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Einleitung

1. EINLEITUNG

1.1. Uberblick: Chronische Schmerzen

Chronische Schmerzen im Allgemeinen werden als Schmerzzustande definiert, die
langer als 3 bis 6 Monate andauern. Sie sind dann oft von der urspringlichen
Schutz- und Warnfunktion des Korpers losgelost und konnen - im Gegensatz zu dem
Symptom Akutschmerz - ein eigenstandiges |ICD-codiertes Krankheitsbild darstellen
[1]. Weiter differenziert werden chronische Schmerzen in nozizeptive bzw.
entzandliche Schmerzen (durch Gewebeschadigung) und neuropathische
Schmerzen, welche durch eine Lasion bzw. Dysfunktion des Nervensystems (z. B. im
Rahmen von Verletzungen oder metabolischen Erkrankungen) gekennzeichnet sind.
Weltweit sind circa 20 % der Bevolkerung von maldigen bis schweren chronischen
Schmerzen sowie deren Auswirkungen auf den psychischen und physischen
Gesundheitszustand und das alltagliche Leben betroffen [2]. Eine vollstandige
Rehabilitation der Patienten wird selten erreicht und mittels - in der Regel rein
symptomatischer - Pharmakotherapie kann bei einem Grof3teil der Betroffenen nur
eine unzureichende Linderung der Beschwerden erzielt werden [2,3]. Dies geht mit
einer erheblichen soziobkonomischen Belastung des Einzelnen, der Gesellschaft und
des Gesundheitssystems einher [3]. Die aktuellen diagnostischen und
therapeutischen Madglichkeiten sind folglich begrenzt, nicht zuletzt aufgrund der
vielfaltigen Optionen pathophysiologischer Mechanismen im komplexen nozizeptiven
System. Neben psychosozialen Komorbiditaten nehmen dabei funktionelle sowie
strukturelle Veranderungen des nozizeptiven Systems auf zerebraler, spinaler und
peripherer Ebene eine bedeutende Rolle ein [4,5]. In frUheren Forschungs-
ergebnissen wird von erhohten Aktivitaten und der Vermehrung kortikaler
nozizeptiver Areale sowie von Veranderungen in den erregenden und hemmenden
Transmittersystemen und in der synaptischen Ubertragung nozizeptiver
Informationen bei chronischen Schmerzpatienten berichtet [6,7]. Zudem wird ein
pathophysiologischer Zusammenhang mit ektopischen Aktivitaten in Neuronen und
Spinalganglien, Veranderungen von lonenkanalen, der Aktivierung von Immunzellen
sowie mit einer pathologischen Zell-Zell-Interaktion, molekularen SignallUbertragung
und Ausschiattung von Mediatoren beschrieben [5]. Aktuelle Studienergebnisse
weisen zudem auf die Entstehung chronischer Schmerzen durch strukturelle
Plastizitat, abnorme Vernetzung und Fehlfunktionen von Nozizeptoren im Rahmen
der Reinnervation nach Nervenverletzungen hin [8]. Im Kontext dieser
Veranderungen konnen eine periphere oder zentrale Sensibilisierung, eine gestorte
endogene Schmerzmodulation sowie spontane oder dauerhafte Aktivierungs-
zustande von Nozizeptoren und Schmerzfasern zu der Entstehung und
Aufrechterhaltung chronischer Schmerzen fuhren [7,9,10].

1.2. Schmerzhafte diabetische Neuropathie

Eine Erkrankung an Diabetes mellitus ist die haufigste Ursache fur periphere
Neuropathien [11]. Im Verlauf einer Diabeteserkrankung treten bei Uber 50 % der
Menschen neuropathische Komplikationen auf. Am haufigsten ist dabei die distale
symmetrische Polyneuropathie [12,13], deren charakteristisches Erscheinungsbild
sich durch an den FufRRen beginnende und im Progress der Erkrankung symmetrisch
aufsteigende sensorische und motorische Funktionsverluste kennzeichnet [12].
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Einleitung

Hauptsymptome stellen schleichend einsetzende Hyper-, Par-, und Dysasthesien bis
zum vollstandigen Verlust von Vibrations-, Druck- und BerUhrungsempfinden im
betroffenen Bereich dar [5,14]. In 30 - 40 % der Falle wird die Erkrankung zudem von
neuropathischen Schmerzen begleitet [11,12,15]. Diese werden typischerweise als
stark brennend, kribbelnd oder stechend-einschiel3end charakterisiert, treten haufig
spontan auf und kdonnen mit Hyperalgesie und Allodynie einhergehen [5,16]. Das
Auftreten der beschriebenen Schmerzqualitaten ist dabei in der Regel mit einer
Schadigung kleiner Nervenfasern verbunden [17,5]. Diese ,small-fiber®-
Neuropathien (oder ,Dunnfaserneuropathien®) sind durch eine beeintrachtigte
Funktion der dinn myelinisierten A-Delta- und nicht myelinisierten C-Nozizeptoren
gekennzeichnet [16].

1.2.1. Die Herausforderung der Diagnostik

Die Verdachtsdiagnose ,Dunnfaserneuropathie” wird in der Regel Uber die
medizinische Historie sowie eine korperliche Untersuchung des Patienten gestellt
[14]. Zudem kdnnen Hautbiopsien zur Beurteilung der Nervenfaserdichte entnommen
oder quantitativ sensorische Tests durchgefihrt werden [14,16]. Da die
Schmerzsymptomatik unabhangig von der Schwere anderweitiger neuropathischer
Defizite auftritt und nicht mit dem Grad aktuell messbarer struktureller und
funktioneller Nervenschadigungen korreliert [15,5], stellt jedoch insbesondere die
diagnostische Differenzierung zwischen schmerzhaften und schmerzlosen
Neuropathien weiterhin eine grof3e Herausforderung dar [12]. So konnte in einer
kurzlich durchgefuhrten multizentrischen Studie bei der Untersuchung der axonalen
Erregbarkeit der grélReren sensorischen Fasern mittels Threshold-Tracking kein
Unterschied zwischen Patienten mit schmerzhafter und schmerzloser diabetischer
oder Chemotherapie-induzierter Polyneuropathie festgestellt werden [18]. Um dieser
Problematik zu entgegnen, sind alternative diagnostische Methoden erforderlich, die
neue Erkenntnisse Uber die unterschiedlichen zu Grunde liegenden Patho-
mechanismen liefern und somit den Grundstein fur eine erfolgreichere,
mafRgeschneiderte Behandlung bilden kdénnen [19,13,12]. Dabei kdnnte
insbesondere eine fruhzeitige, C-Faser-spezifische Funktionsdiagnose bei
betroffenen Patienten zu einer individuellen Charakterisierung der Nervenfunktion
beitragen.

1.3. C-Fasern, C-Nozizeptoren und ihre Eigenschaften

Bei den Faser-Hauptgruppen des nozizeptiven Systems handelt es sich um dinn
myelinisierte A3- und unmyelinisierte C-Fasern. Diese Fasertypen unterscheiden sich

insbesondere in der von Faserdicke und Mpyelinisierungsgrad abhangigen
Leitungsgeschwindigkeit. Entsprechend dieser Eigenschaften erfolgt Uber die
schneller leitenden Ad- Fasern (ca. 10-30 m/s) die erste Schmerzantwort, zumeist

spurbar als frihzeitige ,hell-stechende" Schmerzkomponente. Durch Aktivierung der
langsamer leitenden C-Fasern (ca. 0,5-2 m/s) tritt anschlieRend ein spaterer ,dumpf-
brennender" Schmerz auf, welcher nebenbei die dominierende Schmerz-
wahrnehmung bei von neuropathischen Schmerzen betroffenen Diabetespatienten
darstellt (siehe 1.2.). Weitere Unterschiede zwischen den Fasertypen sind unter
anderem im Vorhandensein funktionell verschiedener lonenkanale, in der
Lokalisation der Nozizeptorenendigungen in den vorhanden Haut- und
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Unterhautschichten sowie in der Chronaxie zu finden. Unter dem Begriff Chronaxie
versteht man die minimale Zeit, welche bendtigt wird, um mittels eines elektrischen
Stimulus mit doppelter Stromstarke des spezifischen Schwellenwertes fur sehr lang
andauernde Impulse (Rheobase) das Neuron zu erregen. Im Vergleich zu A-Fasern
[20,21,22] haben C-Fasern eine langere Chronaxie [23]. Des Weiteren differenzieren
sich die genannten Faserarten Uber das Vorhandensein funktionell verschiedener
lonenkanale. Dabei stehen insbesondere spannungsabhangige Natrium-Kanale,
welche fur die Erregung und Weiterleitung von Aktionspotentialen unerlasslich sind,
im Verdacht an der Pathogenese schmerzhafter Neuropathien beteiligt zu sein [24].
Frihere Studien zeigen, dass spezifische Mutationen im Nay-Kanal 1.7 die
Entstehung verschiedenster Stérungen der Schmerzwahrnehmung, darunter auch
Dunnfaserneuropathien, bewirken oder begunstigen konnen [4,25]. Nay 1.7 und 1.8
stellen die vorwiegenden Natriumkanale der C-Fasern dar [26]. Nay 1.7 unterscheidet
sich funktionell anhand seines langsamen Inaktivierungsverhaltens (,closed state
inactivation“) von dem auf A-Fasern vorherrschenden Nay,-Kanal 1.6, welcher
wahrend langer anhaltender Depolarisierung schnell vom geschlossenen in den
inaktiven Zustand Ubergeht [27]. Ein weiterer Kanal, der physiologisch vor allem auf
C-Fasern exprimiert wird, ist der nicht-selektive Kationenkanal TRPV1 (transient
receptor potential vanilloid receptor 1), welcher fur eine thermisch-chemische
Transduktion zustandig und flr den Liganden Capsaicin sensibel ist [28]. Auch
TRPV1-Kanale werden in Verbindung mit der Entstehung neuropathischer
Schmerzen bei Diabetes gebracht [29, 30].

1.3.1. ,Stumme* C-Nozizeptoren

DarUber hinaus existieren multiple C-Nozizeptor-Subtypen, die sich anhand ihrer
sensorischen Empfindlichkeit auf verschiedene Reizmodalitaten sowie ihrer axonalen
Eigenschaften (insbesondere anhand der aktivitatsabhangigen Verlangsamung der
Reizleitung, ADS) klassifizieren lassen [31,32,33]. Eine grobe Einteilung erfolgt
hierbei in polymodale Nozizeptoren und sogenannte ,stumme® Nozizeptoren. Die
polymodalen Nozizeptoren sind aktivierbar durch mechanische, thermische und
chemische Stimuli. Dagegen sind ,stumme® Nozizeptoren mechano-insensitiv (sie
werden daher auch als ,CMi“-Nozizeptoren bezeichnet) und haben hohe elektrische
Erregungsschwellen [34,33]. Erst im Rahmen von Entzindungen oder anderweitiger
lang andauernder, toxischer Stimuli (z.B. durch topische Applikation von Capsaicin)
kobnnen sie fur zusatzliche Reizmodalitdten sensibilisiert und ihre Erregungs-
schwellen herabgesetzt werden [32,35]. Zudem wird vermutet, dass diese
Nozizeptorklasse ursachlich fur die Induktion einer zentralen Sensibilisierung und
sekundaren Hyperalgesie ist [32,36]. Eine Ubererregbarkeit stummer C-Nozizeptoren
konnte unter anderem bei Patienten mit schmerzhafter Polyneuropathie erfasst
werden [37]. Besonders interessant ist zudem die Feststellung einer unter
pathologischen Umstanden auftretenden Spontanaktivitat, welche in friheren
Probandenversuchen mit der Intensitat spontaner Schmerzzustande bei Patienten
mit chronischen neuropathischen Schmerzen korrelierte [37]. Daher wird vermutet,
dass diese Nozizeptoren eine bedeutende Rolle in der Entstehung und der
Aufrechterhaltung von chronischen neuropathischen Schmerzen einnehmen.
Stumme Nozizeptoren zeichnen sich - in Abgrenzung zu anderen Subgruppen -
durch ein wesentlich ausgepragteres Ermuden bei repetitiver Stimulation (,activity
dependent slowing“ ADS) aus [33], welches bei Patienten mit neuropathischen
Schmerzen verandert ist [35]. Es wird angenommen, dass dieses Merkmal auf
die unterschiedliche Expression axonaler lonenkanale, vorrangig auf die
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aktivitatsabhangige langsame Inaktivierung der spannungsabhangigen
Natriumkanale, zurtckzufihren ist [38,26]. Daruber hinaus kann die Erregung
stummer Nozizeptoren (via Freisetzung von Neuropeptiden) zu einer neurogenen
Entzindung flhren, wodurch sich ihre Aktivierung anhand der Entstehung einer
Axonreflex-vermittelten Steigerung der Hautdurchblutung objektivieren lasst [39].
Dabei korreliert die Flache des Axon-Reflex-Erythems mit der Nervenfaserdichte und
der Funktion der kutanen C-Fasern. Entsprechend kann die Entstehung dieser Flare-
Reaktion im Rahmen einer ,small-fiber‘-Neuropathie beeintrachtigt sein [40], was
sich bereits in frGheren Studien mittels Laser-Doppler Imaging (LDI) darstellen lief®
[41].

1.4. Elektrische Stimulationsprofile

Die elektrische Stimulation stellt eine etablierte Methode zur kontrollierten Erregung
von Neuronen unter Umgehung chemischer, thermischer oder mechanischer
Signaltransduktionspfade dar. Sie wird klinisch eingesetzt, um die Leitungs-
geschwindigkeit und Erregbarkeit von A-Fasern [42,43] sowie somatosensorisch
evozierte Potenziale bei der Diagnose von Neuropathien zu beurteilen [16]. Eine
differenzierte Erregung der ursachlichen A-Delta- und C-Faserklassen mit Hilfe
elektrischer Reize ware ein vielversprechendes Instrument, um eine detailliertere
Patientendiagnose zu ermoglichen. Eine spezifischere Aktivierung von C-
Nozizeptoren im Allgemeinen und insbesondere von ,stummen® C-Nozizeptoren ist
jedoch angesichts ihrer hohen Aktivierungsschwellen schwer zu erreichen (1.3.1).
Anstatt die Stimulationsintensitat zu erhéhen, haben Forscher in friheren Studien
daher die Geometrie der Stimulationselektroden optimiert und intraepidermale [44]
oder mikrostrukturierte [45] epikutane Elektroden entwickelt, mit dem Ziel C-
Nozizeptoren spezifischer zu aktivieren. Im Rahmen dieser Ansatze wurde die
ausschliefliche Innervation der Epidermis durch nicht myelinisierte Nervenfasern [46]
genutzt. Daher werden durch Verwendung der entsprechenden Elektroden die
oberflachlichen, nicht myelinisierten Nervenfaserendigungen starkeren elektrischen
Feldern ausgesetzt, als die tiefer gelegenen, myelinisierten Axone in der Dermis.
Dabei gilt es jedoch zu bedenken, dass A-Delta-Fasern ihre Myelinscheide erst in der
Dermis erhalten, wahrend sich nicht myelinisierte Verzweigungen einige Zentimeter
weit in die Dermis-Epidermis-Grenze ausbreiten konnen [47].

1.4.1. C-Faser spezifische elektrische Reizprofile

Dem zeitlichen Profil der elektrischen Stimulation wurde im Hinblick auf eine
differenzierte Nozizeptoraktivierung bislang weniger Aufmerksamkeit geschenkt. Seit
Jahrzehnten werden hauptsachlich Rechteckimpulse (Abb.1) zur neuronalen
Aktivierung verwendet. Der Chronaxie von A-Fasern [20,21,22] entsprechend, wurde
in psychophysikalischen Untersuchungen am Menschen festgestellt, dass
Impulsdauern um 0,2 ms fur ihre Rekrutierung ausreichen [48]. Dahingegen weisen
Berechnungsmodelle fur die Chronaxie von C-Fasern [23] darauf hin, dass Dauern
um 1 ms fur eine Erregung der C-Fasern genugen. Dementsprechend wurden
Rechteckimpulse mit einer Dauer von 1 ms erfolgreich fur Schwellentests von C-
Faser-Axonen ex-vivo [49] eingesetzt und allgemein flr schmerzhafte elektrische
Stimulationen bei Freiwilligen verwendet [50,51]. Es gibt weniger Berichte Uber
alternative Stimulationsprofile wie die Dreiecks-Stimulation [44], welche
hauptsachlich auf A-Delta-Nozizeptoren abzielt. In jungerer Zeit wurden in einer
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systematischen Untersuchung langer andauernde Rechteckimpulse mit linear oder
exponentiell ansteigenden Profilen (1-50 ms) verglichen [52]. Die Ergebnisse
deuteten darauf hin, dass ein begrenzter exponentieller Impuls in Form einer
Haifischflosse mit einer Dauer von 50 ms fur die Aktivierung der C-Fasern optimal
ware. Eine weitere Verlangerung auf 100 ms verbesserte die Spezifitat nicht und eine
entsprechende Verlangerung von Rechteckimpulsen zeigte ebenfalls keine
wesentlichen Auswirkungen auf die Schmerzbewertung [53]. Die Untersuchungen
lieferten im Rahmen der Stimulation mit rechteckigen Impulsen von 0,5 ms Dauer
[34] jedoch auch Hinweise auf eine Verbesserung durch die Verwendung einer
fokalen elektrischen Stimulation Uber Stiftelektroden [54]. Daraufhin wurden
transdermale Stimulationen mittels bipolarer Stiftelektrode mit einem 500 ms langen,
langsam depolarisierenden Halbsinusimpuls (1 Hz) [55,56] oder einer
kontinuierlichen 4 Hz-Sinuswellenstimulation [57] (Abb.1) kombiniert. Hiertber
konnten C-Nozizeptoren beim Menschen erfolgreich selektiver stimuliert werden, was
sich in Aufzeichnungen einzelner Nervenfasern beim Schwein und durch
Mikroneurographie beim Menschen bestatigte. Bemerkenswert ist, dass das
charakteristisch durch C-Nozizeptoren vermittelte Axonreflex-Erythem (als
spezifischer Test fur die Aktivierung von Chemonozizeptoren) in diesen Studien
bereits bei Stimulationsintensitaten im Bereich der Wahrnehmungsgrenze auftrat. Es
ist demnach bekannt, dass die transkutane elektrische 4 Hz-Sinuswellenstimulation
in der Lage ist, eine Flare-Reaktion zuverlassig auszulosen [55].

Stromstérke

v

v

Zeit

Abb. 1: Darstellung verschiedener Stimulationsformen. A: klassischer Rechteckreiz
(0,5 ms), B: einzelner Zyklus eines Sinusreizes (250 ms), C: Halbsinusreiz (500 ms)

1.5. GroBtier-Modelle in der Schmerzforschung

Zu den etabliertesten und am haufigsten in der Schmerz- und Diabetesforschung
verwendeten Tiermodellen gehoren verschiedenste Nagetiermodelle (zumeist Mause
oder Ratten). Frihere Studien weisen jedoch auf zahlreiche Unterschiede im
Schmerzsystem von Menschen und Nagetieren hin [58,59] und brachten Limitationen
dieses Tiermodells insbesondere hinsichtlich der klinischen Ubertragbarkeit der
Ergebnisse auf den Menschen zu Tage [60,61,62,63]. Schweinemodelle werden
seltener eingesetzt, bieten in Bezug auf viele Eigenschaften des Stoffwechsels, auf
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die Anatomie und Histologie von Haut und Nervensystem, die nozizeptiven
Faserklassen sowie die axonale Erregbarkeit jedoch eine groBere Ahnlichkeit mit
dem Menschen [64,65,66]. Auch Funktionsweisen nervaler Strukturen - zum Beispiel
in Hinblick auf die vorhandenen lonenkanale und axonalen Eigenschaften -
entsprechen weitestgehend denen des Menschen. So konnte fur die Gruppe der
mechanisch-unempfindlichen ,stummen® C-Nozizeptoren beim Schwein - ebenso wie
beim Menschen - die Auslosung der axonalen Reflexreaktion nachgewiesen [67] und
eine gleichermalRen starke Leitungsverlangsamung (ADS) bei andauernder
elektrischer Stimulation festgestellt werden [68]. Dahingegen ist die Haut von
Nagetieren nicht mit CMi-Nozizeptoren mit vergleichbaren sensorischen, axonalen
und funktionalen Eigenschaften ausgestattet [58] und die Auslésung einer Flare-
Reaktion lasst sich bei ihnen auf die Aktivierung polymodaler Nozizeptoren
zuruckfuhren [69]. Frihere Forschungsergebnisse zeigten mittels Hautbiopsien
zudem, dass in Schweinemodellen fur chronische Schmerzen ahnliche pathologische
Veranderungen der nervalen Strukturen und kutanen Innervation induziert werden,
wie sie auch bei menschlichen Patienten mit chronischen neuropathischen
Schmerzen beobachtet werden kénnen [70].

1.6. Die Rolle von HMGB1 in der Diabetes- und Schmerzforschung

Die bedeutende Rolle einer chronischen Entzundungsreaktion in der Pathogenese
von Diabetes mellitus sowohl in Hinblick auf die R-Zellzerstorung als auch auf die
Insulinresistenz wird in vielen Studien dargelegt [71]. Als proinflammatorische
Mediatoren bzw. Metabolite sind Lipopolysaccharide (LPS) oder das High-Mobility-
Group-Box-1-Protein (HMGB1) wesentlich an der Pathogenese von Diabetes
beteiligt [71,72]. Bei HMGB1 handelt es sich um ein DNA-bindendes Kernprotein,
welches Genexpressionen regulieren [73], aber auch passiv von nekrotischen Zellen
[74] oder aktiv von Immunzellen als Antwort auf inflammatorische Signale in den
Extrazellularraum sezerniert werden kann [72]. Dort kann es beispielsweise die
Sekretion von Entzindungsmediatoren wie Zytokinen und Interleukinen oder des
Tumornekrosefaktors-alpha auslésen und Rezeptoren weiterer Immunzellen
aktivieren [75,76]. Zudem besitzt es die Fahigkeit dendritische Zellen anzuziehen,
diese zu aktivieren und antigenspezifische Immunantworten zu férdern, weswegen
es auch als ,Immunalarmin® (oder ,DAMP“ = ;Danger Associated Molecular Pattern®)
bezeichnet wird [77].

Daruber hinaus wird HMGB1 zunehmend als ursachliche Komponente fur die
Entstehung chronischer Schmerzzustande im Rahmen von Neuropathien in Betracht
gezogen. So deuten fruhere Studien an Nagetieren darauf hin, dass HMGB1 nach
Nervenverletzungen als neuromodulatorisches Zytokin wirken und eine anhaltende
endogene Freisetzung von HMGB1 durch sensorische Neuronen einen relevanten
Modulator der neuronalen Erregbarkeit darstellen kann [78,79]. Obgleich die
genauen zu Grunde liegenden Mechanismen unbekannt sind, werden in der Literatur
potentielle Signalwege beschrieben, die durch Bindung der Liganden HMGB1 und
LPS an die zellmembranstandigen Rezeptoren RAGE (receptor fur advanced
glycation end products) und TLR4 (Toll-like-rceptor 4) ausgeldst werden [80] und zu
einer Sensibilisierung des nozizeptiven Systems beitragen kdnnen. So wird unter
anderem berichtet, dass LPS in der Lage ist, trigeminale Neuronen direkt zu
aktivieren und den Kationenkanal TRPV1 Uber einen TLR4-vermittelten
Mechanismus zu sensibilisieren [81]. Zudem kann durch Bindung der Metabolite an
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den genannten Rezeptoren der NF-kB-Signalweg aktiviert werden [82] (Abb.2).
Dieser resultiert in einer Ausschittung proinflammatorischer Zytokine wie IL-103,
welche wiederum Auswirkungen auf den ionotropen NMDA-Rezeptor zeigen, der zur
Ubererregbarkeit peripherer Nervenendigungen beitragen kann [83]. Insgesamt wird
insbesondere die Aktivierung von RAGE als Ausloser fur die Entstehung neuronaler
Sensibilisierung und mechanischer Hyperalgesie vorgeschlagen [84,85]. Aber auch
von einer Endotoxin vermittelten TLR4 Aktivierung ist bekannt, dass sie neuronale
Erregungszustande in akut dissoziierten nozizeptiven Neuronen direkt erhOhen kann
[86].

SRON:
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GE TLR4 |

N/

Diabetische
Entziindung Komplikationen
NMDA-
Rezeptor P——

? Periphere C-Nozizeptoren 2

2

Ubererregbarkeit

Abb. 2: Schematische Darstellung eines Signalwegs und méglicher Auswirkungen
von HMGB1 und LPS. Eigene Darstellung nach [83,115].

In diabetischen Tiermodellen und bei Diabetes-Patienten wurden bereits erhdhte
HMGB1-, RAGE- und TLR-Spiegel erfasst [76,87,88,72]. Zudem konnte bei
menschlichen Nervenfasern unter pathologischen Bedingungen im Rahmen einer
diabetischen oder idiopathischen peripheren Neuropathie eine erhdhte Expression
von HMGB1 und RAGE festgestellt werden [89]. Die Hemmung von HMGB1 und
seiner nachgeschalteten Rezeptoren RAGE und TLR4 koénnen demnach als
potenzielle therapeutische Ziele bei Diabetes mellitus und den auftretenden
Komplikationen der Erkrankung wie neuropathischen Schmerzen angesehen werden
[71,90,78]. Ebenso stellt HMGB1 mit seinen komplexen Reaktionswegen und
Wirkungsmechanismen im Rahmen der Entstehung chronischer Schmerzzustande
einen spannenden Ansatzpunkt dar.
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1.7. Zielsetzung und Arbeitshypothesen

Hauptziel dieser Arbeit war die Entwicklung und Optimierung eines elektrischen
Stimulationsverfahrens mit dem eine spezifischere Aktivierung der unmyelinisierten
C-Fasern erzielt werden kann und welches sowohl im Tiermodell als auch zur
klinischen Erprobung am Menschen einsetzbar ist. Des Weiteren sollte mittels der
erarbeiteten Stimulationsform in einem translationalen Ansatz in Bezugnahme auf
potenzielle Pathomechanismen einer ,small-fiber‘-Neuropathie untersucht werden,
ob HMGB1 und LPS als Liganden der Rezeptoren RAGE und TLR4 die Erregbarkeit
von C-Fasern erhohen konnen.

Folgende Arbeitshypothesen wurden in diesem Kontext formuliert:

1) Durch die langsame Depolarisation mit kontinuierlich wechselnder
Stromstarke bei Stimulation mit langer andauernden Halbsinusreizen kann
eine spezifischere Aktivierung der fur chronische Schmerzen und
Neuropathien relevanten C-Nozizeptoren erzielt werden als mittels des
traditionell verwendeten 1 ms-Rechteckreizes.

2) HMGB1 kann eine Sensibilisierung der neuronalen Erregbarkeit von C-
Nozizeptoren auslosen.

Zur Uberprifung der Hypothesen wurden folgende experimentelle Methodiken
eingesetzt:

1) Einzelfaseraufzeichnungen am Schwein in-vivo: Erfassung der elektrischen
Aktivierungsschwellen verschiedener C-Nozizeptorklassen bei Stimulation mit
unterschiedlichen Halbsinusdauern von 1 ms bis 250 ms. (Diese
Versuchsreihe wurde von der Forschungsgruppe fiir Experimentelle
Schmerzforschung der medizinischen Fakultdt Mannheim durchgefiihrt. Die
erhobenen Daten wurden anschlieBend zur Auswertung im Rahmen dieser
Doktorarbeit zur Verfliigung gestellt.)

2) Testung verschiedener Halbsinusimpulse am menschlichen Probanden:
Bestimmung der Dosis-Wirkungsbeziehung verschiedener Impulsdauern
anhand der Psychophysik und der Axon-Reflex-Reaktion zur Uberpriifung der
Ubertragbarkeit der Ergebnisse aus 1) auf den Menschen und der Aktivierung
stummer C-Nozizeptoren. (Die Probandenversuche wurden in kollegialer
Zusammenarbeit mit Dr. med. Tobias Schneider (Chronic Pain Unit,
Department of Anesthesiology, University Hospital Basel, Basel, Switzerland)
durchgefiihrt.)

3) Ableitung von C-Faser-Summenaktionspotentialen am Nervus saphenus des
Schweins ex-vivo: Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Kurven bei Verwendung der
unterschiedlichen Halbsinusdauern von 1 ms bis 250 ms Dauer zur
Uberprifung der Ergebnisse aus 1) und 2 ). Zudem Untersuchung der
Auswirkungen von HMGB1 und LPS auf die Dosis-Wirkungskurven.

Teilergebnisse der vorliegenden Arbeit wurden unter dem Titel ,Optimized electrical
stimulation of C-nociceptors in humans based on the chronaxie of porcine C-fibers*
veroffentlicht bei: The Journal of Pain (Januar 2023).
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2. MATERIAL UND METHODEN

2.1. In-vivo Einzelfaserableitungen von C-Fasern am Schwein

Die ethische Genehmigung fur die Tierversuche an Schweinen wurde von der
Ethikkommission des Regierungsprasidiums Karlsruhe (Nummer G-78/18, Karlsruhe,
Baden-Wurttemberg, Deutschland) erteilt.

2.1.1. Versuchstiere

Zur Vorbereitung auf den chirurgischen Eingriff (vorbeschrieben in [68,91]) wurden
die insgesamt 21 mannlichen Schweine (Sus scrofa domesticus, deutsche
Landrasse, Korpergewicht 22-27 kg, Alter 10-14 Wochen) mittels intramuskularer
Injektion von 5 mg/kg Azaperon (Stresnil; Janssen Pharmaceutica, Beerse, Belgien)
und 1 mg/kg Midazolam (Dormicum, Roche, Basel, Schweiz) pramediziert. Die
Einleitung der Allgemeinanasthesie erfolgte durch intravendse Injektion von
1-1,5 mg/kg Propofol (Fresenius, Bad Homburg, Deutschland), die Aufrechterhaltung
mittels 15-20 mg/kg/h intravenésem Phenobarbital (Narcoren; Merial, Halbergmoos,
Deutschland). Die Schweine wurden fur den Eingriff intubiert und beatmet
(Atemfrequenz 15/min; Tidalvolumen 10-15 ml/kg), zudem fand eine kontinuierliche
Uberwachung der Vitalparameter (Herzfrequenz, Sauerstoffsattigung, rektale
Temperatur) statt. Eine angemessene Narkosetiefe wurde anhand der Herzfrequenz
und des Fehlens motorischer oder hamodynamischer Reaktionen auf schadliche
Reize kontrolliert. Die Euthanasie erfolgte am Ende jedes Versuchs durch Vertiefung
der Narkose mit einem Phenobarbital-Bolus von 30 mg/kg, gefolgt von einer
i.v.-Injektion von 0,3 ml/kg Ubersattigter Kaliumchloridldsung (Sigma-Aldrich,
Deutschland) zur Induktion des Herzstillstandes. Der Tod wurde durch die Persistenz
einer isoelektrischen Linie (Nulllinie) im EKG und das Verschwinden des
Karotispulses bestatigt.

2.1.2. |dentifizierung und Charakterisierung C-nozizeptiver Einzelfasern

Die Freilegung des Nervus saphenus erfolgte an der Mitte des Oberschenkels Uber
eine Lange von circa 6 cm [68]. Daraufhin wurden isolierte Nervenblndel in dinne
Filamente zerlegt bis einzelne Aktionspotentiale durch eine Stimulation mit
Rechteckimpulsen (Dauer 0,5 ms, 20 mA) extrazellular abgeleitet werden konnten
(sogenannte ,teased fiber‘-Technik [92]; Abb. 3). Die elektrischen Stimuli wurden mit
einem Konstantstromstimulator (DS7A, Digitimer Ltd, Hertfordshire, Vereinigtes
Konigreich) bei 0,25 Hz erzeugt und Uber ein Paar nicht isolierte Wolframelektroden
(FHC, Bowdoinham, ME US) im entsprechenden peripheren rezeptiven Feld der
Einheit auf die Haut appliziert. Die Signale wurden verstarkt (Model 5113; Ametek
Inc, Berwyn, US), gefiltert (Modell 3364; Krohn-Hite Corp., Brockton, US) und mittels
der Software DAPSYS 8 (www.dapsys.net, ©Brain Turnquist, Johns Hopkins
Universitat, US) aufgezeichnet. Die anschlieRende Klassifikation der Nervenfasern
[93] erfolgte anhand ihrer Leitungsgeschwindigkeit, ihrer Empfindlichkeit gegenliber
einer Reizung mit mechanischen Bursten (Brush05, Somedic SenselLab™,
Schweden) und punktuellen Reizen (bewertet mit Semmes Weinstein
Monofilamenten Touch-Test™ Sensory Evaluator, US) sowie anhand ihrer
aktivitatsabhangigen Verlangsamung der Leitungslatenz (ADS) bei wiederholter

10



Material und Methoden

elektrischer Stimulation (mit 2 Hz fir 3 min). Hierdurch konnten auch mechanisch-
insensitive Nozizeptoren (CMi, ,brush negativ®) eindeutig identifiziert werden.

(A) (B) (€)

Abb. 3: Einzelfaserableitung am Schwein in-vivo mittels ,teased fiber - Technik

(Bildquelle [116]: Habilitationsschrift ,Erregbarkeitsénderungen von Nozizeptoren®,

Otilia Obreja, Universitat Heidelberg, 2013)

(A) Freigelegter Nervus saphenus am Oberschenkel des Schweins, Zerlegung des
Nervenblindels in diinne Filamente.

(B) Applikation des elektrischen Stimulus im zugehérigen peripheren Innervations-
feld auf der Haut

(C) Extrazelluldre ,teased-fiber“-Ableitung einer Einzelfaser (weilBer Pfeil) mittels
Goldelektrode

2.1.3. Schwellenwertaufzeichnungen bei halbsinusformiger Stimulation

Die Halbsinusimpulse wurden von einem Paar abgerundeter bipolarer
Platinelektroden (Durchmesser 0,4 mm, Abstand 2 mm, Ngrresundby, Danemark;
Abb. 4) abgegeben, welche im rezeptiven Feld der Einheit auf der Haut platziert
wurden. Die Erzeugung der elektrischen Impulse erfolgte mit Hilfe eines linearen
Stimulusisolators (Modell A395, World Precision Instruments, Sarasota, US), der von
der Software DAPSYS 8 (www.dapsys.net, ©Brain Turnquist, Johns Hopkins
Universitat, US) gesteuert wurde. Die Antwort einer C-Faser-Einheit auf einen
einzelnen Halbsinuswellenimpuls wurde anhand der fur ihre Aktivierung bendtigten
Stimulusstarke und Impulsdauer (Starke-Dauer-Kurve) definiert. Halbsinusimpulse
von 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100 und 250 ms Dauer wurden mit 2 Hz abgegeben, dabei
wurde die Stromstarke der Stimulation in Schritten von 0,01 mA alle 2 Sekunden
erhoht, bis Aktionspotentiale vom Gerat aufgezeichnet werden konnten
(Schwellenwert). Der Schwellenwert fur die Nervenfaseraktivierung wurde durch den
Strom definiert, der erforderlich war, um mindestens zwei aufeinanderfolgende
Einzelentladungen der Einheit hervorzurufen, die zeitlich jeweils an einen einzelnen
Halbsinuswellenreiz gekoppelt waren. Fir jede Faserklasse wurde eine lineare
Anpassung des Verhaltnisses zwischen der Stromstarke des Schwellenwertes und
der Halbsinus-Stimulationsdauer berechnet und der entsprechende Achsenabschnitt
auf der Zeitachse der Halbsinusdauer auf der Grundlage der Weiss-Gleichung [21]
als Chronaxie bestimmt.
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2.2. Psychophysik und Axon-Reflex-Erythem beim Menschen

Die ethische Genehmigung flir die Versuche an gesunden, menschlichen
Versuchspersonen wurde von der Ethikkommission der Universitat Heidelberg
(Nummer 2021-570, Baden-Wurttemberg, Deutschland) erteilt.

2.2.1. Versuchspersonen

Die Freiwilligen fur die Probandenversuche wurden von Mai bis Oktober 2021 mit
Hilfe von Mund-zu-Mund-Propaganda sowie Uber ein Posting in einer online-Gruppe
der Studentenschaft der Universitatsmedizin Mannheim rekrutiert. Alle
Teilnehmenden erfullten die Aufnahmekriterien eines guten Gesundheitszustandes
(American Society of Anaesthesiologists Physical Status, ASA | oder Il) und eines
Alters zwischen 18 und 65 Jahren. DarUber hinaus bestanden bezuglich der Auswahl
der Versuchspersonen folgende Ausschlusskriterien:

- Hauterkrankungen oder Hautdefekte im Bereich der Messstelle

- Psychiatrische Erkrankungen

- Bestehender Wirkungsspiegel einer Medikation, welche mit einer veranderten
Schmerzwahrnehmung einhergeht (z.B. Schmerzmittel, Antihistaminika,
Calcium-Kanal-Blocker, Antidepressiva, Steroide)

- Akute oder chronische Erkrankungen mit (Verdacht auf) Beeinflussung des
Nervensystems (z.B. akute oder chronische Schmerzsymptomatik, Diabetes
mellitus, Multiple Sklerose, Polyneuropathie)

- Akuter Alkohol-/Drogeneinfluss

- Bestehende Schwangerschaft

Jeder Proband durchlief vor den eigentlichen Messungen im Rahmen dieser Studie
eine Einfuhrung, welche eine Erlauterung des Versuchsaufbaus sowie
Probemessungen beinhaltete. Dabei wurde mittels Testreizen (ein 4 Hz-Sinusreiz fur
eine typischerweise lang-brennende sowie ein 1 ms-Rechteckreiz flr eine
typischerweise kurz-stechende Empfindung und ein Halbsinus-Testreiz mittlerer
Dauer) die subjektive Wahrnehmung geschult sowie das Schmerzrating mittels
numerischer Rating Skala (NRS) eingeubt. Bei Versuchsteil 2 (2.2.3) wurden die
Probanden zusatzlich beziglich der Sicherheitsmallnahmen gemafl Laser-Produkten
der Klasse 3R instruiert und waren zum Tragen einer Schutzbrille verpflichtet. Fur die
Teilnahme an der Studie wurde eine finanzielle Entschadigung gewahrt, welche nach
Abschluss der Studie ausgezahlt wurde.

2.2.2. Untersuchung des subjektiven Empfindens bei elektrischer
Halbsinusstimulation unterschiedlicher Dauer (Psychophysik)

Es wurden Halbsinusreize mit acht verschiedenen Impulsdauern von 1 ms bis
250 ms untersucht (Tab. 1) und in Bezug auf die bei Stimulation erfassten, subjektiv
empfundenen Dosis-Wirkungs-Beziehungen untereinander sowie mit dem
verwendeten Kontrollreiz (1 ms-Rechteckreiz) verglichen. Ein Paar abgerundeter
bipolarer Platinelektroden (Durchmesser 0,4 mm, Abstand 2 mm; Ngrresundby,
Danemark; Abb. 4) diente der Applikation der elektrischen Reize. Zur Stimulation mit
Halbsinusreizen wurden die Elektroden an den Konstantstromgenerator ,Digitimer
DS5 (DS5 Digitimer Ltd., Welwyn Garden City, Vereinigtes Konigreich; Abb. 4)
angeschlossen. Die jeweiligen Halbsinus-Impulsgaben wurden anschlieend Uber
das Computerprogramm Dapsys 8.0 (©Brain Turnquist, Johns Hopkins Universitat,
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US) gesteuert, welches uber die Definition von Dauer, Amplitude und Abfolge
einzelner Stromimpulse die Erstellung der gewilnschten elektrischen
Stimulationsprotokolle ermdglichte. Die Applikation der Rechteckreize erfolgte Uber
Anschluss der Elektroden an den Konstantstrom-Generator ,Digitimer DS7A" (DS7
Digitimer Ltd, Welwyn, Garden City, Vereinigtes Konigreich, Abb. 4), an welchem die
gewunschte Dauer und Stromstarke der Rechteckreize manuell eingestellt wurde.
Anhand des verbundenen Pulsgenerators (PG01, Rimkus Medizintechnik, Parsdorf,
Deutschland) konnten zudem Impulsanzahl und -abstand definiert und die Rechteck-
Reizabgabe ausgelOst werden.

Tab. 1: Zur Untersuchung der Psychophysik verwendete Reizformen und -dauern.

Reizform Reizdauern [ms] Stromstéarke [mA] Frequenz [Hz]
Halbsinusreiz 1, 2, 5,10, 25, 50, 100, 250 0,0125-1,8 2
Rechteckreiz 1 0,1-1,4 2

Mit Hilfe der Website ,www.randomizer.org“ (Copyright © 1997-2022 by Geoffrey C.
Urbaniak and Scott Plous) wurde die Reihenfolge der Testreize fur jeden Probanden
individuell festgelegt. Dies ermdglichte eine zuféllig randomisierte Versuchs-
durchflihrung. Die Applikation der Stromreize erfolgte repetitiv an insgesamt vier vor
Versuchsstart definierten und markierten Hautstellen. Hierzu wurden zwei
Testbereiche auf der volaren Seite eines Unterarms und zwei auf der Rickseite eines
FulRRes eingezeichnet - jeweils einer am proximalen und einer am distalen Rand des
medialen Drittels der Extremitat. Die Auswahl der fur die Versuchsdurchfuhrung
verwendeten Korperseite geschah auf Wunsch des Probanden (insofern beidseitig
keine Ausschlusskriterien auftraten). Loste die Stimulation an der ausgewahlten
Hautstelle einen ausstrahlenden Schmerz oder eine Muskelzuckung aus, so erfolgte
ein Wechsel der Applikationsstelle (und gegebenenfalls der Korperseite). Vereinzelt
war zur erfolgreichen Reizapplikation eine Vorbereitung der jeweiligen Hautpartie
mittels Hautpeeling (Nuprep Hautvorbereitungsgel, Weaver and Company)
notwendig. Jede Einzelmessung bestand aus der Applikation von funf
aufeinanderfolgenden Impulsen mit der gleichen Halbsinusdauer. Im Anschluss
erfolgte eine kleinstufige, schrittweise Erhdhung der Stromstarke (0.0125-1.8 mA) bis
die folgenden drei individuellen Schwellenwerte fur den jeweiligen Testreiz erfasst
werden konnten:

1) Wahrnehmungsschwelle (Definition: niedrigste Stromstarke, bei der
mindestens 3 der 5 applizierten Impulse wahrgenommen wurden)

2) Schmerzschwelle (Definition: niedrigste Stromstarke, bei der die
Impulsabfolge erstmalig als schmerzhaft empfunden wurde)

3) Schmerzstarke 3 von 10 (Definition: niedrigste Stromstarke, bei der eine
Schmerzintensitat 3 von 10 auf einer numerischen Ratingskala (NRS) erreicht
wurde; hierbei gilt 0 = kein Schmerz, 10 = maximal vorstellbarer Schmerz)
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Hierzu wurden die Versuchspersonen nach jeder verwendeten Stromstarke zur
Wahrnehmung des Testreizes sowie zur empfundenen Schmerzstarke befragt und
die jeweiligen Stromstarken bei Erreichen der Schwellen protokolliert. Als Kontrolle
erfolgte die Bestimmung der oben beschriebenen Schwellenwerte 1) - 3) zudem fur
Rechteckimpulse (Tab.1) mit einer Impulsdauer von 1 ms und ansteigender Intensitat
(0,2 mA/s). Beim jeweiligen Erreichen der Schmerzstarke NRS 3/10 wurden die
Probanden darUber hinaus nach der subjektiv empfundenen Schmerzqualitat befragt,
insbesondere ob der Stimulus eher als kurz-stechend oder lang-brennend
wahrgenommen wurde. Jede untersuchte Reizform wurde insgesamt vierfach
(zweimal am Unterarm, zweimal am Fuliricken) appliziert. Diesbezuglich wurde
bereits im Rahmen der Randomisierung die Bedingung hinterlegt, dass flr jede
Reizform einmal die distale und einmal die proximale Hautstelle (jeweils an Unterarm
und Fulyricken) zur Verwendung kommen soll.

Abb. 4: Verwendete abgerundete bipolare Platinelektroden (rechtes Bild;
Durchmesser 0,4 mm, Abstand 2 mm; Ngrresundby, Dadnemark) und
Konstantstromgeneratoren (linkes Bild; DS5 Digitimer Ltd. flir die Applikation der
Halbsinusreize und DS7 Digitimer Ltd. fiir die Applikation der Rechteckreize).

2.2.3. Messung der Hautdurchblutung zur Testung optimierter Halbsinusreize auf die
Aktivierung stummer Nozizeptoren (Axon-Reflex-Erythem)

Anhand der erhaltenen psychophysikalischen Ergebnisse aus Versuch 2.2.2.
konnten die zwei Halbsinusreize mit der optimalen Dosis-Wirkungs-Beziehung
(moglichst niedrige Schwellenwerte in Kombination mit einer mdglichst kurzen
Impulsdauer) fir weitere Versuche ausgewahlt werden. Diese Folgeversuche
beinhalteten die Erfassung der Schmerzbewertung sowie der Axon-Reflex-Reaktion
(als Prufung der Aktivierung stummer Nozizeptoren) in Abhangigkeit von der
Impulsanzahl. Es wurden die Halbsinusreize mit den Dauern 10 ms und 25 ms
jeweils mit einer Anzahl von 8, 16 und 32 Impulsen, einer Frequenz von 5 Hz und
einer Stromstarke von 0,2 mA appliziert (Tab. 2). Die genannte Stimulationsintensitat
wurde gewahlt, da diese im vorherigen Probandenversuch (2.2.2) einen
durchschnittlichen Uberschwelligen Reiz darstellte. Sie wurde festgelegt als
Mittelwert zwischen der Schmerzschwelle aller Probanden und der Stromstarke die
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erforderlich ist, um eine Schmerzbewertung von NRS 3/10 auszulésen. Zur
elektrischen Stimulation wurden die bereits in 2.2.2. fur die unterschiedlichen
Reizformen beschriebenen technischen Geratschaften verwendet. Neben den
Halbsinusreizen wurde erneut der 1 ms-Rechteckreiz als Negativkontrolle genutzt,
dariber hinaus wurde ein Sinusreiz (Standardreiz mit 4 Hz, 0,2 mA) als
Positivkontrolle inkludiert [57] (Tab. 2). Die Applikation des Sinusreizes erfolgte
analog der Stimulation mit Halbsinusreizen (siehe 2.2.2.) Uber den Konstantstrom-
Stimulator ,DS 5 Digitimer Ltd.“ (Welwyn Garden City, Vereinigtes Konigreich), die
Programmierung und Steuerung der Impulse erfolgte entsprechend Uber das
Programm Dapsys 8.0 (©Brain Turnquist, Johns Hopkins Universitat, US).

Tab. 2: Zur Untersuchung der Entstehung eines Axon-Reflex-Erythems verwendete
Reizformen und -dauern.

. . Reizdauern Stromstarke Frequenz
Reizform Funktion Impulsanzahl
[ms] [mA] [Hz]
Halbsinusreize Testreize 10, 25 8, 16, 32 0,2 mA 5
Rechteckreiz | Negativkontrolle 1 32 0,4 mA 5
Sinusreiz Positivkontrolle 16 0,2 mA 4

Die Applikation jedes Testreizes erfolgte auf zwei von vier bereits vorab definierten
und markierten Hautstellen an der volaren Oberflache des medialen Drittels beider
Unterarme der Probanden (jeweils zwei Teststellen pro Arm; Abb. 5). Im Rahmen der
Doppelbestimmung jeder Reizvariante wurde sichergestellt, dass jede Reizform mit
der spezifischen Reizdauer und Impulsanzahl einmal an der distaleren und einmal an
der proximaleren Stelle angewendet wurde. Die Reihenfolge der Reizapplikationen
wurde zuvor randomisiert (www.randomizer.org; Bedingung: jeder Reiz wird einmal
proximal und einmal distal appliziert). Nach jeder Stimulation wurden die Probanden
zur maximal empfundenen Schmerzstarke und dem Auftreten von Juckreiz befragt
(jeweils auf einer numerischen Ratingskala von 0-10, wobei 0 keine und 10 die
starkste vorstellbare Empfindung darstellt). Die Juckreiz-Befragungen wurden als
Kriterium fUr das Auftreten einer Histaminausschittung aus Mastzellen als maoglicher
Confounder fur die Entstehung einer Flare-Reaktion verwendet [94]. Zur Ermittlung
des Axon-Reflex-Erythems wurde vor jeder Reizapplikation (Kontrollmessung) sowie
in Abstanden von 30 Sekunden fur insgesamt 5 Minuten nach jeder Reizapplikation
die oberflachliche Hautdurchblutung mittels Laser-Doppler-Bildgebung (Moor
Instruments Ltd, Millwey, Vereinigtes Konigreich) gemessen. Diese Aufzeichnung
erfolgte auf einem Areal von 12,25 cm2 (3,5 cm x 3,5 cm) um die jeweilige
Stimulationsstelle. Zur GroRRenjustierung des Messfeldes flur die digitale Auswertung
wurde im Anschluss an die Kontrollmessung (vor Reizabgabe) eine weitere LDI-
Messung mit einem zentral auf dem Stimulationspunkt platzietem 2 cm x 2 cm
grolen Kartonplattchen durchgefuhrt (Abb. 5). AnschlieRend wurde der Reiz
appliziert und fur weitere 5 Minuten lang die lokalen Veranderungen der
oberflachlichen Hautdurchblutung um die Stimulationsstelle aufgezeichnet (10 Bilder,
Dauer der Einzelbild-Aufnahmen jeweils 30 Sekunden). Um an den Teststellen eine
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Adaptation auf die elektrische Reizung sowie eine noch bestehende Reaktion auf
einen vorherigen Testreiz zu vermeiden, wurden die Stimulationsstelle nach jeder
Messung gewechselt. Im Anschluss an die Messungen wurden die LDI-Bilder digital
mittels des Programms ,MoorLDI analysis® (Moor Instruments Ltd., Millwey,
Vereinigtes Konigreich) ausgewertet. Dabei wurden Pixel mit Flusswerten, die den
Basisfluss der Kontrollmessung um die 2-fache Standardabweichung Uberstiegen,
als signifikanter Flussanstieg betrachtet und fur die Berechnung der Flache des
Axon-Reflex-Erythems verwendet. Die Flache unter der Kurve (AUC) der Flare-
Entwicklung Uber die Zeit wurde anhand der Trapezregel berechnet.

Abb. 5: Markierung der Stimulationsstellen und Ablauf der LDI-Messungen

(A) LDI-Kontrollmessung vor Reizabgabe nach Abmessung der Testbereiche und
Stimulationsstellen (hier ist der Laserstrahl beispielhaft im distalen Messfeld
eines rechten Unterarms zu sehen): Die 3,5 cm x 3,5 cm groBen Messbereiche
wurden bei jedem Probanden in 5 cm Entfernung vom Handgelenk (distaler
Messbereich) sowie von der Ellenbeuge (proximaler Messbereich)
eingezeichnet. Die Stimulationsstellen wurden als Mittelpunkte der Messfelder
definiert (mit rotem X markiert).

(B) LDI-Messung mit aufgelegtem 2 cm x 2cm grollen Kartonpléttchen zur
GréBenjustierung fiir die digitale Auswertung (skizzierte Darstellung des
Messpléttchens sowie des Laser-Messfeldes mit einer GréBe von 3,5 cm x 3,5
cm)

(C) Reizabgabe an der Stimulationsstelle, anschlie@end Durchfiihrung 10 weiterer
LDI-Messungen (ber einen Zeitraum von insgesamt 5 min (30 s pro Messung)
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2.3. Ex-vivo Ableitung von C-Faser-Summenaktionspotentialen am Nervus
saphenus des Schweins

Die ethische Genehmigung fur die Tierversuche mit Schweinen wurde von der
Ethikkommission des Regierungsprasidiums Karlsruhe (Nummer G-78/18, Karlsruhe,
Baden-Wdrttemberg, Deutschland) erteilt.

2.3.1. Praparation der Faszikel und Versuchsaufbau

Die ex-vivo Versuche am porcinen N. saphenus wurden jeweils im Anschluss an
einen von der Forschungsgruppe fir Schmerzmedizin der Universitatsmedizin
Mannheim durchgefuhrten in-vivo Versuch am Schwein durchgefuhrt (vergleichbar
mit dem Versuchsaufbau unter 2.1.1). Hierdurch konnte nach Abschluss der
jeweiligen Experimente der N. saphenus der bislang nicht getesteten Korperseite im
Bereich seines Ursprungs freigelegt und ein Segment von ca. 2-3,5 cm Lange
gewonnen werden. Dieser Vorgang wurde unter noch bestehender Allgemein-
anasthesie vor der Euthanasie der Schweine durchgefihrt. Unmittelbar nach der
Entnahme wurde das Nervensegment flr den gesamten weiteren Versuchsablauf in
physiologischer Losung (Zusammensetzung und Herstellung in Tabelle 3 gelistet)
aufbewahrt. Diese diente als synthetischer Ersatz der interstitiellen Flussigkeit [95]
zum Erhalt der Vitalitat und der Funktion des Nerven.

Tab. 3: Substanzen mit Mengenangaben zur Herstellung der physiologischen
Lésung in destilliertem Wasser. Die Substanzen wurden in der entsprechenden
Reihenfolge ihrer Auflistung hinzugefiigt. Nach Hinzugabe von Natriumgluconat
erfolgte eine Anpassung des pH-Wertes auf 7,4 mittels Hinzufligen von Salzsédure
(HCI) oder Natronlauge (NaOH) unter kontinuierlicher elektronischer pH-Messung.
Erst im Anschluss wurden die verbleibenden Substanzen hinzugefligt.

Substanz Stoffmenge [MM] Konzentration [pro Liter]
Natriumchlorid (NaCl) 118.0 6.89¢g
Kaliumchlorid (KCI) 3.2 0.24 ¢
HEPES 6.0 143 ¢
Natrium-Gluconat 20 4364

pH-Adjustierung auf 7,4 (7,35-7,45)

Calciumchlorid (CaCls) 5.6 1.5 ml
Magnesiumchlorid (MgCl.) 1.5 1.0 ml
Glukose 1.0 19
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Abb. 6: Entnommener Abschnitt des Nervus saphenus (links), Ansicht des
N. saphenus unter dem Mikroskop im Prozess der Abtrennung eines einzelnen
Faszikels (Mitte) und Abbildung eines einzelnen Faszikels unter dem Mikroskop mit
erkennbarer weil3-gréaulicher Streifung (rechts).

Im Anschluss an die Enthahme wurde der Nerv unter dem Mikroskop mechanisch
von Blutgefallen, umliegendem Gewebe und Epineurium befreit und ein einzelner
Faszikel abgetrennt (Abb. 6). Die noch vorhandene Vitalitdt konnte orientierend
anhand einer optisch schimmernden, weild-graulichen Streifung des gesauberten
Faszikels Uberpruft werden. Der isolierte Faszikel wurde in ein Versuchsbad (Avere
Solutions UG, Erlangen, Deutschland; Abb. 7) zwischen zwei am medialen Ende mit
Silikon gepfropften Glasrohrchen eingespannt. Hierdurch entstand um den Faszikel
eine mechanische und hochohmige elektrische Abdichtung. Das Organbad sowie
das freie Volumen der Glasrohrchen wurden mit physiologischer Losung befullt. Fur
die anschlieBende Durchfuhrung des Experiments (Ableitung von C-SAPs
vorbeschrieben in [96, 95]) wurde das Versuchsbad an ein Temperaturmessgerat und
Uber einen zu- sowie abfuhrenden Schlauch an eine Pumpe (505S, Watson-Marlow
Ltd., Falmouth, UK) angeschlossen. Hierdurch konnte ein konstanter
Flissigkeitsaustausch mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min gewahrleistet
werden, der das Versuchsbad mit physiologischer Losung perfundierte, welche
kontinuierlich mit gasformigem Sauerstoff angereichert wurde. Chlorierte Silberdrahte
in den Glaspipetten (lateral des Silikonpfropfens) und im Versuchsbad dienten als
Anode (in der Glaspipette) und Kathode (im Versuchsbad) fur Konstantstromstimuli
mit einer Frequenz von 1 Hz (A395 Linear Stimulus Isolator, WPI, Sarasota, USA)
und ermoglichten die Aufzeichnung der extrazellularen Signale Uber den
Dichtungswiderstand des Silikons. Die erfassten Signale wurden verstarkt (N104
Neurolog, Digitimer, Hertfordshire, Vereinigtes Konigreich), gefiltert (Tiefpass 5 kHz;
Hochpass 0,1 Hz) und rauschunterdrickt (Hum Bug 50/60 Hz Noise Eliminator,
Quest Scientific, North Vancouver, Kanada) sowie digitalisiert (NI-600, National
Instruments, USA). Die Steuerung der Stimulationsintensitat und die Datenerfassung
erfolgten mittels QTRAC-Software (Digitimer Ltd, Welwyn, Garden City, Vereinigtes
Konigreich). Nach jedem vollstandigen Versuchsdurchlauf an einem Faszikel wurde
der Abstand zwischen den beiden Glaspipetten (entsprechend zwischen
Stimulations- und Messseite) im Versuchsbad gemessen, dieser variierte zwischen
3,1 mm und 6,3 mm.
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Abb. 7: Verwendetes Versuchsbad (links) und schematische Darstellung des in die
Glaspipetten eingespannten Faszikels (rechts) mit den verwendeten
Stimulationsformen (Rechteckreiz und Halbsinusreiz) und dem abgeleiteten C-
Faser Summenaktionspotential (C-SAP).

2.3.2. Ermittlung der Dosis-Wirkungs-Kurven bei Stimulation mit Halbsinusimpulsen
unterschiedlicher Dauer

Es wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven fur die Stimulation mit einem rechteckigen
Standard-Stimulus von 1 ms Dauer und fir acht Halbsinus-Stimuli von
unterschiedlichen Dauern (1 ms, 2 ms, 5 ms, 10 ms, 25 ms, 50 ms, 100 ms, 250 ms)
erstellt. Das Versuchsprotokoll wurde mittels QTRAC-Software (Digitimer Ltd,
Welwyn, Garden City, Vereinigtes Kdnigreich) unter Verwendung vorprogrammierter
Befehle fir die verschiedenen Reizformen, Reizdauern und Stromstarken
durchgefuhrt. Fur jeden Stimulus wurde die Aktivierungsschwelle bestimmt, indem
die Stimulusamplitude von 0 pA in Schritten von 0,05-1 pA bis zum ersten Auftreten
eines Summenaktionspotentials (SAP) gesteigert wurde. AnschlieRend erfolgte die
Steigerung der Stimulusamplitude in mindestens funf weiteren Schritten, bis die
maximale Antwortamplitude des C-Faser-SAPs erreicht war. Die Antworten wurden
bei jeder Stimulusintensitat in dreifacher Ausfihrung erfasst. Neben den
Schwellenwerten und Maximalamplituden wurden zusatzlich die Latenzen der
evozierten Summenaktionspotentiale fur jede Stimulation aufgezeichnet. Die C-SAP-
Dosis-Wirkungs-Kurven wurden im Anschluss an die Experimente auf der Grundlage
einer sigmoidalen Anpassung ihrer Form (Sigmoidalfunktion, bei der A(x) = SAP-
Amplitude; A = 0; B = maximale C-SAP-Amplitude; x = Stimulus-Amplitude) mit
speziellen Routinen in Igor Pro (Wavemetrics, Lake Oswego, OR, USA) analysiert.
Dabei wurden die halbmaximale Stimulationsintensitat (xhalf), die Steigung und die
maximale Amplitude fir jedes Stimulationsprofil in jedem Faszikel ermittelt. Der Fit-
Parameter xhalf wurde zusatzlich fur Vergleiche zwischen den einzelnen
Aufzeichnungen verwendet.

19



Material und Methoden

2.3.3. Testung der Metabolite HMGB1 und LPS

Unter der Verwendung von drei verschiedenen ausgewahlten Reizformen wurde die
Reaktion der Dosis-Wirkungs-Kurven einzelner Faszikel auf ein Hinzufigen der
Metabolite LPS und HMGB1 in das Versuchsbad getestet. Bei diesem
Versuchsprotokoll wurden die Halbsinusreize mit den Impulsdauern 25 ms und
100 ms als Testreize sowie der Rechteckreiz mit 1 ms Dauer als Kontrollreiz
verwendet. Die Versuchsvorbereitung verlief wie unter 2.3.1. beschrieben. Im
Anschluss wurde flr den jeweils eingesetzten Faszikel eine Kontroll-Messung (ohne
Zusatz von HMGB1 oder LPS) mit der Erstellung von Dosis-Wirkungs-Kurven (siehe
2.3.2) fur alle verwendeten Reize durchgefuhrt. Das Versuchsbecken wurde hierbei
mit reiner physiologischer Loésung (angereichert mit gasférmigem Sauerstoff)
perfundiert. Die Reize wurden stets in der gleichen Reihenfolge - beginnend mit dem
Rechteckreiz, danach der Halbsinusreiz von 25 ms Dauer und zuletzt der
Halbsinusreiz von 100 ms Dauer - getestet. Nach den erfolgten Kontrollmessungen
wurde die Perfusion des Organbades gestoppt, um ein direktes Auswaschen der
Metabolite zu verhindern. Daraufhin wurden entweder 80 nM HMGB1 [79,97] oder
2500 IE LPS [86] in das Becken des Versuchsbads (Volumen ca. 1 ml) pipettiert und
erneut Dosis-Wirkungs-Kurven fuar die drei Reizformen in oben genannter
Reihenfolge erstellt. Diese Messungen wurden jeweils 5 min, 15 min, 30 min, 45 min
sowie 60 min nach Hinzugabe der jeweiligen Substanz wiederholt.

2.4, Statistik

Die statistischen Tests wurden mit SPSS Statistics 25 (IBM Corp, Armonk, NY, USA)
durchgefuhrt, die sigmoidalen oder linearen Anpassungen mit Igor Pro (Wavemetrics,
Lake Oswego, USA) berechnet und die Abbildungen mit Graph Pad Prism 8 (Graph
Pad Inc, San Diego, CA, USA) erstellt. Die Schwellenwerte wurden anhand einer
Varianzanalyse (ANOVA) und Tukey-HSD-Test oder Bonferroni-Korrektur verglichen.
Die Bonferroni-Korrektur wurde angewandt, um Mehrfachmessungen bei der Post-
hoc-Analyse auszuschlieRen. Die Daten wurden als Mittelwerte mit
Standardabweichung (Ausgangsmerkmale) oder als Standardfehler des Mittelwerts
(SEM) mit 95 %-Konfidenzintervall (KI) angegeben.
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3. ERGEBNISSE

3.1. Aufzeichnungen einzelner C-Fasern am Schwein in-vivo
3.1.1 Getestete C-Faserklassen

Es wurden die extrazellularen Signale einzelner C-nozizeptiver Nervenfasern bei
insgesamt 21 mannlichen Hausschweinen im Alter von drei Monaten in-vivo
aufgezeichnet. Unter den getesteten Fasern befanden sich 21 polymodale
Nozizeptoren (Leitungsgeschwindigkeit 1,06 * 0,31 m/s), 13 mechanosensible
(,brush-positive“) C-Touch-Fasern (auch als ,BerUhrungs-Fasern® bezeichnet;
Leitungsgeschwindigkeit 1,14 £ 0,26 m/s) und 12 mechano-unempfindliche ,stumme"
Nozizeptoren (Leitungsgeschwindigkeit 0,91 £ 0,32 m/s) (Tab. 4). Die mechanische
Schwelle der polymodalen Nozizeptoren lag im Median bei 4 g (Spannweite 2-10 g).

Tab. 4: Anzahl und Eigenschaften der getesteten Einzelfasern der unterschiedlichen
C-Nozizeptorklassen.

Mittelwert der Mittelwert der
Faserklassen Anzahl (n) Leitungsgeschwindigkeit [ms] | Chronaxie [ms]
(x Standardfehler) (x Standardfehler)
Polymodale Fasern 21 1,06 £ 0,31 142+2,9
C-Touch-Fasern 13 1,14 £ 0,26 15,8 +4,1
Stumme C-Fasern 12 0,91 +£0,32 16,8 £4,7*
*n=8

3.1.2 Schwellenwerte und Chronaxie

Bei Verwendung langer andauernder Halbsinusimpulse (2 ms - 250 ms) anstelle des
kurzen 1 ms-Halbsinusreizes zeigten sich Uber alle Faserklassen hinweg reduzierte
elektrische Aktivierungsschwellen (Abb. 8, Tab. 5). Eine Verlangerung der
Stimulusdauer von 1 ms auf 25 ms reduzierte die Aktivierungsschwellen je nach
Faserklasse um einen Faktor von 2-3, die polymodalen Nervenfasern zeigten dabei
die starkste Reduktion der bendtigten Stromstarke (Abb. 8). Polymodale
Nozizeptoren hatten auRerdem fur Stimulationsdauern zwischen 1 ms und 10 ms
signifikant hohere Aktivierungsschwellen als C-Touch-Fasern, ihre Schwellenwerte
unterschieden sich untereinander aber nicht mehr signifikant bei noch langeren
Stimulationsdauern von 25 bis 250 ms (Abb. 8, Tab. 5). Eine Verlangerung der
Stimulationsdauer Uber 50 ms hinaus fuhrte lediglich bei den stummen Nozizeptoren
zu einer weiteren Reduktion der Aktivierungsschwelle (Abb. 8). Bei Betrachtung der
Chronaxie (Tab. 4) wurde kein signifikanter Unterschied zwischen polymodalen (14,2
+ 2,9 ms; Mittelwert £ Standardfehler) und C-Touch-Fasern (15,8 £ 4,1 ms)
festgestellt (p = 0,9, ANOVA). Stumme C-Nozizeptoren hatten - verglichen mit
polymodalen Nozizeptoren sowie C-touch-Fasern - die hdchsten Aktivierungs-
schwellen fur alle Halbsinus-Stimulationsdauern. Die Chronaxie konnte fur 8 von
ihnen berechnet werden und betrug im Mittel 16,8 + 4,7 ms.

21



Ergebnisse

4 —
B Stumme Nozizeptoren, n= 12
2 -
T T L \n
t
s
S 1,0 —
= ® Polymodale Nozizeptoren, n=21
2
£
3}
N 0,5
OC-touch, n=13
0,0
| | | | | | | |
0 1 2 5 10 25 50 100 250

Halbsinusdauer [ms]

Abb. 8: Erregungsschwellen [mA] einzelner porciner C-Fasern unterschiedlicher
Faserklassen in Abhéngigkeit von der Dauer des verwendeten Halbsinus-Reizes.
Die Symbolzentren stellen den mittleren Strom [mA] bei einer bestimmten
Impulsdauer [ms] plus Standardfehler des Mittelwerts (SEM, durch Balken
gekennzeichnet) dar. Die abgeschwécht dargestellten Linien im Hintergrund stellen
die Ergebnisse der einzelnen Fasern dar. Farblegende: schwarzer, offener Kreis: C-
Touch-Fasern (Beriihrungs-Fasern); blauer Kreis: polymodale Fasern; rotes
Quadrat: stummer Nozizeptor. # zeigt signifikante Unterschiede zwischen C-Touch-
und polymodalen Nozizeptoren bei einer bestimmten Impulsdauer an (p < 0,05). Fiir
alle Stimulationsdauern hatten stumme C-Nozizeptoren héhere Schwellenwerte als
polymodale Nozizeptoren (p < 0,01; Tukey post-hoc).

Tab. 5: Mittelwerte der Schwellenwerte getesteter C-Faserklassen
(x Standardabweichung) bei Stimulation mit unterschiedlichen Halbsinus (HS) -
Dauern; *signifikant unterschiedlich zu dem mittleren Schwellenwert der polymodalen
Fasern der entsprechenden Impulsdauer (p < 0,05).

F l Mittelwerte der Schwellenwerte verschiedener C-Faserklassen
aserklasse
(* Standardabweichung) bei unterschiedlichen Halbsinusdauern
HS HS HS HS HS HS HS HS
1 ms 2ms 5ms 10 ms 25 ms 50ms | 100 ms | 250 ms
Polymodale 1,39 0,99 0,60 0,51 0,42 0,35 0,32 0,41
(n=21) +1,48 +1,07 +0,61 +0,56 +0,49 +0,43 +0,44 +0,30
C-touch 0,59* 0,43* 0,32* 0,33* 0,33 0,27 0,28 0,28
(n=13) +0,32 +0,28 0,21 +0,29 +0,35 +0,21 +0,24 +0,27
~Stumme* 3,97* 2,96* 2,42* 2,29* 2,16* 1,89* 1,76* 1,40*
(n=12) +1,82 +1,45 +1,3 +1,3 +1,29 +1,76 +1,28 +0,99
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3.2. Psychophysik und Axon-Reflex-Erythem beim Menschen
3.2.1. Versuchspersonen

Im ersten Teil der Probandenstudie (3.2.2. Psychophysik) nahmen insgesamt 15
Testpersonen (5 weibliche und 10 mannliche) an den Messungen am Unterarm
sowie am Fuldricken (je zwei Messstellen) teil. Die Versuchspersonen waren
durchschnittlich 31,6 Jahre alt (Standardabweichung + 10,5 Jahre). Am zweiten
Abschnitt der Probandenstudie (3.2.3. Axon-Reflex-Erythem) nahmen insgesamt 20
Testpersonen (darunter 10 Frauen und 10 Manner) im Alter von durchschnittlich 33,5
Jahren (Standardabweichung + 11,5 Jahre) teil. Insgesamt waren 12 Freiwillige
(4 weiblich, 8 mannlich) an beiden Experimenten beteiligt (Tab. 6). 21 Teilnehmende
waren kaukasischer, einer indischer und einer hispanischer Herkunft.

Tab. 6: Alters- und Geschlechterverteilung der Testpersonen beider Versuchsteile

. Experiment | Experiment 11 Experiment | + I
Experiment . .
(Psychophysik) (Axon-Reflex-Erythem) (Alle Teilnehmer)
Geschlecht Q ) Total Q IS Total Q IS Total
Anzahl
5 10 15 10 10 20 11 12 23
(n)
Alter [Jahre] 29.8 32.5 31.6 34 33 33.5 32.7 33.3 33

Mittelwert (SD) | (13.0) | (10.0) | (10.5) | (13.0) | (10.4) | (11.5) | (12.2) | (9.5) | (10.6)

Alter [Jahre]
Spannweite

23-53 | 24-57 | 23-57 | 21-56 | 25-58 | 21-58 | 21-56 | 24-58 | 21-58

3.2.2. Psychophysik (Dosis-Wirkungsbeziehung von Halbsinusreizen
unterschiedlicher Lange am Unterarm und am Ful3riicken)

3.2.2.1 Schwellenwerte (Wahrnehmungsschwelle, Schmerzschwelle, NRS3)

Sowohl fur die Wahrnehmungsschwelle, als auch fur die Schmerzschwelle und zum
Erreichen einer Schmerzstarke von NRS 3 von 10, waren mit langer werdenden
Dauern eines Halbsinusstimulus geringere Stromamplituden an den getesteten
Hautstellen erforderlich (Abb. 9). Im paarweisen Vergleich mit dem rechteckigen
1 ms-Reiz ergab sich fir die Wahrnehmungs- und Schmerzschwellen eine
signifikante Reduzierung der bendtigten Stromstarke ab einer Halbsinusdauer von
10 ms. Fur das Erreichen der Schmerzstarke NRS 3/10 traf dies ab einer
Impulsdauer von 25 ms zu (p-Werte < 0,05). Diese Signifikanz ergab sich sowohl fur
die Messungen am Unterarm, als auch fur jene am Fulirucken (Tab. 7 und Tab. 8).
Wurde anstelle des 1 ms-Rechteckreizes der 25 ms-Halbsinusreiz verwendet, so
reduzierten sich die Schmerzschwellen im Durchschnitt auf weniger als ein Viertel
der zuvor bendtigten Stromstarke. Zum Erreichen einer Schmerzstarke 3 von 10 war
im Mittel weniger als die Halfte der zuvor bendtigten Stromstarke notwendig (Tab. 7
und Tab. 8). Die im Verlauf abflachenden Schwellenwert-Kurven in Abbildung 9
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veranschaulichen, dass eine weitere Verlangerung der Impulsdauer uUber 25 ms
hinaus im direkten Vergleich mit dem 25 ms-Reiz zu keiner weiteren signifikanten
Verringerung der Stromintensitaten fuhrte. Einzige Ausnahme bildete hierbei die
NRS 3-Messung am Unterarm, bei der eine Erhdhung auf die maximal getestete
Reizlange von 250 ms eine zusatzliche signifikante Reduzierung erreichte (vgl.
Tab. 7 (Unterarm) und Tab. 8 (Fuly) fur die genauen Werte; Abb. 9 flr den
Kurvenverlauf). In Anbetracht dieser Ergebnisse und der fur eine effiziente Reizform
zu berucksichtigenden Faktoren a) moglichst geringe Stromstarke bei b) moglichst
geringer Halbsinuslange, wurde im zweiten Versuchsteil (3.2.3.) mit einer Testung
der Halbsinuslangen 10 ms und 25 ms als ,,optimierte Halbsinusstimuli“ fortgefahren.
Die in 3.2.3. verwendete Stromstarke orientiert sich mit 0,2 mA an einer
Stimulationsintensitat, welche bei Verwendung der optimierten Reizlangen am
Unterarm eine klar Uberschwellige, jedoch nicht zu schmerzhafte Empfindung
hervorrief (Tab. 7).

-0 Wahrnehmungsschwelle

-@)- Schmerzschwelle

~&- NRS3

Stimulationsintensitat [mA]

| I I I I I I

1ms 1Ims 2ms 5ms 10ms 25ms 50ms 100ms 250ms
Rec. Hs Hs Hs Hs Hs Hs Hs Hs

Reizvariante

Abb. 9: Verlauf der Wahrnehmungsschwellen (dunkelblau), Schmerzschwellen (lila)
und der flir NRS 3 (pink) bendtigten Stromstérken [mA] bei Stimulation mittels eines
Rechteckreizes von 1 ms und Halbsinusimpulsen von 1-250 ms Dauer. Die
Symbole stellen den Mittelwert der benétigten Stromstérke dar, die Balken geben
den jeweiligen Standardfehler an.

3.2.2.2 Einfluss von Geschlecht, Alter und Stimulationsstelle

Die Dosis-Wirkungs-Kurven fir Wahrnehmungsschwelle, Schmerzschwelle und
Schwelle zum Erreichen von NRS 3 unterschieden sich nicht signifikant zwischen
Unterarm und Fuldriicken, nicht zwischen proximaler oder distaler Stimulation des
Unterarms und auch nicht hinsichtlich des Geschlechts (n.s.; ANOVA). Die
Wahrnehmungsschwelle zeigte eine signifikante Altersabhangigkeit mit hoheren
Schwellenwerten bei alteren Probanden (p = 0,015; n2 = 0,401), dieser Trend war
hingegen fur die Schmerzschwelle und fir NRS 3 nicht signifikant.
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Tab. 7: Ermittelte Schwellenwerte am Unterarm flir rechteckige und halbsinusférmige
Stimulationen: Wahrnehmungsschwelle (niedrigste Intensitdt, bei der eine
Empfindung registriert wurde); Schmerzschwelle (niedrigste Intensitét, bei der eine
schmerzhafte Empfindung wahrgenommen wurde); Schwelle fiir NRS 3 (Intensitét,
welche zu einer Schmerzbewertung 3 auf einer numerischen Rating-Skala von 0-10
fiihrte). Gelistet sind zudem die Prozentsétze polymodaler Nervenfasern, welche
beim Einzelfaserversuch am Schwein (3.1.) mit der gemittelten Stromstérke aus dem
Probandenversuch und der entsprechenden Reizform aktiviert worden wéren (,aktiv.
Nozizeptoren [%], grau schattierte Spalte).

Unter- Wahrnehmungsschwelle Schmerzschwelle NRS 3
arm [mA] [mA] [mA]
_ Aktiv. , Aktiv. _ Aktiv.
Impuls- | Mittel- ) Mittel- ) Mittel- )
Nozize Cl Nozize Nozize
dauer wert | Cl (95%) wert wert | Cl (95%)
ptoren (95%) | ptoren ptoren
[ms] (SEM) (SEM) (SEM)
[%] [%] [%]
ot 0.31** 27 35 0.50** | [.36; 0.86* co. 13
(rect) | gz 127530 (06) | .64] (13) | 9913
1 (HS 017 15; .20] | 4.8 027 L21; 19.0 0.74™ 54; 94] 57.1
(HS) (.01) [15:.20] ' (.03) .33] ' (.10) [:54;.94] '
2 (HS 0127 09: .15]| 4.8 020 | [16; 19.0 057" 39:.75]| 52.4
(HS) (.01) [:09;.19] ' (.02) 24] ' (.08) [:39;.79] '
5 (HS 0097 08;.10] 4.8 017 13 23.8 052" 34;.70] | 76.2
(HS) (.01) [-08;.10] ' (.02) 21] ' (.08) [:34;.70] '
10 (HS 0.08 06:.10] | 4.8 012 L08: 19.0 0.42° 26:.59] | 71.4
(HS) (.01) [-06;.10] ' (.02) A7] ' (.08) [-26;.59] '
25 (HS 0.07 05:09] | 14.3 012 L08: 14.3 036 21;.42] 714
(HS) (.01) [:05; 09] ' (.02) 16] ' (.06) [21;.42] '
50 (HS 0.07 05:.08] | 14.3 012 08 19.0 031 21: .42]| 762
(HS) (.01) [:05;.08] ' (.02) 15] ' (.05) [21;.42] '
100 0.06 or os1| o5 0.10 [.06; 100 0.24 i a1l 619
(HS) (.01) [:04;.08] ' (.02) A13] ' (.04) [15;.34] '
250 0.05 os- o051 | 143 0.07 [.01: 100 0.20* i 281| 476
(HS) (.01) [:04;.09] ' (.01) .09] ' (.04) [12;.28] '

Anmerkungen. SEM: Standardfehler des Mittelwerts; Cl: 95 % Konfidenzintervall

*signifikanter Unterschied (p < 0,05) zu den Mittelwerten der Impulsdauern (ID) von = 25 ms
innerhalb der jeweiligen Spalte

** signifikanter Unterschied (p < 0,05) zu den Mittelwerten der Impulsdauern von = 5 ms innerhalb
der jeweiligen Spalte
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Tab. 8: Ermittelte Schwellenwerte am FulBriicken flir rechteckige und
halbsinusférmige Stimulationen: Wahrnehmungsschwelle (niedrigste Intensitét, bei
der eine Empfindung registriert wurde); Schmerzschwelle (niedrigste Intensitét, bei
der eine schmerzhafte Empfindung wahrgenommen wurde); Schwelle fir NRS 3
(Intensitéat, welche zu einer Schmerzbewertung 3 auf einer numerischen Rating-
Skala von 0-10 fiihrte). Gelistet sind zudem die Prozentsétze polymodaler
Nervenfasern, welche beim Einzelfaserversuch am Schwein (3.1.) mit der gemittelten
Stromstérke aus dem Probandenversuch und der entsprechenden Reizform aktiviert
worden wéren (,aktiv. Nozizeptoren [%]“, grau schattierte Spalte).

Fult Wahrnehmungsschwelle Schmerzschwelle NRS 3
u
[mA] [mA] [mA]
_ Aktiv. _ Aktiv. _ Aktiv.
Impuls- | Mittel- ) Mittel- ) Mittel- )
Cl Nozize Cl Nozize Cl Nozizep
dauer wert wert wert
(95%) | ptoren (95%) | ptoren (95%) toren
[ms] (SEM) (SEM) (SEM)
[%] [%] [%]
ot 0.35** 2o a1 0.46** | [.36; 0.73* 57 89
(rect) | o3y 2941 (04) | 55] ony | o789
1 (HS 016 12; 201 4.8 0257 1 120 14.3 059 43;.75] 429
(HS) (.02) [12;.20] ' (.03) 31] ' (.07) [43;.79] '
2 (HS 012 09;.14] | 4.8 U 14.3 054" 33;.74] | 524
(HS) (.01) [:09;.14] ' (.01) 20] ' (.10) [:33;.74] '
5 (HS 0.08 06:.10] 4.8 013 09 19.0 039" 24: 541 61.9
(HS) (.01) [-06;.10] ' (.02) 16] ' (.07) [-24;.54] '
10 (HS 0.08 06:.10] 4.8 012 09 19.0 0.3%° 21: .49]| 57.1
(HS) (.01) [-06;.10] ' (.02) 16] ' (.07) .21 .49] '
25 (HS 0.07 04; 10]| 14.3 011 Lo7: 14.3 028 19; .37] | 57.1
(HS) (.01) [-04;.10] ‘ (.02) 14] ' (.04) [19;.37] '
50 (HS 08 06:.09] | 14.3 011 L 08: 19.0 024 18; .30] | 57.1
(HS) (.01) [-06;.09] ' (.01) 3] ' (.03) [-18;.30] '
100 0.07 o5 o81| 143 0.09 [.07; 100 0.18 13 201 504
(HS) (.01) [-05;.08] ' (.01) ] ' (.02) [13:.29] '
250 0.05 ot o7 | 143 0.09 [.04: 238 0.16 201|381
(HS) (.01) [.04;.07] ‘ (.03) 15] ' (0.2) [11;.20] '

Anmerkungen. SEM: Standardfehler des Mittelwerts; Cl: 95 % Konfidenzintervall

*signifikanter Unterschied (p < 0,05) zu den Mittelwerten der Impulsdauern (ID) von = 25 ms
innerhalb der jeweiligen Spalte

** signifikanter Unterschied (p < 0,05) zu den Mittelwerten der Impulsdauern von = 5 ms innerhalb
der jeweiligen Spalte
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3.2.2.2 Schmerzqualitaten

Die von den Versuchspersonen gedulerte, subjektive Beschreibung der
Schmerzwahrnehmung war Uber alle getesteten Reizformen, -dauern und
-lokalisationen hinweg heterogen. Obgleich bei jedem der Teilnehmenden vorab eine
Probemessung zur Schulung einer kurz-stechenden sowie einer lang-brennenden
Wahrnehmungsbeurteilung durchgefuhrt wurde, gaben die Probanden wahrend der
Durchfuhrung des Experimentes Schwierigkeiten bei der klaren Benennung der
Schmerzqualitaten an. Hierdurch entstanden fur die Protokollierung 3 Abstufungen,
die einen flieRenden Ubergang zwischen den zwei Schmerzqualitaten erlaubten
(siehe Abb. 10 und Abb. 11). Es dominierte Uber fast alle getesteten Reizformen
hinweg eine ausschliel3lich kurz-stechende Empfindung (Abb. 10 und Abb. 11, blauer
Balkenanteil), alleinige Ausnahme bildete hierbei der 250 ms Halbsinusreiz am
Unterarm (Abb. 10). Allgemein fiel am Unterarm mit langer werdenden
Halbsinusreizen eine zunehmende Unsicherheit in der Wahrnehmungsbeurteilung
durch die Versuchspersonen auf, diese spiegelte sich in der haufigeren Angabe einer
zusatzlichen langer-brennenden Schmerz-Komponente wider (Abb. 10, Abnahme
des blauen Balkenanteils fur eine ausschliellich kurz-stechende Wahrnehmung,
Zunahme der zur Abstufung verwendeten "Mischqualitaten®). Am Fulricken zeigte
sich Uber alle Impulslangen hinweg ein diffuses Mischbild der Schmerzqualitaten
ohne richtungsweisende Tendenz (Abb. 11).

30
ausschlieBlich
. kurz-stechend

dominierend
kurz-stechend

N
o

n gleichermalen
stechend/brennend

Anzahl (n)

10 1 dominierend

a lang-brennend

ausschlieflich
O lang-brennend

Reizvarianten

Abb. 10: Am Unterarm wahrgenommene Schmerzqualitdten beim Erreichen einer
Schmerzstdarke von NRS 3. Dargestellt fiir die Stimulation mit unterschiedlichen
Reizformen und -dauern (1 ms-Rechteckreiz, Halbsinusreize 1 ms-250 ms). Anzahl
der Befragungen (n) = 30 (15 Probanden bei jeweils 2 getesteten Hautstellen);
mogliche Schmerzqualitdten: ausschlieBlich kurz-stechend (blau), dominierend
kurz-stechend (hellgrau), gleichermallen kurz-stechende und lang-brennende
Komponente (lila) , dominierend lang-brennend (dunkelgrau), ausschliel3lich lang-
brennend (rot).
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30 -

ausschlieBlich
kurz-stechend

dominierend

20 1 kurz-stechend

L] gleichermaRen
stechend/brennend

Anzahl (n)

104 dominierend

0 lang-brennend

ausschlieBlich
0 lang-brennend

Reizvarianten

Abb. 11: Am FuBriicken wahrgenommene Schmerzqualitdten beim Erreichen einer
Schmerzstéarke von NRS 3. Dargestellt fiir die Stimulation mit unterschiedlichen
Reizformen und -dauern (1 ms Rechteckreiz, Halbsinusreize 1 ms-250 ms). Anzahl
der Befragungen (n) = 30 (15 Probanden bei jeweils 2 getesteten Hautstellen);
mdgliche Schmerzqualitdten: ausschlielllich kurz-stechend (blau), dominierend
kurz-stechend (hellgrau), gleichermal3en kurz-stechende und lang-brennende
Komponente (lila) , dominierend lang-brennend (dunkelgrau), ausschliel3lich lang-
brennend (rot).

3.2.2.3 Psychophysik im Vergleich zu Schwellenwerten polymodaler Fasern

In den Tabellen 7 und 8 wurden zusatzlich zu den psychophysikalischen Daten aus
den Probandenversuchen die entsprechenden Prozentsatze der polymodalen
Nozizeptoren angegeben, die in den Einzelfaser-Experimenten am Schwein (siehe
orientierend Tab. 5 unter 3.1.) mit der jeweiligen Stromstarke der menschlichen
Psychophysik aktiviert worden waren. Bereits bei Stromstarken im Bereich der
Wahrnehmungsschwelle der Versuchspersonen wurden 5-15 % der polymodalen
Nozizeptoren beim Schwein aktiviert. Dieser Prozentsatz stieg auf 14-24 % fur
Stromamplituden, die zum Erreichen der Schmerzschwelle bendtigt wurden, und
verdreifachte sich auf ungefahr 38-76 % bei Stromstarken, welche bei den
Testpersonen eine Schmerzbewertung von NRS 3/10 hervorriefen.

Zudem wurde in Abbildung 12 zusatzlich zu den Verlaufskurven der 3 an den
Testpersonen gemessenen Schwellen der Verlauf der Aktivierungsschwelle der
polymodalen Nozizeptoren aus dem Einzelfaser-Versuch am Schwein (siehe 3.1)
abgebildet. Wahrend sich im Bereich von 1-2 ms Stimulationsdauer noch eine
deutliche Abweichung zu den Kurven der Psychophysik zeigte, ergab sich bei
weiterer Verlangerung der Stimulationsdauer eine Annaherung an die Kurve der
NRS 3-Messung. Im Bereich um die Halbsinuslangen von 10 ms bis 25 ms entstand
dabei ein nahezu paralleler Verlauf zwischen den genannten Schwellenwert-Kurven.
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2,0
Wahrnehmungsschwelle

Schmerzschwelle

1,5 NRS 3

XXX,

Polymodale Nozizeptoren

1,0

0,5

Stimulationsintensitat [mA]

1ms 1ims 2ms 5ms 10ms 25ms 50ms 100ms 250ms
Rec. Hs Hs Hs Hs Hs Hs Hs Hs

Reizvariante

Abb. 12: Verlauf von Wahrnehmungsschwelle (dunkelblau), Schmerzschwelle (lila)
und der flir NRS 3 (pink) bendétigten Stromstéarke [mA] fiir einen Rechteckreiz von
1 ms und Halbsinusimpulse von 1-250 ms Dauer. Die Kreissymbole stellen den
Mittelwert der bendtigten Stromstérke bei der jeweiligen Reizdauer dar, die Balken
geben den Standardfehler an. Zudem wurden die Errequngsschwellen [mA] fiir
polymodale Nozizeptoren (blau) aus den Einzelfaserversuchen an Schweinen fiir
die Halbsinusimpulse von 1-250 ms (siehe Abb. 8 Versuch 3.1) zur besseren
Veranschaulichung in die Abbildung integriert.

3.2.3. Axon-Reflex-Erythem (Schmerzrating und Axonreflexausbreitung bei
optimierter Halbsinusstimulation unterschiedlicher Impulsanzahl)

3.2.3.1 Schmerzrating und Axon-Reflex-Erythem

Signifikante Auswirkungen auf die Schmerzbewertungen der Testpersonen und das
erzeugte Axon-Reflex-Erythem wurden fur die angewandte Reizform, die Anzahl der
angewandten Pulse und die jeweilige Pulsdauer festgestellt (siehe Abbildungen 14
und 16 fir Vergleiche und exakte p-Werte und Tabelle 9 fir die genauen
Zahlenwerte). Die exemplarische Abbildung von LDI-Lasermessungen einer
ausgewahlten Testperson (Abb. 13) lasst erkennen, dass sowohl mittels der
Halbsinusreize (10 ms und 25 ms, jeweils 32 Pulse) als auch mittels des Sinusreizes
(16 Pulse, Positiv-Kontrolle) ein Axon-Reflex-Erythem ausgelost werden konnte.
Nach Stimulation mit dem Rechteckreiz (32 Pulse, Negativ-Kontrolle) wurde
hingegen keine wesentliche Veranderung der Hautdurchblutung erfasst (Abb. 13).
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Halbsinus 10ms 32Impulse

Halbsinus 25ms 32Impulse

vor der 90s nach der vor der 90s nach der
Stimulation Stimulation Stimulation Stimulation

Rechteck 1ms 32Impulse Sinus 16lmpulse

Abb. 13: Beispiel von Messungen der Hautdurchblutung mittels LDI-Laser bei einer
ausgewdéhlten Testperson. Farblich aufgeléstes Ausmall der Hautdurchblutung
Jeweils vor und 90 Sekunden nach der Stimulation (Zunahme der Hautdurchblutung
in folgender Farb-Reihenfolge: dunkelblau - lila - hellblau - griin - gelb - orange -
rot). Dargestellt fiir die 4 getesteten Reizformen mit der jeweils hchsten getesteten
Pulsanzahl (Halbsinus 10 ms und 25 ms mit jeweils 32 Impulsen, 1 ms-
Rechteckreiz mit 32 Impulsen und Sinusreiz mit 16 Zyklen).

Sowohl mit steigender Impulsdauer (25 ms vs. 10 ms) als auch mit steigender
Impulsanzahl der Halbsinusreize (32 vs. 16 vs. 8 Impulse) erhohte sich das
durchschnittliche Schmerzrating der Versuchspersonen (Abb. 14). Im analogen
Zusammenhang (mit steigender Impulsdauer, steigender Impulsanzahl, héherem
Schmerzrating) konnte zudem eine starkere Flare-Reaktion registriert werden (Abb.
16). Unter den getesteten Halbsinusreizen erzielte demnach der 25 ms Reiz mit 32
Impulsen bei Betrachtung der Mittelwerte aller Versuchspersonen (Tab. 9) das
hochste Schmerzrating und das grofRflachigste Axon-Reflex-Erythem. Beide
verwendeten Halbsinusdauern I6sten bei Stimulation mit 32 Pulsen signifikant hdhere
Schmerzratings und der 25 ms-Reiz zudem signifikant starkere Flare-Reaktionen aus
als der Standard-Rechteckimpuls, obwohl nur eine halb so starke Stimulusintensitat
verwendet wurde (Stromstarke beim verwendeten Halbsinusreiz 0,2 mA und beim
Rechteckreiz 0,4 mA; siehe Tab. 2). Das ausgeloste Axon-Reflex-Erythem
unterschied sich bei Applikation des 25 ms-Halbsinusreizes mit 32 Pulsationen
darUber hinaus nicht signifikant von dem der 4 Hz-Sinuswellen-Stimulation mit
vergleichbarer Pulsanzahl, obgleich im Schmerzrating ein signifikanter Unterschied
zwischen den beiden Reizformen bestand. Die Uber alle Versuchspersonen
gemittelte Flare-Reaktion erreichte ihre maximale Ausbreitung zu einem Zeitpunkt
zwischen 60 und 90 Sekunden nach Reizapplikation und reduzierte sich nach Ablauf
der Gesamtbeobachtungszeit von 5 min wieder auf ungefahr die Halfe ihrer
maximalen Flache (Abb. 15).
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Abb. 14: Mittelwerte der maximalen Schmerzratings (numerische Ratingskala 0-10)
bei Stimulation mit 10 ms- und 25 ms-Halbsinusreizen mit jeweils 8, 16 und 32
Halbsinuspulsen. Zum Vergleich dienten 16 Sinuszyklen und 32 Rechteckimpulse
als Kontrollen. Die vertikalen Balken stellen den Standardfehler dar, die
horizontalen Balken zeigen die p-Werte fiir Unterschiede an (@ = nicht signifikant).
Farblegende: orange: 1 ms-Rechteckreiz (0,4 mA, 32 Pulse, 5 Hz), blau: 10 ms-
Halbsinusreiz (0,2 mA, 8-16-32 Pulse, 5 Hz), violett: 25 ms-Halbsinusreiz (0,2 mA,
8-16-32 Pulse, 5 Hz), pink: Sinusreiz (0,2 mA, 16 Zyklen, 4 Hz).

2.5
—&— 10 ms Halbsinus
20 —&— 25 ms Halbsinus
’ -®— 4 Hz Sinus
—~®—- 1ms Rechteck
1.54

Axon-Reflex-Erythem [cm?]

— ) -
o3 %3
O-O I T I Ll I T I 1 I 1 I
0 60 120 180 240 300
Zeitpunkt [s]

Abb. 15: Entwicklung der Axonreflex-Reaktion (cm?) dber die Zeit (5 min nach
Stimulation). Dargestellt fiir 4 verschiedene Reizformen: 1 ms-Rechteckreiz mit 32
Impulsen (orange), 10 ms-Halbsinusreiz mit 32 Impulsen (blau), 25 ms-
Halbsinusreiz mit 32 Impulsen (violett), Sinusreiz mit 16 Zyklen (pink). Die Kreise
stellen die Mittelwerte dar, die Balken den Standardfehler.
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Abb. 16: Axonreflex-Reaktion auf Stimulation mit 10 ms- und 25 ms-
Halbsinusreizen beim Menschen mit jeweils 8, 16 und 32 Halbsinusimpulsen. Als
Kontrollen dienten 16 Sinuszyklen und 32 Rechteckimpulse. Darstellung als Fldche
unter der Kurve (AUC [cmZ2*s]). Die vertikalen Balken stellen den Standardfehler
dar, die horizontalen Balken zeigen die p-Werte fiir Unterschiede an (@ = nicht
signifikant). Farblegende: orange: 1 ms-Rechteckreiz (0,4 mA, 32 Pulse, 5 Hz);
blau: 10 ms-Halbsinusreiz (0,2 mA, 8-16-32 Pulse, 5 Hz); violett: 25 ms-
Halbsinusreiz (0,2 mA, 8-16-32 Pulse, 5 Hz), pink: Sinuswellen (0,2 mA, 16 Zyklen,
4 Hz).

3.2.3.2 Auswirkungen von Geschlecht und Stimulationsstelle

Das Geschlecht hatte keine signifikanten Auswirkungen auf die Schmerz-
bewertungen (n.s.; ANOVA). Weibliche Testpersonen zeigten tendenziell groRere
Flare-Reaktion, dieser Trend war jedoch nicht statistisch signifikant (AUC_Flare
weiblich insgesamt: 192,73 cm2 x s vs. AUC_Flare mannlich insgesamt:
135,62 cm2 x s; p = 0,100). Dahingegen ergab sich fur die zur Reizapplikation
verwendete Hautstelle ein signifikanter Einfluss auf die Flare-Entwicklung. Bei
proximaler Stimulation wurden grélkere Axon-Reflex-Erytheme erzeugt als bei
distaler Stimulation (AUC_Flare proximal: 199,78 cm2 x s (19,36) vs. AUC_Flare
distal: 130,32 cm2 x s (14,24); p = 0,004).

3.2.3.3 Juckreiz

Bei 3 von 20 Versuchspersonen trat bei vereinzelten Messungen ein leichter Juckreiz
auf. Dieser wurde im Mittel mit einem Wert von 0,95 (Spannweite 0,5-1,5) auf einer
numerischen Ratingskala von 0 (kein Juckreiz) bis 10 (maximal vorstellbarer
Juckreiz) bewertet. Er beschrankte sich auf 3,1 % aller durchgeflhrten
Einzelmessungen (eine Stimulation mit einer Reizform bei einer Versuchsperson).
Der Juckreiz trat Uber die verschiedenen Reizformen und Stimulationslokalisationen
willkdrlich verteilt auf.
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Tab. 9: Gemitteltes Schmerzrating (NRS von 0-10) und durchschnittliche
Axonreflexreaktion (mittlere AUC [cmZ2*s]) fiir die verschiedenen Stimulationsprofile
von Halbsinus- (HS), Sinus- (Sinus 4 Hz) und Rechteckimpulsen (Rect.) und die
angewandte Anzahl der applizierten Impulse (Pl.). Angegeben sind zudem der
Standardfehler der Mittelwerte (SEM) und die 95 %-Konfidenzintervalle (KI).

. Mittlere AUC der
. . Mittelwert NRS AUC Flare
Stimulationsform Flare-Reaktion [cm2-s]
NRS (SEM) Kl 95% Kl 95%
(SEM)
HS 10ms 8 PI.
1.4 (.2) [1.0; 1.8] 54.0 (28.3) [-1.72; 109.64]
(0.2mA)
HS 10ms 16 PI.
2.2(.2) [1.6; 2.8] 80.0 (28.3) [24.32; 135.68]
(0.2mA)
HS 10ms 32 PI.
2.6 (.2) [1.8; 3.4] 169.6 (28.3) [113.96; 225.32]
(0.2mA)
HS 25ms 8 PI.
1.71 (.2) [1.3; 2.3] 56.7 (28.3) [.89; 112.25]
(0.2mA)
HS 25ms 16 PI.
2.6 (.2) [2.0; 3.2] 138.6 (28.7) [82.26; 196.03]
(0.2mA)
HS 25ms 32 PI.
3.3(.3) [2.6; 4.1 309.4 (28.0) [254.36; 364.35]
(0.2mA)
Sinus 4Hz 16 PI
4.1 (.4) [3.5; 4.8] 414.66 (28.30) [358.98; 470.36]
(0.2mA)
Rect. 32 PI
1.7 (.3) [1.2;2.1] 86.34 (28.30) [30.66; 142.02]
(0.4mA)

3.3. Ableitung von Summenaktionspotentialen am porcinen Nerv ex-vivo
3.3.1. Dosis-Wirkungs-Kurven und Latenzzeiten bei verschiedenen Halbsinusdauern

Die Dosis-Wirkungs-Kurven wurden flir insgesamt sieben periphere Faszikel (n=7)
aus dem Nervus saphenus vom Schwein ex-vivo ermittelt. Mittels sigmoidaler
Anpassung aller erstellten Dosis-Wirkungs-Kurven konnten die mittleren
halbmaximalen Stimulationsintensitaten (,x-half* = Stromstarke, welche erforderlich
ist, um eine halbmaximale Amplitude des Summenaktionspotentials zu erzeugen)
und die maximalen Amplituden der Summenaktionspotentiale fur jede
Halbsinuswellendauer einheitlich bestimmt werden. Anhand des neuen Datensatzes
wurden die Dosis-Wirkungs-Kurven der 7 Einzelfaszikel (Beispiel eines Faszikels in
17A) anschlieRend fir jede Halbsinusdauer gemittelt (Abb. 17 B, n=7). Die hdchste
Sensitivitat (niedrige Stromstarke zum Erreichen der halbmaximalen Amplitude sowie
niedrige Schwellenwerte) wurde fur alle Faszikel bei Verwendung einer Halbsinus-
Impulsdauer von 10 oder 25 ms festgestellt (Tab. 10, Abb. 18). Dartber hinaus fuhrte
eine Verringerung oder Erhohung der Halbsinusimpulsdauer zu einer geringeren
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Empfindlichkeit der Faszikel, welche unter anderem anhand einer Rechts-
verschiebung der Dosis-Wirkungskurven in Abbildung 17 A und B erkenntlich wird
und mit einer Steigerung der notwendigen Stimulationsintensitaten einherging.
Verglichen mit dem ebenfalls getesteten 1 ms-Rechteckreiz konnte eine
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurven (in Richtung einer gesteigerten
Sensitivitat) bereits ab einer Halbsinus-Impulsdauer von 2 ms beobachtet werden.
Insbesondere bei der Verwendung der Impulslangen 100 und 250 ms wurde daruber
hinaus eine Reduktion der erzielten Maximalamplitude im Vergleich zu den kurzeren
Reizdauern registriert.

2.5 A B

C-SAP-Amplitude [mV]

I
8 16
Stimulationsintensitat [uA] Stimulationsintensitat [uA]

Abb. 17: Dosis-Wirkungs-Kurven von C-Faser-Summenaktionspotentialen.
A: Beispiel fiir die Messung des Summenaktionspotentials an einem einzelnen
Faszikel fiir die verwendeten Halbsinus- und Rechteckimpulse (schwarze Kreise, 1
ms Dauer). Die Dauer des jeweiligen Halbsinusreizes (1-250 ms) ist in der
entsprechenden Farbe angegeben. B: Mittelwerte und Standardabweichungen des
halbmaximalen Stroms und gemittelte C-SAP-Amplituden fiir die verwendeten
Reizformen und -dauern. Die dargestellten Werte basieren auf einer sigmoidalen
Anpassung der Starke-Dauer-Kurven fiir jede Reizdauer in jedem Faszikel (n=7).

Um die Anschaulichkeit und Vergleichbarkeit der Einzeldaten zu verbessern, erfolgte
zudem die Normierung aller halbmaximalen Stromstarken eines Faszikels auf die
halbmaximale Intensitat, welche im Rahmen der Stimulation des jeweiligen Faszikels
mittels des 1 ms-Rechteckreizes aufgezeichnet wurde (Tab. 10). Die graphische
Abbildung der x-half Werte fur alle getesteten Halbsinusdauern zwischen 1ms und
250 ms verdeutlicht dabei die parabolische Beziehung der ermittelten Werte (Abb.
18). Wahrend bei sehr kurzen (1 ms) oder sehr langen (250 ms) Impulsen die
Stromstarken zur Auslésung der halbmaximalen C-SAPs sogar Uber denen des
rechteckigen Kontrollimpulses lagen (Abb. 18, Tab. 10), fuhrte eine Halbsinuswellen-
Stimulation von 2 - 100 ms Dauer im Allgemeinen zu einer hoheren Empfindlichkeit
des Faszikels mit niedrigeren halbmaximalen Intensitaten (Abb. 18). Wurde die
Stimulationsdauer des Halbsinusreizes von 1 ms auf die jeweils optimale Dauer von
10 oder 25 ms erhoht, so reduzierte dies die normierten halbmaximalen
Stimulationsintensitaten durchschnittlich um den Faktor 4,6 (Spannweite 2,8-7,1), die
Schwellenwerte im Mittel um den Faktor 5,0 (Tabelle 10). Verglichen mit dem
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Kontrollreiz (1 ms-Rechteckreiz) zeigte sich eine durchschnittliche Reduktion der
Schwellen- und ,x-half-Werte um den Faktor 3 (p < 0,001, t-Test). Eine Erhéhung
der Halbsinusdauer uber die optimale Lange von 10-25 ms hinaus fuhrte hingegen
zu einem erneuten Anstieg der zur Faszikelaktivierung und Erzeugung der
halbmaximalen C-SAP-Amplituden erforderlichen Stromstarken (Tab.10, Abb. 18).

2,0 —

-
(3]
|

Normierte x-half-Werte [uA]
>
|

0,5 = I
n=7
Mittelwert £ SD
0,0 T T T 1 T T T T
1 2 5 10 25 50 100 250

Halbsinusdauer [ms]

Abb. 18: Normierte Stromstérken, die flir Halbsinusreize (1 ms - 250 ms) zur
Erzeugung der halbmaximalen Amplitude der Summenaktionspotentiale bendtigt
wurden. Die halbmaximalen Intensitdten [uA] wurden auf die halbmaximalen
Stréme normiert, die mit 1 ms-Rechteckimpulsen gemessen wurden. Die Kurve der
Durchschnittswerte aller 7 Faszikel ist mittels schwarzer Symbole (Mittelwert und
Standardabweichung) dargestellt. Die hellgrauen Linien und Kreissymbole
bezeichnen die Verldufe der einzelnen Faszikel (n=7).
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Tab. 10: Auf den Rechteckreiz normierte halbmaximale Stromstérken [uA] und
gemittelte Schwellenwerte (+ SD) fir alle 7 Faszikel der C-Faser-
Summenaktionspotentiale (C-SAP) und alle verwendeten Stimulationsprofile (1 ms
Rechteck- und 1 - 250 ms Halbsinusimpulse). Flir jeden Faszikel ist der bei einer
spezifischen Halbsinusldnge minimal bendtigte Halbmaximalstrom durch eine griine
Schattierung gekennzeichnet.

Mittelwert d.
Reizprofile und | Halbmaximale Stromstérken fiir die 7 gemessenen Faszikel | Schwellen-
Impulsdauern [MA] werte [UA]
+SD
Fasz. 1| Fasz.2 | Fasz. 3 | Fasz. 4 | Fasz. 5 | Fasz. 6 | Fasz. 7 n=7
Rechteck 1ms 1 1 1 1 1 1 1 110

Halbsinus 1ms 1.56 1.44 1.50 1.54 1.40 1.54 1.48 1,51+£0,24
Halbsinus 2ms 0.88 0.77 0.81 0.97 0.87 0.95 0.94 0,91 £ 0,08
Halbsinus 5ms 0.39 0.39 0.39 0.51 0.51 0.55 0.55 0,52 + 0,08
Halbsinus 10ms | 0.35 0.27 0.25 0.36 0.43 0.42 0.52 0,39+ 0,07
Halbsinus 25ms | 0.47 0.23 0.21 0.37 0.43 0.41 0.71 0,30 + 0,05
Halbsinus 50ms | 0.83 0.25 0.24 0.63 0.87 0.72 0.82 0,33+ 0,09

Halbsinus 100ms | 1.30 0.45 0.36 0.94 1.34 0.63 1.12 0,41 +0,12

Halbsinus 250ms | 1.85 0.62 0.68 1.73 1.48 1.19 1.79 0,85+ 0,33

3.3.1.1 Latenzzeiten

Die Latenzzeiten der C-Faser-Summenaktionspotentiale stiegen allgemein im
Schwellenwertbereich der jeweiligen Reizintensitat an, nahmen aber auch deutlich
mit der Halbsinusstimulationsdauer zu (Tab. 11). Hierbei zeigte sich far
Halbsinusdauern bis 10 ms ein leichter Anstieg der gemittelten Latenzzeiten bei
Steigerung der Stromstarke. Fur Stimulationsdauern ab 25 ms nahm hingegen bei
schwellennahen Stimulationsintensitaten die Latenzzeit stark zu (Tab. 11). Bei
Verwendung der maximal getesteten Halbsinusdauer von 250 ms stieg die Latenz
dabei im Mittel um 43 % (beziehungsweise um 18,9 ms) (Tab. 11, Abb.19).

Abbildung 19 zeigt die exponentielle Anpassung aller gemessenen Einzelwerte als
Funktion der Halbsinusimpulsdauer und der Stimulationsintensitat. Dies ermoglicht
den direkten Vergleich der Latenzzeiten unterschiedlicher Halbsinusimpulsdauern fur
spezifische Stimulationsintensitaten. Dabei waren die Latenzen fir eine
Stimulusdauer unter 10 ms bei Verwendung verschiedener Stimulationsintensitaten
weitestgehend stabil und vergleichbar mit der C-SAP-Latenz, die bei
Rechteckimpulsen von 1 ms Dauer aufgezeichnet wurden (Abb. 19). Fur langer
andauernde Halbsinus-Stimuli ab 25 ms zeigten die C-SAP-Latenzen dahingegen
eine deutliche Variabilitat, sie waren im Vergleich zu dem 1 ms-Halbsinusimpuls bei
niedrigen Stimulationsintensitaten um einen Faktor von 3-4 erhéht und sanken mit
ansteigender Stromstarke je nach Halbsinusdauer und getestetem Faszikel um bis
zu 30 ms (Abb. 19).
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Tab. 11: Mittelwerte der C-SAP-Latenzzeiten [ms] (+ Standardabweichung) der 7
getesteten Faszikel fiir jede Stimulationsform- und dauer. Angegeben sind jeweils die
gemittelten Latenzen fiir Stimulationsintensitdten im Bereich der individuellen
Schwellenwerte sowie im Bereich der individuellen Maximalamplitude der einzelnen

Faszikel.

Stimulations- Rect. HS HS HS HS HS HS 1|_|0% ;580
profile 1ms 1ms 2ms 5ms | 10ms | 26ms | 50 ms ms ms
Gemittelte
B';i‘:gf.g:;r 11,18 | 927 | 12,34 | 12,73 | 16,83 | 26,48 @ 3315 | 39,06 | 44,16

Schwellenwerte | 292 | 269 | #142 | 222 | #4225 | £10,14 #1246 | +14,93 | 17,62
*SD [ms]

Gemittelte
B'gfigﬁh";r 14,51 | 15,01 @ 1538 | 18,30 | 18,79 | 20,557 | 17,20 | 23,36 @ 2526

Maximalampli- | £1:71 | #2585 | $227 | 6,06 | +4,00 | 587 560 | 7,79 | 44,60

tude £SD [ms]

80 ==
60 — ....... e tielle A
.... . . exponentielle Anpassun
) 100ms:.. " S 95% K passing
E 50msivn g
N b T
g ‘.
§ 404 25ms...
a | TR Ve, TR 0 T
g Ny B ST
¢’l’ el TG, TN, . TR
(&) 20 10ms ) '. | | .! o L. -:-:‘--.-.:." ........
5ms Rl PR
Tms™
2ms rec
0 T T 1 T T 1 T
1 2 4 8 16 32

Stimulationsintensitat [puA]

Abb. 19: Die C-SAP-Latenzen sind fiir Halbsinus- und Rechteckimpulse als
Funktion der Impulsdauer und der Stimulationsintensitit dargestellt. Die farbigen
Linien stellen eine exponentielle Anpassung fiir die Halbsinusdauern (1 - 250 ms)
dar, die schwarze Linie fiir die Rechteckimpulse von 1 ms (die schwarz
gepunkteten Linien geben jeweils das 95 %-Konfidenzintervall an). Die

quadratischen Symbole stellen die Ergebnisse einzelner Faszikel dar (n = 7).
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3.3.2. Auswirkungen von HMGB1 und LPS auf die Dosis-Wirkungs-Kurven

Es wurden mdgliche Auswirkungen von HMGB1 und LPS in Hinblick auf eine
Veranderlichkeit des C-Faser-Summenaktionspotentials getestet. Hierfur erfolgte die
Erstellung von Dosis-Wirkungskurven fur insgesamt 10 Faszikel (jeweils 5 Faszikel
pro Testsubstanz) und 3 verschiedene Reizformen (1 ms-Rechteckreiz, 25 ms-
Halbsinusreiz, 100 ms-Halbsinusreiz) zum Zeitpunkt vor und fur 5 Zeitpunkte (5, 15,
30, 45, 60 min) nach Applikation der entsprechenden Substanz.

A B
2000+ 20001 Halbsinusreiz
100 ms
S
E
3
3 Rechteckreiz
s 1ms O Kontrolle
g 10001 1000 ® 5min
E & 15 min
< ¥ 30 min
w .
45 min
O 60 min
0 . . v 0 v . . v
1 2 4 0.25 0.5 1 2
Stimulationsintensitat [uA] Stimulationsintensitit [uA]
C
20001
S
E
% O Kontrolle
= Halbsinusreiz .
= , 25 ms ® 5min
o s .
£ 10001 v/ & 15 min
< * 30 min
% 45 min
@ © 60 min
0 . v v v v
0.25 0.5 1 2 4

Stimulationsintensitat [uA]

Abb. 20: Beispiel fiir die Wirkung von HMGB1 auf die Erregbarkeit eines einzelnen
Faszikels (n=1). Summenaktionspotential-Amplituden [mV] bei Stimulation mit
spezifischer Stromstérke [uA] bei Verwendung eines A: 1 ms-Rechteckreizes,
B: 100 ms-Halbsinusreizes, C: 25 ms-Halbsinusreizes. Messungen vor und zu 5-60
min nach HMGB1-Gabe (farbkodiert). Wéhrend die Erregbarkeit fiir den
Rechteckreiz durch die HMBG1 Wirkung abnimmt (Pfeil in A), steigt sie flir den 100
ms Halbsinusreiz insbesondere bei niedrigen Reizstérken an (Pfeil in B).
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In der Darstellung der Dosis-Wirkungs-Kurven einer exemplarischen Einzelmessung
(Abb. 20) zeigt sich, dass bei Stimulation mittels 1 ms-Rechteckreiz nach Hinzugabe
von HMGB1 eine Rechtsverschiebung der Dosis-Wirkungs-Kurve zu hoheren
erforderlichen Stimulationsintensitaten auftrat. Diese verminderte Erregbarkeit blieb
fur den gesamten Testzeitraum von 60 Minuten erhalten. Dahingegen resultierte die
Stimulation mittels 100 ms-Habsinusreiz bei niedrigen Stimulusintensitaten im
Bereich der Schwellenwerte und insbesondere im Zeitraum von 5-30 Minuten nach
Hinzugabe von HMGB1 in einer Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskurven. Nach
Applikation der Substanz in das Versuchsbad wurden bei gleicher Stimulations-
intensitat hohere C-SAP-Amplituden erzeugt (Abb. 20).

FUr die Messungen wurden zudem die gemittelten halbmaximalen Stromstarken der
jeweils 5 Faszikel berechnet (Tab.12 und Tab. 13) und anschlieRend als Funktion
Uber die Zeit (vor und bis 60 Minuten nach Applikation) abgebildet (Abb. 21). Bei
Verwendung des Rechteckreizes wurde bereits 5 Minuten nach Applikation von
HMGB1 eine Erhdohung der zum Erreichen der halbmaximalen Amplitude
erforderlichen Stromstarke um 4 % (Tab. 12; 8 % bei LPS, Tab. 13) erfasst. Im
Gegensatz hierzu zeigte sich bei Stimulation mit dem 100 ms-Halbsinusreiz 5 min
nach Hinzugabe von HMGB1 bereits eine Reduktion der halbmaximalen Stromstarke
um 13 % (Tab. 12; 7 % bei LPS, Tab. 13) im Vergleich zum jeweiligen Kontrollwert.
Um diese Veranderungen der bendtigten halbmaximalen Stimulationsintensitaten zu
verdeutlichen, wurden zusatzlich die Differenzen der nach der Applikation
aufgezeichneten Werte zu dem jeweiligen Kontrollwert (vor Applikation der
Substanzen) berechnet und in Abbildung 22 dargestellt. Uber den gesamten Verlauf
der Messungen hinweg (Ausnahme HMGB1 nach 60 min) bewirkten LPS und
HMGB1 eine Sensibilisierung, wenn mit dem 100 ms-Halbsinusreiz stimuliert wurde.
Beim 25 ms-Halbsinusreiz trat hingegen eine geringfugige und beim Rechteckreiz
eine starkere Desensibilisierung nach Hinzugabe der Substanzen auf.

Tab. 12: Gemittelte halbmaximale Stromstdrken [uA] von 5 Faszikeln zu den 6
Messzeitpunkten vor (Zeitpunkt ,0%) und nach (5-60 min) Hinzufiigen von HMGB1.
Signifikante Anstiege gegeniiber dem Kontrollwert (Zeitpunkt ,0%) zeigen eine
Reduktion der Erregbarkeit an (rot hinterlegt; repeated measures ANOVA, LSD post
hoc test, * p<0.05). Signifikante Reduktionen zeigen erhéhte Erregbarkeit an (grin
hinterlegt; repeated measures ANOVA, LSD post hoc test, * p<0.05).

HMGB1 Mittelwert (+ Standardabweichung) der halbmaximalen Stromstarke [uA] fur
jeden Messzeitpunkt [min]; n=5
0 5 15 30 45 60

Rechteck 4,85 5,05 5,39 5,22* 5,39 5,55*
1ms (£ 2,96) (£ 3,01) (x 3,45) (x 3,07) (x 3,16) (£ 3,14)

Halbsinus 1,32 1,38 1,40 1,46 1,50 1,56
25ms (£ 0,81) (x 0,86) (£ 0,88) (x0,89) (x0,89) (£ 0,93)

Halbsinus 2,18 1,89 1,93* 1,85 1,89 2,32
100ms (x1,13) (x1,17) (£ 1,26) (x1,28) (+1,32) (£ 1,42)
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Tab. 13: Gemittelte halbmaximale Stromstdrken [uA] von 5 Faszikeln zu den 6
Messzeitpunkten vor (Zeitpunkt ,0%) und nach (5-60 min) Hinzufiigen von LPS.
Signifikante Anstiege gegeniiber dem Kontrollwert (Zeitpunkt ,0%) zeigen eine
Reduktion der Erregbarkeit an (rot hinterlegt; repeated measures ANOVA, LSD post
hoc test, * p<0.05, ** p<0.01). Signifikante Reduktionen zeigen erhbhte Erregbarkeit
an (grdn hinterlegt; repeated measures ANOVA, LSD post hoc test, * p<0.05).

LPS Mittelwert (£ Standardabweichung) der halbmaximalen Stromstarke [uA] fur
jeden Messzeitpunkt [min]; n=5
0 5 15 30 45 60
Rechteck 5,88 6,35* 6,78* 7,24* 7,75* 8,37**
1ms (x2,10) (x2,02) (x2,21) (£ 2,16) (£1,91) (x1,61)
Halbsinus 1,61 1,81 1,79 1,83* 1,89* 2,00*
25ms (£0,48) (£ 0,79) (£0,72) (£ 0,65) (£ 0,63) (£ 0,67)
Halbsinus 1,93 1,79* 1,92 1,86 1,85 1,91
100ms (x0,65) (£ 0,70) (x0,67) (£ 0,70) (£0,73) (£0,72)
Rechteckreiz Halbsinus 25ms Halbsinus 100ms
10 + :
T | |
= 8} { e
o ‘ ~
u v
:
5 6} : —— LPS Mittelwert + 95% KI
= P =N -~ HMGB1 n=5
< -1 ‘
[
s | | )
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Abb. 21: Halbmaximale Stromstérke [uA] vor (Kontrolle) und bis 60 Minuten nach
Applikation von HMGB1 (rot, n = 5) und LPS (blau, n = 5) fiir Stimulation mit 1 ms-
Rechteckreiz, 25 ms-Halbsinusreiz und 100 ms-Halbsinusreiz. Die Balken geben
das jeweilige 95 %-Konfidenzintervall an.
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Abb. 22: Halbmaximale Stromstdrke nach Applikation von HMGB1 (rot, n = 5) und

LPS (blau, n

5) fir alle Stimulationsformen (1 ms-Rechteckreiz, 25 ms-
Halbsinusreiz, 100 ms-Halbsinusreiz). Die halbmaximalen Stromstérken sind auf
den Kontrollwert vor Applikation normiert. Die Balken geben das jeweilige 95 %-
Konfidenzintervall an. Der weilBe Bereich zeigt eine Desensibilisierung, der griine
Bereich eine Sensibilisierung im Vergleich zum Kontrollwert an.
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4. DISKUSSION

4.1. Zusammenfassung der wesentlichen Ergebnisse

Die Durchfuhrung dieser Arbeit diente primar der Optimierung elektrischer Reize fur
eine spezifischere Aktivierung unmyelinisierter C-Fasern, wobei insbesondere die
optimale Dauer von langsam depolarisierenden halbsinusférmigen Pulsen getestet
werden sollte. Sekundar sollten diese optimierten Reizprotokolle in einem ersten
translationalen Ansatz eingesetzt werden, um Erregbarkeitsveranderungen durch
HMGB1 und LPS zu untersuchen, die als Mediatoren der schmerzhaften
diabetischen ,small-fiber“-Neuropathie angesehen werden.

Insgesamt zeigten sich halbsinusférmige Reize mit einer Dauer von mindestens
25 ms als besonders geeignet. So nahmen in den Einzelfaserversuchen am Schwein
in-vivo die Aktivierungsschwellen aller Faserklassen um das circa 2- bis 3-fache ab,
wenn die Dauer der Halbsinusimpulse von 1 ms auf 25 ms erhoht wurde.
Gleichermalien reduzierten sich bei Verwendung des 25 ms andauernden
Halbsinusreizes in den Probandenversuchen die Wahrnehmungsschwelle, die
Schmerzschwelle und die Schwelle flir Schmerzbewertungen von NRS 3/10
signifikant um einen Faktor 2-4 im Vergleich zur Verwendung eines 1 ms-
Rechteckreizes. Halbsinusimpulse von 25 ms Dauer wurden dabei als schmerzhafter
beschrieben und I6sten eine signifikant groRere Axonreflex-Reaktion aus als
Rechteckimpulse, die mit der doppelten Stimulationsintensitat bei gleicher
Impulsanzahl appliziert wurden. In Ubereinstimmung zeigten die Dosis-Wirkungs-
Kurven der ex-vivo abgeleiteten C-Faser-Summenaktionspotentiale am N. saphenus
des Schweins die hochste Empfindlichkeit fur Halbsinusdauern zwischen 10 und
25 ms mit einer Reduktion der halbmaximalen Stromstarken um das Dreifache im
Vergleich zur Stimulation mittels des 1 ms-Rechteckreizes.

Die Mediatoren HMGB1 und LPS fuhrten bei Testungen mit einem konventionellen
1 ms-Rechteckreiz zu einer Desensibilisierung der C-Faser-Erregbarkeit mit einer
Reduktion des C-Faser-Summenaktionspotentials. Nur bei Verwendung des neuen
lang depolarisierenden 100 ms-Halbsinusreizes als Testreiz nahm die Erregbarkeit
der C-Fasern durch HMGB1 und LPS zu, wobei dieser Effekt auf den klinisch
relevanten Bereich einer schwachen Depolarisation begrenzt war.

4.2. Beurteilung der C-Faser Erregbarkeit durch elektrische Halbsinusimpulse

Die erhdhte Erregbarkeit der C-Fasern bei Verwendung optimierter Halbsinusreize
von 10-25 ms Dauer aulderte sich in einer Verringerung der Aktivierungsschwellen
einzelner C-Nozizeptorklassen von Schweinen in-vivo, in einer Verringerung der
elektrischen Schmerzschwelle, der Schwelle zum Erreichen von NRS 3 sowie der
elektrischen Schwelle fur die Entwicklung einer Axon-Reflex-Reaktion beim
Menschen und in einer Verringerung der halbmaximalen Intensitat fur die Induktion
eines C-SAPs im Nervus saphenus von Schweinen ex-vivo. Es bestatigte sich die
Hypothese, dass langsamer depolarisierende elektrische Impulse (mit einer Dauer
von 25 ms) eine spezifischere Erregung von C-Nozizeptoren mit geringeren
Stimulationsintensitaten ermdglichen, als der klassische 1 ms-Rechteckreiz.
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4.2.1. Interpretation der Einzelfaserableitungen

Die Verlangerung der Dauer eines elektrischen Halbsinusreizes von 1 ms auf 25 ms
fuhrte zur einer Senkung der Schwellenwerte aller Faserklassen um einen Faktor von
2-3. Dies ist bemerkenswert, wenn man bedenkt, dass die Dauer eines 1 ms-
Rechteckimpulses bislang als nahe an der Chronaxie fur C-Fasern liegend betrachtet
wurde [23]. Im Rahmen der hier ausgewerteten Forschungsergebnisse lag die
Chronaxie fur die Aktivierung nicht-myelinisierter Fasern des Schweins mittels
Halbsinus-Stimulation bei durchschnittlich 14-17 ms (vgl. Tabelle 4) und war damit
Uberraschend lang. Im Zusammenspiel liefert dies jedoch eine biophysikalische
Erklarung far die hier erhaltenen Ergebnisse aus der Psychophysik gesunder
Versuchspersonen (siehe 3.2), welche ebenfalls auf optimierte Reaktionen bei
Halbsinusdauer von 10-25 ms Dauer hindeuteten.

Die Ergebnisse der Einzelfaser-Experimente zeigten zudem bei der Stimulation mit
kurzen Halbsinusdauern eine Diskrepanz zwischen den Aktivierungsschwellen der
am Schwein gemessenen C-Fasern und den am Probanden gemessenen
elektrischen Schmerzschwellen. Es wurden im direkten Vergleich deutlich hoéhere
Intensitaten fur die Einzelfaser-Aktivierungen bendtigt (siehe Tabelle 5 vs. Tabellen 7
und 8). Als naheliegende Erklarung fur diese Abweichung kédme eine zusatzliche
Rekrutierung von A-Faser-Nozizeptoren in den psychophysikalischen Messungen am
Probanden in Frage, welche zu einem (im Vergleich zu den Einzelfaserversuchen)
reduzierten Mischwert fur die Schmerzschwellen durch aktivierte C- und A-Fasern
gefuhrt haben konnte. Bei langeren Halbsinusdauern fihrte die flr hdhere
Schmerzbewertungen bendtigte Steigerung der Stromamplituden dann zu einem
entsprechendem Anstieg in den Prozentsatzen der aktivierten polymodalen
Nozizeptoren (Beispiel: 25 ms-Halbsinusreiz von Schmerzschwelle bis NRS 3:
Anstieg von 14 % auf 71 % der aktivierten Nozizeptoren; siehe Tab. 7). Dieser
parallele Anstieg sowie der anschauliche parallele Verlauf der Schwellenwertkurven
von polymodalen Nozizeptoren und NRS 3-Messungen beim Probanden im Bereich
von 10-25 ms Halbsinusdauer (Abb. 12), deuten auf eine Rolle der polymodalen
Nozizeptoren bei der Codierung deutlich Uberschwelliger Schmerzintensitaten dieser
Reizdauern hin. Von ahnlichen Resultaten, die eine Verbindung zwischen der
Aktivierung einzelner C-Fasern und den ermittelten maximalen Schmerzratings beim
Menschen herstellen, wurde bereits fur die Hitzeschmerzempfindung durch
polymodale Nozizeptoren berichtet [98].

Des Weiteren fallt auf, dass im Probandenversuch bereits bei Stromstarken von
0,2 mA (Tab. 2) Axon-Reflex-Erytheme als objektives Zeichen einer Aktivierung
.stummer® C-Nozizeptoren [39] beobachtet werden konnten, wahrend bei den
Einzelfaserableitungen am Schwein die niedrigste Schwelle fur deren Aktivierung bei
0,4 mA lag und die durchschnittlichen Schwellenwerte sogar noch deutlich héher
waren (Tab. 5). Hierbei gilt es zu bedenken, dass mechano-unempfindliche ,stumme*
C-Nozizeptoren groRRe Innervationsgebiete besitzen, innerhalb welcher starke
Schwankungen bezlglich der elektrischen Schwellenwerte existieren [99]. Wahrend
der Versuchsdurchfuhrung wurde auf die zeitaufwendige Suche nach der niedrigsten
Schwelle innerhalb des entsprechenden rezeptiven Feldes verzichtet, um keinen
Verlust der Aufzeichnung zu riskieren. Demnach spiegeln die erhaltenen
Schwellenwerte der stummen Nozizeptoren eher den durchschnittlichen und nicht
den niedrigsten Schwellenwert des ausgedehnten Innervationsgebietes dar. Im
Vergleich dazu haben polymodale Nozizeptoren recht homogene elektrische
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Schwellenwerte innerhalb ihrer Innervationsgebiete [100]. Es wurden
dementsprechend auch nicht die exakten absoluten Unterschiede in der Starke-
Dauer-Reaktion zwischen polymodalen und "stummen" C-Nozizeptoren untersucht.

Darlber hinaus bestatigen die Ergebnisse (insbesondere flr kurze Reizdauern und
im Vergleich zu polymodalen Fasern) frihere Studien in denen niedrigere elektrische
Schwellenwerte fur C-Touch-Fasern (auch ,C-Taktile" Fasern) festgestellt wurden
[55] (Abb. 8, Tab. 5). Allerdings wird die Hauptrolle dieser besonderen Faserklasse in
der Vermittlung sozialer, affektiver Beruhrungen vermutet, dabei wird angenommen,
dass ihre Aktivierung nicht zu einer klar diskriminierbaren Empfindung fluhrt
[101,102].

4.2.2. Interpretation von Psychophysik und Axon-Reflex-Erythem

In den durchgefihrten Probandenversuchen fuhrte die Verlangerung des
Halbsinusreizes von 1 ms auf 25 ms zur Senkung der Wahrnehmungs- und
Schmerzschwellen sowie zu hoheren Schmerzbewertungen. Der minimale
Unterschied (<0,1 mA) zwischen der durchschnittichen Wahrnehmungs- und
Schmerzschwelle fur den 25 ms-Halbsinusreiz unterstreicht dabei seine hohe
Effizienz bei der Aktivierung von C- gegenuber A-Fasern (Tab. 7 und Tab. 8). Des
Weiteren wurde die Applikation von 32 Halbsinusimpulsen mit einer Dauer von 25 ms
bei halber Stromstarke im Vergleich zum verwendeten 1 ms-Rechteckreiz (0,2 mA vs
0,4 mA) als deutlich schmerzhafter empfunden und l6ste ein signifikant groReres
Axon-Reflex-Erythem aus (Tab. 9). Dies verifiziert - als spezifischer Test fur die
Aktivierung von mechanoinsensitiven Chemonozizeptoren [39] - die Uberlegenheit
der Stimulation mit optimierten Halbsinusimpulsen gegenuber der Stimulation mit
1 ms-Rechteckimpulsen in Hinblick auf eine spezifischere Aktivierung von (stummen)
C-Nozizeptoren.

Bei Betrachtung der psychophysikalischen Ergebnisse fallt zudem auf, dass der
4 Hz-Sinusreiz wirksamer bei der Auslésung von Schmerzen (p = 0,048; siehe Abb.
14) sowie des Axonreflexes (keine Signifikanz; siehe Abb. 16) war als die optimierte
Halbsinusstimulation von 25 ms Dauer. Der 4 Hz-Sinusreiz ist bekannterweise
geeignet stumme C-Nozizeptoren zu aktivieren [55], erlaubt jedoch aufgrund seiner
starren Frequenz keine unabhangige Untersuchung der Frequenz-Wirkungs-
Beziehung. Zudem erzeugten Uberschwellige Sinusreize in friheren Studien durch
jeden vollstandigen Zyklus ein einzelnes C-SAP [55], wahrend im Rahmen der
Untersuchungen an Einzelfasern bei Schweinen (siehe Methodik 2.1) ein einzelner
Halbsinusreiz bereits ausreichte, um ein einzelnes Aktionspotential effizienter
auszulosen.

In die Probandenversuche wurden sowohl weibliche als auch mannliche Teilnehmer
eingeschlossen. Trotz bekannter geschlechtsspezifischer Unterschiede in der
Hautbeschaffenheit (u.a. Dicke der Hornschicht [103]) und in den Expressions-
mustern der primaren Afferenzen [104] zeigten sich keine signifikanten Unterschiede
der Dosis-Wirkungskurven zwischen den Geschlechtern. Es konnte lediglich eine
Tendenz (ohne Signifikanz) zu einer groReren Entstehung eines Axon-Reflex-
Erythems bei Frauen beobachtet werden. Mdglicherweise waren bei einer gro3eren
Probandenanzahl signifikante geschlechtsspezifische Unterschiede aufgefallen.
Bezlglich der Eigenschaften von C-Nozizeptoren wurden jedoch bisher weder in der
menschlichen Mikroneurographie [105] noch in Einzelfaseraufzeichnungen bei
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Schweinen geschlechtsspezifische Unterschiede [68] festgestellt. Einen signifikanten
Einfluss auf die Messungen hatten hingegen die verwendeten Hautstellen, welche
bei proximaler Stimulation eine deutlichere Flare-Reaktion zeigten als bei distaler
Stimulation. Unterschiede im mikrozirkulatorischen Blutfluss zwischen distalen und
proximalen Teststellen sind aus friheren Laser-Doppler-Messungen bekannt [106];
eine einfachere Erklarung ware allerdings, dass die Innervationsgebiete der C-
Fasern proximal grofder sind. Eine Beeinflussung der Ergebnisse konnte durch die
jeweilige Testung der unterschiedlichen Reizvarianten an einer proximalen und an
einer distalen Hautstelle ausgeschlossen werden (siehe Methodik 2.2.2 und 2.2.3).
Obwohl die Aktivierung kutaner C-Fasern eher mit einer dumpf-brennenden und die
Aktivierung von A-delta Fasern mit einer vorrangig stechenden Schmerzqualitat in
Zusammenhang gebracht wurden [107], zeigte die Befragung der Versuchspersonen
zur qualitativen Schmerzwahrnehmung im Rahmen dieser Arbeit keine Aussagekraft
hinsichtlich einer Diskriminierung oder des Verhaltnisses unterschiedlicher aktivierter
Nozizeptorklassen (Abb. 11 und Abb.12).

4.2.3. Interpretation der Summenaktionspotential-Ableitungen

Die Dosis-Wirkungs-Kurven der Summenaktionspotentiale bestatigten die hdhere
Effizienz von Halbsinusimpulsen mit einer Dauer von 10 ms oder 25 ms fur C-Faser-
Aktivierungen im Vergleich zu kurzeren Impulsen. Fur langere Impulse (ab 50 ms)
waren wieder hohere Schwellenwerte und Stimlulationsintensitaten fur das Erreichen
der halbmaximalen Amplitude erforderlich (Tab. 10, Abb. 18). Hierbei gilt es zu
bedenken, dass Summenaktionspotential-Amplituden nicht nur die Anzahl der
aktivierten Einzelaxone, sondern auch den Grad ihrer Synchronisation widerspiegeln.
Eine Erklarung hierfur ware demnach, dass besonders lange Impulsdauern zu einem
desynchronisierteren Auftreten der Summenaktionspotentiale fluhrten. Dies wirde
sich (wie in Abbildung 17 feststellbar) in geringeren Amplituden und langerem
Andauern der Summenaktionspotentiale widerspiegeln. Dieser Theorie entsprechend
trat der beschriebene Effekt bei den Einzelfasertestungen nicht auf, auch bei
Impulsdauern > 50 ms wurde kein Anstieg der Aktivierungsschwellen gemessen
(Abb. 8).

DarUberhinaus ermoglichte die Erfassung der Summenaktionpotentiale die
Berechnung der Latenz, also in diesem Fall der Zeit, die nach Reizabgabe bis zur
Ausldosung des Aktionspotentials verging. Dabei zeigte sich im Rahmen dieses
Experiments mit steigender Halbsinus-Impulsdauer und insbesondere bei schwachen
Stimulationsintensitaten eine Zunahme der Latenzzeit (Abb. 19). Dies deutet darauf
hin, dass C-Faser-Membranen die Ladung (Strom Uber Zeit) bei anhaltender,
langsam ansteigender Depolarisation (z. B. durch Halbsinusimpulse > 10 ms) recht
gut akkumulieren kdnnen. Somit wurde es - nach entsprechend langerer Latenzzeit -
auch bei sehr niedrigen Stimulationsintensitaten zur Uberschreitung der
Schwellenwerte und der Entstehung von Aktionspotentialen kommen, wenn die
stimulierenden Impulse ausreichend lang sind. Zusatzlich zu den Membran-
eigenschaften tragen hierzu auch die besonderen spannungsabhangigen
Natriumkanadle (Nav) von C-Fasern bei: die langsame und wenig ausgepragte
Inaktivierungskinetik (,closed state inactivation®) von Nay1.7, der insbesondere von
Nozizeptoren und sympathischen Efferenzen exprimiert wird [27], ist dabei
besonders bedeutsam. Dahingegen wurden Nav1.6-Kanale, welche vorzugsweise im
Ranvier'schen Knoten der A-Fasern exprimiert werden [108], bei einer entsprechend
langen Stimulation deutlich schneller inaktivieren und somit keine weitere Entstehung
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von Aktionspotentialen zulassen. Diese These wird von aktuellen Ergebnissen der
Forschungsgruppe fur Experimentelle Schmerzforschung der medizinischen Fakultat
Mannheim gestutzt, welche Aufzeichnungen von mittels Halbsinusstimulation
unterschiedlicher Dauer erzeugten A-Faser-Summenaktionspotentialen und den
entsprechenden Starke-Dauer-Kurven in 6 Faszikeln des Suralnervs der Maus liefern
(Abbildung 23).
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Abbildung 23: Reiz-Reaktions-Eigenschaften von A-Faser-Summenaktions-
potentialen (A-SAP), die durch unterschiedlich lange Dauern von Halbsinus-
Konstantstrom-Stimulationen des Suralnervs der Maus ex vivo hervorgerufen
wurden (n = 6). (A) Extrazelluldre Aufzeichnungen als Reaktion auf Halbsinus-
Konstantstromstimuli von 1 ms (rot), 56 ms (gelb), 25 ms (hellblau) und 100 ms
(violett) Dauer (das zeitliche Stimulationsprofil ist in dunkelblau dargestellt) und
verglichen mit der Reaktion auf einen (berschwelligen 1 ms-Rechteckimpuls
(schwarz, oberes Feld). Die Intensitét der Halbsinuswellen-Stimulation spiegelt sich
in der Intensitéat der Farbtonspuren wider. Man beachte, dass die friihen A-SAP bei
ldngerer Stimulusdauer (weil3 hinterlegt) abnehmen, wéhrend die spéten C-Faser-
SAPs (grau hinterlegt) allméhlich ansteigen. (B) Vollstédndige Stdrke-Dauer-Kurven
der in A gezeigten Ergebnisse mit drei Messungen flir jede Stimulationsintensitét;
angepasst mittels Hill-Funktionen zur Schétzung der maximalen A-CAP-Amplitude
und der halbmaximalen Stimulusintensitét. (C) Durchschnittliche maximale A-CAP-
Amplitude fiir jede getestete Halbsinusdauer; dargestellt in Relation zur A-CAP-
Amplitudenreaktion auf die 1ms-Halbsinus-Stimulation. Einzelne Datenpunkte sind
als ausgefiillte Markierungen dargestellt und die Balken stellen Mittelwerte *
Standardabweichungen dar (n = 6).

(Abbildungsquelle [117]: Schneider, T*, Filip, J*, Soares, S, Sohns, K, Carr, R,
Rukwied, R, Schmelz, M: Optimized Electrical Stimulation of C-Nociceptors in
Humans Based on the Chronaxie of Porcine C-Fibers. J Pain, 24: 957-969, 2023.
https://doi.org/10.1016/j.jpain.2023.01.009)
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Dabei zeigten sich im Kontrast zu den C-Faser-Summenaktionspotentialen
reduzierte Amplituden des Summenaktionspotentials flr langer anhaltende Reize,
wahrend Reize von 1 ms Dauer am effizientesten fur eine A-Faser-Aktivierung waren
(Abbildung 23B und 23C). In Abbildung 23A ist zudem ersichtlich, dass mit
zunehmender Dauer des Halbsinusreizes das frih auftretende A-CAP (weil}
hinterlegt) abnimmt, wahrend das spater auftretende C-CAP deutlicher hervortritt (im
grau hinterlegten Bereich). Die Verlangerung der Dauer eines elektrischen
Halbsinusreizes von 1 ms auf 25 ms beeintrachtigte demnach schrittweise die
synchrone Aktivierung der A-Fasern, erhohte jedoch die synchrone Aktivierung der C-
Fasern. Dies bestatigt fruhere Forschungserkenntnisse, die darauf hinweisen, dass
menschliche Ad-Faser vor allem auf kirzere, synchronisierte Reize ein gutes
Ansprechen zeigen [48].

4.3. Veranderbarkeit der C-Faser-Erregbarkeit durch HMGB1

Bei Verwendung der Halbsinusstimulation von 100 ms Dauer zeigte sich nach
Hinzugabe von HMGB1 insbesondere bei niedrigen Stimulationsintensitaten eine
Linksverschiebung der Dosis-Wirkungskurven (Abb. 20), was auf eine
Ubererregbarkeit im Bereich der Schwellenwerte hinweist. Diese Sensibilisierung
steht in deutlichem Gegensatz zu der verringerten Erregbarkeit, welche bei der
Stimulation mittels des Rechteckreizes auftrat. Eine im Verhaltnis zu den
Ergebnissen des Rechteckreizes deutlich abgeschwachte Desensibilisierung wurde
zudem bei Verwendung des 25 ms-Halbsinusreizes beobachtet. Ahnliche Ergebnisse
zeigten sich fur LPS (Abb. 22). Der sensibilisierende Effekt auf die C-Faser-
Erregbarkeit durch HMGB1 und LPS scheint damit erst im Rahmen sehr langsam
depolarisierender Reize demaskiert zu werden. Als physiologische Grundlage hierfur
kamen im Rahmen der komplexen Signalkaskade erneut sensibilisierende Effekte
auf spezifische spannungsabhangige lonenkanale in Frage. Alternativ konnte auch
der Membranwiderstand erhoht werden, z.B. durch das vermehrte SchlieRen von
Kaliumkanalen, die zum Ruhemembranpotenzial beitragen. Ein solcher Effekt wurde
bereits fur das Schliellen von kalteempfindlichen Kaliumkanalen gezeigt [114]. Ein
héherer Membranwiderstand verbessert die Fahigkeit von C-Nozizeptoren bei
langerer Depolarisation die Ladung zu akkumulieren und senkt somit die
Aktivierungsschwelle gerade bei sehr langen Impulsdauern.

Auf eine entstehende Sensibilisierung durch HMGB1 deuten auch frihere Studien an
Nagetieren hin, im Rahmen derer eine spinale Injektion von HMGB1 eine direkte
mechanische Uberempfindlichkeit sowie eine indirekte Sensibilisierung Uber gliale
Aktivierung ausloste, was als Hinweis auf einen Beitrag von HMGB1 zur nozizeptiven
Signalibetragung in der Wirbelsaule uUber die Aktivierung von TLR4 interpretiert
wurde [90]. Zudem konnten durch einen HMGB1-Inhibitor Einsatz bei an
schmerzhafter diabetischer Neuropathie erkrankten Tieren bereits mechanische und
thermische Schmerzschwellen erhoht und somit eine Desensibilisierung
herbeigefuhrt werden [76]. In einer weiteren Studie wurde in der Haut und in
primaren sensorischen Neuronen diabetischer Ratten eine hochregulierte HMGB1-
und RAGE-Expression zu Zeiten festgestellt, in denen das Schmerzverhalten der
Tiere verstarkt war [97]. Dies wurde in Zusammenhang mit verstarkten - Gber RAGE
vermittelten und Uber TRPV1 ausgeldsten - Ca2+ getriggerten Reaktionen gebracht,
welche in kultivierten DRG-Neuronen der diabetischen Tiermodelle beobachtet
werden konnten [97]. Anhand neuropathischer Tiermodelle wurde zudem
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herausgefunden, dass insbesondere eine spezifische Isoform von HMGB1 (das all-
thiol-HMGB1 oder at-HMGB1) RAGE aktiviert und eine neuronale Erregung in akut
dissoziierten sensorischen Neuronen auslost, wahrend die Verwendung eines
neutralisierenden RAGE-Antikorpers eine taktile Schmerziberempfindlichkeit
blockieren konnte [84].

Ein weiterer interessanter Aspekt im Rahmen dieser Beobachtungen und der unter
1.6. vorgeschlagenen Signalkaskade ist, dass RAGE, TLR4 und HMGB1 laut
friheren Forschungsergebnissen eine gegenseitig potenzierende und amplifi-
zierende Wirkung ausuben konnen, wobei kaum negative Ruckkopplungs-
mechanismen vorhanden zu sein scheinen. So kann HMGB1 die Expression der
Rezeptoren induzieren, und RAGE den Transport von TLR4-Rezeptoren an die
Zelloberflache fordern, wahrend TLR4 die Translation und Transkription von RAGE
erhdhen kann. Eine vermehrte Rezeptorendichte an der Zelloberflache erlaubt
wiederum eine erhohte Bindungskapazitat von HMGB1 [82]. Zusatzlich kann die
Aktivierung des NF-kB-Signalwegs die Expression von HMGB1 und seinen
Rezeptoren induzieren [109]. Somit kdénnte sich insgesamt eine positive
Ruckkopplungsschleife zur Aufrechterhaltung und Chronifizierung von Entzindungs-
und Schmerzzustanden bilden.

4.4. Bewertung und Limitationen der gewahlten Methodik

Die verschiedenen Versuchsmodelle (in-vivo Versuche am menschlichen Probanden,
in-vivo und ex-vivo Tierversuche am Schwein) zur C-Faser-Aktivierung mit
unterschiedlichen Dauern von Halbsinusimpulsen fuhrten zu Ubereinstimmenden
Ergebnissen und zeigten im Rahmen dieser Arbeit eine gute Ubertragbarkeit vom
Tiermodell zum Humanmodell. Die psychophysikalischen Ergebnisse am Menschen
waren im Einklang mit den elektrophysiologischen Messungen an der Einzelfaser
in-vivo und deuten darauf hin, dass die Schmerzschwellen in der menschlichen Haut
und die Aktivierungsschwellen von C-Nozizeptoren in der Schweinehaut bei
Halbsinus-Stimulationen bemerkenswert parallel verlaufen. Die lange Chronaxie der
C-Fasern beim Schwein (etwa 15 ms) war zudem im Einklang mit den optimalen
Reizdauern fur die Auslésung von Schmerzempfinden und Axonreflex-Erythemen bei
den gesunden Freiwilligen. Dabei sollte bedacht werden, dass in allen
durchgefuhrten Experimenten dieselbe Stimulationselektrode (Abb. 4) verwendet
wurde. Insgesamt bestatigt dies, dass die Schweinehaut - sowohl in Bezug auf ihre
Anatomie, als auch auf die Nozizeptorklassen [64,68] - ein gutes Modell hinsichtlich
der Ubertragbarkeit auf die menschliche Haut darstellt.

Die Erregbarkeit kutaner Nozizeptoren hangt unter anderem von der lokalen
Hautstruktur und -temperatur [110] ab. Wahrend bei der Durchfuhrung der
Probandenversuche auf eine bestmoglich Ubereinstimmende Hautlokalisation und
Hautstruktur geachtet wurde (exakte Ausmessung der Stimulationsstellen,
Ausschluss von Probanden mit Hautdefekten/-erkrankungen), kénnen dennoch
insbesondere ethnische, alters- und geschlechtsabhangige Unterschiede bestehen.
Daruber hinaus wurde wahrend der Experimente zwar die Raumtemperatur konstant
gehalten, die spezifische Hautemperatur und deren Auswirkungen auf die
Psychophysik beim menschlichen Probanden wurde jedoch nicht berucksichtigt.
Wahrend der Experimente wurde weder die Hautoberflachentemperatur unter der
Stimulationselektrode noch die Korperkerntemperatur gemessen. Letztendlich sind
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die Auswirkungen der Temperatur auf die Chronaxie komplex [20], da z. B. eine
erhdhte Chronaxie bei AbklUhlung die Erregbarkeit auf langer anhaltende Reize
verbessern konnte [114], die langsamere Kinetik von z. B. Natriumkanalen jedoch
den gegenteiligen Effekt hatte. Daher ist es schwierig, den Gesamteffekt der Haut-
und Kerntemperatur von Probanden und Versuchstieren auf die axonale Erregbarkeit
vorherzusagen oder zu beurteilen.

Zudem hatten weiterflhrende und die Halbsinustimulation in ihrer klinischen
Ubertragbarkeit priifende Versuchsprotokolle an neuropathischen Schmerzpatienten,
diabetischen Tiermodellen oder unter der Verwendung der at-HMGB1-Isoform
zusatzliche aufschlussreiche Ergebnisse liefern kénnen.

4.5. Klinische Implikationen und offene Fragen

Die Stimulation mit optimierten Halbsinusimpulsen scheint zur Aktivierung von C-
Nozizeptoren (einschliel3lich stummer Nozizeptoren) in der menschlichen Haut ein
vielversprechendes Testverfahren zu sein. Dieses kdnnte in Zukunft fur die klinische
Beurteilung der C-Faser-Funktion bei Patienten, die an einer ,small-fiber*-
Neuropathie als diabetische Komplikation, Folge einer Chemotherapie oder auch
unbekannter Atiologie leiden, hilfreich sein. Von groRem Nutzen wére dabei eine
frlhzeitige und C-Faser-spezifische Funktionsdiagnose, insbesondere an den am
weitesten distal gelegenen Korperstellen, die haufig zuerst betroffen sind [12]. Fur
entsprechende Stimulationsstellen sollte die Halbsinusstimulation gut geeignet sein,
da im Rahmen dieser Arbeit gleichwertige Versuchsergebnisse (ohne signifikante
Unterschiede) von Messungen am Unterarm und am Fulricken (3.2.2) erfasst
wurden.

Laut friheren Studien kann sich die maximale Folgefrequenz von ,stummen® C-
Nozizeptoren durch lokale Entzindungsbedingungen (z.B. bei Sonnenbrand [111]
oder die Sensibilisierung durch Nervenwachstumsfaktoren von weniger als 5 Hz auf
Uber 20 Hz steigern [31]. Die Verwendung des 25 ms-Halbsinusreizes ermoglicht im
Gegensatz zum Sinusreiz bei ahnlich guten Ergebnissen (3.2.3, Abb.16 kein
signifikanter Unterschied in der Grélke des erzeugten Axon-Reflex-Erythems) eine
repetitive Durchfuhrbarkeit und die freie Untersuchung frequenzabhangiger
Erregbarkeitsanderungen. Durch diese verbesserte klinische Einsatzfahigkeit
konnten hoherer Bereiche der Nozizeptorentladungen unter pathologischen
Bedingungen getestet und beispielsweise im Vergleich zu gesunden Kontrollen auf
einen Zusammenhang mit der Entwicklung héherer Schmerzbewertungen Uberprift
werden. Von groliem Interesse in Hinblick auf Folgestudien ware zudem, ob mittels
Erregbarkeitstests fur C-Nozizeptoren mit optimierten Halbsinusimpulsen eine
Differenzierung von Patienten mit schmerzhafter und schmerzloser Neuropathien
erreicht werden kann, was mittels Untersuchungen der Erregbarkeit der grof3en
sensorischen Fasern bisher nicht moglich war [18].

Des Weiteren konnte in einer kurzlich durchgefuhrten Studie eine Verstarkung
depolarisierender spontaner Fluktuationen des Membranpotentials menschlicher
sensorischer Spinalganglienneurone festgestellt werden, welche mit neuropathischen
Schmerzen bei Patienten in Verbindung gebracht wird [112]. Dabei zeigten
die Neurone, die die schmerzhaften Bereiche innervieren, niedrigere
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Aktivierungsschwellen und es konnte ein Anstieg der Zeit bis zur Auslésung eines
Aktionspotentials von 12 auf 40 ms beobachtet werden [112].

Diese Beobachtungen bieten in Bezug auf die Ergebnisse dieser Arbeit
(durchschnittliche Chronaxie der C-Fasern siehe 3.1 und Anstieg der Latenzzeiten fur
langere Halbsinusimpulse und geringe Stimulationsintensitaten 3.3) einen
interessanten Blickwinkel, da dies im Zusammenhang mit einer gesteigerten
Akkumulationsfahigkeit von C-Fasern unter pathologischen Bedingungen stehen
kdnnte. Wenn sich diese bei menschlichen DRG-Neuronen beobachtete
Veranderung auch in den nozizeptiven Endigungen in schmerzhafter Hautarealen
widerspiegelt, wirde man eine Verschiebung der Starke-Dauer-Kurve von Halbsinus-
Reizdauern um den entsprechenden Bereich erwarten. Dies konnte moglicherweise
Informationen Uber die Schmerzmechanismen bei den Patienten liefern.

Von groRRer Bedeutung waren bis zum tatsachlichen klinischen Einsatz allerdings
weitere Studien, die den hier vorgeschlagenen Nutzen und die Ubertragbarkeit auf
das klinische Umfeld Uberprufen. Bei Verwendung entsprechender Halbsinus-
Stimulationsprotokolle sollte dabei beachtet werden, dass die elektrische Stimulation
von biologischem Gewebe elektrochemische Reaktionen [113] auslosen kann, die
potenziell gewebeschadigend sind. Dabei werden die lokalen Auswirkungen neben
Elektrodenoberflache und -material auch durch das Stimulationsprotokoll bestimmt.
Je geringer die pro Impuls aufgebrachte Ladung ist, desto kleiner kann der "sichere"
Elektrodenbereich sein [113]. Im Rahmen der Probandenversuche konnte bei den
verwendeten Stromstarken zu keinem Zeitpunkt eine Gewebeschadigung registriert
werden, im Rahmen von Patientenstudien konnen jedoch hohere Stimulations-
intensitaten notwendig sein. Um das Risiko fur Gewebeschaden so gering wie
mdglich zu halten, sollte zudem eine ladungsneutrale Stimulation mit biphasischer
Wellenform anstelle einer monophasischen gewahlt werden.

4.6. Schlussfolgerung

Eine elektrische Halbsinus-Stimulation mit Pulsdauern von 25 ms aktiviert die im
Rahmen chronischer Schmerzen und Neuropathien relevanten C-Nozizeptoren
spezifischer und mit deutlich geringeren Stimulationsintensitaten als der
klassischerweise verwendete 1 ms-Rechteckreiz. Die erhdhte Erregbarkeit der C-
Fasern konnte in Einzelfaserversuchen am Schwein in-vivo fur alle Faserklassen
beobachtet und sowohl in der Psychophysik am Menschen (anhand einer
Verringerung der elektrischen Erkennungsschwelle, der elektrischen
Schmerzschwelle und der elektrischen Schwelle fur die Entwicklung einer Axon-
Reflex-Reaktion) als auch mittels Ableitung von Summenaktionpotentialen am
Schwein ex-vivo bestatigt werden. Zudem weisen die Untersuchungen mit HMGB1
auf eine Demaskierung von Sensibiliserungen der C-Fasererregbarkeit unter
spezifischen (pathologischen) Bedingungen durch langandauernde Halbsinusreize
hin. Obgleich vorerst weitere Studien und die klinische Erprobung der optimierten
Halbsinusreize am Patienten notwendig sind, erscheinen C-Faser-spezifische
Funktionsuntersuchungen mittels elektrischer Halbsinus-Stimulation viel-
versprechend zu sein, um Veranderungen der C-Faser Erregbarkeit (z.B. im Rahmen
von ,small-fiber‘-Neuropathien) besser charakterisieren zu konnen und Uber die
gewonnenen Erkenntnisse eine individuellere Therapie zu ermoglichen.
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5. ZUSAMMENFASSUNG

Uber die Halfte der Diabetes-Patienten leidet an polyneuropathischen
Komplikationen. Ein spezifisches Beispiel ist die ,small-fiber“-Neuropathie, welche
durch eine beeintrachtigte Funktion der dunn myelinisierten A-Delta- und nicht
myelinisierten C-Nozizeptoren gekennzeichnet ist. 30 - 40 % dieser Patienten haben
zudem neuropathische Schmerzen, welche komplexen Pathomechanismen
unterliegen. Dabei ist es bislang nicht méglich, schmerzhafte und nicht schmerzhafte
Neuropathien diagnostisch voneinander zu unterscheiden. Klassischerweise werden
zur elektrischen Erregung von C-Nozizeptoren Rechteckimpulse mit einer Dauer
nahe der geschatzten Chronaxie der C-Fasern (etwa 2 ms) verwendet. Neuere
Ergebnisse mit langsam depolarisierenden Stimuli deuten jedoch auf langere
Chronaxien hin, weshalb im Rahmen dieser Arbeit unterschiedliche Dauern von
Halbsinusimpulsen auf eine spezifischere Aktivierung von C-Fasern (im Vergleich zu
einem 1 ms-Rechteckreiz) untersucht wurden. Zudem wurde die Veranderbarkeit der
C-Fasererregbarkeit bei Applikation der unter pathologischen Bedingungen bei
Diabetes erhéhten Substanzen ,High-Mobiltity-Group-Box-1“-Protein und
Lipopolysaccharide getestet. Diese stehen unter Verdacht, Gber ihre Wirkung an den
Rezeptoren ,Toll-like-Receptor 4“ und ,Receptor for advanced glycation end
products” an der Pathogenese neuropathischer Schmerzen beteiligt zu sein.

Im Rahmen dieser Arbeit wurden anhand der Daten aus Einzelfaser-Versuchen am
Schwein in-vivo die Aktivierungsschwellen einzelner C-Fasern flir die Applikation
unterschiedlich lang andauernder Halbsinusimpulse von 1 ms bis 250 ms
ausgewertet. AnschlieBend wurde die Ubertragbarkeit dieser Ergebnisse auf den
Menschen Uberprift. Hierzu erfolgten Untersuchungen der Psychophysik sowie der
Entstehung eines Axon-Reflex-Erythems (als spezifischer Test fur die Aktivierung
stummer C-Nozizeptoren) an gesunden Probanden unter Verwendung optimierter
Halbsinusdauern. DarUber hinaus wurden ex-vivo-Aufzeichnungen von C-Faser-
Summenaktionspotentialen am Nervus saphenus des Schweins genutzt, um die
Ergebnisse zu verifizieren und die Veranderbarkeit der C-Faser-Erregbarkeit durch
,High-Mobiltity-Group-Box-1“-Protein und Lipopolysaccharide zu testen.

Die Auswertung von Aufzeichnungen einzelner C-Fasern (n = 46) bei Schweinen
ergab hohe Chronaxiewerte von durchschnittlich 15,6 ms. Die Aktivierungsschwellen
nahmen in allen Faserklassen um das zwei- bis dreifache ab, wenn die Dauer der
Halbsinusimpulse von 1 ms auf 25 ms erhoht wurde (p < 0,05). Zudem zeigten
psycho-physikalische Untersuchungen an gesunden Menschen (n = 23), dass eine
halbsinusféormige Reizdauer von mehr als 10 ms die Wahrnehmungsschwellen, die
Schmerzschwellen und die Stimulationsintensitaten reduzierte, die erforderlich
waren, um eine Schmerzbewertung von 3 auf einer 11-stufigen numerischen
Bewertungsskala zu erzeugen, verglichen mit Rechteckimpulsen von 1 ms Dauer
(p < 0,05). Eine Verlangerung der Halbsinus-Dauer von 1 ms auf 25 ms fuhrte zu
einer vierfachen Amplitudenreduktion der Schmerzschwellen, aullerdem I6ste ein
25 ms-Halbsinusreiz mit 32 Impulsen ein signifikant groReres Axon-Reflex-Erythem
aus als die Stimulation mittels eines Rechteckimpulses doppelter Stimulations-
intensitat und gleicher Impulsanzahl. Die am Nervus saphenus des Schweins
getesteten Starke-Dauer-Kurven von C-Faser-Summenaktionspotentialen (n = 7)
wiesen die hochste Empfindlichkeit fur Halbsinusdauern zwischen 10 und 25 ms auf.
Die halbmaximalen Stimulationsintensitaten der C-Faser-Summenaktionspotentiale
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waren dabei im Vergleich zu 1 ms-Rechteckimpulsen um das Dreifache reduziert
(p < 0,01). Zudem zeigte sich nach Applikation von ,High-Mobiltity-Group-Box-1“-
Protein und Lipopolysacchariden, insbesondere bei niedrigen Stimulations-
intensitaten und bei Verwendung eines langen Halbsinusreizes von 100 ms Dauer,
eine Sensibilisierung der C-Fasererregbarkeit im Kontrast zu einer Desensibilisierung
bei Stimulation mittels des 1 ms-Rechteckreizes. Diese Reizbedingungen sind von
groler klinischer Relevanz, da eine dauerhafte milde Depolarisation in Nozizeptoren
als treibende Kraft fir deren Spontanaktivitdt angesehen wird und diese beim
Patienten zu Spontanschmerz fihren kann.

Eine elektrische Stimulation mit optimierten Halbsinusimpulsen ermdoglichte folglich
eine spezifischere Aktivierung von C-Nozizeptoren als eine Stimulation mittels 1 ms-
Rechteckreiz und erlaubt im Gegensatz zur Verwendung eines 4 Hz-Sinusreizes die
freie Untersuchung von Frequenz-Wirkungsbeziehungen. Die Ergebnisse deuten
resimierend darauf hin, dass mittels langer andauernder Halbsinusimpulse (> 10 ms
Dauer) eine spezifischere C-Faser-Funktionsdiagnostik erreicht werden konnte,
welche fir den Einsatz bei Patienten mit chronischen neuropathischen Schmerzen
ein vielversprechendes klinisches Bewertungsinstrument darstellen wirde. Die
Verwendung konnte hilfreich sein, um schmerzhafte von schmerzlosen Neuropathien
zu unterscheiden oder eine Ubererregbarkeit von C-Nozizeptoren anhand von
Starke-Dauer-Kurven zu demaskieren.
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