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Einleitung

1 EINLEITUNG

Die Nervenzellen aller Wirbeltiere weisen trotz unterschiedlicher komplexer
Organisation ihrer Nervensysteme erstaunliche Gemeinsamkeiten auf. Dabei liegen
die fundamentalen Unterschiede nicht zwingend in ihren prinzipiellen Bausteinen, den
Neuronen und Gliazellen, sondern viel mehr in ihrer neuronalen Vernetzung
untereinander. Einige fundamentale Ubereinstimmungen lieferten Ergebnisse von in-
vivo Studien zur Identifizierung von sympathischen Bahnen bei Menschen und Tieren.
Die neurophysiologischen Entladungsmuster und die Aktivitat postganglionarer
Neurone wurden mittels elektrophysiologischer Ableitung einzelner Nervenfasern
(Mikroneurographie) bestimmt, und zeigten beinahe identische Aufzeichnungsmuster
zwischen der verschiedenen Spezies '. Mit dem Verfahren der Mikroneurographie wird
durch das Einfihren einer Nadelelektrode in den peripheren Nerv eine gezielte
Nervenfaserableitung ermdglicht und erlaubt genaue RuckschlUsse zur Identifizierung
der Nervenfaseraktivitat und Einordnung in ihre Funktionsklasse 2. Die Einteilung von
menschlichen afferenten und efferenten Nervenfaserklassen wurde bereits vor
beinahe 100 Jahren von Erlanger und Gasser strukturell und funktionell klassifiziert (s.
Tab. 1).

Faser- | Durch- Leitungs- Funktion
gruppe | messer | geschw.
Myelinisiert
Aa 15 um | 50-90 m/s | efferent: extrafusale Muskulatur
afferent: Muskelspindel
AR 8 um 30-70 m/s | afferent: Hautsensoren
Ay 5 um 15-30 m/s | efferent: Intrafusale Muskulatur
Ad <3um | 12-30 m/s | Temperatur, ,schneller Schmerz*
B 3 um 3-15 m/s | Sympathisch praganglionar
Nicht myelinisiert
C 1 um 0,5-2 m/s | efferent: Sympathisch postganglionar
afferent: Nozizeption, ,langsamer Schmerz"

Tabelle 1: Klassifizierung von Nervenfasern nach J. Erlanger und H.S. Gasser



Einleitung

Fir diese Pionierleistung in medizinischer Physiologie wurden sie 1944 mit dem
Nobelpreis ausgezeichnet. Eine vereinfachte Darstellung dieser Klassifizierung
unterteilt demnach die sensorischen Afferenzen hierarchisch gegliedert in schnell
leitende (dick myelinisierte) A-beta Fasern fur BerUhrungsempfindung, langsamer
leitenden (wenig myelinisierte) A-delta Fasern (empfindlich u.a. fur schmerzhafte
Nadelstich-Reize, verantwortlich fur schnell einschieBenden Schmerz) und sehr
langsam leitenden nicht myelinisierten C-Fasern (verantwortlich flir einen
langanhaltenden verzoégerten oder spat einsetzenden Schmerz) 3. Da Schmerzreize
potentiell gewebeschadigend sind werden A-delta und C-Fasern auch allgemein
.Nozizeptor® bezeichnet (lateinisch nocere -- ,schadigen®). Weiterhin stellt die
Komplexitat der Vernetzung dieser neuralen Strukturen die Medizin und Forschung vor
enorme Herausforderungen und bedarf zur Behandlung neurologischer Pathologien

ein besseres Verstandnis ihrer physiologischen Funktionen und Interaktionen.

1.1  Neuronale Strukturen

Eine SchlUsselfrage der Entwicklungsneurobiologie ist, wie sich bestimmte
Neuralzellen bereits im Embryonalstadium weiterentwickeln und dabei zielgerichtet an
ihren Bestimmungsort migrieren. Wie infolgedessen das Auswachsen der Axone zu
bestimmten Zielorten gesteuert wird, um dort mit den jeweiligen Zielzellen Synapsen
auszubilden, wird Uber molekulare Wegweiser gesteuert. Demnach tberwinden Axone
in ihrer Auspragung nicht nur Strecken von wenigen Mikrometern, sondern sind im
menschlichen Organismus sogar in der Lage, Uber einen Meter hinauszuwachsen
(Beispielsweise vom menschlichen Ruckenmark in den Ful). Mithilfe von
Signalmolekulen wird das Auswachsen der Axone zu ihrem Bestimmungsort
gesteuert. An der Spitze des Axons befindet sich der Wachstumskegel (growth cone),
welcher eine auf auRere Signale empfindliche Region der Nervenendigung darstellt “.
Ausgehend von der Quelle des Signals wird beim Axon das Auswachsen in die
jeweilige Richtung durch das Ausschitten von Signalmolekilen Uber die Zielzellen
bewirkt. Nicht-neuronale Zellen, wie z.B. Keratinozyten des peripheren Gewebes oder
Astrocyten im zentralen Nervensystem (ZNS), geben dabei Wachstumsfaktoren, wie
KGF (Keratinocyte growth factor) an die Neurone ab ° und erzeugen so einen
Gradienten. Gleichzeitig wird von den Neuronen das Ausschitten von spezifischen
Botenstoffen (z.B. Neuropeptide) angeregt, die fir die nicht-neuronalen Zellen
wiederum ebenfalls wachstumsfordernd sind. Dieser hochkomplexe Mechanismus der

Interaktion und molekularen Signalausschuttung unterstitzt und fordert das

3
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Auswachsen der Axone und deren Zielzellen. Dabei spielen Zelladhasionsmolekdle,
aber insbesondere auch der Nervenwachstumsfaktor NGF (nerve growth factor) eine

zentrale Rolle.
1.2 Wachstumsfaktor NGF

NGF gehort zur Gruppe der Neurotrophine, welche korpereigene Signalstoffe sind, die
zielgerichtete Verbindungen zwischen Nervenzellen bewirken. Sie sichern den
Fortbestand neuronaler Verbindungen und erhalten diese am Leben. Die Entdeckung
des Neurotrophins NGF erfolgte in den 1950ern durch die Medizinerin und
Neurobiologin Rita Levi-Montalcini in Zusammenarbeit mit dem Biologen Viktor
Hamburger. Wahrend ihrer aktiven Forschung untersuchten sie die zellularen
Nachrichtenibertragungswege sowie die molekularen Steuerungsmechanismen des
Zell- und Gewebewachstums. Dabei entdeckten sie unter anderem auch den
epidermalen Wachstumsfaktor (epidermal growth factor, EGF). Als Levi-Montalcini die
Isolierung und Charakterisierung des Polypeptids von NGF gelungen war, erhielt sie

daflir 1986 den Nobelpreis fiir Medizin und Physiologie ©.

1.3 Pathologie und Therapieansatze

Durch Unfall oder Krankheit entstandener neuronaler Zelluntergang im ZNS und PNS
werden im menschlichen Korper nicht ohne weiteres behoben. Das menschliche
Gehirn ist jedoch generell in der Lage, neue Verbindungen zwischen Uberlebenden
Neuronen zu formen und damit einige Ausfalle auszugleichen. Demnach konnten, wie
beispielsweise bei Patienten nach einem apoplektischen Insult, trotz ausgepragter
Ausfalle und Untergang groler zerebraler Areale im Nachgang erstaunliche
Heilungsprozesse beobachtet werden. Dennoch sind die nach zerebralem Insult
verbliebenen Schaden oft irreversibel und in ihrer Auspragung, als auch
neurophysiologischer  Erscheinung mit erheblichen Beeintrachtigung und
Behinderungen Uber die Lebenszeit verbunden 7. Anders als bei einem Apoplex, bei
dem durch raschen stoffwechselbedingten Untergang von Nervengewebe grolde
Nervenschaden entstehen, kann die Ursache fir die Ausbildung peripherer
Nervenschadigungen ein schleichender Prozess sein. Periphere Neuropathien
beruhen auf Schadigungen der Neurone des PNS, welche mitunter Spinal- und

Kranialnerven, den Nervenwurzeln mit inren zahlreichen Unterteilungen, als auch das
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autonome Nervensystem beinhalten 8. Die periphere Neuropathie wird in
Mononeuropathie, multifokale Neuropathie und Polyneuropathie gegliedert. Die
haufigsten Ursachen zur Entstehung einer peripheren Neuropathie beruht auf auf’eren
Einwirkungen und Noxen, welche die Nerven langfristig schadigen. Dies kann
innerhalb von wenigen Tagen, oder im Verlauf mehrerer Jahre infolge kontinuierlicher
Belastung durch neurotoxische Substanzen erfolgen (z.B. durch chemische Noxen,
sei es Alkohol-induziert oder auf dem Boden einer Chemotherapie). Haufiger noch wird
diese auch durch Stoffwechselentgleisungen wie bei Diabetes Mellitus induziert, oder
auch durch eine virale Infektion wie bei Gurtelrose mit der Auspragung einer Post-
Zoster Neuralgie provoziert. Sehr selten, aber dennoch relevant als Ursache, kénnen
Neuropathien durch hereditare genetische Veranderungen bedingt sein. Auch wenn
die Zeit je nach Krankheitsbild variiert, in der es zur peripheren Nervenschadigung und
ganzlich zur symptomatischen Erscheinung kommt, manifestiert sich meist im
zeitlichen Verlauf das Krankheitsbild einer Neuropathie. Allein die Pravalenz der
Polyneuropathie liegt bei 1% und fur altere Populationen tber 65 Jahre sogar bei 7%
9. Dabei zeigen sich die ersten Stoérungen sensibler Nerven meist durch
Missempfindungen. Diese variieren je nach Erscheinungsbild oftmals und werden von
den Betroffenen unterschiedlich wahrgenommen. Die mitunter haufigsten und
charakteristischsten Symptome einer Polyneuropathie werden von den Patienten mit
Kribbelparasthesien, stechenden oder brennenden Schmerzen, bis hin zu
Taubheitsgefihlen von Hypasthesie, oder ganzlicher Anasthesie der betroffenen
Areale angegeben '°. Die Sensibilitatsveranderungen kann sich bei den Betroffenen
auch auf alltagliche, flir den Gesunden als nicht schmerzhaft empfundene Reize, einer
LAllodynie“ beim beispielsweise Kdmmen der Haare oder das Tragen von Socken und
Schuhen, manifestieren. Oft sind zuerst in den Extremitaten die Zehen und oder die
Hande betroffen. Durch die chronischen und stark ausgepragten Schmerzzustande,
welche mit teils erheblichen Einschrankungen im Alltag verbunden sind, entsteht bei
den Betroffenen durch Verminderung der Lebensqualitat ein enormer Leidensdruck.
Bei vdlliger Anasthesie der betroffenen Regionen werden Verletzungen und
nachfolgende Infektionen oftmals nicht wahrgenommen, bis diese einen fulminanten
Verlauf mit teils lebensgefahrlichen Folgen nehmen oder sogar eine Amputation der
betroffenen Region fordern .

In durchgeflhrten Hautbiopsien von betroffenen Patienten konnte eine Reduktion der

Nervenfaser-Dichte in der Epidermis beobachtet werden. Es wird angenommen, dass
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unter anderem die Reduktion der Nerven zu einer Dysbalance der SignalUbertragung
fuhrt. Um das Defizit der Nerven auszugleichen, wurde nach Heilungsansatzen und
einer Methode geforscht, um das Auswachsen neuer Nervenendigungen zu férdern.
Nach wie vor stellt die Behandlung, als auch die Suche nach moglichen
Therapieoptionen einer Neuropathie die medizinische Forschung vor grof3en
Herausforderungen. Ansatze madglicher analgetischer, aber auch insbesondere
kurativer Therapieformen wurden nach der Entdeckung von neurotrophen Stoffen
forciert untersucht. Dabei wurde das maogliche Potential zur Heilung von geschadigten
Nervenzellen bzw. Férderung des Aussprossens neuer, gesunder Nervenfasern mit
der Behandlung von Neurotrophinen - insbesondere NGF - in mehreren Studien
erprobt. In einer klinischen Studie konnte bei intramuskularer Gabe von NGF in
Patienten mit diabetischer Polyneuropathie der Effekt beobachtet werden, dass sich
sensorisch-neurologische Parameter verbesserten und die Patienten eine Linderung
ihrer neuropathischen Symptome berichteten 2. Leider konnten in einer
darauffolgenden klinischen Phase 3 Studie diese Resultate nicht wiederholt werden.
Somit musste die FortfUhrung der Behandlung mit NGF wegen dosisabhangiger
Schmerzinduktion (insbesondere Hyperalgesie an der Injektionsstelle bei subkutaner
Applikation oder diffuser generalisierter Myalgien bei intravendser Applikation)
beendet werden 3. Interessanterweise kam es in Bezug auf NGF Jahrzehnte spéater
zu einer entgegengesetzten Wende der Behandlung von diabetischer Neuropathie.
Therapeutische Ansatze mit einem monoklonalen Antikorper gegen NGF (anti-NGF,
Tanezumab®) konnte in einer Studie zur Behandlung der diabetischen
Polyneuropathie vielversprechende Ergebnisse liefern. Es wurde aullerdem gezeigt,
dass der Nervenwachstumsfaktor auch eine zentrale Rolle bei chronisch
entzindlichen Schmerzen spielt. Diese Erkenntnis lieferten Studien mit Antikdrper
gegen NGF gerichtete Proteine bei Osteoarthritis-Patienten 4. Durch diese gezielte
Inhibierung von NGF konnte ein nachweislich analgetischer Effekt erwiesen werden,
ohne dass die Entzindung des Gelenks maligeblich beeinflusst wurde. Der
schmerzlindernde Effekt unter der anti-NGF Therapie war jedoch so stark ausgepragt,
insbesondere in Kombination mit entzindungshemmenden NSAR (Nichtsteroidale
Antirheumatika), das infolge einer Uberbelastung der Extremitat, oder in
Ausnahmefallen durch Nekrosen Bildung, eine Kniegelenkersatzoperation der
betroffenen Patienten erforderlich wurde '°. Unter diesem Aspekt und der somit

erfolgten schweren Nebenwirkungen wurde deshalb von der FDA (Food and Drug
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Administration) das Projekt bis dato pausiert. Dennoch stellt die anti-NGF Therapie
eine vielversprechende Option zur Behandlung chronischer Schmerzen dar und
veranlasste mehrere Firmen zu der Entwicklung monoklonaler NGF-Antikorper, wie

z.B. Fulranumab® oder Fasinumab® 16 17,

1.4 NGF als experimentelles Schmerzmodel am Menschen

In Anlehnung an die klinischen Befunde nach NGF-Applikation (s.0.) konnte NGF als
experimentelles Humanmodell fur Hyperalgesie und Allodynie etabliert werden. Die
intradermale Injektion des Nervenwachstumsfaktors NGF |0st beim Menschen eine
Uberempfindlichkeit gegeniiber thermischer (Hitze und Ka&lte), mechanischer
(tonischer Druck, Nadelstich) und elektrischer Reize aus '8. Bemerkenswerterweise
wurde eine maximale mechanische Uberempfindlichkeit erst 2-3 Wochen nach
Injektion von NGF registriert. Dabei dhnelt insbesondere die Uberempfindlichkeit auf
tonischen Druck den pathologischen Beschwerden von z.B. neuropathischer
Schmerzpatienten 8. Diese Hyperalgesien sind in Gegenwart einer experimentell
induzierten lokalen Entziindung supra-additiv verstarkt 1% 20, was die hohe Effektivitat

einer kombinierten Therapie mit anti-NGF und NSAR (s.o.) erklaren konnte.
1.4.1 Thermische Sensitivierung nach NGF-Injektion

Mechanistisch flhrt die Applikation von NGF zu einer akut (innerhalb von Minuten)
eintretenden Sensibilisierung (Phosphorylierung) und Membraneinbau (,trafficking®)
von TRPV1 ("Transient Receptor Potential cation channel subfamily V- member 1°).
Dieser lonenkanal wird in den sensorischen Nervenzellen des zentralen und
peripheren Nervensystems von Wirbeltieren exprimiert und durch eine Reihe
potenziell gewebeschadigender Reize, z.B. durch Hitze, saurehaltigen Lésungen, oder
Inhaltsstoffen der Chili-Schote aktiviert 2'. Andere lonenkanale aus der TRP-Familie
sind speziell bei der Signaltransduktion von Kaltereizen involviert 22. Nicht-
schmerzhaftes Kaltempfinden (auch durch topische Applikation von Eukalyptusél oder
Menthol induzierbar) ist Gber TRPM8 vermittelt 23, wohingegen schmerzhafte Kaltreize
(auch durch Applikation von Zimtdl oder Ingwer induzierbar) die Aktivierung von
TRPA1 (vormals ANKTM1) bewirkt.
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1.4.2 Mechanische Sensitivierung nach NGF-Injektion

Sowohl die intrakutane als auch die intramuskulare Injektion von NGF 2427 fiihrt zu
einer mechanischen Sensitivierung, welche erst verzogert (mehrere Tage bis Wochen
nach Injektion) einsetzt. Welcher Mechanismus sich hinter dieser zeitlichen
Verzdgerung verbirgt ist weiterhin ungeklart. Ein axonaler Transport von NGF zum
Zellkern mit anschliefiender Hochregulation von Transkriptionsfaktoren (z.B. ERK1/2)
28 zur Modulation der Expression von lonenkanalen und Neuropeptiden wird hierunter
vermutet 2°. Ein weiterer Erklarungsansatz kénnte die Modulation der PIEZO1 und 2
Kationenkanale liefern (griechisch médw ,Druck ausuben®), fur deren Entdeckungen
Ardem Patapoutian kurzlich den Nobelpreis verliehen bekam. Es konnte
nachgewiesen werden das PIEZO2 in Merkel-Zellen 30 aber auch in einer Untergruppe
von sensorischen Neuronen exprimiert wird. Diese neuronale Untergruppe besteht aus
mechanisch-insensitiven C-Fasern, deren Empfindlichkeit auf mechanische Reize

durch NGF sensibilisiert und tiber PIEZO2 reguliert werden kann 3.
1.4.3 Neuronale Sensitivierung nach NGF-Injektion

Durch Untersuchungen von Einzelfaserableitungen am Hausschwein 32 und Menschen
33 konnte gezeigt werden, dass 1-3 Wochen nach Injektion von NGF die axonale
Erregbarkeit spezifischer C-Nozizeptoren erhdht ist. Es zeigte sich durch
elektrophysiologische Aufzeichnungen, dass mechano-insensitive C-Fasern nach
NGF ebenfalls durch mechanische Stimulation aktiviert werden konnen.
Interessanterweise konnten spontane Entladungen dieser C-Fasern auch ohne
auBere Einfliisse registriert werden 32 33, Eine Spontanaktivitat von Nozizeptoren
wurde mittels Mikroneurographie auch bei Patienten mit neuropathischen Schmerzen
nachgewiesen 3% 35 Da diese elektrophysiologische Untersuchungsmdglichkeit
(Mikroneurographie) jedoch nur sehr wenigen Laboren weltweit zur Verfugung steht,
wird das Verfahren daher fir Routineuntersuchungen in der Klinik nicht angewendet.
Durch psycho-physische Untersuchungen an gesunden Probanden wurde indirekt
gezeigt, dass die axonale elektrische Erregbarkeit von C-Nozizeptoren nach NGF-
Injektion erhoht ist 20 36, Die bei diesen Experimenten angewendeten elektrischen
Stimulationsprotokolle mit rechteckférmigen Pulsen konnten jedoch leider nicht
zwischen der Aktivierung von mechano-insensitiven und mechano-sensitiven C-

Fasern unterscheiden.



Einleitung

1.5 Elektrische Aktivierung von C-Nozizeptoren

FiUr die direkte neuronale Stimulation der Nerven durch elektrische Reize werden
traditionell rechteckformige Pulse von 0.5 - 1 ms Pulsdauer appliziert. Die eingangs
unter 1.1.1. erwahnten Klassen sensorischer Afferenzen variieren nicht nur hinsichtlich
ihres Grades an Myelinisierung, sondern auch in Bezug auf ihre elektrische
Erregbarkeit. Unmyelinisierte C-Nozizeptoren haben gegeniber myeliniserter A-delta
und A-beta Fasern eine hohere elektrische Erregbarkeitsschwelle, mit der Folge, dass
bei elektrischer Stimulation von C-Fasern mittels Rechteckpulsen die dafur
erforderlichen starken Strome unweigerlich auch A-Fasern aktivieren. Zur weiteren
Identifizierung der Nervenfaserklassen-Aktivierung konnte kirzlich ein Verfahren
entwickelt werden, das mittels transkutaner Applikation geringer Stromintensitaten
auch unmyelinisierte Nervenfasern zu erregen vermag 2. Durch Verdnderung der
Elektrodenkonfiguration fir die elektrische Stimulation 38 und der Applizierten
elektrischen Pulse (Dauer, Frequenz und Pulsweite 37> 3% 40) konnte ein
Stimulationsprotokoll etabliert werden, dass eine spezifische Klassifizierung und
Aktivierung von C-Faserklassen-Untergruppen erlaubt. Eine grobe Einteilung der
Untergruppen von C-Nozizeptoren basiert auf deren mechanischer und thermischer
Erregbarkeit. C-Nozizeptoren, die auf beide (mechanische und thermische)
Reizmodalitaten ansprechen werden als ,polymodale“ oder mechano-sensitive C-
Fasern bezeichnet. C-Nozizeptoren, die durch mechanischeReize nicht aktiviert
werden konnen, sind damit mechano-insensitive C-Fasern und werden auch als
,stumme®“ C-Nozizeptoren bezeichnet. Bei Etablierung der elektrischen
Stimulationsmodelle hat sich dabei erwiesen, dass langsam depolarisierende
Halbsinuspulse von 500 ms Dauer 3’ und wiederholte 4 Hz Sinuspulse 3° besonders
geeignet sind, diese Untergruppen unmyelinisierter Nozizeptoren zu erregen. Diese
Untersuchungen konnten zeigen, dass halbsinusférmige Pulse (500 ms) eine Salve
von Aktionspotenzialen mechano-sensitiver (polymodaler) C-Fasern induziert. Fur die
Aktivierung mechano-insensitiver (,stummer“) Nozizeptoren werden 10-fach hdhere
Halbsinus-Strome bendtigt 3. Demgegeniiber verursachen 4 Hz Sinuspulse in beiden
(mechano-sensitiven und mechano-insensitiven) C-Nozizeptoren jeweils 1
Aktionspotenzial je Sinuszyklus 3°. Bezeichnenderweise flihrt eine kontinuierliche fiir
die Dauer von einer Minute applizierte sinusféormige Stimulation bei 4 Hz bei gesunden
Probanden zu einer erheblichen Schmerzreduzierung Uber die Zeit, welche durch die

Nozizeptor-Akkommodation zu erklaren ist. Demgegenuber wurde jedoch in der



Einleitung

symptomatischen Haut von Patienten mit neuropathischen Schmerzen eine Zunahme
der Schmerzempfindung gefunden 3°. Interessanterweise konnten wir kiirzlich zeigen,
dass auch in juckend-entzindlichen Dermatosen, dem Atopischen Ekzem, dieses

Stimulationsmuster bei etwa 50% der Patienten einen zunehmenden Juckreiz ausloste
41

1.6 Fragestellung und Ziel dieser Arbeit

Eine zentrale Fragestellung, welche nozizeptiven Nervenfasern in menschlicher Haut
mafRgeblich zu der Ubererregbarkeit nach NGF-Sensibilisierung und der zeitlich
verzogert auftretenden mechanischen Hyperalgesie beitragen, ist bislang ungeklart. In
der vorliegenden Arbeit sollte daher bei gesunden Probanden durch Anwendung
spezifischer Stimulationsmuster in zeitlich definierten Abstdanden nach NGF-
Sensibilisierung die selektive nozizeptive und von unmyelinisierten (C-Nozizeptoren)
und dinn myelinisierten (A-delta Nozizeptoren) Nervenfasern vermittelte
mechanische, thermische und elektrische Erregbarkeit untersucht werden. Dazu
wurden insbesondere mechanische Prellreize, COZ2-Laser-Hitzepulse, langsam
depolarisierende elektrische Halbsinus- und Sinuswellen-Stimulationsmuster sowie A-
Faser-Leitungsblocke verwendet. Mit diesen Untersuchungsmodalitaten sollte
differenziell die Rolle nicht-myelinisierter Nozizeptoren bei NGF-induzierter

Sensibilisierung geklart werden.
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2 MATERIAL UND METHODEN

Bei der vorliegenden Arbeit handelt sich um eine experimentelle monozentrische
einfach verblindete Studie, die von der Ethikkommission Il der Medizinischen Fakultat
Mannheim der Ruprecht-Karls Universitat Heidelberg nach den Vorgaben der
Deklaration von Helsinki gepruft und genehmigt wurde (Aktenzeichen 2014-579N-MA).
Wir untersuchten bei gesunden Probanden auf NGF-sensibilisierter Haut die Intensitat
der Empfindung nach elektrischer, mechanischer und thermischer Stimulation. Eine
spezifische Untersuchung der bei NGF-induzierter Uberempfindlichkeit involvierten
schmerzreizvermitteinden unmyelinisierten (C-Nozizeptoren) und dinn myelinisierten
(A-delta Nozizeptoren) Nervenfasern sollte durch drei experimentelle Modelle bzw.
Stimulationsverfahren ermoglicht werden:

[) durch elektrische Stimulation, IlI) durch Laser-induzierte Hitzereize und Ill) durch
mechanische und elektrische Nozizeptor-stimulation unter Kompressions-
Nervenblockade myelinisierter Afferenzen. Mit Hilfe des bei diesen 3 Verfahren
evozierten Reiz-Wahrnehmungs-Musters kann die Rolle von unmyelinisierten oder
diinn myelinisierten Nervenfasern bei NGF-induzierter Uberempfindlichkeit
differenziell beurteilt werden.

Zu diesem Zweck wurden die Versuche in zwei Studien-Blocke aufgeteilt. An zwei
ausgewahlten Tagen (Siehe 2.1) wurde zusatzlich zum Routine Protokoll (I u. Il) eine
separate Messreihe unter der Einwirkung der Kompressions-Nervenblockade (Ill) an
freiwilligen und fur diese Versuchsreihe geeigneten Probanden (siehe 2.6.)
durchgefuhrt.

2.1 Studiendesign

An der Studie nahmen insgesamt 15 gesunde Probanden (8 Frauen und 6 Manner;
durchschnittliches Alter 29 + 2 Jahre) teil. Die Probanden wurden vor Beginn der
Studie Uber das Vorgehen und den Inhalt der Untersuchungen griindlich aufgeklart
und willigten der Teilnahme an der Studie ein. Nach der Einwilligung wurde eine
medizinische Anamnese erhoben und eine koérperliche Untersuchung durchgefuhrt,
um die Eignung der Probanden entsprechend der Ausschlusskriterien zu Uberprufen.
Zu diesen Ausschlusskriterien zahlten Krankheiten, die mit chronischen
Schmerzzustanden einhergehen, hereditare oder angeborene Gerinnungsstorungen,
Allergien auf Lokalanasthetika, atopische Ekzeme oder Psoriasis der Haut,

Drogenmissbrauch, oder akute Einnahme schmerzhemmender Medikamente.

11



Material und Methoden

2.2 \Versuchsablauf

Als Instrument der subjektiven Schmerzerfassung auf die Provokationstests diente uns
die Numerische Ratingskala (NRS), mit deren Hilfe die Schmerzintensitat anhand einer
Zahlenfolge von 0 (keine Schmerzen) bis 10 (starkster vorstellbarer Schmerz) beurteilt
werden kann. Die Testpersonen sollten Schmerzintensitaten nach jedem Stimulus
unter Verwendung dieser numerischen Bewertungsskala (NRS 0-10) angeben.

Ein Trainingstag zur besseren Selbsteinschatzung der Numerischen Ratingskala
(NRS 0-10) und zum Kennenlernen des Versuchsprotokolls inklusive des
Versuchsablaufs erfolgte an einem separaten Termin nach Probandenaufklarung
(Tabelle 2). Fur die Induktion der lokalen Uberempfindlichkeitsreaktionen der
Probanden wurde eine intradermale Injektion (100 pupl) von 1 g
Nervenwachstumsfaktor (humanes NGF-B, Miltenyi Biotec GmbH, aseptisch
hergestellte Aliquote) verwendet. Die Injektion erfolgte am volaren Unterarm in etwa
10-15 cm Entfernung zum Handgelenk. Als Referenz zur NGF-Injektion wurde das
Lésungsmittel (sterile Kochsalzlosung NaCl 0.9%, 100 pl) am gleichen Unterarm, etwa
3-4 cm lateral zur NGF-Applikationsstelle injiziert. Den Probanden wurde nicht
mitgeteilt, welche dieser Injektionsstellen den Wirkstoff NGF oder NaCl erhielten. Sie
wurden angehalten, wahrend der Injektion die Augen zu schlieRen, um einen
moglichen Placebo-Effekt zu verhindern. Der Injektionsschmerz wurde nicht
unterschiedlich stark zwischen der NGF- und NaCl-Lésung empfunden (NRS 1-2).
Nach Applikation wurden die Injektionsstellen mit Hilfe einer Klarsichtfolie zur spateren
Wiedererkennung der Applikationsorte von NGF und NaCl markiert (siehe unten,
Abschnitt 2.3.).

Elektro-, Laser-induzierte Hitze- und mechanische Stimulationsprotokolle wurden
verwendet, um die induzierte Uberempfindlichkeit mit Hilfe der NRS psychophysisch
zu beurteilen. Mehrere Besuche fur die im Abschnitt (2) beschriebenen
Stimulationsprotokolle zur selektiven Untersuchung myelinisierter und wenig
myelinisierter Nervenfaserklassen wurden fur die Studientage 1 —3 -7 — 10 — 14 nach
der NGF-Injektion vorgesehen (Ubersicht siehe Tabelle 2). Um den organisatorischen
Aufwand gering zu halten und um mdgliche Uberschneidungen von Terminen zu
verhindern, wurden speziell diese 5 Termine ausgewahlt. In vorausgegangenen
Studien konnte gezeigt werden, dass NGF eine gewisse Zeit bendtigt, um seinen
vollen sensibilisierenden Effekt zu erreichen (siehe oben, Abschnitt 1.4). Die

differenzielle Nervenblockade (siehe Abschnitt 2.6.2) wurde daher an den Tagen 3 und
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7 nach NGF-Injektion untersucht (n = 13). Wir erwarteten das Maximum der NGF-
Sensibilisierung innerhalb dieser beiden Versuchstage. Um die sensibilisierende
Wirkung von NGF sicher verfolgen zu koénnen, wahlten wir einen

Untersuchungszeitraum von insgesamt 14 Tagen nach NGF Injektion.

) Trainingstag Testreihe mit Testreihe mit
Aufklarung und N
Besuch L und NGF spezifischem Nervenblockad
Einwilligung
Injektion Reizprotokoll e
1 (Tag -1) X
2 (Tag 0) X
3(Tag 1) X
4 (Tag 3) X X
5 (Tag7) X X
6 (Tag 10) X
7 (Tag 14) X
Studienpotokoll

Laser-Doppler Imaging (LDI): Aufnahme der Ruhedurchblutung vor Beginn der Messungen
Messung der Sensitivitat gegenlber elektrischer Sinusreizen (10 Pulse 4 Hz, 2.5 Sekunden)
Aufnahme von LDI-Bildern nach der Stimulation mit Sinusreizen

Messung der Sensitivitat gegenliber Halbsinusreizen (1 Puls, 0.5 Sekunden)

Messung der Sensitivitat gegeniiber Sinusreizen (60 Sekunden)

Messung der Sensitivitat gegenliber Reckteckpulsen

Messung der Sensitivitat gegenlber statisch mechanischen Reizen

Messung der Sensitivitdt gegenlber thermischen Reizen

© ® N o g s~ W N =

Selektive Nervenblockade

Tabelle 2 zeigt das Studienprotokoll. Eine Testreihe mit spezifischen Reizprotokollen zum Zeitpunkt 1
—3—-7-10- 14 Tage nach NGF-Injektion bestand aus den Punkten 1-8. An den Versuchstagen 3 und
7 wurde eine gesonderte Messreihe wahrend der selektiven Nervenblockade (Punkt 9) durchgeflhrt,

welche in Kapitel 2.9 beschrieben ist.
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2.3 \Vorbereitung

Bevor an den jeweiligen Versuchstagen mit der Stimulation begonnen wurde, mussten
die Injektionsstellen von NGF bzw. NaCl lokalisiert werden. Da die Injektionsstellen
schnell abheilten und unter optimalen Bedingungen keine Entzindung erkennbar war,
konnten diese rein optisch und ohne Hilfsmittel nicht zuverlassig wiedergefunden
werden. Deshalb bendtigten wir zur sicheren Wiedererkennung der Hautareale die von
uns nach Injektion praparierten Klarsichtfolien jedes Probanden. Auf diesen Folien
wurde eingetragen, welcher Arm die Injektionen erhielt. Zur weiteren Orientierung
wurde medial und lateral, sowie proximal und distal zum Arm nicht nur die NGF und
NaCl Injektionsstellen markiert, sondern auch Muttermale, Narben, gro3e Venen oder
andere prominente Hautveranderungen erfasst, um die Lokalisation der NGF- und
NaCl-Applikationsstelle sicher ausfindig zu machen und eine Verwechslung
auszuschlielen. Die auf der Klarsichtfolie markierten Injektionsstellen wurden so
ausgestanzt, dass eine Markierung derselben auf der Haut der Probanden bei
aufgelegter Klarsichtfolie ermdglicht wurde. Zur Bestatigung des identifizierten NGF-
sensibilisierten Areals wurde eine Testung der mechanischen Empfindlichkeit auf
Nadelstiche durchgefihrt. Dabei wurde das vermutete Hautareal von distal bis
proximal in kleinen Abstanden von ca. 5 mm und einem Zeitintervall von ca. 1 Sekunde
mit einem PinPrick 128 mN (PinPrick Stimulator-Set, MRC Systems GmbH,
Heidelberg) stimuliert. Hierbei hielt die Testperson die Augen geschlossen und gab
den Verlauf der Schmerzintensitat an. Die Hautstelle welche uns von den Probanden
mit einer erhdhten Empfindung signalisierte wurde, konnte mittels der Markierung der

Klarsichtfolie zusatzlich zur sicheren Identifizierung der NGF-Stelle verifiziert werden.

2.4 Versuchsprotokoll

Das Versuchsprotokoll beinhaltete transkutan applizierte elektrische, thermische und
mechanische Stimulationen. Die elektrischen Stimulationsprotokolle kénnen anhand
ihrer Reizmuster weiter unterteilt werden.

Die Reihenfolge aller Untersuchungen wurde stets wie folgt durchgefihrt:

1.) Elektrische Sinuswellenstimulation (4 Hz, 2,5 s, 0,05 - 0,4 mA), kombiniert mit

Aufzeichnung der Axonreflex-Flare-Entwicklung (Laser-Doppler Imaging, LDI)
2.) Elektrische Halbsinuswellenstimulation (1 Impuls 500 ms, 0,2 - 1 mA)

3.) Kontinuierliche elektrische Sinuswellenstimulation (4 Hz, 0,2 mA, 1 min)
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4.) Elektrische Rechteckimpulsstimulation (Pulsdauer 1 ms, Frequenz 4 - 20 - 100 Hz

bei 1 s Stimulationsdauer)
5.) Mechanische Aufprallstimulation (Geschwindigkeit 4 m/s und 8 m/s)
6.) CO2-Laser-Hitzestimulation (60° C, 20 - 100 ms Laser-Pulsdauer)

Alle Testverfahren wurden an beiden vorbehandelten Hautstellen doppelt durchgefihrt
und in randomisierter Reihenfolge hinsichtlich der Intensitaten bzw. Frequenzen der

applizierten Stromreize.
2.5 Psychophysik und Laser-Doppler Imaging nach NGF-Sensibilisierung
2.5.1 Elektrische Stimulierung

Zur elektrischen Aktivierung von C-Nozizeptoren wurden
langsam  depolarisierende  Reize als  Einzelpuls
(halbsinusformig) oder oszillierend mit 4 Hz (sinusformig)
mittels einer bipolaren abgerundeten Platin-Elektrode (Stift-

Elektroden Durchmesser 400 um, Abstand zueinander

2 mm) appliziert. Ein mittels 3D-Druck angefertigter 1 cm

Applikator diente der Aufnahme der Elektroden, die

. Abbildung 1 zeigt die
Kontaktflache der Elektrode auf der Haut der Probanden bipolare %ektrode%r die

betrug 4 mm2. elektrische Stimulation

Fur die Applikation der elektrischen Stimulationsmuster wurde die Elektrode an einen
Gleichstromgenerator (DS 5 Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, U.K.) angeschlossen.
Die elektrischen Pulse wurden Uber einen externen Trigger (National Instruments, NIB-
USB 6221, Ungarn) von einem speziell entwickelten Computerprogramm gesteuert
(Dapsys8.0, © Brian Turnquist, Bethel University, USA). Mit diesem Programm
konnten Anstiegssteilheit und Amplitude der Strompulse definiert werden. Die
Stiftelektrode wurde sanft auf das zu untersuchende Hautareal aufgelegt und mit
einem Magnet-Ful gehalten. Hierbei sollte mdglichst wenig Druck auf die Haut
ausgeubt werden, um die Wahrnehmungsfahigkeit der Probanden insbesondere im
NGF-sensibilisierten Areal nicht zu beeintrachtigen, jedoch ohne dabei den
applizierten aber geringen Stromfluss Uber die Haut einzuschranken.

Fur die sinusférmigen Reize wurden randomisierte Stromintensitaten von 0.05 - 0.1 —

0.2 — 0.4 mA bei einer Frequenz von 4 Hz und mit einer Stimulationsdauer von 2.5
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Sekunden (insgesamt 10 Zyklen sinusformiger Reize) verabreicht. Die Stimulation
erfolgte randomisiert an der NaCl und NGF Hautstelle mit Erfragen der jeweils
empfundenen Schmerzintensitat (NRS 0-10) nach Stimulation und wurde
abwechselnd an jeder Hautstelle zweimal wiederholt. Ferner wurde protokolliert,
welche Stromintensitat vonnoten war, um einen individuellen Schmerzwert von NRS 3
zu erreichen. Diese Stromintensitat zur Induktion von NRS 3 wurde erfasst um die
Schmerzentwicklung wahrend einer 60 Sekunden anhaltenden und kontinuierlichen
Sinuswellen Stimulation zwischen den mit NaCl und NGF behandelten Hautstellen
kontrolliert vergleichen zu koénnen. Ausgehend von einer festgelegten
Empfindungsintensitat von NRS 3 kann eine Veranderung der Wahrnehmung (eine
Zunahme oder Abnahme der Empfindung) zuverlassig und unabhangig einer
maoglicherweise veranderten stromintensitatsabhangigen Schmerzschwelle erfasst
werden. Aus den Untersuchungen resultierend wurden Stromamplituden der 4-Hz-
Sinuswellenimpulse fir die Stimulation der NaCl-Hautstelle auf 0.4 mA und fur die
Stimulation der mit NGF behandelten Haut auf 0.2 mA festgelegt. Ausgehend von
dieser Stromintensitat wurde der Sinusreiz Uber 60 Sekunden (insgesamt 240
Stromimpulsen) appliziert. Dabei wurden die Probanden 5 Sekunden nach Beginn und
anschlieBend alle 10 Sekunden wahrend der Stimulation nach der Intensitat ihrer
Schmerzempfindung gefragt (NRS, 0 — 10). Sie sollten ebenfalls die Qualitat des
Schmerzes beurteilen. Dabei wurde zwischen einem pulsierenden, stechenden
Empfinden und einem dumpfen, bohrend-brennendem Geflhl unterschieden.

Zur weiteren Aktivierung von primar polymodalen C-Fasern wurden halbsinusférmige
Einzelpulse appliziert. Hierbei wurden Intensitaten von 0.2 — 0.6 — 1 mA untersucht.
Die halbsinusformig verlaufenden Strome hatten eine Gesamtdauer von jeweils
500 ms mit Peak der zu applizierenden Stromstarke bei 250 ms. Diese Verlaufsform
der transkutanen elektrischen Nervenstimulation induzierte in Abhangigkeit der
Stromstarke eine Empfindung von Berlhrung bis hin zu leichtem Brennen bzw.
Stechen, deren Intensitat mittels NRS (0 — 10) erfasst wurde.

Die transkutane elektrische Stimulation mit rechteckférmigen Strompulsen wurde mit
Impulsen von 0.5 ms Dauer durchgefuhrt, einem Reizprofil das insbesondere
myelinisierte  A-Fasern aktiviert. Die generierten  Strompulse (Digitimer
Gleichstromgenerator DS 7A, UK) wurden auf eine Frequenz von 2 Hz (Pulsgeber
PG1, Rimkus Medizintechnik, Parsdorf, Deutschland) voreingestellt und zunachst die

Stromintensitaten fur die Empfindungs- und anschlie}end die Schmerzschwelle bei
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den Probanden erfasst. Dazu wurde manuell die Stromintensitat der 0.5 ms
andauernden rechteckfoérmigen Pulse langsam, von 0 mA ausgehend um zirka 0.1 -
0.2 mA pro Sekunde erhoht. Die Probanden sollten wahrenddessen signalisieren,
wann eine Empfindung und wann ein Schmerz wahrgenommen wurde. Nach Erfassen
der elektrischen Empfindungs- und Schmerzschwellen wurde die Intensitat der
Strompulse weiter erhdht (0.5 mA pro Sekunde) mit Aufforderung der Probanden, zu
signalisieren wann nun ein individuelles Schmerzniveau von NRS 3 erreicht wurde.
Die hierfir notwendige Stromstarke diente als Wert fur eine uberschwellige
Stimulierung mit Rechteckpulsen, die im Anschluss jeweils mit der Dauer von 1
Sekunde und randomisierten Frequenzen von 4; 20; 100 Hz transkutan appliziert
wurden. Um moglichst unvoreingenommene Ergebnisse zu erzielen, wurde auch hier
randomisiert NGF- und NaCl Kontroll-Haut stimuliert und die Intensitat der
Schmerzwahrnehmung nach Stimulation mit 4, 20, 100 Hz mittels NRS (0 — 10) erfasst.

2.5.2 Laser-Doppler Imaging

Die Aktivierung der Untergruppe unmyelinisierter C-Nozizeptoren, die mechanisch
unerregbar sind (mechano-insensitive ,stumme® Nozizeptoren), ist fur die Ausbildung
der Hautrétung in der Umgebung der gereizten Stelle, wie sie z.B. bei Mickenstichen
zu beobachten ist (,Erythem®), verantwortlich. Durch die Erregung dinner, kutaner
Axone durch einen mechanischen, chemischen oder wie in unserem Versuch
genutzten elektrischen 4 Hz Sinusreiz, kommt es zu einer Vasodilatation der Gefalle
durch Ausschittung von Neuropeptiden Uber die retrograde Stimulation der
Axonkollateralen im gereizten Hautareal (,Axon-Reflex Erythem). Die elektrisch
erfolgte Rekrutierung der ,stummen® unmyelinisierten Nozizeptorklasse nach 2.5
Sekunden Sinus-Stimulation mit randomisierter Messreihe von 0.05 - 0.1 - 0.2 - 0.4
mA, wurde mittels Laser-Doppler Imaging (Moor LDI, Axminster, UK) objektiv
quantifiziert. Hierzu wurde vor Beginn der Stimulationen die Ruhedurchblutung des zu
untersuchenden Hautareals als Ausgangswert (Baseline) durch die Aufnahme von 2
Bildern vor der Stimulation erfasst. In einem der beiden Bilder der Ruhedurchblutung
wurde eine Pappschablone von 4 cm? fiir die spatere Quantifizierung der Hautrétung
mittig auf die zu scannende Flache zur Skalierung aufgelegt. AnschlieRend wurde das
Scannen der Hautareale angehalten und mit dem Stimulationsprotokoll (Siehe 2.5.1)

der transkutanen elektrischen Halbsinuswellen begonnen. Nach Beenden des
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Protokolls erfolgte die Fortsetzung der Laser-Doppler-Bildgebungssequenz zur
Ermittlung der Ausdehnung der Hautrétung fir 2 Minuten. Die jeweiligen Aufnahmen
der Bilderserie wurden separat fur die Injektionsstellen der NGF- und NaCl-Hautareale
wiederholt. Jeder Scan in einer Bildserie dauerte 30 Sekunden und umfasste eine
Flache von 12 cm? (4000 Pixel). Die Abtastgeschwindigkeit betrug 4 ms je Bildpixel.
Bei diesem Verfahren tastete ein Infrarot-Laser (Wellenlange 780nm, maximale
Energie 2.5mW) die Haut berUhrungslos und schmerzfrei ab. Die Eindringtiefe des
Lasers in die Haut betragt etwa 1 mm. Trifft der Laserstrahl dabei auf sich bewegende
Strukturen (z.B. Erythrozyten), wird die Wellenlange des Laserstrahles abgelenkt und
verandert sich (,Doppler-Shift*). Diese Wellenlangenanderung wird Uber Sensoren
detektiert und entsprechend der Anderungen ein farbcodiertes Bild der
Hautdurchblutung erstellt, welches nach der Untersuchung ausgewertet wurde. Auch
fur das menschliche Auge nur unzureichend wahrnehmbare Veranderungen der
Hautrétung bzw. der Grunddurchblutung der Haut kdnnen mit diesem Verfahren
zuverlassig erfasst werden. AnschlieRend erfolgte die objektive Quantifizierung der
flachigen Ausdehnung der Hautdurchblutungszunahme. Hierfur wurde im Baseline-
Bild der mittlere Fluss der Grunddurchblutung plus der 2-fachen Standardabweichung
bestimmt. Alle Bildpunkte mit Durchblutungswerten oberhalb dieses Wertes wurden
als signifikante Durchblutungszunahme interpretiert und danach die LDI-Bilder der
Aufnahmesequenz durch Subtraktion von diesem Wert analysiert und farbcodiert
dargestellt. Das zentrale Areal aller zusammenhangenden signifikant erhohten
Durchblutungsbildpunkte wurde definiert als die Flache der stimulationsbedingten
Durchblutungszunahme, welche sich aus der Summe der Bildpunkte, mit
anschlieBender Kalibrierung anhand der Anzahl der Bildpunkte aus der 4 cm?
Schablone errechnet. Durch diese Methode konnten wir eine objektive Bewertung der
Ausbreitung des Erythems und damit eine indirekte Aussage Uber die elektrisch

provozierte Aktivierung ,stummer® Nozizeptoren erheben.
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A: LDI Scan

FLUX
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Abbildung 2.A zeigt ein Beispiel der Aufzeichnung vom LDI gescannten Hautareale nach elektrischer
Sinus Stimulation. Das Bild Nr. 1 zeigt die Haut vor Beginn der Stimulation in Ruhedurchblutung. Im Bild
Nr. 2 stellt sich die auf der Haut aufliegende Schablone zur Kalibrierung dar. Die nachfolgenden Bilder
Nr. 3-6 zeigen die Zunahme des Erythems nach Stimulation. Diese Zunahme wurde im Anschluss
quantifiziert.

B: LDI Scan

FLUX

4- D02 5- 000451 & - DODsRt

Abbildung 2.B  entsteht nach Bearbeitung durch  Subtraktion signifikant erhdhter
Durchblutungsbildpunkte von Baseline Bild Nr. 1. Rot umrandet in Bild 3 ist beispielhaft das objektiv
quantifizierte Erythem, was durch die Stimulation entstanden ist und fir die quantitative Analyse
berechnet wurde.
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2.5.3 Mechanische Stimulierung

Die Messung der dynamisch-mechanischen Sensitivitat der
Probanden wurde mittels kontrollierter Prellreize auf die
Injektionsstellen erfasst 42. Fiir die Applikation der Prellreize
wurde ein Plastikzylinder (Durchmesser 5 mm, Gewicht 0.5 g)
mithilfe von Druckluft Gber ein 8 cm langes Plexiglasrohrchen
beschleunigt (DoKoh Impact-Stimulator, Deutschland). Die
Intensitat des Prellreizes wird durch die Geschwindigkeit des
orthogonal auf die Haut auftreffenden Projektils bestimmt.
Diese Geschwindigkeit wurde mittels zweier Lichtschranken,
die im Plexiglasrohrchen angebracht waren gemessen. Zwei
definierte Geschwindigkeit von 4 und 8 m/s wurden appliziert,

von denen 4 m/s einer sanften Beruhrung entspricht und die

Geschwindigkeit von 8 m/s einen leicht schmerzhaften Prellreiz

verursacht, in etwa vergleichbar mit einem Fingerschnalzen. Abbildung '3 zeigt den

Prellreiz-Stimulator.

Jede Reizintensitat wurde dreimal im Abstand von 10 Lichtschranken  fur
) ) kontrollierte
Sekunden wiederholt. Der Proband sollte die Geschwindigkeitsbestimm

ung des Projektils (rot)

Schmerzintensitdten nach jedem Reiz mit Hilfe der sind im Wirfel

numerischen Skala angeben (NRS 0-10). untergebracht.

2.5.4 Thermische Stimulierung

Die Aktivierung Hitze empfindlicher A-delta und C Nozizeptoren erfolgte mittels CO2-
Laser (Wellenlange von 10600 nm, Energie 27 Watt, 6 mm Durchmesser, Hersteller
SIFEC s.a., Ferriéres, Belgien). Die Temperaturen der applizierten Hitze-Pulse wurden
online durch computergesteuerte Oberflachentemperaturmessungen kontrolliert
(,Feedback“-Kontrolle) und die CO2-Laser Temperatur auf 60° C voreingestellt.
Ausgehend von 20 ms wurde die Stimulationsdauer der applizierten 60° C Hitzepulse
in 10 Sekunden Intervallen um 20 ms auf bis maximal 100 ms erhéht. Mit zunehmender
Stimulationsdauer erhdht sich auch gleichzeitig der Hitzegradient, dadurch erreichte
die Hitze eine groRere Eindringtiefe in die Haut und damit eine von der Lokalisation
der Nervenfasern in unterschiedlichen Hautschichttiefen abhangige Nozizeptor-
Aktivierung. Fur jede Pulsdauer (20 — 100 ms) wurde die empfundene

Schmerzintensitat abgefragt. Die Schmerzintensitaten wurden nach NGF-
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Sensibilisierung und in NaCl-behandelter Haut unter Verwendung der numerischen

Bewertungsskala (NRS 0-10) angegeben.

2.6 Psychophysik nach NGF Sensibilisierung unter selektiver Nervenblockade

Zusatzlich zu den Versuchsprotokollen 2.5 wurde an den Versuchstagen 3 bein = 13
Probanden (ein Proband litt an Morbus Raynaud und wurde von diesem Teil des
Versuchsprotokolls ausgeschlossen) und Tag 7 bei n = 5 Probanden mittels
differenzieller Nervenblockade die funktionelle Rolle von A-delta und C-Nozizeptoren
nach NGF-Sensibilisierung untersucht. Ein A-Faser-Leitungsblock wurde durch
ischamische Kompression des Oberarms wie zuvor beschrieben induziert 43;*4. Dabei
wurde wahrend und nach der selektiven Nervenblockade des Oberarmes
verschiedene Untersuchungen und Stimulationsprotokolle auf NGF-sensibilisierter

und benachbarter NaCl-behandelter Haut durchgeftihrt.
2.6.1 Versuchsvorbereitung

Noch bevor die Blockade der Nervenfasern durchgefuhrt wurde, testeten wir die
Empfindung normaler Haut auf multimodale Reize die zur selektiven Stimulation primar
sensorischer Afferenzen angewendet wurde. Die A-beta Faser Funktion wurde durch
Bestreichen der Haut mit einem Pinsel (Somedic Brush 05, Schweden) getestet.
Kaltempfinden (A-delta Faser Funktion) wurde durch Aufsetzen eines auf 18°C
abgekuhlten Metallrollers (Thermo-Roll, Somedic, Schweden) auf die Haut Gberpruft.
Zusatzlich wurde das Vorhandensein des Warmempfindens (C-Faser Funktion) mittels
eines auf 40°C erwarmten Metallrollers (Thermo-Roll, Somedic, Schweden)
kontrolliert. Die mechanische Sensitivitat auf Nadelstich-Schmerz (Uberwiegend A-
delta Faser vermittelter Schmerz) wurde durch ,Pinprick“-Stimulation mittels definierter
Nadelreiz-Stimulatoren (MRC Systems, Deutschland; 256 mN, Durchmesser der
Nadelspitze 0.25 mm) getestet. Um den wahrend des Kompressionsblockes
eintretenden Ausfall der A-Fasern (insbesondere der A-delta Fasern) noch praziser zu
bestimmen, diente eine zusatzliche transkutane elektrische Stimulation mit
rechteckformigen Uberschwelligen und daher als deutlich schmerzhaft empfundenen
Strompulsen. Hierzu wurde der Gleichstromgenerator (Digitimer Gleichstromgenerator
DS 7A, UK) mit einer Frequenz von 2 Hz getriggert (Pulsgeber PG1, Rimkus

Medizintechnik, Parsdorf, Deutschland) und die Strompulse Uber unsere bipolare
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Platin-Elektrode mit ansteigender Intensitat transdermal applizierten. Nach Erfassung
der elektrischen Empfindungs- und Schmerzschwelle, sowie nach Erreichen eines
individuellen Schmerzwertes von NRS 3, erfolgte im Anschluss die Uberschwellige
Stimulation mit der ermittelten Stromstarke (NRS 3) fur die Dauer von 1 s und mit einer
Pulsfrequenz von 20 Hz bei einer Pulsdauer von jeweils 1 ms. Wird dabei die
Stimulation als eindeutig pulsierend wahrgenommen ist dies aufgrund des
Stimulationsmusters von 1 ms Rechteckpulse mit 20 Hz appliziert ein Indiz fir eine

noch vorhandene Leitfahigkeit dunn-myelinisierter Afferenzen.

2.6.2 Kontrollierte Ischamie

Um die Leitfahigkeit von dick-myelinisierten A-beta und wenig myelinisierten A-delta
Nervenfasern moglichst schonend, temporar und reversibel zu unterbinden, wurde
eine Blutleere und Nervenkompression des Oberarmes erzeugt. Hierfir wurde der
Arm, in dem das NGF injiziert wurde, senkrecht angehoben und durch das Auswickeln
mit einer elastischen Binde (Esmarch-Binde, VBM MEdTech) eine Blutleere erzeugt.
Nach Unterfutterung mit Watte und Anlegen einer Zweikammer-Blutdruckmanschette
(VBM Medizintechnik, Deutschland) am Oberarm wurde der Arm bequem auf ein
Vakuumkissen (HEK Medical GmbH, Ascheberg, Deutschland) gebettet. Durch
Insufflation der Blutdruckmanschette auf 250-300 mm/Hg wurde eine ausreichende
Kompression erzeugt, die den arteriellen und vendsen Blutfluss vollstandig unterbrach.
Der Ausfall der Arteria Radialis- und Arteria Ulnaris Pulse wurde palpatorisch erfasst
und in regelmafigen Abstdnden untersucht, um die Effektivitat des Blocks zu
bestatigen. Der Manschettendruck wurde regelmafig kontrolliert und Uber den
gesamten Zeitraum auf 250-300 mm/Hg beibehalten. Unter diesen Voraussetzungen
ist trotz einer andauernden Ischamie einer peripheren Extremitat kaum mit
Komplikationen fir den Probanden zu rechnen. Irreversible hypoxische Schaden an
den Extremitaten treten erst nach ca.5-6 Stunden auf 4°. Die gesamte Dauer der
Ischamie wurde per Stoppuhr gemessen und fur das Protokoll festgehalten.

Um einen differentiellen Leitungsblock zu bestimmen, wurden die unter 2.6.1
aufgefuhrten sensorischen Tests fur die Aktivierung primarer Afferenzen in der Nahe
der mit NGF und NaCl behandelten Hautstellen engmaschig in Intervallen von 2
Minuten wahrend der ischamischen Kompression durchgeflhrt. Die enge zeitliche
aufeinanderfolge der Tests diente insbesondere zur Uberpriifung und Vorbeugung vor

ungewunschten Ausfallen der C-Fasern. Zuerst fallen dick myelinisierte Nervenfasern
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aus, anschlieRend folgt der Ausfall von A-delta Fasern und zuletzt ist mit einem Ausfall
unymelinisierter C-Fasern zu rechnen. Die anfanglich beschriebenen sensorischen
Tests (siehe 2.6.1) wurden in derselben Reihenfolge durchgefihrt und regelmallig
wiederholt. Ein A-Faser-Kompressionsblock wurde erreicht, wenn das Bestreichen der
Haut mit dem Pinsel keine Empfindung ausldste, das Gefuhl der Kalte entweder fehlte
oder als brennend heiy empfunden wurde. Das Wahrnehmen der Warme sollte noch
vorhanden sein, was die intakte Funktion der C-Fasern bestatigt. Der charakteristische
scharfe und stechende Schmerz der Nadelstichstimulation sollte bei Erreichen der A-
Faser Blockierung nicht mehr wahrgenommen werden. Darlber hinaus sollte
insbesondere der pulsierende Charakter der elektrisch induzierten Uberschwelligen
Schmerzreize von 20 Hz nicht mehr geflhlt werden. Dieses letztgenannte Kriterium
diente als Kardinalzeichen flur eine erfolgreiche A-delta Nozizeptor Blockade und
sobald durch die sensorischen Untersuchungen die A-Faser Blockade bestatigt wurde,

begannen wir unverziglich mit dem selektiven Stimulationsprotokoll.
2.6.3 Stimulationsprotokolle unter der selektiven Nervenblockade

Die Stimulationsprotokolle wahrend des A-Faser Blocks zur differenziellen
Nervenfaserblockade nach NGF-Injektion bestanden aus elektrischer und
mechanischer Stimulation. Die Probanden wurden angehalten, wahrenddessen die
Augen zu schlielRen um nicht auf den Stimulationsort zu schauen. Zur elektrischen
Stimulation dienten unsere sinusformigen repetitiven oszillierende Reize, sowie
halbsinusformige Einzelpulse. Dazu verwendeten wir ebenfalls wie im
Versuchsprotokoll zu Kapitel 2.5.1 erwahnt fur Sinusreize Strome von 0.05-0.1-0.2
— 0.4 mA, die mit einer Frequenz von 4 Hz und mit einer Stimulationsdauer von 2.5
Sekunden (insgesamt 10 Reize) appliziert wurden. Bei der Applikation von
halbsinusformigen Einzelpulsen wurden Intensitdten von ausschlielBlich 1 mA
untersucht. Jeder Einzelpuls hatte eine Gesamtdauer von 500 ms mit Peak der zu
applizierenden Stromstarke bei 250 ms. Zwischen NGF- und NaCl-Kontrollhaut wurde
die Stimulation der jeweiligen Stromreize randomisiert durchgefuhrt. Anschlielend
erfolgte die Testung der mechanischen Sensibilitdt auf kontrollierten Prell-Schmerz.
Hierfir wurde ein Plastikzylinder mittels Druckluft auf 4 bzw. 8 m/s beschleunigt und
orthogonal auf die Haut geschossen (DoKoh Impact-Stimulator, Deutschland).
Insgesamt wurde 6-mal auf Prellreize (3 x 4 m/s und 3 x 8 m/s) an der NGF- und NaCl-

Hautstelle getestet. Fur jede Stimulationsmodalitat erfolgte nach jedem Reiz die
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Schmerzeinschatzung mittels numerischer Rating Skala (NRS 0-10). Nachdem die
Versuchsprotokolle 1-mal durchlaufen waren, erfolgte zur Doppelbestimmung
unmittelbar eine zweite Messung hinterher. Nach Beenden der zweiten Messreihe
wurde die Blutdruckmanschette geodffnet, die betroffene Extremitat auf ihre
Durchblutung, Motorik und Sensibilitat hin gepriuft. Die Probanden wurden
abschlieRend auf neuronale Schaden untersucht und tber 30 Minuten einbehalten, um

eine Gefahrdung durch Komplikationen sicher auszuschlieRen.

Sensorische Erste Zweite
Sensorische ) Kontrolle
Versuchs- Ischamie Testung Testreine | Testreihe
Testungvor | ) ) ) der
tag o Einleitung | wahrend wahrend wahrend
Ischamie pDMS
Ischamie Ischamie Ischamie
3 X X X X X X
7 X X X X X X

Messung der Sensitivitat gegenlber Sinusreizen (4 x 0.4 mA / 2.5 Sekunden)
Messung der Sensitivitdt gegenlber Halbsinusreizen (4 x 1 mA / 0.5 Sekunden)

Messung der Sensitivitat gegeniber statisch mechanischen Reizen (3 x 4 m/s und 3 x 8 m/s)

Tabelle 3 Zeigt das gesonderte Studienprotokoll an den Versuchstagen 3 und 7. Eine Testreihe
beinhaltete die Messung von den Punkten 1-3 unter ischdmischen Bedingungen wahrend der selektiven

Nervenblockade.

2.7 Statistik

Die Daten wurden mittels Microsoft Office Excel 2010 zusammengestellt. Die
statistischen Berechnungen aller Daten wurden mit STATISTICA 7.1 (StatSoft Inc.,
Tulsa, USA) durchgefuhrt. Sowohl fiir elektrische, mechanische als auch thermische
Stimulation wurde durch Varianzanalyse (ANOVA) ein moglicher signifikanter
Unterschied zwischen den gruppierenden Variablen ,NGF” - ,Tag” - ,Stimulation® fur
Schmerz- und Axonreflex-Erythem-Aufzeichnungen berechnet und mit Fisher's LSD,
Bonferroni- und Scheffé-Post-Hoc-Test validiert. Alle Daten sind als Mittelwerte +
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) dargestellt. Fir signifikante Unterschiede wurde

eine Irrtumswahrscheinlichkeit von 5 % (p < 0.05) festgelegt.
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3 ERGEBNISSE

3.1 Langsam depolarisierende elektrische Stimulation der NGF sensibilisierten Haut

3.1.1 Durch Sinuswellen verursachte Schmerzen und Axonreflex-Erythem

4-Hz-Sinuswellenimpulse, die fur 2,5 Sekunden abgegeben wurden, induzierten einen
stromintensitatsabhangigen Schmerz, der an der NGF-Hautstelle signifikant
gegenuber der NaCl-Hautstelle erhéht war (p <0,0005, ANOVA). Die ausgepragtesten
Wirkungen von NGF wurden fur 0,2 mA Sinuswellenamplituden am Tag 1 nach
Injektion (p <0,005, Bonferroni-Post-Hoc-Test) und fur 0,4 mA am Tag 1 und Tag 10
(p <0,002, Bonferroni-Post-Hoc-Test) beobachtet. Bei 0,2 mA wurde am Tag 1 ein
maximales Schmerzempfinden von NRS 2,3 + 0,3 an der NGF-Stelle aufgezeichnet
(Bewertung an der NaCl-Stelle NRS 1,5 + 0,2). Der durch die Sinuswelle 0,4 mA
induzierte Schmerz war an der NGF-Stelle am Tag 1 NRS 3,2 £ 0,3 und am Tag 10
mit NRS 2,7 + 0,3 gegenuber der NaCl-injizierten Hautstelle signifikant hoher (p <
0.005, Bonferroni-Post-Hoc-Test). Interessanterweise nahm das Schmerzempfinden
an der mit NaCl behandelten Hautstelle von Tag 1 bis 14 allmahlich, jedoch nicht
signifikant (n.s.) ab (durchschnittliches NRS 2,4 + 0,3 am Tag 1 und NRS 1,8 £ 0,3 am
Tag 14). Auch an der NGF-Stelle konnte Uber 14 Tage eine Schmerzabnahme mit der
Zeit reqgistriert werden, war jedoch am Tag 10 im Vergleich zu Tag 7 tendenziell leicht
erhoht (NRS 2,4 + 0,2, n.s., Abbildung 4).

elektrische Sinuswellenstimulation

0.05 mA 0.1 mA 02mA 04 mA

gz 2 o :\ /;\+
g 2.0 l1I\ \ ‘$

1371014 1 3 71014 1 3 71014 1 3 71014

Tag

Abbildung 4 zeigt die Schmerzaufzeichnungen (NRS, 0-10) nach 10 Impulsen mit 4 Hz
Sinuswellenstimulation (Dauer des Reizes 2.5 Sekunden) mit Stromstarken von 0,05 mA (linkes Feld)
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bis 4 mA (rechtes Feld), die jeweils an den Tagen 1 - 14 nach Injektion an der NGF Stelle (ausgefiillte
schwarze Quadrate) und der NaCl-Kontrollhaut (offene weille Kreise) abgegeben wurden. Der
stromintensitatsabhangige Schmerz war nach NGF-Injektion signifikant erhéht (p <0,0005, ANOVA),
insbesondere am Tag 1 fir 0,2 mA und 0,4 mA (p <0,005, Bonferroni-Post-hoc-Test, markiert mit
Sternchen).

Durch die Erregung dinner kutaner Axone durch die elektrische Reizung mithilfe von
Sinuswellen kommt es zu einer Vasodilatation der Gefalle in der Umgebung des
gereizten Hautareals (Erythem oder Axonreflex-Flare). Die Flache der sich rasch und
innerhalb 1 Minute ausbildenden Axonreflex-Flare-Reaktion unterschieden sich nach
bereits 2.5 Sekunden Sinuswellenstimulation (0,05 - 0,4 mA) signifikant zwischen der
“‘Behandlung“ (NGF vs. NaCl) und dem “Untersuchungstag” (Tag 1 — 14) (Interaktion
p <0,02, ANOVA) und zeigten im Durchschnitt ein maximales Flare von 3,1 £ 0,5 cm?
an den Tagen 7 bis 14 nach der NGF-Behandlung gegeniber einer maximalen
Reaktion von etwa 2,5 + 0,5 cm? an der mit NaCl behandelten Stelle (Abbildung 5).

Axonreflex-Flare-Entwicklung
Tag 1 Tag 3 Tag7 Tag10 Tag 14

dy W 4 gilll 0
g7 [T \;+\ TTT [T it
I |

Ap 2 A 2 Ag 2 Ay

Zeit, Min
Abbildung 5 zeigt die Axonreflex-Flare-Entwicklung (Erythem-Flache, cm?), aufgezeichnet per Laser-
Doppler-Bildgebung Uber einen Zeitraum von 2 Minuten (Aufnahmesequenz 30 s je Bild) nach 10 Pulsen
sinusférmiger Stimulation (0,05 - 0,4 mA, Zeitpunkt der Reizapplikation markiert durch Pfeile) an NGF
(ausgefullte Quadrate) und NaCl-behandelter Haut (offene Kreise) am Tag 1 - 14 (von links nach rechts)
nach der Injektion. Eine signifikante Wechselwirkung zwischen der Faktorgruppen "NGF" - "Entwicklung

Uber die Zeit" - "Tag der Untersuchung" wurde fir die Flache der Erythem Ausdehnung identifiziert (p
<0,02, ANOVA, Sternchen markieren p <0,005 Bonferroni-Post-hoc-Test zwischen NGF und NaCl).

3.1.2 Halbsinuswellen induzierte Schmerzen

Stimuli eines einzelnen 500 ms andauernden Halbsinuswellen Impulses verursachten

abhangig von der applizierten Stromintensitat des Reizes mehr Schmerzen an der mit
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NGF behandelten Stelle (p <0,005, ANOVA). Der wahrgenommene Schmerz war
besonders stark flr den héchsten Strom (1 mA Amplitude) am Tag 1 nach NGF (NRS
2,2 + 0,3) gegentber NRS 1,6 + 0,2 nach NaCl Injektion (p <0,001, Bonferroni-Test).
Zum Tag 7 nahm der Schmerz an der NGF Stelle auf NRS 1,6 + 0,2 ab, wahrend am
Tag 10 (NRS 1,8 + 0,3, p <0,002, Bonferroni-Test) und am Tag 14 (NRS 1,6 + 0,3, p
<0,01, Bonferroni-Test) die induzierten Schmerzen an den NGF-Stellen im Vergleich
zu NaCl behandelter Haut (NRS 1,2 £ 0,2 und NRS 1 + 0,2) signifikant erhdht blieben
(Abbildung 6).

elektrische Halbsinuswellenstimulation
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Abbildung 6 zeigt die Schmerzempfindungen (NRS) nach Stimulation mit einem einzelnen
Halbsinuswellenpuls (Pulsdauer 500 ms, Stromintensitat 0,2 (links) — 0,6 (mitte) - 1 mA (rechts)) von
NGF- (ausgefillte Quadrate) und NaCl-injizierter Haut (offene Kreise) am Tag 1 - 14 nach der Injektion.
Die Empfindungen fir 0,6- und 1-mA-Halbsinuswellenimpulse wurden nach NGF-Behandlung
signifikant starker wahrgenommen (p <0,005, ANOVA und p <0,002 Bonferroni-Post-hoc-Test, markiert
mit Sternchen).

3.1.3 Schmerzen wahrend einer kontinuierlichen Sinuswellenstimulation

Um eine Zunahme oder Abnahme der Schmerzentwicklung wahrend einer
kontinuierlichen 1-minttigen anhaltenden Sinuswellenstimulation zwischen NaCl und
NGF behandelter Hautstellen besser vergleichen zu koénnen, haben wir die
Stromamplituden der 4-Hz-Sinuswellenimpulse an die durchschnittlichen individuellen
Schmerzeinschatzungen von NRS 2-3 angepasst, welche zuvor von den 2.5
Sekunden Sinuswellenstimuli an beiden Hautstellen ermittelt wurden (siehe oben,
3.1.1.). Wichtig dabei ist zu beachten, dass die Sinuswellenstromamplituden fur die

Stimulation der NaCl-Hautstelle auf 0,4 mA eingestellt werden musste, wohingegen

27



Ergebnisse

fur die Stimulation der mit NGF behandelten Haut Stromamplituden von nur 0,2 mA
bendtigt wurden, um eine vergleichbare Schmerzintensitat zu erreichen.

Im Allgemeinen war der Schmerz wahrend der laufenden Sinuswellenstimulation nach
etwa 10 Sekunden am starksten und nahm danach Uber die 1-minutige
Stimulationsperiode signifikant ab (p <0,0001, ANOVA). Trotz der an der NGF-Stelle
applizierten geringeren Stromintensitat (s.0.) waren die Schmerzaufzeichnungen
zwischen NGF- und NaCl-behandelten Hautstellen Uber 1 Minute signifikant
unterschiedlich (p <0,05, ANOVA). Insbesondere berichteten die Probanden uber
signifikant mehr Schmerzen wahrend der ersten 20-sekundigen Stimulationsperiode
an der NGF-Stelle (0,2 mA, NRS 2,8 £ 0,2) im Vergleich zu NaCl behandelter Haut
(0,4 mA, NRS 2,1 £ 0,3, p <0,02, Bonferroni-Test) am Tag 3 und noch deutlicher an
Tag 7, obwohl die Reizintensitat an der NGF-Stelle nur halb so hoch war. An den
Tagen 1, 10 und 14 wurden keine signifikanten Unterschiede zwischen den Messorten
festgestellt (Abbildung 7).

Kontinuierliche elektrische Sinuswellenstimulation
Tag 1 Tag 3 Tag 7 Tag10 Tag14
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Abbildung 7 zeigt die Aufzeichnung der Schmerzen wahrend einer kontinuierlichen sinusférmigen 4-Hz-
Stimulation (60 Sekunden) der NGF-Stelle (ausgeflillte Quadrate) und der NaCl-Stelle (offene Kreise)
an den Tagen 1 - 14 (von links nach rechts). Es ist zu beachten, dass die Stromamplituden fir die
Sinuswellenstimulation auf einen Schmerz-NRS-Wert von 2-3 eingestellt wurden (identifiziert wahrend
der zuvor applizierten Stimulation durch 10-Sinusimpulse (siehe Abbildung 4). Dementsprechend
wurden Stromintensitaten von 0.2 mA an die NGF-Stelle abgegeben, hingegen erhielt die NaCl-Stellen
eine Stimulation von 0.4 mA. Die Schmerzintensitat war zwischen den Behandlungsstellen (NGF vs.
NaCl) wahrend der 60-sekiindigen Stimulationsperiode (p <0,05, ANOVA) signifikant unterschiedlich,
insbesondere wahrend der 10-20-sekiindigen Stimulation am Tag 7 nach der Behandlung (markiert
durch Sternchen, p <0,02, Bonferroni-Post-Hoc-Test). Fur eine Beurteilung der NRS Angabe zwischen
NGF- und NaCl-Haut bei unterschiedlichen Stromintensitdten sind die Schmerzbewertungen, die bei
0.2 mA von unbehandelter Haut aufgezeichnet wurden, zum Vergleich im linken Feld (Tag 1) dargestellt
(offene Quadrate) und wurden wahrend der Trainingseinheit aufgezeichnet.
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3.2 Hochfrequente Stimulation mit elektrischen Rechteckpulsen

Transkutane elektrische Reize mit Rechteckimpulsen mit einer Pulsbreite von 0,5 ms
wurden mit einer Frequenz von 4, 20 und 100 Hz fur die Dauer von 1 s an die mit NGF
und NaCl behandelten Hautstellen abgegeben. Die angelegte Stromstarke wurde auf
Amplituden eingestellt, die bei 2 Hz einen Schmerz in Héhe von NRS 3 verursachten
(siehe Methoden 2.5.1.) und betrug durchschnittlich 3 £ 0,2 mA an der NGF und 3,6
0,2 mA an der NaCl behandelten Hautstelle. Der Schmerz war in Abhangigkeit der
Reizfrequenz erhoht (p <0,0001, ANOVA). Das Ausmal} der von den Probanden
aufgezeichneten Schmerzempfindung war zwischen den NGF- und NaCl-Stellen
signifikant unterschiedlich (p <0,0005, ANOVA). Eine Bonferroni-Post-Hoc Test
Analyse in Abhangigkeit der Tage der Messung konnte jedoch keine signifikante
Interaktion zwischen NGF- und NaCl-Haut zu den Stimulationsfrequenzen
identifizieren (n.s., ANOVA, Abbildung 8).

elektrische Rechteckimpulsstimulation
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Abbildung 8 zeigt die von den Probanden empfundenen Schmerzen bei rechteckigen elektrischen
Impulsen (0,5 ms Breite), die 1 Sekunde lang mit einer Frequenz von 4 - 20 - 100 Hz an NGF
behandelter Haut (ausgefillite Quadrate) und an NaCl-Stellen (offene Kreise) am Tag 1 - 14 nach der
Behandlung abgegeben wurden. Die Schmerzbewertungen waren beim NGF, im Vergleich zur NaCl-
Kontrollhaut, signifikant héher (p <0,0005, ANOVA). Dennoch konnten die Unterschiede durch einen
Bonferroni-Post-hoc-Tests (n.s.) nicht festgestellt werden.
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3.3 Dynamisch-mechanisch induzierter Schmerz in NGF sensibilisierter Haut

Die mechanische Sensibilisierung wurde durch dynamische Prellreize bewertet, indem
ein Projektil mit einer Geschwindigkeiten von 4 m /s und 8 m/ s auf die mit NGF bzw.
NaCl behandelten Hautstellen geschossen und die dabei empfundene
Schmerzintensitat erfasst wurde. Mechanisch hervorgerufene Schmerzen erhdhten
sich mit zunehmender Geschwindigkeit des Projektils (p <0,0005, ANOVA) und waren
an der NGF-Stelle signifikant groRer (p <0,0004, ANOVA). Es zeigten sich ferner
signifikante Unterschiede zwischen den Faktorgruppen "Geschwindigkeit" - "NGF" (p
<0,00005, ANOVA) und "Tag der Untersuchung" - "NGF" (p <0,03, ANOVA, Abbildung
9).
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Abbildung 9 zeigt die Schmerzbewertungen (NRS, 0-10) nach dynamisch-mechanischen Prellreizen,
die mit Geschwindigkeiten von 4 m / s (linkes Feld) und 8 m/ s (rechtes Feld) angewendet wurden. Die
Schmerzempfindungen waren an der NGF-Stelle (ausgefillte Quadrate) im Vergleich zur NaCl-Haut
(offene Kreise) an allen Tagen (1 — 14) der Bewertung signifikant erhéht (kombinierter Effekt
(Interaktion) p <0,03, ANOVA und p <0,02 Scheffé-Post-hoc-Test, markiert mit Sternchen).

3.4 CO2-Laser Hitzeschmerz bei NGF-sensibilisierter Haut

CO2-Laserpulse von 60°C wurden in Intervallen von 20 ms bis einer Maximaldauer
von 100 ms abgegeben. Die Hitzepulse |6sten Schmerz mit stechendem Charakter
aus. Die Schmerzintensitat nahm signifikant mit langerer Pulsdauer zu (p <0,00001,
ANOVA). Der Schmerz war auch innerhalb der Faktorgruppen ,NGF“ - ,Tag der
Bewertung“ (p <0,04, ANOVA) und ,NGF“ - ,Pulsdauer® (p <0,00005, ANOVA)
signifikant unterschiedlich. Die starksten Schmerzreaktionen wurden an den NGF-
Stellen am Tag 1 und am Tag 3 aufgezeichnet (durchschnittliches NRS 2,2 + 0,2 fur
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80-100 ms) und blieben bis zum Tag 14 (durchschnittliches NRS 1,2 + 0,3) im
Vergleich zur NaCl-Stelle (durchschnittliches NRS 0,8 + 0,2) signifikant erhdht (p
<0,02, Bonferroni-Post-hoc-Tests, Abbildung 10).
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Abbildung 10 zeigt die Intensitdt empfundener Schmerzen (NRS, 0-10) bei CO2-Laser Hitzestimulation
von 60°C, die fiir eine Dauer von 20 bis 100 ms abgegeben wurden. Die Reize verursachten nach einer
NGF-Behandlung (ausgefiillte Quadrate) signifikant mehr Schmerzen (NRS, 0 bis 10) gegenuber der
NaCl behandelten Haut (offene Kreise) an den Tagen 1 bis 14 der Untersuchung (kombinierter Effekt p
<0,04, ANOVA).

3.5 Evozierte Schmerzen wahrend der A-Faser-Leitungsblockade

In einer zweiten Untersuchungsreihe wurde unter Blutleere und Nervenkompression
mittels Tourniquet-Abbindung des Oberarms die Beteiligung der Leitfahigkeit von dick-
myelinisierten A-beta und wenig myelinisierten A-delta Nervenfasern bei NGF-

Sensibilisierung untersucht.

3.5.1. Funktionelle Uberpriifung einer A-Faser Blockade

Ein A-Faser-Leitungsblock wurde nach 29,5 + 4 Minuten Ischamie erreicht. Zu diesem
Zeitpunkt betrug die Hautoberflachentemperatur durchschnittlich 19 + 2 ° C (mit einem
Infrarot-Thermometer (STProPlus, Raytek, Santa Cruz, USA) berthrungslos erfasst).
Die Warmewahrnehmung (40°C) war bei allen Probanden noch vorhanden, jedoch war
das Kaltegefuhl (18°C) aufgehoben. Der Schmerz bei elektrischen Rechteckimpulsen
von 20 Hz mit Intensitaten oberhalb der Schmerz-Schwelle betrug zu Beginn der
Ischamie NRS 4 + 0,4 und war nach 30 Minuten fast vollstandig erloschen (NRS 1 +

0,3). Die Probanden berichteten eine dauerhafte Empfindung wahrend der
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elektrischen Pulse, die den pulsierenden Charakter vollstandig verloren hatten. Dies
wies auf einen erfolgreichen A-delta Faser Block hin, die hochfrequente
Rechteckimpulse 1:1 auflésen kénnen und dadurch Uber diese Faserklasse ihren
pulsierenden Schmerzcharakter leiten. Diese Art der Testung erwies sich ideal

geeignet, um die differentielle Nervenfaserblockade zu ermitteln.

3.5.2.Schmerzen bei elektrischer Stimulation mit Sinus- und Halb-Sinuswellen

Transkutane elektrische Sinuswellenstimuli mit 4 Hz, 0,4 mA Amplitude und 2,5
Sekunden Dauer verursachten im Vergleich zur NaCl-Behandlung wahrend des A-
Faserkompressionsblocks (p <0,05, ANOVA) verstarkte Schmerzen an den NGF-
Stellen. Insbesondere wurde der Schmerz an der NGF-Stelle im Vergleich zu NaCl
behandelter Haut am Tag 3 (p <0,005, Bonferroni-Test) und am Tag 7 (p <0,03,
Bonferroni-Test) signifikant starker wahrgenommen. Im Vergleich zu normaler Haut
ohne Ischamie (Kontrolle) reduzierte der A-Faser-Kompressionsblock die durch
Sinuswellen verursachten Schmerzen signifikant an den NaCl-Stellen am Tag 7 (p
<0,002, Bonferroni-Test), jedoch nicht in der mit NGF behandelten Haut (p> 0,1,
Bonferroni-Test) (Abbildung 11 A).

In ahnlicher Weise war der durch einzelne 500 ms Halbsinuswellenpulse induzierte
Schmerz zwischen den Faktorgruppen "NGF-Behandlung"” --
"Nervenfaserkompression" am Tag 3 (p <0,05, ANOVA) und am Tag 7 (p <0,04,
ANOVA) signifikant unterschiedlich. Im Vergleich zur Kontrolle ohne Ischamie
reduzierte auch hier der A-Faser-Kompressionsblock die durch Halb-Sinuswellen
verursachten Schmerzen an der NGF-Hautstelle nicht signifikant (Nr., Bonferroni-Test,
Abbildung 11 B).
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Abbildung 11 A zeigt die induzierten Schmerzen nach (A) Sinusstrdmen (4 Hz, 0,4 mA, 2,5 s) am Tag
3 (linkes Feld, n = 13) und am Tag 7 (rechtes Feld, n = 5) vor (Kontrollbedingung) und wahrend der
Blockierung der A-Fasern bei der mit NGF behandelten Haut (schwarze und graue Symbole) und der
NaCl-Injektionsstellen (offene Symbole). Die Schmerzen waren an beiden Stellen wahrend des
Leitungsblocks am Tag 3 um etwa 50% reduziert (markiert durch Rautezeichen, p <0,0001, ANOVA),
dennoch war die Empfindung an der NGF-Stelle im Vergleich zur NaCl-Haut (markiert durch ein
Sternchen, p <0,005) noch signifikant erhéht, Bonferroni-Test). In dhnlicher Weise unterschieden sich
die Schmerzbewertungen signifikant zwischen der NGF- und der NaCl-Stelle in Abhangigkeit vom A-
Faserleitungsblock am Tag 7 (kombinierter Effekt ,Leitungsblock® - ,NGF* p <0,05, ANOVA), wobei
starkere Reaktionen an der NGF-Stelle wahrend der Ischamie aufgezeichnet wurden ( markiert mit
einem Sternchen, p <0,03, Bonferroni-Test).

Abbildung 11 B zeigt die Schmerzentwicklung bei halbférmigen Sinuswellenstimulationen (1 Puls tber
500 ms, 1 mA), aufgezeichnet vor (unter Kontrollbedingung) und wahrend des A-Faser-Leitungsblocks
(signifikante Unterschiede, gekennzeichnet durch das Rautezeichen, p <0,005, ANOVA). An die NGF-
Stellen abgegebene Stimuli (schwarze und graue Symbole) wurden am Tag 3 (linkes Feld, n = 13) und
am Tag 7 (rechtes Feld, n = 5) als schmerzhafter empfunden als an der NaCl-Injektionsstelle (offene
Symbole) wahrend des A-Faser-Leitungsblocks (markiert durch Sternchen, Tag 3 p <0,0005 und Tag 7
p <0,03, Bonferroni-Test).

3.5.3.Dynamisch-mechanisch induzierter Schmerz

Wahrend des A-Faserkompressionsblocks waren die mechanischen Prellschmerzen
an keinem der Versuchstage (Tag 3 p> 0,05, ANOVA, Tag 7 p> 0,1, ANOVA)
verringert, jedoch berichteten die Probanden tber signifikant mehr Schmerzen an der
mit NGF behandelten Hautstelle im Vergleich zur NaCl behandelten Hautstelle (Tag 3
p <0,002, Tag 7 p <0,05, ANOVA). Mit 8 m/s abgegebene Stimuli wurden an den NGF-
Stellen mit NRS 1,2 + 0,3 und 1,7 £ 0,6 (Tag 3 und Tag 7) im Vergleich zu mit NaCl
behandelter Haut (NRS 0,3 £ 0,1 und NRS 0,4 + 0,1, Tag 3 p <0,0001) schmerzhafter
wahrgenommen (Bonferroni-Test, Tag 7 n.s.). Es wurden praktisch keine Schmerzen
und somit keine signifikanten Unterschiede zwischen den NGF- und NaCl-Stellen bei
einer Geschwindigkeit von 4 m/s wahrend des A-Faser-Blocks registriert (Abbildung
12).
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Abbildung 12 zeigt die Schmerzwahrnehmung auf mechanische Prellreize von 4 m/s und 8 m/s am Tag
3 (linkes Feld, n = 13) und am Tag 7 (rechtes Feld, n = 5) vor (Kontrollbedingung, ctr) und wahrend des
vorhandenen A -Faserleitungsblock an NGF-behandelter Haut (ausgefiilite Symbole) und der NaCl-
Injektionsstelle (offene Symbole). Die Schmerzen an den NGF-Stellen waren an beiden Tagen
signifikant erhdht (markiert durch Sternchen, Tag 3 p <0,002 und Tag 7 p <0,05, ANOVA), insbesondere
bei Geschwindigkeiten des Projektils von 8 m/s, die wahrend des A-Faserblocks abgegeben wurden
(markiert durch Sternchen), Tag 3 p <0,0001, Bonferroni-Post-Hoc-Test).
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4 DISKUSSION

Die Hypothese, dass der Nervenwachstumsfaktor NGF eine entscheidende Rolle bei
der Entstehung und Unterhaltung von chronisch entziindlichen Schmerzsyndromen
spielen kann, wie z.B. bei Entziindung der Bauchspeicheldriise 45, bildete die
Grundlage, in einer randomisierten klinischen Studie den schmerzlindernden Effekt
von NGF-Antikérpern zu untersuchen. Nach systemischer Applikation von
Tanezumab, einem monoklonalen Antikérper gegen NGF, konnte bei rheumatoider
Arthritis eine deutliche Schmerzreduktion unter der Therapie aufgezeigt werden.
Folglich wirkte sich die Hemmung der Signallibertragung von NGF schmerzlindernd
bei chronisch entziindlichen Gelenkschmerzen aus '# 4’ und konnte auch bei
chronischem Riickenschmerzen gezeigt werden 8. In einer 2006 erschienenen
Ubersichtsarbeit beschreiben Pezet & McMahon #° die moglichen Auswirkungen einer
neuronalen NGF-Applikation in vitro und in vivo auf die Schmerzmodulation. Die
Autoren streichen dabei heraus, dass NGF zu einer Hochregulation der Expression
von Neuropeptiden (z.B. Substanz P und CGRP), Rezeptoren (z.B. TRPV1 und P2X3)
und lonenkanalen (z.B. TTX-sensitive und TTX-resistente Natrium-Kanale) fluhrt und
damit auch zu einer veranderten peripheren wie zentralen Schmerzverarbeitung
beitragen kann 4°. Die Klarung der Frage der beteiligten spezifischen
Nervenfaserklassen bei NGF-induzierter Nozizeptor-Sensibilisierung blieb jedoch in
der Vergangenheit unbeantwortet. Daher untersuchten wir unter der Verwendung von
elektrischen Sinus-Stimulationsprotokollen 3% 50 gezielt die Sensibilisierung von
spezifischen C-Nozizeptorklassen nach intrakutaner NGF Applikation. Dabei
erweiterten wir zu den langsam depolarisierenden elektrischen Sinus- und Halbsinus-
Stimulationsmustern ~ fur  die  C-Nervenfaserklassen  Stimulation  unsere
Untersuchungsmethoden mit hochfrequenten elektrischen  Rechteckpulsen,
mechanischen Prellreizen und CO2-Laser-Hitzestimulation, die eine zusatzliche
Aktivierung von A-Fasern und TRPV1-positiven Nervenfasern verursachen. Daruber
hinaus verwendeten wir elektrisch und mechanisch induzierte C-Faser-Stimulationen
unter A-Faserblockade (cuff Block). Bewertung und Analyse der von uns untersuchten
Erregbarkeiten der C-Nozizeptoren nach NGF erlaubte uns eine Beurteilung von NGF
als experimentelles Human-Modell zur Induktion einer Uberempfindlichkeit bestimmter
Nozizeptorklassen, mit Perspektive der mechanistischen Beteiligung dieses

Sensibilisierungsprozesses bei chronischen Schmerzpatienten.
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4.1 Langsam depolarisierende elektrische Stimulation der sensibilisierten Haut
4.1.1 Durch Sinuswellen verursachte Schmerzen und Axonreflex-Erythem

Eine Sinuswellenstimulation mit 4 Hz aktiviert ,polymodale und ,stumme”
Nozizeptoren 3°. Bereits bekannt war, dass die Entwicklung des Axonreflex-Erythems
von der Aktivierung "stummer" C-Nozizeptoren abhangt ®' und eine erleichterte
axonale Erregung dieser Fasern in Schweine- und Menschenhaut nach NGF Injektion
beobachtet werden konnte 32 33, Interessanterweise konnten wir in Gegenwart der
NGF-Sensibilisierung bei der Verwendung von Uberschwelligen Rechteckimpulsen
kein verandertes Axonreflex-Erythem vermessen. Dies ist in Einklang zu unseren
friheren NGF-Studien 2 52 aber dennoch erstaunlich; denn trotz massiver NGF-
Sensibilisierung war anscheinend keine spezifische C-Faser Sensibilisierung durch
Rechteckpulse experimentell nachweisbar. Im Gegensatz dazu sahen wir jedoch eine
signifikante Zunahme der Erythemreaktion nach Sinus-Stimulation auf der NGF
sensibilisierten Haut und im Vergleich zur Kontrollhaut. Die Stimulation durch
Sinuswellen rief eine grélRere Erythemflache an den NGF-Stellen hervor, was offenbar
auf eine vermehrte Aktivierung von "stummen" C-Nozizeptoren zurlckzufuhren ist.
Dieser Befund ist insbesondere erstaunlich, da somit erstmals gezeigt werden konnte,
dass der langsame depolarisierende Stimulus bei 4 Hz offenbar besser geeignet ist,
um NGF-induzierte axonale Erregbarkeitsveranderungen in "stummen" C-
Nozizeptoren zu identifizieren. Ein fir uns bemerkenswertes Ergebnis, da es in der
Vergangenheit bisher nicht gelungen war, einen Sensibilisierungs-Effekt ,stummer®

Nozizeptoren gezielt und mit sehr geringen Stimulus-Intensitaten nachzuweisen.

4 1.2 Halbsinuswellen induzierte Schmerzen

Es ist bereits bekannt, dass die intradermale Injektion von NGF die Erzeugung von
Aktionspotenzialen als auch ihre Leitfahigkeit in Axonen erleichtert 20-33.53, Um jedoch
gezielt die Aktionspotenzialentladung bevorzugt in Nozizeptoren zu induzieren,
entwickelten wir in Anlehnung an Landmann et al. *® eigens eine spezielle Elektrode
(siehe Abb. 1) und ein ,Halbsinus“-Stimulationsprofil, das spezifisch mechano-
sensitive (,polymodale®) C-Nozizeptoren depolarisiert. Wir fanden dabei heraus, dass
ein einzelner halbsinusformiger Stromreiz von 500 ms Dauer, einen ,burst® von

Aktionspotenzialen provoziert 3. Die Anzahl an Aktionspotenzialen pro Halbsinus-Puls
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nimmt mit der Stromstarke zu. Mehr Schmerz deutet somit auf eine hohere
Entladungsfrequenz hin, wodurch im Habsinus-Protokoll eine evozierte und
sozusagen ,intrinsische” Entladungsfrequenz erreicht wird. Unter NGF Einwirkung ist
die maximal induzierte Aktionspotential-Frequenz in unserem Versuch deutlich erhoht,

was als Zeichen einer axonalen Sensibilisierung zu deuten ist.

4.2 Erleichterung der Erzeugung von Aktionspotenzialen in C-Nozizeptoren durch
NGF
4.2.1 Schmerzen wahrend der Sinuswellenstimulation

Zuvor untersuchten wir im Versuch mittels Halbsinuswellen-Stimulation (siehe Kapitel
4.1.2) den Effekt von generierten Salven an Aktionspotenzialen in NGF-sensibilisierter
Haut 3’. In einem weiteren Versuch sollte der Effekt von Sinuswellen bestimmt werden,
da bei einer 4 Hz Sinusstimulation jeweils nur 1 Aktionspotential pro Zyklus generiert
und keine Salve von Aktionspotenzialen ausgelost wird. Mittels sinuswelliger
Stromreize wurde eine Schmerzzunahme mit Zunahme der applizierten Stromstarke
generiert. Der Effekt unterschied sich jedoch zwischen NGF- und Kontrollhaut kaum.
In einem zweiten Versuchsprotokoll untersuchten wir mittels kontinuierlicher 4-Hz-
Sinuswellenstimulation die Entladung von Aktionspotenzialen tber einen Zeitraum von
einer Minute. Bei gesunden Probanden zeigte diese Untersuchungsmethode eine
deutliche Schmerzhabituation iber den Verlauf der gemessenen Minute 3°. In NGF
vorbehandelter Haut sollte jedoch untersucht werden, inwieweit mechano-sensitive
und mechano-insensitive ("stumme") Nozizeptoren die Aufrechterhaltung und
Weiterleitung von Aktionspotenzialen bei Dauerstimulation bewirken kdnnen. Eine
Sinuswellenstimulation mit 4 Hz fur die Dauer von 1 Minute wurde an den NGF-Stellen
als deutlich schmerzhafter empfunden, insbesondere war dies an Tag 3 und Tag 7
nach erfolgter NGF-Injektion am deutlichsten von den Probanden vernommen worden.
Hervorzuheben ist dabei ebenfalls, dass hierbei die Stromstarke vom Sinusprotokoll
auf NRS 3 jeder Hautseite (NGF / NaCl) eingestellt wurde. Hierfur waren an den NGF-
behandelten Hautstellen bereits 50% niedrigere Stromstarken erforderlich um die
gleiche Schmerzintensitat gegentber der Kontrollhautstelle hervorzurufen. Dies liegt
darin begrindet, dass nach NGF Gabe eine niedrigere Entladungsschwelle flr die
Generierung von Aktionspotenzialen vorhanden ist. Bemerkenswerterweise konnte bei

1-minutiger Dauerstimulation eine deutlichere Schmerzzunahme an der NGF
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behandelten Hautstelle, trotz angepasster Stimulus-Intensitat, provoziert werden.
Somit wurde trotz niedrigerer Reizstarke eine vermehrte Schmerzwahrnehmung auf
der NGF-Seite beschrieben.

Ein signifikantes Merkmal der 1-minltigen 4-Hz-Sinus-Stimulation ist das deutliche
Nachlassen der Schmerzempfindung bei anhaltender Stimulation bei gesunden
Probanden. Diese Beobachtung steht im Gegensatz zum gemessenen Zeitprofil von
Patienten mit neuropathischen Schmerz 3% als auch Patienten mit chronischem
Juckreiz 4'. Denn anders als beim Gesunden, welche durch Dauerstimulation eine
Habituation der durch Sinuswellen induzierten Schmerzen vernehmen, fuhrt bei
anhaltender Stimulation von 1 Minute bei Patienten mit Neuropathie zu einer
deutlichen Schmerzunahme. Ein ahnlicher Effekt konnte bei Patienten mit atopischer
Dermatitis gefunden werden 4'. In dieser Untersuchung an chronischen
Juckreizpatienten sollte gezeigt werden, ob durch elektrische sinuswellenartige
Reizmuster und der Aktivierung von C-Fasern ein Juckreiz generiert werden kénnte.
Klassischerweise wird Jucken durch Applikation von Histamin ausgelost und
experimentell untersucht **. Da Juckreiz vermittelnde Nervenfasern, sogenannte
Prurizeptoren, zu der Klasse der unmyelinisierten C-Fasern gehdren, erhofften wir uns
durch langanhaltende elektrische Sinusreize ein gezieltes Aktivieren von Prurizeptoren
generieren zu konnen, das in der Vergangenheit nur wenige Arbeitsgruppen zeigen
konnten % %_ Im Versuch an Patienten mit chronischem Juckreiz konnten wir
nachweisen, dass etwa 50% der untersuchten Teilnehmer unter einer
Dauerstimulation von Sinusreizen Uber 1 Minute in der Haut mit atopischem Ekzem
mit einem Juckreiz reagierten. Die Habituation von Juckreiz blieb in der Untersuchten
Hautstelle bei den Patienten ahnlich wie die Habituation von Schmerz bei
neuropathischen Schmerzpatienten gleichermalRen aus 4'. Unsere vorliegenden
Ergebnisse bekraftigen somit die Annahme, dass intradermale NGF-Injektionen als
experimentelles menschliches Modell fiir chronisch-entziindliche Schmerzen abbilden
lasst, hingegen aber die schmerzhafte Neuropathie nicht ganzlich abdeckt. Das Bild
einer schmerzhaften Neuropathie zeichnet sich unter anderem durch eine
langanhaltende Ubererregbarkeit der Nozizeptoren aus, welche zwar durch die
Implikation unseres Modells ansatzweise induzierbar ist, jedoch ein Spontanschmerz
allein durch eine NGF-Applikation im Versuch nicht reproduziert werden konnte.
Mitunter konnten zwar spontane Entladungen bei Einzelfaserableitungen von

Menschen in NGF behandelter Haut nach mechanischer Stimulation gemessen
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werden %3 aber diese reichten nicht aus, um einen klaren Spontanschmerz zu
induzieren. Um spontane Entladungen und dadurch subjektiv wahrnehmbare
Schmerzen induzieren zu kénnen, wurde in einem Versuch die Verwendung von NGF
mit einer lokalen Entzindung durch Bestrahlung der Haut mittels UVB-Licht
(,Sonnenbrand“-Model) kombiniert und untersucht 2. In diesem Experiment konnte
dadurch ein supra-additiver Effekt auf nozizeptive Reize als auch ein Spontanschmerz
bei den Probanden generiert werden. Die Kombination aus NGF-Sensibilisierung und
UVB-induzierter Entzindung lieferten bei der Untersuchung der Schmerzmodalitaten
Ergebnisse, welche dem Muster der Entstehung von Schmerz bei Patienten mit einer
Arthritis ahnlich sind. Die experimentellen Befunde bekraftigten unsere Annahme,
dass zur Entstehung und langandauernden Unterhaltung von chronisch entztndlichen
Schmerzen eine Kombination aus Entziindungsreaktion und axonaler Sensibilisierung
erforderlich ist. Damit einhergehend konnten klinische Studien mit alleiniger Therapie
mittels monoklonaler Antikérper gegen NGF (anti-NGF) keine deutliche Besserung der
Symptomatik neuropathischen Schmerzen bewirken %7, wohingegen dieselbe
Therapie jedoch bei Patienten mit chronisch-entzindlichen Schmerzen eine deutliche
Verbesserung ausloste 4. Dabei wurden in einer randomisierten Studie 450 Patienten,
die unter den Folgen einer Osteoarthritis litten, mit dem monoklonalen Antikérper
Tanezumab® behandelt, welches die Bindung von NGF am Rezeptor (Tyrosinkinase
A, trk A) hemmt. Die Studie belegte eine deutliche Schmerzreduktion bei den
Patienten, wohingegen die Behandlung mit Fasenumab® , ebenfalls ein gegen NGF
gerichteter monoklonaler Antikdrper, bei Patienten mit Ischialgie keinen Effekt erzielen
konnte '6. Ein alleiniger therapeutischer Ansatz mittels anti-NGF-Antikorpern bei nicht-
entzundlichen neuropathischen Schmerzen konnte bisher keine vielversprechenden
Ergebnisse liefern. Diese klinischen Studien weisen darauf hin, dass NGF bei
chronisch entziindlichen Prozessen eine zentrale Rolle bei der Sensibilisierung von
Nervenfasern spielen kénnte, und es wird von Interesse sein zu verfolgen, welche
therapeutische Option bei der Behandlung von chronisch-entzindlichen Schmerzen in

Zukunft anti-NGF einnimmt.

4.2.2 Hochfrequente elektrische Stimulation der NGF-sensibilisierten Haut
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Die Schmerzempfindung ist frequenzkodiert, was bedeutet, dass héhere Frequenzen
der Aktionspotenziale mehr Schmerz verursachen. Dies konnte in unserem Versuch
mit Rechteckpulsen demonstriert werden. Je hoher die Frequenzen bei der Applikation
von Rechteckpulsen am Probanden eingestellt wurden, desto grofder wurde der
Schmerz vernommen. Dies galt gleichermal3en flr die Kontrollhaut, als auch fur die
mit NGF behandelte Hautstelle. Wir erwarteten, dass die hochfrequente
Aktionspotentialweiterleitung unter NGF Einwirkung verbessert und dadurch die
Schmerzwahrnehmung deutlich hoher ausfallen wurde, jedoch lieferten unsere
Ergebnisse keinen signifikanten Unterschied zwischen den NaCl- und NGF-
Hautstellen. Dies ist wider Erwartung ein erstaunlicher Befund, da wir auf Grund der
axonalen Sensibilisierung auch unter Applikation von hochfrequenten Rechteckpulsen
deutlich mehr Schmerzen erwartet hatten. Durchgefuhrte Versuche in Somata der
neuronalen Spinalganglien (DRG) demonstrierten, dass die maximale Frequenz der
evozierten Entladungen unter depolarisierenden Spannungsschritten zwischen den
verschiedenen Klassen von primar afferenten nozizeptiver Neuronen erheblich variiert
58 Somit konnte beispielsweise ein Strom mit einer Applikationsdauer von 500 ms und
einer Frequenz von etwa 10 Hz in nicht-peptidergen Nozizeptoren eine Depolarisation
induzieren. Demgegenuber konnte eine Depolarisation von mechano-sensitiven C-
Fasern bei etwa 25 Hz mit niedriger Stromschwelle erzeugt werden 8. Die Autoren
identifizierten in verschiedenen Populationen von sensorischen Afferenzen eine
bestimmte Konstellation von spannungsabhangigen lonenkanalen, die den
einzigartigen Entladungseigenschaften, die bei der Depolarisation aufgezeichnet
wurden, zugrunde liegen konnten %8, Die Resultate der Studie von Zheng et al.
erlaubten die Rulckschlisse das langsame (500 ms) depolarisierende
Spannungsanderungen eine Salve von Aktionspotenzialen zur Folge haben kann.
Diese werden mit einer hdoheren Instantanfrequenz entladen als im Gegensatz zur
Stimulation mit Rechteckpulsen und derselben Dauer von 500 ms. Nach NGF-
Behandlung entstand subjektiv wesentlich mehr Schmerz bei hochfrequenter
Stimulation mit Rechteckpulsen, was unter anderem durch eine erhdhte
Aktionspotential-Frequenz durch die axonale Sensibilisierung zu erklaren ist. Dies
wirde folglich eine bessere Generierung und effizientere Weiterleitung von
Aktionspotenzialen erlauben, was unter Verwendung von hochfrequenten

Rechteckpulsen eine deutliche Schmerzzunahme unter NGF Einwirkung generieren
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und unsere Hypothese bestatigen wurde. Wir fanden unter anderem heraus, dass auf
eine Stimulation mit 1 Hz (500 ms Halbsinus) die Probanden vermehrt Schmerz an der
NGF-Hautstelle berichteten und schlieRen daraus auf eine erhdhte Erregbarkeit von
mechano-sensitiven (polymodalen) C-Nozizeptoren. Wie bereits in 4.2.1 erwahnt 16st
ein einzelner Uberschwelliger 500ms Halbsinus-Reiz eine Salve von
Aktionspotenzialen in mechano-sensitiven Nozizeptoren aus 37. Nach NGF-Injektion
wurde nicht nur in polymodalen mechano-sensitiven Nozizeptoren (CM) sondern auch
in mechano-unempfindlichen C-Nozizeptoren (CMI) eine erhohte Fahigkeit zur
Aufrechterhaltung der Erregungsleitung induziert. Dies konnte mit einer 4 Hz-Sinus-
Stimulation im Versuch demonstriert werden, die sowohl CM als auch mechano-
insenstitive Nozizeptoren (,stumme*, CMi) aktiviert (siehe 4.2.1., 3% und nach NGF-
Injektion vermehrt schmerzhaft empfunden wurde. Ebenso wurden auf der NGF
behandelten Hautstelle eine groRere Axonreflex vermittelte Flare-Reaktionen, ein
Kardinalsymptom flr die Aktivierung ,stummer® Nozizeptoren, gemessen. Dieser
Befund ist insbesondere bemerkenswert, da bislang kein Unterschied in der Flare-
Reaktion zwischen NGF- und Kontrollhaut nach Uberschwelliger schmerzhafter
elektrischer Stimulation mittels Rechteckpuls (5-100 Hz) demonstriert werden konnte
20, Die vorliegenden Ergebnisse liefern somit erstmals das Indiz fiir eine verstarkte
Rekrutierung von mechanisch unempfindlichen (,stummen®) C-Nozizeptoren nach
NGF Sensibilisierung durch das hier angewendete Reizprofil der Sinuswellen-
Stimulation. Welche Natriumkanale jedoch spezifisch auf die Sensibilisierung durch
NGF reagieren wird noch diskutiert. Besonderes Augenmerk liegt dabei auf dem TTX-
sensitiven spannungsabhangigen Natriumkanal NaV1.7. Die Kinetik von NaV1.7
Kanalen zeichnet sich durch eine langsame Reaktivierung und langsames Eintreten in
den geschlossen-inaktiven Zustand nach Depolarisation aus °°. Dadurch konnen
Nav1.7 Kanadle auf langsame Depolarisation mit langsam ansteigende
Rampenstromen antworten . Der Einfluss von NGF ist allerdings auch auf TTX-R
(NaV1.8 und 1.9) Kanalen nachweisbar 6'. Welche unterschiedlichen Natriumkanale
letztendlich bei Stimulationen von Sinus- und oder Halbsinusstimulation unter NGF-
Sensibilisierung spezifisch reagieren, sollte in der Zukunft durch erganzende
Experimente noch naher untersucht werden. Bemerkenswert ist, dass elektrische
Halbsinuswellen von niedriger Intensitat auch niedrigschwellige mechano-sensitive
(LTM) C-Fasern stimulierten 37. LTM-Fasern spielen eine zentrale Rolle bei sozialen,

interaktiven Beriihrungen und Wohlempfinden ©2. Eine Beteiligung dieser LTM-Fasern
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bei nozizeptiver Ubererregbarkeit ist bisher noch unklar und wir nehmen an, dass C-
LTM-Fasern weniger wahrscheinlich zu den verstarkten Schmerzreaktionen nach NGF
beitragen. Es bleibt zu erwahnen, dass eine C-LTM Stimulation durch Halbsinusreize,
auch bei nur gering-schmerzhaften Reizintensitaten, die mit LTM-Aktivierung
assoziierten Empfindungen jedoch nicht auslést 37. Bei neurologisch intakten
Individuen erfolgt die Aktivierung von LTM durch leichte mechanische Stimulation
immer zusammen mit der Rekrutierung von A-beta Fasern. Fur die
Grundlagenforschung kénnte moglicherweise die LTM-Stimulation mittels Halbsinus
bei niedriger Intensitat geeignet sein, um selektiv diese nicht-nozizeptiven CLTM-
Fasern ohne Beteiligung von A-beta-Fasern zu aktivieren. Dies kénnte aufbauend zu
unseren bereits gewonnen Erkenntnissen in der Zukunft auf kortikaler Ebene durch
beispielsweise funktionelle Magnet-Resonanz-Bildgebung (fMRI) noch weiter

differenziert untersucht werden.

4.2.3 Dynamisch-mechanischer Schmerz

Wir lieferten bisher durch unsere elektrische Halbsinus-Stimulation indirekt Hinweise
darauf, dass NGF mechano-sensitive C-Nozizeptoren sensibilisiert und die Entladung
hoéherer Aktionspotentialfrequenzen erleichtert. Ein direkter Nachweis st
gegebenenfalls durch einen mechanischen Prellreiz moglich. Dieser einzelne
mechanische Impuls I6st eine Salve von Aktionspotenzialen in Nozizeptoren aus '8 3,
Je starker der Impuls, desto hoher die Frequenz der Aktionspotenziale in
Nozizeptoren. Dadurch entsteht subjektiv mehr Empfindungsschmerz, somit ist die
Schmerzhaftigkeit direkt abhangig von der Entladungsrate der elektrischen Impulse.
Ein durch Aufprall induzierter Schmerz ist bei lokaler Entziindung verstarkt. Nach
intrakutaner Injektion von NGF entsteht eine stark ausgepragte Sensitivierung
gegenuber Prellreize, ahnlich wie bei einer kutanen Entzindungsreaktion. In
Versuchen, bei der durch temporare Kompression des N. radialis eine Nervenblockade
erzeugt wurde, konnte gezeigt werden, dass hyperalgetischer Prellschmerz von C-
Fasern vermittelt wird 3. Die in der vorliegenden Studie von den Probanden signifikant
héher angegebenen NRS-Werte auf Prellreize in der mit NGF behandelten Hautstelle
belegen eine durch das Neurotrophin vermittelte C-Fasersensibilisierung. Die hoher
frequente Aktionspotentialgenerierung steht dabei flr eine erleichterte axonale

Erregbarkeit unter NGF Einwirkung. Neben dieser ,axonalen Sensibilisierung” liefert
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ein alternativer Erklarungsansatz zur vermehrten Sensibilisierung auf Prellreize der
Signalweg uUber PIEZO2, ein mechanisch aktivierbarer lonen-Kanal der mit trkA
positiven Neuronen eine Co-expression aufweist 4. Es konnte gezeigt werden, dass
ein knock-down von PIEZO2 bei Ratten zu einer signifikanten Reduzierung der NGF
induzierten  Sensibilisierung von  A-delta  Knochenafferenzen  fihrt 64
Interessanterweise konnte zuletzt, nach der Identifizierung von ,stummen®
Nozizeptoren in tief-somatischem Gewebe, welche PIEZO2 Kanale exprimieren,
nachgewiesen werden, dass diese nach einer NGF Behandlung vehement auf
mechanische Reize reagieren 3'. Somit scheint die mechanische Ubererregbarkeit auf
Prellreize unter der Einwirkung von NGF auf ein Zusammenwirken axonaler
Sensibilisierung ,polymodaler® Fasern als auch auf der Ebene sensorischer
Endigungen durch Sensibilisierung von Transduktionskanalen (z.B. PIEZO2) und einer
zusatzlichen Rekrutierung ,stummer® C-Fasern zu sein. Einzelfaser Ableitungen am
Schwein demonstrierten, dass eine gesteigerte Erregbarkeit stummer Nozizeptoren
unter NGF-Einwirkung verzeichnet werden konnte und zu einer mechanischen
Sensibilisierung der C-Fasern fuhrte. Die hierdurch erfolgte axonale Sensibilisierung
flhrte ebenfalls zu Spontanaktivititen der Fasern 3. Ferner konnte verzeichnet
werden, dass eine Ausdehnung der rezeptiven Felder mechanisch empfindlicher
Fasern zur Hyperalgesie beitragen. Eine Zunahme der Nervenfaserdichte wurde hier
jedoch nicht verzeichnet, so dass vielmehr sowohl die zusatzliche Rekrutierung
stummer Nozizeptoren 32, als auch die maximale Steigerung der Aktionspotential-
Entladungsfrequenz unter NGF-Einwirkung 4° die erhéhte Schmerzwahrnehmung
begulnstigt. Unter Verwendung von Mikroneurographie an menschlichen Nervenfasern
konnte gezeigt werden, dass stumme Nozizeptoren mechanisch erregbar werden und

unter der Einwirkung von NGF zu spontanen Entladungen fahig sind 33.

4.3 Sensibilisierte Signaltransduktion
4.3.1 CO2-Laser-Hitzeschmerz bei NGF-sensibilisierter Haut

Sehr oberflachliche Hitzereize wurden mit einem ruckkopplungsgesteuerten CO2-
Laser mit einer Temperatur von 60°C und fir eine Dauer von 20 - 100 ms appliziert.
Je langer die Hitze-Pulse einwirken, desto tiefer wird das Eindringen der Warme in die
Haut ermdglicht 5. Sowohl A-Delta- als auch C-Nozizeptoren reagieren auf die Stimuli

von Laser induzierter Hitze % 67 mit Aktivierungsschwellen von etwa 47°C (A-delta
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Fasern) bzw. 40°C (C-Fasern) bei Warmeimpulsen von 50 ms Dauer und mit einer
ansteigenden Hitze-Rampe von 10 ms appliziert %8. Wie aus vorangegangenen
Untersuchungen an Einzelfaserableitungen anzunehmen ist, hat in unserem
Versuchssetting der CO2-Laser Hitze-Stimulus beide Nozizeptor-Klassen aktiviert.
Experimente an Affen haben gezeigt, dass die schnelle Erwarmung durch einen
Laserpuls Salven von etwa 70 Hz in C-Nozizeptoren hervorruft 8. In NGF behandelter
Haut beobachteten wir einen signifikant starkeren Reizdauer-Reaktions-Effekt bei den
Probanden im Vergleich zur NaCl behandelten Haut Uber die gesamten 14 Tage
Untersuchungsdauer. Die akute Hitzesensibilisierung durch NGF wird verursacht
durch eine verstarkte Expression und Phosphorylierung des Hitze- (und Saure-)
empfindlichen lonenkanals TRPV1 %71 einem Kanal der fir die Entstehung und
Aufrechterhaltung einer Hitzehyperalgesie wesentlich ist 72. Zusatzlich zu den
verstarkten Mechanismen einer Hitzesignaltransduktion lasst die Zunahme der
Schmerzempfindung der Probanden auf der NGF-Seite auch auf einen niedrigeren
Hitze-Schwellenwert zur Generierung von Aktionspotenzialen schlief3en. In der Tat
war der Anstieg der Schmerzempfindung bei starkeren, d. h. langer anhaltenden
Warmereizen (Abb. 2C) am NGF-Injektionsort deutlich steiler und fuhrte bei den
Probanden besonders an den Tagen 1 und 3 zu maximalen NRS Werten. Selbst bei
sehr kurzen Stimulationen durch den Laser, wodurch sehr oberflachliche Hitzereize
lediglich die oberste Hautschicht penetrierten, hatte diese Stimulation einen bereits
signifikant hoheren Schmerzreiz zur Folge. Dies erklart mitunter eine erleichterte
Erzeugung von Aktionspotenzialen in hitzeeempfindlichen C-Nozizeptoren mit
héheren Entladungsfrequenzen und steht in Einklang zu den zuvor in 4.2.1 diskutierten

Reaktionen auf langsame depolarisierende 500 ms-Halbsinuswellen-Reize.

4.4 Evozierte Schmerzen wahrend der A-Faser-Leitungsblockade

4.4.1 Leitungsblock der A-Fasern

Um den Beitrag der durch NGF sensibilisierten C-Nozizeptoren zu untersuchen, wurde
eine A-Faser-Leitungsblockade durchgefuhrt. Um das mdglichst vollstandige Fehlen
einer A-delta Nozizeptor Nervenfaser Beteiligung nachzuweisen, wurde die

kontrollierte Anwendung einer Nervenblockade mittels einer Druck-Manschette am

Arm durchgefihrt. Ahnlich wie bei der intravendsen Regionalanésthesie (IVRA) wurde
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dabei der vendse Abfluss und der arterielle Zufluss mit einer Manschette unterbunden.
Aufgrund der kurzen Dauer der Leitungsblockade wurde kein i.v. Lokalanasthetikum
bendtigt, wie es bei der Methode des Bier Block-Verfahren standardisiert erforderlich
ist. Mit dem Verfahren der IVRA ist es madglich, fir mehrere Stunden das zu
operierende Gebiet der Extremitat zu betauben. Diese schonende Methode wird vor
allem fur ambulante Operationen gewanhlt, bei der eine Rickkehr der Funktionalitat
und Sensibilitdt schnell und kontrolliert erzielt werden kann. Wir bedienten uns flir
unser Experiment des Mechanismus zur Erzeugung einer kontrollierten Ischamie und
damit einhergehend kurzfristig erzeugter sensiblen Ausfalle. Dieses Vorgehen
erlaubte uns, einen kontrollierten und zeitlich engmaschig dokumentierten Ausfall
primar sensorischer Afferenzen an Hand des Myelinisierungsgrades der jeweiligen
Nervenfaserklassen zu untersuchen. Wie bereits erwahnt war eine intravendse
Applikation eines Anasthetikums nicht erforderlich und hatte zudem zu einem
unspezifischen Ausfall aller Nervenfasern geflhrt, welcher das Ergebnis deutlich
verfalscht hatte. Das Verfahren wurde unter anderem wegen des geringen
Risikoprofils gewahlt, zumal es sich seit vielen Jahren als gangiges, sicheres, als auch
gut untersuchtes Verfahren der Anasthesie bewahrt hat 43. Unsere Ischamiezeit von
maximal 50 Minuten wurde von allen Probanden gut toleriert. Frihere Untersuchungen
zeigten, dass Ischamien von 2 — 4 Stunden einer Extremitat toleriert werden kdnnen,
ohne dass mit irreversiblen Schaden zu rechnen ware oder, als schlimmste
Komplikationsform, ein Reperfusionssyndrom zu beflUrchten ware. In unserem
Versuch unterschritten wir deutlich die Zeit, in der es zu Ischamie bedingten
Komplikationen kommen kénnte und hielten eine grofde zeitliche Sicherheitstoleranz
ein 43. Unter Abwagung von jeglichen Sicherheitsaspekten und der Praktikabilitat der
Durchfuhrung unserer Untersuchungen wahlten wir diese Methode gezielt aus und
entschieden uns bewusst gegen das Verfahren eines oberflachlichen Nervus radialis
Block. Hierbei wird durch das Ausliben mit gezielten direkt auf den Nerv gerichteten
und durch ein Gewicht ausgeubten Dricken eine Leitungsblockade erzeugt. Durch die
Quetschung kann es jedoch zu irreversiblen Schaden direkt am Nerv kommen,
weshalb von dieser Methode in der vorliegenden Arbeit Abstand genommen wurde.
Erschwerend kommt hinzu, dass der kutane sensibel innervierte Bereich, welcher bei
der Blockade des Radialisnerv fiir die Untersuchung zur Messung in Frage kame, flr
unsere Untersuchungen, insbesondere der Axon-Reflex Erythem Bestimmung mittels

Laser Doppler, grenzwertig klein gewesen ware. Die Applikationsorte von NGF und
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NaCl wurden im Untersuchungsgebiet der Hautstellen nahe beieinanderliegen und die
psycho-physische Diskriminierung der jeweiligen Stellen erschweren oder teils
unmoglich machen. Auch eine Randomisierung der zu untersuchenden Hautareale,
die bei der Applikation von Reizmustern gewahlt wurde, kdnnte hier verzerrt werden,
da durch die Nervenfaserdichte der Hand im Vergleich zum distalen Unterarm die
Zweipunkt Diskriminierung und Wahrnehmung des Probanden beeinflusst werden
kénnte. Sensorische Uberschneidungen der jeweiligen Injektionsorte konnte durch die
von uns gewahlte Methode (Bier-Block des Unterarmes) und der somit grof3eren
Hautareale, welche uns wahrend der Untersuchung zur Verfigung standen, ganzlich
vermieden werden. Der Ausfall der Nervenfasern durch die Kompressionsblockade
erfolgte schnell und gleichmallig, sodass in Abstanden von Minuten bereits
Veranderungen der Wahrnehmung bzw. Sensibilisierung registriert werden konnten.
Die Leitungsblockade von A-delta Fasern wurde durch den Verlust der
Kalteempfindung signalisiert und durch das Fehlen der Empfindung auf transkutane
uberschwellige elektrische Rechteckimpulse von 20 Hz bestatigt und validiert.
Insbesondere diese Methode der hochfrequenten elektrischen Stimulation mit
Rechteckpulsen erwies sich als einfacher Test zur Bestimmung der A-Faser-
Leitungsblockade. Als eine weitere Md&glichkeit zur Uberprifung des A-Faser-
Leitungsblocks hat sich die Erfassung der Latenzen in der Reaktionszeit nach
Stimulation etabliert 7> 74, Dieses Verfahren ist jedoch mit einem deutlich héheren
experimentellen Aufwand und mdglicher subjektiver Streuung verbunden. Durch
unsere Ergebnisse der Uberpriifung einer A-Faser Leitungsblockade koénnen wir
dieses Testverfahren der hochfrequenten elektrischen Stimulation flr zukunftige

Studien zur Nervenfaserblockade durch Manschetten-Druck empfehlen.

4.4 2 Schmerzen bei elektrischer Stimulation mit Sinus- und Halb-Sinuswellen

Sinus- und Halbsinus formige Stromreize werden in normaler Haut unter der A-Faser
Blockade reduziert wahrgenommen. Wohingegen an der mit NGF behandelten
Hautstelle dies unter A-Faserblock eine etwas geringere Schmerz-Reduzierung bei
4 Hz- und 1 Hz zur Folge hatte. Im Vergleich zur Kontrollhaut wurde signifikant mehr
Schmerz an den NGF-Hautstellen wahrend des gesamten A-Faserblocks vernommen.
Es ist moglich, dass die nozizeptive Signalubertragung durch die

Temperaturveranderungen der Extremitat, die mit der Blutleere einhergehen,
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beeinflusst wird. Die Weiterleitung von Aktionspotenzialen ist temperaturabhangig und
Kalte reduziert die axonale Leitungsgeschwindigkeit, moglicherweise durch eine
langsamere lonenkanal-Kinetik bei niedrigen Temperaturen bedingt. Das Abkuhlen
der untersuchten Extremitat wahrend des A-Faser Blocks wiurde demnach auch zu
einer Dispersion der ohnehin langsamen C-Faser Weiterleitung fuhren. Dies hat zur
Folge, dass die spinal eintreffenden Aktionspotenziale einzelner C-Fasern weniger
synchronisiert auf Riickenmarksebene Ubertragen werden und folglich zu geringeren
Amplituden postsynaptisch erregender Potentiale (EPSP) fuhrt. Dies bedingt letztlich
eine geringer eingeschatzte Schmerzintensitat oder fuhrt dazu, dass die eintreffenden
Signale als diffuser Schmerz vernommen werden. Dieser Effekt ist unter NGF
Einwirkung weniger stark gehemmt worden. Interessanterweise wurde unter A-Faser
Blockade bei elektrischer Stimulation der NGF sensibilisierten Haut an Tag 7 keine
signifikante Reduktion der Schmerzen registriert. Eine mdgliche Ursache fur diese
Beobachtung kénnte darin liegen, dass insbesondere C-Nozizeptoren durch NGF
sensibilisiert und durch unser elektrisches Stimulationsmuster bevorzugt stimuliert
werden. Ebenso denkbar ware, dass die Verbesserung der axonalen Leitfahigkeit
unmyelinisierter Afferenzen nach NGF 4° einen kompensatorischen Effekt der zuvor
geschilderten Dispersion unter A-Faser Blockade bewirkt und demzufolge die
Schmerzwahrnehmung im Vergleich zur Kontrollhaut weniger deutlich reduziert wird.
Dies entsprache einer effizienteren C-Faser Rekrutierung unter NGF und somit einer
besseren Synchronisation der Aktionspotenziale trotz Abkuhlung beim ischamischem
A-Faser Block.

4.4.3 Dynamisch-mechanische Aufprallstimulation

Interessanterweise war der Schmerz bei mechanischer Prell-Einwirkungen wahrend
der A-Faser-Blockade nicht signifikant verringert. Im Vergleich zur unbehandelten
Kontrollhaut wurde auch unter A-Faser Leitungsblockade signifikant mehr Prell-
Schmerz an den NGF behandelten Hautstellen vernommen. In friheren Studien, bei
denen eine differenzierte Nervenblockade des oberflachlichen Radialnervs bei
Probanden durchgefuhrt wurde, bestatigte sich, dass Schmerzen durch mechanische
Einwirkungen hauptsachlich durch C-Fasern vermittelt werden 7°. Dennoch fiihrte der
Verlust der Reizleitung in A-delta Nozizeptoren mitunter zu einer marginalen

Reduzierung des Prellschmerzes, welcher subjektiv als dumpfer wahrgenommen
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wurde. Eine geringe Beteiligung von A-delta Fasern bei der Vermittlung von
Prellschmerz kann demnach nicht ganzlich ausgeschlossen werden. Ein weiterer
Aspekt ist, dass durch den starken mechanischen Reiz auch Nervenendigungen
aktiviert werden die in tieferen Hautschichten lokalisiert liegen. Diese Hautschichten
sind etwas warmer als diejenigen der oberflachlichen Haut. Zusammen mit den
Befunden, dass niedrigere Temperaturen die Erregbarkeit von nicht-myelinisierten
Nervenfasern ex-vivo erhohen 76, konnte eine zusatzliche Rekrutierung tiefer
gelegener Nozizeptoren durch starke mechanische Prellreize zu einer gesteigerten
Schmerwahrnehmung beitragen. Wahrend der Ischamie-Zeit kdnnte zudem eine
physiologische Zunahme der kutanen, sympathischen Nervenaktivitat erwartet
werden. Eine friihere Studie konnte jedoch zeigen, dass sympathische Aktivitat die
akute Erregbarkeit von nicht-myelinisierten (polymodalen) Nozizeptoren bei
menschlichen Probanden unverandert lasst 7. In der vorliegenden Studie wurde
jedoch die Sympathikus-Aktivitat jedoch nicht erfasst. Somit schlussfolgern wir anhand
unserer Ergebnisse der Aufprallstimulation der Haut, zusammen mit den Ergebnissen
aus der elektrischen Stimulation mit Sinus- und Halbsinuspulsen, dass unter Cuff-
Block induzierter A-Faser Leitungsblockade eine spezifische C-Faser Sensibilisierung

nach Applikation des Neurotrophins NGF nachweisbar wird.

48



Zusammenfassung

5 ZUSAMMENFASSUNG

Der Nervenwachstumsfaktor (NGF) spielt eine zentrale Rolle bei der Entstehung und
Unterhaltung von chronischen Entzindungsschmerzen. Auch eine Beteiligung zur
Sensibilisierung von Prurizeptoren unter NGF Beteiligung wird diskutiert. Erganzend
zu der hier diskutierten Fragestellung wurde von uns in Studien an Patienten mit
atopischer Dermatitis die axonale Sensibilisierung von unmyelinisierten Afferenzen
untersucht. Dabei konnte demonstriert werden, dass eine langandauernde elektrische
Sinus-Stimulation der ekzematésen Haut einen nicht-histaminergen Juckreiz
provoziert.

Die kutane Applikation von NGF (intradermale Injektion von 1 ug) I6st bei gesunden
Menschen eine lokale und Uber Wochen andauernde mechanische und thermische
Hyperalgesie sowie eine elektrische Ubererregbarkeit von Nozizeptoren aus. Welche
Nervenfaserklasse spezifisch unter der Einwirkung von NGF mit einer
Hypersensibilisierung reagiert, konnte bisher jedoch bei gesunden Probanden noch
nicht eindeutig aufgezeigt werden. Um diese Fragestellung zu klaren, untersuchten wir
den Beitrag von A-delta Fasern und spezifische C-Nozizeptor Untergruppen in NGF-
sensibilisierter Haut an den Tagen 1 bis 14 nach intrakutaner NGF-Injektion durch
Verwendung langsam depolarisierender transkutaner elektrischer Stromreize, CO2-
Laser Hitzereize, mechanischer Prellreize, und zusatzlich an den Tagen 3 und 7 das
elektrische und mechanische Sensibilisierungsmuster wahrend eines A-Faser-
Kompressionsblocks. Bei der elektrischen Stimulation verwendeten wir langsam
depolarisierende (halbsinus- und sinus-formige) Stromreize, die eine bevorzugte
Aktivierung von ,polymodalen” und ,stummen® C-Nozizeptoren bewirken. Generell
waren die Schmerzbewertungen bei elektrischen, CO2-Warme- und mechanischen
Stofreizen an den NGF-Injektionsstellen um mehr als 30% erhdht (p < 0,0005,
ANOVA). Erstmals konnte gezeigt werden, dass das durch die elektrische Stimulation
hervorgerufene Axonreflex-Erythem an den NGF-Injektionsstellen signifikant gréoRer
war (p < 0,02, ANOVA). Die Ausbildung eines Axonreflex-Erythems ist abhangig von
der Aktivierung ,stummer® C-Nozizeptoren und somit ein indirektes Indiz fur die
Sensitivierung dieser speziellen Nozizeptor-Klasse durch NGF. Applikation von
elektrischen Sinuspulsen aktiviert neben ,polymodalen® Nozizeptoren auch ,stumme*
C-Fasern und bewirkte in NGF-behandelter Haut deutlich mehr Schmerz. Die

Habituation des Schmerzes unter kontinuierlicher (1 Minute) sinusférmiger
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Zusammenfassung

Stimulation, ein Kardinalsymptom gesunder Probanden (im Gegensatz zu chronischen
Schmerz- und Juckreiz-Patienten) war an der NGF behandelten Hautstelle weniger
deutlich ausgepragt (p < 0,05, ANOVA). Die Schmerzbewertungen bei elektrischen
sinusformigen und mechanischen Prellreizen wahrend der A-Faser-Leitungsblockade
waren an den NGF-Hautstellen, im Vergleich zu NaCl-behandelter Haut, signifikant
erhoht (p < 0,05, ANOVA).

Die Befunde der vorliegenden Arbeit zeigen, dass die NGF-induzierte Sensibilisierung
der menschlichen Haut auf elektrische und mechanische Reize primar durch C-
Nozizeptoren und nur in geringem Male durch A-delta Fasern gesteuert wird. Die
weniger stark ausgepragte Schmerz-Habituation wahrend kontinuierlicher
sinusférmiger Stimulation deutet darauf hin, dass NGF die axonale Erzeugung von
Aktionspotenzialen und deren Weiterleitung in primaren afferenten unmyelinisierten
Nozizeptoren beim Menschen erleichtert. WeiterflUhrende klinische Studien, bei denen
dieses sinusformige elektrische Stimulationsprofil zur Untersuchung von Patienten mit
chronisch-entziindlichen Schmerzen verwendet wird, kdnnten eine diagnostische
Bewertung der Funktionalitat von spezifischen C-Nozizeptoren der Haut und ihrer
mutmallichen Erregbarkeitsanderungen unter pathologischen Bedingungen

ermoglichen.
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