke, 2018; Woolf, 2014). Der Begriff "zentrale
Sensibilisierung" wird von der IASP (2018) wie folgt definiert: "Erhohte
Reaktionsfahigkeit von nozizeptiven Neuronen im zentralen Nervensystem auf ihren
normalen oder unterschwelligen afferenten Input. [...] Dies kann eine erhohte
Reaktionsfahigkeit aufgrund von Funktionsstorungen endogener
Schmerzkontrollsysteme beinhalten. Periphere Neurone funktionieren physiologisch
normal, Funktionsanderungen treten nur in zentralen Neuronen auf® (Ubersetzt durch
Verfasser).

Klinisch kann auf das Vorliegen einer zentralen Sensibilisierung nur indirekt Gber
subjektive Wahrnehmungsphanomene wie ,Hyperalgesie’ oder mechanisch-
dynamische Allodynie geschlossen werden. Bei der Hyperalgesie handelt es sich um
eine gesteigerte Reaktion auf einen per se schmerzhaften Reiz. Dabei wird zwischen
einer mechanischen Hyperalgesie, die sich auf eine gesteigerte Antwort auf einen
mechanischen Schmerzreiz bezieht, und einer thermischen Hyperalgesie, die analog
hierzu einer gesteigerten Schmerzantwort auf einen noxischen Hitze- oder Kaltereiz
entspricht, unterschieden. Im Gegensatz zur Hyperalgesie wird bei der mechanisch-
dynamischen Allodynie ein nicht-schmerzhafter Beriihrungsreiz als schmerzhaft
empfunden (siehe Taxonomie IASP (2018)). Im Areal der ,primaren Hyperalgesie’
findet sich sowohl eine gesteigerte Empfindlichkeit fir schmerzhafte mechanische
Reize als als auch fur noxische Hitzereize. Im Umgebungsgewebe der geschadigten
Region hingegen findet sich lediglich eine mechanische Hyperalgesie, wahrend die
Hitzeschmerzempfindlichkeit unverandert bleibt (=sekundare Hyperalgesie) (R.-D.
Treede, 2011)..

1.4 Definition und Konzept von LTP als Schmerzmodell

Zu den elektrophysiologisch gut definierten Phanomenen der synaptischen Plastizitat
gehdrt die ,Langzeitpotenzierung® (LTP), also eine langandauernde Verstarkung der
synaptischen SignalUbertragung (Kandel, Schwartz, & Jessell, 2000). LTP stellt einen
ubiquitaren Mechanismus dar, der auf Verhaltensebene ein Modell fur Lernprozesse
darstellt (Cooke & Bliss, 2006; Ji, Kohno, Moore, & Woolf, 2003; vgl. Abbildung 2;
Klein, Magerl, & Treede, 2006; Klein, Stahn, Magerl, & Treede, 2008; Ruscheweyh,
Wilder-Smith, Drdla, Liu, & Sandkuhler, 2011; Zeilhofer, 2005). Tierexperimentell
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wurde das Phanomen der LTP zunachst im Hippocampus und am Neocortex intensiv
untersucht (s.u.). Die erhdhte synaptische Wirksamkeit der nozizeptiven Ubertragung
auf Rickenmarksebene kann im Sinne einer Variante der allgemeinen Mechanismen
der Langzeitpotenzierung (LTP) terminologisch als ,Schmerz-LTP* bezeichnet werden
(Klein, Magerl, et al., 2006) . Dabei wird vermutet, dass Mechanismen der ,Schmerz-
LTP* am Hinterhorn analog zur LTP am Hippocampus oder Neokortex ablaufen (s.u.).
Die spezifischen primar-afferenten Nervenfasersubtypen, die an der Induktion und
Signalweiterleitung von humaner ,Schmerz-LTP* beteiligt sind, sind derzeit unbekannt.
Deren Aufklarung spielt jedoch eine zentrale Rolle fur die kinftige, praktische
Umsetzung zellularer neurobiologischer Erkenntnisse in klinisch-therapeutische
Ansatze (Sandkuhler, 2009; Woolf & Salter, 2000; Zeilhofer, 2005).

1.5 LTP basiert auf intrazellularen Mechanismen

Abbildung 2 veranschaulicht die an der LTP involvierten Transmittersysteme, die auch
relevant fir die Schmerz-LTP beim Menschen sind (Klein, Magerl, Hopf, Sandkuhler,
& Treede, 2002; Klein et al., 2007). Glutamat aktiviert den AMPA-Rezeptor, wonach
sich die Magnesiumblockade im NMDA-Rezeptor 16st und groe Mengen Calcium in
die Zelle stromen konnen und Proteinkinasen aktivieren, die wiederum eine weitere
Kaskade von Anderungen in der Zelle bewirken (LTP); BDNF und Substanz P
verstarken diesen Prozess Uber NK1- und trkB-Rezeptoren (Klein, Magerl, Treede, &
Pogatzki-Zahn, 2008).

Abbildung 2:Synaptische Transmission
an spinalen nozizeptiven Neuronen.
Erklérung siehe Text oben, BDNF
brain-derived neurotrophic factor; trkA
Tyrosin- kinaserezeptor A; NK1
Neurokinin-1-Rezeptor; NMDA N-
Methyl-D-Aspartat; AMPA Alpha-
amino-3-Hydroxy- 5-Methyl-4-
Isoxazolepropionsaure; mGlu
metabotroper Glutamatrezeptor; PKC
Proteinkinase C; PKA Pro- teinkinase

gl ( et j \ A; CaMKIl Cal Ca2+/calmodulin-
Riickenmarksneuron CeSeee (

BNDF / Substanz P
Glutamat

abhéngige Proteinkinase; Src
Tyrosinkinase; (entnommen aus W.

- fo ® Magerl & Treede, 2017).

1.6 Humane Modelle zur Hyperalgesieinduktion und Nervenblockade

(postsynaptisch)

Um in der Schmerzforschung Mechanismen der zentralen Sensibilisierung
untersuchen zu konnen, wurden mehrere humane Surrogatmodelle enwickelt. Eine
Ubersicht Gber die wesentlichen Surrogatmodelle zur Induktion von einer gesteigerten
Schmerzwahrnehmung (Hyperalgesie) bzw. Eliminationsmodellen findet sich bei
Vollert et al. (2018), W. Magerl und Klein (2006) undKlein et al. (2005.). Vollert et al.
(2018) verglich QST-Profile (Rolke et al., 2006)von Surrogatmodellen mit QST-Profilen
von Patienten mit Schmerzsyndromen, die explorativ geclustert wurden. Die Befunde
deuten darauf hin, dass die A-Faserblockade eine Deafferenzierung von A-Fasern
ahnlich ist wahrend die Capsaicindeafferenzierung ahnlich einer Deafferenzierung von
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C-Fasern ist. Hochfrequente Stromstimulation (HFS s.u.) ahnelt einer Hyperalgesie.
Kurz zusammengefasst wurden in der Arbeitsgruppe von Herrn Prof. R-D. Treede
verschiedene Methoden zu Induktion von Hyperalgesie im Menschen teilweise
mitentwickelt und etabliert:

1) Ein wesentliches Modell ist dabei das Capsaicin-Modell, wobei Capsaicin in
unterschiedlichen Applikationsformen eingesetzt werden kann: Abgesehen von
der Mdglichkeit einer subkutanen Injektion (W. Magerl, Wilk, & Treede, 1998)
kann Capsaicin in Form eines Capsaicinpflasters (Qutenza™ 8%®) oder als
Creme auf die Haut aufgetragen werden. Durch die Applikation von Capsaicin
kommt es klinisch zu einer Hyperalgesie. Pathophysiologische Grundlage der
durch Capsaicin induzierten Hyperalgesie ist eine selektive Aktivierung von
TRPV1-positiven Fasern. Der TRPV1-Rezeptor gehdrt zur Vanilloid-Rezeptor-
Unterfamilie der TRP (transient receptor potential)-Kanale. Dieser non-selektive
Kationenkanal ist capsaicinsensitiv, reagiert aber auch auf erhohte
Temperaturen, Saure sowie mechanische schmerzhafte Stimulation (R. D.
Treede, 2001).

2) Ein weiteres humanes Schmerzmodell ist die epikutane elektrische
Hochfrequenz-Stimulation (HFS)(Klein, Magerl, Hopf, Sandkuhler, & Treede,
2004). Uber diese Stromstimulation werden alle Fasertypen gleichermalRen
stimuliert und ebenfalls eine Hyperalgesie induziert (Kress, Koltzenburg, Reeh,
& Handwerker, 1992; Messlinger, Pawlak, Steinbach, Trost, & Schmidt, 1995;
Peng, Ringkamp, Campbell, & Meyer, 1999).

Eliminationsprotokolle: Nozizeptive Nervenfasern kénnen entweder unselektiv oder
selektiv durch Eleminationsprotokolle funktionell ausgeschaltet werden:

1) Durch die Applikation eines hochdosierten Capsaicin-Pflasters kann nach
Vollert et al. (2018) davon ausgegangen werden, dass hiermit eine
Deafferenzierung sowohl von Ad-Fasern als auch von C-Fasern erfolgt

2) Mithilfe einer sogenannten ,A-Faserblockade’, bei der ein Gewicht von 1,3kg
transient im Areal eines oberflachlichen Hautnerven appliziert wird, kann
erreicht werden, dass nozizeptiver Input, der uber As-Fasern vermittelt wird,
selektiv funktionell ausgeschaltet wird.

3) Durch den Einsatz dieser Eleminationsprotokolle kdnnen Ruckschlisse Uber
den Beitrag verschiedener Fasertypen zur Hyperalgesie beim Menschen
gezogen werden.

1.7 Hochfrequente Stromstimulation zur Hyperalgesieinduktion als Human-
Surrogatmodell der Schmerz-LTP

Im Tiermodell an der Ratte konnte gezeigt werden, dass hochfrequente elektrische
Stimulation (HFS) von C-Nozizeptoren auf Ruckenmarksebene zu einer LTP der
synaptischen Ubertragung fiihrt (Cooke & Bliss, 2006; Ikeda, Heinke, Ruscheweyh, &
Sandkuhler, 2003; Ji et al., 2003; Lozier & Kendig, 1995; Randic, Jiang, & Cerne, 1993;
Tan & Waxman, 2012; Vikman, Kristensson, & Hill, 2001). Analog hierzu kann beim
Menschen durch HFS eine erhdhte Schmerzempfindlichkeit in der menschlichen Haut
nachgewiesen werden. Die induzierte Hyperalgeise findet sich 1) an der HFS-
konditionierten Stelle (=homotope Schmerz-LTP) sowie 2) in der angrenzenden Haut
(=heterotope Schmerz-LTP, entspricht einer sekundaren Hyperalgesie; (Klein, Magerl,
Hopf, Sandkihler, & Treede, 2004; Thomas Klein et al., 2008; Lang, Klein, Magerl, &
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Treede, 2007; R. D. Treede, Meyer, Raja, & Campbell, 1992; van den Broeke, van
Heck, van Rijn, & Wilder-Smith, 2011)). Schmerz-LTP halt in der Regel mehrere
Stunden bis zu 1-2 Tagen lang an und kann danach entweder vollstandig abklingen
(fruhe dekrementelle LTP = LTP1 (LaMotte, Lundberg, & Torebjork, 1992; Pfau et al.,
2011), oder aber bei einigen Patienten in eine spate, nicht-dekrementelle LTP (LTP2)
Ubergehen. Dies macht LTP2 zu einem potentiellen Modell flr eine anhaltende
Hyperalgesie bei Patienten mit chronischen Schmerzen. (Klein, Stahn, Magerl, &
Treede, 2006; Pfau et al., 2011; Ruscheweyh et al., 2011; Rygh et al., 2006; Wilder-
Smith & Arendt-Nielsen, 2006).

Die sekundare Hyperalgesie, die sich nach Capsaicin-Injektion entwickelt, wird als eine
heterotope Variante der Schmerz-LTP angesehen. Nach der bisherigen
Modellvorstellung sind zwei sich gegenseitig ausschlielende afferente Pfade hierfur
verantwortlich, ndmlich 1) capsaicinsensitive (d.h. TRPV1-positive) C-Nozizeptoren fur
die Induktion und 2) capsaicinunempfindliche (d.h. TRPV1-negative) Ab-
Mechanonozizeptoren fur die Weiterleitung der Schmerzqualitat (W. Magerl, Fuchs,
Meyer, & Treede, 2001; Ziegler, Magerl, Meyer, & Treede, 1999).

Diese Modellvorstellung weist jedoch beziglich seiner Verallgemeinerung auf andere
Arten von Hyperalgesie im Zusammenhang mit der zentralen Sensibilisierung eine
Reihe von Mangeln auf.

Erstens wird durch dieses Modell aufgrund des TRPV1-selektiven Agonisten
Capsaicin die Moglichkeit einer Hyperalgesieinduktion durch TRPV1-negative
Nozizeptoren ausgeschlossen (Brenneis et al., 2013). Dies wirde bedeuten, dass z.B.
1. capsaicinunempfindliche MRGPRD-positive Nozizeptoren, die mechanischen
Schmerzen vermitteln (Cavanaugh et al., 2009; Zhang, Cavanaugh, Nemenov,
& Basbaum, 2013; Zylka, Rice, & Anderson, 2005),
MRGPRA3-positive Nozizeptoren, die Juckreiz vermitteln (Qu et al., 2014), oder
MRGPRB4-positive Fasern, die Empfindung angenehmer Berlhrung durch
Streicheln vermitteln ,pleasant touch“ (Olausson et al., 2002; Vrontou, Wong,
Rau, Koerber, & Anderson, 2013)
4. bei der Entwicklung von Hyperalgesie nicht beteiligt sein konnen.

w N

Zweitens enthielt dieses Modell keine Komponente der homotopen Schmerz-LTP, die
eine C-Faser-induzierte Autofazilitation beinhalten kann (Hansen, Klein, Magerl, &
Treede, 2007; lkeda et al., 2006; Thomas Klein et al., 2004; Randic et al., 1993).

Drittens konnte die unterschiedliche Empfindlichkeit von C- und Ad-Nozizeptoren
gegenuber Capsaicin (Bachy et al., 2011; S. N. Lawson, Crepps, & Perl, 2002; S. N.
Lawson, Crepps, & Perl, 1997; Ringkamp et al.,, 2001; Szolcsanyi, 1987) und
mechanischen Reizen (Andrew & Greenspan, 1999; Garell, McGillis, & Greenspan,
1996; Slugg, Meyer, & Campbell, 2000) die Analyse beeinflusst haben, da A-Fasern
einen groRReren Beitrag zur Wahrnehmung haben als C-Fasern (R. D. Treede, 2001).

1.8 Arbeitshypothesen

Wie bereits beschrieben (s.0.), konnte im Tierversuch bereits gezeigt werden, dass
TRPV1 positive C-Fasern zur Induktion der Hyperalgesie beitragen (lkeda, Heinke,
Ruscheweyh, & Sandkuhler, 2003). Im Rahmen der hier vorliegenden Arbeit sollte die
differentielle Rolle von Ad- und C-Faser-Nozizeptoren bei der Modulation spinaler
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neuronaler Plastizitdt im nozizeptiven System des Menschen untersucht werden.
Dabei wurden folgende Arbeitshypothesen formuliert bzw. operationalisiert:

(1) In Analogie zum Tierexperimente wird postuliert, dass auch beim Menschen
hauptsachlich peptiderge C-Afferenzen flr die Induktion nozizeptiver LTP
verantwortlich sind.

(2) Um diese Hypothese zu Uberprafen, wird sowohl ein Capsaicin-Modell
eingesetzt als auch ein Eleminationsmodell (A-Faser-Block).

(3) Im Rahmen des Capsaicin-Modells wird postuliert, dass humane Schmerz-LTP
nach (Capsaicin)Desensitivierung nicht mehr auslosbar ist.

(4) Durch Einsatz des A-Faser-Blocks wird postuliert, dass die Blockade
myelinisierter A-Fasern keinen bedeutsamen Einfluss auf die Schmerz-LTP hat.

Zur Uberpriifung der Hypothesen wurden folgende zwei Methoden eingesetzt
1. Anhaltende Exposition gegentber hochkonzentriertem Capsaicin (P. Anand &
Bley, 2011; Cavanaugh et al., 2011; W. Magerl et al., 2001; Nolano et al., 1999;
Rage et al., 2010) um TRPV1 positive C- und A-Fasern zu eliminieren und
2. A-Faser-selektive  Leitungsblockade  durch  langandauernde leichte
Nervenkompression (W. Magerl et al., 2001; Ziegler et al., 1999) um TRPV1-
positive und negative myelinisierte A-Fasern eliminieren.

AnschlieBend wurde in den deafferenzierten Arealen Hyperalgesie mittels HFS
induziert und das Ausmald der Hyperalgesie mit standardisierten Methoden der
quantitativen sensorischen Testung (Rolke et al., 2006) quantifiziert.

Die vorliegende Arbeit orientiert sich besonders an der Veroffentlichung Henrich,
Magerl, Klein, Greffrath, und Treede (2015) und zieht die Erkenntnisse aus Vollert et
al. (2018) mit ein.



Material und Methoden

2 MATERIAL UND METHODEN

2.1 Probanden’

FunfunddreiRig gesunde mannliche Probanden (24 + 3 Jahre) nahmen an der Studie
teil. Die Beschrankung auf mannliche Probanden wurde gewahlt, um potenzielle
Interferenzen mit dem weiblichen Hormonzyklus zu vermeiden, der einen Einfluss auf
die Variabilitat haben kann. (siehe Greenspan et al. (2007) bzw. Martin (2009)).
Vorlaufige, bisher unveroffentlichte Daten, die am Lehrstuhl fir Neurophysiologie der
Medizinischen Fakultat Mannheim erhoben wurden, sowie verdffentlichte Daten zur
Rolle von Geschlechtern bei Schmerz-LTP (siehe Pfau et al., 2011) deuten darauf hin,
dass sich Frauen von Mannern zwar nicht beztglich der Induktion von Schmerz-LTP,
jedoch bezlglich der Abnahme der Schmerzreduktion unterscheiden. Weitere, im
Rahmen einer ausfiuhrlichen Anamnese uUberprifte Ausschlusskriterien waren eine
aktuelle medizinische Behandlung zum Zeitpunkt der Studienteilnahme, das Vorliegen
von akuten Schmerzen oder eines chronischen Schmerzsyndroms, psychische
Storungen oder aktueller bzw. zurickliegender Drogenmissbrauch in der
Vergangenheit. Vor Beginn der Studie war ein positives Ethikvotum der der Iokalen
Ethikkommission der Medizinischen Fakultdt Mannheim eingeholt worden (2008-
230A-MA vom 19.03.2008). Die Untersuchungen stehen im Einklang mit der
Deklaration des Weltarztebundes von Helsinki in der revidierten Fassung von 2013.

Zwanzig Probanden nahmen an dem ersten Experiment mit LTP-Induktion in
capsaicindesensibilisierter Haut teil. FiUnfzehn Probanden wurden in das Screening fur
das zweite Experiment (LTP-Induktion unter A-Faser-Leitungsblockade)
aufgenommen, von denen drei wegen des Fehlens eines autonomen
Innervationsbereichs des oberflachlichen N. radialis superficialis (vgl. Abbildung 15AB)
ausgeschlossen wurden. Zwei Probanden nahmen an beiden Experimenten teil.

2.2 Induktion von Langzeitpotenzierung des Schmerzes mit hochfrequenter
elektrischer Stimulation (HFS)

Die Schmerz-LTP wurde mit einer Elektrode induziert, die als ein Ring (Durchmesser:
6mm) von 10 punktférmigen Platinpinelektroden (Durchmesser: je 250 um pro Pin, vgl.
Abbildung 3) angelegt wurde. Die Reizung wurde (Klein et al. 2004) durch einen
Konstantstromstimulator (DS7H, Digitimer™) durchgefuhrt. Im ersten Experiment
wurde die elektrische Detektionsschwelle (EDT) des ersten Tages vor der
Capsaicinbehandlung verwendet, da die Capsaicindesensibilisierung die EDTs
erhohte. Im zweiten Experiment wurde die EDT zu Beginn des Experiments vor der
Induktion des Kompressionsblocks bestimmt. Eine EDT wird analog zur Bestimmung
einer Detektionsschwelle mit zwei Uber- und zwei unterschwelligen Werten erfasst und
mit einem geometrischen Mittel gebildet (Methods of limits, Rolke, Andrews, Magerl,
und Treede (2010); Rolke et al. (2006)).

' Es wird ausschlieRlich der Begriff ,Probanden* verwendet, dies schlie®t mannliche wie weibliche
Teilnehmer und Teilnehmerinnen in der allgemeinen Verwendung ein. In den hier vorgestellten Studien
wurden nur mannliche Probanden untersucht, s.u.
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Abbildung 3: Aufbau einer Reizelektrode

Diese Elektrode eignet sich sowohl flir konditionierende Reize (hoch- wie
niederfrequente Reize, HFS LFS) als auch ftir EPS, d.h. elektische schmerzhafte
Einzelreize, basierend auf 10fach der Detektionsschwelle; Schematischer Aufbau
(A): In einem Hohlraum befinden sich 10 Pins, die gleichférmig angeordnet sind. Der
Aufbau der Elektrode beruht auf Erfahrungswerten und wurde bisher nicht
ausreichend systematisch untersucht. Auf den &ulBeren Ring wird ein EEG-Klebering
aufgebracht und auf das Areal aufgeklebt. Am Oberarm wird eine Anode mit einem

EEG-Erdungskabel angebracht (nicht abgebildet). Fotografie Reizelektrode
Innenansicht (B) und aufgeklebt (C).

Schmerz-LTP  wurde durch HFS mit finf 1-seklindigen Reizungen
(Stimulationsfrequenz: 100 Hz, Pulsdauer: 2 ms) bei einer Reizstarke von 10x EDT
induziert. Das Stimulationsprotokoll der HFS soll eine verletzungsinduzierte
hochfrequente neuronale Entladung nachahmen und damit Veranderungen in der
synaptischen Ubertragung hervorrufen, die einer echten Verletzung dhneln. In jedem
Experiment wurden drei Elektroden aufgeklebt (Abbildung 4): Es wurden zwei
Hautstellen durch HFS stimuliert (eine im Bereich der selektiven Nervenblockade, eine
weitere in einem normalen Hautareal); eine dritte Hautstelle diente als unkonditionierte
Kontrolle ohne HFS. Testbereiche im ersten Experiment (LTP-Induktion bei
capsaicindesensibilisierter Haut) waren der obere Unterarm fur die
Capsaicinbehandlung, der kontralaterale Unterarm fur die Vehikelbehandlung und der
distale Unterarm am Handgelenk als unkonditionierte Kontrolle ohne HFS (Abbildung
4A). Im zweiten Experiment (LTP-Induktion unter A-Faser-Leitungsblockade des N.
radialis) lagen die Testflachen auf dem Handricken (Abbildung 4B). Fur die
Probanden, die an beiden Experimenten teilnahmen, lagen mindestens 4 Monate
Pause. um eine vollstandige Regeneration der mit Capsaicin behandelten Haut zu
ermoglichen (Nolano et al., 1999; Rage et al., 2010).

Die Probanden wurden angewiesen, die wahrgenommenen Schmerzen fur jede HF S-
Reizung auf einer numerischen Bewertungsskala zu bewerten (NRS, verankert bei 0
= keine Schmerzen, 100 = maximal vorstellbarer Schmerz). Die Probanden wurden in
einem vierten Hautareal vor Bestimmung der EDT fur 5 Minuten im Ratingverfahren
geschult.
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A Capsaicindesensitivierung B Nervenkompression

N

Vehikel

7

Capsaicin
HFS

Abbildung 4: Positionierung der Elektroden in beiden Experimenten

(Kleiner Kreis mit Punkten, hier wurden vor und nach der HFS auf allen drei Arealen
elektrische Einzelreize appliziert um die homotope Schmerz-LTP zu erfassen und zur
unkonditionierten Kontrolle kontrastieren zu kénnen. Die grau schattierten Bereiche
markieren jeweils das Areal zur Messung der sekundéren Hyperalgesie mittels
PinPrick. (A): erstes Experiment mit Capsaicindesensitivierung. HFS wurde an mit
Capsaicin-Pflaster desensitivierter Haut (rote Markierung) und an der mit einem
Vehikel-Pflaster (kontralaterale Seite) behandelten Haut durchgeftihrt.
Unkonditionierter Kontrollbereich fiir elektrische Einzelreize und Pinprick am distalen
Unterarm. (B): zweites Experiment mit A-Faser-Leitungsblockade. Zur Vorbereitung
der Haut im Rahmen des zweiten Experiments (L TP-Induktion unter A-Faser-
Leitungsblockade) wurde eine Bandkompression durchgefiihrt, bei der ein Gewicht
von 1,3 kg auf das autonome Versorgungsgebiet des N. radialis appliziert wurde.
Hierdurch wurde eine temporére, funktionelle Deafferenzierung mit damit
einhergehendem Verlust der Ao-Faser-bezogenen Empfindung erreicht (siehe blau
schattiertes Oval) das Areal wurde in einem Screeningexperiment zu einem friiheren
Zeitpunkt charakterisiert. Als naiver Hautbereich zum Vergleich wurde die
gegentiberliegende Hand verwendet. HFS-Elektroden wurden auf beide Handriicken
gesetzt. Unkonditionierter Kontrollbereich fiir elektrische Einzelreize und Pinprick am
proximalen Unterarm. Grau schattierter Bereich um die Elektrode: Testbereich fiir
Pinprick-Testung. Entlehnt, korrigiert und modifiziert aus Henrich et al. (2015).

2.3 Induktion und Uberwachung der Desensibilisierung von TRPV1-positiven
Afferenzen durch topisches Capsaicin

Fur das erste Experiment wurde eine Flache von 4,5 cm? auf einem proximalen
Unterarm mit einem 8%-igen Capsaicinpflaster (Qutenza®) fur 2 x 22 h an zwei
aufeinander folgenden Tagen vorbehandelt (Abbildung 5, Abbildung 4A+C, Abbildung
7). Die klinische Routine der Vorbehandlung mit topischen Lokalanasthetika wurde aus
drei Grinden nicht genutzt: (1) der mit Capsaicin behandelte Bereich war klein und
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damit die potenzielle raumliche Summation des nozizeptiven Inputs sehr schwach
(Wilcox & Giesler, 1984); (2) dementsprechend wurde erwartet, dass
capsaicininduzierter Brennschmerz moderat sein wurde, wie in friheren Experimenten
mit dieser Methode der Desensibilisierung bereits gezeigt (W. Magerl et al., 2001; W.
Magerl, Szolcanyi, Westerman, & Handwerker, 1987); und (3) Lokalanasthetika
kontrollieren capsaicininduzierten Schmerz nur effektiv bei niedriger Konzentration von
Capsaicin (0,075%; Yosipovitch, Maibach, und Rowbotham (1999)), aber nicht bei
héheren Konzentrationen von Capsaicin (1%; W. Magerl et al. (2001)). Wie erwartet,
war der capsaicininduzierte Schmerz bei der Anwendung des ersten Qutenza®-
Pflasters mild mit einem durchschnittlichen Schmerzrating von 17,9 auf einer 0-100
NRS (log10: 1,256 + 0,080). Die Schmerzratings sanken signifikant auf weniger als die
Halfte bei Anwendung des zweiten Qutenza®-Pflasters auf 6,8 (log10: 0,841 + 0,141,
p < 0,001), was eine deutliche Reduktion der Capsaicinempfindlichkeit bereits nach
dem ersten Pflaster zeigte. Die maximalen Schmerzratings wahrend der 22-Stunden-
Periode flir das erste und zweite Pflaster waren ebenfalls mild bis maRig (im
Durchschnitt 32,4 + 12,8 und 18,9 + 10,3 NRS). Die LTP-Induktion durch HFS wurde
24 Stunden nach Entfernung des zweiten Pflasters durchgeflihrt, um einen Rickgang
der primaren und sekundaren Hyperalgesie zu ermoglichen. Der kontralaterale
Unterarm wurde mit einem Vehikle-Pflaster von Qutenza™ behandelt.

Tag 1l Tag 2 Tag 3 Tag4d
. 1h nach

Baseline: 24° h nach
1. Pflaster: 1h nach

EDT, 2. Pflaster:
EDT, 2. Pflaster:

Laser,HPT,R50 EDT,
Laser,HPT,R50 EDT,

Pflaster Laser,HPT,R50
Pflaster Laser,HPT,R50

kleben Schmerz-LTP
kleben

Abbildung 5: Ablauf und Monitoring der Capsaicindesensitivierung
EDT Elektrische Detektionsschwelle, HPT Hitzeschmerzschwelle, R50 Rampe mit
50°C fiir 6 Sekunden.

An beiden Arealen wurden standardisiert drei Testungen durchgefuhrt, um die
Desensibilisierung von TRPV1-positiven Fasern zu verifizieren:

1. Eine Hitzeschmerzschwelle (HPT (Rolke et al., 2006)), gemessen mit einem
Thermal Sensory Analyzer (TSA Il, Medoc Ltd) und einer kleinen Peltier-
Thermode (1,6 x 1.6 cm?);

2. Schmerzratings flr einen Hitzeschmerzstimulus mit einer Anstiegssteilheit der
Hitzerampe 1°C/s; Schmerzratings bei drei Uberschwelligen Hitze-
Schmerzreizen (beginnend und endend bei 32°C mit einer Zunahme und
Abnahme von 8°C/s und 4 s Plateau bei 50°C mit der gleichen Thermode =
R50); und

3. Schmerzratings fur einzelne Thulium-Laserpulsen (470 mJ, 1 ms, Themis™,
Starmedtec™) wurden in einem Feld rasterférmig von drei auf drei Laserreizen
quanitfiziert (= Laser).

Das Monitoring der Capsaicindesensitivierung wurde durchgefihrt,
1) bevor das erste Pflaster aufgetragen wurde,
2) nach der Entfernung des Pflasters an den Tagen 2 und 3 (jeweils nach der
Prifung der Schmerzsensitivtat gegentber Hitze und
3) nach HFS am Tag 4.
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4) Eine indirekte Bewertung der Funktionalitat peptiderger Nozizeptoren, wie z.B.
nozizeptorabhangige Blutflussreaktionen, wurde nicht durchgefihrt, da zuvor
gezeigt wurde, dass ein ahnliches Behandlungsprotokoll die Blutflussreaktionen
fast vollstandig eliminiert. Daruber hinaus wurde fur langere Zeitraume
beobachtet, dass sich psychophysische Antworten (getestet durch noxische
Hitze) schneller erholten als Blutflussreaktionen (W. Magerl et al., 2001; W.
Magerl et al., 1987).

2.4 Induktion und Uberwachung der Kompressionsleitungsblockade von
myelinisierten A-Fasern

Fur das zweite Experiment wurde die A-Faser-Weiterleitung aus dem
Innervationsbereich des an der Oberflache liegenden N. radialis am Handrtcken durch
moderate Nervenkompression (1,3kg, siehe oben) reversibel blockiert (Ziegler et al.,
1999). Der gegenuberliegende Handrlcken diente als unbehandelte (naive) Kontrolle
(Abbildung 6, Abbildung 4B+D, Abbildung 8). Fir die Nervenblécke wurde der nicht-
dominante Arm in eine Rohre gelegt und mit einem kleinen Kissen fixiert, um
Bewegungen von Arm und Hand zu vermeiden. Ein 2,5 cm breites Gummiband
(Fahrradschlauch) wurde unmittelbar proximal des Handgelenks Uber den Unterarm
gelegt, um den Hautast des N. radialis (N. radialis superficialis) gegen den
darunterliegenden Knochen zu dricken. Das Band wurde mit einem 1,3 kg schweren
Gewicht an der Unterseite des Gummibands belastet, wodurch ein sich uber 1,5-2h
langsam entwickelnder, aber schnell reversibler selektiver Leitungsblock entstand
(Bromm & Treede, 1983; LaMotte & Thalhammer, 1982; W. Magerl et al., 2001; Ziegler
et al., 1999). Die Probanden wurde instruiert, die Hand wahrend der Blockinduktion
ruhig zu halten.

Screening
0 Min. 30,70,?0,110
Min.
wenn eine Leitungsblockade etabliert werden konnte, dann:
Hauptexperiment
Baseline HFS Aufhebung HMO::;?r;:ige
MPS, DMA, Monitoring Induktion der Leitungs- ypera's
. MPS, DMA,
EPS Hyperalgesie blockade EPS
45 Min. 0 Min. 30’7?\;3:' 110 2 Min. 2 Min. 90 Min.

Abbildung 6: Ablauf und Monitoring der A-Faserblockade
Beim Monitoring wurde taktil mit Von-Frey-Haaren stimuliert. Warmeapplikation:
50°C; Kélte: 4°C. Pinprick: -Testung der Reaktionszeit fiir ersten Schmerz.

Das Ausmal} der Leitungsblockade wurde bei 30, 50, 70, 90 und 110 Minuten nach
Beginn der Kompression und einige Minuten nach Aufhebung der der
Blockadeuberwacht. Wenn die Nervenblockade nach 110 Min. nicht vollstandig
etabliert werden konnte (siehe Kriterien unten), wurde das Experiment aus
Sicherheitsgriinden abgebrochen und der Probanden von weiteren Untersuchungen
ausgeschlossen (Abbildung 15A B). AuRerdem wurde die Haufigkeit kurzer (<500ms)
und langer (>500ms) mit einem elektronischen Pinprick (MRC™) von 256 mN per
Reaktionszeittest erfasst und kartografiert. Alle Flachen wurden durch Fotographie
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dokumentiert (Abbildung 15 C D). Nach der Ausbildung der Leitungsblockade wurden
Bereiche mit Verlust der taktilen Wahrnehmung und Kaltwahrnehnmung Kkartiert
(Sinclair, Weddell, & Zander, 1952), verfolgt und abfotografiert (Abbildung 15C D) . Die
Uberwachungssequenz bestand aus der Messung der Detektion taktiler Reize,
Warmereize und Kaltereize, sowie der Reaktionszeit auf mechanische Schmerzreize
(Sinclair & Stokes, 1964; Ziegler et al., 1999). Zur Beurteilung der taktilen Detektion
wurden 20 Reize in einem Hautareal von 4 x 5 cm mithilfe von 4 mN von Frey-Haaren
(1,1 mm Durchmesser) getestet. Zwanzig Reize mit warmen und kalten Reizen wurden
zufallig mit wassergeflllten Glasrohrchen bei 57°C und 7°C appliziert. Dies entsprach
bei kurzer Kontaktzeit von ca. 2 s effektiven Hauttemperaturen von 40°C und 20°C.
Die Probanden mussten die Augen schlielen und antworten, ob sich die Reize
entweder "warm", "kalt", "taktil" oder "unklar" anfuhlten. Mechanische Schmerzreize
wurden im gleichen Bereich mit 256 mN Pinprick (MRC Systems™) appliziert. Um den
Verlust der ersten, schnellen Schmerzantwort (die durch Ad-Fasern vermittelt wird) von
der zweiten, langsamen Schmerzantwort (die C-Faser vermittelt ist) zu trennen, erhielt
der Proband eine digitale Stoppuhr, die er mit der freien, dominanten Hand bedienen
konnte. Sobald der Proband eine Schmerzempfindung wahrnahm, sollte er die digitale
Stoppuhr stoppen. Um Fehlbestimmungen zu vermeiden, wenn Reize nur schwach
wahrgenommen wurden, wurde jeder Pinprick-Applikation ein akustisches Signal
vorangestellt. Bei jedem Monitoringdurchgang wurden die Probanden angewiesen die
Augen zu schlieRen oder vom Testareal wegzuschauen.

Die Kriterien fur die Annahme eines selektiven und vollstandigen A-Faserblocks
waren: Verlust der taktilen Detektion und Kaltedetektion auf einer Flache von
mindestens 3 x 3 cm? sowie eine Verlangerung aller Reaktionszeiten auf Pinprick auf
>500 ms. Die Warmedetektion musste gleichzeitig vollstandig erhalten bleiben (A-
Faserselektivitat) (Ziegler et al., 1999) Ein Verlust der Warmedetektion impliziert eine
Beeintrachtigung der C-Faser-Funktion und war somit ein Ausschlusskriterium
(Abbildung 15A B). Der autonome Innervationsbereich des oberflachlichen
Radialastes wurde vorher in einem Screeningexperiment charakterisiert, um einen
Bereich fur die Elektrodenplatzierung im Hauptexperiment zu identifizieren. Der
autonome Innervationsbereich war reproduzierbar Uber die Zeit stabil (Campero,
Serra, & Ochoa, 2005).

2.5 Elektrische und mechanische Testreize zum Monitoring der homo- und
heterotopen Hyperalgesie und Allodynie

Homotope Schmerz-LTP wurde mit einzelnen elektrischen Testreizen (2 ms Dauer,
10x EDT) durch die fir HFS verwendete Elektrode getestet und auf der 0-100 NRS
bewertet, um die elektrische Schmerzempfindlichkeit zu schatzen (EPS). Heterotope
Schmerz-LTP wurde mit mechanischen Reizen getestet. Hierzu wurden kalibrierte,
gewichtete PinPrick-Metallstift mit einem Durchmesser von 250 um und sieben
verschiedenen Kraften (geometrische Reihe von 8-512 mN; MRC-Systems™,
Abbildung 17) aufgebracht; die mittlere NRS-Bewertung Uber diese Reize zeigte eine
mechanische Schmerzempfindlichkeit an (MPS; Rolke et al. (2010); Rolke et al.
(2006)). Das Vorhandensein von Schmerzen bei leichter Berlhrung, d.h. dynamischer
mechanischer Allodynie (DMA), wurde mit einem Wattebausch, einem kalibrierten Q-
Tip und einem weichen Pinsel getestet, wobei diese in 1-2 cm Strichen Uber die Haut
bewegt wurden (Abbildung 17)). Homo- und heterotope Testreize wurden alle 5
Minuten, insgesamt acht Mal vor der HFS (Baseline/Pre HFS) und 16 Mal nach der
HFS, an den drei Testorten appliziert (Abbildung 4, Abbildung 16). Ein Bereich wurde
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mit Nervenblockade oder HFS behandelt, ein Bereich nur mit HFS und der dritte
Bereich war eine unkonditionierte Kontrolle ohne HFS zur Uberwachung der
Habituation oder anderer Schwankungen der Schmerzempfindlichkeit.

2.6 Mapping des Hyperalgesieareals

Der Bereich der sekundaren Hyperalgesie mit einem Pinprick-Stimulus von 256 mN
wurde auf acht Winkeln (alle unter einem Winkel von 45°) 45 und 90 Min. nach HFS
erfasst und kartiert, indem das Testfeld in kleinen Schritten von wenigen Millimetern
Richtung HFS-Reizort verschoben wurde (Huang, Ali, Travison, Campbell, & Meyer,
2000). Die Tests begannen weit auerhalb der hyperalgetischen Haut und bewegten
sich langsam auf die HF S-Stelle zu. Die Grenze des sekundaren Hyperalgesiebereichs
wurde durch eine abrupt erhohte Schmerzhaftigkeit des Pinprickstimulus identifiziert
und durch Verschieben des Teststimulus innerhalb und aulerhalb des
Hyperalgesieareals auf eine Genauigkeit von 1 mm abgebildet.

2.7 Datenauswertung und Statistik

Die statistische Analyse wurde mit SPSS 20 (IBM™) und Excel 2010 (Microsoft™)
berechnet. Um eine annahernde Normalverteilung der Ratingdaten zu erhalten, wurde
fur alle NRS-Ratings eine Konstante von 0,1 hinzugefugt (siehe auch Abschnitt 7.1) ,
um den Verlust von Null-Ratings zu vermeiden, und diese wurden dann mit log1o
transformiert (W. Magerl et al., 1998). Alle log1o-Ratings wurden auf die Baseline (erste
acht Ratings vor HFS) normiert. Die mechanische und elektrische
Schmerzempfindlichkeit wurde in einem zweiten Normierungsschritt zusatzlich auf die
unkonditionierte  Kontrollstelle normiert (Differenz  der Log-Werte). DMA-
Bewertungsdaten wurden nicht normalisiert, da diese taktilen Reize normalerweise
keine Schmerzen hervorrufen und eine Normalverteilung durch Transformation nicht
erzielt werden kann.

Die Ratings fiur HFS-induzierten Schmerz, laserinduzierten Schmerz und
Hitzeschmerz bei 50°C noxischer Hitzereizung wurden nach Zugabe von 0,1 ebenfalls
log10-transformiert. Der geometrische Mittelwert wurde auch flr Reaktionszeiten in
den Experimenten mit A-Faserleitungsblockade zur Uberwachung des Ubergangs von
erstem Schmerz (vermittelt durch A®-Fasern) zum zweiten Schmerz (C-
Faservermittelt), sowie fur EDT berechnet. Alle statistischen Unterschiede wurden
durch Varianzanalyse (ANOVA) oder gepaarten bzw. ungepaarten t-Tests berechnet.
Die Daten werden entweder als arithmetisches Mittel und Standardfehler des
Mittelwertes (SEM) fir nicht logarithmisch transformierte Daten, bzw. fur
Reaktionszeitdaten und Schmerzratings dargestellt und zusatzlich als
delogarithmierter Mittelwert und SEM der logarithmisch transformierten Daten
angezeigt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Erstes Experiment: Modifikation der nozizeptiven Sensibilitat der Haut
durch Capsaicin und Monitoring der Capsaicindesensibilisierung

Die Capsaicinpflaster wurden auf dieselbe Hautstelle am Unterarm fur jeweils 2 x 22
h geklebt, gefolgt von einer 24 h Ruhezeit. Das wiederholte Capsaicinpflaster erhohte
die Hitzeschmerzschwellen und eliminierte den Schmerz bei Uberschwelligen
Hitzereizen (Abbildung 7, Tabelle 1). Die anfangliche Hitzeschmerzschwelle war flr
beide Seiten mit 45,6°C am Testunterarm gegenuber 45,5°C am Kontrollunterarm
nahezu gleich (p = 0,63). An der Stelle des Placebo-Pflasters (kontralateral) blieb die
Hitzeschmerzschwelle an allen vier Tagen nahezu konstant (gepaarter t-Test, p> 0,71,
Abbildung 7A). In capsaicinbehandelter Haut stieg die Hitzeschmerzschwelle von
45,5°C auf 49,9°C (p < 0,001) und lag bei den meisten Probanden (19/20) Uber der
oberen Grenze der zulassigen Reiztemperatur (50°C). Der Schmerz bei kurzer
Stimulation mit maximal zulassiger Reiztemperatur (50°C, 4 s Plateau) war an Tag 1
far beide Seiten mit Ratings von 40/100 NRS identisch. Fur die vehikelbehandelte Haut
blieb sie an den nachfolgenden Testtagen unverandert (39/100), wahrend der
Hitzeschmerz sich in capsaicinbehandelter Haut an allen Tagen der Behandlung stark
reduziert auf 1/100 an Tag 1, 0,5/100 an Tag 2 und 0,12/100 an Tag 3 (gepaarte t-
Tests, alle p < 0,001, Abbildung 7B). Die Schmerzratings mit 470 mJ Laser-Stimuli
waren auf beiden Seiten vor der Anwendung von Vehikel (28,6/100) und
Capsaicinpflastern (27,7/100) ahnlich. Bei vehikelbehandelter Haut blieben die
laserinduzierten Schmerzen vom ersten bis zum letzten Tag nahezu unverandert (p =
0,53, Abbildung 7C), sanken aber bei capsaicinbehandelter Haut auf 0,12/100 ab (p <
0,001, gepaarter t-Test).

3.2 Zweites Experiment: Modifikation der A-Faserinnervation der Haut durch
Kompression des N. radialis superficialis und Monitoring der A-
Faserleitungsblockade

Zur Vorbereitung des Experiments wurde die Leitfahigkeit von A-Faseraxonen durch
eine langandauernde Kompression des N. radialis superficialis temporar
ausgeschaltet. Die Uberwachung der A-Faser-Leitungsblockade zur Vorbereitung des
zweiten Experiments ist in Abbildung 8 bzw. Tabelle 2 dargestellt. Dargestellt ist die
mittlere Zeit bis zum Erreichen aller Kriterien fur eine vollstandige A-Faserblockade,
untersucht in einem Innervationsterritorium mit einer Flache von mindestens 3 x 3 cm.
Untersucht wurden die Kaltwahrnehmung, taktile Wahrnehmung, die Reaktionszeit auf
einen mechanischen Reiz (PinPick der Starke 256mN) sowie die Wahrnehmung von
Warme. Die mittlere Zeit bis zum Erreichen der vollstandigen Blockade betrug ~90 Min
(zwischen 30-110 min) (Abbildung 15C D). Drei Probanden erreichten die
Blockkriterien nach 110 Minuten im Screening nicht und wurden vom Hauptexperiment
ausgeschlossen (z.B.: Abbildung 15A B). Die A-Faser-Blockade wurde unmittelbar
nach der HFS geldst, so dass sowohl vor als auch nach der HFS sensorische Tests in
der Haut mit einer funktionell intakten A-Faserleitung durchgefuhrt wurden.
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Abbildung 7: Monitoring der sensorischen
Folgen der Capsaicindesensitivierung zur
Vorbereitung der Haut im Rahmen des
ersten Experiments

Rot Kreise: Capcaisinbehandelte Haut,
WeilBe Kreise: vehikelbehandelte Haut.
Vorbereitung fir LTP-Induktion in
capsaicindesensibilisierter Haut an 20
Probanden. Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an.
A:Erfassung des Funktionsverlustes von
TRPV1-positiven Afferenzen am Unterarm
durch Hitzeschmerzschwellen
B:Hitzeschmerz liberschwelliger
Hitzereize durch Peltier-Thermode (50°C,
4-s Plateau); C: liberschwellige Hitzereize
durch Laserstimulation. Baseline vor der
Pflasterapplikation (BL), nach 22 h
Capsaicinpflaster (1), nach weiteren 22 h
Capsaicinpflaster (2) und nach weiteren
24 h Ruhezeit nach dem zweiten
Capsaicinpflaster (3). *p < 0,05, **p <
0,01, ** p < 0,001; gepaarter t-Test
capsaicin- versus vehikelbehandelte Haut.
Modifiziert aus Henrich et al. (2015); vgl.
Tabelle 1.
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Tabelle 1: Ergebnisse der Capsaicindesensitivierung

Capsaicin behandelt Vehikel behandelt
Signifi-

Parameter der Roh Log Log Roh Log Log kanz-
Desensitivierung MW MW SEM MW MW SEM niveau
NRS fur Laser, Tagl 17,8 1,252 + 0,143 17,3 1,241 + 0,145 n.s.
NRS fir Laser, Tag2 0,0 -1,000 + 0,000 23,3 1,369 + 0,087 A
NRS fir Laser, Tag3 0,0 -1,000 £ 0,000 15,8 1,202 + 0,147 *Ax
NRS fur Laser, Tag4 0,0 -0,915 + 0,059 141 1,152 + 0,100 ak
NRS fir 50°C 6 Sek., Tagl 40,4 1,607 + 0,060 404 1,607 = 0,067 n.s.
NRS fiir 50°C 6 Sek., Tag2 1,0 0,052 * 0,278 411 1,615 + 0,061 ok
NRS fiir 50°C 6 Sek., Tag3 0,3 -0,363 £ 0,236 39,6 1,599 = 0,071 *Ax
NRS fiir 50°C 6 Sek., Tag4 0,0 -0,919 + 0,081 389 1,591 + 0,070 ek

Roh Roh

MwW SEM MW SEM
°C fiir HPT, Tagl 458 + 0,6 455 + 0,5 n.s.
°C fur HPT, Tag2 45,7 + 05 47,4 + 0,9 *x
°C fir HPT, Tag3 455 + 0,5 48,8 + 0,6 *Ax
°C fiir HPT, Tag4 445 + 0,5 499 + 0,1 R

Anmerkungen: NRS Numerische Rating Skala, HPT Hitzeschmerzschwelle, SEM
Standardfehlermittelwert, ** p<0.01, *** p<0.001

Tabelle 2: Ergebnisse der A-Faserblockade im Hauptversuch

Taktil Kalt Reaktionszeit Warm
Zeitpunkt in

Minuten MW SD MW SD MW SD MW SD
0 1000 £+ 0,0 1000 + 0,0 1000 + 0,0 1000 + 0,0

30 69,6 * 9,6 55,0 * 8,9 788 + 79 1000 + 0,0

50 408 + 11,8 30,0 = 9,7 466 + 10,5 1000 + 0,0

70 13,8 + 8,4 6,7 = 5,1 29,8 + 8,9 1000 + 0,0

90 04 + 04 33 + 33 11,5 + 6,2 1000 + 0,0

110 00 + 0,0 00 = 00 42 + 30 1000 + 0,0

120 1000 £+ 0,0 983 + 1,7 1019 + 2,0 1000 + 0,0

Anmerkungen: Zum besseren Versténdnis: zum Zeitpunkt 0 Minuten waren alle
Detektionsraten der verschiedenen Qualitdten bei 100 % d.h. 100% des First Pain
(Reaktionszeit) unter 500ms. Zum Zeitpunkt 110 Minuten, wurde nur noch Wéarme zu
100% detektiert, die anderen Qualitdten nicht mehr bzw. die Reaktionszeit lag zu
95% liber 500ms und war damit nicht mehr durch schnelle myelinisierte A-Fasern
sondern nur noch durch langsame unmyelinisierte C-Fasern vermittelt.
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Abbildung 8: Ergebnisse Monitoring der A-
Faserleitungsblockade

(A) Uberwachung von A-Faser-bezogenen
sensorischen Parametern: taktile Detektion
(offener Kreis), Kéltedetektion (gefiillter
schwarzer Kreis) und Detektion des ersten
Schmerzes (gefiilltes blaues Dreieck),
schnelle Reaktionszeit auf Pinprick (<5600
ms) und von C-Faser-bezogenen
sensorischen Parametern: Wéarmedetektion
(offenes Dreieck). Fehlerbalken zeigen den
Standardfehler des Mittelwertes (SEM) an.
Die Zeitskala der Abszisse bezieht sich auf
den Zeitpunkt der voll entwickelten A-Faser-
Blockade bei ca. 110 min, gefolgt von HFS
unter vollsténdig etablierter A-
Faserleitungsblockade. (B) Reaktionszeiten
vor Beginn der A-Faser-Blockade (Baseline),
bei voll entwickelter A-Faser-Blockade und 2
Min. nach der Erholung aus dem Block
(Erholung). Entlehnt und modifiziert aus
Henrich et al. (2015); vgl. Tabelle 2.
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3.3 HFS-induzierter Schmerz

Die HFS-Schmerzratings wiesen unter allen Versuchsbedingungen einen
gleichmaRigen Anstieg Uber die funf Reizung auf (Abbildung 9). Im ersten Experiment
(Capsaicindesensibilisierung) begann der HFS-Schmerz bei vehikelbehandelter Haut
mit einem mittleren NRS von 29,5/100 NRS und stieg auf 37,2/100 NRS an. Die
Schmerzratings in capsaicinbehandelter Haut wurden deutlich reduziert: Sie begannen
bei 14,5/100 NRS und stiegen auf 18,6/100 NRS. Der mittlere HF S-induzierte Schmerz
in allen Reizungen der normalen Haut betrug 35,2 NRS (log10: 1,547 £ 0,076). Er
reduzierte sich in capsaicinbehandelter Haut um 53% auf 16,9 NRS (log10: 1,227 £
0,101; p < 0,001). Die Zunahme der Schmerzratings uber die funf Reizwiederholungen
der HFS-Reizung unterschied sich nicht zwischen vehikel- und capsaicinbehandelter
Haut (Verhaltnis: 1,57 + 0,35 (+26%) vs. 2,12 £ 0,76 (+28%); p = 0,46).
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Abbildung 9: Schmerzbewertungen fiir HFS durch Epikutanelektroden

(A) Die HFS-Schmerzen bei capsaicinbehandelter Haut waren im Vergleich zur
Vehikel-Haut (p < 0,001) auf 47% reduziert. (B) Der HFS-Schmerz bei A-Faser-
blockierter Haut wurde im Vergleich zu naiver Haut (p < 0,001) signifikant um 37%
reduziert. Geometrischer Mittelwert £ SEM. Logarithmische Ordinate beachten. p <
0,001 fir die Behandlung gegentiber vehikelbehandelter oder naiver Haut; gepaarter
t-Test. Rote Kreise / Balken kennzeichnen Capsaicinvorbehandlung (Caps); blaue
Kreise / Balken kennzeichnen A-Faser-Blockade (AFB); offene Kreise / Balken
kennzeichnen Vehikel behandelt (Veh) oder naiv. Entlehnt und modifiziert aus
Henrich et al. (2015).

Im zweiten Experiment (A-Faserleitungsblockade) betrug der HF S-induzierte Schmerz
in der naiven Haut des Handrlickens bei der ersten Stimulation 32,4/100 und stieg
sukzessive auf 47,5/100. Nach vollstandiger und selektiver Blockade der A-
Faserleitung waren die Schmerzratings auf 19,3/100 (erster Reiz) und 31,2/100
(finfter Reiz) reduziert. Der mittlere HFS-induzierte Schmerz Uber alle Reizung in
normaler Haut betrug 41,3 NRS (log10: 1,616 + 0,066) und wurde unter A-Faser-
Leitungsblockade um 37% auf 25,7 NRS (log10: 1,410 £ 0,086; p < 0,001) reduziert.
Die Zunahme der Schmerzen Uber Trains von HFS-Reizen unterschied sich nicht
zwischen naiver Haut und Haut mit funktioneller A-Faser-Blockade (Verhaltnis: 1,53 +
0,10 (47,5%) versus 1,74 £ 0,15 (61,5%); p = 0,23).
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3.4 Homotope Schmerz-LTP

Die Schmerzratings fiur elektrische Reize am Ort der HFS-Stimulation (homotopes
Testareal) waren durch HFS in der vehikelbehandelten Haut auf das 2,29-fache der
Kontrollstelle erhoht (Mittelwert Alog: +0,360 + 0,114; p < 0,01). Bei der mit dem
Capsaicin vorbehandelten Haut (Abbildung 10A) war der Anstieg der homotopen
Schmerz-LTP um 71% im Vergleich zum Ort der HFS-Stimulation in
vehikelbehandelter Haut reduziert (p < 0,01). Jedoch gab es immer noch einen
signifikanten Schmerzanstieg auf das 1,38-fache der Kontrolle nach HFS (Mittelwert
Alog: +0,141 £ 0,076; p < 0,05), aber zu keinem Zeitpunkt wahrend der Baseline (alle
mindestens p > 0,20 fur capsaicinbehandelte oder vehikelbehandelte Haut versus
unkonditionierte Kontrolle, und fur capsaicinbehandelte versus vehikelbehandelte
Haut).

A . Capsaicinvorbehandlung B Nervenkompression
§ 400 *% n.s.
€ HFS v HFS ' !
2 300 |
§ _ AEE e ##
o2 ] ] ;
ET ] ] ]
O N ] - &80 | _ L ___ ] O.ag® _ _ _ _ ______]
51 oo]-ghi . et
- ] ]
0]

................................

30 0 30 60 90 Veh Caps 120 30 60 90 Naive AFB

Abbildung 10: Homotope Schmerz-LTP fiir elektrische Reize (Zeitverldufe und
durchschnittliche Grél3en).

(A) Homotope Schmerz-LTP in capsaicinbehandelter Haut wurde signifikant um 71%
gegentliber Vehikel-behandelter Haut reduziert (p < 0,01). Die verbleibende
homotope Schmerz-LTP bei capsaicinbehandelter Haut war signifikant im Vergleich
zur unkonditionierten Kontrolle (p < 0,05). (B) Homotope Schmerz-LTP in der A-
Faser-blockierten (AFB) Haut wurde nur geringfligig um 5% gegentiiber der naiven
Haut (n.s.) reduziert. Homotope Schmerz-LTP war in der A-Faser-blockierten Haut
signifikant im Vergleich zur unkonditionierten Kontrolle (p < 0,01). Daten normalisiert
auf Baseline und Ort der unkonditionierten Kontrolle; gleitende Mittelwerte (ber drei
Datenpunkte. ** p < 0,01, gepaatrter t-Test flir capsaicinbehandelte Haut oder A-
Faser-geblockte Haut versus vehikelbehandelte oder naive Haut. # p < 0,05, ##p <
0,01, gepaarter t-Test fiir Capsaicin oder A-Faser-Blockade versus unkonditionierte
Kontrolle. Rote Kreise / Balken kennzeichnen die Capsaicinvorbehandlung (Caps);
blaue Kreise kennzeichnen die A-Faser-Blockade (AFB); offene Kreise / Balken
kennzeichnen das behandelte Vehikel (Veh) oder naiv. Entlehnt und modifiziert aus
Henrich et al. (2015).

Im Gegensatz zum Capsaicinexperiment blieb die A-Faser-Leitungsblockade beim
HF S-induzierten homotopen Schmerz-LTP nahezu unverandert (Abbildung 10B). Die
Schmerzratings fur elektrische Reize nach HFS bei naiver Haut stiegen auf das 1,91-
fache der Kontrolle (Mittelwert Alog: +0,281 + 0,048, p < 0,001). Die Schmerzratings
fur elektrische Reize in der Haut unter A-Faser-Blockade stiegen auf das 1,86-fache
der Kontrolle (Mittelwert Alog: +0,270 + 0,059, p < 0,001). Unterschiede in der
Schmerzbewertung zu elektrischen Reizen nach HFS (A-Faser blockierte Haut versus
normaler innervierter Haut) waren nur ~5% und waren nicht signifikant (p = 0,78).
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3.5 Heterotope Schmerz-LTP
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Abbildung 11: heterotope Schmerz-LTP fiir Pinprickreize (Zeitverldufe und
durchschnittliche Grél3en).

(A) Eine heterotope Schmerzsensitivierung war mit HFS bei capsaicinbehandelter
Haut im Vergleich zu vehikelbehandelter Haut fast unméglich (Reduktion von 92%).
Die Zunahme der Schmerzen in der capsaicinbehandelten Haut (13%) war
gegendtiber der Kontrolle nur bis 30 Minuten nach HFS signifikant, und kénnte auf
eine TRPV1-negative Faser-vermittelte kurzfristige Potenzierung (STP) hinweisen.
(B) Die sekundére Hyperalgesie bei A-Faser-blockierter Haut wurde im Vergleich zur
naiven Haut um 35% reduziert (p = 0,059). Die sekundére Hyperalgesie war
signifikant gegentiber der unkonditionierten Kontrolle (p < 0,001) und der A-Faser-
blockierten Haut (p < 0,05). (C) Der Bereich der sekundéren Hyperalgesie nach HFS
bei capsaicinbehandelter Haut des ventralen Unterarms war im Vergleich zu HFS bei
vehikelbehandelter Haut stark vermindert. (D) Der Bereich der sekundéren
Hyperalgesie nach HFS bei A-Faser-blockierter Haut des Handriickens unterschied
sich nicht von der naiven Haut. Geometrischer Mittelwert £+ SEM. Daten normalisiert
auf Baseline und Ort der unkonditionierten Kontrolle; gleitende Mittelwerte (ber drei
Datenpunkte. (*) p = 0,059, *p < 0,05, **p < 0,01, und *** p < 0,001, gepaarter t-Test
flir capsaicinbehandelte Haut oder A-Faser-geblockte Haut versus vehikelbehandelte
oder naive Haut. (#) p = 0,058, #p < 0,05, ## p < 0,01 und ## # p < 0,001,
gepaarter t-Test flir Capsaicin oder A-Faser-Blockade versus unkonditionierte
Kontrolle. Rote Kreise / Balken kennzeichnen die Capsaicinvorbehandlung (Caps);
blaue Kreise kennzeichnen die A-Faser-Blockade (AFB); offene Kreise / Balken
kennzeichnen das behandelte Vehikel (Veh) oder naiv. Entlehnt und modifiziert aus
Henrich et al. (2015).
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Die Schmerzbewertungen fur Pinprick (Abbildung 11A), um die Stelle der HFS-
Stimulation in der vehikelbehandelten Haut, stiegen im ersten Experiment auf das
2,19-fache der Kontrolle (Mittelwert Alog: +0,342 + 0,062, p < 0,001). Die
Schmerzbewertungen fiur Pinprickreize um die Stelle der HFS-Stimulation in
capsaicindesensibilisierten Haut (Abbildung 11A) stiegen auf das nur 1,11-fache der
Kontrolle (Mittelwert Alog: +0,050 + 0,020, p < 0,05 versus Kontrolle), und die Grolze
war um 92% im Vergleich zum Vehikelareal reduziert (p < 0,01). Au3erdem war die
Zunahme der Schmerzbewertungen zu den  Pinprickreizen in  der
capsaicindesensitivierten Haut nur vom zweiten zum vierten Mel3zeitpunkt nach HFS-
Stimulation signifikant (1.18-fach, p = 0.058; 1.28-fach p < 0.001; 1.14-fach p < 0.05)
was eher auf das Phanomen kurzfristiger Verstarkung (STP) als auf langfristige
Verstarkung hindeutet. AuBerdem wurde der Bereich der sekundaren Hyperalgesie
zum Ort der Stimulation am ventralen Unterarm um 76% von 39,0 £ 8,9 cm? auf 9,3 +
2,4 cm? reduziert (p < 0,001; Abbildung 11C).

Im zweiten Experiment wurden die Schmerzbewertungen in normaler Haut nach HFS
auf das 1,80-fache der Kontrolle erhéht (Mittelwert Alog: +0,255 + 0,070, p < 0,001 im
Vergleich zum Ausgangswert). Die Schmerzratings flur Pinprickreize in der A-Faser
blockierten Haut (Abbildung 11B) stiegen auf das 1,52-fache der Kontrolle (Mittelwert
Alog: +0,180 £ 0,065, p < 0,05 gegenuber dem Ausgangswert). Die Reduktion der
HF S-induzierten heterotopen Schmerz-LTP um 35% war von marginaler Bedeutung
(p = 0,059, naive versus A-Faser blockierte Haut). Der Bereich der sekundaren
Hyperalgesie bis zum Pinprick, der auf dem Handricken viel kleiner war, blieb
dagegen unvermindert (10,0 £ 1,9 cm? bis 9,8 £ 2,1 cm?; p = 0,88; Abbildung 11D).

3.6 Dynamisch-mechanische Allodynie

Nach HFS in normaler Haut empfanden die meisten Probanden (16/20 NRS) einige
der leichten taktilen Berthrungen neben der HFS-Stelle am Unterarm als leicht
schmerzhaft (dynamische mechanische Allodynie, Abbildung 12). Dementsprechend
stiegen nach HFS die Schmerzen bei dynamischen, leichten taktilen Reizen im
Vergleich zu den Schmerzbewertungen in der normalen Haut der unkonditionierten
Kontrollstelle signifikant an: Mittlere Schmerzbewertung 0,163; log10: -0,788 + 0,076,
p < 0,05 versus unkonditionierte Kontrolle, Abbildung 12A). In capsaicindesensitivierter
Haut (Abbildung 12A) war DMA erheblich gegenuber Vehikel reduziert (-66%, p < 0.01)
nicht aber signifikant gegentber unkonditionierter Kontrolle.

Im zweiten Experiment, bei dem Schmerz-LTP durch HFS auf dem Handricken
ausgelost wurde, trat hier bei weniger Probanden (2/12) eine dynamische
mechanische Allodynie auf. Dementsprechend waren die mittleren Werte niedrig:
mittleres Schmerzrating: 0,116 (log10: -0,934 £ 0,065) und unterschieden sich nicht
signifikant von unkonditionierter normaler Haut, bei keinem der Probanden eine
Allodynie auftrat (p = 0,17). Unter der Bedingung eines voll entwickelten
Kompressionsblocks blieb die HF S-induzierte dynamische mechanische Allodynie bei
diesen beiden Probanden vollig unverandert: Mittleres Schmerzrating: 0,118 (log10:
0,928 + 0,066, p = 0,15 versus Kontrolle und p = 0,12 versus HFS bei normaler Haut,
Abbildung 12B).
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Abbildung 12: Dynamische mechanische Allodynie auf leichte Beriihrung

Zeitverlaufe und mittlere Gré3en. (A) DMA in capsaicinbehandelter Haut wurde
signifikant um 66% gegentiber vehikelbehandelter Haut reduziert, und die
verbleibende DMA war nicht signifikant gegentiber einer unkonditionierten Kontrolle.
(B) DMA war bei A-Faser-geblockten und naiver Haut identisch (nicht signifikant, da
nur 2/12 Probanden eine dynamische mechanische Allodynie aufwiesen).
Geometrischer Mittelwert +tSEM. Man beachte die logarithmische Ordinate. Aufgrund
der nichtlinearen Datentransformation entspricht eine Schmerzbewertung von
0,10[log10: -1,00] bei allen Probanden einer Schmerzbewertung von 0. Alle
Abbildungen zeigen gleitende Mittelwerte (ber drei Datenpunkte. Alle Statistiken sind
gepaarte t-Tests. *p < 0,05, **p < 0,01, *** p < 0,001. Rote Kreise / Balken
kennzeichnen die Capsaicinvorbehandlung, blaue Kreise / Balken die A-Faser-
Blockade (AFB), graue Kreise / Balken die Kontrollstelle (Kon), offene Kreise
vehikelbehandelte (Veh) oder naive Haut. n.s = nicht signifikant. Entlehnt und
modifiziert aus Henrich et al. (2015).
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Tabelle 3; Ergebnisse der Hyperalgesieinduktion auf verschiedene Parameter

Capsaicin behandelt Vehikel behandelt
Signifi-

Roh Log Log  kanz- Roh Log Log Roh Log Log

MW MW SEM niveau MW MW SEM MW MW SEM
HFS Schmerz (NRS) 17 1,223 + 0,102 *Ekx 35 1,545 + 0,076
homotope Schmerz-LTP (in %) +38% 0,141 + 0,076 ** +129% 0,360 * 0,114
homotope Schmerz-STP (in %) +28% 0,107 + 0,027
heterotope Schmerz-LTP (in %) +11% 0,047 + 0,022 *kk +134% 0,370 = 0,062
Allodynie (NRS) 1,2 0,073 = 0,034 *Ekx 1,6 0,212 = 0,076 1,1 0,045 + 0,026
Hyperalgesieareal (in cm”2) 9,3 Hkx 39,0

A-Faserblockade Naive
HFS Schmerz (NRS) 26 1,410 + 0,086 Hkx 41 1,616 * 0,066
homotope Schmerz-LTP (in %) +86% 0,270 + 0,060 n.s. +91% 0,281 + 0,048
heterotope Schmerz-LTP (in %) +52% 0,181 + 0,065 (*) +80% 0,255 = 0,070
Allodynie (NRS) 1,2 0,072 + 0,066 n.s. 1,2 0,066 * 0,065 1,0 0,000 + 0,000
Hyperalgesieareal (in cm”2) 9,8 n.s. 10,0

Anmerkungen: HFS Hochfrequenze Stromstimulation, NRS Numerische
Ratingsskala 0-100, LTP Langzeitpotentierung, STP Kurzzeitpotentierung, SEM
Standardfehlermittelwert

3.7 Kalkulation der primaren afferenten Fasertypen

Die beiden Experimente liefern Informationen Gber den relativen Beitrag von TRPV1-
positiven und TRPV1-negativen Fasern sowie von C- und A-Fasern bei der Auslésung
far den HFS-Schmerz, homotopen Schmerz-LTP und der heterotopen Schmerz-LTP.
Die beobachteten prozentualen Abnahmen kdnnen als prozentualen Beitrag des
Fasertyps, dessen Funktion selektiv unterbunden wurde bzw. die verbliebene
prozentuale Veranderung gegenuber der Kontrolle als Beitrag der nicht blockierten
Fasertypen verstanden werden. Die Prozentsatze entsprechen den Zeilen- oder
Spaltensummen in 2 x 2 Tabellen flir die oben genannten Schmerz bzw.
Schmerzplastizitatsmalie (Tabelle 4). Die errechneten Summen stimmen jedoch mit
vielen verschiedenen Kombinationen der einzelnen Prozentsatze in diesen 2 x 2
Tabellen Uberein. Tabelle 4 zeigt daher zwei mogliche Ldsungen, eine mit dem
maximalen Beitrag von TRPV1-positiven C-Fasern (A) und eine andere mit ihrem
minimalen Beitrag (B), woraus ein Intervall geschatzt werden kann (C). Bei induziertem
HFS-Schmerz sind diese Bereiche breit und alle vier Fasertypen trugen potenziell zur
Ausbildung des HFS-reduzierten Schmerzes bei. Fir homotope Schmerz-LTP
unterstiutzt diese Abschatzung die Annahme, dass nur C-Fasern (TRPV1-positiv und
TRPV1-negativ) zu seiner Induktion beigetragen haben. Fur heterotope Schmerz-LTP
deuten die Daten darauf hin, dass nur TRPV1-positive primare Afferenzen (A- und C-
Fasern) zu ihrer Induktion beigetragen haben.
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Tabelle 4: Geschéatzte Prozentsétze der Beitrdge des Fasertyps zu den
wahrgenommenen Schmerzratings

homotope heterotope
HFS-Schmerz Schmerz-ETP Schmerz-ETP
Fasertyp C A > C A > C A >
A TRPV1-pos 53 0 53 71 0 71 65 27 92
TRPV1-neg 10 37 47 24 5 29 0 8 8
Summe 63 37 100 95 5 100 65 35 100
B TRPV1-pos 16 37 53 66 5 71 57 35 92
TRPV1-neg 47 0 47 29 0 29 8 0 8
Summe 63 37 100 95 5 100 65 35 100
C TRPV1-posC 16-53 66-71 57-65
TRPV1-neg C 10-47 24-29 0-8
TRPV1-pos A 0-37 0-5 27-35
TRPV1-neg A 0-37 0-5 0-8

Anmerkungen: A und B Die mittleren Prozentséatze aus Abbildung 9, Abbildung 10
und Abbildung 11 flihrten zu den Zeilensummenprozenten (aus Versuch 1) und
Spaltensummenprozenten (aus Versuch 2) in diesen 2 x 2 Tabellen. Einzelne
Zellprozentsétze sind mehrdeutig, aber sobald eine Zelle bekannt ist, kbnnen die
anderen genau berechnet werden. HFS-Schmerz: Der niedrigste Anteil (37%) wird
durch A-Fasermn verursacht, die alle TRPV1-negativ (A) oder alle TRPV1-positiv (B)
oder irgendwo dazwischen sein kbnnen. Homotope LTP: Der niedrigste Beitrag (5%)
wird durch A-Fasern erreicht, die alle TRPV1-negativ (A) oder alle TRPV1-positiv (B)
oder dazwischen sein kénnen. Heterotope LTP: Der niedrigste Anteil (8%) wird durch
TRPV1-negative Fasern erreicht, die alle A-Fasern (A) oder alle C-Fasern (B) oder
dazwischen sein kénnen. (C) Schétzung des Intervalls aus den Teilen A und B
zeigen, welche Fasern signifikant (als Fettdruck markiert) und fiir welche
Faserklassen ein Beitrag zu den untersuchten Phdnomenen nicht gesichert werden
kann. Entlehnt, korrigiert und modifiziert aus Henrich et al. (2015).
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4 DISKUSSION

4.1 Kurzfassung der wesentlichen Befunde

Ziel der hier vorliegenden Arbeit war, die relativen Beitrdge von Ad-Faser versus C-
Faser-Nozizeptoren sowie TRPV1-positiven versus TRPV1-negativen Nozizeptor-
Subpopulationen fir die Induktion von Schmerz-LTP zu unterschieden. Hierzu wurden
hochfrequente elektrische Reize als Methode zur Induktion der Hyperalgesie
eingesetzt, da diese alle peripheren Nervenfasern unspezifisch aktivieren. Als
Methoden  zur  Elimination = wurden zwei  selektive  Nervenblockaden
(Capsaicindesensitivierung und  A-Faserleitungsblockade) beim  Menschen
miteinander kombiniert. Die Analyse der homotopen Schmerz-LTP bestatigte einen
signifikanten Beitrag von C-Faser Nozizeptoren sowie die Hypothese einer
Autofazilitierung des TRPV1-positiven C-Fasereingangs (Hansen et al., 2007; Ikeda et
al., 2006). Es zeigte sich aber auch eine signifikante Autofazilitation des TRPV1-
negativen C-Fasereingangs. Dies ist ein neuer Befund, der in der Elektrophysiologie
des Hinterhorns noch nicht beschrieben wurde. Darlber hinaus deutete die Analyse
der heterotopen Schmerz-LTP darauf hin, dass LTP infolge eines synaptischen
Anstiegs von TRPV1-positiven C-Fasern eine sekundare Hyperalgesie fir Pinprick-
Stimuli erzeugt. Dies erfordert eine Interaktion von mindestens zwei verschiedenen
Pfaden (Torsney, 2011), da Pinprick-induzierter Schmerz Uberwiegend durch TRPV1-
negative A-Faser-Nozizeptoren vermittelt wird (W. Magerl et al., 2001; Ziegler et al.,
1999). Darlber hinaus trug vermutlich nicht nur synaptischer Input durch TRPV1-
positive C-Fasern, sondern auch TRPV1-positive A-Fasereingaben zur Induktion von
heterotoper Schmerz-LTP bei. Auch dieser Befund der Studie war vorher nicht
bekannt. Nach der Capsaicindesensibilisierung wurde keine sekundare Hyperalgesie
nach HFS gefunden. Dementsprechend tragen TRPV1-negative A- und C-Faser-
Nozizeptoren nicht zu ihrer Induktion bei.

4.2 HFS-aktivierte Faserpopulationen

In Ubereinstimmung mit der unspezifischen Aktivierung der intraepidermalen
Nervenfasern durch epikutane elektrische Reize schienen alle Nozizeptoren zum HF S-
induzierten Schmerz beizutragen. Die Reduktion nach Capsaicindesensibilisierung
legt nahe, dass TRPV1-positive und TRPV1-negative Fasern etwa gleich viel
beitrugen. Unter den Bedingungen der beiden Leitungsblockaden waren die
berichteten Schmerzratings signifikant geringer.

Konventionelle transkutane elektrische Stimulation von Nervenfaserpopulationen
aktiviert bevorzugt Ap-Fasern. Dagegen erregen intraepidermale Elektroden mit
grol¥flachigen Elektroden bei niedrigen Intensitaten Gberwiegend Ad Fasern (ca. 2x
Schwelle; Mouraux, lannetti, und Plaghki (2010); Inui und Kakigi (2012)). Die in dieser
Arbeit eingesetzten 10-Pin Reizelektroden sind noch deutlich selektiver: Die epikutane
10-Pinelektrode aktiviert peptiderge C-Faser-Afferenzen in der Haut, da sie neurogene
Entzindungen (Thomas Klein et al., 2004) und brennende Schmerzen hervorruft
(Hansen et al., 2007).

Der Uberwiegende Teil der peripheren Nervenfasern sind unmyelinisierte C-Fasern
(72-81%; Ochoa und Mair (1969); Schmalbruch (1986); Heppelmann, Heuss, und
Schmidt (1988); Hines, Birn, Teglbjaerg, und Sinkjaer (1996)). Unter den
verbleibenden myelinisierten Afferenzen sind ~70-~80% diunn myelinisierte Ad-Fasern
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(Heppelmann et al., 1988; Ochoa & Mair, 1969). Somit kann in Hautnerven prozentual
von einem Verhaltnis der Axone von Hautnerven zwischen C-, As- und AB-Fasern von
ca. ~80% zu ~15% zu ~5% ausgegangen werden. Der grolite Teil der C- und Ad-
Fasern ist nozizeptiv, ein geringer Anteil sind taktile Afferenzen oder nichtnozizeptive
Thermorezeptoren (Adriaensen et al., 1983; Campero & Bostock, 2010; R. D. Treede,
Meyer, & Campbell, 1998; Vallbo, Olausson, & Wessberg, 1999). In Anbetracht der
prozentualen Nervenfaseranteile kann daher davon ausgegangen werden, dass bei
der Vermittlung von HFS-induziertem Schmerz unter den unterschiedlichen
Populationen die peripheren C-Nozizeptoren Uberwiegen. Andererseits muss in
Betracht gezogen werden, dass die in den Experimenten verwendete
Stimulusfrequenz (100 Hz) die A-Faser-Aktivierung beglnstigt, da diese der
Hochfrequenzstimulation besser folgen kann als C-Nozizeptoren, weil diese schneller
ermuden (Jonas et al., 2018; Raymond, Thalhammer, Popitz-Bergez, & Strichartz,
1990; Serra et al., 2012; Weidner et al., 1999). In den Daten der Arbeit war das
Verhaltnis von C zu Ad-Nozizeptor Vermittlung von Schmerz ~2:1, wahrend die
Faserzahlverhaltnisse 5:1 waren. Dieser Unterschied unterstutzt die Annahme, dass
A-Fasern Uberproportional zur Wahrnehmung beitragen kénnen (Bromm & Treede,
1983; Cruccu et al., 2003; W. Magerl, Ali, Ellrich, Meyer, & Treede, 1999). Die
besseren Frequenzfolgeeigenschaften von A-Faser-Nozizeptoren konnten also
maoglicherweise die A-Faser-Komponente im Vergleich zur C-Faser-Komponente an
der Wahrnehmung deutlich vergrofRern.

4.3 Nozizeptoren, die zur homotopen Schmerz-LTP beitragen

Die selektive A-Faser-Leitungsblockade hatte keinen Einfluss auf die homotope
Schmerz-LTP. Dies deutet darauf hin, dass eine hochfrequente Stimulation mit 100Hz
in C-Fasern ausreicht, um diese Art der Schmerzsensitivierung zu induzieren. Dies
steht im Einklang mit Daten aus Rattenrickenmarksscheibenpraparaten, bei denen
die Rekrutierung von C-Fasern fur die Induktion von nozizeptiver LTP obligatorisch war
(Sandkuhler, 2007). LTP in Lamina-I-Neuronen, die durch HFS von C-Fasern induziert
wird, hangt von der Koaktivierung von NMDA-Rezeptoren durch Glutamat und
Neurokinin-1-Rezeptoren (NK1-R) ab (Heinke, Balzer, & Sandkuhler, 2004; lkeda,
Heinke, Ruscheweyh, & Sandkihler, 2003; Naka, Gruber-Schoffnegger, &
Sandkuhler, 2013). Substanz P, welches am Neurokinin 1-Rezeptor (NK1-R) in den
oberflachlichen Laminae des Hinterhorns der Ratte bindet, ist auch flr die Capsaicin-
vermittelte, zentrale Sensibilisierung durch Aktivierung von TRPV1-positiven
Afferenzen essentiell (Khasabov et al., 2002; Nichols et al., 1999; Rygh et al., 2006;
Vierck, Kline, & Wiley, 2003). Weil die Mehrzahl der peptidergen Nervenfasern TRPV1
exprimieren, kann angenommen werden, dass in der Studie diese Neurone durch
Capsaicinexposition eliminiert wurden. So wie bei der Ratte, beruht die Induktion von
spinaler LTP beim Menschen hauptsachlich auf peptidergen neuronalen Signalen im
Hinterhorn, was darauf hindeutet, dass TRPV1-positive Afferenzen und spinale NK1-
Rezeptoren signifikant zur Induktion von chronischen Schmerzzustanden beim
Menschen beitragen.

Homotope Schmerz-LTP wurde auch uUber Fasern induziert, die TRPV1 nicht

exprimieren, da nach der Capsaicinbehandlung signifikante Schmerz-LTP auftrat.
Hierfur konnen drei Erklarungen fur dieses Phanomen herangezogen werden:
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1. LTP konnte Uber Substanz P-haltige, TRPV1-negative Fasern Uber den
bekannten Neurokininweg induziert werden. Hinweise hierauf ergaben sich
anhand einer tierexperimentellen Arbeit, bei der in Ratten eine kleine
Population (15-23%) von Substanz P-positiven Nozizeptoren nachgewiesen
werden konnte, die TRPV1 nicht exprimiert (Guo et al., 1999; Tominaga et
al., 1998). Hierdurch kénnte Substanz P-vermittelte LTP auch nach der
Capsaicindesensibilisierung induziert werden. Dieses Ergebnis wurde
jedoch in jungster Zeit nicht repliziert.

2. Tierexperimentelle Daten deuten darauf hin, dass die Induktion von LTP
zumindest teilweise unabhangig von der NK1-Rezeptorubertragung sein
kann. So konnte gezeigt werden, dass ,Brain-derived neurotrophic factor’
(BDNF) in nicht-peptidergen C-Faser-Neuronen bei Ratten zur Entwicklung
von spinaler LTP beitragen kann (L.-J. Zhou et al., 2008; L. J. Zhou et al.,
2011). Somit kann die BDNF-Freisetzung eine Alternative zur Substanz P-
Freisetzung fur die Induktion von homotoper spinaler LTP sein (Ren &
Dubner, 2007).

3. Abgesehen von den beiden oben genannten Erklarungsmodellen ist zu
bedenken, dass sich die psychophysikalischen Befunde zumindest zum Teil
auch durch supraspinale Mechanismen erklaren lieken, im Sinne einer
absteigenden Fazitilation oder verminderten absteigenden Hemmung
(Pertovaara (1998); Urban und Gebhart (1999)).

4.4 Nozizeptoren, die zur heterotopen Schmerz-LTP beitragen

Eines der psychophysischen Korrelate von spinaler LTP, die sogenannte sekundare
Hyperalgesie - kann sowohl durch HFS als auch durch Applikation des TRPV1-
Agonisten Capsaicin induziert werden. Dies weist darauf hin, dass TRPV1-
exprimierende Nozizeptoren zumindest teilweise zur Induktion dieser Art von
Schmerzsensitivierung beitragen (lkeda, Heinke, Ruscheweyh, & Sandkuhler, 2003;
Ikeda, Kusudo, Ryu, & Murase, 2003; lkeda et al., 2006; LaMotte, Shain, Simone, &
Tsai, 1991; W. Magerl et al., 2001; Simone, Baumann, & LaMotte, 1989; Ziegler et al.,
1999). Das Fehlen einer signifikanten heterotopen  Schmerz-LTP in
capsaicinbehandelter Haut legt nahe, dass TRPV1-exprimierende Nozizeptoren fur
diese Art der Schmerzsensitivierung essentiell sind. Es zeigte sich jedoch auch eine
sehr kurzandauerende (<30 min) Potenzierung von Schmerz auf Pinprickreize nach
HFS in der capsaicindesensibilisierten Haut. Dieser Befund kdnnte darauf hindeuten,
dass TRPV1-negative Fasern eine kurzfristige Schmerzpotenzierung auslésen kénnen
(Schmerz-STP; Shyu und Vogt (2009); Rahn, Guzman-Karlsson, und David Sweatt
(2013)).

In einer friheren Studie (Ziegler et al., 1999) blieb das Ausmal} der sekundaren
Hyperalgesie unverandert, als Capsaicin unter selektiver A-Faser-Leitungsblockade
injiziert wurde. Dies wurde als Fehlen eines madglichen Beitrags von Ab-
Fasernozizeptoren zur Induktion der Schmerzsensitivierung an zentralen nozizeptiven
Neuronen interpretiert. Die relative Rolle der A-Faser-Nozizeptoren wurde jedoch im
Capsaicininjektionsmodell durch ihre geringere Empfindlichkeit gegenltber Capsaicin
vermutlich unterschatzt (S. N. Lawson et al.,, 2002; S. N. Lawson et al.,, 1997;
Ringkamp et al., 2001; Szolcsanyi, 1987). Im elektrischen HFS-Modell dieser Studie
zeigte der komplette Block durch Capsaicindesensibilisierung und ein moderater
Ruckgang um 35% durch A-Faser-Leitungsblockade, dass TRPV1-tragende Ab-
Fasernozizeptoren (AMH Il polymodale Nozizeptoren) wesentlich zur Induktion von
heterotopen Schmerz-LTP beitragen. Daraus kann geschlossen werden, dass
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heterotope Schmerz-LTP (sekundare Hyperalgesie) insgesamt durch TRPV1-positive
A- und C-Fasernozizeptoren ausgelost wird, nicht aber durch TRPV1-negative
Nozizeptoren.

Bisher wenig bekannt ist der Beitrag supraspinaler, schmerzmodulierender Zentren flr
das Phanomen der sekundaren Hyperalgesie. Bisher unveroffentlichte Befunde aus
dem Lehrstuhl fur Neurophysiologie der Medizinischen Fakultdt Mannheim deuten
darauf hin, dass bei Patienten, bei denen das endogene Schmerzabwehrsystem
aufgrund eines gestorten Transmittergleichgewichts kompromittiert ist, das Ausmal}
der sekundaren Hyperalgesie fur Pinprickreize im Vergleich zu Gesunden gesteigert
ist, wahrend sich die beiden Gruppen nicht bezuglich der Grolke des Hyperalgesie-
Areals unterscheiden. Im Rahmen der von mir durchgeflhrten Experimente wurde eine
Beteiligung supraspinaler Zentren nicht explizit untersucht. Daher sollte in
Folgeexperimenten die Rolle des endogenen schmerzmodulierenden Systems weiter
untersucht werden.

4.5 Beitrag der Nervenfasersubtypen zur Entstehung von LTP-induzierter
dynamisch-mechanischer Allodynie

Die dynamische mechanische Allodynie (Schmerz durch leichte Berihrung) ist ein
eigenstandiges Phanomen, das im Rahmen der LTP-Induktion nachgewiesen werden
kann. In  meinen Experimenten trat DMA nicht auf, als HFS bei
capsaicindesensitivierter Haut durchgefuhrt wurde. Somit kann davon ausgegangen
werden, dass die Induktion der Allodynie vollstandig von TRPV1-positiven
Nozizeptoren abhangt. Das sehr geringe Auftreten der dynamischen mechanischen
Allodynie im zweiten Experiment (A-Faserblockade) (Thomas Klein et al., 2004; Lang
et al., 2007; Ziegler et al., 1999) verhinderte Rickschllsse auf den moglichen Beitrag
von Ad-Nozizeptoren zu deren Induktion.

4.6 Modellentwurf anhand der eigenen Befunde

W. Magerl und Klein (2006) entwickelten ein Modell (Abbildung 13), dass im
Wesentlichen die Rolle verschiedene Fasertypen flur die Entstehung von Hyperalgesie
und Allodynie im Menschen beschreibt: Ein noxischer Reiz, wie z.B. eine Verletzung,
aktiviert Capsaicin-sensitive C-Fasern, die auf =zentrale, schmerzspezifische
Interneurone im  Hinterhorn (CPSN: zentrale, schmerzspezifische spinale
Interneurone) projizieren und diese sensibilisieren( W. Magerl und Klein (2006),
wodurch mechanische Reize wie leichte Berihrung und mechanische schmerzhafte
Reize gesteigert weitergeleitet werden. In diesem Servo-Modell ist betont, dass
Capsaicin-sensitive C-Fasern zwar sekundar fazilitieren, aber nicht sich selbst, um
eine Eskalation des Systems zu vermeiden.

Die wesentlichen eigenen Befunde (Tabelle 4) dieser Arbeit wurden kurzgefasst in

Tabelle 5 dargestellt und das Modell von Magerl und Klein (2006) erweitert (vgl.
Abbildung 14).
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Noxische Nozizeptoren

Reize
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empfindung

Abbildung 13: Modell der Servoregulation der synaptischen Ubertragung des
Menschen.

Erklérung siehe Text; PAD primér afferente Depoloarisation, CPSN Central pain
signaling neuron (entnommen aus W. Magerl, Treede RD, 2011)

Tabelle 5: Beitrdge verschiedener Fasertypen zur Schmerz-LTP

Ausgangspfad
Stimulation EPS Pinprick Pinzel/Q-
Tip/CW
Homosynap. Heterosynap.
Eingangspfad  Autofazilitation Adpos Cpos Adneg Cneg AR
Adpos -> - - - +(+)LTP - -
Cpos -> +++L TP -(1) - +++L TP - ++LTP
Adneg -> - ++ STP - - - -
Cneg -> +++L TP ++ STP, (+)LTP - - - -

Anmerkungen: - kein Beitrag; (?) unklar; +++ signifikanter und substanzieller Beitrag,
(+) signifikanter aber nicht substanzieller Beotrag; Zum Versténdnis: Eingangspfade
(erste Spalte) und deren Auswirkungen auf die Ausgangspfade; (restliche Zeilen) (1)
eigene Daten; (2) Lang et al. (2007) zeigten dass im Areal sekundérer Hyperalgesie
keine Hitzehyperalgesie aulftritt.
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Abbildung 14: Entwurf eines Gain-Control-Modells basierend auf: Schmerz-LTP-
basierter Autofazilitation, sekundérer Hyperalgesie und Allodynie

Erkldrung siehe Text. Dicke Pfeile: Schmerzleitung durch elektrischen und
mechanischen Schmerz, volle Linien: erhéhte Schmerzleitung nach der
Konditionierung, gestrichelte Linien: Konditionierung heterosynaptischer Bahnen
durch HFS, Strichpunktlinie: taktile Leitung; graue Linien: TRPV-positive Pfade,
schwarze Linien: Capsaicin unempfindliche Pfade; HFS hochfrequente
Stromstimulatin zur Induktion der Hyperalgesie, EPS Elektrische schmerzhafte
Reize.

Anhand des Models (Abbildung 14) wird postuliert, dass homotope Schmerz-LTP auf
Autofazilitation von C-Fasern basiert, nicht aber auf den zentralen
schmerzspezifischen Interneuronen (CPSN) von A-Fasern. Bei sekundarer
Hyperalgesie werden die CPSNs der TRPV1-negativen A-Fasern heterosynaptisch
durch TRPV1-positive C CPSN, sensibilisiert. Capsaicinunempfindliche A-Faser-
CPSN wie auch capsaicinunempfindliche C-Faser-CSPNs tragen exzitatorisch
heterosynaptisch zu einer kurzfristigen Potentierung (STP; Dauer ~30 Minuten)
capsaicinunempfindlicher A-Faser-CPSNs bei. A-R-Fasern werden heterosynaptisch
nur durch TRPV-positive-C-Fasern fazilitiert und konnen als Mechanismus der
Allodynie beschrieben werden. Diese heterosynaptische Verstarkung wird als Gain-
Control-Modell zusammengefasst. Da sich fur die primar afferente Depolarisation
keine Befunde zeigen, wurde dies nicht ins Modell aufgenommen.

4.7 Methodische Limitationen

Um die Effektstarken zu verbessern, die Daten zwischen den Experimenten noch
besser vergleichen zu kdnnen und die gesamte Studie in kirzerer Zeit durchfuhren zu
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konnen, hatten die A-Faserleitungsblockadeexperiment zuerst durchgefuhrt werden
sollen, um dann nach einer Erholungspause die Capsaicindesensitivierung bei
derselben Stichprobe von Probanden auf dem Handrlcken durchzuflhren. Hierdurch
ware es moglich gewesen, auch zwischen den Experimenten in gepaarten Tests,
bspw. in einer MANOVA mit Messswiederholung und Faktoren zu testen. In anderen
Studien des Lehrstuhls fur Neurophysiologie, die sich zwar im Publikationsprozess
befinden, aber die nicht Gegenstand dieser Arbeit sind, wurden HFS und nachfolgend
LFS im selben Experiment hintereinander gesetzt, was zu einer Aufhebung der
Hyperalgesie flhrt. Dies boéte die Moglichkeit bei nur einer aufwendigen
Capsaicindesensitivierung auch die Rolle TRPV1-Fasern bei der Langzeitdepression
zu untersuchen und die Versuchszeit nur um 15 Minuten fur LFS und 30 Minuten fur
das Monitoring der LTD / Loschung der Hyperalgesie zu verlangern. Insgesamt ware
es dann moglich, die Beitrage der verschiedenen Fasertypen (vgl.Tabelle 5) zur
Schmerz-LTP praziser schatzen zu kénnen.

4.8 Schlussfolgerungen und Ausblick

In Ubereinstimmung mit dem Konzept, dass epikutane elektrische Impulse alle
intradermalen Nervenenden aktivieren kénnen, wurde festgestellt, dass alle
Nozizeptoren zu HFS-induzierten Schmerzen beigetragen haben. Dabei haben C-
Fasern einen groferen relativen Beitrag als Ad Fasern bzw. haben TRPV1-positive
und TRPV1-negative Fasern einen gleichen Beitrag. Wie aus Tierversuchen
vorhergesagt, leisteten TRPV1-positive C-Faser-Nozizeptoren den groften Beitrag zur
Induktion von homotoper und heterotoper Schmerz-LTP (sekundéare Hyperalgesie).
TRPV1 negative C-Fasern induzierten homotope Autofazilitation, nicht aber
heterotope Schmerz-LTP. Sie stehen wahrscheinlich im Zusammenhang mit
MRGPRD-exprimierenden Afferenzen (Zhang et al., 2013), eine Hypothese, die in
weiteren elektrophysiologischen Studien getestet werden muss. TRPV1-positive A-
Fasern leisteten einen kleinen Beitrag zur Induktion der heterotopen Schmerz-LTP,
der bei capsaicininduzierter sekundarer Hyperalgesie nicht zu sehen ist (W. Magerl et
al., 2001). Deshalb benétigen sie moglicherweise eine hohe HFS-induzierte
Entladungsfrequenz, die durch chemische Stimulation nicht erreicht wird. Obwohl
TRPV1-negative A-Fasern die Hauptursache fur die Vermittlung von
Pinprickschmerzen sind, die bei heterotoper Schmerz-LTP stark fazilitiert wurden,
scheinen sie nicht zur Induktion von Schmerz-LTP beizutragen. Diese Befunde weisen
darauf hin, dass verschiedene periphere Faserklassen die Induktion von Schmerz-
LTP, seine Ausdehnung auf die benachbarte Haut und die daraus resultierende
erhdhte Empfindlichkeit gegenuber Pinprick beim Menschen vermitteln.

TRPV1-Rezeptoren werden nach verschiedenen Arten von Nervenverletzungen
hochreguliert, insbesondere bei unverletzten Axonen (Facer et al., 2007; Hudson et
al., 2001; Kim et al., 2008; Wang et al., 2011). Bei neuropathischen Schmerzen war
die Hyperalgesie nur bei Patienten mit Wildtyp-TRPV1-Allelen vorhanden, nicht aber
bei Patienten mit einem vermuteten Mangel an TRPV1-Einzel-Nukleotid-
Polymorphismus (Binder, Stengel, Klebe, Wasner, & Baron, 2011). TRPV1 wird bei
verschiedenen Krankheiten des Menschen hochreguliert, wie Vulvodynie (Tympanidis
et al., 2004), post-mastektomische Schmerzen (Gopinath et al., 2005),
posttraumatische Hauthyperalgesie (Facer et al., 2007), Reizdarmsyndrom (Akbar et
al., 2010), rektale Uberempfindlichkeit und Harndrang (Chan et al., 2003), dem
,Burning Mouth-Syndrom* (Yilmaz et al., 2007) oder postoperative Schmerzen nach
Hautschnitten (Banik & Brennan, 2009; Barabas & Stucky, 2013; Mitchell et al., 2014,
Pogatzki-Zahn, Shimizu, Caterina, & Raja, 2005). Diese Beobachtungen deuten darauf
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hin, dass diese Patienten moglicherweise anfalliger fur Hyperalgesie im
Zusammenhang mit der Schmerzsensitivierung des Schmerz-LTP-Typs sind.

Umgekehrt kann der wichtigste klinische Effekt von TRPV1-Antagonisten darin
bestehen, den Ubergang von akuten zu chronischen Schmerzen durch heterotope
Schmerz-LTP und zentrale Sensibilisierung zu verhindern, wahrend die akute
Schmerzempfindlichkeit nur teilweise beeintrachtigt wird (vgl. Patapoutian, Tate, und
Woolf (2009)). Dementsprechend wurde ein hochkonzentriertes Capsaicinpflaster zur
Behandlung von neuropathischen Schmerzen eingeflihrt, das nozizeptive epidermale
Nervenfasern defunktionalisiert (P. Anand & Bley, 2011; Kennedy et al., 2010;
Malmberg et al., 2004). Dieses Pflaster reduziert Sensibilitatsstorungen bei Patienten
mit neuropathischen Schmerzen. Es ist besonders effektiv bei Patienten mit kurzer
Krankheitsdauer (<6 Monate). Patienten mit chronischen neuropathischen Schmerzen
erfahren nach Capsaicinpflasterbehandlung eine Reduktion der Schmerzen (Backonja
et al.,, 2008; Derry, Rice, Cole, Tan, & Moore, 2017; Hoper, Helfert, Heskamp,
Maihofner, & Baron, 2014; Maihofner & Heskamp, 2014; Simpson, Brown, Tobias, &
Group, 2008). Basierend auf den vorliegenden Ergebnissen wird ein friher und
nachhaltiger Einsatz der Capsaicinpflasterapplikation zur Pravention vorgeschlagen.
Die vollstandige funktionelle Eliminiation der Nozizeptorpopulationen, die eine
Schmerzsensitivierung induzieren und aufrechterhalten, kdnnte sich nicht nur als
sinnvoler Therapieansatz zur Reduktion neuropathischer Schnmerzen sondern auch
als sinnvolle Praventionsmalinahme herausstellen.

Die Ergebnisse kénnten auch dazu beitragen, die im klinischen Alltag haufig zu
beobachtende, unzureichende Wirksamkeit von Schmerzmedikamenten zu erklaren.
In der Vergangenheit wurden in der Pharmaindustrie analgetische Substanzen im
Tierexperiment oft ausschlieBlich unter dem Aspekt hin untersucht, inwiefern diese
Substanzen einer Uberempfindlichkeit auf nozizeptive Reize entgegenwirken kénnen.
Das Element der zentralen Sensibilisierung wurde dabei oft vernachlassigt. Unter der
Annahme, das chronische Schmerzen nicht nur durch TRPV1-positive Fasern Uber
Mechanismen der sekundaren Hyperalgesie vermittelt werden, sondern auch Uber
Autofazilitation, die Uber TRPV1-negative Fasern vermittelt wird, stellt dies ein
potentielles Ziel zur weiteren Erforschung dar. So wird in der Literatur bisher das
Thema Autofaziliation und TRPV1-negative Fasern nicht beschrieben. Ebenfalls bleibt
die Unterscheidung der Rolle der A-Fasernozizeptoren zur Sensibilsierung in
Tiermodelle bisher unbertcksichtigt.
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5 ZUSAMMENFASSUNG

Die Langzeitpotenzierung im Hinterhorn des Ruckenmarks erfordert eine peptiderge
C-Faseraktivierung bei Tieren. Zu den wahrnehmbaren Korrelaten der
Langzeitpotenzierung nach hochfrequenter elektrischer Stimulation beim Menschen
gehdren eine erhohte Empfindlichkeit gegenuber elektrischen Reizen am Ort der
hochfrequenten Stromstimulation (homotope Schmerz-Langzeitpotenzierung) und
eine erhohte Empfindlichkeit gegentiber Pinprick in der Umgebung der Hochfrequenz-
Stimulationsstelle (heterotope Schmerz-Langzeitpotenzierung bzw. sekundaren
Hyperalgesie). Zur Charakterisierung der peripheren Faserpopulationen, die an der
Induktion der Schmerz-Langzeitpotenzierung beteiligt sind, wurden zwei selektive
Nervenblockadexperimente an 30 gesunden mannlichen Probanden durchgeflhrt.
Eine funktionelle Blockade von TRPV1-positiven Nozizeptoren durch
hochkonzentriertes Capsaicin (verifiziert durch den Verlust von Hitzeschmerzen)
reduzierte die Schmerzratings signifikant um 47% (p < 0,001), homotope Schmerz-
Langzeitpotenzierung um 71% (p < 0,01), heterotope Schmerz-Langzeitpotenzierung
um 92% (p < 0,001) und den Bereich der sekundaren Hyperalgesie um 76% (p <
0,001). Die selektive Blockade der A-Faserleitung durch Nervenkompression
(verifiziert durch den Verlust des ersten Schmerzes nach Pinprickprickapplikation)
reduzierte die Schmerzratings zur Hochfrequenz-Stimulation signifikant um 37% (p <
0,01), nicht aber die homotope Schmerz-Langzeit-Potenzierung (-5%). Es hatte einen
marginalen Einfluss auf die heterotope Schmerz-Langzeitpotenzierung (-35%, p =
0,059), wahrend der Bereich der sekundaren Hyperalgesie unverandert blieb (-2%, p
= 0,88). Zusammenfassend kann gesagt werden, dass alle Nozizeptorunterklassen zu
hochfrequenten, stimulierenden Schmerzen beitragen (mit einem relativen Anteil von
C > Ad Fasern und einem gleichen Anteil von TRPV1-positiven und TRPV1-negativen
Fasern). TRPV1-positive C-Fasern sind die Hauptinduktoren der homotopen und
heterotopen Schmerz-Langzeitpotenzierung. TRPV1-positive A-Fasern tragen
wesentlich zur Induktion der heterotopen Schmerz-Langzeitpotenzierung bei. TRPV1-
negative C-Fasern induzieren eine Komponente der homotopen Autofazilitation, aber
keine heterotope Schmerz-Langzeitpotenzierung. TRPV1-negative A-Fasern
vermitteln Pinprickschmerzen und Hyperalgesie, aber sie scheinen nicht zur Induktion
der Schmerz-Langzeitpotenzierung beizutragen. Diese Ergebnisse zeigen, dass
verschiedene periphere Faserklassen die Induktion einer Schmerzsensitivierung, die
der Langzeitpotentierung ahnlich ist, deren raumliche Ausbreitung auf die benachbarte
Haut (z.B. sekundare Hyperalgesie) und die daraus resultierende erhohte
Empfindlichkeit gegenlber Pinprick beim Menschen vermitteln. Nozizeptive
Afferenzen, die eine Schmerzsensitivierung induzieren, kdnnen leicht von denjenigen,
die Schmerzen vermitteln, getrennt werden. Diese Erkenntnisse tragen wesentlich
zum Verstandnis der Mechanismen der Schmerzsensitivierung bei, die die Grundlage
fur das Verstandnis der Mechanismen der Hyperalgesie bei Patienten bilden.
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Tabellarischer Anhang

7 TABELLARISCHER ANHANG

7.1 Datenkorrektur und Baseline- und Kontrolinormierung

Bei der Benutzung der NRS 0-100 fur Pinprick und EPS zur Erfassung von
Hyperalgesie stellen sich mehrere Fragen:

(1) die Daten sind rechtsschief und selten normalverteilt,

(2) Ausreilder (wenige hohe Ratings) haben einen zu gro3en Einfluss auf die
Bildung des Mittelwerts.

(3) ,100 ist der subjektiv maximal vorstellbare Schmerz® kann nicht naher
objektiviert und verglichen werden und Probanden mit gro3en Ratings haben
gréReren Einfluss als Probanden mit durchweg geringen Ratings.

Hierzu liegt eine Vorgehensweise vor, um die 0.g. Probleme zu |I6sen:

(a) Es wird zum Testareal ein unkonditioniertes Kontrollareal zum Zwecke der
Referenzbildung hinzugenommen.

(b) Die Manipulationen (HFS, LFS etc.) werden in einem Pre-Post-Design
gemessen (Baseline und Monitoring der Hyperalgesie).

(c) Zu allen Rohwerten wird 0,1 addiert. Hiernach werden alle Werte zur Basis 10
logarithmiert, wie dies auch von Weber und Fechner postuliert wird. Dies stellt
annahernd eine Normalverteilung her und der Einfluss von Ausreilern wird
reduziert. Die 0,1 mussen als systematischer Fehler in Kauf genommen
werden, da von 0-Ratings kein Logarithmus gebildet werden konnte. Flr
Pinprick und Allodynie wird eine zusatzliche Mittelung von 8 - 512 mN bzw. CW,
BR und QT zum jeweiligen MelRzeitpunkt notwendig. Dies entspricht annahernd
der geometrischen Mittelbildung und reduziert den Einfluss von Aul3reil3ern.

(d) FUr Pinprick und EPS nicht aber flir Allodynie werden von allen Werten pro Areal
die Werte der Baseline gemittelt. Von allen Werten pro Areal wird dieser
Baselinemittelwert subtrahiert. Dies wird als Baselinenormierung bezeichnet
und dient dazu die arealspefizische Sensitivitdt herauszurechnen und
Testareale besser miteinander vergleichbar machen zu kdnnen.

(e) Zentrale neurophysiologische Prozesse laufen stetig mit und konnen eine lokal
augeldste Hyperalgesie im Signal Uberlagern. Dies wird kontrolliert, in dem zum
jeweiligen MelRzeitpunkt der Wert des unkonditionierten Kontrollareals vom
jeweiligen MefRzeitpunkt des Testareals subtrahiert wird. Dies wird als
Kontrolnormierung bezeichnet und rechnet Prozesse wie die Habituation
heraus.

(f) Die nun gewonnenen Werte kdnnen als Zeitverlauf geplottet werden oder das
Intervall vom Monitoring der Hyperalgesie gemittelt werden.

(g) Der Vorteil dieses Ansatzes ist, dass nur noch die Anderung von
Schmerzhaftigkeit —wie bei einem Faktor- abgebildet werden, die dann zur
inteferenzstatistischen Auswertung zugefihrt werden konnen.
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20
Win

Abbildung 15: Dokumentation des Monitorings der A-Faserleitungsblockade

Die Werte wurden quantifiziert. unvollstédndige Blockade fotografiert (A) und
abgezeichnet (B) beim Screening. Kein Verlust der Kaltwasserdetektion (blau);
vollstdndige Blockade fotografiert (C) und abgezeichnet (D) aus einem
Hauptversuch: Kongruente Areale von Reaktionszeit >500ms (Pinprick, rot), Verlust
der Kaltwasserdetektion (blau), Verlust der taktilen Detektion (von Frey, griin);
Abdung proximal des Handgelenks zeigt Position des Schlauchs zur
Nervenkompression
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Abbildung 17: In den Studien verwendete Testgeréte

A Medoc™-Thermode zur Thermotestung; B MRC™ Pinprick; C Baumwolle, Q-Tip
und Pinsel zur Allodynie-Testung; D von-Frey-Haar.

7.2 Studienfinanzierung

Das Capsaicinpflaster (Qutenza®) und capsaicinfreie Vehikelpflaster wurden
freundlicherweise von Astellas zur Verfligung gestellt.

Diese Studie wurde von der Deutschen Forschungsgemeinschaft (DFG - Tr236/19-1,

Ma1251/9-2) und dem DFG-geférderten Heidelberg-Mannheim Center Research
Grant on Pain Research (Teilprojekt BO9 des SFB 1158) gefordert.
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